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1.1.1.1Embryonale Stammzellen

Das befruchtete Ei ist der Startpunkt des Embros Entdeckung, dass die innere Zellmasse
der Blastozyste Embryonale Stammzellen (ESCs) bdgth die die Fahigkeit haben, einen
kompletten Fotus zu produzieren, hat Forscher deamanlasst, die Mechanismen zu
untersuchen, die in zellulare Differenzierung urel@be-Entwicklung involviert sintiDiese
ESCs, die ca. 4 bis 5 Tage nach FertilisierungdauBlastocyste gewonnen werden kdnnen,
sind pluripotente Zellen, da sie fahig sind, iredBewebe der drei embryonalen Keimblatter
Endoderm, Mesoderm und Ektoderm zu differenziérnerst beschrieben wurden ESCs aus
der Blastozyste der Maus im Jahr 198&mhd einige Jahre spater auch aus der Blastozyste
menschlicher EmbryonénObwohl ESCs widerstandsfahig, einfach zu expaadieind im
Labor einfach manipulierbar sitfl begrenzen einige Aspekte ihre Benutzung zu
therapeutischen Zwecken. So gibt es religivse Valve und ethische BedenkEnZudem
treten Gefahrdungen fur Patienten auf, da ESCshdiea Verbleib einiger undifferenzierter
pluripotenter Zellen im Transplantat das Poterigditzen, nach der Transplantation Tumore
zu bilden*? Diese Bedenken gegeniiber dem klinischen Einsatz B8Cs filhrten zu

Bestrebungen, ethisch akzeptierbare und in der Adweg sichere Alternativen zu find&h.

1.1.1.2Induzierte pluripotente Stammzellen

Eine der ethisch akzeptierbaren Alternativen zulE8@s stellen die induzierten pluripotenten
Stammzellen (iPSCs) dar. 2006 gelang es der Gruympe Yamanaka, mit Hilfe der

retroviralen Einschleusung von den vier in ESCshhegprimierten Genen Oct-3/4, Sox2,
KLF4 und c-Myc, Mausfibroblasten in einen ESC-atiméin, pluripotenten Zustand zurick zu
programmieren. Pluripotenz, Morphologie und Prodifon sind bei iPSCs ahnlich wie bei
ESCs™ 2007 zeigte dieselbe Gruppe und zeitgleich auehGduppe von James Thompson,
dass die Ruckprogrammierung humaner somatischéernZel iPSCs ebenfalls méglich ist.
Yamanakas Gruppe programmierte humane Fibrobladtiech die gleichen Gene Oct3/4,
Sox2, Klf4, und c-Myc zurtick, die auch schon im Mambryo eine Ruckprogrammierung

6
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8 Evans and Kaufman 1981
9 Thomson et al. 1998
10 Couri et al. 2012
11 Couri et al. 2012
12 Ensenak % 5<% -K% ?DI>: (L I. 2004
13 Gonez and Knight 2010
14 Takahashi and Yamanaka 2006
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ermdglicht hattert® wahrend Thompsons Gruppe mit Hilfe der Gene C86%2, Nanog und
Lin28 eine Ruckprogrammierung humaner somatischelle@ ermdglichte. Auch die
humanen iPSCs zeigen eine Aktivitat der Telomeragprimieren ESC-spezifische Marker

und haben das Potential, in spezialisierte Zelllem drei Keimblatter zu differenzieréf.

Durch die Erkenntnis, dass sich terminal differens, somatische Zellen wieder in einen
pluripotenten, ESC-ahnlichen Zustand zurtick progngeren lassen, wuchs die Hoffnung,
autologe iPSCs ohne das Risiko einer Abstofung aimike ethische Restriktionen als
Organersatz patientenspezifisch generieren zu kitnBieser Idee stehen zurzeit noch
einige  Sicherheitsaspekte entgegen, insbesondereetigghe und epigenetische
UnregelmaRigkeiten, Tumorigenitat und die Immundignransplantierter Zelleff. Um die
Gefahr, die von der retroviralen EinschleusungRleripotenz-Gene ausgelitzu umgehen,
sind alternative Transfektionsmethoden eingesetetien. Zu diesen Transfektionsmethoden
gehoéren liposomale Magnetofektf8n humane kiinstliche Chromosorfign transiente
Expression durch Reprogrammierungsfaktoren wie Adieerf’ oder Plasmid@ sowie das
direkte Liefern der Reprogrammierungsproteine. ®idsansienten Expressionsmethoden
kénnen genetische Veranderungen in iPSCs verhinderd aber bisher zu ineffiziefit Aus
Sicherheitsgriinden sollten die Feederzellen, ankdeESCs und iPSCs wachsen und die
haufig murinen Ursprungs sind (mouse embryonic deexklls, MEFs), xenogenfrei sein,
wenn iPSCs in der humanen Therapie eingesetzt wesolééen. Es wurde gezeigt, dass auch
autologe Patienten-Fibroblasten als Feederzellantbewerden kénneff.Mit der Wahl einer
sicheren und genltgend effizienten Transfektionsatugth und der xenogen-freien
Kultivierung von iPSCs sind einige Vorbehalte i ¢@SC Therapie ausgeraumt, allerdings

bleibt die Gefahr der Tumorigenitat der iPSCs,tenllsich Reste pluripotenter Zellen in

15 Takahashi et al. 2007

16 Yu et al. 2007

17 Seufert 2011

18 Okano et al. 2013

19Die meisten humanen iPSCs werden durch viraléoveR hergestellt, wie Retroviren und Lentivirerg sich
in das Wirtsgenom integrieren. Durch diese zufélligtegration kann sich das Tumorrisiko der Wirlsze
erhéhen (Okita and Yamanaka 2011).
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einem Transplantat befinden. Ob dieses Problemdehaverden kann, ist vorlaufig nicht

abzuseher®

1.1.1.3Adulte Stammzellen

Eine weitere Alternative zu ESCs sind adulte Stamilez, auch Gewebestammzellen
genannt, die sich aus verschiedenen Geweben voget#nen isolieren lassen, ohne dass
dabei ein Embryo zerstort werden muss. Sie singehdHferenziert als ESCs, jedoch nicht
terminal differenziert, und fir den Erhalt eines w@bes zustandit. Die adulten
Stammzellen wurden zuerst in Organen mit einer hddungsrate entdeckt wie Blut, Haut,
Darm und Hoder?® Sie konnten auch aus perinatalen Quellen wie Ammimbran, Chorion,
Nabelschnur, Nabelschnurblut und Whartonscher Ssla@ie aus Geweben vollstandig
entwickelter Organismen von Feten bis hin zu Enseoen gewonnen werd&hEs wird
angenommen, dass adulte Stammzellen in allen Gewetskommen, deren Teilungsrate
hoher ist als die von zentralem Nervensystem undKed>® Trotz geringer Toleranz
gegenibern vitro Manipulation, eines geringen Proliferationspot@stund eingeschréankter
Plastizitat wurden diese Zellen ausfuhrlich in aggenerativen Medizin untersucht, da sie den
ESCs und iPSCs in Fragen der ethischen Bedenken. Bammorigenitat in der

Stammzelltherapie tiberlegen sein diirften.
1.1.1.4Mesenchymale Stammzellen

11141 Allgemein

Eine Untergruppe adulter Stammzellen bilden die &eblymalen Stammzellen (MSCs), die
in der regenerativen Medizin haufig eingesetzt wardaufgrund guterin vivo
Proliferationsraten, einem hohen Differenzierungsptial und ihrer immunmodulatorischen
Effekte3? MSCs wurden zuerst aus dem Knochenmark isoliedt wor tiber 30 Jahren von
Friedensteiff erstmals beschrieben als Hamatopoese-unterstigz&ttomazellen des
Knochenmarks mit osteogenem Differenzierungspaknfiriedenstein und seine Kollegen

plattierten eine Zellsuspension aus dem Beckenkanf®lasikschalen aus. Sie beobachteten

26 Seufert 2011
27 Godfrey et al. 2012
28 Serafini and Verfaillie 2006
29 =$3$ K > :%> -Zimny and Wrobel 2011
30 Serafini and Verfaillie 2006
31 Courietal. 2012
32 Hipp and Atala 2008
33 Friedenstein et al. 1968
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nach gradueller Entfernung der ha&matopoetischenerZetine Population von Plastik-
adharenten, Fibroblasten-ahnlichen Zellen, diedan lchge waren, in die Chondrozyten und
Osteoblasten zu differenzieren, und nannten sidopgo forming fibroblasts®* lhre
Nomenklatur ist bisher nicht einheitlich festgelegie werden aufgrund ihrer mesenchymalen
\Vorlaufer-Eigenschaften als ,Mesenchymale Stamrer&l(MSCs}° bezeichnet oder als
,Multipotente Mesenchymale Stromazellefi“Besonders vielversprechend sind MSCs fiir
die Forschung, da sie aus fast allen Geweben dgsekisoliert werden und vergleichsweise
effizient in Kultur gehalten und vermehrt werdemkén®’ Die Fahigkeiten von MSCs zur
Geweberegeneration konnten sowalvitro wie auchin vivo durch Differenzierung in
mesenchymale Gewebe (Knochen, Knorpel und Fettygexgiesen werde¥.Dariiber hinaus
wurde auch die Fahigkeit der MSCs beschrieliensitro in Gewebe endodermalen sowie

ektodermalen Ursprungs auszudifferenzieren.

Eine Zellpopulation muss drei von der Internatior@ciety of Cell Therapy (ISCT)
vorgeschlagenen Minimalkriterien erfillen, um alS®6 definiert werden zu kdnnen: 1) Die
Fahigkeitin vitro zur Differenzierung in die mesenchymale Gewebedkea, Knorpel und
Fett, 2) eine fibroblastenahnliche Morphologie sowine Plastikadharenz der Zellen unter
Standardkulturbedingungen und 3) gewisse Mindestdafung an die An- bzw. Abwesenheit
bestimmter Oberflachenmarker in der Zellpopulatidher 95% der MSCs miissen positiv fur
CD90, CD105 und CD73 sein, wahrend unter 2% dde#egdositiv flr die hamatopoetischen
oder endothelialen Marker CD45, CD34, CD14 oder Gh)XD79 oder CD19 und HLA-
DR sein durfer??

Die plastikadharenten MSC Populationen sind hetrogrir das Knochenmark (KM) als
Stammzell-Kompartiment sowie fir die Korperperipbeals weiteres Kompartiment wird
eine perivaskulare Lokalisation undifferenzierte8®s vermutet. Perizyten oder Fibroblasten
(die viele Charakteristika von MSCs teilen) konnemsin vivo Aquivalent derin vitro
charakterisierten MSCs darstellen. Eine Transdiffeterungskapazitém vivo von MSCs ist

in der Fachliteratur beschrieben, bisher aber nidat bewiesen wordef!. Neben der

Differenzierung in die mesenchymalen Gewebe Knoriiabchen und Fett, kbnnen MSCs

34D % ?5 K
35 Caplan 1991
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39 Dominici et al. 2006
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gefangen werdéf und maximal 0,5% der MSCs an den Ort der Entziigdumefl®. Diese
Unterschiede lassen sich laut Neub&udurch sowohl durch die Sensitivitat und Auflésung
der Detektionsmethode als auch durch unterschiezlMSC Expansionsmethoden erklaren,
da die fur das Homing wichtigen Liganden und Reaegt sich wahrend der Expansion in
Kultur verandern oder ganz verloren gehen. Auchdém Therapie von neurologischen
Storungen gibt es Hinweise, dass MSCs in der Lagk den Krankheitsstatus zu verbessern,
auch wenn nicht klar ist, ob dies durch Transd#feierung oder trophische Effekte erfolgt.
So wurde deshalb vorgeschladfenweiter zu untersuchen, ob MSCs tatséchlich zur
Zellerneuerung beitragen oder deren positiven geeraschen Effekte durch parakrine
Faktoren zustande kommen, die eine partielle fonkiie Erholung neurologischer Stérungen
bewirken. Es wurde wiederholt gezeigt, dass die M®B€rapie zu einer Reduktion der
Entziindung, Apoptose und Fibrose in vielen Kranisneddellen fuhrt, ohne dass es zu MSC
Differenzierung oder Engraftment in den verletz@sweben kam. Dies gab Anlass zu einem
Paradigmenwechsel im Verstandnis der MSC-Biologievivo. Es wird postuliert, dass
vorrangig die trophischen Faktoren den Erfolg d&8QATherapie ausmachen, einschlief3lich
der Sekretion von Cytokinen, die parakrin als awcitokrin wirken kénnef. Dieser
Paradigmenwechsel im Verstandnis der Wirkung der CMBerapie weg von der
Differenzierungskapazitat einerseits und dem Homuwgl Engraftment im Zielgewebe
andererseits hin zu den trophischen Mechanismedesn biologische Funktion vivo ist
laut Ankrunt® der Grund, weshalb es in den klinischen Studier &kerschiebung von der
lokalen zur systemischen Applikation gegeben hatchAnach Lindné? besteht Konsens,
dass in der Stammzellbiologie nicht die Plastizitét MSCs sondern deren parakrine Effekte
nach Applikation fur dian vivo Ergebnisse verantwortlich sind. Nicht nur die Noidatur
und die Frage, ob der Zellersatz oder die parakrirektoren den Erfolg der MSC-Therapien
ausmachen, sind umstritten. Auch die Dauerinieivo Persistenz und die beste Art der MSC
Verabreichung werden weiterhin kontrovers diskiitieBianco® bezeichnet diese
Abweichungen in den Konzepten und translatorischesétzen der MSC Biologie als ,Yin
und Yang“ der MSC Forschung, siehe Abbildung 2.
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fehlender Erkennung durch das Wirts-Immunsystem f@mdender Immunantwort werden
MSCs auch als hypoimmunogen bezeichifidburch diese Immunprivilegierung bedingt,
findet keine oder nur eine verminderte Immunantvieit allogener Gabe von MSCs sfatt.
Es wurde sogar gezeigt, dass MSC Engraftment libeBpkziesgrenzen hinweg stattfinden
kann?® lhre regulierende Wirkung bei entziindlichen Preeasmachen MSCs unter anderem

fiir die Behandlung von (Auto)-Immunerkrankungerziar>®
1.1.143 MSC Therapie

Die Eigenschaften von Stammzellen pradestinieregsedidazu, sie in pathologischen
Zustanden mit Gewebeschaden einzusetz&as Ziel der regenerativen Stammzelltherapie
ist es, beschadigte Gewebe zu behandeln, ohne efasai Zelltod oder zu ungewollt
verandertem Gewebe komfitDer therapeutische Nutzen humaner MSCs wurde tbefiei
die Therapie unterschiedlicher Erkrankungen im Mlodganismus der Maus gezeigt. So
wurde z. B. bei Herzinfarf, Sepsi&, Lungenfibros& und Diabetes mellitus Typ °t,eine
Verbesserung des Krankheitsstatus beschrieben. aMétes beim Menschen zur Zeit noch
keine anerkannten Behandlungen mit embryonalen r8imilen gibt, werden adulte
Stammzellen seit Jahren in der Klinik eingesetzt, B. die hamatopoetische
Stammzelltherapie seit Gber 50 Jahren als Knochetraasplantate in der Behandlung von
Leukamien®® MSCs sind eine hochregulierte selbsterneuerndeulRign von adulten
Stammzellen mit wirksamen Mechanismen, um die alegAbstoRung zu verhindern, was
sie zu attraktiven Zellen fiir die Stammzelltherapiacht®” Obwohl viele Experten sich
dariiber einig sind, dass die MSC-basierte Zellhieraeine noch unreife Therapieform
darstellt, gibt es eine wachsende Anzahl an Zelthiestudien in Wissenschaft und
Wirtschaft® Bei verschiedenen Krankheiten wie Graft-versus-higgeankheit (GvHD),

