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1  Arbeitshypothesen und Fragestellungen

Nach bisherigem Kenntnisstand ist nicht abschlielend geklart, ob und in welchem Male
Selektine eine Rolle bei der Einwanderung von multipotenten mesenchymalen Stromazellen
(MSZ) aus dem Blutstrom heraus in verschiedene Gewebe spielen. Diese Frage stellt sich
sowohl in Zusammenhang mit normalem Gewebe, ohne einen die Selektin-Expression
erhdhenden Reiz, als auch im Rahmen eines pathologischen Reizes, wie bei Entziindungen
oder soliden Tumoren, bei denen Selektine am Ort des Geschehens vermehrt exprimiert
werden (Shanley et al., 1995). Zur Untersuchung dieser Fragestellungen an der lebenden
Maus eignet sich die Magnetresonanztomographie (MRT), die repetitiv eine nichtinvasive
Darstellung von magnetisch markierten MSZ ermdglicht. Die Zielsetzung dieser Arbeit
umfasste daher zum einen die Etablierung einer Methode zur
magnetresonanztomographischen Darstellung einzelner magnetisch markierter MSZ und der
anschlieBenden korrelativen Darstellung doppelt fluoreszenz-markierter MSZ mittels
Fluorezenzmikroskopie. Im Weiteren bestand die Zielsetzung darin, an der lebenden Maus zu
uberprifen, ob MSZ den uber Selektine vermittelten Migrationsmechanismus benutzen.
Hierfur sollte das Migrationsverhalten der magnetisch markierten MSZ in E-/P-Selektin-
defizienten Doppelknockout-Mausen (Doppel-KO) und Wildtyp-Mausen (WT) sowie unter
Verwendung eines Tumormodells untersucht werden. Die konkreten Fragestellungen dieser

Studie waren:

e |Ist die magnetische Markierung von MSZ mittels eisenoxidhaltigen
Mikropartikeln und CFSE ohne Beeinflussung der Zellvitalitat und der Expression

charakteristischer Oberflachenmarker moglich?

e Ermoglicht diese Doppelmarkierung die Detektion einzelner MSZ mittels der
Magnetresonanztomographie und anschlielend in verschiedenen Geweben mittels

histologischer Methoden?

e st der in vivo Nachweis einzelner magnetisch markierter MSZ mittels eines
klinischen 3.0T MR-Tomographen unter Verwendung von Kleintierempfangs-
spulen und hochaufldsenden Gradientenecho-Sequenzen (GRE) maoglich?



Lasst sich unter Berlcksichtigung der verschiedenen Applikationsformen —
intravends, intrakardial, intraperitoneal — ein unterschiedliches Verteilungs- und
Degradationsverhalten der MSZ in E-/P-Selektin-defizienten Doppelknockout-

Mausen im Vergleich zu Wildtyp-Mausen darstellen?

Veranlasst ein xenotransplantierter Tumor der humanen Adenokarzinom-Zelllinie
HT29 MSZ in E-/P-Selektin-defizienten Doppelknockout-Mé&usen im Vergleich zu
Wildtyp-Méusen in unterschiedlicher Auspragung zum Einwandern in das vom

Tumor geschédigte Areal?



2 Einleitung

2.1 Multipotente mesenchymale Stromazellen

Multipotente mesenchymale Stromazellen sind Vorlauferzellen aus einem komplexen
Bindegewebe im Knochenmark (Nakahara et al., 1991), welche die Fé&higkeit zur
Differenzierung in verschiedene mesenchymale Zellarten, wie zum Beispiel Fibroblasten,
Adipozyten, Myozyten, Knorpel- oder Knochenzellen besitzen (Dominici et al., 2006;
Johnstone et al., 1998; Pittenger et al., 1999). In der wissenschaftlichen Literatur wird
alternativ auch der Ausdruck mesenchymale Stammzellen verwendet, wobei sich die
Bezeichnung als multipotente mesenchymale Stromazellen zunehmend durchsetzt (Grove et
al., 2004). MSZ wurden erstmals von Friedenstein et al. 1960 aus dem Knochenmark isoliert,
spater auch aus anderen hamatopoetisch aktiven Organen wie Leber und Milz (Friedenstein et
al., 1976; Friedenstein et al., 1966). In den folgenden Jahrzehnten wurden sie zusatzlich im
peripheren Blut, der Nabelschnur, Plazenta, dem Amnion und im Fettgewebe sowie in Leber,
Milz, Periost und Haut nachgewiesen (Rosenbaum et al., 2008). MSZ werden durch ihre
Féahigkeit an Plastik adhédrent zu wachsen isoliert und behalten ihre Multipotenz auch tber
viele Passagen in der Zellkultur (Pittenger et al., 1999). Sie sind immunologisch
charakterisiert durch die Expression von CD29, CD105, Sca-1, CD90, CD44, CD73, CD166
und sind negativ fur hamatopoetische Marker wie CD14, CD34 und CD45. MSZ haben ein
immunsuppressives Potential, was sie fur die allogene Stammzelltransplantation besonders
attraktiv macht (Aggarwal and Pittenger, 2005; Le Blanc, 2003; Mclintosh et al., 2006;
McTaggart and Atkinson, 2007). Neueren Erkenntnissen zufolge spielen MSZ eine wichtige
Rolle bei regenerativen Prozessen im Organismus, wie bei der Wundheilung (Falagna V,
2007), nach Knochenbriichen (Bruder et al., 1998) oder bei Knorpel- (Johnstone and Yoo,
1999) und Sehnenschaden (Young et al., 1998). In diesen Zusammenhéngen konnten mit
allogen transplantierten MSZ auch therapeutische Erfolge verzeichnet werden. Die
Volkskrankheit Osteoporose ist eine weitere Systemerkrankung, die durch das osteogene
Potential der MSZ positiv beeinflusst werden kann (Jilka et al., 1996; Parfitt et al., 1995).

Eine wichtige Funktion der MSZ ist die Bildung einer unterstiitzenden Matrix im
Knochenmark. MSZ schitten Wachstumsfaktoren, die die Hamatopoese regulieren, aus und
haben somit positiven Einfluss auf die Differenzierung und Proliferation hdmatopoetischer
Stammzellen (Dexter et al., 1977; Gordon et al., 1990; Weimar et al., 1998). Zu einer

Zerstorung dieser Matrix kommt es regelhaft nach zytotoxischer Chemotherapie



(Ishida et al., 1994) zum Beispiel zur Therapie des metastasierten Mammakarzinoms. Diese
kann eine Stammzelltransplantation auch von MSZ notwendig erscheinen lassen, um die
H&matopoese der Patienten wieder herzustellen (Koc et al., 2000). Da sich MSZ aus dem
Knochenmark isolieren lassen und in Kultur Uber viele Passagen nicht ihre Eigenschaften
verlieren (Caplan, 1991), sind sie auch als Transportsystem fur virale Gene einsetzbar (Allay
et al., 1997). Es konnte gezeigt werden, dass multipotente mesenchymale Stromazellen lokal
appliziert Narbenbildung nach einem Herzinfarkt verringern (Jaquet et al., 2005) oder
systemisch eingebracht die Regeneration des Nierenparenchyms nach akutem Nierenversagen
beschleunigen (Morigi et al., 2008). Weiter war es mdglich zu beweisen, dass diese Zellen
sich in neuronale Zellen ausdifferenzieren kdnnen (Sanchez-Ramos et al., 2000; Woodbury et
al., 2000). Mit der zuletzt genannten Untersuchung ist ein nachhaltiger Hinweis auf den
Ubergang vom mesodermalen zum ektodermalen Entwicklungsschritt gezeigt worden. Daher
ist auch das Verhalten der Zellen im Endstromgebiet des ZNS von besonderem Interesse.
Desweiteren konnte fir MSZ gezeigt werden, dass sie in solide Tumoren einwandern (Stagg,
2008) und dort eventuell modulierende Effekte auf die Angiogenese und die Bildung des
Tumorstromas besitzen kénnten. Aufgrund der genannten Eigenschaften ist es erforderlich zu
verstehen, wie MSZ aus dem Blutstrom in Gewebe einwandern kénnen und wie sie sich im
Organismus verteilen um daraus ableiten zu kénnen, wie man MSZ verstérkt therapeutisch
einsetzen und nach systemischer Applikation gezielter an den Ort des Geschehens bringen

kann.

2.2 E-und P-Selektine und ihre Funktionen

Es ist von besonderem Interesse, uber welchen Mechanismus im Blut zirkulierende
MSZ das Gefallsystem verlassen und in die verschiedenen Gewebe Ubertreten. Die
entscheidende initiale Bindung von MSZ an das Geféaliendothel scheinen Selektine zu
vermitteln. Selektine sind eine der kleinsten Genfamilien des Menschen und umfassen drei
Mitglieder, die E-, P- (beide kommen auf Endothelzellen vor) und L-Selektine (kommen auf
Leukozyten vor). Alle drei sind bei der initialen Anheftung, dem ersten Schritt der
Transmigration von Leukozyten aus dem Blut, beteiligt (Springer, 1994) und auch in den
Kapillaren des Hirns spielen sie dabei nach neuesten Erkenntnissen eine wichtige Rolle
(Wong et al., 2007). Daruber hinaus sind Selektine wichtig fir den Vorgang der Diapedese
von Zellen durch serése Haute, wie zum Beispiel dem Peritoneum (Borges et al., 1997; Bosse
et al., 1994; Bullard et al., 1995; Gardner et al., 1995; Matsukawa et al., 2002;
Preobrazhenskaya et al., 1997; Xie et al., 2000). Auch die Tumormetastasierung, die durch



den Knockout von E- und P-Selektinen im Mausmodell drastisch reduziert werden kann
(Kohler et al., 2010) scheint mafigeblich durch Selektine beeinflusst zu sein. Es zeigte sich,
dass Prostatakrebszellen bei nicht vorhandenen Selektinen nicht in das Knochenmark
einwandern konnen (Dimitroff et al., 2005). Gleiches gilt fur die Rezirkulation von
Blutstammzellen in Selektin-defizienten Méausen, bei denen die Hdmatopoese vorwiegend in
der Milz und Leber stattfindet. Vor allem letztere Erkenntnisse legen nahe, dass MSZ
ebenfalls Selektine zur Einwanderung in die Zielgewebe benutzen.

2.3 Magnetresonanztomographie zum Monitoring der Zellmigration in vivo

Die Magnetresonanztomographie ist ein Schnittbildverfahren auf der Grundlage des
physikalischen Ph&nomens des Eigendrehimpulses, dem so genannten Kernspin, von
Protonen. Neben dem vielfachen Einsatz in der radiologischen Diagnostik wird die MRT
zunehmend in experimentellen Studien zur Untersuchung von Kleintieren eingesetzt. Ein
experimenteller Anwendungsbereich der MRT-Bildgebung ist der nichtinvasive Nachweis
von magnetisch markierten Zellen. Mit dieser Methode wurde zum Beispiel die Migration von
Lymphozyten (Anderson et al., 2004), hdmatopoetischen Stammzellen und mesenchymalen
Stromazellen (Bos et al., 2004), neuronalen Vorlauferzellen (Shapiro et al., 2006),
Makrophagen und Tumorzellen (Heyn et al., 2006) in verschiedenen Kleintiermodellen
beschrieben. Zur magnetischen Markierung von Zellen werden superparamagnetische
Eisenoxidpartikel genutzt, deren Durchmesser von einigen Nanometern (Fleige et al., 2002;
Gardner et al., 1995) bis zu mehreren Mikrometern (Shapiro et al., 2004) reicht. Zur
Zellmarkierung werden typischerweise Partikel mittlerer GroRe verwendet (Sipe et al., 1999).
Die Ansétze zur Markierung variieren von der einfachen Zellinkubation und endosomalen
Anreicherung der Partikel (Bulte et al., 2001) bis hin zum Gebrauch von
Transfektionsmedien, durch die die Aufnahme von Partikeln erleichtert wird (Frank et al.,
2002). Die magnetische Markierung von Zellen fihrt zu einem enormen Anstieg des
intrazelluldren Eisengehaltes bis zu 100 pg/Zelle (Shapiro et al., 2005), wo hingegen nicht
markierte Zellen einen physiologischen Eisengehalt von unter 1 pg aufweisen (Sun et al.,
2005). Die durch Eisenoxidpartikel markierten Zellen stellen sich in der MRT-Bildgebung mit
T2* gewichteten Gradientenecho-Sequenzen durch  Suszeptibilitatsartefakte, also
Signalminderungen dar (Majumdar et al., 1989), die um ein vielfaches groRer sind als die
Zellen selbst. Hierdurch ergibt sich die hohe Sensitivitat der MRT bis hin zum Nachweis
einzelner, magnetisch markierter Zellen (Foster-Gareau et al., 2003; Shapiro et al., 2006).

Vielversprechende Ergebnisse bezlglich der in vivo Bildgebung von einzelnen Zellen lieferte
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die intrakardiale Injektion von Makrophagen und deren anschlieBender Nachweis im Gehirn
(Heyn et al., 2006), sowie die Darstellung der Migration von Hepatozyten in die Leber nach
intrasplenaler Injektion (Shapiro et al., 2005). Das Monitoren grof3erer Zellpopulationen von
MSZ konnte in Rattenmodellen nach intraventser (Hauger et al., 2006) und intraarterieller
(Ittrich et al., 2007) Injektion sowie nach intramyokardialer Applikation in einem
Herzinfarktmodell im Schwein gezeigt werden (Kraitchman et al., 2003). In einer weiteren
Arbeit zur Verwendung magnetisch markierter neutrophiler Granulozyten (Krieg et al., 1995)
als Abszessmarker wurden gréRRere Zellpopulationen verwendet. Im Gegensatz dazu wurden
einzelne MSZ bisher nur in vitro nachgewiesen (Peldschus et al., 2007; Shapiro et al., 2005).
Um sehr kleine MSZ Populationen, bis hin zu einzelnen Zellen in vivo verfolgen zu kdnnen

war es notig, ein neues methodisches VVorgehen zu etablieren.
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3 Material und Methoden

3.1 Markierung multipotenter mesenchymaler Stromazellen zur Detektion einzelner
Zellen mit der Magnetresonanztomographie und Fluoreszensmikroskopie

3.1.1 Murine multipotente mesenchymale Stromazellen

Die in dieser Arbeit verwendete murine MSZ-Zelllinie wurde freundlicherweise von Frau PD
Dr. rer. nat. Claudia Lange (Zentrum fir Knochenmarkstransplantation, Universitatsklinikum
Hamburg-Eppendorf) aus mannlichen Balb/C C57BI6 Mausen nach standardisiertem
Verfahren isoliert (Schrepfer et al., 2007a) und zur Verfligung gestellt. Die folgend
beschriebenen Labortatigkeiten wurden in Kooperation zwischen der Klinik und Poliklinik ftr
Diagnostische und Interventionelle Radiologie mit der Abteilung Anatomie Il des

Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf durchgefihrt.

3.1.2 Zellkultur

Zur Standardisierung und Reproduzierbarkeit der Experimente wurden vor
Versuchsbeginn von den MSZ, bei Passage 5, Aliquots gewonnen und diese kryokonserviert.
Hierzu wurden die Zellen in Suspension gebracht und in ein 30 ml Zentrifugenréhrchen
uberfuhrt (30 ml Weillkappenréhrchen, Greiner Bio-one / Kremsminster, AT). Die Zellen
wurden 5 min. bei 1500 U/min. zentrifugiert (Labofuge A mit 4-fach-Rotor (2143), Heraeus
Sepatech / Hanau, DE) und der Uberstand anschlieRend abgesaugt (Vascusafe comfort,
INTEGRA Biosciences AG / Chur, CH). Die resultierenden Zellpellets wurden anschliel3end
in Gefriermedium (Cryo-safe Ir, c.c. pro GmbH, Neustadt, DE) resuspendiert und in
Einfrierrdhrchen (Nunc Cryo Tube Vials, Nalge Nunc, Roskilde, Ddnemark) auf identische
Aliquots von je 1 ml verteilt. Diese wurden gemél} den VVorgaben des Herstellers fir 40 min.
bei —25 °C tiefgefroren und hiernach tber Nacht auf —80 °C herunter gekuhlt. Im Anschluss
daran erfolgte die endgultige Kryokonservierung in flissigem Stickstoff bei ca. 77 Kelvin (ca.
—196 °C). Zur Revitalisierung der kryokonservierten Zellen wurden zwei Zellpelets der MSZ
bei 37 °C in einem Wasserbad aufgetaut und in eine zuvor mit dem entsprechenden

Kulturmedium beftillte T25 Zellkulturflasche gegeben.

Die Zellkultur erfolgte in beliifteten, 250 ml groRen T75 (75 cm?2 Wachstumsbereich)
Kulturflaschen (Sarstedt AG & Co Numbrecht, Deutschland) bei Standardbedingungen
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(37 °C, 100 % relative Luftfeuchtigkeit, 5 % CO2/75 % Luft) in einem Hera Cell
Zellkulturschrank (Heraeus Instruments GMBH, Hanau. DE). Das Kulturmedium setzte sich
aus DEMEM/HAM's F-12 (Biochrom AG Berlin, Deutschland), 20 % Foetal Bovine Serum
(FCS, Gibco® Life Technologies Ltd. Pasley, SCO), 2 mM L-Glutamin (Gibco® Life
Technologies Ltd. Pasley, SCO) und 100 U/ml Penicillin sowie 100 pg/ml Streptomycin
(Gibco® Life Technologies Ltd., Pasley, SCO) zusammen. Es wurde zweimal pro Woche
gewechselt, wobei jeweils einmal mit 10 ml PBS (Dulbeccos Phosphat Buffer Saline, (Gibco®
Life Technologies Ltd., Pasley, SCO) gespult wurde. Bei einer Konfluitat von 90-95 %
(10.7x10%-13x10% Zellen/cm?) wurde das Medium abgesaugt, die Zellen dreimal mit 10 ml
PBS gespult, um danach fir 10 min. unter Standardbedingungen mit 5 ml Trypsin-EDTA
(Gibco® Life Technologies Ltd., Pasley, SCO) inkubiert zu werden, so dass sich die Zellen
vom Flaschenboden abldsten. Zum Abstoppen der Reaktion wurden 5 ml Kulturmedium
hinzugegeben. Etwa 1 bis 4 ml der entstandenen Zellsuspension wurden in neue
Kulturflaschen gegeben und mit Kulturmedium auf 15 ml aufgefullt. Alle Arbeiten mit der
Zellkultur wurden unter einer Steril Gard Class 1l Type A/B3 Sicherheitsbank (The Baker
Company, Sanford, Maine, USA) durchgefiihrt. Um Passageeffekte zu minimieren wurden
die MSZ nur von Passage sechs bis zwdlf verwendet. Die Kultivierung erfolgte, bis eine
hinreichende Zelldichte erreicht war. Zu diesem Zeitpunkt wurden die Zellen wie oben
beschrieben in Suspension genommen und den entsprechenden Experimenten zugefuhrt oder

zur Vermehrung auf weitere Kulturflaschen verteilt.

Die Zahlung der Zellen erfolgte mit einer Neubauer-Zéhlkammer (Marienfeld GmbH
Lauda-Konigshofen, DE), 0,1 mm Tiefe, 0,0025 mm? Flache, indem die Zellsuspension gut
resuspendiert wurde und 10 pl auf den Objekttréger pipettiert wurden. Unter einem Axiovert
35 Mikroskop (Carl Zeiss AG, DE) wurden vier Groliquadrate (jeweils 16 Kleinquadrate mit
jeweils 0,1 pl Volumen) ausgezédhlt und die Zellanzahl wie folgt berechnet: Gezéhlte
Zellen / 4 x Verdlnnungsfaktor x 10.000 = Zellen/ml. Bei mehr als 40 Zellen/GroRRquadrat
wurde mit PBS um Faktor 10 verdinnt. Durch anschlieBendes Verdinnen oder Konzentrieren

der Stammltsung wurde die jeweils bendtigte Zellzahl/VVolumen eingestellt.

Mycoplasmen sind intrazelluldr wachsende Bakterien, die in Zellkulturen weit verbreitet
und relativ schwer nachweisbar sind. Es gibt Hinweise darauf, dass Mycoplasmen die
Molekulstrukturen auf der Oberflache der Zellen veréndern, so dass sie insbesondere in

Versuchen wie diesem, der unter anderem die Oberflachenstrukturen der Zellen untersucht,
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einen erheblichen Einfluss auf die Resultate haben kénnen. Es gibt verschiedene Methoden,
Mycoplasmen in Zellkulturen zu erkennen. Unter diesen ist die PCR die spezifischste
Methode. Sensitiver jedoch ist die Farbung mit dem fluoreszierenden DNA-Farbstoff DAPI
(Vectashield, Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA), der sowohl die Zellkerne der
MSZ, als auch, im Falle einer Infektion, das Genom der Mycoplasmen sichtbar macht. Fir
den Test auf Mycoplasmen wurden MSZ resuspendiert, 1 ml von ca. 5000 Zellen/ml wurde
auf ein 6-Well-Chamberslide (NUNC, LabTek, Chamber-Slide, 6-Well-Paramox-Slide,
Langenselbold, DE) gegeben und fiir zwei Tage bis zu einer anndhernden Konfluenz
inkubiert. Daraufhin wurden die Zellen mit DPBS gewaschen und mit 100 % Ethanol fir
jeweils zweimal 5 min. fixiert. Nach Absaugen des Ethanols trockneten die Slides bei
Raumtemperatur und wurden danach mit jeweils zwei Tropfen DAPI pro Untersuchungsfeld
angefarbt. Die gefarbten Zellen wurden schlieflich im Fluoreszenzmikroskop (Zeiss,
Axioplan 2, Jena, DE) untersucht. Die vor Zellinjektion durchgefiihrte Testung der Zellen auf
Mykoplasmen zeigte stets nur die Zellkerne der dichtliegenden MSZ. Perinukledr angeordnete

kleine Kerne als Hinweis auf eine Myklopasmeninfektion fanden sich nicht (Abbildung 1).

200 ym

Abb. 1: Mykoplasmentest
DAPI Kernfarbung (blau), MSZ auf Chamberslides, 40 fache VergroRerung. Es sind keine perinuklear
angeordneten Mykoplasmen zu erkennen.
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3.1.3 Markierung der Zellen mit superparamagnetischen Eisenoxidpartikeln

Die Zellen wurden in T75 Kulturflaschen bis zu einer Konfluenz von ca. 80 % gezogen.
Unter sterilen Bedingungen wurden 100 pl, 40 pl oder 20 pl einer Losung der ca. 1,63 pm
durchmessenden Eisenoxidpartikel (Bang Laboratorie, Inc, Fishers, IN, USA) auf 10 ml
Kulturmedium gegeben. Somit wurde eine maximale Eisenkonzentration von 25 pg/ml bzw.
10 pg/ml oder 5 pg/ml Medium eingestellt. Die Zellen wurden fir 12 Stunden bei
Standardbedingungen mit den Eisenoxidpartikeln inkubiert. Hierbei erfolgte durch
unspezifische Phagozytose eine intrazellulare Aufnahme. Aufgrund des in ihrer Dextran-
Umhallung enthaltenen Fluorochroms (Ex: 540 nm / Em: 600 nm) konnten die Partikel im
Fluoreszensmikroskop detektiert werden. Zur Entfernung aller nicht aufgenommenen Partikel
wurde das Kulturmedium abgesaugt und die Zellen viermal mit je 5 ml Serum freiem Medium
DEMEM/HAM's F-12 (Biochrom AG Berlin, DE) gewaschen. Anschliefend wurden alle
Zellen einer Flasche wie beschrieben abgeldst und in eine neue Flasche Uberflihrt. Nach 24
Stunden in Kultur wurden die Zellen zur Abtrennung restlicher freier Partikel erneut mit
serumfreiem Medium gespult, bis unter konventioneller inverser Fluoreszenzmikroskopie

(Axio Invert; Karl Zeiss, DE) keine freien Partikel mehr nachzuweisen waren.

3.1.4 Markierung der Zellen mit einem zytoplasmatischem Fluoreszensfarbstoff

Die bereits mit den Eisenpartikeln markierten MSZ, kultiviert in einer T75-
Zellkulturflasche, wurden in 5 ml serumfreiem Medium mit 7,5 pl einer frisch in DMSO
angesetzten und vorgewdarmten 5 mM Stammldsung von CellTrace™ Carboxyfluorescein
succinimidyl Ester (CFSE) Cell Proliferation Kit (Invitrogen, Karlsruhe, DE) fur 20 min.
unter Standardbedingungen inkubiert. Zum Ansetzten der 5 mM Stocklésung direkt vor
Anwendung wurden 18 pl Dimethylsulfoxide (DMSO) auf 5 pg Lyophilisat gegeben. Die
Reaktion wurde mit 4 °C kaltem Kulturmedium fiir 5 Minuten erstickt und die Zellen zweimal
mit PBS gespilt. Wahrend der Reaktion diffundiert der CFSE passiv in die Zellen. Er ist
solange farblos und nicht fluoreszierend, bis intrazelluldre Esterasen die Acetatgruppe
abspalten, woraufhin die Estergruppe mit intrazellularen Aminen reagiert und eine
fluoreszierende Verbindung entsteht, die bei 492 nm ihr Exitations- und bei 517 nm ihr

Emissonsmaximum hat.
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3.1.5 Bestimmung des zelluléren Eisengehaltes mittels Atomabsorptionsspektrometrie

Markierte und unmarkierte MSZ wurden wie in Kapitel 3.1.2 beschrieben, trypsiniert,
gezahlt und in 500 ul PBS aufgenommen, bei eingestellten Zelldichten von 1 x 10*, 5 x 10
und 1 x 10°. Die Zellen wurden mit 0,02 molarer Salpetersaure und Triton X 100 (Sigma
Aldrich, Saint Louis, MI, USA) bei Raumtemperatur fiir 30 min. inkubiert und folglich
lysiert. Die entstandenen Suspensionen wurden kréftig gevortext. Aus diesen Proben wurden
Verdinnungsreihen mit Verdinnungen von 1 zu 10, 1 zu 100, und 1 zu 1000 hergestellt. Je
100 pl dieser Verdinnungen wurden in die AnalysegefdBe eines Graphitrohr-
Atomabsorptionsspektrometers (Perkin Elmer 2100, Norwalk, CT, USA) eingebracht. Das
Gerét plasmarisiert die Proben bei 2600 °C und misst den Eisengehalt photometrisch. Diese
Messungen wurden fiir jede Suspension dreifach durchgefiihrt und der mittlere zellulére
Eisengehalt berechnet.

3.1.6 Magnetresonanztomographische Untersuchungen in vitro

Zur Herstellung der Gelphantome wurden 20 g Gelatine (Carl Roth GMBH, Karlsruhe,
DE) und 20 ml destilliertes Wasser in einen Glaskolben (Carl Roth GMBH, Karlsruhe, DE)
gegeben und durch wiederholtes Erhitzen und Schwenken in der Mikrowelle in Ldsung
gebracht. Die Gelatinel6sung wurde fir mindestens 2 Stunden bei 55 °C im Wasserbad stehen
gelassen, so dass sich auch kleinste Luftblasen auflésen konnten, die sonst in der MRT-
Untersuchung punktformige schwarze Artefakte geliefert hatten. Anschlielend wurden je
2ml der Losung in 5 ml PVC-Ro6hrchen (BD Biosciences, Franklin Lakes, USA) mit
Rundboden gefllt. In diese R6hrchen wurden jeweils 5.000, 15.000 oder 50.000 wie in den
Kapiteln 3.1.3 und 3.1.4 beschrieben markierte Zellen zu einem Gesamtvolumen von 500 pl
in PBS aufgenommen, in die Gelatine einpipettiert und gut durchmischt. Die Zellen wurden
gemélR Kapitel 3.1.2 vorbehandelt und (ber das beschriebene Verfahren in Suspension
gebracht. Anhand dieser Gelphantome erfolgten die Evaluierung der Effektivitat der
magnetischen Markierung sowie die Optimierung der MRT-Sequenzen. Die Untersuchungen
wurden an einem klinischen 3,0 T MRT-Gerat (Intera, Philips Medical Systems, Best, NL)
durchgefuhrt. Das System ist mit einer Korper-Sende-Spule und einem konventionellen
Gradientensystem ausgerlstet, das eine maximale Amplitude von 30 mT m-1 und eine
Anstiegsrate von 50 mT-1 s-1 ermdglicht. Zum Signalempfang wurde eine solenoidférmige
Kleintierspule (Philips Research Laboratories, Hamburg, DE) mit einem inneren Durchmesser
von 6 cm und einer L&nge von 7 cm benutzt. Die optimierten Sequenzen zur Untersuchung
der Eisenmarkierung sind Tabelle 1 zu entnehmen.
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Tabelle 1: MRT-Untersuchungsprotokolle fiir die in vitro Testung

Sequenz TR TE FOV Voxel FA |S |SA NSA | Zeit
(ms) | (ms) (mm) ) (mm) (min.)

T2* Axial .

3D GRE 1360 | 15 22x22 10,2/0,2/02 |15 |55 |- 4 15:41

Diese Sequenz diente der Einzelzelldetektion im Gelphantom, der Optimierung des Eisengehaltes, der
Einzelzelldetektion im ZNS, sowie der SNR Bestimmung des ZNS.

T2* Axial _
2D GRE 1360 |7 32x26 |0,2/02/05 |40 |40 |1 5 12:23

Diese Sequenz diente der Detektion von Einzelzellen im Gelphantom, in den Nieren, sowie der SNR
Bestimmung von Leber, Niere, Knochenmark, Milz und Tumor.

TR: Repetitionszeit; TE: Echozeit; FOV: Blickfeld; FA: Flipwinkel; S: Schichtanzahl; SA: Schichtabstand;
NSA: Anzahl der Aquisitionen

Es handelt sich hierbei um Gradientenecho (GRE)-Sequenzen. Es wird nicht ein
Hochfrequenzimpuls, sondern nur die Gradientenspulen zur Echoerzeugung verwendet. Der
Frequenzkodiergradient wird zuerst in negativer Polaritdt geschaltet und bewirkt eine
Dephasierung der Spins. Schaltet man ihn nun auf positive Polaritit um, entsteht die
Rephasierung, es kommt zum Echo. Durch Wegfall des 180°-Impulses der
Spinechosequenzen kdnnen wesentlich kiirzere TR (Repetitionszeiten) gewéhlt werden, so
dass die Bildgebungsdauer deutlich verkiirzt werden kann. GRE-Sequenzen sind also deutlich
weniger anfallig gegenuber Bewegungen, wie z. B. der Atembewegung der Méause (iber dem
Thorax und dem Abdomen. Da durch Wegfall des 180°-Impulses die statistischen
Magnetfeldinhomogenitaten nicht ausgeglichen werden, zerféllt das Signal mit T2*, die
Sequenzen sind also sehr anfallig gegeniiber Suszeptibilitatsartefakten, wie sie z. B. durch die
von uns verwendeten Eisenoxidpartikel verursacht werden. Der T2* Kontrast wird hier also
durch die Echozeit beeinflusst. Einen maximalen T2* Effekt bei niedrigem T1-Kontrast
erlangt man durch eine lange TE und einer langen TR. Es gilt jedoch einen Kompromiss
zwischen T1-Kontrast zur morphologischen Diagnostik und T2* Kontrast zur Eisendetektion

mit einem mdoglichst hohen SNR zu finden.

3.1.7 Mehrkanalfluoreszenzmikroskopie

In eine 35/10 mm Petrischale (Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, DE) wurde ein
21 x 26 mm Deckgléschen (Marienfeld GmbH Lauda-Konigshofen, DE) eingelegt, mit 2 ml
Kulturmedium tberschichtet und vorsichtig mit einer sterilen Pinzette angedriickt. Es wurden
5000 Zellen der Passage 14 einpipettiert und 24 Stunden adh&rent wachsen gelassen. Dann
wurden 20 ul der superparamagnetischen und fluoreszierenden Eisenoxidpartikel, wie in

Kapitel 3.1.3 beschrieben, zum Medium hinzugegeben und die Zellen damit fir 24 Stunden
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bei Standardbedingungen inkubiert. Mit Ende der Inkubationszeit wurde das Medium
abgesaugt. Unter Schraghalten der Petrischale wurde das Deckglaschen dreimal durch
kréftiges AufschieBen 1 ml serumfreien Mediums (DEMEM/HAM's F-12 ohne weitere
Zusétze) bei 37 °C gespilt und die Schale mit 2 ml serumfreien Mediums aufgefullt. Zur
Markierung der Zellmembranen wurde das CellTrace™ CFSE Cell Proliferation Kit
verwendet. Das Ansetzten der 5 mM Stammlésung direkt vor Anwendung erfolgte wie in
Kapitel 3.1.4 beschrieben. 1 pl dieses Stocks pro ml Kulturmedium (5 pM) wurden zugesetzt
und die Zellen fir 10 min. unter Standardbedingungen inkubiert. Zum Abstoppen der
Reaktion wurden dreimal je 1 ml -4 °C kaltes Kulturmedium fur einige Minuten auf die
Deckglaschen gegeben. Anschliefend wurde dreimal fur 5 min. mit PBS gespult. Zur
Fixierung der Zellen wurden 3 ml vierprozentiges Paraformaldehyd in 0,2 molarem
Phosphatpuffer fur 20 min. in die Petrischalen gegeben. Hierzu wurden 14,21g Na2HPO4 x
2 H20 und 2,76g NaH2P0O4 x 1 H20 (Merk, Darmstadt, DE) in 500 ml Aqua dest. geldst. Es
stellt sich in 0,2 molarem Phosphatpuffer ein pH von 7,2 —7,4 ein. 4g PFA (Merk, Darmstadt,
DE) wurden in 45 ml Aqua dest. unter Erhitzen auf 80 °C, Ruhren und tropfenweiser Zugabe
von 1 normaler NaOH gelost und mit 50 ml 0,2 molarem Phosphatpuffer aufgefullt. Die
Kerngegenfarbung erfolgte, indem 4 pl der Stammlésung DRAQ5™ (Biostatus Limited,
Leicestershire, UK, Anregung: 646 nm / Emission: 681 nm / 697 nm intercaliert mit dSDNA)
auf 2 ml PBS gegeben wurden. 1 ml dieser Losung wurde fur 5 min. auf die Deckgléschen
gegeben. Nach anschliefendem einmaligem Spilen mit PBS wurden die Deckglaschen mit
Fluoreszenz Mounting Medium (DAKO, Hamburg, Deutschland) einzeln auf Histo-Bond®
Objekttrager (75x25x1 mm Marienfeld, Marienfeld GmbH Lauda-Konigshofen, DE)
aufgebracht.

Die Proben wurden am konfokalen Mikroskop (LSM 710 ConfoCor 3, Carl Zeiss, Jena,
DE) mit einem Scaling von 0,2 x 0,2 um / Stack 103,41 pum unter einem 63% / 1,4 Scan Zoom
Ol Objektiv mikroskopiert. Zur Darstellung der Zellproteine, mit CFSE gefarbt wurde bei 488
nm angeregt, bei: 505-530 nm ausgelesen. Zur Darstellung der mit Suncoast Yellow
geférbten Partikel, wurde eine Excitation bei 543 nm und ein Emissionsfilter von 560-615 nm
verwendet. Die mit DRAQ5 gefarbten Zellkerne wurden bei 633 nm angeregt und bei 670-

798 nm ausgelesen.
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3.1.8 Nachweis charakteristischer Oberflachenmarker mittels Durchflusszytometrie

Fur die durchflusszytometrischen Untersuchungen wurden doppeltmarkierte (wie in den
Kapiteln 3.1.3 und 3.1.4 beschrieben) und unmarkierte MSZ zur Schonung der
Oberflachenmolekiile mit einem enzymfreien Zell-Dissoziations-Puffer (Gibco® Life
Technologies Ltd., Pasley, SCO) fir 20 min. bei Standardbedingungen inkubiert und so in
Suspension gebracht. Die Zellen wurden, wie in Kapitel 3.1.2 beschrieben, pelletiert und in
FACS Puffer (1 x PBS, 5 % FCS, 0,1 % NaN3; Merk, Darmstadt, DE) uberfuhrt. So wurden
beide Gruppen der MSZ auf die Expression der charakteristischen Oberflachenmarker
CD105+, CD90+, Sca-1+, CD45- und CD34- untersucht (Minguell et al., 2001; Pittenger et
al., 1999; Schrepfer et al., 2007a). Der Versuch wurde fir CD105 und CD44 mit unmarkierten
MSZ bei Passage 14 und 40 im Vergleich wiederholt. Eine Differenzierung von lebenden und
toten Zellen erfolgte durch Zugabe von 15 pl Propidium lodid (PI) (BD Biosciences, Franklin
Lakes, USA) auf 1 ml Zellsuspension. Fir die Untersuchungen wurden die folgenden
monoklonalen Antikdérper und Isotyp IgG Antikdrper verwendet: Biotin Rat Anti-Mouse Sca-
1 Monoclonal Antibody, 1gG2a, k (BD Biosciences, Franklin Lakes, USA), Biotin Rat Anti-
Mouse CD34 Monoclonaler Antikorper, 1gG2a, k, Biotin Rat Anti-Mouse CD90.2
Monoclonaler Antikorper, 19G2a, k, (BD Biosciences, Franklin Lakes, USA) Biotin Rat
lgG2a, k Isotype Kontrolle (BD Biosciences, Franklin Lakes, USA), Rat Anti-Mouse
CD105/Endoglin Allophycocyanin, 1gG2a (R&D Systems, Minneapolis, USA), Rat IgG2a
Isotype Kontrolle APC Conjugated (R&D Systems, Minneapolis, USA), Biotin Rat Anti-
Mouse CD45, 19gG2b, k (BD Biosciences, Franklin Lakes, USA), Biotin Rat Anti-Mouse
CD44, 1gG2b, k (BD Biosciences, Franklin Lakes, US), Biotin Rat 1gG2b, k Isotype Kontrolle
(BD Biosciences, Franklin Lakes, USA), Rabbit Anti-mouse CD105 und polyklonal 1gG
(Microprobes, Inc.). Die Farbung erfolgte an je 150.000 Zellen in 1 ml FACS-Puffer in 1,5 ml
Eppendorf-Tubes. Zwischen den Farbeschritten von je 30 min. mit Primar-, ggf. Sekundar-
und ggf. Tertidrantikdrpern wurden die Zellen in einer 32 R Universalzentrifuge (Hettrich
Zentrifugen GmbH & Co. KG, Tuttlingen, DE) bei 1250 rpm abzentrifugiert, der Uberstand
abgenommen und die Zellen wieder in FACS-Puffer resuspendiert. Wéhrend der
Préparationszeit wurden die Zellen bei 4 °C auf Eis gehalten.

Die FACS-Analysen erfolgten mit einer Detektion von APC bei 661 nm und Pl bei

585 nm. Zur Kompensation des durch die rot fluoreszierenden Partikel in den APC-Kanal

einstrahlenden Signals wurde eine Probe mit CFSE und Partikeln markierter MSZ mitgefiihrt
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und deren Signal als Nullwert eingestellt. Fir diese und alle weiteren FACS Untersuchungen

wurde ein Fluorescence-Activated Cell Sorter (FACS Calibur, Beckton Dickenson) benutzt.

3.1.9 Nachweis von E-/P-Selektin-Bindungsstellen der Zellen mittels Durchfluss-
zytometrie und Immunhistochemie

Doppeltmarkierte und unmarkierte MSZ wurden gemall Kapitel 3.1.7 in Suspension
gebracht, pelettiert und in einen speziellen Lektinpuffer tiberfuhrt, der Ca®*- und Mg**-lonen
enthalt, welche Lektine zum Binden benétigen (PBS mit Ca®* / Mg?"). Die MSZ zur Farbung
auf CD15s und CD162 wurden behandelt, wie in Kapitel 3.1.7 beschrieben. Eine
Differenzierung von lebenden und toten Zellen erfolgte durch Einsetzen von 15 pl Propidium
lodid (P1) (BD Biosciences, Franklin Lakes, USA) auf 1 ml Zellsuspension. So wurden die
Zellen auf E-/P-Selektin-Bindungsstellen hin untersucht, sowie auf die Expression von
CD15s, dem Hauptbindungspartner des E-Selektins (Becker-Andre et al., 1992; Kansas,
1996) und CD162, dem Hauptbindungspartner des P-Selektins (Kansas, 1996; Weller et al.,
1992). Die Selektine binden jedoch an spezielle Zucker auf den Proteinen, nicht an die
Proteine selber. Der Versuch wurde mit unmarkierten MSZ bei Passage 14 und 40 im

Vergleich wiederholt.

Verwendet wurden: Rat Anti-Mouse CD162 1gG1, k (BD Biosciences, Franklin Lakes,
USA), Biotin konjugiert, Rat IgG1, k Isotype Kontrolle (BD Biosciences, Franklin Lakes,
USA); CD15s IgM k Maus-Anti-Human-Monoklonaler Antikérper (BD Biosciences, Franklin
Lakes, USA), unkonjugiert, Anti-Maus IgM k Sekundé&rantikorper, Biotin konjugiert (Sigma,
Saint Luis, USA), Recombinantes Mouse E-/P-Selektin / FC Chimera (R&D Systems,
Minneapolis, USA) mit einem humanen Fc-Teil, Mouse Anti-Human 19G
Sekundarantikorper, Biotin konjugiert (Sigma, Saint Luis, USA). Zur sekundaren Markierung
der nicht primar fluoreszierenden Antikorper wurde APC Streptavidin (BD Biosciences,
Franklin Lakes, USA), eingesetzt. Die Farbung erfolgte an je 150.000 Zellen in 1 ml FACS-
Puffer in 1,5 ml Eppendorf-Tubes. Zwischen den Farbeschritten von je 30 min. mit Primar-,
gof. Sekundér- und ggf. Tertidrantikdrpern wurden die Zellen in einer 32 R
Universalzentrifuge (Hettrich Zentrifugen GmbH & Co. KG, Tuttlingen, DE) bei 1250 rpm
abzentrifugiert, der Uberstand abgenommen und die Zellen wieder in FACS-Puffer
resuspendiert. Die ganze Zeit Uber wurden die Zellen bei 4 °C auf Eis gehalten. Die FACS-
Analysen erfolgten mit einer Detektion von APC bei 661 nm und PI bei 585 nm. Auch hier

wurde zur Kompensation des durch die rot fluoreszierenden Partikel in den APC-Kanal
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einstrahlenden Signals, eine Probe mit CFSE und Partikeln markierter MSZ mitgefuhrt und

deren Signal als Nullwert eingestellt.

Fur den immunhistochemischen Nachweis von CD162 wurden MSZ in Suspension
gebracht, eine Zellzahl von ca. 5000 Zellen/ml eingestellt und 1 ml dieser Suspension auf die
Kammern eines 6-Well-Chamberslides ((NUNC, LabTek, Chamber-Slide, 6-Well-Paramox-
Slide, Langenselbold, DE) aufgeteilt. Die Chamberslides wurden fur 24 Stunden beli
Standardbedingungen inkubiert, so dass MSZ fest adharent wachsen konnten. Die MSZ
wurden nun dreifach mit PBS gewaschen und dann mit 4 % PFA flr zwanzig Minuten fixiert.
Nach erneutem, mehrmaligem Waschen mit PBS erfolgte nun die Blockierung unspezifischer
Bindungsstellen durch Inkubation der Zellen mit 1 zu 10 in Antikorper-Pufferlosung
(Antibody Diluent with Background-Reducing DAKO Corp., Carpinteria, CA, USA)
verdinntem Kaninchenserum (DAKO A/S, Glostrup, DK) fiir 30 Minuten. Die Férbung
erfolgte ebenfalls in Antikorper-Pufferlosung. Die zur Farbung und Isotypenkontrolle
eingesetzten Antikorper waren: Rat Anti-Mouse CD162 1gG1, k (BD Biosciences, Franklin
Lakes, USA), Phycoerythrin-konjugiert, Rat 1gG1, k Isotype Kontrolle (BD Biosciences,
Franklin Lakes, USA); Phycoerythrin-konjugiert und wurden jeweils 1 zu 500 verdinnt
eingesetzt. Die Inkubationszeit betrug vier Stunden. Nach erneutem, sechsmaligem Waschen
mit PBS, wurden die Kammern entfernt und die Objekttrager mit Fluorescence Mounting
Medium (Dako, Hamburg, DE) eingedeckelt. Die Auswertung erfolgte am
Konfokalmikroskop bei einer Anregung von 488 nm und einem Detektor-

Empfindlichkeitsmaximum von 578 nm.