Herzkrankheiten, Osteogenesis imperfecta, metackrscher Leukodystrophie, Hurler
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Syndrom, Myokardinfarkt, Leberversagen, Leberzisggyomultipler Sytematrophie, Diabetes
mellitus und RuUckenmarksverletzungen wurden MSCsklinischen Studien mit teils
positiven Erfolgen eingeset®. Die Mechanismen, mit denen MSCs die Funktionen
ischamischen Gewebes verbessern und die Effekte Z#dsods abschwéchen, sind
Differenzierung, Zellfusion, Sekretion von Zytokm@der parakrinen Effekten. Es konnte
gezeigt werden, dass hMSCs aus KM die Funktionalgghamischen Gewebes durch
Foérderung der Neovaskularisierung, Inhibition vopoftose, anti-inflammatorische Effekte
und Stimulierung endogener Zelldifferenzierung urgroliferation verbessertéfi. In
Abbildung 4 sind die Faktoren aufgelistet, die ahdi&h flr diese therapeutischen Effekte in
der MSC-Therapie sind. In Abbildung 5 ist eine Zusgenfassung der dualen Rolle von
MSCs in traumatischen Gewebeschaden dargestelltlenen die MSCs einerseits durch
parakrine Faktoren die Entzindung beenden und ersdgis zusatzlich eine verbesserte

Mikroumgebung fiir das Uberleben reparativer (Wjr&ammzellen bereitstelléh.
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CX3CR1 CX3CL1 (Fractalkine) Chemotaxis
MMP2 Kollagen, Gelatine Engraftment
MMP9 Kollagen, Gelatine Engraftment
CD44 Hyaluron Saure Chemotaxis
PDGF-Rezeptor (a,b) PDGF-BB Chemotaxis
PDGF- Rezeptor (a,b) PDGF-AB Chemotaxis
EGF-Rezeptor EGF Chemotaxis
FGF-Rezeptor-2 FGF2 Chemotaxis
IGF-Rezeptor IGF-1 Chemotaxis
RANTES-Rezeptor RANTES Chemotaxis
MCP-1-Rezeptor MCP-1 Chemotaxis
CCR2/3/4 CXCL8 Chemotaxis
Platelet-derived growth factor (PDGF), monocyte mivattractant protein-1 (MCP-1)

KM ist die Quelle fir MSCs, die am haufigsten innidcher Forschung und Anwendung
eingesetzt wird. Griinde dafur sind der relativathe Zugang, die hohe Zahl an Zellen, die
man pro KM-Aspirat gewinnen kann, und die umfangren Erfahrungen, die durch die
konventionellen Knochenmark Transplantationen geweanwurder! Das Risiko viraler
Kontaminationen ist sehr hoch und mit steigendeterAlimmt die Anzahl an MSCs ab, die
aus KM gewonnen werden kann, weshalb in den letd@ren nach alternativen MSC-
Quellen gesucht wurde, die eine ebenfalls hohe salgar hohere Proliferationsrate, eine gute
Differenzierungsfahigkeit und ein geringeres Risikiraler Kontaminationen habén.
Gewebe wie Feft, Nabelschnurbldf, Nabelschnurgewebe und Amnionmembraf sind
MSC-Quellen, die diese Voraussetzungen erflllensoBders die Madoglichkeit, fotales
Gewebe, das unter normalen Umstanden nach einaurGedrworfen wird, ohne ethische
Bedenken und mit einer hohen Ausbeute an MSCsivatatfach und haufig erhalten zu
kénnen, macht die MSC-Quellen Amnionmembran unddi&aihnur besonders attraktiv. lhre
Anwendung zeigen neue Perspektiven auf, die Anzahlklinischen Anwendungen zu
erhoherf?

74 Couri et al. 2012
75 Romanov et al. 2003
76 Constantin et al. 2009
77 Gluckman et al. 2011
78 Carvalho et al. 2011
79 > : 6
80 Alviano et al. 2007
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iPSCs zu besitzen, dennoch besteht die Mdoglichlediier Tumorformation, was
wahrscheinlich der gravierendste Nachteil fiir démischen Einsatz sein diirfté Tatséchlich

ist beschrieben worden, dass murine MSCs (MMSCs)Kuttur zu zytogenetischen
Veranderungen neigen: Totarkonnte bei MSCs aus dem KM von BALB/c sowie von
C57BL/6 Mausen nach einigen Passamewitro Transformationen entdecken. Er zog daraus
den Schluss, dass kulturbedingte zytogenetischeanderungen bei mMSCs weder
Mausstamme-spezifisch noch ein seltenes Ereignid. siurden die mMSCs in Mause
injiziert, starben diese oder es bildeten sich @adkFoci in der Lunge und in einigen Tieren
zusétzlich in den Extremitat&n.Dass mMSCs nach langer Kultivieruim vitro spontane
Transformationen erfahren, haben auch andere Gnupgeigt®® Im Gegensatz dazu wurden
durch Vilatd” hMSCs in Méause transplantiert und deren Verbldieriiacht Monate im
Wirtstier untersucht: Die Zellen erreichten eingaibden Zustand, die Population proliferierte
nicht nach Implantation und weder chromosomale Aimitdten noch Tumoréf konnten
innerhalb dieser Zein vivo gefunden werden. Es wurde weiterhin gezeigt, éass FUS-
CHOP* Expression in einem p53-defizienten Hintergrundraicht, um Liposarkome durch
mMSCs, nicht aber durch hMSCs auszultsen. Dieg l&ssnuten, dass es einer hdoheren
Anzahl an Mutationen in hMSCs bedarf, um die ZeleiRichtung Liposarkom entarten zu
lasser?® HMSCs scheinen, im Gegensatz zu mMSCs, sichere idatieth fir eine autologe
Zelltherapie zu seiff: Dennoch wurden Sarkomaformationen nach MSC Therégisonders
bei mMMSCs aber auch bei hMSCs, gefunden, sieheZTab.

Tab. 2: Sarkomamodelle aus transformierten MSGsh Raodriguez et al. 2012a

Sarkoma T Onkogenes Murine oder MSC Referenz

yp Ereignis humane MSCs | Quelle
Ewing’s Sarkom EWS-FLI-1 Maus KM C?SIE IIero-Trej(o etal
Alveoléares PAX-FKHR und
Rhabdomyosarkom | p53- Inaktivierung Maus KM Ren etal. 2008
Mixoides FUS-CHOP Maus KM Riggi et al. 2006

83 Macisaac et al. 2012

84 Tolar et al. 2007

85 Tolar et al. 2007

86 ! 6 5

87 Vilalta et al. 2008

88 Der Verdacht liegt nahe dass hMSCs als XenbgraMausmodell starkere Immunantworten als mMSCs
auslésen konnten (was die niedrigere Tumorigenitatiesem Modell erklaren koénnte), jedoch wurde
gezeigt, dass MSCs auch artibergreifend nur selmggeimmunogene Eigenschaften besitzen (Chiu 2005)

89 Reziproke Translokalisation myxoider Liposarkoutie den Transkriptionsfaktor CHOP auf Chromosdn 1
einschlie3t, sowie das FUS (fused) Gen auf Chromas® (Kuroda et al. 1995).

90 Rodriguez et al. 2011

91 Vilalta et al. 2008
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Liposarkom

Osteosarkom pS3 l.m.d Rb Maus KM Calo et al. 2010
Inaktivierung

Leiomyosarkom pS3 L.m.d Rb Maus Fett Rubio et al. 2010
Inaktivierung

Fl_br_oses whnt _Sl_gnalweg Mensch KM Matushansky et al. 2007

Histiozytom Inaktivierung

Keine Tumoren —

Genexpression I

ahnlich dem Ewings EWS-FLI-1 Mensch KM Riggi et al. 2008

Sarkom

Bezuglich der spontanen Mutation von hMSCs gibweersprichliche Veroffentlichungen:
Gezeigt wurde die spontane Tranformation von hM®@s dem KM nach Langzeit-
Kultivierung®® Im Gegensatz dazu wurde das Fehlen von Transfmmest nach langer
Kultivierung in vitro wie auch schon bei Vilatabei anderen Gruppen beobacffeauch
wenn Tart& das Auftreten von Aneuploidien beschreibt, wasr atekeiner Malignitéin
vivo fihrte. Dies ist ein sehr wichtiger Aspekt der M$Rerapie Sicherheit, da dex vivo
Expansion unabdingbare Voraussetzung ist, um diedien in Zell-basierten Therapien
nutzen zu kénneff. HMSCs aus Fett wurden von Lopez-lgleSidas ein tumoranfalliges
Mausmodell, die immundefiziente SCID-Maus, s. @ziaert und sowohl kurzzeitig (2 und 4
Monate) als auch langfristig (17 Monate) beobachtés konnte keinein vivo
Tumorformation gefunden werden, weder bei jungentdtieren, noch bei alten SCID

Mausen. Dies deckt sich auch mit anderen Stutfien.

Die hMSC Transformation konnte entweder ein hagfigesignis sein, eine einem indirekten
Effekt zugrundeliegende Zellkontamination in denédigen Labor’, oder durch spezifisch

pathologische Gegebenheiten induziert $8rDie Rolle von MSCs in der Tumorgenese
konnte aber auch eine indirekte sein: Da einigen{@e MSCs an den Ort der Entziindung
homen und dort, wenn die Rahmenbedingungen es semlasnd insbesondere wenn
Stressbedingungen vorliegen, das Gleichgewicht hdimander bringen, kodnnte das

ebenfalls eine Malignitatsquelle séfti Es wurde gezeigt, dass KM hMSC, die nach einer

922 F% ? K (
93 Vilalta et al. 2008
94 Be 6 9 # K (

95 Tarte et al. 2010
96 Rodriguez et al. 2012a
97 Lopez-lglesias et al. 2011
98 Tarte et al. 2010
99 Garcia et al. 2010
100 Rodriguez et al. 2012a
101 Rodriguez et al. 2012a
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Infektion mit Helicobacter pilori in den Magen mignt waren, die Ursache fur Magenkrebs
sein konnte?? Eine weitere Tumor-férdernde Wirkung von MSCsifge Fahigkeit, das
Immunsystem zu unterdriické¥.Diese Fahigkeit ist einerseits von Interesse flielsweise

in der Behandlung von Autoimmunerkrankungen), amiceits konnte es fiur Patienten mit
Krebs durch eine Runterregulierung des Immunsystemsschnelleres Tumorwachstum
bedeuted® In 5 sind diese und weitere indirekte Mechanismen
zusammengestellt, die theoretisch wahrend einer N&€Lapie zu erhéhtem

Tumorwachstum fuhren kénnten.

Gleichwohl wurde von Prockoly unter bestimmten Bedingungen eine sehr geringe

Wahrscheinlichkeit maligner Transformationen in M8C-Therapie prognostiziert. Lafj
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Befunden von ischamischem Schlaganfall, Morbus Grélardiomyopathie, Myokardinfarkt,
GvHD und mit gesunden Freiwilligen durchgefuhrt. ligaitat trat ausschlief3lich in Studien
mit bereits bestehenden bzw. der Studie vorausgegam Malignitaten auf, d. h. es gab
keine neu aufgetretenen Tumorerkrankungen in deundi&Gt. Acht Studien waren
randomisierte Kontrollstudien mit 321 Patientent&d4Analyse dieser Kontrollstudien konnte
keinen statistischen Zusammenhang zwischen akutemfusibnstoxizitat,
Organsystemkomplikationen, Infektionen, Tod oder liyhataten feststellen. Ein
Zusammenhang konnte nur zwischen kurzzeitigem Fiahd MSC-Injektionen beobachtet
werden. Mittlerweile zeigen viele Studien, dassiganPatienten eine Verbesserung ihres
Krankheitsstatus durch die MSC Therapie erfahrdsehaind es gibt viele gute Ergebnisse,
sowohl was die Sicherheit als auch die Lebensgualier Patienten angefif. Basierend auf
den bisherigen klinischen Studien kann die MSC dpier als sicher angesehen werden,
dennoch sollten gréRer angelegte Studien mit adsgfiibn Berichten Uber die
Nebenwirkungen durchgefihrt werden, um das Siclitsgrefii von MSC-Therapien zu

vervollstandigert®®

107 Rodriguez et al. 2012a
108 Lalu etal. 2012
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1.2 Pharmakokinetik
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Bei préklinischen wie auch bei klinischen Studiander Zelltherapie ist es wesentlich, den
Aufenthaltsortin vivo der transplantierten Zellen zu Uberwachen, wofi@ Eestlegung
geeigneter Marker unabdingbar ist. Um die ZulasstiilgAdvanced Therapy Medicinal
Products (ATMPs) zu erlangen, ist der Zeitpunkt Begraftments oder die Clearance mit
gleichzeitigem positivem Kklinischen Ergebnis zunifgierung der fur denin vivo Effekt
zustandigen Zellpopulation zu definieréfiNach Injektion von MSCs in einen Organismus
ist die Anzahl der noch im Blut zirkulierenden 2l schon nach kurzer Zeit unter dem
Detektionslimit der bisher verwendeten MethodemeEAnalysemethode, die den Nachweis
weniger oder einzelner Zellen im Blut erméglicht, isomit unerlasslich*> Techniken, um
spezielle Zellen aus der Gesamtpopulation der vamitiaen Zellen anzureichern, wie das
Fluorescence-Activated-Cell-Sorting (FACS) und dasagnetic-Activated-Cell-Sorting
(MACS), reichern den Anteil der Zielzellen zwar das Detektionsminimum ist allerdings zu
hoch um sehr selten vorkommende Zellen analysizuekdnnen. Allei® konnte mit einer
Kombination von MACS und FACS eine Sensitivitat vi@i Zellen erreichen. Mit Hilfe der
Polymerasekettenreaktion (Polymerase-chain-regdd@®R) kdnnen sehr wenige Zellen, z.B.
H > % > % % A #
vornehmen und die Zielzellen nach der PCR nichtteweanalysieren. Eine weitere
Detektionsmethode ist die Immunhistochemie (IHGg Worteile dieser Methode sind, dass
MSC, die sich in dem analysierten Organ befindarf, \v@rschiedene Oberflachenmarker
analysiert werden kénnen, und dass ihre Lage imtiertles Organs genau bestimmt werden
kann. Auch wenige Zellen kénnen hierbei gefundesh amalysiert werden, allerdings missen
auch fur diese Methode die Mause getttet werdes, elimoglicht es also nicht die injizierten
Zellen in einem Tier Uber einen gewissen Zeitraunverfolgen. Das Rare Cell System (RCS)
ist eine Methode, mit der man die injizierten MSg&&xjuentiell im Blut nachweisen kann.
RCS erlaubt eine Aussage uber die Haufigkeit uner idlas Antigen-Profil der hMSCs im
Blut der transplantierten Tiere zu gewéhlten Zeitggan. Das Prinzip der RCS ist, dass nach
der Blutentnahme die Erythrozyten, welche den @nmdl3zellularen Anteil des Blutes
darstellen, aufgelést werden. Die mononuklearenedeilverden somit angereichert und
kénnen auf einer Oberflache (z.B. auf einem Obijagtr) immobilisiert werden.

AnschlieRend konnen diese unter dem Mikroskop quadint sowie qualitativ (mittels

114 Sharpe et al. 2012
115 Pantel et al. 2008
116 Allan et al. 2005
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spezifischer Antikdrper) charakterisiert werdéhDas RCS wurde urspriinglich entwickelt,
um seltene Tumorzellen in menschlichem Blut quatiiterfassen zu kbnnen. Hier bietet es
die Moglichkeit der Detektion der applizierten MSgis verschiedenen Zeitpunkten im Blut.
Die Zellen konnen aufRerdem auf Oberflachenmarkeersmcht werden. Oberflachenmarker
auf MSCs wie z.B. intercellular adhesion moleculddAM-1) und vascular cell adhesion
molecule-1 (VCAM-1) spielen eine Rolle in Migratiolloming aber auch in der MSC
vermittelten Immunsuppressioff Die Veranderung der Oberflachenmarkewivo im Blut
sowie in den Organen, die mittels IHC untersuchtrdee konnen, ist ein wichtiger
Untersuchungsgegenstand fur das praklinische Tigethder Vergleich zwischen gesunden
und kranken Tieren, denen MSCs injiziert wurdennrkawichtige Einblicke in die
Unterscheidung von MSC-Subpopulationen geben. Zugarde bishein vivo nicht gezeigt,
ob die als Minimalkriterien der ISCT definiertendttvmarker (CD73, CD105, CD90) in den
hMSCs weiterhin exprimiert werden oder sich dereqprEssionin vivo verandert. Das
Wissen dartber kann wichtige Ruckschlisse fur dasd&finden der hMSCs in der
Humantherapie bringen, da die Zellen fur die Apgidén in den Menschen aus

Sicherheitsgriinden nicht markiert werden kdénnen.
1.2.1.5 MSC-Therapie Studien, in denen die PK untersucht wide

In der MSC-Therapie hat der Paradigmenwechsel weageiner Zellersatztherapie und hin zu
trophisch unterstitzenden Funktionen der MSCs agicken Wechsel von der lokalen
Anwendung zur systemischen Applikation nach sichogen. Die systemische Injektion der
MSCs ist weniger invasiv und praktischer durchfi@nrbinsbesondere fir wiederholte
Applikationen. Jedoch erreicht, wie auch bei deroérenmarkstransplantation, nur ein
geringer Prozentsatz der transplantierten Zellerigimunter 1%) das Zielgewebe, da die
Zellen in den Kapillaren der Leber, der Milz undlesondere der Lunge gefangen (Trapping)
werden*'® MSCs, die in der Lunge gefangen werden, werdenMikroembolien, die
potentiell tédlich sein konnelt® Das Trapping findet nicht unerwartet statt, da MSaD
Plastik anheften und auch aneinander hefte@chrepfet?? konnte das Entrappment in der

Lunge durch Vorbehandlung der Zellen mit Natriuntrdpprussid verminderrauch durch die

117 Pantel et al., 2008
118 Renetal. 2011
119 Ankrum and Karp 2010
120 Lee et al. 2009
121 D % tal. 1968
122 Schrepfer et al. 2007
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Benutzung eines Vasodilatators wahrend der i.v.likgpon von MSCs in Ratten konnte die
Zahl der in der Lunge verbleibenden Zellen reduzierden. Dennoch blieb in beiden Fallen
ein hoher Anteil an Zellen, die sich nach Applikatiin der Lunge befanden. Die meisten
Veroffentlichungen mit i.v. Applikation von MSCsigen das Entrappment in der Lungje
und dennoch ein positives therapeutisches Ergelsmhe Tab. 3: Literaturquellen zur
Bioverteilung von mMSCs oder hMSCs in Mausen. Auctanderen Organen konnten die
MSCs nach Applikation in ein Tiermodell zu einemitwgeringeren Anteil innerhalb eines
kurzen Zeitraums gefunden werden, z. B. fiir drejeTa den Nierel?* oder in der Mil2?°,
was die Theorie aufstellen iR dass die Milz eine weitere Barriere fiir MSCs @eifn Weg
zu ihrem Zielorgan sein kdnnte. Auch eine geringedflung von hMSCs (unter 1%) konnte
(neben Niere und Milz) in Leber, Gehirn, Lunge, trahkreas gefunden werd€AEs ist bei
den Studien mit i.v. Applikation erst eine Anhaujuser MSCs in der Lunge zu beobachten
und dann eine Clearance der ZeftthMSCs, die sich noch in der Zirkulation befinden,
kénnten in Apoptose oder Anoikis gehiénTomad*® postulierte, dass MSCs in Prakapillaren
Ischamien bewirken und deshalb ein Grofiteil deleAelerschwindet. Dieser Theorie nach
migrieren die Uberlebenden MSCs durch die GefalRwamdl befinden sich dann in der

perivaskularen Nische, siehe Abbildung 7.

123 Lee et al. 2009
124 Rodriguez et al. 2012b
125 @ % % h et al. 2003a
126 Barbash et al. 2003a
127 Lee et al. 2009
128 Henschler et al. 2008
129 Neubauer et al. 2012
130 Toma et al. 2009
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Tab. 3:

Literaturquellen zur Bioverteilung von mMS@der hMSCs in Mausen

Applikations-
Studie Krankheits- Mausmodell Quelle der Detektions- methqqe und Befunde
modell MSCs methode applizierte
Menge
hMSCs (KM und
Aguilar et al. . fotales Blut) und | Lentivirale eGFP . Woche 4: keine hMSCs detektierbar - Tumorknoten
2807 keins NOD/SCID mMSCs (Klz/l aus | Transfektion 218 L. formende mMSCs in Lungen- Parenchym (Histologie)
NOD/SCID)
PCR (humanes-
Globin Gen)
Allers et al. 2004 | keins Nude Mause hMSCs (KM) | In situ 0.2-2x10 i.v. nach 4-13 Monaten: hMSCs in KM und Milz ddterbar
Hybridisierung,
Technetium
Ausgesat auf
einem Seide Nach 4 Wochen: hMSCs Uberlebten, forderten die
Altman et al. 3} Lentivirale GFP Fibroin-Chitosan | Wundheilung und differenzierten in epidermale, legliale
2009 Verletzung Nude Mduse hMSCs (Fett) Transfektion Gerdst, das in und fibrovasgliulare Zellen. Es konnteFl)<eine Migrﬁo
eine Haut-Wunde | beobachtet warden.
gelegt wurde
In den ersten Tagen nach Injektion konnten die mMSC
. Sublethal eGFP gefunden werden in Lunge, Leber und Nieren. Ab This
:Inggbﬁfonso et bestrahlte syngene ’(\I;S%E%DMU;SSG gynsggﬁ) KM FACS, PCR (eGFP) 2x1( i.v. Tag 28 aufRerdem noch in Muskel, Herz, Gehirn und.Mi

Mause

und IHC

In der Lunge wurden besonders viele mMSCs gefangen
und es kam zu Embolien.

Lentiviral 5 x 10 hMSCs
transduziertes wurden in die Tracking durch Luciferase-basierte BLI und GFP
Bai et al. 2011 Myocardiales SCID Mause hMSCs (Fett) GEP/Luciferase Peri-Infarkt Fluoreszenz
' Infarkt Model Fusions Gen Region 8- Woche 8: hMSCs Uberlebten im Infarkt-Myokard. 3.5%
12 Wochen alter | differenzierten in Kardiomyozyten und epithelialelln.
Mause injiziert
immortalisierte 1 x 16 MSCs HMSC-TERT wurden nach systemischer Injektion
eGFP Transfektion | wurden i.v. oder | unspezifisch in der Mikrovaskulatur gefangen. Die
Bentzon et al. . NOD/SCID humane MSC . . - -
keins N O Fluoreszenz, IHC, | in den linken Uberlebensrate der MSCs war niedrig. Nach 4 Wochen
2005 Méause Linie (hMSC- : . ; .
PCR Ventrikel hatten nur wenige MSCs in Lunge, Herz und Nieren
TERT) - -
appliziert Glomeruli Uiberlebt.
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Injiziert in die
abdominale Aorta
durch die linke
femorale Arterie

gg{)lgm etal keins SCID Mause hMSCs (KM) eGFP Transfektignin 2 40 und 25% der Tiere starben an pulmonalen Embolien
verschiedenen
Konzentrationen:
1 x 10 oder 0.2 x
10° hMSCs
Stereotaktische
Transplantation
von 1x10
4-6 Woch It Luciferase grll\/ISCs ig ((jjje
-6 Wochen alte . am und die . . . .
Jang et al. 2010 Schlaganfall mannliche Nude | mMSCs (KM) F’IE)l Wgrde n Infarkt Region der W]?crlle 4. die transplanuerten mMSCs migriertenién d
Mause ebenden Tieren Mausmodelle. Infarkt-Grenzregion
gemessen )
Zellverteilung und
Signalintensitat
der BLI wurden
gemessen.
X-Sight 761-
markierte mMSCs
detektiert durch Kontrolltiere: mMMSCs konnten in Leber, Lunge undaMVi
Confocale gefunden werden, in den infizierten Mausen auf3erdem
Adulte Microskopie 3x1P MSCs i.v. | einige MMSCs im Herzen.
Jasmin et al. 2012 Chagas Krankheitméannliche CD1 | mMSCs aus KM | Sowie Kleintier einen Monat nach| Durch das miroPET konnte gezeigt werden, dasM&€
Méause Positronen Chagas Infektion | Therapie die rechte ventrikuléare Dilatation (hegaufen
Emissions durch die Chagas-Krankheit) reduzierte.
Tomographie
(microPET)
Kontrollméause ohne Wunde:
hMSCs waren in SCID Mausen bis Tag 10 nachweisbat.
hMSCs (KM) und : Tag 1-4 in der Lunge, ab Tag 5 in Leber und Milie D
Kidd et al. 2009 Wunde 2%'%78;” mMSCs aus Luciferase (1)d><er1i(53 MSCs i.v. Verteilung (zuerst Lunge, spéater Leber und Milz)daich
Balb/c KM P auch in den Balb/c M&usen, nur verschwanden die @/

schneller aus der Lunge (Peak nach 1,5 h — keitekiben
mehr nach 18h)
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Bei verwundeten Mausen zeigte sich eine hMSC Vartgi
wie bei den Kontrollmausen und zuséatzlich gab €3 ab
Tagen nach Transplantation auch ein BLI Signalem d
Stelle der genéhten Inzision.

Lalande et al.

2011 Nude Mause

Knochenbruch

hMSCs (Fett)

Labeling mit
USPIO, detektiert
durch MRT, FACS,
Mikroskopie,

Transmissionselektr

onenmikroskop
(TEM)

5 x 10 x oder
5x10° hMSCs
wurden auf einem
porosen,
Polysaccharid.bas
ierten Gerlist
ausgesat. Dieses
wurde subkutan in
den Ricken
transplantiert, auf
einer Seite mit
markierten
hMSCs, auf der
anderen Seite
nicht nicht
markierten
hMSCs.