Die MSZ wurden wie oben beschrieben vorbereitet, auf Chamberslides anwachsen
gelassen, fixiert und gespult. Zur Blockierung unspezifischer Bindungsstellen wurde nun ftr
30 Minuten mit 1 zu 10 in Antikorper-Pufferlésung verdiinntem Kaninchenserum inkubiert.
Um den blockierenden Effekt nicht zu verlieren, wurde das Serum nicht wieder herunter
gespult, sondern lediglich abgesaugt, wobei es in den zur Negativkontrolle vorgesehenen
Kammern Uber Nacht belassen wurde. Der Anti-CD15s Antikorper; IgM Kk, Maus-Anti-
Human-Monoklonaler Antikdrper (BD Biosciences, Franklin Lakes, USA), unkonjugiert,
wurde nun tber Nacht 1 zu 50 in Antikorper-Pufferlosung verdinnt und zur Inkubation bei
4 °C auf die Objekttrager gegeben. Ebenso wurde mit der Isotypkontrolle verfahren. Am
néchsten Tag wurde das ABC-AP-Reagenz angesetzt (Vectastain Universal ABC-AP Kit,
Vector Laboratories LTD., Peterborough, UK). Dazu wurden gemé&ll den Angaben des
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Herstellers 5 ml PBS mit je einem Tropfen (ca. 50 ul) des Reagenzes A und einem Tropfen
des Reagenzes B versetzt, und in einem 5 ml WeiRRkappenrohrchen (Sarstedt, Nimbrecht, DE)
fir mindestens 30 min. auf einem Rollmischer durchmischt (Labor Rollmischer, Stuart
Equipment, Dynalab Corp. NY, USA). Nun wurden die Chamberslides zweimal fur 5 min.
mit PBS gespilt, um die ungebundenen Primérantikdrper zu entfernen. Dann wurde der
Sekundarantikorper, Anti-Maus IgM k Sekundéarantikorper, Biotin konjugiert (Sigma, Saint
Luis, USA) 1 zu 200 in Antikorper-Pufferlosung verdiinnt zur dreiRigmindtigen Inkubation in
alle Kammern gegeben. Es folgte ein erneuter Waschschritt zur Entfernung ungebundenen
Sekundarantikdrpers fur zweimal 5 min. mit PBS. Nun folgte die Inkubation mit dem ABC-
AP Reagenz fir 30 min. und ein anschlieBender Waschschritt mit TBS (Tris-buffered saline:
50 mM Tris Base, 150 mM NaCl, mit 2 N HCI add pH 7.6). Zur Herstellung des
Reaktionsansatzes (Mengen je Kivette angegeben) flr die enzymatischen
Farbstoffentwicklung durch die alkalische Phosphatase wurden 400 mg Natrium-Nitrit in
10 ml Aqua dest. gelost und mit 400 pl Neufuchsin (5 g/100 ml 2 N HCI) und 400 ml TBS
(50 mM Tris base, 150 mM NaCl, mit 2 N HCI add pH 8.24) ergénzt. Danach wurden in
rascher Folge 40 mg Naphthol AS in 1000 pl Dimethylformamid (DMF) gelést und
hinzugeben, 260 ul Tween 20 hinzugeben, der gesamte Ansatz gemischt und die Objekttrager
darin fir 30 min. bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Die Reaktion wurde durch
finfmindtiges Spulen unter flieRendem Leitungswasser gestoppt und die Objekttrager danach
in Aqua dest. Uberfiihrt. AnschlieBend wurden die Préparate mit frisch gefiltertem Mayers
Hémalaun (1 zu 1 in Aqua dest.) 10 Sekunden gegengefarbt, fur 5 min. in flieRendem
Leitungswasser gebldut, erneut in Aqua dest. tberfihrt und mit Hilfe des wasserhaltigen
Mediums Clarion/Crystal Mount (Biomeda corp., Foster City, California, USA) eingedeckt.

Die Immunhistochemie zum Nachweis von E-/P-Selektin-Bindungsstellen an MSZ
erfolgte nach dem gleichen Prinzip wie auch die oben beschriebene Farbung auf CD15s mit
denselben Reagenzien und denselben Inkubationszeiten. Es wurde lediglich Lektinpuffer zur
Bereitstellung von Ca?*- und Mg?*- lonen anstelle von PBS verwendet, um die Selektin-
Bindung zu ermdglichen und erst im letzten Waschschritt vor dem Pipettieren des
Entwicklungsreagenzes auf TBS als Puffer umgestellt. Die verwendeten Antikorper waren:
Recombinantes Mouse E-/P-Selektin / FC Chimera (R&D Systems, Minneapolis, USA) mit
einem humanen Fc-Teil, Mouse Anti-Human 1gG Sekundéarantikorper, Biotin konjugiert
(Sigma, Saint Luis, USA) und einer Humanen IgG Isotypkontrolle, unkonjugiert (R&D
Systems, Minneapolis, USA). Fur den E-Selektin-Antikérper wurde eine Verdlinnung von
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1zu 200, fur den P-Selektin-Antikérper eine Verdinnung von 1 zu 20 gewéhlt. Die
Verdinnung der Isotypenkontrolle wurde diesem Verhéltnis jeweils angepasst.

3.1.10 Proliferationstest mittels Durchflusszytometrie

Die Zellen wurden vom Flaschenboden durch Inkubation mit Cell dissociation buffer
(Invitrogen, Carlsbad, USA) fur 15 min. abgeldst. Jeweils etwa 250.000 doppelt markierte
und lediglich mit CFSE markierte Zellen wurden in je 1 ml FACS-Puffer (20 % Fetales
Kélberserum, Invitrogen, Carlsbad, USA) aufgenommen und im FACS gegen eine Kontrolle
von 250.000 nativen Zellen auf ihren CFSE Gehalt hin untersucht. Ca. 100.000 Zellen jeder
Gruppe wurden fir sieben weitere Tage in Kultur genommen und bis auf 95 % Konfluitét
wachsen gelassen. Diesen Kulturen wurden am 7. Tag wieder je 250.000 Zellen entnommen
und vergleichend bei 488 nm auf ihren CFSE-Gehalt hin untersucht. Vor jeder Messung
wurden Zellen untersucht, die nur mit Partikeln markiert waren und deren Signal als
Ausgangssignal fir die folgenden Messungen verwendet. Da CFSE die Zellmembranen
anfarbt und bei jeder Zellteilung die Hélfte der Zellmembran auf die Tochterzelle Ubergeht,
nehmen der CFSE-Gehalt und damit die Fluoreszenz korrelierend zur Zellproliferation ab.

3.1.11 Chondrogene Differenzierung

Zur Uberpriifung des Differenzierungspotentials der verwendeten MSZ in Chondrozyten
als Minimalkriterium der Differenzierung fur multipotente mesenchymale Stammzellen
(Dominici et al., 2006) wurde ein leicht modifiziertes Verfahren nach Shakibaei (Shakibaei
and De Souza, 1997) durchgefihrt. Diese Untersuchung erfolgte in Zusammenarbeit mit der
Arbeitsgruppe von Frau PD Dr. rer. nat. Lange, Zentrum flr Knochenmarkstransplantation,
Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf. Hierzu wurden je ca. 1,5 x 10° /ml doppelt-
markierte MSZ und nicht markierte MSZ wie beschrieben in Suspension genommen und in
2 % Alginatsdure (Sigma Aldrich, Rodermark, DE) uberfiihrt. Die Zellen in Alginat wurden
nun tropfenweise in 0,1 M CaCl, (Merk, Darmstadt, DE) eingebracht und so fur 10 Minuten
zum Gelieren gebracht. Die Alginat-MSZ-Kiigelchen wurden sodann mit PBS gespult und fur
7 Tage in Kulturmedium Gberfuhrt, wobei alle drei Tage ein Mediumwechsel vorgenommen
wurde. Die Alginat-MSZ-Kugelchen wurden fir eine Stunde in 10 % Formalin fixiert. Es
folgte ein funfmindtiger Waschschritt mit 2 % Essigsaure, anschlielend wurden die Alginat-
MSZ-Kigelchen fur 24 Stunden in einer Losung aus 0,05 % Alcian Blue
(Sigma Aldrich, Rédermark, D) und 4 % MgCl, (Fluka, Chemie AG Buchs, CH) gefarbt. Die
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gefarbten Alginat-MSZ-Kiigelchen wurden dann in aufsteigender Alkoholreihe und zum
Schluss in Xylol (Merk, Darmstadt, DE) entwadssert. Die Kigelchen wurden mit einem
Deckglaschen auf Objekttrager aufgequetscht. Eingedeckelt wurde mit Entellan (Merk,
Darmstadt, DE). Zum Ausschluss einer Proteoglycan-Expression in nicht induzierten MSZ
wurden markierte und unmarkierte MSZ direkt nach dem Gelieren fixiert und eingedeckelt
(Lange et al., 2005).

3.2 Nachweis einzelner multipotenter mesenchymaler Stromazellen in M&usen
mittels in vivo Magnetresonanztomographie und Fluoreszensmikroskopie

3.2.1 BALB/c C57BL/Kalgh-I scid/scid Mause

Alle Arbeiten mit Versuchstieren waren durch den Tierversuchsantrag Nr. 73/07 vom
24.10.2007 durch die Behorde fiir Soziales, Familie, Gesundheit und Verbraucherschutz der
Stadt Hamburg genehmigt.

Pathogenfreie, weibliche BALB/c C57BL/Kalgh-I scid/scid Mause wurden im Alter von
10 bis 12 Wochen und mit einem Korpergewicht von 21-29 g von der Tierhaltung des
Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf bezogen. Die Tiere wurden in Gruppen von
maximal 4 pro Kéfig in Racks mit Einzelkéfig-Zu- und Abluft (IVC-Rack, Techniplast, DE)
gehalten und mit sterilem Futter und Wasser (ssniff, Soest, DE) ad libitum versorgt. Alle
Experimente und Eingriffe an den Tieren wurden unter einer Laminar Flow Sicherheitsbank
vollzogen. Severe combined immunodeficient (SCID) Mause wurden verwendet, um eine
spezifische Immunreaktion auf die Fremdzellen mit konsekutiver Abstolung der MSZ zu
verhindern. Die kombinierte Immundefizienz wurde durch eine spontane Mutation in der C.B-
17/Icr Genregion der schweren Kette der Immunglobuline erworben, was zu einem Verlust
von Immunglobulinen und T-Zellrezeptor fiihrt, mit der Konsequenz, dass die Mé&use keine
funktionierenden B- und T-Zellen ausbilden. Zur Verifizierung des Zustands der
Immundefizienz, wurde routinemagig ein Dot Blot Assay durchgefiihrt, um die Gesamtmenge
an Immunglobulin im Mausserum zu bestimmen. Es wurde eine Standardkurve aus 1 mg 1gG-
Lyophilisate (Sigma, St. Luis, USA) aufgenommen in 500 pl 0,9 % NaCl (J. T. Baker,
Deventer, NL) und mit Aqua dest. 1 zu 1, und weiter 1 zu 10 zu 100 pg 1gG/ml verdunnt,
sowie der weiteren Verdunnungsreiche zu 50, 25, 12,5, 6,25 und 3,125 pg 1gG/ml erstellt.

Durch Punktion des Veneplexus im Kieferwinkel der Mause wurden représentative
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Blutproben gewonnen, welchen durch 5 Minuten Zentrifugation bei 5.000 U/min. das Serum
abgetrennt wurde. Je 10 ul dieser Proben und jeder Verdinnung des Standards wurden auf
Nitrozellulose pipettiert, luftgetrocknet und fur 30 min. mit 3 % Tween (Sigma, St. Louis,
USA) gel6st in PBS geblockt. Nun wurde die Nitrozellulose fur 30 min. bei Raumtemperatur
mit einem monoklonalen Kaninchen-Anti-Maus-Antikorper, biotinkonjugiert,
(DakoCytomation, Glostrup, DK), 1 zu 500 in Antikorper-Pufferlésung verdinnt, inkubiert.
Nach einem funfminutigem Waschschritt mit PBS schloss sich die Inkubation mit
Meerrettich-Peroxidase (DakoCytomation, Glostrup, DK), 1 zu 500 in PBS verdiinnt, bei
Raumtemperatur fir 30 Minuten an. Nach erneutem Waschen wurde die Peroxidasebindung
nun durch 30 minitige Inkubation mit DAB-Hydrogen-Peroxid (100 mg Diaminobenzidin
(Sigma, St. Louis, USA), gelost in 20 ml Tris (Sigma, St. Louis, USA) mit einem pH 7,6
eingestellt mit 1 M HCL (Merck, Darmstadt, Germany) sichtbar gemacht. Die Tiere wurden
als SCID anerkannt, wenn die Farbungsintensitat des Mausserums geringer war als die des auf

25 pg/ml verdiinnten Standards (Bosma et al., 1992; Brown et al., 1997).

3.2.2 Praparation der multipotenten mesenchymalen Stromazellen

Die, wie unter 3.1.3 und 3.1.4 beschrieben, doppeltmarkierten MSZ wurden zur
Schonung der Oberflaichenmolekiihle mit enzymfreien Zell-Dissoziations-Puffer, wie in
Kapitel 3.1.8 beschrieben, in Suspension gebracht. Es erfolgte dann die Pelletierung und
Uberfiihrung in serumfreies Medium. Die Zellzahl wurde wie fiir die folgenden Versuche
benotigt wie in Kapitel 3.1.2 beschrieben eingestellt. Die MSZ wurden jeweils frisch fiir die
Injektion vorbereitet, in sterilen 5 ml Becherglasern (Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE) auf
Flockeneis (Flockeneismaschine Hoshizaki, FM-120 EE/Nagoya, JP) gehalten. In den
Zentrifugenrohrchen zeigte sich bereits nach ca. 5 Minuten eine deutliche Adhérenz der MSZ,

diese konnte durch das beschriebene VVerfahren minimiert werden.

3.2.3 Ultraschallgesteuerte intrakardiale Injektion der Zellen

Doppeltmarkierte MSZ wurden mittels des Zell-Dissoziations-Puffers in Suspension
gebracht, pelettiert und in serumfreiem Medium resuspendiert. Es wurden Zellzahlen von
1x10°, 3 x10° und 1x10° eingestellt und auf Flockeneis transportiert. Direkt bevor die Zellen
aufgezogen wurden, wurden sie auf- und abpipettiert und durch ein Zellsieb (Cell Strainer
100 um Poresdurchmesser, BD Bioscience, Heidelberg, DE) gegeben. Drei weibliche
BALB/c C57BL/Kalgh-1 scid/scid Mause wurden pro Kohorte verwendet. Es wurden je 50 pl
der Zellsuspensionen, entsprechend Zellzahlen von 5000, 15.000, und 50.000, in den linken
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Ventrikel der Mause appliziert. Zur Kontrolle wurden drei Tiere analog mit serumfreiem
Medium ohne Zellen behandelt. Fur die Injektion der Zellen wurden die Tiere mit einem
1-1,5 % Isofluran/Luft-Gemisch narkotisiert (Compact Anésthesie System, VisualSonics Inc.,
Toronto, CA). Zur EKG- und Atmungsfrequenzkontrolle wurden die Tiere an den
Extremitaten auf stationdren Ableitelektroden auf dem Untersuchungstisch in Rickenlage
fixiert (s. Abbildung 2). Unter der Narkose wurde eine Herzschlagrate von ca. 250
Schlagen/Minute eingestellt. Mit Enthaarungscreme (Veet Enthaarungsgel, Reckitt Benckiser
Deutschland GmbH, Mannheim, DE) wurde das Fell im Brustbereich entfernt. Zur
Bildgebung wurde ein 30 MHz Kleintierultraschallsystem Vevo 770 Microimaging System
(VisualSonics Inc., Toronto, Canada) verwendet. Fir die ultraschallgesteuerte
linksventrikulare Injektion wurde ein modifizierter Langsachsenschnitt des linken Ventrikels
gewahlt. Die Injektion erfolgte mit 30 G Nadeln (Braun AG, Melsungen, DE) und einer 250
pl Glas-Spritze (Hamilton AG, Bonaduz, CH). Um Zellverklumpungen zu minimieren, wurde
die Spritze gekuhlt und mit purem FCS vorgespllt, so dass kleinste Angriffspunkte auf der
Glasoberflache blockiert wurden. Direkt vor der Injektion wurde die Spritze einmal mit
serumfreien Medium gespult. Die Nadel wurde Uber eine Fuhrungsvorrichtung von
subxyphoidal in einem Winkel von ca. 30° in den linken Ventrikel vorgeschoben und die
Zellsuspensionen bzw. das Kontrollmedium langsam injiziert (s. Abbildung 3b). Zum
Ausschluss eines Perikardergusses erfolgte nach Injektion eine Ultraschallkontrolle des
Einstichgebietes (Springer et al., 2005) (s. Abbildung 3c).

Abb. 2: Ultraschallgesteuerte intrakardiale Injektion

Eine 30 G Kanliile auf einer Hamiltonspritze wird von subxyphoidal in das vordere Mediastinum eingebracht.
Der 30 MHz Schallkopf wird mit Ultraschallgel thorakal aufgesetzt. Die Maus ist auf dem Elektrodentisch mit
Klebestreifen fixiert, so dass die Schnauze in der Isofluranmaske zu liegen kommt.
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Abb. 3: Intrakardiale Injektion markierter MSZ in den linken Ventrikel

Ansicht: Modifizierter Langsachsenschnitt des linken Ventrikels; a) Vor der Injektion zeigt sich ein anatomisch
und funktionell unauffalliger linker Ventrikel. b) Wahrend der Injektion mit der Nadel ( 2) im linken Ventrikel
ist der Herzmuskel normal kontraktil, die eingebrachten Zellen erscheinen als hyperreflektile Punkte. c) Nach
der Zellinjektion zeigt sich der linke Ventrikel wie vor der Injektion anatomisch und funktionell unauffallig.

3.2.4 Magnetresonanztomographische Untersuchung der M&use in vivo

Die MRT-Untersuchungen erfolgten an einem klinischen 3,0-Tesla-Gerét in der MRT-
Abteilung des Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf, Klinik und Poliklinik fur
Diagnostische und Interventionelle Radiologie. Zur Untersuchung der Mdause wurde eine
spezielle solenoid-formige Empfangsspule fur Kleintiere mit einem Innendurchmesser von
6 cm und 7 cm Léange verwendet. Fir die Untersuchungen wurden die Tiere gewichtsadaptiert
(1 pl/g KG) mit einem Gemisch aus 1,2 ml Ketamin (100mg/ml) (Graub AG, Bern, CH),
0,8 ml Rompun (20mg/ml Xylazine) (Bayer AG, Leverkusen, Germany) und 8 ml NaCl-Lsg
(GIBCO™, invitrogen corporation / Carlsbad, CA, USA) narkotisiert (Mengenangaben flr
10 ml Narkoseldsung). Die Dauer der Narkose betrug etwa 45 min., sodass hierfir die Augen
mit Bepanthen Augensalbe (Bayer AG, Leverkusen, DE) tberdeckt wurden. Die Auskihlung
der bewegungslosen Tiere wurde tber eine in die Spule integrierte Heizeinheit (37 °C)
verhindert. Die Untersuchungen erfolgten mit den in Kapitel 3.1.6 beschrieben T2*
gewichteten 3D und 2D Gradientenechosequenzen. Als Localiser dienten T1 gewichtete
Sequenzen in drei orthogonal zueinander stehenden Ebenen. Zur Planung der
hochauflésenden Sequenzen verwendeten wir eine T2* gewichtete Ganzkorpersequenz und
eine sagittale T2 gewichtete Sequenz (s. Tabelle 2a und b). Die gesamte Untersuchungszeit
pro Maus betrug etwa 30 Minuten.
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Tabelle 2a: MRT-Untersuchungsprotokolle fiir die in vivo Testung

Sequenz TR TE FOV Voxel FA |S |SA NSA | Zeit
(ms) | (ms) (mm) ) (mm) (min.)

T2* Cor. 1690 |7 80 x32 |0,25/0,25/1,0 |15 |12 |1 5 1:49

2D GRE

Diese Sequenz diente als Localiser und Ubersichtsaufnahme zur Planung der axialen Sequenzen.

TR: Repetitionszeit; TE: Echozeit; FOV: Blickfeld; FA: Flipwinkel; S: Schichtanzahl; SA: Schichtabstand;
NSA: Anzahl der Aquisitionen

Tabelle 2b: MRT-Untersuchungsprotokolle fiir die in vivo Testung

Sequenz TR TE FOV Voxel FA |S |SA NSA | Zeit
(ms) | (ms) (mm) (mm) (min.)

@)
T2Sag. 2D | 382 |90 80 x 40 | 0,2/0,2/2,0 90 |1 |10 2 0:16
TSE

Diese Sequenz diente als Localiser, nach ihr wurde sowohl die Hohe der axialen Sequenzen eingestellt, als
auch die 3D Sequenz uber das ZNS nach der Medulla Oblongata geplant und nach der Hirnbasis gekippt.

TR: Repetitionszeit; TE: Echozeit; FOV: Blickfeld; FA: Flipwinkel; S: Schichtanzahl; TSF: Turbospinfaktor;
NSA: Anzahl der Aquisitionen

Alle Auswertungen und Messungen wurden mit K-Pacs Free Software (IMAGE
Information Systems Europe Ltd., London, UK) durchgefihrt. Die Durchsicht der Datensatze
nach einzelnen MSZ erfolgte stets unter Einbezug der Vor- und Nachaufnahmen. Die

Bestimmung des SNR (Signal zu Rausch Ratio) erfolgte nach der Formel:

(Mittlere Signalintensitat des Gewebes) - (Mittlere Signalintensitat der Luft)
SNR =

Standardabweichung der Signalintensitat der Luft

Die Dichtemessungen erfolgten in den hochaufldsenden T2* gewichteten Datensdtzen mittels
einer runden, manuell platzierten Region-of-Interest (ROI) von 10 mmz2 in den Organen. Die
Signalintensitdt der Luft wurde mittels einer ROl von 100 mm? am kranialen Bildrand

bestimmt, um Uberlagerungen von Bewegungsartefakten zu vermeiden.

3.2.5 Histologische Praparation und Auswertung

Zur histologischen Auswertung wurden die Gehirne inklusive des Bulbus olfaktorius
und der Medulla oblongata freiprapariert, in axialer Schnittfihrung halbiert und in
Metallschalen eingelegt. AnschlieBend wurden sie mit OCT™ Tissue Tek (Sakura Finetek

Europe, Zoeterwoude, NL) Uberschichtet und in mit flissigem Stickstoff vorgekihlten
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Isopentan (Merk, DE) eingefroren. Die Proben wurden in flussigem Stickstoff gelagert.
Ebenso wurde mit den Lebern, Milzen, Lungen und Nieren der Versuchstiere verfahren. Zur
Minimierung von Gefrierartefakten bei Leber und Nieren wurde jeweils nur ein
représentativer Leberlappen bzw. eine Hélfte der Niere, in axialer Schnittfihrung halbiert,

eingefroren.

Die histologische Praparation erfolgte an einem Cryotom (Laika CM 3050, Wetzlar,
DE). Die verwendeten Klingen (C35 Type Microtome Blades, Feather Safty Razorm Osaka,
JP) wurden mindestens 15 min. vor Arbeitsbeginn in die Halterung eingespannt, so dass sie
herunterkiihlen konnten. Je nach Luftfeuchtigkeit und AuRentemperatur etwas variierend,
wurden Lebern bei —17 °C, Milzen, Lungen und Nieren bei —14 bis —15 °C, und Gehirne bei
—22 °C geschnitten. Es wurden 10 um dicke Schnittpréparate der gesamten Hirne aus der
Versuchsreihe zum Einzelzellnachweis erstellt. Diese wurden auf Histo Bond® Objekttrager
aufgebracht. Auf die Schnitte wurde ein kleiner Tropfen PBS und ein Tropfen DAPI
Mounting Medium zur Gegenfarbung der Zellkerne (Vectashield, Vector Laboratories,

Burlingame, CA, USA) gegeben.

Das Eindeckeln erfolgte mit langen Deckgldsern (60 x 24 x 0,11 mm Marienfeld,
Marienfeld GmbH Lauda-Kénigshofen, DE). Fir konfokalmikroskopische Aufnahmen
wurden die Schnitte vor dem Eindeckeln fur 5 min. mit einigen Tropfen DRAQS5™ [ zu 5.000
in PBS verdunnt inkubiert, um die Zellkerne in den Schnitten auch konfokal darstellen zu

kdnnen.