Woche 4: hMSCs blieben detektierbar und waren wan di
Flache des Transplantats migriert. .

Humanspezifische
Alu-repeats RT-
PCR

Die Mehrheit der i.v. applizierten Zellen wurdeder
Lunge gefangen als Emboli mit einer HWZ von 24meEi
geringe Verteilung von hMSCs (unter 1%) fand sith i

Lee et al. 2009 Myokardinfarkt NOD/SCID hMSCs (KM) g/l;ra(l)yarray mRNA | 2x10° hMSCs i.v. Le;ber, Gehirn, Lunge, Niere, Milz_und Pankreag
Mikroskopisch Die hM382C3_ konqten durch parakr_lne Effekte, wie turc
Herz TSG-6*? die GroRe des Myokardinfarkts verringern.
GFP markierte
hMSCs, Histologie,| 1.5 x 16 hMSCs
Histomorphometrie| ausgesat auf Woche 4: hMSCs waren in der Lage kritisch grol3e

. Defekte im N und FISH auf einem Polylactid- | calvariale Defekte zu ossifizieren. Die hMSCs nahme

Levi et al. 2010 Schéadeldach Nude Mause hMSCs (Fett) humane Sex co-Glycolid graduell ab, in Woche 4 waren keine hMSCs mehridurc
Chromosomen, (PLGA) Gerust FISH detektierbar.
PCR (humanes aufgetragen
GAPDH)

132 TSG6 ist Tumor necrosis factor-inducible gemediein
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Meyerrose et al.
2007

Bestrahlung

1) NOD/SCID
2)nude/NOD/SCI
D 3)
NOD/SCID/MPS
VI

hMSCs (Fett)

Retroviral
transfiziertes GFP

10° hMSCs i.v.,

i.p. oder subcutan
(s.c.) in sublethal
bestrahlte Mause

Tage 35, 45, 60 und 70: hMSCs konnten in Darm, t,ebe
Lunge, Nieren. Muskel, Gehirn und Fett detektiegtaen
mit abnehmender Anzahl Gber die Zeit.

Mouiseddine et

Bestrahlung des

NOD/SCID

hMSCs(KM)

Histologie, TdT-
mediated dUTP-
biotin nick end
labeling (Tunel

5x10f hMSCs, i.v.

5 Tage nach Behandlung: hMSCs konnten durch PCR i
Dunndarm (0.2% £ 0.03) aber nicht in der Leber afigr

al. 2012 Abdomens Assay), PCR Nieren gefunden werden. Die hMSC Therapie hatte
(humanes- dennoch einen positiven Effekt auf die Lebermarker.
Globulin Gen),
Serum Lebermarkef
Lentiviral Nach 8 Monaten: 75% der i.m. applizierten hMSCsli#n
o an der Injektionsstelle. Die i.v. applizierten Zellkonnten
transfiziertes 5 x 10 hMSCs fur eine Woche in der Lunge wiedergefunden werden
Vilalta et al. 2008| Keins Nude Mause hMSCs (Fett) | GFP/Luciferase ; : ) '
Fusions Gen i.m. oder i.v. danach waren sie aus der Lunge gecleart worden. 32

Wochen lang konnten einzelne hMSCs in der Leber
detektiert werden.
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1.3 Diabetes mellitus
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Komplikationen. Es wurde schon frih klar, dass 8asitzen des Hormons Insulin nicht
komplett die3-Zellen des Pankreas ersetzen kann und keine Hgeifies DM bedeutét’
Seither wurde in der Entwicklung lang- und kurzfgswirkender Insulin-Behandlungen mit
Heim-Glukosemessgeraten, durchgangig messendenosatfkensoren und Insulinpumpen
ein erheblicher Fortschritt gemacht. Trotz diesart$ehritte bleibt die engmaschige
Glukosekontrolle, die eine kontinuierliche Aufmeakskeit auf Blutglukosewerte und
Kohlenhydrataufnahme erfordert, unausweichtithHinzu kommt, dass derzeit erhaltliche
Therapien nur symptomatisch sind und entweder melin-ResisterZ® oder den Insulin-
Mangel durch Insulintherapgi® behandeld** Auch wenn die Insulin-Therapie
lebenserhaltend ist, verandert sie nicht das Huegen der Krankheit DM. Sogar unter
intensiver Insulin-Therapie mit optimierter glyk&uohner Kontrolle zeigt ein 24 h Glukose-
Profil bei Patienten variable hypoglykdmische urygdrglykamische Zeitintervalle, die sich
mit euglykamischen Intervallen abwechseln. Euglyis&he Intervalle decken lediglich ca.
65% des Tages dfi> was zu schwerwiegenden kardiovaskularen und psygischen
Effekten filhren kanh?® Moderne Insulintherapien sind demnach unzureichemeh
Euglykdmie auf einer taglichen Basis zu gewaheeitt’ Sie verhindern nicht die
Langzeitkomplikationen, insbesondere kardiovasleularkrankungen und Schaden an den
kleinen BlutgefalRen und Nerven, die mit einem erdIBlutglukosespiegel einhergehén.
Daher ist ein wichtiges Ziel in der Behandlung d&$D und seiner zugehdrigen

Komplikationen, die tibrige Betazellmasse zu erndit®

Die weltweite Anzahl an Patienten, die an Typ 1 [IMD) oder an Typ 2 DM (T2D)
erkrankt sind, lag 2011 bei 366 Millionen und waidh voraussichtlich im Jahr 2030 auf Gber
552 Millionen Félle erhdht haben, deren Ursachedeamatischer Anstieg insbesondere der
T2D Neuerkrankungen i$t’ DM ist die Hauptursache fiir Blindheit und Nierédén im
Erwachsenenalter und erhoht, vor allem durch kaedikulare Erkrankungen, das Risiko

frlhzeitig zu versterben. Die Krankheit bedeutetrcu ihre Handhabung, ihre

137 D ?
138 Hamad et al. 2012
139 Insulin-Resistent tritt bei DM Typ 2 (T2D) auf.
140 Eine Insulin-Therapie ist bei allen insulinpfiigen Patienten erforderlich, das sind alle P&tie mit DM
Typ 1 (T1D) und ein Drittel der Patienten mit T2D.
141D , K % ?9 B
142 Bode et al. 2005
143 Bhansali et al. 2009
144 Bode et al. 2005
145 Aguayo-Mazzucato and Bonner-Weir 2010
146 Steele et al. 2004
147 Schroeder 2012
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Komplikationen und die Langzeitschaden eine endBelastung fur die Patienten und deren
Familien sowie fiir das Gesundheitswe$&n.

Ein DM wird diagnostiziert, wenn mindesten zwei édgenden Kriterien erfillt sind:

1) Klassische Symptome (Polyurie, Durst, Gewichtswaylbgeschlagenheit) in
Verbindung mit einer Blutglukosekonzentration vdreti200 mg/ml

2) Blutglukosewerte tber 200 mg/dl an zwei verschiedeMessungen

3) Zwei Messungen der Nuchternblutglukose von Gberrigfil sowie ein

Blutglukosewert von tiber 200 mg/dl im 2 h Wert Gdgkosetoleranztests’

1.3.1.1Diabetes mellitus Typ 1 und Typ 2

Man unterscheidet also zwischen den verschiederddnTipen, die wie folgt spezifiziert

werden:

Diabetes mellitus Typ 1 (T1D), auch juveniler Ditd®e genannt, resultiert aus einem
zellvermittelten Autoimmunangriff auf dig¢-Zellen in den Langerhans Inseln des endokrinen
Pankreas>® T1D ist die haufigste Autoimmunerkrankung der &titKindheit, die klassischer
Weise Kinder von 0 bis 7 Jahren betrifft.Die Krankheit kann jedoch auch noch spater im
Erwachsenenalter einsetz&hlhre Inzidenz steigt weltweit in jeder AltersklaS8, zwischen
1990 und 1999 um 2,8% pro Jahr und macht mittldenei0% aller Diabetes
Neuerkrankungen im Erwachsenenalter ‘@lisWeltweit leiden schatzungsweise 200
Millio % #& E % % - 8 ;5

durfte’®® Die Entwicklung von T1D hangt u. a. von einer % & %$ % %
bedarf zusatzlich anderer Ausloser, z. B. viralgder wie Mumps-, Rételn-, Influenza-,
Zytomegalie-, Varizella-, Poliomyelitis- und Heg®iA Viren, sowie andere Umwelteinfllisse

wie Kuhmilchproteine, Nitrosamine und psychosozidtaktorer®, die bisher nicht

148 Gonez and Knight 2010
149 Kiess et al. 2001
150 9% % ?5( B %%
151 In Nordamerika werden jedes Jahr 13000 Neuekkragen diagnostiziert, was T1D zu einer der hatrdig
Krankheiten in dieser Altersgruppe der Kinder mad&zzi et al. 2010).
152 Fandrich and Ungefroren 2010
153 9 B
154 Gonez and Knight 2010
155 Wild et al. 2004
156 Kiess et al. 2001
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vollstandig verstanden werden, um den Diabetes rugsb (Onset) einzuleitelt’ In der
Selbst- und Fremderkennung gestorte T-Lymphozytem vHelfertyp 1 (Thl-Zellen)
sezernieren inflammatorische Zytokine wie IL-10N{F und TNF#, die in der3-Zellen pro-
apoptotische Signalwege einleiteA.T1D betrifft 30-40% der genetisch pradispositiotee
Individuen. Als Folge dieser Thl-vermittelten Autohunprozesse werden dieZellen des
Pankreas graduell, bis hin zum vélligen Insulin fallsvernichtet>® Insulin Mangel fiithrt zu
einem potentiell lebensbedrohlichen Anstieg dertdlikose, der langfristig Schaden an
BlutgefaRen und Nerven nach sich zi#ft.Pankreatische Autoantigene scheinen eine
wichtige Rolle im Fortschreiten der autoimmunen elmerstérung zu spielétt. Die
Autoantikdrper sind wahrscheinlich nicht am Begider 3-Zell-Zerstérung beteiligt aber
reprasentieren ein Sekundarphdnomen, da sie nachitlel-Beschadigung des Pankreas

freigesetzt werdeff?

Diabetes mellitus Typ 2 (T2D)st eine heterogene und multifaktorielle Krankheit,
charakterisiert durch eine Hyperglykdmie, die dusobgressive3-Zell Dysfunktion und eine
vorhergehende, langfristige Insulinresistenz ausgeurdé®® Bei Diagnosestellung des
T2D sind meist schon uber 50% d&iZellmasse verloren, die sich mit zunehmendem
Fortschreiten der Krankheit und anhaltender Insediistenz weiterhin verringef?? Die
Hyperglykamie ist verbunden mit einem funktionellérsulinmangel, genauer mit einer
reduzierten Insulinsekretion aus den Inseln, estgrehmenden Antwort der Zielorgane oder
einer gesteigerten Aktivitat gegenregulierender ritmré® wie z. B. Glucagon® T2D
betrifft in den meisten Féllen (bergewichtige Ra##e@ im letzten Lebensdritt&! Der
Schweregrad der Klinischen Manifestation des T2D d#ekt verbunden mit dem

Vorhandensein und der Funktionalitat der Inselhoreif®

157 Dominguez-Bendala et al. 2012

158 Kiess et al. 2001

159 D G % ?

160 Gonez and Knight 2010

161 v. a. betrifft das Autoantikbrper gegen Gluteiacarboxylase (GAD), Insulin, Insulinom-assozgsr
Protein 2 und Zink Transporter 8 (Groop and Pa2{3)

162 Groop and Pociot 2013

163 T2D entwickelt sich wenn di8-Zellen des Pankreas den erhdhten Insulinbedarfrand von
Insulinresistenz und Ubergewicht nicht mehr aufeangénnen (Groop and Pociot 2013).

164 % ? Christein 2013

165 Diese Insulin-gegenregulierenden Hormone koteetuberaktivitat Hyperglykamie auch im Fastenanst
auslosen.

166 McAuliffe and Christein 2013

167 Kiess et al. 2001

168 McAuliffe and Christein 2013
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1.3.1.2Diabetes mellitus Mischformen

Das Spektrum diabetischer Krankheiten umfasst malsr T1ID und T2D. Es ist
wahrscheinlich, dass diese beiden Formen die Extrsind in einem Kontinuum der
Autoimmunitat, Insulin-Mangel und T1D auf der einéeite sowie dysfunktionalem
Stoffwechsel, metabolischem Syndrom und T2D auf aleeren Seite. Diabetes ist eine
fortschreitende Krankheit: T2D Patienten entwickelach tGber 20 Jahren der Krankheit
haufig verschlechterte Insulinsekretion mit einertiDI¥ahnlichen Phénotyp und es ist
maoglich, dass T1D Patienten nach langanhaltendankfreit Anzeichen eines metabolischen

Syndroms entwickelf®
Zu den Mischformen des DM gehéren folgende zwenteor.

LADA (Latent Autoimmune Diabetes in Adults) ist eirBubgruppe des Diabetes, an der ca.
7% aller diabetischen Patienten in Europa erkrasiktl. LADA wird definiert als ein
Glutamat-Decarboxylase (GAD) -Autoantikorper pagtiDiabetes, der bei Patienten Gber 35

Jahren auftritt’°

MODY (Maturity-Onset-Diabetes of the Young) repndisert monogene Formen des Diabetes
mit gut definierten Mutationen in sechs verschieshe@enen, wobei mit dem Fortschritt in
der Forschung die Zahl gefundener Gene stetig wathe Krankheit wird charakterisiert

durch autosomal dominante Ubermittlung des earlgeDDiabetes (unter 25 Jahren) und

variablem Grad an Betazell-Dysfunktioft.