Die Praparate wurden unter einem Durchlicht-Fluoreszenzmikroskop (Axio Phot, Carl
Zeiss, Jena, DE) bei 480 nm zur Darstellung des CFSE, bei 540 nm zur Darstellung der
Partikel, bei 345 nm zur Darstellung der Zellkerne (gefarbt mit DAPI) und mit
Nomanskikontrast quantitativ ausgewertet. Dazu wurden von den Gehirnpréparaten die
Einzelzellen in je drei Regionen der Hirne, in je 20 ganzen axialen Hirnschnitten ausgezéhlt
und mit den entsprechenden MRT-Schichten gleicher Dicke und Region korreliert. Die
Auswertung der Nierenschnitte erfolgte in den Regionen, in denen im MRT einzelne Zellen
gefunden wurden, sowie in unauffalligen Bereichen. Es wurden also unterschiedlich viele
Schnitte von den Nieren erstellt, bis die einzelnen MSZ représentativ zur Darstellung kamen.
Aus Lunge, Milz und Leber der Versuchsreihe zur Einzelzelldetektion wurden ebenfalls

unterschiedliche Anzahlen an Schnitten erstellt, bis einzelne MSZ représentativ zur
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Darstellung kamen. Zum Ausschluss von Zell-Agglomeraten wurden zusatzlich
Untersuchungen an reprasentativen Schnitten am konfokalen Mikroskop (LSM 710 ConfoCor
3, Carl Zeiss, Jena, DE) durchgefihrt.

3.3 Untersuchung der Migration und Degradation multipotenter mesenchymaler
Stromazellen in E/P-Selektin-defizienten Mausen und Wildtyp-Mausen

3.3.1 Pfp/rag2 MM-Mause mit und ohne E-/P-Selektindefizienz

Es wurden immundefiziente Mduse benutzt, um eine mdgliche ,,host versus graft
Reaktion zu verhindern und so gleichzeitig den Verlust an eingebrachten MSZ durch
Immunreaktionen so gering wie moglich zu halten. Das Besondere an Pfp/rag2 Mausen ist der
Verlust der Fahigkeit, das Pore Forming Protein (Pfp), auch als Perforin bekannt, zu bilden.
Dies liegt normalerweise, zusammen mit einer Reihe anderer lysierender Agentien, in
cytoplasmatischen  Granulationen von  Natlrlichen-Killer-Zellen  (NK-Zellen) und
Cytotoxischen-T-Lymphozyten vor (Henkart, 1985; Podack et al., 1991). Es wird
angenommen, dass sich die Perforin-Monomere zu einer Polymerstruktur zusammenfiigen,
die sich in die Zellmembran der Zielzelle integriert. Dieser Vorgang ist malRgeblich am
apoptose-dhnlichen Zelltod der Zielzellen beteiligt (Tschopp and Nabholz, 1990; Young,
1989). Die beschriebenen Funktionen des Perforins sind bei den verwendeten Maéusen
ausgeschaltet, so dass ihnen ein wichtiger Mechanismus zum Abt6ten fremder oder infizierter
Zellen fehlt. Die zweite Komponente der Immundefizienz der verwendeten Mé&use ist auf das
Fehlen des ,,Rekombination aktivierenden Gens 2 (rag2) zuruckzufiihren. Lymphozyten des
Séuger-Immunsystems reagieren mit einer riesigen Anzahl verschiedener Antigene. Diese
Vielfalt wird durch die variable Doméane sowohl der Immunglobuline als auch des T-Zell-
Rezeptors ermdglicht. Die Gene, die diesen Prozess kodieren, werden in der frihen
Differenzierungsphase der B- und T-Zellen in dem Prozess der V(D)J Rekombination
zusammengefugt. Dies geschieht ausschlielich in frihen Phasen der B- und T-Zell-
Differenzierung, nicht in spateren Stadien oder etwa in nicht-lymphatischen Zellen (Blackwell
et al., 1986; Lieber et al., 1987). Die fur diesen Prozess verantwortlichen Gene sind ragl und
rag2 (Oettinger et al., 1990; Schatz et al., 1989). Es zeigte sich, dass Mé&use mit den
beschriebenen Defekten einen sehr kleinen oder gar keinen Thymus, hypoplastische
Lymphknoten und Milzen haben. Diese Organe haben jedoch einen hoheren Anteil an

Granulozyten, NK-Zellen und Makrophagen als Wildtyp-Kontrolltiere. Ansonsten sind Mause
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mit den genannten Defekten phanotypisch wie auch in histologischen Untersuchungen nicht
unterschiedlich von Wildtyp-Kontrollen (Shinkai et al., 1992; Walsh et al., 1994). Mduse mit
den oben beschriebenen Defekten wurden auf einem C57BI6 Hintergrund als Wildtyp-

Kontrolltiere zu den Selektin-defizienten Mausen verwendet.

E- und P-Selektin-defiziente M&use (Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME, USA,
stock 002916) wurden mit Pfp/rag2 C57BI6 Mausen der Versuchstierhaltung des
Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf verpaart, bis sich die Pfp/rag2 Komponente, der
Back 6 Hintergrund, sowie die E- und P-Selektin-Defizienz rein und homozygot darstellten

(Kohler et al., 2010). Im Folgenden werden diese Mé&use auch Knockout-Tiere genannt.

3.3.2 Validierung der Selektin-Defizienz mittels Polymerasekettenreaktion

Vor der Sakrifizierung der Versuchstiere wurden reprasentativ Schwanzbiopsien
entnommen, um die Selektin-Doppeldefizienz zu verifizieren. Die Schwanzspitzen wurden in
sterilen 1,5 ml Eppendorf-Tubes (Eppendorf AG, Hamburg, DE) bei —21 °C aufbewahrt. Die
DNA Extraktion erfolgte mit dem Invisorb Spin Tissue Midi Kit (Invitek Gesellschaft fir
Biotechnik & Biodesign mbH, Berlin, DE) gemall des Herstellerprotokolls. Es wurden

folgende vorbeschriebene Primer (Frenette et al., 1996; Kim et al., 1998) benutzt:

e (1) P-Selektin for. 5’-TTG TAA ATC AGA AGG AAG TGG-3’
(Lektin-Doméne)

e (2) P-Selektin rev. 5’-AGA GTT ACT CTT GAT GTAGAT CTC C-3’

¢ (3) E-Selektin for. 5’-GGA CTG TGT AGA GAT TTA CAT CC-3°
(Lektin-Doméne)

e (4) E-Selektin rev. 5’-GCA GGT GTA ACT ATT GAT GGT-3’

(EGF-Domine)
e (5) P und E-Selektin for. 5’-CAC GAG ACT AGT GAG ACG TG-3’
(Hygromycin-Kassette)

Diese wurden bezogen von MWG-Biotech AG, Ebersberg, DE. Die PCR zur
Vervielféltigung des P-Selektin-Alleles wurde in sterilen 25 pul PCR-Tubes (Stratagene, La
Jolla Ca, USA) mit 12,32 ul destilliertem Wasser, 2,5 pl Reaktionspuffer S, 5,0 pl
Verstarkerlgsung P, 0,52 ul Primer 1 (24 puM), 1,47 pl Primer 2 (17 puM), 0,6 pl Primer 3
(21uM), 0,5 pl d-NTPs (10 mM), 0,16 pl Tag-DNA-Polymerase (5 U pl™), und 2,0 pl des
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DNA-Extracts angesetzt. Reaktionspuffer S, Verstarkerlosung P, d-NTPs sowie tag-
Polymerase wurden als SAWADY Tag-DNA-Polymerase-Kit von peqLab Biotechnologie
GmbH, Erlangen, DE bezogen. Der Ansatz zur Vervielféaltigung des E-Selektin-Alleles wurde
nach dem selben Schema angesetzt, mit dem Unterschied, dass 12,26 ul destilliertes Wasser,
0,6 pl Primer 3 (21 puM), Primer 4 (19 uM), 1,32 pl Primer 5 (19 uM) und 0,165 ul Tag-
DNA-Polymerase (5 U ul™) eingesetzt wurden. Die PCR wurde in folgendem Thermocycler-

Programm vollzogen:

Tabelle 3: Thermocycler Programm der PCR zur Validierung der Selektindefizienz

Programmschritt Zeit Temperatur | Anmerkungen

Denaturierung 3 min. 94 °C

Denaturierung 30s 94 °C

Primer Hybridisierung 30s 64 °C 12 Zyklen,
wobei jeweils pro Zyklus —0,5 °C

Extension 35s 72 °C

Denaturierung 20s 94 °C

Primer Hybridisierung 30s 58 °C 20 Zyklen

Extension 355 72 °C

Extension 10 min. 72 °C

Pause 00 min. 4°C

3.3.3 Préaparation der multipotenten mesenchymalen Stromazellen

Die MSZ wurden flr diese Versuche wie im Kapitel 3.1.2 beschrieben kultiviert und
mit der Doppelfluoreszenz markiert wie in den Kapiteln 3.1.3 und 3.1.4 dargelegt. Die

Vorbereitung zur Injektion erfolgte wie in Kapitel 3.2.2 beschrieben.

3.3.4 Injektionsmethoden

3.3.4.1 Ultraschallgesteuerte intrakardiale Injektion

Die MSZ wurden wie in den Kapiteln 3.1.3 und 3.1.4 beschrieben markiert und wie in
Kapitel 3.1.2 gezéhlt. Die Vorbereitung zur Injektion und der Transport auf Flockeneis
erfolgten wie in Kapitel 3.2.2 erlautert. Wie im Kapitel 3.2.3 ausfuhrlich dargelegt, erfolgte
die ultraschallgesteuerte Injektion von 50.000 markierten MSZ in die Hohle des linken
Ventrikels von je sechs Mé&usen der beiden unter 3.3.1 beschriebenen Gruppen.
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3.3.4.2 Intravendse Injektion

Die MSZ wurden wie erldutert markiert, gezahlt und zur Injektion vorbereitet. Um eine
langsame und schonende Injektion von 1 x 10° markierten MSZ gewahrleisten zu kénnen,
wurde ein Mikrokatheter-System benutzt. Die Nadel einer sterilen 30 G Einmalkanile
(Sterican Einmalkandilen, Braun AG, Melsungen, DE) wurde direkt nach dem Austritt aus
dem Plastikanteil der Kanile abgebrochen und das Ende an der Bruchstelle zum Schliff hin
auf Offenheit Gberprift. Die abgebrochene Spitze wurde auf ein 20 cm langes Stiick eines
kleinlumigen Polyethenschlauches (Portex, Fine Bore Polythene Tubing 0,28 mm
Innendurchmesser, 0,61 mm AufRendurchmesser; Smiths Medical International Ltd., Kent,
UK) aufgesteckt. Auf das andere Ende des Schlauches wurde eine 30 G Einmalkanile
unverdndert aufgebracht. Das Kathetersystem und die verwendete Spritze wurden mit reinem
FCS vorinkubiert und dann dreimal mit serumfreiem Medium gespiilt. Es wurde eine auf Eis
vorgekihlte Glasspritze verwendet (Fortuna, Optima, Windaus-Labortechnik GMBH & CO.
KG, Clausthal-Zellerfeld, DE). Zur Injektion am wachen Tier wurde die Maus im
Mauseschlitz am Schwanz fixiert, eine Schwanzvene punktiert und 1 x 10° Zellen in 200 pl
uber 2 bis 3 Minuten langsam injiziert.

3.3.4.3 Intraperitoneale Injektion

Zur intraperitonealen Injektion wurden die MSZ wie bereits erlautert markiert, gezahlt
zur Injektion vorbereitet. Zur Injektion wurden 30 G Einmalkanilen und die im Kapitel
3.3.4.2 beschriebene Glasspritze verwendet. Es wurden 4 x 10° MSZ durch Punktion des
linken Unterbauches in die Peritonealhdhle eingebracht.

3.3.5 Magnetresonanztomographische Untersuchung der Mause in vivo

Die MRT-Untersuchungen erfolgten an einem klinischen 3,0-Tesla-Gerét in der MRT-
Abteilung des Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf, Klinik und Poliklinik fir
Diagnostische und Interventionelle Radiologie. Fir die Untersuchungen der Mé&use wurde
eine Kleintier-Empfang-Ganzkdrperspule mit acht zirkuldr angeordneten Empfangseinheiten,
einer Lange von 12 cm und einem Innendurchmesser von 2,5 cm verwendet (Philips Research
Laboratories, Hamburg, DE). Fir die Untersuchungen der Mduse nach intrakardialer Injektion
wurde die in Kapitel 3.1.6 beschriebene Spule verwendet. Die verwendeten MRT-Sequenzen

wurden bereits in den Kapiteln 3.1.6 und 3.2.4 beschrieben.
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3.3.6 Histologische Praparation und Auswertung

Die Gewebe wurden wie in Kapitel 3.2.5 beschrieben gewonnen und fixiert. Von den
Organen der Versuchstiere zur Untersuchung des Migrationsverhaltens der MSZ wurden je
zehn Schnitte, welche jeweils 200 pm Abstand zueinander hatten, erstellt. Diese wurden auf
Histo Bond® Objekttrdger aufgebracht, mit 100 %, —21 °C kaltem Methanol fir zwei
Minuten fixiert und bei 4 °C luftgetrocknet. Auf die Schnitte wurde ein kleiner Tropfen PBS
und ein Tropfen DAPI Mounting Medium zur Gegenfarbung der Zellkerne (Vectashield,
Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) gegeben. Zur Auswertung von Nieren, Milzen,
Lungen und Lebern wurden jeweils drei Blickfelder in je 10 Schnitten ausgezahlt. Es wurden
sowohl einzelne Partikel als auch einzelne Zellen gezahlt. Nach intrakardialer Applikation der
Zellen erfolgte die histologische Aufarbeitung der Gehirne und die Suche nach den im MRT
detektierten und als potenziell einzeln einzustufenden MSZ in den Regionen der Organe, in
denen die Zellen detektiert wurden. Kontrollschnitte aus unauffalligen Bereichen wurden

ebenfalls mikroskopiert.

3.4 Untersuchung des Migrationsverhaltens multipotenter mesenchymaler
Stromazellen in einem Tumormodell in E-/P-Selektin-defizienten M&use und
Wildtyp-Mausen

3.4.1 Humane Adenokarzinom-Zelllinie HT29

Die Humane Adenokarzinom-Zelllinie HT29 wurde von der Europaischen Zell Kultur
Kollektion (Porton Down, Wiltshire, UK) ké&uflich erworben.

Zur Gewidhrleistung von Standardisierung und Reproduzierbarkeit der Experimente
wurden vor Versuchsbeginn bei Passage 12 Aliquots gewonnen und diese kryokonserviert.
Die Kryokonservierung, und Revitalisierung erfolgte wie in Kapitel 3.1.2 beschrieben. Es

erfolgte eine Mykoplasmentestung wie im Kapitel 3.1.2 beschrieben.

Zur Kultivierung der HT29 wurde GIBCO® RPMI-Medium 1640 1x (+) L-Glutamine
(invitrogen™ corporation / Carlsbad, CA, U.S.) verwendet, dem 10 % fetales Kalberserum
(50 ml, GIBCO® FCS, invitrogen™ corporation / Carlsbad, CA, USA), sowie Penicillin und
Streptomycin (5 ml, 10.000 U/ml Penicillin G-Natrium + 10.000 pg/ml Streptomycin-Sulfat
in 0,85 % NaCl, GIBCO™, invitrogen corporation / Carlsbad, CA, USA) beigemischt war. An
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drei Tagen in der Woche wurde der Kultur frisches Medium zugegeben. Bei 100 % Konfluenz
wurden die Zellen wie oben beschrieben in Suspension gebracht und 1ml Zellsuspension in
eine neue T75-Kulturflasche tberfiihrt. Diese wurde auf 10 ml Nahrmedium aufgefullt. Zur
subkutanen Implantation an Mausen wurden die Zellen in Suspension gebracht, wie
beschrieben pelettiert und in serumfreien Medium resuspendiert. Es wurde eine Zellzahl von
1 x 10°/ 200 pl eingestellt. Die Zellen wurden so in einem Volumen von 200 pl subkutan in
die rechte Flanke zwischen dem Hautmuskel des rechten Rumpfes und dem oberflachlichen
Glutealmuskel der Tiere eingebracht (Takamasa Iwaki, 2001). Zur Injektion wurden sterile
Einmalspritzen (Omnifix Insulinspritzen 1 ml, Braun AG, Melsungen, DE) und 26 G

Injektionsnadeln (Sterican Einmalkantlen, Braun AG, Melsungen, DE) verwendet.

3.4.2 Magnetresonanztomographische Untersuchung der Méause in vivo

Je drei der in Kapitel 3.3.1 vorgestellten Doppel-KO-Méusen und drei der WT-
Kontrolltiere bekamen wie in Kapitel 3.4.1 beschrieben HT29-Zellen injiziert. Die Tumore
wurden 22 Tage wachsen gelassen. Alle methodischen Arbeiten an den Versuchstieren
geschahen in Ubereinstimmung mit den ,,UKCCR guidelines for the welfare of animals in

experimental neoplasia“ (Workman et al., 1988).

3.4.3 Histologische Praparation und Auswertung

Die Gewebe wurden gemall Kapitel 3.2.5 gewonnen und fixiert. Von den Tumoren
wurden wie in Kapitel 3.2.5 beschrieben jeweils 10 Serien im Abstand von einem Millimeter
von je 4,7 um dicken Prdparaten hergestellt und wie in Kapitel 3.2.5 dargelegt am

Fluoreszenzmikroskop (Zeiss, Axioplan 2, Jena, DE) untersucht.

3.5 Statistik

Die statistische Auswertung erfolgte mit SPSS PASW Statistics 18 (SPSS Inc., an IBM
Company, Chicago, IL, USA). Es wurde ein Signifikanzniveau von p < 0,05 angenommen.
Die Testung erfolgte mit dem Friedman Test. Der Test dient der Untersuchung von drei oder
mehr gepaarten Stichproben auf Gleichheit des Lageparameters, wobei die Werte innerhalb
der Gruppen voneinander unabhéngig sind. Er setzt keine Normalverteilung der Stichproben
voraus, und z&hlt somit zu den nicht-parametrischen Tests. Die Analyse beruht auf einer

Sortierung der Werte in jedem gepaarten Satz von Daten vom kleinsten zum groften Wert,
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wobei jeder Wertesatz separat sortiert wird. AnschlieBend werden die Réange in jeder
Stichprobe addiert. Der p-Wert als Mal} fur die statistische Signifikanz ist dabei umso
geringer, je groRer die Unterschiede zwischen den Rangsummen der einzelnen Stichproben
sind. Unter der Voraussetzung, dass die untersuchten Stichproben eine vergleichbare
Haufigkeitsverteilung aufweisen, ist die Nullhypothese des Tests die Annahme, dass zwischen
den Stichproben kein Unterschied in der Lage besteht. Ein p-Wert kleiner 0,05 wird deshalb
im Allgemeinen so interpretiert, dass sich der Medianwert mindestens einer der untersuchten
Stichproben signifikant von dem der anderen Stichproben unterscheidet (Friedman, 1937;
Sheskin, 2007). Fir die statistische Auswertung der SNR-Messungen aus Tabelle 4 wurde der
Wilcoxon Test verwendet. Dieser vergleicht nur zwei nicht parametrische, gepaarte
Stichproben miteinander (Sheskin, 2007; Wilcoxon, 1945).
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4 Ergebnisse

4.1 Markierung multipotenter mesenchymaler Stromazellen zur Detektion einzelner
Zellen mit der Magnetresonanztomographie und Fluoreszensmikroskopie

4.1.1 Bestimmung des zellularen Eisengehalts mittels Atomabsorptionsspektrometrie

Bei einer maximalen Inkubationskonzentration von 25 pg/ml Eisen (Fe) in 10 ml
Kulturmedium konnte der mittlere zellulare Eisengehalt mit 23,6 + 4,3 pg bestimmt werden.
Eine Inkubationskonzentration von 10 pg Fe/ml fihrte zu 14,5 + 25 pg, und eine
Inkubationskonzentration von 5 pg Fe/ml fiihrte zu 6,5 + 3,5 pg. Unmarkierte Zellen hingegen
hatten nur einen Eisengehalt von 0,38 = 0,1 pg. (Abbildung 4). Wie in Kapitel 4.1.2 gezeigt,
ist dieser zellulare Eisengehalt nach unspezifischer Phagozytose der Partikel fur eine
Detektion der Zellen mit der Magnetresonanztomographie ausreichend (Abbildung 5). Die

ermittelten Daten liegen im selben Bereich von bereits publizierten Daten (lttrich et al., 2005).

Fe pg/ Zelle

10 5 unmarkiert
Inkubationskonzentration Fe pg / ml

Abb. 4: Zelluldrer Eisengehalt vor und nach Markierung. Es zeigt sich eine direkte Abhangigkeit des mittleren
zelluldren Eisengehalts (pg / Zelle) von der eingesetzten Inkubationskonzentration pg / ml), wobei hohere
Inkubationskonzentrationen auch zu einem héheren mittleren zellularen Eisengehalt fiihren.

Bl Ansatz 1: Suspensionen von 1 x 10*, 5 x 10* und 1 x 10° MSZ, jeweils 3 Werte ermittelt
B  Ansatz 2: Suspensionen von 1 x 10*, 5 x 10* und 1 x 10° MSZ, jeweils 3 Werte ermittelt
1  Ansatz 3: Suspensionen von 1 x 10*, 5 x 10* und 1 x 10° MSZ, jeweils 3 Werte ermittelt

4.1.2 Magnetresonanztomographische Untersuchungen in vitro

Im Rahmen der magnetresonanztomographischen Untersuchungen der Gelphantome
wurden die in Kapitel 3.1.6 vorgestellten Sequenzen verwendet. Die beschriebene
3D Sequenz ist eine hochauflésende und sehr sensitive Sequenz flr Suszeptibilitatsartefakte,
in der sich die markierten Zellen als scharf begrenzte Signalausléschungen darstellen. Da sie

aber sehr anféllig gegenuber Bewegungsartefakten ist, wurde zur Untersuchung des
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Abdomens der Mduse eine 2D Sequenz verwendet. Diese zeigt scheinbar eine geringere
Sensitivitdt und etwas unscharfer begrenzte Ausloschungsartefakte. Insgesamt kdnnen mit
beiden Sequenzen die doppelt markierten Zellen in den Gelphantomen mit hoher Sensitivitat
nachgewiesen werden (Abbildung 6). Es zeigte sich, dass bei einem mittleren zellulédren
Eisengehalt von 23,6 + 4,3 pg die hdchste Sensitivitat in der Detektion der Zellen gegeben ist.
Bei mittlerem zellul&ren Eisenwerten von 14,5 £ 2,5 pg und 6,5 * 3,5 pg zeigten sich deutlich
weniger und unschérfer begrenze Signalminderungen (Abbildung 5). Aufgrund dieser
Ergebnisse wurden alle weiteren Untersuchungen mit markierten Zellen mit einem mittleren

zelluléren Eisengehalt von 23,6 * 4,3 pg durchgefihrt.