In Abbildung 9 ist die Betazellmasse und der Zusamimang untereinander von

verschiedenen Diabetesformen beschrieben.

1699 $ + - # orn et al. 2005
170 Groop and Pociot 2013
17129 $ + -# % 76"
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Menschen. Zu diesen Merkmalen gehdren das Vorhaederon Lymphozyten Infiltrationen

in den Inseln des Pankreas vor dem Beginn dessk&hen Diabetes, Insulinopenie,
Hyperglykadmie, Polyurie und Gewichtsverld§t. Unbehandelt entwickeln diese Mause
ebenfalls eine Ketose und sterben nach einigen @odes klinischen Diabetes. Anders als
im Menschen wird im NOD Mausstamm eine geschlepetdfische erhdhte Inzidenz an
Diabetes bei Weibchen beobachtet. Umweltfaktoreielap bei der Inzidenz sowie dem
Beginn des Diabetes eine Rollé Die Ahnlichkeiten mit dem T-Zell-basierten menscién
Diabetes machen diese Mause fur die Typ 1 Dialledeschung seit Uber 30 Jahren zu einem
wichtigen Forschungsobjekt? Die spontane Diabetesrate bei NOD Weibchen schtwank
zwischen 60% und 8094 und kann in verschiedenen Versuchstiereinrichtonggaeblich
variieren:’® Der spontane Diabetes Onset braucht, je nach mtshedingungen, in NOD
Mausen die relativ lange Zeitspanne von der Gdlisrzur ca. 20. — 50. Lebenswoche. Dies
kann durch die Gabe des alkylierenden Agens Cyodspilamid beschleunigt werden, so dass
diese NOD Mause bereits ca. 30 — 50 Tage nach Kgigh einen spontanen DM
entwickeln!’” Der beschleunigte Krankheitsbeginn nach Cyclophaspd-Gabe ist nach

Brode'"® auf die Abnahme regulatorischer T-Zellen zuriickiuén.

1.3.1.5T2D Mausmodelle

Um einen T2D abzubilden, wurden im Rahmen dieseeArzwei verschiedene Dosierungen

von Streptozotocin (STZ) im Balb/c Mausmodell usteht:

Diabetes mellitus Typ 2 kann in Mausen durch ngatbsierte Gaben désZell Toxins STZ
induziert werden. Wahrend eine hochdosierte STZaBdlung durch eine fast vollstandige
Zerstorung de3-Zell-Inseln einen Diabetes Typ 1-ahnlichen Diabetislost, wird durch
eine niedrige Dosierung des Zellgiftes ein paeiedZell-Verlust induziert, der den spateren
Stadien des T2D ahnéff Zusétzlich zur STZ-Gabe kann eine besonders faghaDiat

172 Makino et al. 1980

173 Leiter et al. 1990

174B % 9 % - !

175 Anderson and Bluestone 2005

176 Karounos and Goes 2003

177 Karounos and Goes 2003

178 Brode et al. 2006

179 ! 2?7 > 5
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gegeben werden, da damit nicht nur der parti@lell-Verlust eines T2D entsteht, sondern

zusétzlich die in menschlichen Patienten mit T2fisghe Insulinresisten2?

1.3.1.6DM Therapien

Eine Heilung des T1D wird entweder Ersatz fur Iimsproduzierende Zellen bereitstellen
oder deren Regeneration férdern und wird in Komtiodmamit Behandlungen erfolgen, die die
immunvermittelte Zerstérung der Betazellen verhind® Die Transplantation ganzer
humaner Pankreata oder isolierter PankreasinsalrOaganspendern hat Patienten mit T1D
Insulin-unabhangig gemacht und damit den NachwersMiachbarkeit fir Betazell-Ersatz
Therapien erbracht. Jedoch verringert sich die Transplantat Funkgohrittweise, nach 5
Jahren sind nur noch 10-15% der Patienten unabharayn einer Insulinbehandlung. Der
gro3e Nachteil moderner Inseltransplantationendest Verlust der funktionellen Inseln
wahrend der frihen Phase nach der Transplantatenschadliche Effekte auf das Ergebnis
individueller Transplantate h&t Der Mangel an Spendergewebe, ganzen Pankreata oder
pankreatischen Inseln zieht eine Suche nach atteenaZellquellen und der Verbesserung

der Transplantationsprotokolle nach stth.

1.3.1.7DM und MSC

Eine Alternative zu herkdmmlichen Therapien koénnia Zukunft die adulte

Stammzellforschung bietéfi> MSCs haben die Fahigkeit, alloimmune und autoimenun
Antworten zu unterdriicken, was sie als potentiglht-Antigen-basierte Immunotherapie
wertvoll macht® Therapieformen mit MSCs kénnten einerseits diendpéantation von

MSCs sein, die durch trophische und immunmodulstbe Effekte das Pankreasmillieu
zugunsten der Betazellerhaltung verandern, odétsiaten andererseits in Kombination mit
Inselzellen transplantiert werden, um zuséatzlichirran positiven, therapeutischen Effekten

die allogene AbstoRung der Inselzellen zu mind&nynd durch die Inhibition pro-

180 Luo et al. 1998
181 Gonez and Knight 2010
182 Aguayo-Mazzucato and Bonner-Weir 2010
183 Rackham et al. 2011
184 Aguayo-Mazzucato and Bonner-Weir 2010
185 Fandrich and Ungefroren 2010
186 Madec et al. 2009
187 Gabr et al. 2013
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inflammatorischer Zytokine die Entziindungs-verntigt®ysfunktion von Inseltransplantaten
aufhebert®

Die Transplantation von MSCs in Tiermodellen fupTy Diabetes zur Geweberegeneration
des Pankreas wurde publizt&ft deren Ergebnisse teilweise widerspriichliche '€fha. B.
konnte die einmalige Transplantation von MSCs nadtban® die Hyperglykamie
Streptozotozin (STZ)-diabetischer C57Bl/6 Mausehnibeheben, wie das in anderen
Publikationen bereits beschrieben wutdfeDie meisten Veréffentlichungen weisen jedoch
einen positiven Effekt fur das diabetische Tiermasehe Tab. 4. Dieser Effekt entsteht nicht
durch diein vivo Differenzierung der Stammzellen 83Zellen des Pankreas sondern durch
eine Erhéhung der Neovaskularisierung im Pankféasowie durch immunsuppressive
Effekte, die entweder durch regulatorische T-zZéfltoder die Inhibierung der Infiltration

durch Makrophagen ur@Zell-spezifische T-Zellen initiiert werdé¥.

Die migratorische Aktivitat von hMSda vitro Richtung VEGF-C lasst auf die Fahigkeit von
MSCs schlieRen, audh vivo in Richtung der Lymphknoten zu hom&A Tatsachlich wurde
ein Homing der MSCs nach Applikation in diabetischEiuse in die pankreatischen
Lymphknoten beschrieb&H,, was eine Interaktion mit aktivierten T-Zellen wstheinlich
macht. Diabetogene T-Zellen entstehen in Lymphkmnot@ denen sie mit Antigenen
dendritischer Zellen in Kontakt kommen. MSCs konntutoreaktive T-Zellenin vivo
innerhalb der pankreatischen Umgebung direkt uritekért®®, was einen weiteren Teil ihrer

Wirksamkeit in T1D Modellen erklaren konnte.

Tab. 4: MSC-basierte Zelltherapie in experimentelleermodellen von DM,

modifiziert nachl =

Referenz MSC Quelle Tiermodell Ergebnis
Banerjee et al. 2005 l\D/Ilgt(J:eSUsche KM STZ-diabetische Maus: Normoglykamie
hMSCs aus KM, STZ-diabetische Reduzierte Hyperglyk&mie

Bell et al. 2012 ALDH-aktive Zellen NOD/SCID Mause Erhdhte Gesamt-Betazellmasse

188 Yeung et al. 2012
189 D G + % F
190 = %% (G
191 Urban et al. 2008
192 Hess et al. 2003
193 Huss et al. 2005
194 Madec et al. 2009
195 Urban et al. 2008
196 Conrad et al. 2009
197 D ? ?
198 Zanone et al. 2010
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Chao et al. 2008

Chen et al. 2004
Wu et al. 2007

Chi et al. 2008

Dong et al. 2008

Ende et al. 2004

Gabr et al. 2013

ltakura et al. 2007

Ito et al. 2010

Jurewicz et al. 2010

Karnieli et al. 2007

Lee et al. 2006

Madec et al. 2009

angereichert

hMSCs aus UC, die
in Insulin-
sekretierende Zellen
induziert wurden

Insel-ahnliche Zellen,
differenziert aus
MSCs aus dem KM
von Ratten

hMSCs
Nabelschnurblut
(UCB), die in Insulin-
sekretierende Zellen
induziert wurden

Diabetische KM
MSCs

hMSCs aus
Nabelschnurblut
(UCB)

hMSCs aus dem KM
von gesunden und
von diabetischen
Probanden, in
Insulin-sekretierende
Zellen induziert.

Allogene Ratten
MSCs aus KM plus
Inselzellen

Lewis Ratten-Inseln
plus MSCs aus KM

mMSCs aus NOR
Mausen

hMSCs aus KM
transfiziert mit Pdx1

hMSCs aus KM

In Weibchen:
mMSCs aus KM (bei

STZ-diabetische Maus:

STZ-diabetische Rattel

STZ-diabetische Maus:

STZ-diabetische Rattel

STZ-diabetische Maus:

STZ-diabetische Nude-
Mause

STZ-diabetische Rattel

Lewis Ratten und
NOD/Scid Mause

NOD Mause

NOD/Scid Méause

STZ-diabetische
NOD/Scid Mause

4 Wochen alte (pra-
diabetische) NOD
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Revaskularisierung der Inseln
verminderte Blutglukose
Inselahnliche Anhaufungen in der
Leber.

Einige fusionierte Leberzellen, die
durch humanes Insulin und humane
Kerne charakterisiert wurden,
zeigten sekretorische Granula.

Niedrigere Glukose Level

verminderte Blutglukose

Initierung pankreatischer
Regeneration, Normoglyk&mie

Verminderung der Hyperglykamie
Histologische Verbesserung der
Insulitis

hMSCs wurden unter die
Nierenkapsel transplantiert
Euglykamie fir 3 Monate

Donor-spezifische Immuntoleranz
Normale Insulinlevel
Normoglykéamie

Keine GvHD

Verbesserung der Insel Transplantat
Morphologie und Funktion

Keine DM mehr

Gut erhaltene Insel Struktur
Signifikant erhéhte Kapillaren pro
Betazell-Ratio

Langzeit-Aufhebung der
Hyperglykamie

Verandertes diabetogenes Zytokin-
Profil

Verringerte T-Zell Haufigkeit in
pankreatischen Lymphknoten,
verringerte Haufigkeit Antigen-
prasentierender Zellen, vermehrte
Anzahl plasmazytoider
dendritischer Zellen

Reduktion der Hyperglykamie

Reparatur pankreatischer Inseln und
renaler Glomeruli

Verringerte Hyperglykdmie

Hoheres Maus Insulin in
behandelten Mausen

Humanes Insulin konnte nicht
detektiert werden

10° - 1 mMSCs pro Maus
verzdgerte den Ausbruch von



Rackham et al. 2011

Solari et al. 2009

Tsai et al. 2012

Urban et al. 2008

bestrahlten Méause
Mannchen: plus T-

Zellen aus gesunden

oder aus diabetischel

Mausen)

mMMSCs aus Nieren

von C57/BI6 Mausen STZ-diabetische
plus murine C57/BI6 Mause
Inselzellen

Allogene Ratten
MSCs aus KM plus
Inselzellen +
Kurzzeit-
Immunsuppression

hMSCs aus UC, die
in Insulin-
sekretierende Zellen
induziert wurden
Syngene oder
allogene mMSCs aus

STZ-diabetische Rattel

STZ-diabetische Rattel

dem KM plus STZ-diabetische
unfraktionierte KM C57/BI6 Mause
Zellen

hMSCs aus KM

Diabetes und verminderte die
Inzidenz von DM in den NOD
Méausen. MSCs verhinderten die
Betazell-Zerstérung durch
Aktivierung regulatorischer T-
Zellen.

Geringere Blutglukose (fur 1
Monat): 92% der Mause zeigten
Normoglykamie (42% der Mause,
denen nur Inselzellen transplatiert
wurden zeigten Normoglykamie)

Langzeit-Uberleben des Insel
Transplantats
Insulinexpression in den
Transplantaten

Normale Serum Insulin Level
Normoglykamie

Reduzierte Hyperglykadmie
Insulinproduzierende, humane
Zellen waren in der Leber lokaisiert

Nur bei Injektion von MSCs + KM
Zellen: Schnelle Erholung der
Blutglukose und der Serum-Insulin
Level, parallel dazu pankreatische
Geweberegeneration

Verbesserung des Kdrpergewichts,

Xu etal. 2007 transfiziert mit dem  STZ-C57/Bl6 Mause :jnesrulﬁlnutgelslé?fs[fr Lé?sdzdueg 3\%2?&
humanen Insulingen
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mussen die Versuchstiere nicht getotet werdendendVeg der Zellen kann im selben Tier zu
unterschiedlichen Zeitpunkten nachvollzogen weriénEs gibt eine Reihe von
Untersuchungsmethoden, bei denen jeweils untediathe Markierungen an den Zellen
vorgenommen werden mussen, die jeweils mit Vomeiled mit Nachteilen verbunden sind.
Die Untersuchungsmethoden unterscheiden sich dulieh Parameter Detektionslimit,
Gewebspenetration, Toxizitat sowie durch die Stébilder Markierung in Bezug auf
Zeitdauer der mdglicheim vivo Untersuchung und auf die Ubertragung der Markigranf
andere Zellen. Im Folgenden sind die zurzeit g&stgigMethoden der Markierung und des
vivo-Trackings aufgelistet und in Abbildung 11 sind Varnd Nachteile ausgesuchter

Methoden tabellarisch zusammengefasst.