10.000 Zellen
mittlerer zelluliirer

Eisengehalt: 236+43pg  145+25p2 65+35pg Medium

T2* Axial 3D GRE

Abb. 5: MSZ in Zellphantomen mit verschiedenen mittleren zelluldaren Eisengehalten

Die einzelnen Zellen stellen sich als schwarze Signalminderungen dar. Es zeigt sich die beste Abgrenzbarkeit der
Zellen bei einem mittleren zelluldren Eisengehalt, von 23,6 + 4,3 pg. Bei 14,5 £ 2,5 pg und 6,5 + 3,5 pg zeigen
sich weniger Zellen und geringere Signalminderungen.

50.000 Zellen 15.000 Zellen 5.000 Zellen Medium

Abb. 6: MSZ in Zellphantomen bei einem mittleren zelluldren Eisengehalt von 23,6 + 4,3 pg; Vergleich der 3D
GRE und 2D GRE Sequenz

Die einzelnen Zellen stellen sich bei einem mittleren zelluldren Eisengehalt von 23,6 + 4,3 pg als schwarze
Signalminderungen dar. Die 3D Sequenz liefert eine schérfere Abgrenzbarkeit der Zellen als die 2D Sequenz.
Beide weisen eine hohe Sensitivitét auf.

4.1.3 Mehrkanalfluoreszensmikroskopie

In der Mehrkanal-Konfokal-Fluoreszensmikroskopie konnten die intrazellularen,
perinukledr akkumulierenden Eisenpartikel aufgrund ihrer roten Fluoreszenz deutlich
nachgewiesen werden (Abbildung 7). Hierbei wurde sichtbar, dass sich die Partikel in
Phagosomen, von Zellmembran umgeben, befinden und nicht an der Zelloberflache haften.
Die CFSE-Féarbung stellt sich als geeignete, griine Membranfarbung dar. Die fluoreszierende

38



Doppelfarbung der Zellen dient der spateren Detektion und Identifizierung der Zellen im
Gewebe. Zur besseren Ubersicht ist der Zellkern mit blau dargestelltem DRAQ5™

gegengefarbt.

35um

Abb. 7: Mehrkanal Konfokalmikroskopie der markierten MSZ

Scaling: 0,2 x 0,2 um / Stack 103,41 um; Objektiv: 63x / 1,4 Scan Zoom Olimmersion. a) Es zeigen sich griin
fluoreszierende intrazelluldre Proteine, geférbt mit CFSE; Excitation: 488 nm / Emissionsfilter: 505-530 nm
b) Es zeigen sich die intrazelluldar gelegenen, Suncoast Yellow markierten Partikel rot fluoreszierend,;
Excitation: 543 nm / Emissionsfilter: 560-615 nm c) Die Zellkerne sind mit DRAQ5 gefarbt und kommen blau
zur Darstellung; Excitation: 633 nm / Emissionsfilter: 670-798 nm. d) Das Fusionsbild aus (a+b+c) zeigt die
grine Plasmamembran, die die intrazelluléren, perinukledr angeordneten roten Partikel umschlief3t.

4.1.4 Nachweis charakteristischer Oberflachenmarker mittels Durchflusszytometrie

Im Zuge der Untersuchung der Expression der charakteristischen Oberflachenmarker
vor und nach Markierung konnten keine signifikanten Veranderungen festgestellt werden.
CD105, CD44, Sca-1 und CD90 konnten vor und nach Doppelmarkierung wie erwartet
detektiert werde, die Unterschiede entlang der x-Achse (Fluoreszensaktivitdt) im Vergleich
zur jeweiligen Isokontrolle (weil3e Kurven) blieben nahezu unverandert (Abbildung 8). CD45
und CD34, als typische Marker hdmatopoetischer Zellen lieRen sich weder vor noch nach
Doppelmarkierung auf der Oberflache der MSZ darstellen, die Floureszensaktivitat von Probe
und Isokontrolle ist nahezu deckungsgleich. (Abbildung 8). Die Oberflachenmarker der
Zellen entsprechen den in der Literatur beschriebenen Anforderungen fur MSZ. Die

Doppelmarkierung nimmt hierauf keinen Einfluss. Die Untersuchung der Expression von
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CD105 und CD44 zum Zeitpunkt von Passage 14 und 40 legt keine Veranderungen der
Expression von CD44, und nur eine geringfligige Verminderung von CD105 bei Passage 40
dar (Abbildung 9).
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Abb. 8: Expression charakteristischer Oberflachenmarker mesenchymaler Stromazellen

MSZ wurden vor Markierung und nach Markierung auf ihre Expression von CD44, CD90, CD105, Sca-1, CD 34
und CD45 getestet. Es sind keine signifikanten Unterschiede in der Expression von CD44, CD90, CD105 und
Sca-1 vor und nach Markierung zu erkennen. Die Zellen zeigten vor und nach Markierung keine Expression von
CD34 und CD45.

CDa4 cD105
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Events
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Abb. 9: Expression charakteristischer Oberflachenmarker verschiedener Passagen mesenchymaler Stromazellen
MSZ wurden bei Passage 40 (griin) und Passage 14 (rot) auf ihre CD 44 und CD105 Expression getestet (Isotyp
weifl). Mit zunehmender Passagierung zeigt sich keine signifikante Anderung in der Expression von CD44 und
CD105.

4.1.5 Nachweis von E-/P-Selektin-Bindungsstellen mittels Durchflusszytometrie und
Immunhistochemie

Die Expression der Hauptbindungsstelle des E- und des P-Selektins CD15s und
CD162, sowie die generelle Fahigkeit der MSZ Uber diese und weitere Bindungsstellen mit E-
und P-Selektin zu interagieren zeigte sich sowohl vor als auch nach Doppelmarkierung. Es
scheint, als hatte der Fluoreszensshift entlang der x-Achse nach Doppelmarkierung
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abgenommen. Dies ist jedoch am ehesten auf den starken Crosstalk durch die Fluoreszenz der
Partikel und die dadurch schwierige Kompensation hervorgerufen (Abbildung 10). In der
Untersuchung der Expression von CD15s, CD162 und der generellen E- und P-Selektin-
Bindungsfahigkeit zeigt sich fir CD15s kein Unterschied bei Passage 14 und 40 (Abbildung
11), fur CD162 allerdings eine geringfiigige Verminderung bei Passage 40 (Abbildung 11).
Hinsichtlich der E- und P-Selektin-Bindungsfahigkeit (Abbildung 11) scheinen sich bei
Passage 40 zwei Populationen mit unterschiedlich starker Expression zu demarkieren. Der
Beginn dieser Entwicklung scheint sich beim E-Selektin bereits frih zu manifestieren
(Abbildung 11).
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Abb. 10: Expression der E- und P-Selektinbindungsstellen mesenchymaler Stromazellen

MSZ wurden vor Markierung und nach Markierung auf ihre E-Selektinbindungsféhigkeit, P-
Selektinbindungsféhigkeit, Expression von CD15s und CD162 getestet. Die markierte Probe kommt blau zur
Darstellung, die Isotypkontrolle wei3. Die Expression der Bindungsstellen bleibt auch nach Doppelmarkierung
erhalten.
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Abb. 11: Expression der E- und P-Selektinbindungsstellen verschiedener Passagen mesenchymaler Stromazellen
MSZ wurden bei Passage 40 (griin) und Passage 14 (rot) auf ihre CD15s, CD162 Expression, sowie auf ihre
generelle Fahigkeit E-/P-Selektin zu binden getestet; (Isotyp weiR). Mit zunehmender Passage scheinen sich
zwei verschiedene Populationen der Stammzellen hinsichtlich ihrer Selektinbindungsfahigkeit auszubilden,
wohingegen die Expression der Selektinhauptbindungsstellen nahezu unverandert bleibt.

In der Fluoreszenz-Immunhistochemie auf CD162 zeigte sich ein gleichmaRig tber die
gesamte Zellmembran verteiltes Signal. Bei der verwendeten Isotypkontrolle konnte bei
gleichen Abtastungsparametern keinerlei Signal detektiert werden. Zusétzlich zu den FACS-
Analysen, die eindeutig das Vorhandensein des CD162 auf den MSZ zeigt, gibt diese
Untersuchung auch Information ber die Verteilung des Antigens auf der Oberflache der
Zellen (Abbildung 12).

Abb. 12: Konfokal-Fluoreszenz-Immunhistochemie zum Nachweis von CD162

Scaling: 0,09 x 0,09 pum / Stack 89, 69 pum; Objektiv: 63x/1,4 Scan Zoom Olimmersion a) Farbung mit Anti
CD162 Antikorper; Ex.: 488 / 543 nm / Em.: 560 nm b) Isotypkontrolle; Ex.: 488 / 543 nm / Em.: 560 nm. Es
zeigt sich der spezifische Nachweis von CD162. Das Antigen ist an Stellen hoher Membrandichte stérker
exprimiert.
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Die Immunhistochemie der MSZ auf Chamberslides gestaltete sich schwierig, da die
Zellen eine ungenlgende Adhdrenz auf allen im Labor standardmaBig verwendeten
Chamberslides zeigten und sich Uber den Farbeprozess hinweg restlos ablosten. Die
Verwendung verschiedener Fixationvorgénge brachte keine Ldsung des Problems. Allein
unter der Verwendung von Paramox-Slides uberstand ein Teil der Zellen den Farbeprozess.
Mehr Waschschritte als unbedingt notig verbaten sich daher. Trotzdem gelang es zusatzlich
zu den FACS-Ergebnissen CD15s als homogen Uber die Zellen verteiltes Antigen

nachzuweisen. Die Isotypenkontrolle zeigt ein negatives Ergebnis (Abbildung 13).

| 50pm

Abb. 13: Immunhistochemischer Nachweis von CD 15s auf MSZ

a) Positive Anti CD 15s Antikorperfarbung; rote Alkalische Phosphatasereaktion, die Zellkerne sind mit
Hamatoxylin gegengefarbt. b) Negative Farbung der Isotypenkontrolle; blaue Hamalaunfarbung, die Zellkerne
sind mit saurem Hamatoxylin gegengefarbt.

Bei der Durchfiihrung der Farbungen der MSZ auf Chamberslides hinsichtlich ihrer
E- und P-Selektin-Bindungsfahigkeit zeigte sich dasselbe Problem wie oben beschrieben.
Trotzdem konnten sowohl die E-Selektin-Bindungsféhigkeit (Abbildung 14a) als auch die
P-Selektin-Bindungsféhigkeit (Abbildung 14b) mit dieser Methode nachgewiesen werden.
Die Isotypenkontrolle (Abbildung 14c) zeigte keine Bindung des Kontrollantikorpers. Mit
dieser Methode zeigte sich fur das E-Selektin eine deutlich ausgepragtere Bindungsfahigkeit

als fiir das P-Selektin.
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Abb. 14: Immunhistochemischer Nachweis der E- und P-Selektin-Bindungsstellen der MSZ

a) Positive FC-Chimera-E-Selektinfarbung; rote Alkalische Phospatasereaktion, Zellkernfarbung mit saurem
Héamatoxylin b) Positive FC-Chimera-P-Selektinfarbung; rote Alkalische Phosphatasereaktion, Zellkernfarbung
mit saurem Hamatoxylin c) Die Isotypkontrolle zeigt keine Bindung des Kontrollantikorpers; Zellkernfarbung
mit saurem Hamatoxylin.

4.1.6 Proliferationstest mittels Durchflusszytometrie

Im Proliferationstest zeigen die Zellen mit CFSE und Partikeln sowie die Zellen mit
CFSE gleiche Ergebnisse. Beide Gruppen hatten also eine vergleichbare Proliferation
innerhalb der beobachteten sieben Tage (Abbildung 15).
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Abb. 15: Proliferationstest

MSZ mit Partikeln und CFSE markiert sind griin gefullt dargestellt. Sie zeigen keinen signifikaten Shift
gegeniber den nur mit CFSE markierten MSZ (griin umrandet). Die unmarkierte Kontrollgruppe ist schwarz
umrandet dargestellt.

4.1.7 Chondrogene Differenzierung

Die mit CFSE und Eisenpartikeln doppeltmarkierten Zellen zeigen nach Induktion zur
chondrogenen Differenzierung eine positive Alcianblau Farbung auf sulfatierte
Glycosaminoglycane. Die mitgefiihrte nichtinduzierte Kontrolle hingegen zeigte keine
Anfarbung mit Alcianblau (Abbildung 16). Es kann davon ausgegangen werden, dass die

etablierte Doppelmarkierung keinen Einfluss auf die Differenzierungskapazitat der MSZ hat.
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Abb. 16: Chondrogene Differenzierung in 200 x VergréRerung

a) Induzierte, doppeltmarkierte MSZ zeigen eine positive Alcianblau Férbung auf sulfatierte
Glycosaminoglycane; Nachweis chondrogener Differenzierung der Zellen. b) Nicht induzierte doppelt markierte
MSZ zeigen eine wesentlich schwéchere Alcianblau Farbung auf sulfatierte Glycosaminoglycane.

4.2 Nachweis einzelner multipotenter mesenchymaler Stromazellen in M&ausen
mittels Magnetresonanztomographie und Fluoreszensmikroskopie

4.2.1 Magnetresonanztomographische Untersuchung der Mause in vivo

Die Untersuchungen im MRT unter Ketamin/Rompun-Narkose wurden von den
Versuchstieren gut toleriert. Die MRT-Untersuchungen der Gehirne mit der hochauflésenden
T2* gewichteten 3D GRE Sequenz zeigt Uber das gesamte Hirn verteilt multiple scharf
abgrenzbare Signalausldéschungen, dhnlich den in den Gelphantomen detektierten (Abbildung
17). Die hochste Zelldichte konnte im Mediastromgebiet gefunden werden. Nach Injektion
von Medium blieben derartige Signalausléschungen aus (Abbildung 17). Die hochauflésende
T2* gewichtete 2D GRE Sequenz zur Untersuchung des Abdomens zeigte lediglich nach
Injektion von 50.000 Zellen einige eher unscharf abgrenzbare Signalausloschungen. Die
etwas verwaschene Darstellung der intestinalen Organe ist auf die flache Atembewegung
zuruckzufihren (Abbildung 18).
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Abb. 17: MRT der Gehirne vor und nach Injektion von 50.000, 15.000, 5000 Zellen oder Medium ohne Zellen
In den Gehirnkapillaren gefangene MSZ zeigen sich als Ausléschungsartefakte. Schwarze Ausléschung vor
Injektion entspricht dem sinus sagittalis Superior ( 2).

50.000 Zellen 15.000 Zellen 5.000 Zellen Medium

Vor Injektion

Nach Injektion

Abb. 18: MRT des Abdomen vor und nach Zellinjektion
Lediglich nach Injektion von 50.000 markierten MSZ konnten punktférmige Ausléschungsartefakte im
Nierenkortex detektiert werden ( £).

Die Untersuchung der Signalintensitdten (SNR) von Gehirn, Leber, Milz und beiden
Nieren vor und nach Injektion der Zellen zeigte eine signifikante Differenz des
durchschnittlichen SNR im Gehirn nach Injektion von 50.000 Zellen. In allen anderen
Organen und bei allen anderen Zellzahlen ergaben sich keine signifikanten Unterschiede
(Tabelle 6). Die quantitative Auswertung der Signalausléschungen in den axialen Schichten
der Gehirne ergab nach Injektion von 50.000 Zellen einen Wert von durchschnittlich 25,0 +
1,0 Signalausléschungen pro Schicht, 9,0 £ 3,6 nach Injektion von 15.000 Zellen und 4,6+1,2
nach Injektion von 5.000 Zellen. Die detektierten Zellzahlen stehen somit nahezu im selben
Verhaltnis zueinander wie die injizierten Zellzahlen. Die statistische Korrelation der im MRT
detektierten Signalausléschungen mit den in der Histologie gefundenen Einzelzellen in
aquivalenten Schichten ergibt eine lineare Korrelation mit einem Korrelationskoeffizienten
von r = 0,91 (Abbildung 19).
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Abb. 19: Quantitative Auszahlung einzelner MSZ im Gehirn nach intrakardialer Injektion von 50.00, 15.000 und
5000 markierten MSZ korreliert mit der histologischen Auszéahlung.

Ein Balken beschreibt jeweils den Durchschnittswert (n = 3) der Z&hlung von je 3 x 20, 10 um dicken,
Serienschnitten aus einer Maus nach Injektion von 50.000, 15.000 oder 5000 markierten MSZ.

Tabelle 4: SNR Messungen von Hirn, Leber, Milz und der Nieren vor und nach Injektion von 50.000, 15.000
und 5.000 markierten MSZ

Zellzahl | Injektion ZNS Leber Milz Linke Rechte
Niere Niere
50.000 Nativ - 16,0+£09 |30,1+7,7 |101+22 |28,7+0,7 |315+8,9
' Nach Injektion | 129+15*|245+0,2 |59+34 29,0+35 [31,4+27
15.000 Nativ _ 152+0,7 |371+34 [158+48 [442+11 |449%x23
' Nach Injektion | 149+0,8 |350+35 |131+18 |430+58 |420+5,8
5000 Nativ _ 147+11 |398+83 |[125+11 [423+6,3 |445%x7,1
Nach Injektion | 179+22 |427+56 |9,7+20 489+74 |482+37
Medium Nativ _ 142+09 |447+£52 |169+49 |519+79 |490+£113
Nach Injektion | 144+12 |442+6,9 |156+59 |483+72 |(475+8,6

Durchschnittlicher SNR-Wert + Standardabweichung (n = 3). Signifikante Unterschiede bei (p < 0,05) des SNR
nativ und nach Zellinjektion, nach Wilcoxon Test, sind gezeigt durch *. Nach intrakardialer Injektion zeigt sich
lediglich nach Injektion von 50.000 Zellen ein signifikanter SNR Verlust.

4.2.2 Histologische Auswertung

Die Mikroskopie der Cryostatschnitte zeigte einzelne MSZ in Gehirn, Leber, Lunge,

Milz, und Nieren. Die Zellen fanden sich teilweise in Gefélien gefangen, aber auch bereits ins
Parenchym eingewandert. Auch fanden sich freigesetzte Partikel von zerstérten MSZ in Milz
und Leber (Abbildungen 20 bis 24).
Doppelmarkierung gut identifiziert werden. Durch konfokalmikroskopische Untersuchungen

Intakte markierte MSZ konnten durch die

exemplarischer Schnitte der Gehirne konnte ausgeschlossen werden, dass es sich bei den

Signalausléschungen in  den Gehirnen um Zellhaufen handelt und somit der

Einzelzellnachweis im Gehirn verifiziert werden (Abbildung 25).
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Abb. 20: Fluoreszenz- und Phasenkontrastmikroskopie von MSZ im Gehirn

a) Zellproteine, gefarbt mit CFSE, kommen griin zur Darstellung, die mit Suncoast Yellow gefarbten Partikel
kommen intrazelluldr gelegen rot zur Darstellung. b) Die Partikel, mit Suncoast Yellow geféarbt, kommen rot zur
Darstellung. ¢) Die Zellproteine, gefarbt mit CFSE, kommen griin zur Darstellung, die mit Suncoast Yellow
gefarbten Partikel kommen intrazelluldr rot zur Darstellung. Die Zellkerne sind mit DAPI gefarbt und kommen
blau zur Darstellung. d) Der Phasenkontrast zeigt die Struktur des umgebenden Gewebes, sowie die Partikel. Es
zeigt sich eine einzelne intakte Zelle, mit perinukledr angeordneten Partikeln, umschlossen von Zellmembran.
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Abb. 21: Fluoreszenz- und Phasenkontrastmikroskopie von MSZ in der Niere

a) Zellproteine, gefarbt mit CFSE, kommen grin zur Darstellung, die mit Suncoast Yellow gefarbten Partikel
kommen intrazellulér rot zur Darstellung. b) Die Partikel, mit Suncoast Yellow gefarbt, kommen rot zur
Darstellung. ¢) Die Zellproteine, gefarbt mit CFSE, kommen griin zur Darstellung, die mit Suncoast Yellow
gefarbten Partikel kommen intrazelluldr rot zur Darstellung. Die Zellkerne sind mit DAPI gefarbt und kommen
blau zur Darstellung. d) Der Phasenkontrast zeigt die Struktur der umgebenden Glomeruli, sowie die Partikel. Es
zeigt sich eine einzelne intakte Zelle, mit intrazellulér gelegenen Partikeln.
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Abb. 22: Fluoreszenz- und Phasenkontrastmikroskopie von MSZ in der Leber

a) Zellproteine, gefarbt mit CFSE, kommen griin zur Darstellung, die mit Suncoast Yellow gefarbten Partikel
kommen intrazellulér rot zur Darstellung. b) Die Partikel, mit Suncoast Yellow gefarbt, kommen rot zur
Darstellung. ¢) Die Zellproteine, gefarbt mit CFSE, kommen griin zur Darstellung, die mit Suncoast Yellow
gefarbten Partikel kommen intrazelluldr rot zur Darstellung. Die Zellkerne sind mit DAPI gefarbt und kommen
blau zur Darstellung. d) Der Phasenkontrast zeigt die Struktur des umgebenden Lebergewebes, sowie die
Partikel. Es zeigt sich eine einzelne intakte Zelle, mit perinukledr angeordneten Partikeln, umschlossen von
Zellmembran.
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Abb. 23: Fluoreszenz- und Phasenkontrastmikroskopie von MSZ in der Milz
a) Zellproteine, gefarbt mit CFSE, kommen griin zur Darstellung. b) Die Partikel, mit Suncoast Yellow geférbt,
kommen rot zur Darstellung. c¢) Die Zellproteine, gefarbt mit CFSE, kommen griin zur Darstellung, die mit
Suncoast Yellow geférbten Partikel kommen intrazelluldr und frei im Gewebe liegend rot zur Darstellung. Die
Zellkerne sind mit DAPI gefarbt und kommen blau zur Darstellung. d) Der Phasenkontrast zeigt die Struktur der

umgebenden Milzpulpa. Es zeigt sich eine einzelne intakte Zelle mit intrazellular gelegenen Partikeln. Hier
finden sich auch freie Partikel als rote Signale in b), ohne Aquivalent in c).
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Abb. 24: Fluoreszenz- und Phasenkontrastmikroskopie von MSZ in der Lunge

a) Zellproteine, gefarbt mit CFSE, kommen grin zur Darstellung. b) Die Partikel, mit Suncoast Yellow geférbt,
kommen, gruppiert stehend, rot zur Darstellung. ¢) Die Zellproteine, gefarbt mit CFSE, kommen griin zur
Darstellung, die mit Suncoast Yellow gefarbten Partikel kommen intrazelluldr rot zur Darstellung, sie sind um
die Zellkerne herum angeordnet. Die Zellkerne sind mit DAPI geférbt und kommen blau zur Darstellung. d) Der
Phasenkontrast zeigt die Struktur der umgebenden Lungenalveolen, sowie die Partikel. Es zeigen sich zwei
einzelne intakte Zellen mit perinukledr angeordneten Partikeln, von Zellmembran umschlossen.
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Abb. 25: Mehrkanal Konfokalmikroskopie markierter MSZ im Hirn

Scaling: 0,11 x 0,11 pum / Stack 57,59 pum; Objektiv: 40 x / 1,3 Scan Zoom Olimmersion

a) Die Zellproteine sind mit CFSE geférbt und stellen sich griin dar; Excitation: 488 nm / Emissionsfilter: 505-
530 nm b) Die mit Suncoast Yellow gefarbten Partikel stellen sich rot dar; Excitation: 543 nm / Emissionsfilter:
560-615 nm c¢) Die Phasenkontrastmikroskopie zeigt die Umrisse einer intakten Zelle, umgeben von axial
angeschnittenen Nervenfasern. Die Partikel kommen schwarz zur Darstellung. d) Im Fusionsbild a + b wird
deutlich, dass die Partikel intrazelluldr liegen, umgeben von griin dargestellten Zellproteinen. Es zeigen sich
einzeln liegende Zellen, keine Konglomerate.
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Abb. 26: Korrelation der mittels MRT und Histologie detektierten Zellzahlen zueinander

Hl Histologie
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Es zeigt sich eine lineare Korrelation mit einem Korrelationskoeffizienten von r = 0,91.

4.3 Nachweis des Migrationsverhaltens multipotenter mesenchymaler Stromazellen
in E-/P-Selektin-defizienten Mausen und Wildtyp-Mausen

4.3.1 Validierung der Selektin-Defizienz mittels Polymerasekettenreaktion

In den durchgefuhrten PCR Untersuchungen zeigte sich die erwartete homozygote
Selektin-Defizienz fiir alle Knockout-Tiere. In diesem Beispiel wurden sechs Méause auf ihre
E- und P-Selektin-Defizienz hin untersucht. Alle sechs Tiere zeigten sowohl eine Bande bei
315 bp als Ausdruck der homozygoten E-Selektin Mutante, als auch eine bei 479 bp als
Ausdruck der homozygoten P-Selektin Mutante (Abbildung 27).
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Abb. 27: PCR zur Validierung der E- und P-Selektindefizienz
Die Mduse 1-6 zeigen eine Bande bei 479 bp und eine bei 315 bp, sie sind homozygot defizient fur E- und P-
Selektin.

4.3.2 Magnetresonanztomographische Untersuchung der Mause in vivo

Die magnetresonanztomographischen Untersuchungen der Maéuse unter Narkose
verliefen komplikationslos. Auch die wiederholten Untersuchungen und Narkosen stellten
sich fur das Wohlbefinden der Versuchstiere als unkritisch heraus. Es zeigte sich, dass die
solenoidférmige Kleintierempfangsspule gegeniiber der Ganzkdrperspule mit vier parallel
geschalteten Elementen deutlich vorteilhafter in Bezug auf die Einzelzelldetektion ist, da sie
trotz des grolReren Durchmessers ein hoéheres SNR liefert. Die Verwendung der
Ganzkorperspule hingegen bringt den Vorteil einer homogeneren Signalverteilung in
Langsachsenrichtung und ein gréReres Untersuchungsvolumen und somit eine artefaktfreiere
Bestimmung des SNR der intestinalen Organe. Daher wurde die solenoidférmige Spule nur

fur die Untersuchungen nach intrakardialer Injektion verwendet.

4.3.2.1 Ultraschallgesteuerte intrakardiale Injektion

In den SNR-Messungen nach intrakardialer Injektion zeigte sich nur fur die Gehirne ein
signifikanter Signalabfall am Tag nach der Injektion, bei Messung am Tag 4 war der SNR-

Wert wieder auf sein Ursprungsniveau zuriickgekehrt (Abbildung 29). Es zeigten sich bei
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beiden Mausegruppen multiple, tber das Hirn verteilte einzelne Ausléschungsartefakte am
Tag nach Zellinjektion. Bei den Wildtyp-Mausen konnten sehr vereinzelt auch an Tag 4 und 7
noch einzelne Signalausldschungen detektiert werden, dies war bei den Knockout-Tieren
nicht der Fall (Abbildung 28). Weitere signifikante SNR-Veranderungen im Verlauf innerhalb
der Gruppen waren nicht zu finden (Abbildung 31 a-d). Aufféallig war, dass innerhalb der
Gruppen zwar konstante, aber im Vergleich der Gruppen untereinander signifikant
unterschiedliche SNR von Milz und Knochenmark bestimmt wurden. Dies ist auf einen
weniger weit ausgezilichteten C57BI6 Hintergrund der hier verwendeten Knockout-Tiere
zuriickzufuhren (Abbildung 31 b und c). In den Tieren beider Gruppen fanden sich vereinzelte
Signalausldschungen im Nierenkortex am Tag nach Injektion, die sich jedoch an Tag 4 und 7
nicht mehr darstellen lieRen (Abbildung 26).

Tag0 Tag1 Tag4 Tag7

Abb. 28: MRT der Gehirne im Verlauf nach intrakardialer Zellinjektion

An Tag 1 finden sich multiple Signalausléschungen in den Hirnen beider Gruppen. An Tag 4 und 7 finden sich
lediglich in der WT-Gruppe noch vereinzelte Signalausléschungen ( £>). Dies ist ein Hinweis auf eine
selektinvermittelte Einwanderung der Zellen in das Gehirn.
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Abb. 29: SNR-Messungen der Gehirne nach intrakardialer Zellinjektion

Il  Sclektindefizienz

1 wildtyp

Durchschnittliches SNR + Standardabweichung (n = 3). Signifikante Unterschiede bei (p < 0,05) des SNR (Tag
0, 1, 4 und 7), nach Friedman Test, gezeigt durch *. Eine signifikante SNR Reduktion ist nur direkt nach der
Injektion durch multiple, in den Kapillaren hdngengebliebene, Zellen in beiden Gruppen zu erkennen. Die
Persistenz einzelner Zellen in der WT-Gruppe hat keinen Einfluss auf die SNR Messung.

Abb. 30: MRT der Nieren im Verlauf nach intrakardialer Zellinjektion
An Tag 1 finden sich einzelne Signalausléschungen im Nierenkortex beider Gruppen ( £), diese sind ab Tag 4
nicht mehr nachweisbar.
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Abb. 31: SNR-Messungen der Lebern, Milzen, des Knochenmarkes und der Nieren nach intrakardialer

Zellinjektion
B  Sclektindefizienz
1 wildtyp

Durchschnittliches SNR + Standardabweichung (n = 3). Signifikante Unterschiede bei (p < 0,05) des SNR (Tag
0, 1, 4 und 7), nach Friedman Test, werden gezeigt durch *. a) In der Leber zeigen sich keine signifikanten
Unterschiede innerhalb der Gruppen oder im Vergleich der Gruppen. b) In der Milz zeigen sich keine
signifikanten Unterschiede innerhalb der Gruppen jedoch im Vergleich der Gruppen. Dies ist auf den
unterschiedlichen Mausstamm zurlckzufiihren. ¢) Im Knochenmark zeigen sich keine signifikanten
Unterschiede innerhalb der Gruppen, jedoch im Vergleich der Gruppen. Dies ist auf den unterschiedlichen
Mausstamm zurtickzufuhren. d) In der Niere zeigen sich keine signifikanten Unterschiede innerhalb der Gruppen
oder im Vergleich der Gruppen.
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4.3.2.2 Intravendse Injektion

Die Bestimmung des SNR nach intravendser Injektion zeigte in den Lebern der E- und
P-Selektinknockout-Mause einen signifikant hoheren Signalabfall von Tag 0 auf Tag 1 (Tag
0: 25,267 = 2,887 zu Tag 1: 8,733 £ 1,804) als in den Wildtyp-Mé&usen (Tag 0: 24,333 +
1,007 zu Tag 1: 20,067 + 2,230). Zusatzlich zeigte sich eine unterschiedliche Dynamik. Das
SNR der Lebern der Knockout-Tiere blieb von Tag 1 bis Tag 7 auf dem gleichen Level,
wohingegen bei den Wildtyp-Tieren ein weiterer signifikanter Signalabfall von Tag 4: 19,933
+ 1,973 auf Tag 7: 13,467 £ 1,604 zu verzeichnen war (Abbildungen 32 und 34a). In der
SNR-Bestimmung der Milz fallt auf, dass es lediglich in der Wildtyp-Gruppe von Tag 4:
7,989 £ 0,929 auf Tag 7: 4,067 £ 0,757 zu einem signifikanten Signalabfall kommt
(Abbildungen 33 und 34b). In der Untersuchung des Knochenmarks zeigt sich ein
signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen an Tag 7 (WT: 14,333 £+ 2,335 / KO:
22,533 £ 3,722). Hier besteht eine Signifikanz innerhalb der Gruppe nur von Tag 0: 20,933 +
3,402 auf Tag 7: 14,333 + 2,335 (Abbildung 35a). In den SNR-Messungen der Nieren
(Abbildung 35b) zeigten sich sowohl innerhalb der Gruppen als auch zwischen den Gruppen

keinerlei signifikante Unterschiede.

Abb. 32: MRT der Lebern im Verlauf nach intravendser Zellinjektion

Es findet sich bei den KO-Tieren eine deutlichere Signalminderung der Lebern von Tag 0 auf Tag 1 als bei den
WT-Tieren. Die Signalminderung der Lebern der KO-Tiere bleibt im Verlauf konstant. Bei den WT-Tieren zeigt
sich eine weitere Signalminderung. Dies l&sst darauf schlieBen, dass die Zellen in den WT-Madusen die
Maglichkeit haben in verschiedene Gewebe auszuwandern bzw. inital selektinvermittelt an die Gefalwand
anheften kdnnen und somit weniger schnell in der Leber herausgefiltert werden. In den KO-Mdausen mussen die
Zellen langer zirkulieren bis sie schlieBlich zugrunde gehen und die freigesetzten Partikel vom retikuldren
endothelialen System phagozytiert werden.
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Abb. 33: MRT der Milzen im Verlauf nach intravenoser Zellinjektion

Bei den WT-Tieren zeigt sich im Verlauf an Tag 7 eine signifikante Signalminderung, die KO-Tiere bleiben
unverandert. Dies deutet daraufhin, dass eine Einwanderung intakter Zellen in die Milz nur in der WT-Gruppe
selektinvermittelt moglich ist, wahrend die Zellen in den KO-Tieren im Blutstrom zugrunde gehen.
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Abb. 34: SNR-Messungen der Leber und Milz nach intravendser Zellinjektion

B Sclektindefizienz

1 wildtyp

Durchschnittliches SNR + Standardabweichung (n = 3). Signifikante Unterschiede bei (p < 0,05) des SNR (Tag
0, 1, 4 und 7), nach Friedman Test, werden gezeigt durch * a) In der Leber fallt der initiale Signalabfall in den
WT-Madusen weniger stark aus, es zeigt sich ein zweiter signifikanter Signalabfall. Dies kann ein Zeichen dafur
sein, dass die Zellen sich in den WT-M&usen inital an die Gefdlwand anheften kénnen. Im Verlauf der
Untersuchung abgestorbene Zellen gelangen erst spater zum Abbau in die Leber. In den KO-Mdusen werden
gleich mehr Zellen von der Leber herausgefiltert. b) Der Signalabfall in der Milz der WT-Méuse, der in der KO-
Gruppe fehlt, kann Hinweis darauf sein, dass eine Einwanderung in die Milz nur in WT-M&usen
selektinvermittelt moglich ist, wahrend die Zellen in den KO-Tieren im Blutstrom zugrunde gehen.
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Abb. 35: SNR-Messungen des Knochenmarks und der Niere nach intravendser Zellinjektion

Bl Sclektindefizienz

1 wildtyp

Durchschnittliches SNR + Standardabweichung (n = 3). Signifikante Unterschiede bei (p < 0,05) des SNR (Tag
0, 1, 4 und 7), nach Friedman Test, werden gezeigt durch *. a) Der Signalabfall im Knochenmark der WT-
Méause, der in der KO-Gruppe fehlt, kann Hinweis darauf sein, dass eine Einwanderung in das Knochenmark nur
in WT-Méusen selektinvermittelt méglich ist. b) In der Niere zeigen sich keine signifikanten Unterschiede
innerhalb der Gruppen oder im Vergleich der Gruppen.

4.3.2.3 Intraperitoneale Injektion

Bei der SNR-Bestimmung der Lebern nach intraperitonealer Injektion zeigte sich nur
bei den Wildtyp-Tieren ein kontinuierlicher, signifikanter Signalverlust in den Lebern von
Tag 0 bis hin zu Tag 4 (Tag 0: 23,467 £ 1,301 zu Tag 1: 17,333 + 1,609 zu Tag 4: 11,033 +
0,8505) (Abbildungen 36 und 38a). Analog dazu stellten sich bei den Messungen von Milz
und Knochenmark signifikante Signalverdnderungen auch nur bei der Wildtyp-Gruppe ein
(Milz: Tag 0: 8,767 £ 1,150 zu Tag 4: 2,633 £ 0,737 zu Tag 7: 1,267 £ 0,643; Knochenmark:
Tag 0: 18,907 + 5,277 zu Tag 4: 11,933 £ 1,629 zu Tag 7: 6,486 + 1,058) (Abbildungen 37
38b und 39a). Die SNR-Bestimmung in der Niere zeigte keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Gruppen oder innerhalb der Gruppen (Abbildung 39b). Auf eine Bestimmung
des SNR im Gehirn wurde verzichtet, da eine aktive Migration der MSZ ins Hirn nicht zu
erwarten war und sich auch kein bildmorphologischer Unterschied innerhalb der Gruppen
einstellte.
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Abb. 36: MRT der Lebern im Verlauf nach intraperitonealer Zellinjektion

Es findet sich an Tag 1 bei den WT-Tieren ein deutlich hdherer Signalverlust der Lebern von Tag 0 auf Tag 1 als
bei den KO-Tieren. Der Signalverlust der Lebern der KO-Tiere bleibt im Verlauf konstant. Bei den WT-Tieren
zeigt sich ein weiterer Signalverlust. Dies kann Hinweis darauf sein, dass nur in den WT-Mausen eine aktive
Auswanderung aus dem Peritoneum selektinvermittelt moglich ist, die Zellen in den Blutstrom gelangen und
aktiv in die Leber einwandern bzw. in der Leber abgebaut werden.

Tag0 Tag1 Tag4 Tag7

Abb. 37: MRT der Milzen im Verlauf nach intraperitonealer Zellinjektion

Bei den WT-Tieren zeigt sich im Verlauf bei Tag 4 ein deutlicher Signalverlust, die KO-Tiere zeigen keine
signifikante Anderung. Dies ist Hinweis darauf, dass nur in den WT-Méusen eine aktive Auswanderung aus dem
Peritoneum selektinvermittelt moglich ist und die Zellen so in den Blutstrom gelangen und in die Milz
einwandern.

62



@
8

SNR
» »
3 &
SNR
° ®

&

3
-

~

T
0 I

Tago

[ M M
Tag1 Tagd

Tag?

Abb. 38: SNR-Messungen der Leber und Milz nach intraperitonealer Zellinjektion

Il  Sclektindefizienz

L1 wildtyp

Durchschnittliches SNR + Standardabweichung (n = 3). Signifikante Unterschiede bei (p < 0,05) des SNR (Tag
0, 1, 4 und 7), nach Friedman Test, werden gezeigt durch *. a) Der Signalverlust in der Leber wird nur in der
WT-Gruppe signifikant, und nimmt bis Tag 4 zu. Dies ist ein Hinweis darauf, dass eine selektinvermittelte
Auswanderung aus dem Peritoneum und Einwanderung der Zellen bzw. deren Abbau durch die Leber nur in
dieser Gruppe moglich ist. b) Der Signalverlust in der Milz wird nur in der WT-Gruppe an Tag 4 signifikant und
nimmt bis Tag 7 zu. Dies kann ein Hinweis darauf sein, dass eine selektinvermittelte Auswanderung aus dem
Peritoneum und Einwanderung der Zellen bzw. deren Abbau in der Milz nur in dieser Gruppe mdglich ist.
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Abb. 39: SNR-Messungen des Knochenmarks nach intraperitonealer Zellinjektion

B Sclektindefizienz

1 wildtyp

Durchschnittliches SNR + Standardabweichung (n = 3). Signifikante Unterschiede bei (p < 0,05) des SNR (Tag
0, 1, 4 und 7), nach Friedman Test, werden gezeigt durch *. a) Der Signalabfall im Knochenmark der WT-
Mause, der in der KO-Gruppe fehlt, kann Hinweis darauf sein, dass eine Einwanderung in das Knochenmark nur
in WT-Méusen selektinvermittelt moglich ist. b) In der Niere zeigen sich keine signifikanten Unterschiede
innerhalb der Gruppen oder im Vergleich der Gruppen.
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4.3.3 Histologische Auswertung

4.3.3.1 Ultraschallgesteuerte intrakardiale Injektion

Die histologische Auswertung des ZNS nach intrakardialer Injektion zeigte sehr
vereinzelt markierte intakte Zellen in der Wildtyp-Gruppe (1,3 Zellen in 100
aufeinanderfolgenden 10 um dicken Schnitten mit je 10um Abstand). Freie Partikel waren
kaum zu finden (25 in 3% 100 aufeinanderfolgenden 10 um dicken Schnitten mit je 10 pm
Abstand) (Abbildung 40). In der Knockoutgruppe waren keine intakten Zellen mehr zu
finden, freie Partikel waren ebenfalls sehr selten (22,3 in 3 x 100 aufeinanderfolgenden 10 pm
dicken Schnitten mit je 10um Abstand) (Abbildung 41). Die Mikroskopie der Nieren zeigte
weder intakte Zellen noch freie Partikel bei beiden Tiergruppen (Abbildung 42 und 43). Dies
war auch nach allen anderen Injektionsformen der Fall.
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Abb. 40: Fluoreszenz- und Phasenkontrastmikroskopie des ZNS der Wildtyp-Méause nach intrakardialer
Zellinjektion

a) Zellproteine, gefarbt mit CFSE, kommen griin zur Darstellung, die mit Suncoast Yellow gefarbten Partikel
kommen intrazellulér gelegen rot zur Darstellung. b) Die Partikel, mit Suncoast Yellow gefarbt, kommen
gruppiert stehend rot zur Darstellung. c) Zellproteine, gefarbt mit CFSE, kommen griin zur Darstellung, die mit
Suncoast Yellow gefarbten Partikel kommen intrazellulér rot zur Darstellung. Die Zellkerne sind mit DAPI
geféarbt und kommen blau zur Darstellung. d) Der Phasenkontrast zeigt die Struktur des umgebenden Gewebes,
sowie die Partikel. Es zeigt sich eine einzelne intakte Zelle, mit perinukledr angeordneten Partikeln, umschlossen
von Zellmembran. Dies spricht fur eine aktive Einwanderung einzelner Zellen.
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Abb. 41: Fluoreszenz- und Phasenkontrastmikroskopie des ZNS der Knockout-Mé&use nach intrakardialer
Zellinjektion

a) Im Griunkanal zur Darstellung der Zellproteine, gefarbt mit CFSE, sowie im Rotkanal zur Darstellung der mit
Suncoast Yellow gefarbten Partikel zeigt sich kein Signal. b) Im Rotkanal zur Darstellung der mit Suncoast
Yellow gefarbten Partikel zeigt sich kein Signal. ¢) Im Rot- und Griinkanal zur Darstellung der Zellproteine und
der Partikel zeigen sich keine Signale. Die mit DAPI geférbten Zellkerne kommen blau zur Darstellung. d) Der
Phasenkontrast zeigt die Struktur des Hirnsgewebes. Es finden sich keine Zellen oder Zellreste im ZNS der
Knockout-Méuse.
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Abb. 42: Fluoreszenz- und Phasenkontrastmikroskopie der Niere der Wildtyp-Mdause nach intrakardialer
Zellinjektion

a) Im Griinkanal zur Darstellung der Zellproteine, gefarbt mit CFSE, sowie im Rotkanal zur Darstellung der mit
Suncoast Yellow gefarbten Partikel zeigt sich kein Signal. b) Im Rotkanal zur Darstellung der mit Suncoast
Yellow gefarbten Partikel zeigt sich kein Signal. ¢) Im Rot- und Griinkanal zur Darstellung der Zellproteine und
der Partikel zeigen sich keine Signale. Die mit DAPI geféarbten Zellkerne kommen blau zur Darstellung. d) Der
Phasenkontrast zeigt die Struktur der Nierenglomeruli. Es finden sich keine Zellen oder Zellreste in den Nieren
der Wildtyp-Méause.
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Abb. 43: Fluoreszenz- und Phasenkontrastmikroskopie der Niere der Knockout-Mause nach intrakardialer
Zellinjektion

a) Im Griunkanal zur Darstellung der Zellproteine, gefarbt mit CFSE, sowie im Rotkanal zur Darstellung der mit
Suncoast Yellow gefarbten Partikel zeigt sich kein Signal. b) Im Rotkanal zur Darstellung der mit Suncoast
Yellow gefarbten Partikel zeigt sich kein Signal. ¢) Im Rot- und Griinkanal zur Darstellung der Zellproteine und
der Partikel zeigen sich keine Signale. Die mit DAPI geféarbten Zellkerne kommen blau zur Darstellung. d) Der
Phasenkontrast zeigt die Struktur der Nierenglomeruli. Es finden sich keine Zellen oder Zellreste in den Nieren
der Knockout-Mause

4.3.3.2 Intravendse Injektion

In der histologischen Auswertung der Lebern nach intravendser Zellinjektion zeigten
sich bei den Wildtyp-Tieren im Durchschnitt 2,3 intakte Zellen und 2,5 freie Partikel pro
Blickfeld (Abbildung 44), in den Lebern der Knockout-Tiere waren 0,04 intakte Zellen und
10,2 freie Partikel pro Gesichtsfeld (Abbildung 45) zu finden. Die Auswertung der Milzen
ergab &hnliche Befunde mit 4,3 intakten Zellen und 4,5 freien Partikel pro Gesichtsfeld in den
Wildtyp-Tieren (Abbildung 46) und lediglich 5,7 freie Partikeln pro Gesichtsfeld in den
Knockout-Tieren (Abbildung 47).
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Abb. 44: Fluoreszenz- und Phasenkontrastmikroskopie der Leber der Wildtyp-Mduse nach intravendser
Zellinjektion

a) Zellproteine, gefarbt mit CFSE, kommen griin zur Darstellung, die mit Suncoast Yellow gefarbten Partikel
kommen intrazellulér gelegen rot zur Darstellung. b) Die Partikel, mit Suncoast Yellow gefarbt, kommen
gruppiert stehend rot zur Darstellung. c) Zellproteine, gefarbt mit CFSE, kommen griin zur Darstellung, die mit
Suncoast Yellow gefarbten Partikel kommen intrazelluldr rot zur Darstellung. Die Zellkerne sind mit DAPI
gefarbt und kommen blau zur Darstellung. d) Der Phasenkontrast zeigt die Struktur des umgebenden
Leberparenchyms, sowie die Partikel. Es zeigen sich zwei intakte Zellen mit intrazelluldren Partikeln,
umschlossen von Zellmembran.
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Abb. 45: Fluoreszenz- und Phasenkontrastmikroskopie der Leber der Knockout-M&use nach intravendser
Zellinjektion

a) Im Grinkanal zur Darstellung der Zellproteine, gefarbt mit CFSE, findet sich kein Signal. Im Rotkanal zur
Darstellung der mit Suncoast Yellow gefarbten Partikel zeigen sich einzelne Partikel. b) Im Rotkanal zur
Darstellung der mit Suncoast Yellow gefarbten Partikel zeigen sich frei liegende einzelne Partikel. ¢) Im
Grinkanal zur Darstellung der Zellproteine zeigt sich kein Signal. Im Rotkanal finden sich einzelne frei liegende
Partikel. Die mit DAPI gefarbten Zellkerne kommen blau zur Darstellung. d) Der Phasenkontrast zeigt die
Struktur des Leberparenchyms und einzelne Partikel. Es finden sich keine intakten Zellen, jedoch multiple frei
liegende Partikel in den Lebern der Knockout-Mé&use.
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Abb. 46: Fluoreszenz- und Phasenkontrastmikroskopie der Milz der Wildtyp-Tiere nach intravendser
Zellinjektion

a) Zellproteine, gefarbt mit CFSE, kommen griin zur Darstellung. b) Die Partikel, mit Suncoast Yellow geférbt,
kommen rot zur Darstellung. c¢) Die Zellproteine, gefarbt mit CFSE, kommen griin zur Darstellung, die mit
Suncoast Yellow gefarbten Partikel kommen intrazelluldr rot zur Darstellung. Die Zellkerne sind mit DAPI
gefarbt und kommen blau zur Darstellung. d) Der Phasenkontrast zeigt die Struktur der umgebenden Milzpulpa.
Es zeigt sich eine einzelne intakte Zelle mit intrazellulér gelegenen Partikeln.
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Abb. 47: Fluoreszenz- und Phasenkontrastmikroskopie der Milz der Knockout-Tiere nach intravendser
Zellinjektion

a) Im Grinkanal zur Darstellung der Zellproteine, gefarbt mit CFSE, findet sich kein Signal. Im Rotkanal zur
Darstellung der mit Suncoast Yellow geférbten Partikel zeigen sich einzelne Partikel. b) Im Rotkanal zur
Darstellung der mit Suncoast Yellow gefarbten Partikel zeigen sich frei liegende einzelne Partikel. ¢) Im
Griinkanal zur Darstellung der Zellproteine zeigt sich kein Signal. Im Rotkanal finden sich einzelne frei liegende
Partikel. Die mit DAPI gefarbten Zellkerne kommen blau zur Darstellung. d) Der Phasenkontrast zeigt die
Struktur des Leberparenchyms und einzelne freiliegende Partikel.