1.4.1.1Bildgebende Verfahren

Die bildgebenden Verfahren in der Medizin dienemdZ2iel, aus Messwerten Bilder zu
erzeugen, diese zu medizinischen Bildern zu veitafdeund zu analysieren, um die
Diagnostik und Therapie zu verbessern. Zu diesenfaMen zéhlen u.a. die
Rontgendiagnostik, die Computertomographie, die mMéagsonanztomographie, die
Photonenemissionstomographie und die Positronersdtomstomographie. Rontgenstrahlen
entstehen, wenn Elektronen hoher GeschwindigkeithkdAufprall auf Materie abgebremst
werden, wie dies in einer Rontgenrbhre bei Aufeeff der durch die
Beschleunigungshochspannung beschleunigten Elektranf die Anode geschiefit Beim
Rontgenverfahren wird die Tatsache genutzt, dasggeistrahlen beim Durchdringen z.B.
eines Korpers von unterschiedlichen Geweben vezdehi stark geschwacht werden, wobei
die Schwéachung (Absorption) des Rontgenstrahlshddes Gewebe fur die Messung der
Dichte von Strukturen genutzt werden kafthDen tomographischen Verfahren gemeinsam
ist, dass mit ihnen Schnittbilder (Tomogramme) d&spers gewonnen werdéff Die
Computertomographie ist eine Weiterentwicklung &&stgens, bei denen ausgehend von
den registrierten Schwachungswerten des Rontgbistit@ansversale Bildschnitte von
Gewebe und Organen angefertigt werden, die Ubetdagsfrei zu zwei- oder
dreidimensionalen Bildern hoher Auflésung zusamresetgt werden und somit

entsprechende Darstellungen dieser Gewebe und ©rgamogliched® Bei der

201 Koenig et al. 2009
22 Hiddemann and Reiter-Theil 2000:492-493
203 Wetzke and Happle: 2009:10
204 Hiddemann and Reiter-Theil 2000:490
205 Wetzke and Happle: 2009:10-11
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Computertomographie liefern die unterschiedlichewe&bedichten den Bildkontrast, so dass
sich Knochen gut darstellen lassen, wahrend becMigigeweben, die anndhernd dieselbe
Dichte haben, die Kontrastierung der Struktureh dusch Verwendung eines Kontrastmittels
ermdglicht wird®® Im Gegensatz zur réntgenbasierten Computertombigagie mit einer
nicht unerheblichen Strahlenbelastung verbundemé&tht die Magnetresonanztomographie
(MRT, Kernspintomographie), bei der Radiowefn eingesetzt werden, auf der
magnetischen Kernspinresonanz als Folge der Weweinkehg des Spins der Atomkerne im
Korpergewebe mit &uBeren Magnetfeld®h.Anders als bei Verfahren z.B. der
Rontgendiagnostik werden bei den Verfahren der darkhedizin radioaktive Substanzen zur
Bildgebung benutzt, mit denen vorrangig funktioeelforgdnge von Organen (und nicht
deren anatomische Morphologie) nach den Tracezpffli abgebildet werdeff® Als
technische Weiterentwicklung des Szintillationsittes beruht die Gammakamera auf einem
Szintillationskristall, der die aus dem Korper aetgnde. -Strahlung misst, die mit Hilfe
eines Lichtverstarkers (Photomultiplier) verstanktd und ein elektrisches Signal erzeugt,
dass zeitlich hoch aufgelést aufgezeichnet und fiynamische Untersuchungen
(Sequenzszintigraphie) verwendet werden Kahrzu den Verfahren der Nuklearmedizin
gehort die Einzelphotonen-Emissionstomographie (SRE Single Photon Emission
Computed Tomography), bei der mehrere Gammakanuenaden Patienten rotieren, die
Strahlung in unterschiedlichen Projektionen messeis, denen mittels Rekonstruktion der
Schnittbilder Schichtaufnahmen und dreidimensiotgiléer erzeugt werden kénnétf. Die
Positronen-Emissionstomographie (PET) ist ein westd/erfahren der nuklearmedizinischen
Bildgebung, das das Phanomen der Positronenveunigtif nutzt, durch Verwendung eines
Detektorrings auf den Entstehungsort der Verniapgstrahlung schlie3t und durch

206 Hiddemann and Reiter-Theil 2000:509

207 Radiowellen besitzen eine gréRere Wellenlamgedamit geringere Energie als die ebenfalls zuek®pm
elektromagnetischer Wellen gehérenden Mikroweltbgren Wellenlangen im dm- bzw. mm-Bereich liegen
(Stroppe 2005:353). Erheblich kirzere Wellenlan§diezw. hohere Energie haben Réntgenstrahlug<(
10® m) und Gammastrahlung (Tipler 1994:1008). MiteeiRéntgenrohre erreicht man Wellenlan@aron
ungefahr 13" m (Stroppe 2005:354).

208. Bei den auReren Magnetfeldern handelt eswsitlein starkes konstantes Magnetfeld und ein gteitig
Uberlagerndes wechselndes Feld elektromagnetisaielen im Megahertzbereich (Radiowellen).
(Hiddemann and Reiter-Theil 2000:509-512).

209 Das Tracer-Prinzip besagt, dass die biochemisé&ligenschaften des Molekiils unveréandert bleibemn
stabile Isotope in organischen Verbindungen durdspgechende Radionuklide ersetzt werden (Wetzke an
Happle 2009:16).

210 Wetzke and Happle 2009:16

211K > =%$$% ?6 = F -Theil 2000:521-523

212 Wetz =%$$ ? 6 = F -Theil 2000:523-524

213 Unter der beind" -Zerfall entstehenden Vernichtungsstrahlung (Aftation) wird der Prozess verstanden,
bei dem ein Elektron {(eund ein Positron (& in zwei (oder drei) Photonenzerstrahlt werdee (€ ..),
Grupen 2008:277
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Bildrekonstruktion dreidimensionale Aktivitatsmuste in hoher Auflésung
(Schichtaufnahmen) erzeugen k&hhin den folgenden Abschnitten werden MRT, PET und
SPECT noch etwas naher betrachtet. Anschliel3end ads optische Imaging als weitere
Methode behandelt.

1.4.1.2Magnetresonanztomographie

Magnetresonanztomographie (MRT) ist eine weiteran@&rdmethode des klinischen
Imagings und unlangst haben Verbesserungen semeciteing auch inin vivo-imaging von
Kleintieren gefordert. MRT basiert auf der Tatsgoti@ss Protonen einer Probe, die einem
magnetischen Feld einer Radiofrequenz ausgesetdt Wwnergie absorbieren und wahrend
des Relaxationsprozesses ein detektierbares Siggaben. Es wird also der Kernspivon
Molekulen in einem Magnetfeld ermittelt. Die Stades Signals ist eine Funktion der Anzahl
an Protonen und kann dementsprechend zuriickgetenlenden’'® Der Relaxationsprozess
kann durch zwei fundamentale Konstanten beschrialeeden: T1 (longitudinale Relaxation,
Spin-Gitter-Relaxationszeit), die gewebespezifisaébt und von der Grol3e der
Gewebemolekile und deren Umgebung abhangt, undrai2syerse Relaxation, Spin-Spin-
Relaxationszeit), die kurz bei dichten Gewebetyped lang bei Gewebetypen ist, die viel
Wasser enthalteft’

Die Sensitivitat dieser Methode ist gering und dpriantifizierung einer markierten
Zellpopulation ist auf3erst schwierig, aber das télm Auflosungsvermdogen ist sehr hoch
(im Bereich vordm) und die Méglichkeit zum dreidimensionalen anasmmen Imaging ist
gegeberf!® MRT wird insbesondere eingesetzt, um Tumore undphmlogische Parameter
zu untersucheft®

Es gibt zwei Kategorien von MRT Markern: T1 Markerd T2 Marker, wobei die T2 Marker
gebrauchlicher sind. Gadolinium (Gd3+) und Mangamtkastmittel werden als T1 Marker
benutz?® T2 Kontrastmittel basieren auf Eisenoxid: Supeapmgnetisches Eisenoxid

(SPIO), ultra kleines Superparamagnetisches Eisén@SPIO), Magnetodendrimere und

214 Wetzke and Happle 2009:17, Hiddemann and RElteil 2000:524-525

215 Der Kernspin kommt z.B. bei Wasserstoffprotomen Er kennzeichnet den kreiseldhnlichen Drehilspu
um die Achse, den Atome mit einer ungeraden Atomkaben. Als Folge des Kernspins induzieren die so
bewegten Ladungen ein schwaches Magnetfeld undkdemspin richtet sich in einem starken externen
Magnetfeld in paralleler oder antiparalleler Riatguentlang den Feldlinien des externen Magnetfelds
(Wetzke and Happle 2009:12).

216 Dufort et al. 201!

217 Hiddemann and Reiter-Theil 2000:513

218 Lietal 2010

219 Dufort et al. 2010

220 Lietal. 2010
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mikro-groBe Eisenoxid Partikel (MPIOS) Diese magnetischen Marker werden in die
(Stamm-)Zellen aufgenommen und koénnen Langzeit-Gdiseitsrisiken bergen durch

Endozytose magnetischer Partikel, insbesondereantr@nervensystem (ZNS). MRT kann

benutzt werden, um markierte Zellen fur mindeste®sVochen in beschadigtem Gewebe zu
verfolgen und es konnte sogar gezeigt werden, wadieiZellen engrafteteff?

Aber auch wenn MRT eine vielversprechemuleivo-Tracking Methode fir MSCs darstellt,

so gibt es auch einige Einschrankungen in ihrerzbarkeit: Falsch positive Ergebnisse
kénnen durch Kontrastmittel zustande kommen, das teten Zellen frei gegeben wurde.

AulRerdem verdinnt sich die Kontrastmittelkonzermrain den markierten Zellen mit jeder

Zellteilung, so dass proliferierende Zellen ofttimehr nachgewiesen werden kénfgn.

1.4.1.3PET und SPECT

Die Positronen Emission Tomographie (PET) -Methooasiert auf der Positronen
Emittierung von Radioisotopen. Der Zerfall einesiResotops produziert Positronen, die auf
ihrem (kurzen) Weg durch Gewebe bei Kollisionen Miblekilen Energie verlieren und
letztendlich kombiniert mit Elektronen (Annihilatip zwei hochenergetische (511 keV)
Gammaphotonen produzieren, die sich in entgegetmjes®ichtungen bewegen. Die
Gammaphotonen werden durch ringférmige Detektorealyaiert und in ein Signal
umgerechnet. Auch wenn der Nutzen von PET in seit@thsensitiven Tracking von
Biomarkern in vivo liegt, fehlt dieser Methode die Mdglichkeit, die oNphologie
abzubilderf® PET Scanner kénnen zusammen mit ComputertomograpkCT) Scannern
benutzt werden, um detailliertere, dreidimensionaeatomische Strukturen sichtbar zu
macherf?® Mit PET/ CT gelang es Lo%&, (iber einen Zeitraum von 2 Monaten die (geringe)
Anzahl von 100.000 MSCs zu detektieren und zu Isi@akn. Die meisten klinischen
PET/CT Studien benutzen radioaktive Metalle zur W#aung, z.B. jgF-fluoro-2-

221! N 6

222 Lietal 2010

223 Yan et al. 2007

224 Lietal 2010

225 Computertomographie (CT) ist eine viel benutztdldgebendes, radiologisches Verfahren in der
Humanmedizin, bei dem Rdntgenbilder aus verschie&ichtungen per Computer zu einem gesamten Bild
mit vielen Ebenen (Schnittbildern) erstellt werd®ufort et al. 2010). Seine Anwendung in kleineerén
wird durch die raumliche Auflésung begrenzt. Jungstden Mikro-CTs entwickelt um Nager mit einer
dreidimensionalen Auflésung von 10 bis 186 imagen zu kénnen (Holdsworth et al. 2000), dehnoc
werden sind Anwendungen von CTs in der ForschuhgndfPositronen- oder Photonenemissionsverfahren
gekoppelt, um eine verbesserte Auflosung zu enhé@Eeimm et al. 2007).

226 & ! 0

227 Love et al. 2007
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deoxyglukose 16FDG) undgsCu. Diese kdonnen allerdings von der Zelle abgegetemlen
und die Halbwertszeiten sind kurz. Alternativ kaaunch das Reportergen Herpes simplex
Virus Typ 1 Thymidin Kinase (HSV1-tk) in die Zielken transfiziert werden. Durch die
Transfektion kénnen allerdings die biologischen wahetischen Eigenschaften der Zellen
verandert werdeff®

Beim Single Photon Emissions Computed TomographYE(T) -Imaging werden
Markierungen benutzt, die Gammastrahlen oder harigetische Rontgenphotonen
emittieren, wie z. Bd, 124, and ¢gmTc. Ein einzelnes Photon pro Event wird direkt
ausgestrahlt. Dieses Photon interagiert mit Eleldnound Kernen naher Atome innerhalb des
Gewebes. Anders als bei den Positronen verlangsanmbndiese energetischen Photonen
nicht, sondern sie werden abgeschwacht. Da es inuPleoton pro Ereignis gibt, ist die
elektronische Visierung nicht moglich und ein pkgbier Kollimator muss hinzugefugt
werden?® SPECT kann benutzt werden um detaillierte Bildemzachen, die hochsensitiv
die Lokalisation der radioaktiven Materialien im fgér zeigerf>° Die Sensitivititen der
beiden Methoden bewegen sich im Bereich vol-@" M fiir PET und 18 M fiir SPECT,
das raumliche Auflésungsvermoégen liegt bei 1,3 nimHAET und im sub-mm Bereich fur
SPECT*

Nachteile von PET sind z. B. die wiederholte Iniekt radioaktiver Marker in einen
Organismus mit dem Potential von radioaktivem Sehadan gesundem Gewebe,
insbesondere bei kumulativer Belastung umgebendameBes. Der PET Scanner detektiert
nur das Radioisotop, d. h. sobald das Isotop auZelke gelassen wurde, reflektiert das PET
Signal nur noch die Ortung des Isotops. Tatsach$tiranschelation haufig? AuBerdem
benétigt PET Imaging die Nachbearbeitung der Bijldes sehr zeitaufwendig sein k&fih.