4.3.3.3 Intraperitoneale Injektion

Die histologische Aufarbeitung der Lebern der Wildtyp-Mdause nach intraperitonealer
Zellinjektion zeigte durchschnittlich 0,7 intakte Zellen und 4,3 freie Partikel pro Blickfeld
(Abbildung 48). In den Milzen der Wildtyp-Mé&use zeigten sich durchschnittlich 4,3 intakte
Zellen und 8,6 freie Partikel pro Gesichtsfeld (Abbildung 50). Leber und Milz der Knockout-
Maéuse waren fast vollstandig frei von Partikeln und Zellen (Abbildung 49 und 51). Bei der
Sektion der Tiere fiel auf, dass sich in der Peritonealhdhle der Knockout-Tiere an der Stelle
der Zellinjektion sehr viele Partikel angesammelt hatten (Abbildung 52). Bei den Wildtyp-
Mausen war dies nicht der Fall.
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Abb. 48: Fluoreszenz- und Phasenkontrastmikroskopie der Leber der Wildtyp-Mause nach intraperitonealer
Zellinjektion

a) Zellproteine, gefarbt mit CFSE, kommen grun zur Darstellung. Die Partikel, mit Suncoast Yellow gefarbt,
kommen rot zur Darstellung. b) Die Partikel, mit Suncoast Yellow gefarbt, kommen, intrazellular gruppiert und
einzeln frei liegend, rot zur Darstellung. c) Die Zellproteine, gefarbt mit CFSE, kommen griin zur Darstellung,
die mit Suncoast Yellow geférbten Partikel kommen intrazelluldr und frei im Gewebe liegend rot zur
Darstellung. Die Zellkerne sind mit DAPI gefarbt und kommen blau zur Darstellung. d) Der Phasenkontrast
zeigt die Struktur des umgebenden Leberparenchyms. Es zeigt sich eine einzelne intakte Zelle, mit intrazellular
gelegenen Partikeln. Es finden sich auch freie Partikel als rote Signale in b) ohne Aquivalent in c). Es liegen
sowohl intakte Zellen als auch freiliegende Partikel vor.
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Abb. 49: Fluoreszenz- und Phasenkontrastmikroskopie der Leber der Knockout-M&use nach intraperitonealer
Zellinjektion

a) Im Grinkanal zur Darstellung der Zellproteine, gefarbt mit CFSE, sowie im Rotkanal zur Darstellung der mit
Suncoast Yellow gefarbten Partikel zeigt sich kein Signal. b) Im Rotkanal zur Darstellung der mit Suncoast
Yellow gefarbten Partikel zeigt sich kein Signal. ¢) Im Rot- und Griinkanal zur Darstellung der Zellproteine und
der Partikel zeigen sich keine Signale. Die mit DAPI geférbten Zellkerne kommen blau zur Darstellung. d) Der
Phasenkontrast zeigt die Struktur des Leberparenchyms. Es finden sich keine Zellen oder Zellreste in den Lebern
der Knockout-Méause.
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Abb. 50: Fluoreszenz- und Phasenkontrastmikroskopie der Milz der Wildtyp-Tiere nach intraperitonealer
Zellinjektion

a) Im Griinkanal zur Darstellung der Zellproteine, gefarbt mit CFSE, findet sich kein Signal. Im Rotkanal zur
Darstellung der mit Suncoast Yellow gefarbten Partikel zeigen sich einzelne Partikel. b) Im Rotkanal zur
Darstellung der mit Suncoast Yellow gefarbten Partikel zeigen sich frei liegende einzelne Partikel. ¢) Im
Griinkanal zur Darstellung der Zellproteine zeigt sich kein Signal. Im Rotkanal finden sich einzelne frei liegende
Partikel. Die mit DAPI geférbten Zellkerne kommen blau zur Darstellung. d) Der Phasenkontrast zeigt die
Struktur der Milzpulpa und einzelne Partikel. Es finden sich keine intakten Zellen, jedoch multiple frei liegende
Partikel in den Milzen der Wildtyp-Mause.
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Abb. 51: Fluoreszenz- und Phasenkontrastmikroskopie der Milz der Knockout-Mause nach intraperitonealer
Zellinjektion

a) Im Griunkanal zur Darstellung der Zellproteine, gefarbt mit CFSE, sowie im Rotkanal zur Darstellung der mit
Suncoast Yellow gefarbten Partikel zeigt sich kein Signal. b) Im Rotkanal zur Darstellung der mit Suncoast
Yellow gefarbten Partikel zeigt sich kein Signal. ¢) Im Rot- und Griinkanal zur Darstellung der Zellproteine und
der Partikel zeigen sich keine Signale. Die mit DAPI gefarbten Zellkerne kommen blau zur Darstellung. d) Der
Phasenkontrast zeigt die Struktur des Leberparenchyms. Es finden sich keine Zellen oder Zellreste in den Milzen
der Knockout-Mause.

Abb. 52: Photographie des Bauchsitus einer Knockout-Maus nach intraperitonealer Zellapplikation

Flachige Ansammlungen von Partikeln sind an der Applikationsstelle im linken Unterbauch der Maus als braun-
rotliche Flecken zu erkennen. Diese waren bei den Wildtyp-Mausen nicht vorhanden. Dies spricht fiir ein friihes
Absterben der MSZ in den Knockout-M&usen.
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4.4  Untersuchung des Migrationsverhaltens multipotenter mesenchymaler
Stromazellen in einem Tumormodell in E-/P-Selektin-defizienten Mausen und
Wildtyp-Mausen

4.4.1 Magnetresonanztomographische Untersuchung in vivo

Die magnetresonanztomographische Untersuchung von MSZ hinsichtlich ihrer
Féahigkeit in HT29-Tumoren einzuwandern zeigte im Zeitverlauf keine Ausléschungsartefakte
und keinen signifikanten Abfall des SNR als Surrogat flr eingewanderte Zellen. Der Tumor
stellt sich in der gezeigten axialen 2D GRE-Sequenz (ber den Untersuchungszeitraum
homogen dar (Abbildung 53).

Abb. 53: MRT der HT29-Tumoren im Verlauf nach intravendser Zellinjektion

In der axialen 2D GRE-Sequenz stellen sich die Tumore vor und nach Zellinjektion im Verlauf homogen dar.
Einen MR-tomographischen Hinweis auf eingewanderte Zellen (Ausléschungsartefakte, Signalverlust) finden
sich nicht.
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4.4.2 Histologische Auswertung

Die Mikroskopie der HT29 Tumoren zeigte keinerlei Zellen oder freie Partikel
(Abbildung 54).

io0.um

Abb. 54: Fluoreszenz- und Phasenkontrastmikroskopie der Tumoren der Wildtyp-Mé&use nach intravendser
Zellinjektion

a) Im Griunkanal zur Darstellung der Zellproteine, gefarbt mit CFSE, sowie im Rotkanal zur Darstellung der mit
Suncoast Yellow gefarbten Partikel zeigt sich kein Signal. b) Im Rotkanal zur Darstellung der mit Suncoast
Yellow gefarbten Partikel zeigt sich kein Signal. ¢) Im Rot- und Griinkanal zur Darstellung der Zellproteine und
der Partikel zeigen sich keine Signale. Die mit DAPI geférbten Zellkerne kommen blau zur Darstellung. d) Der
Phasenkontrast zeigt die Struktur des Tumorstromas. Es finden sich keine Zellen oder Zellreste in den Tumoren
der Wildtyp-Méuse.
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Aus den Ergebnissen lassen sich die einleitend gestellten Fragen wie folgt zusammenfassend

beantworten:

e Die magnetische Markierung von MSZ mittels eisenoxidhaltigen Mikropartikeln
und CFSE ist ohne Beeinflussung der Zellvitalitdit und der Expression

charakteristischer Oberflachenmarker méglich.

e Diese Doppelmarkierung ermoglicht die Detektion einzelner MSZ in

verschiedenen Geweben mittels histologischer Methoden.

e Der in vivo Nachweis einzelner magnetisch markierter MSZ mittels eines
klinischen 3.0T MR-Tomographen unter Verwendung von Kileintier-
empfangsspulen und hochauflosenden Gradientenecho-Sequenzen (GRE) ist

maoglich.

e Unter Berlcksichtigung der verschiedenen Applikationsformen — intravends,
intrakardial, intraperitoneal — zeigt sich ein unterschiedliches Verteilungs- und
Degradationsverhalten der MSZ in E-/P-Selektin-defizienten Doppelknockout-
Mausen im Vergleich zu Wildtyp-Mausen. Selektine scheinen eine bedeutende
Rolle fur Auswanderung von MSZ aus der Peritonealhthle, sowie dem
Blutstrom zu spielen. Insbesondere bei der Migration in Gehirn, Leber, Milz und
Knochenmark.

e Ein xenotransplantierter Tumor der humanen Adenokarzinom-Zelllinie HT29

veranlasst MSZ in Wildtyp-M&usen nicht zum Einwandern in das vom Tumor

geschédigte Areal.
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5 Diskussion

5.1 Markierung von multipotenten mesenchymalen Stromazellen zur Detektion
mittels Magnetresonanztomographie und Fluoreszensmikroskopie

In dieser Studie zur Untersuchung des Migrationsverhaltens multipotenter
mesenchymaler Stromazellen im Selektin-defizienten Mausmodell unter Verwendung der
Magnetresonanztomographie und histologischer Methoden konnte eine Doppelmarkierung
multipotenter mesenchymaler  Stromazellen mit rot fluoreszierenden Eisenoxid-
Mikropartikeln und dem grin fluoreszierendem Cytoplasma-Farbstoff CFSE ohne
wesentliche Einflussnahme auf die Zellvitalitat und die Expression sowohl charakteristischer
Stammzell-Oberflachenmarker als auch von Selektin-Bindungsstellen gezeigt werden. Durch
die Markierung blieb die chondrogene Differenzierungskapazitdit der MSZ ebenfalls
unbeeinflusst. Dies zeigt, dass auch langerfristig durch die Doppelmarkierung keine Stérung
in den Zellen hervorgerufen wird. Die Verwendung dieser groRen Eisenoxidpartikel zur
Zellmarkierung wurde von Shapiro et al. 2005 eingeflhrt. Diese Partikel haben den Vorteil,
dass sie aufgrund ihres grolien Eisenoxidkerns ausgepragte lokale
Magnetfeldinhomogenitéten erzeugen. Sie liefern eine deutliche Signalminderung, besonders
in T2* gewichteten Sequenzen, so dass sogar einzelne dieser Partikel mit der MRT detektiert
werden konnen (Shapiro et al., 2004). Dieser Effekt wird durch die von Hinds et al. 2003
beschriebene und hier konfokalmikroskopisch gezeigte endosomale Zusammenlagerung zu
Konglomeraten zusétzlich verstarkt (Bowen et al., 2002). Die Fluoreszenzdoppelmarkierung
mit rot fluoreszierenden Mikropartikeln und dem griin fluoreszierendem CFSE erlaubte eine
gute Detektion einzelner Zellen in der Fluoreszensmikroskopie (Abbildung 7). Ebenso war
die Unterscheidung zwischen Makrophagen, die einzelne freigesetzte Partikel phagozytierten,
und intakten MSZ mdoglich. Es wurde ein besonderes Augenmerk auf mogliche
Auswirkungen dieser Markierung auf die Vitalitdt der MSZ und ihre speziellen
Eigenschaften, wie Oberflachenmarkerexpression und chondrogene Differenzierung, gelegt.
Die Reinheit und der Phanotyp multipotenter, mesenchymaler Stromazellen wurde in vitro
uber den Nachweis von CD44, CD90, CD105 und Sca-1 als Marker fir MSZ und die
Abwesenheit von CD34 und CD45 zum Ausschluss von hématopoetisch differenzierten
Zellen Uberpruft (Schrepfer et al., 2007a). Es konnten die Selektin-Hauptbindungsstellen
CD15s und CD162 (Becker-Andre et al., 1992; Kansas, 1996; Weller et al., 1992) sowie die
generelle Fahigkeit, E- und P-Selektin zu binden, vor und nach Doppelmarkierung der Zellen

gezeigt werden. Im Vergleich doppelt markierter Zellen zu den lediglich mit CFSE markierten
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Zellen zeigte sich kein signifikanter Unterschied bezliglich der Zellproliferation. Das oben
genannte, fir MSZ typische Oberflachenexpressionsprofil konnte vor und nach Markierung
der Zellen nachgewiesen werden. Verschiedene Studien haben gezeigt, dass die osteogene
und adipogene Differenzierung von MSZ durch Markierung der Zellen mit Eisenoxidpartikeln
nicht beeinflusst wird. Bezliglich der chondrogenen Differenzierung kommen sie zu
unterschiedlichen Ergebnissen. Daraus l&sst sich schlussfolgern, dass diese sensibel auf
Eisenbeladung reagiert (Arbab et al., 2004; Kostura et al., 2004).

In dieser Studie zeigte sich eine positive chondrogene Induktion innerhalb von sieben
Tagen durch Farbung auf knorpelspezifisches Glykosaminoglykan. Der mit der beschriebenen
Methode erreichte durchschnittliche zellulare Eisengehalt betrug 24 pg und befindet sich in
dem auch von anderen Arbeitsgruppen als nicht toxisch bewerteten Bereich (Arbab et al.,
2004; Ittrich et al., 2005; Sun et al., 2005). Daher ist nach unseren Befunden eher zu

schlieRen, dass die Eisenbeladung keine funktionelle Rolle spielt.

Zusammenfassend kann die beschriebene Methode als geeignet angesehen werden, um
MSZ mittels MRT in vivo zu detektieren wund ihre Lokalisation mittels

Fluoreszenzmikroskopie zu bestatigen.

Weiterer Optimierungsbedarf besteht bei der Auswahl der Fluoreszenzfarbstoffe. Es
zeigte sich, dass eine Vitalitatsbeurteilung mit Propidiumiodid an markierten Zellen aufgrund
des Crosstalks der verschiedenen Fluoreszenssignale sehr aufwendig war. Gleiches gilt fur die
Detektion von Oberflachenmolekilen. Es gilt hier vor allem Partikel mit einem engeren
Fluoreszenzspektrum und dem zufolge weniger Crosstalk mit Allophycocyanin zu finden.
Eine gute Moglichkeit waren Quantumdots. Ihre Anwesenheit konnte im FACS anhand der
Granularitdt nachgewiesen werden. Sie werden bereits erfolgreich zur Markierung von

Immun- und Stammzellen (Li et al., Mrinmoy et al., 2008; Pi et al.) eingesetzt.

Auch bieten die kiirzlich vorgestellten InGaP/ZnS quantum dots die Moglichkeit F°
MR-Bildgebung und Fluoreszenzbildgebung unter Verwendung einer Art von Partikel
durchzufithren (Lim et al 2010.). F*® MR-Bildgebung ist mit dem in dieser Arbeit
verwendeten Gerét jedoch nicht méglich. Der ideale Partikel, z. B. mit einem Magnetitkern
und einer daufleren Schicht aus Quantumdots, Dextran ummantelt, bleibt zu erwarten. Ein

weiteres Problem der Markierung zeigte sich im Verlauf der Untersuchungen. Das CFSE
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bleicht unter Anregung schnell aus und verliert auch ber die Zeit im Tier deutlich an
Signalstarke. Weiter verlor es sein Signal auch im Zuge des Paraffin-Einbettungsprozesses, so
dass nur Gefrierschnitte mit erheblich geringerer morphologischer Aussagekraft angefertigt
werden konnten. Beziglich dieses Problems wirde es sich anbieten zukinftige Studien mit
GFP transfizierten Zellen durchzufiihren. Stabil transfizierte Stammzellen sind bereits
beschrieben und verfiigbar (Bosch et al., 2006; Lulttichau et al., 2005). Auch bei
Differenzierung von lebenden und toten Zellen wirde die Verwendung von GPF-
transfizierten Zellen helfen. Die valideste Unterscheidung von MSZ und Makrophagen, die
freie Partikel aufgenommen haben, konnte eine Fluoreszens-in-situ-Hybridisierung auf das
murine Y-Chromosom bringen, wie beispielsweise von Benjamin et al. und Kidder et al.,

(2008) beschrieben wurde, da nur mannliche Zellen in weiblichen M&dusen verwendet wurden.

5.2 Nachweis einzelner multipotenter mesenchymaler Stromazellen in Mausen mittels
in vivo Magnetresonanztomographie und Fluoreszensmikroskopie

In den in vivo Experimenten konnte gezeigt werden, dass es mdglich ist, einzelne
doppeltmarkierte MSZ mit dem MRT zu detektierten. Auffallig war, dass die MRT zur
Einzelzelldetektion bei hoherer Zellzahl unzuverlassiger wird. Dies ist moglicherweise darauf
zurlickzufuhren, dass es bei hoher Dichte der Signalausléschungen zu einem Verschmelzen
selbiger kommt. Da unabhangig ihrer GroRe jede Signalausléschung jedoch nur als eine Zelle
gezdhlt wurde, nimmt die Sensitivitdt zur Einzelzelldetektion der MRT mit steigender
Zellzahl wieder ab.

Zur systemischen Applikation wurde die Injektion der Zellen in die Hohle des linken
Ventrikels vorgenommen, ahnlich wie es bereits von Heyn et al.,, 2006 fir markierte
Makrophagen gezeigt wurde. Im Gegensatz zur Injektion nach Er6ffnung des Brustkorbs
verwendeten wir eine minimalinvasive, ultraschallgesteuerte Injektionsmethode, die von
Springer et al. (2005) zur intramyokardialen Applikation als sicher beschrieben wurde. Alle
Tiere Uberlebten diese Prozedur ohne Folgeschaden oder sonstige Beeintrachtigungen.
Ahnlich wie Makrophagen sind MSZ in Suspension mit einem Durchmesser von 15-20 pum
relativ groRe Zellen, so dass sie sich nach systemischer Applikation zun&chst in den kleinen
Kapillaren ansammeln (Schrepfer et al., 2007b). Eine wirklich verlassliche und
quantifizierbare Einzelzelldetektion war in dieser Arbeit jedoch auf das ZNS der Tiere
beschrankt (Abbildung 17 und 28). Im Abdomen konnten mit der MRT nur einige unscharf
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begrenzte Signalausléschungen im Nierenkortex (Abbildung 18) als Hinweis auf einzelne
angereicherte MSZ gefunden werden. Die SNR-Analysen zeigten bis auf das ZNS nach
Applikation der hochsten Zelldosis von 50.000 Zellen keine signifikanten Signalunterschiede
vor und nach Applikation markierter MSZ. Der leichte Anstieg des SNR nach Applikation
von 5000 Zellen (Tabelle 4) ist auf vermehrte Bewegungsartefakte aufgrund einer
suboptimalen Narkose bei einem der Tiere zurlickzufiihren. Das Ausmald dieser Varianzen
liegt jedoch in dem Bereich der Standardabweichung, die sich auch in den anderen Gruppen
findet und ist nicht statistisch signifikant. Generell muss davon ausgegangen werden, dass
einige wenige MSZ, auch wenn sie sich in den hochaufgelosten MRT Bildern deutlich
abzeichnen, keinen Einfluss auf das SNR der Organe (Tabelle 4) haben, und folglich
hierdurch nicht quantifiziert werden konnen. Dies ist auf den Partialvolumeneffekt des
umgebenden Gewebes innerhalb einer ROI zuriickzufuhren. Der limitierende Faktor bei der
Untersuchung des Abdomens waren die Atembewegungen der Tiere, daher konnte die
hochauflésende 3D GRE Sequenz, die fir die Einzelzelldetektion im ZNS entwickelt wurde,
nicht fir das Abdomen eingesetzt werden. Fir das Abdomen wurde eine fir
Bewegungsartefakte weniger anfallige 2D GRE Sequenz verwendet. Auch wenn diese
Sequenz mit derselben axialen Auflésung wie die 3D Sequenz von 200 x 200 um angefertigt
werden konnte, konnte nur eine minimale Schichtdicke von 500 pm mit dem vorhandenen
Gradienten und Empfangssystem des klinischen Scanners erreicht werden. In-vitro-Studien
zur Optimierung des Maus-Scanprotokolls zeigten jedoch mit beiden Sequenzen eine

verlassliche Detektion der doppeltmarkierten Einzelzellen im Gelphantom.