1.4.1.40ptisches Imaging

1.4.1.5 Biolumineszenz Imaging

Im Biolumineszenz Imaging (BLI) detektiert eine @ecoupled-device- (CCD-) Kamera

grines bis gelbes Licht, das vom Substrat Luciferach Oxidation durch das Enzym

228 & !
229 Dufort et al. 2010
230 Lietal 2010
231 Dufort et al. 2010
232 Lietal 2010
233 N 6 !
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Luciferase (aus Glihwirmchen, Seequalle usw.) emtitivird. Das Luciferase-Gen wird z.
B. durch einen lentiviralen Vektor in das Wirtsgender Zielzellen integriert. Glihwirmchen
(Firefly) Luciferase emittiert Licht im Beiseins rés Substrats D-Luciferin im

Wellenlangenbereich von ca. 560 nm. BLI hat wenigtétgrundsignal und ein gutes Signal-
zu-Rausch-Verhaltnis, und es ermoglicht das wienleghlracking einer kleinen Anzahl von
Zellen. Dieses optische Verfahren lasst sich inz&urZeit durchfihren und ermoglicht
Aufnahmen im Bereich von Sekunden bis Minuten. Bensitivitat des BLI liegt allerdings

unter der von MRT und PET. In Menschen wurde BlLigaund der Immunogenitat der
Proteine bisher selten angewandt. AulRerdem ist hdimane Anwendung durch hohe

Absorption und Streuung von Lumineszenz in Gewedggdnzt£>*

1.4.1.6 Fluoreszenz Farbstoffe

Das Tracking mit Hilfe von Fluoreszenz basiert @ef Tatsache, dass Fluorophore Licht einer
bestimmten Wellenlange aufnehmen und anschlieRéctt kiner anderen Wellenlarfge
emittieren. Dieses Licht kann daraufhin durch dinehsensitive CCD-Kamera aufgenommen
werden?®® Es gibt eine Vielzahl an Fluoreszenz-MarkierungenB. Carboxyfluorescein
Succinimidyl Ester (CFSE), Hoechst33342, 4',6-Ddinv-2-Phenylindol (DAPI), PKH26
und lipophile Carbocyanin-Farbstoffe. CFSE erreiett Toxizitatslevel von 55-90% toter
Zellen nach der Farbung und nur 5-6% der prolifenden Zellen zeigen Fluoreszenz-
Markierung®’ Der DNA-bindende Fluoreszenz Farbstoff Hoechst23@4dnn fiir Kurzzeit-
Zellmigrations- Experimente benutzt werden, dachinsll ausbleicht. DAPI ist ein einfacher
Kernfarbstoff, der mit hoher Effizienz und ohne I#elizitat markiert. Da DAPI aus toten
Zellen freigesetzt wird, kann es nach Zelltod zZisdia positiven Signalen kommen, so dass
dieser Farbstoff ebenfalls nur fiir eine kurzzeithgevendung geeignet i§t® PKH26 zeigt
geringe Toxizitdt und wird dank seiner cytoplass@ien Lokalisation nicht auf andere
Zellen Ubertragen. Jedoch nimmt seine Fluoreszetensitat graduell ab, nachdem es bei der
Zellteilung auf die Tochterzellen aufgeteilt windas das Zeitfenster fir die Benutzung von
PKH26 verringert*

234 & !
235 Emittiert wird langerwelliges Licht als absanttiwurde, da Energie durch den Prozess verlomn gi
236 Grimm et al. 2007
237 Hemmrich et al. 2006
238 Yan et al. 2007
239 Parish 1999
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14.16.1 Lipophile Carbocyanin-Fluoreszenz-Farbstoffe

Lipophile Carbocyanin-Fluoreszenz-Farbstoffe, dealgphatische Kohlenwasserstoffe an die
Lipidschicht der Zellmembran binden, werden viel dar Forschung genutzt, da sie im
Vergleich zu den cytoplasmatischen Farbungen undleau Kernfarbungen eine geringere
Zytotoxizitat besitzeA* Ihre Effizienz fiirin vitro undin vivo Markierungen im optischen
Imaging wurde gezeigf® In den letzten Jahren wird besonders haufig eieéheRvon
langkettigen Dialkylcarbocyanin-Farbstoffen fiir vivo Tracking und Imaging Studien in
Maus und Zebrafisch genutzt: i3 Dil**® DiD*** und DiR*°, die gekennzeichnet sind
durch griine, rote, dunkelrote (far red) bzw. natirfte (near infrared) Emission&fi.Diese
Farbstoffe haben das gleiche Markierungsprinzip wedken zusammen einen grof3en
spektralen Bereich ab (siehe Abbildung 10), so dags das zeitgleiche Tracking
verschiedener Zellpopulationen durch multicolouadimg erméglicheA?’ DiD zeichnet sich
durch eine niedrige Zytotoxizitat, eine hohe Markrgyseffizienz und wenig intrazellularen
Transfer au$?® DiR ist besonders photostabil und alle Carbocydrbstoffe sind schnell
und einfach anwendbar. Obwohl sie stark mit deridsghicht von Zellmembranen
interkalieren, konnte keine ernsthafte Zytotoxizit&i Konzentrationen beobachtet werden,
die ein starkes und gleichméaRiges Anfarben gewistele*® Es gibt allerdings zwei
Einschrankungen in ihran vivo Anwendung, die auch fur andere Fluoreszenz Faffiestof
gelten: 1) Regulare Mausdiat bedingt Autofluorezzem Magen-Darmtrakt der Maus und 2)
Mausfell und Pigmentierung bewirkt eine signifikarReduzierung der Fluoreszenz Signal

Intensitat?™°

240 Progatzky et al. 2013
241 Giepmans et al. 2006
242 DiO = DiOC18(3) (3,3 -Dioctadecyloxacarbocyariterchlorat), SP-DIOC18(3) ist die sulfonierterfo
243 Dil = Di1C18(3) (1,1-Dioctadecyl-3,3,3’ ,3'-Tmmethylindocarbocyanin Perchlorat)
244 DiD = DilC18(5) (1,1'--Dioctadecyl-3,3,3',3-effamethylindodicarbocyanin, 4-Chlorobenzenesulfona
Salz)
245 DiR = DilC18(7) (1,1'-Dioctadecyltetramethyldatricarbocyanin Jodid)
246 Die Farbstoffe sind als “Vibrant cell labelisglution” von der Firma Invitrogen erhaltlich.
247 Progatzky et al. 2013
248 Sutton et al. 2008
249 Progatzky et al. 2013
250 Sutton et al. 2008
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Abbildung 10: Emissions-Wellenldngen von DiO, MID und DiR, modifiziert nach Invitrogen

1.4.1.6.2GruUnes Fluoreszenz Protein

Das Griune Fluoreszenz Protein (GFP) ist ein 27klDaamers Protein, das aus der Qualle
Aequorea Victoria stammt. Es absorbiert blaues tLictd emittiert griine Fluoreszenz ohne
exogene Substrate oder Co-Faktoren. GFP stellt effimente und geeignete Methode dar,
markierte Zellen zu identifizieréfi’ Zusammen mit seinen stabilisierten und verbesserte
Varianten ist es das am meisten verbreitete Flaeregprotein in der biologischen
Forschund>? Innerhalb der letzten Dekaden wurde GFP in Zédilin Geweben und sogar
ganzen Organismen wie der transgenen GFP-Mausofécifungszwecke eingesetzt GFP
wird in allen Geweben der GFP Maus ohne nennenswextizitat exprimiert% %
Stammzellen des KM transgener Mause, die sich ifiefl@nzierung oder Proliferation
befinden, ist GFP noch nachweisb&rAuch wenn die Benutzung von Fluoreszenz Proteinen
\orteile hat, z.B. das Langzeit-Zell-Tracking, gé® auch Nachteile, die ihre Benutzung fur
in vivo Anwendungen einschranken konnen: Nicht alle Repgene geben ein ausreichend
starkes Signal, das effiziente Detektionvivo erlaubt. Stabile Expression von Fluoreszenz
Proteinen kann durcbx vivoManipulation erreicht werden, wie Transfektionafisduktion
mit anschlieRender Populations- oder klonaler Siglek Insbesondere bei Primarzellen ist
jedoch das arbeitsaufwéandigevitro Engineering nicht immer moglich und eine Einflulgun

ins Genom kann zu weiteren genetischen Veranderufigeen®° GFP ist aufgrund seiner

251 Yan et al. 2007
252 + > -
253 Progatzky et al. 2013
254 Yan et al. 2007
255 Progatzky et al. 2013
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Wellenlange schlecht geeignet, um durch Gewebeengtpgeren, so dass nach Alternativen
gesucht wird. Eine Entwicklung, die dia vivo Anwendung von Fluoreszenz-Proteinen
beschleunigen konnte, ist die Optimierung des maremroten Fluoreszenz Proteins (RFP)
durch Photostabilitat und far-red Emissfoh.

1.4.1.6.3 Quantum Dots

Quantum Dots (QDs) sind Halbleiter Partikel mit pikalischen Eigenschaften, die sie je
nach Grol3e dazu befahigen, Licht einer Wellenlavgechen 525 und 800 nm zu emittieren.
QDs bestehen aus einem anorganischen Kern, einbiillimg aus Metall und einer &uf3eren,
organischen Schicht! Die in vitro Markierung von Zellen durch QDs wird erschwertaiur
ihre relativ groRe Grol3e und der daraus resulttkmerDiffusionsgrenze der Zellmembran.
QDs konnen passiv durch Inkubatfdh Elektroporation, zellularer Mikroinjektion und
Transfektionen mit kationischen Liposomen (Lipo&wine) in die Zielzellen gebracht
werden?®® QDs konnen fiir multiplex Imaging, Einzel-QD-Traogi und 3-D Imaging
Rekonstitution benutzt werden. Die hohe Lichtstrepuund die Moglichkeit des
Labeltransfers von QDm vivo limitiert jedoch ihre Anwendbarkeit, insbesondéestdiese

beschrankt fiim vivoAnwendungen im Gehirff°
1.4.1.6.4 NIRF

Eine weitere optische, Fluoreszenz-basierte, niokasivein vivo bildgebende Methode fir
Kleintiere ist das so genannte Near-Infrared-Flscease (NIRF)-Verfahren. Diese Methode
birgt gegentber anderen optischen Verfahren zweeNMe: 1) Es wird in einem ,optischen
Fenster” gemessen, das sich ca. zwischen 600 nm10A88 nm der Lichtwellenlange
befindet. In diesem Wellenlangenbereich kann distebeGewebepenetration von Licht
stattfinden, da Chromophore wie Lipide und Wassegrim unteren bzw. im oberen Bereich
des NIRF-Spektrums optisch storen. 2) Es ist diouporeszenz im NIRF-Bereich niedriger
als in anderen Wellenlangenbereichen des Lichtslass ein gutes Signal-Rausch-Verhaltnis

erreicht wird?®* Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass ldezeBzenzdetektion im

256 Sutton et al. 2008

257 ‘% !

258 Der Mechanismus der zellularen Aufnahme von Q@IDsch Inkubation ist unbekannt, aber es wird
angenommen, dass er Endozytose-vermittelt ist.

259 "% !
260 Lietal 2010
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2.1 Material
# ( <> % 98
Bezeichnung Lieferant
Analysenwaage Voyager pro Ohaus
Cedex XS Analyzer Roche Applied Science
DISCOVERY XT Ventana
FACS Canto Il BD Biosciences
Fluoreszensmikroskop AXIO Observer Z1 Zeiss
Fluoreszenzmikroskop Leica DM Leica
Gefrierschrank Gastro 425L Liebherr
Heraeus Multifuge X3 Heraeus
Heraeus XR3 Multifuge Heraeus
Inkubator Heracell 150i Heracell
Inkubator Heracell 150i-mit O2-Regelung Heracell
Inkubator Heracell 240i Heracell
Laser BD FACS Canto Becton Dickinson (BD)
Leica DFC 295 digitale Kamera Leica
Light Cycler 480 Il mit 96-well Block Roche
Maestro™ Imaging Systems PerkinElmer
Nano Drop ND 2000 Nano Drop
QIAGEN TissueLyser QIAGEN
Sicherheitswerkbank Klasse 1l Typ BDK-S 1200 BDKfttwnd Reinraumtechnik GmbH
Standkuihlschrank Liebherr FKS5000 Liebherr
Stickstofflagerbehélter Biosafe 420SC Air Liquide
TiefkUihlschrank -85 Grad GFL Thermo Scientific
Zentrifuge Eppendorf 5424R Eppendorf
Zentrifuge Eppendorf 5430R Eppendorf
Zentrifuge Heraeus X3 Heraeus
2.1.1.1Zellkultur Equipment
# 5E > <U$
Bezeichnung Lieferant
Analysenwaage Voyager pro Ohaus
Fluoreszensmikroskop AXIO Observer Z1 Zeiss
Fluoreszenzmikroskop Leica DM Leica
Gefrierschrank Gastro 425L Liebherr
Heraeus Multifuge X3 Heraeus
Heraeus XR3 Multifuge Heraeus
Inkubator Heracell 150i Heracell
Inkubator Heracell 150i-mit O2-Regelung Heracell
Inkubator Heracell 240i Heracell