Ein weiteres Ziel dieser Studie war die Darstellung einzelner MSZ im Abdomen ohne
Verwendung einer Atemtriggerung. Es sollte nur mit flacher Atmung unter
Ketamin/Xylazine-Narkose gearbeitet werden. Es wurde versucht, die feinen
Bewegungsartefakte durch die Erhéhung der Aqusitionen auf bis zu n = 4 auszugleichen.
Dennoch konnten die mikroskopisch auch in anderen Organen detektierten Einzelzellen mit
dem MRT nur in der Niere wiedergefunden werden. Die Nieren haben zwar ein mit der Leber
vergleichbares SNR, sind jedoch durch ihre retroperitoneale Lage deutlich weniger
Atembewegungen ausgesetzt. Um auch in anderen Organen Einzelzellen detektieren zu
konnen, kann eine Atemtriggerung helfen, wie sie bei speziellen Kleintier-MRT-Anlagen
mittels spezieller Triggereinheiten standardméaRig verwendet werden kann. Mit derartigem
Equipment wurden einzelne Zellen bereits in der Leber nachgewiesen (Shapiro et al., 2006).
Eine addquate Atemtriggerung fir Kleintiere und im speziellen fur Ma&use an einem
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klinischen MRT zu realisieren ist sehr aufwendig, da die Umwandlung des physiologischen
Signals einer Maus in ein fir den klinischen Scanner verstandliches Signal oftmals, wenn
nicht an Amplitude und Frequenz des Signals, dann an herstellerspezifischen
Voreinstellungen scheitert. Somit bleibt es weiterhin eine Herausforderung, eine
Atemtriggerung fir Kleintiere an einem klinischen MRT zu realisieren (Inderbitzin et al.,
2007).

Die Madglichkeit, doppeltmarkierte MSZ bis hin zur einzelnen Zelle im lebenden Tier
wiederfinden zu koénnen, kombiniert mit der Mdoglichkeit, MRT-Messungen wiederholt
durchfuihren zu kénnen, ist interessant, da sich nach systemischer Applikation nur ein geringer
Prozentsatz der eingebrachten MSZ im Knochenmark und anderen Organen wiederfinden
lasst (Bensidhoum et al., 2004). Die hochauflésende MRT ermdglicht ein dynamisches,
sensitives Tracking von Zellen fir verschiedene Organe. Der Abstand zwischen zwei
Messungen ist dabei lediglich durch die Narkose auf ca. 12 Stunden limitiert und wirde sich

unter Verwendung einer Inhalationsnarkose mittels Isofluran weiter reduzieren.

Die in vivo Detektion von einzelnen, magnetisch markierten Zellen mittels MRT konnte
bisher mit selbstgebauten einschiebbaren Gradientensystemen in  Kombination mit
kombinierten Sende- und Empfangsspulen (Heyn et al., 2006) und mit einem 7,0T Kleintier-
MRT-System (Shapiro et al., 2006) gezeigt werden. In dieser Studie hingegen konnte erstmals
die in vivo Einzelzellbildgebung unter der Verwendung eines klinischen 3,0T MRT Systems
und einer kommerziell erhéltlichen Kleintierempfangsspule realisiert werden. Mit einer
Untersuchungszeit von 30 Minuten pro Tier, welche sich einfach mit einer intraperitonealen
Ketamin/Xylazine-Narkose uberbricken l&sst, ist diese Methode auch zur Untersuchung

groRerer Versuchstierkohorten einfach und praktisch durchfihrbar.

Der beschriebene Ansatz mit doppeltmarkierten Zellen sowie die Bildgebungsverfahren
dieser Studie sind fir die experimentelle Anwendung in Mausen ausgelegt, eine Uberfiihrung
ahnlicher Techniken zu hochauflésendem MRT am Menschen scheint jedoch in der Zukunft
maoglich zu werden. Bereits jetzt konnen MRT Untersuchungen des Muskuloskelettalsystems
bei 7,0T mit einer Auflésung von 156 x 156 x 500 um angefertigt werden (Krug et al., 2009),
was sich im Bereich der fur die Einzelzelldetektion im Abdomen der Maus verwendeten
2D GRE Sequenz befindet. Uber den experimentellen Bereich hinaus wurden erste klinische
Studien mit Zellen durchgefiihrt, welche mit bereits klinisch zugelassenen Eisenoxidpartikeln
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markiert wurden (de Vries et al., 2005; Toso et al., 2008). Diese Kontrastmittel kénnen
ebenfalls dazu verwendet werden MSZ zur Einzelzelldetektion zu markieren (Peldschus et al.,
2007). So konnte beispielsweise das Homing von MSZ nach Applikation zur
minimalinvasiven Knorpelreparatur mit dem MRT dargestellt werden (Koga et al., 2009).
Eine generelle Limitation dieses Projektes ist, dass nur murine MSZ verwendet wurden, da
der Einwanderungsprozess humaner MSZ in immundefizienten Mausen bereits gezeigt
worden ist (Bensidhoum et al.,, 2004; Erices et al., 2003). Sowohl die beschriebene
Doppelmarkierung, als auch die Bildgebungsverfahren sind sicherlich auch mit humanen

MSZ mdglich, missen aber im Detail noch untersucht werden.

5.3 Untersuchung der Migration und Degradation multipotenter mesenchymaler
Stromazellen in E-/P-Selektin-defizienten Mausen und Wildtyp-M&usen

In dieser Studie konnte erstmals gezeigt werden, dass doppeltmarkierte multipotente
mesenchymale Stromazellen die grundsétzliche Fahigkeit besitzen, mit E- und P-Selektinen,
sei es auf der Endothelzelloberfliche Kkleiner Gefale und Kapillaren oder auf dem
Pertitoneum, zu interagieren. Weiter wurde deutlich, dass MSZ vor und nach der
beschriebenen Doppelmarkierung die Hauptbindungspartner von E- und P-Selektinen tragen,
namlich CD15s (Hidalgo et al., 2007) und CD162 (Moore et al., 1995; Yang et al., 1999),
welche die initiale Anheftung von Leukozyten und Granulozyten an die Gefalwand
vermitteln und damit den vielschrittigen Prozess der Einwanderung dieser Zellen in ein
Gewebe ermoglichen (Butcher, 1991; Springer, 1994). Auch konnte CD44, ebenfalls ein
wichtiger E-Selektin-Bindungspartner (Hidalgo et al., 2007; Katayama et al., 2005; Zhu et al.,
2006), auf der Oberflache der MSZ nachgewiesen werden. In Abhéngigkeit von der
Applikationsart konnten Unterschiede in der Verteilung, Verteilungsdynamik und
Degradation doppeltmarkierter MSZ in Wildtyp-Mausen im Vergleich zu E- und P-Selektin-

Doppeltknockout-Mé&usen erkannt werden.

Nach intrakardialer Injektion von 50.000 MSZ zeigte sich, dass MSZ nur in den
Wildtyp-Tieren auch an Tag 4 und 7 nach Injektion noch im ZNS nachgewiesen werden
konnten. Dies deutet darauf hin, dass ein kleiner Teil der applizierten MSZ eine
selektinvermittelte Extravasion vollzieht. Es konnte bereits gezeigt werden, dass die
E-Selektin-Expression auf dem Endothel von Gehirnkapillaren eine wichtige Rolle bei

entzlindlichen Prozessen wie MS, Encephalitis, Vaskulitis, Meningitis und Infarkten spielt
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(Cannella and Raine, 1995; Clark et al., 1991; Dorovini-Zis, 1992; 1993). Neueste Studien
beschreiben, dass die Blut-Hirnschranke bei vorhandener P-Selektin-Expression nach einer
transienten Ischdmie stérker durchldssig wird, als bei Tieren mit Knockdown der Selektin-
Expression (Jin et al 2007.). Es ist zu vermuten, dass auch in dieser Arbeit eine minimale
transiente Ischdmie durch die zellularen Embolien in den EndstromgeféaRen ausgeldst wurde.
So konnte vermutlich der Prozess der Einwanderung der MSZ Uber eine Hochregulation von
P- und E-Selektin vermittelt werden. Andere Adhasionsmolekiile, denen bei der Zellmigration
im ZNS eine Rolle zugesprochen wird wie VCAM-1 oder ICAM-1 (Wong et al., 2007),
scheinen flr die Extravasation der MSZ eine nachgestellte Rolle zu spielen. Yang et al.
(2009.) konnten zeigen, dass MSZ in von Ischamie geschadigte Hirnareale einwandern und
sich positiv auf die Regeneration von Neuronen auswirken, Rice et al. (2009) demonstrierten,
dass MSZ auf Chemokine, die bei Demyelinisierungsvorgangen ausgeschittet werden, in das
Gehirn einwandern und dort positiv auf Reparaturvorgénge wirken (Rice et al. and Scolding
et al., 2009). Beides sind Hinweise darauf, dass MSZ an naturlichen Heilungsprozessen auch
im Hirn beteiligt sind. Reddy et al (2002) zeigten, dass MSZ dieses Potenzial auch nach

Markierung mit Eisenoxidpartikeln nicht verlieren.

Im Gegensatz dazu konnten die initial in den NierengefaRen gefundenen MSZ bei keiner
der beiden Gruppen an Tag 4 und 7 wieder nachgewiesen werden. Dies kann an einem
hoheren Scherstress in den Nierengefdlien oder an mangelndem Stimulus zur Extravasation in
das Nierenparenchym liegen. Ein adaquater Stimulus kann, wie von Park et al., (2010)
gezeigt, eine Ischdmie sein, die in dieser Studie jedoch nicht vorlag. Brunswig-Spickenheier
et al. konnten zeigen, dass MSZ aus Schweinen nicht die selben regenerativen Eigenschaften
(Gupta et al., 2002; Herrera et al., 2004; Kale et al., 2003; Morigi et al., 2004; Poulsom et al.,
2001; Ricardo and Deane, 2005) bei akuter Nierenschadigung haben (Brunswig-Spickenheier
et al., 2009). Unsere Ergebnisse deuten darauf hin, dass ahnliches auch fir murine MSZ
gelten konnte.

Die Limitation der intrakardialen Injektionsmethode ist die sehr geringe Zellzahl, die
zwar zum Studium von einzelnen Zellen im ZNS geeignet ist, fir therapeutische Ansatze
jedoch zu gering erscheint. Auch dies kann ein Grund dafiir sein, dass in der Niere keine
Extravasation beobachtet werden konnte. Eine intrakardiale Applikation groRerer Zellzahlen

konnte bei den M&usen multiple GeféalRverschliisse und somit einen Apoplex verursachen.
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Nach intravenéser Applikation von 10° MSZ zeigte sich ein signifikant hoherer initialer
SNR-Verlust in der Leber der Knockout-Mé&use im Vergleich zu den Wildtyp-Méausen. Ein
weiterer Signalabfall in den Lebern der Wildtyp-M&use zeigte sich von Tag 4 auf Tag 7 und
beschreibt eine andere Dynamik der Degradation und Verteilung der Zellen. Der initial
starkere Signalabfall in den KO-Tieren lasst sich dadurch erklaren, dass die Zellen keine
Mdoglichkeit hatten, aus dem Blutstrom auszuwandern. Bei den Wildtyp-M&usen war dies
anscheinend mdglich, wobei zunéchst extravasierte oder in den Kapillaren angereicherte MSZ
im Verlauf zugrunde gehen und die somit freigesetzten Partikel von Tag 4 auf Tag 7 in die
Leber und Milz umverteilt werden. Andere Zellen sind zwischen dem 4. und dem 7. Tag nach
Injektion aktiv in Milz, Leber und Knochenmark eingewandert und konnten hier mittels
Histologie als intakte Zellen wiedergefunden werden. Ein &hnliches Verteilungsmuster der
MSZ wie in unseren WT-Mausen fanden Bensidhoum et al. (2004) in ihrer Studie zur
Verteilung von MSZ. Eine weitere Ursache fir die spétere Signalanderung in Leber und Milz
wurde bereits von Gao et al. (2001) beobachtet. Sie beschrieben die Tatsache, dass sich die
Zellen, die zunachst in der Lunge stecken bleiben, nach einigen Tagen l6sen und migrieren.

Andere gehen zugrunde und werden in der Leber abgebaut.

Auch nach intravendser Injektion wird ein Grofteil der Zellen im Blutstrom sofort
mechanisch zerstort. Desweiteren ist auch hier die maximal applizierbare Zellzahl limitiert.
Die Gefahr, eine zellulare Lungenembolie zu erzeugen, steigt mit steigender Zellzahl und bei
limitiertem, maximal applizierbaren Volumen von ca. 200 ul zwanglaufig auch mit steigender

Zelldichte pro Volumen.

Eine Mdoglichkeit dafiir zu sorgen, dass mehr Zellen die Lunge passieren, stellt die
Applikation von Nitroprussid-Natrium als Vasodilatator direkt vor Zellinjektion dar (Gao et
al., 2001; Schrepfer et al., 2007b). Ein Problem dieser Methode ist die Toxizitat der
Abbauprodukte des Wirkstoffes. In der Klinik wird daher mit einer simultan einlaufenden

Antidotlosung gearbeitet, was am Kleintier nicht praktikabel ist.

Ein weiteres Problem ist der von Lefer et al. (1999) beschriebene Effekt des NO auf die
Expression von P-Selektin und von Lush et al. (2001) auf E- und P-Selektine. Beide Gruppen
beschreiben ein umgekehrt proportionales Verhéltnis von NO und der Expression der
Selektine und damit auch zur Fahigkeit der Anheftung und des Rollens der Zellen auf einer
Endothelzellschicht. Da die Dynamik dieses Prozesses nicht vollstdndig geklart, es jedoch
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anzunehmen ist, dass die Herabregulation der Selektin-Expression nach Nitroprussid-Natrium

wenigstens einige Stunden andauert, wurde in dieser Arbeit von dieser Methode abgesehen.

Nach intraperitonealer Zellapplikation zeigten sich signifikante Veranderungen des SNR
der Organe nur in den Wildtyp-Tieren. Es war ein signifikanter Signalabfall in der Milz von
Tag 1 auf Tag 4, ein kontinuierlicher Signalabfall bis zu Tag 4 in der Leber und ein
signifikanter Signalabfall von Tag 0 auf Tag 4 im Knochenmark zu erkennen. In der Niere
hingegen zeigten sich keine signifikanten Veranderungen. Dieses Verteilungsmuster zeigte
sich auch bei Gao et al. (2001) bei Untersuchungen an Ratten und MSZ, abgesehen von der
beobachteten Akkumulation in der ischamischen Niere. Dies kann daran liegen, dass sich
murine MSZ wie oben beschrieben diesbezliglich wie porcine MSZ verhalten. Bei der
histopathologischen Praparation der Tiere stellten sich in den Knockout-Mausen im linken
Unterbauch in Héhe der Injektionsstelle agglomerierte, freie Partikel dar. Dies spricht dafr,
dass die MSZ in den Knockout-Tieren ohne E- und P-Selektine die Peritonealhdhle nicht
verlassen konnen. Noch unpublizierte Daten der AG Schumacher zeigen, dass E- und P-
Selektine in der Bauchhohle auf dem Peritoneum exprimiert werden. Es konnte gezeigt
werden, dass ein Ovarialkarzinom in E- und P-Selektin-defizienten Tieren signifikant weniger
aus der Peritonealhohle in die Lunge metastasiert als in der WT-Vergleichsgruppe
(Unveroffentlichte Beobachtung AG Schumacher).

Gao et al. (2001) beobachteten in ihrer Studie nach intraperitonealer Applikation eine
geringere Anreicherung der MSZ in den untersuchten Organen im Vergleich zu der nach
intravendser oder intraarterieller Applikation. Durch Applikation von 4 x 10° Zellen konnten
eine genugende Auswanderung aus dem Peritoneum erreicht werden. Diese Beobachtungen
legen die Schlussfolgerung nahe, dass E- und P-Selektin eine bedeutende Rolle bei der

Migration von MSZ aus der Bauchhohle heraus spielen.

Wenn die MSZ als Paradigma fiir die metastasierende Tumorzelle genommen wird,
sind diese Ergebnisse nicht nur fir die selektive, therapeutische Anreicherung von
Stammzellen in geschadigtem Gewebe interessant. Selektine kdnnen durch Injektion von
TNF- o hochreguliert (Mercer-Jones et al., 1999) werden. Dies flhrt zu einer vermehrten
Akkumulation von Stammzellen, wie es bereits von Kim et al. (2009) in einem
Herzinfarktmodell gezeigt wurde. Allerdings steigt das Thromboserisiko in dem
entsprechenden Bereich (Esmon et al., 2004). Weiterhin sind diese Erkenntnisse fir das
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Verstandnis von Tumormetastasen interessant. VVon Thorlacius et al. (1997) wurden keine
Anhaltspunkte flr ein Anheften und Rollen von HT29, DLD-1 and HCT-8, alle hoch positiv
fur sialyl-Lewis® und sialyl-Lewis® (CD15s und CD15a, Hauptbindungspartner des
E-Selektins) nach Injektion in einen Ast der Arteria mesenterica superior gefunden. Vielmehr
fihrten sie den initialen Metastasierungsprozess auf ein mechanisches Steckenbleiben der
Tumorzellen zurick (Thorlacius et al., 1997). 2010 hingegen présentierten Kohler et al.
signifikant weniger Metastasen in einem HT29 Xenograftmodell in der E- und P-Selektin-
defizienten SCID-Maus (Kohler et al., 2010). Vergleicht man diese Ergebnisse mit den
beschriebenen unveroffentlichten Daten, den Ergebnissen dieser Studie, den beschriebenen
Erkenntnissen Uber die Einwanderung von MSZ in Entziindungsgebiete, in denen Selektine
hochreguliert sind, sowie mit den Ergebnissen von Ruster et al. (2006), dass MSZ auf P-
Selektinen in vitro haften und miteinander rollen, so liegt der Schluss nahe, dass die
Ergebnisse von Thorlacius et al. (2007). auf die Verwendung eines unphysiologischen
Modells zuruckzufiihren sind. In dem damaligen Versuch stammten die Tumorzellen nicht

aus einem soliden Primarius, sondern wurden einfach in die Blutbahn gegeben.

Bedenkt man die Gemeinsamkeiten von Tumorzellen und Stammzellen beziglich ihres
Migrationsverhaltens, so erscheint bemerkenswert, dass die Expression von CD44 mit dem
metastatischen Verhalten von humanen Neuroblastomen im SCID-Maus-Xenograft-Modell
(\Valentiner et al., 2008) positiv korreliert und CD44v4 als wichtiger E-Selektin-Ligand fur
Brustkrebszellen angesehen werden muss, der die trasendotheliale Migration, somit die
Metastasierung vermittelt (Zen et al., 2008). Gleichzeitig spielt CD44 die entscheidende Rolle
bei der Einwanderung von MSZ in das Knochenmark (Sackstein et al., 2008) und CD15s und
CD162 vermitteln die Einwanderung von Prostatakarzinomzellen ins Knochenmark
(Dimitroff et al., 2005). Betrachtet man zusétzlich, dass in friiheren Studien und in der
vorliegenden gezeigt werden konnte, dass MSZ in E- und P-Selektin-defizienten Mdausen
nicht ins Knochenmark einwandern kénnen, liegt die These nahe, dass E- und P-Selektine in
komplexen Zusammenspiel mit ihren Liganden CD15s, CD15a, CD162 und CD44 bei der
Metastasierung in andere Organe und insbesondere in das Knochenmark eine wichtige Rolle
spielen. Um diese Ph&nomene weiter zu untersuchen, waére es nétig, eine noch bessere
Methode zur Quantifizierung der in das Knochenmark und in andere Organe eingewanderten
MSZ zu entwickeln. Eine Mdglichkeit waére die selektive Y-Chromosom-PCR (Han et al.,

1993), eine weitere die Analyse der Zellen des Knochenmarkes mittels Durchflusszytometrie.
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5.4 Untersuchung des Migrationsverhaltens multipotenter mesenchymaler
Stromazellen in einem Tumormodell in E-P-Selektin-defizienten Mé&usen
und Wildtyp-Mausen

Bezuglich der Experimente, ob murine MSZ in einen humanen Xenograft-HT29-Tumor
einwandern, kam die vorliegende Studie zu einem negativen Ergebnis. Andere
Arbeitsgruppen konnten mit &hnlichen Methoden zeigen, dass sowohl endotheliale
Vorlauferzellen (Arbab et al., 2006) als auch mesenchymale Stammzellen (Stagg, 2008) in
solide Tumoren wie in Gliome (Xu et al., 2005) oder Lungenmetastasen (Loebinger et al.,
2009) einwandern. Letzteres konnte auch mit magnetisch markierten Zellen im MRT
nachgewiesen werden. Dieser Versuch als Homingmodell wird mit einem mauseigenen

Tumor oder einem sekretorisch aktiverem Tumor wie einem Gliom wiederholt werden.
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6 Zusammenfassung

Im ersten Abschnitt dieser Arbeit wurden eine Methode zur in vivo MRT-Bildgebung
einzelner, multipotenter mesenchymaler Stromazellen etabliert und die MRT Befunde mit
histologischen Befunden korreliert. Zu diesem Zweck wurden MSZ mit eisenoxidhaltigen, rot
fluoreszierenden Mikropartikeln und einem grin fluoreszierenden zytoplasmatischem
Farbstoff markiert. Mittels der Atomabsorptionsspektrometrie erfolgte die Evaluation des
optimalen zellularen Eisengehalts zur magnetresonanztomographischen Detektion einzelner
MSZ. Die immunhistochemische und durchflusszytometrische Charakterisierung der so
markierten Zellen zeigte, dass die magnetische Markierung von MSZ mittels
eisenoxidhaltigen Mikropartikeln und CFSE ohne Beeinflussung der Zellvitalitat und der

Expression charakteristischer Oberflachenmarker mdglich ist.

Anschliefend wurde nach ultraschallgesteuerter intrakardialer Applikation der doppelt
markierten Zellen in vivo MRT-Bildgebung und histologische Aufarbeitung der Organe der
Versuchstiere vorgenommen. Der in vivo Nachweis einzelner MSZ mittels eines klinischen
3,0 T MR-Tomographen unter Verwendung von Kileintierempfangsspulen und
hochauflésenden Gradientenecho-Sequenzen (GRE) konnte erbracht werden. Diese einzelnen
Zellen konnten ex vivo mittels Fluoreszenzmikroskopie in verschiedenen Geweben

nachgewiesen werden.

Das Migrations- und Degradationsverhalten markierter MSZ unter Berucksichtigung
von intravendser, intrakardialer und intraperitonealer Applikation in E-/P-Selektin-defizienten
Doppelknockout-Mé&usen im Vergleich zu Wildtyp-Mausen wurde Uber sieben Tage téglich
mittels der magnetresonanztomographisch bestimmten SNR-Veranderungen und nach Tétung
der Tiere mittels Fluoreszensmikroskopie von Leber, Milz und Hirn untersucht. Nach allen
Applikationsformen zeigte sich ein unterschiedliches Migrations- und Degradationsverhalten
der MSZ in E-/P-Selektin-defizienten Doppelknockout-Mdusen im Vergleich zu Wildtyp-
Mausen. So konnten die Zellen beispielsweise nach intraperitonealer Applikation in den KO-
Mé&usen das Peritoneum nicht verlassen, wohingegen in den WT-Tieren eine normale
Migration moglich war. Es konnte somit die hohe Signifikanz der Selektine fur die

Stammzellmigration gezeigt werden.
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7 Anhang

7.1 Abkirzungsverzeichnis
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