Laser BD FACS Canto Becton Dickinson (BD)
Leica DFC 295 digitale Kamera Leica
Light Cycler 480 Il mit 96-well Block Roche
Nano Drop ND 2000 Nano Drop
Sicherheitswerkbank Klasse 1l Typ BDK-S 1200 BDKft-wnd Reinraumtechnik GmbH
Standkiihlschrank Liebherr FKS5000 Liebherr
Stickstofflagerbehalter Biosafe 420SC Air Liquide
Tiefkiihlschrank -85 Grad GFL Thermo Scientific
Zentrifuge Eppendorf 5424R Eppendorf
Zentrifuge Eppendorf 5430R Eppendorf
Zentrifuge Heraeus X3 Heraeus
Neubauer Zéahlkammer Carl Roth
Superfrost Plus slices Objekttrager Gerhard MeGrebH
24 well-Platte Corning
15 ml konisches, Polypropylen-basiertes BD Biosciences
Zentrifugations Réhrchen
Vectashield Hard Set ( H-1500 ), Mounting Medium c¥ashield

2.1.1.2Chemikalien, Reagenzien und Puffer

Tab. 7: Chemikalien, Reagenzien und Puffer

Bezeichnung Lieferant
0,05% Trypsin-EDTA Invitrogen
Alpha MEM ohne Glutamin Lonza
Citratpuffer, 0,1M Sigma-Aldrich
Collection Tubes (2 ml) QIAGEN
Dimethyl Formamid (DMF) Sigma-Aldrich
DNase | Sigma-Aldrich
DNeasy Mini Spin Columns in 2 ml Collection QIAGEN
Tubes
DPBS Lonza
DPBS ohne Ca2+and Mg2+ Lonza
Eosin Merck
Essigsaure Merck
FBS Gibco
Formaldehyd Lésung 37% Merck
GlutaMAX-I Gibco
Hamatoxylin Merck
Hyaluronidase Applichem
Kollagenase CLS | Biochrom
Lyse-Puffer nach S. Reichhuber 100mM NHA4CI + 5mM
Hepes + 0,5mM KHCO3
+0,1mM EDTA
Roche
Methylenblau Farbeldsung nach Ehrlich Fluka
Mytomycin C Sigma-Aldrich
Paraffin Sigma-Aldrich
Penicillin/Streptomycin (PenStrep) Gibco
Proteinase K QIAGEN
Puffer AE QIAGEN
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Puffer ATL QIAGEN
Puffer AW1 QIAGEN
Puffer AW2 QIAGEN
Quantifiler Human DNA Standard ABI
Quantifiler PCR Reaction Mix ABI
(AmpliTaq Gold® DNA Polymerase, dNTPs mit
dUTP, Passive Referenz, optimierte Puffer
Komponenten)
Quantifiler® Human Primer Mix ABI
SP-DilC18(3) (#D7777) invitrogen
Standard Kultur Medium Alpha MEM ohne
Glutamin
+10% FCS
+ 1% PenStrep
+ 1x GlutaMAX-I
Streptozotocin Sigma-Aldrich
T1oEo0.1Puffer: Merck
—10 mM Tris-HCI (pH 80) S|gma-A|dr|Ch
— 0.1 MM NgEDTA
Vybrant DiD (#V-22887) Zellfarbelésung Invitrogen
2.1.1.3Zelllinien
Tab. 8: Zelllinien
Bezeichnung Lieferant

Murine MSC Linie aus KM einer p53-/- C57/BI6
Maus (Conrad et al. 2009)

Apceth GmbH

2.1.1.4Kits

Tab. 9: Kits

Bezeichnung

Lieferant

Quantifiler™ Human DNA Quantification Kit

Applied BioSystems

DNeasy Blood & Tissue Kit

Qiagen

2.1.1.5Antikorper

Tab. 10: Antikorper fir die RCA und die ICC

Antigen | Wirts Spezies | Ziel Isotyp Fluoresze | Firma Bestellnumm | Klon
Spezies ns er
CD73 Maus Mensch | IgG1 PE BD 550257 AD2
CDh49d Maus Mensch | 1gG1,/ | APC BD 559881 9F10
CD105 Maus Mensch | IgG1 PE BD 560839 266
CD90 Maus Mensch | 1gG1,k | PE BD 555596 E510
CD54 Maus Mensch | IgG2b, | PE BD 347977 LB-2
/
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CD106 Maus Mensch | 1gG1,/ | FITC BD 551146 51-10C9
CD273 Maus Mensch | 1gG2a,/ | APC Biolegend 329608 24F.10C12
CD274 Maus Mensch | IgG2b, | PE Biolegend 329706 29E.2A3
/
CD184 Maus Mensch | IgG2a,/ | APC BD 560936 12G5
Insulin Meerschweinch| Schwein | - - Dako A0564 -
en
Tab. 11: Antikorper fur die FACS Analyse
Antigen Wirts Ziel Isotyp Fluoreszens Firma Bestellnummer Klon
Spezies| Spezies
CD11b Maus | Mensch| 19G1,/ APC BioLegend 301410 CBRM1/5
CD14 Maus | Mensch| 1gG2a,/ PE BD 555398 M5E2
CD19 Maus | Mensch| 1gG1,/ PE BD 345777 4G7
CD34 Maus | Mensch| 1gG1,/ APC BD 555824 581
CD45 Maus | Mensch| 1gG1,/ APC BD 555485 HI30
CD73 Maus | Mensch| 1gG1,/ PE BD 550257 AD2
CD90 Maus | Mensch| 1gG1,/ PE BD 555596 5E10
CD105 Maus | Mensch| 1gG1,/ PE BD 560839 266
HLA-DR Maus | Mensch| 1gG2a,/ PE BD 555812 L243 (G46-6)
Tab. 12: Antikorper Isotypkontrollen und Sekundéitarper
Isotyp Isotypkontrolle| Fluoreszeng Firma Bestellnummer| Klon
IgG1,/ Maus APC BD 550854 MOPC-21
IgG2a,/ | Maus PE BD 556653 G155-178
IgG1,/ Maus PE BD 559320 MOPC-21
IgG2a,/ | Maus APC BD 550882 G155-178

2.1.1.6Zubehor fur das Ventana Histologie System IHC

Tab. 13: Zubehdr Ventana System

Reagenz Bestellnummer
Ventana DAB Map TM Kit Cat.05266360001
Ventana Bluing Reagent B2 Cat.05266769001

Ventana Hematoxylin Il H2

Cat. 05277965001

Ventana Endogenous Biotin Blocking Kit B1

Cat. 660292001

AB Diluant D4

Cat. 05266319001

Goat Serum G1

Dako X 0907

Ventana Hamatoxylin Il H2

Cat: 05277965001

Ventana Bluing Reagent B2

Cat: 05266769001
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2.1.1.7Mausstamme

Tab. 14: Mausstamme

Bezeichnung Lieferant
BALB/cAnNTac (Balb/c) Taconic
NOD/ShiLt] (NOD) Charles River Laboratories

2.1.1.8Materialien fir Maushaltung, Tierversuche und Sekton

Tab. 15: Spezielle Materialien fiir die Haltung Wdéusen, fir Tierversuche und Sektion

Bezeichnung Lieferant

Accu-Chek Aviva Blutzuckermessgerat [mg/dl] Roche

Accu-Chek Teststreifen, Aviva Roche

Autoklaviertes, pelletiertes Nagerfutter, StandBidt, Nr. Provimi Kliba
3337016

Bezeichnung Lieferant
EDTA-Ro6hrchen (Microvette K3E) Sarstedt
Einmal-Injektions-Kandlen, & 0,45 * 25 mm Braun

Einmalspritzen sterilisiert, pyrogenfrei, 1 ml Dispomed

Einstreu Ssniff

(autoklaviertes Weichholzgranulat, Lignocel)

Fusselfreie Tucher (Kim wipes) Kimberley-Clark Corp.
Hamatokrit-Kapillare mit EDTA™ Hirschmann Laborgerate
(1,5 mm Durchmesser, 78 Inhalt)

Kanulen 18 - braun & 0,45 x 25mm 26G x 1 Sterican
Kunststoffkafig Tecniplast

(1500U Eurostandard Typ IV S
480 x 375 x 210 mm - Kafignutzflache 1500%m

Metallgitterdeckel Tecniplast

(auRenliegender Deckel mit Gitterseiten)

Nageholz, GréRe S Abedd

Nestbaumaterial aus Hanf Ssniff

Pipettenspitzen (verschiedene Grol3en) Eppendorf
Plasma-Rohrchen (Microvette 500 LH-Gel) Sarstedt

Reaktionsgefal3e (verschiedene Grof3en) Falcon

Sezierbesteck Thalheimer

Skalpellklinge Bayha

Bestrahltes, chlorophylifreies Hochfett-Nagerfuttdr. 2127 Provimi Kliba

0708

Bestrahltes, chlorophylifreies Nagerfutter, Nr. 22708 Provimi Kliba
Trankewasser autoklaviertes Stadtwasser, Penzberg
Pipetten, verschiedene Grofzen (1-1000pl) Eppendorf
Inhalationskammer Roche Penzberg, Werkstatt
Inhalationsmaske Roche Penzberg, Werkstatt
Isoflurarf® (Inhalationsanasthetikum) CP-Pharma

Narkoseeinheit (inkl. Flow Meter) Roche Penzberg, Werkstatt

265 Ethylendiamintetraacetat
266 1-Chloro-2,2,2-Trifluoroethyl Difluoromethyl Ber
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2.1.1.9Maushaltung

Die Mausé®” wurden im spezifisch pathogenfreien Bereich dertfltung Roche Penzberg
in Gruppen von 2-5 Tieren in Kunststoffkafigen deategorie IVS unter spezifischen
klimatischen Bedingungen gemald den Richtlinien Eederation of European Laboratory
Animal Science Associations (FELASAY gehalten, siehe Tab. 15. Die Kéafige enthielten
Einstreu, ein Hanfpad zum Nestbau und ein Stlc&kéatiertes Holz zum Nagen. Auf den
Metallau3engittern auf den Kéfigen standen den Mé&yselletiertes Futter und Wasser in
Trinkflaschenad libitum zur Verfugung. Zwischen 6 Uhr morgens und 18 Uherals
(Tag/Nacht Rhythmus von 12h / 12h) wurden die Miiliesbeleuchtet.

Tab. 16: Klimatische Bedingungen in der Tierhalti®arhe, Penzberg

Temperatur 22 °C (20 -24 °C)
Luftfeuchte 55 % (45 — 70 %)
Luftwechselrate 15-20 I/h
Tag/Nacht-Rhythmus 12h/12h

2.1.1.10 Software

Tab. 17: Software

Software /Verwendungszwec| Firma

Statistische Tests: R-project.com
R (Version 2.12.0)
FACS Analyse mit FlowJo Tree Star
Software
NIRF Maestro Auswertung | Perkin Elmer
mit der Nuance Software
NexES v9.30 fur die Ventana
Discovery XT

Immunhistochemie
Light Cycler 480 Software fur| Roche Diagnostics

die Datenanalyse der Real-
Time-PCR

267 Die Behandlungen und Versuche mit allen in afie&rbeit aufgefihrten Mausen wurden durch die
Veterinarbehdrde Oberbayern genehmigt unter folgamktenzeichen: Az. 55.2-1-54-2531-72-10 und Az.
55.2.1.54-2532-160-11

268 Guillen 2012
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2.2 Methoden

2.2.1.1Zellexpansion: Expansion von MSCs aus UC und KM
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2.2.1.4Zellzahlung

Es wurden 20 pul einer Zellsuspension in eine Seiter Neubauer Zahlkammer pipettiert und
lichtmikroskopisch die detektierbaren Zellen gerzéhld mit den fir diese Kammer geltenden
Faktoren multipliziert um auf Zellen/ ml zu komméber die Ermittlung der

Populationsverdoppelung wurde die Verdoppelungsmzichnet:

Die Populationsverdopplungen (PD) und die Verdopgézeit (DT) wurden ausgerechnet
unter Verwendung folgender Gleichungen:

wobei  die Anzahl der Zellen an Tag 1 ist (Zellen/cm?) unddie Zellzahl am Tag der

Ernte.

wobei  die Kultivierungszeit ist®®

2.2.1.5Zellen einfrieren und auftauen

Die Zellen wurden fir 90 s bei 37°C im Wasserbaffjetaucht und anschliel3end in 10 ml
Medium suspendiert. Nach Zentrifugation fiir 5 Mewtbei 300g wurde der Uberstand
verworfen und die Zellen in einem vorgegebenen Man Kulturmedium aufgenommen,
anschlieBend wurde mit Hilfe der Neubauer Zahlkamufie Zellzahl ermittelt. Fir die
Zellexpansion wurden die Zellen in reguléaren Zdtikdlaschen mit 500 — 1.000 MSCs/cm?
und 2.500 — 5.000 MSCs/ml ausgeséat. Das Mediumevallé drei bis vier Tage erneuert bis
eine Konfluenz von 70-90% erreicht war. Dann wurdé@n Zellen einmal mit Mg-, C&*-
freiem DPBS gewaschen und mit Hilfe von 0,05% Tiy#sDTA (7 ml pro 175cm? Flasche,
5 min bei 37 °C vorgewarmt) abgelost. Nach einéulbationszeit von ca. drei Minuten im
37°C Schrank wurde das Trypsin durch Zugabe defa@i&n Menge Zellkulturmedium
inaktiviert. Zellzahl und Viabilitat wurden bestinimmit einer Trypanblau Exklusionsmethode

in einem Hamocytometer oder in einem Cedex XS Agalyfir das Zellzahlen. Fir das

269 siehe ,Der Experimentator* Schmitz 2009:216
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Passagieren wurden die Zellen auf neue Zellkuéiscthen ausgesat. Fur das Einfrieren wurde
eiskaltes Kryomedium, bestehend aus 90% FCS andM%O, verwendet. Dabei wurden
die Zellen vorsichtig in Konzentrationen von 1-5& Zellen/ml resuspendiert, und es wurde
1 ml der Zellsuspension in Kryovials pipettiert.riaah wurden die Vials sofort in einen bei
4°C vorgekuhlten Einfriercontainer gelegt und uldacht im -80 °C Schrank gelagert,
wodurch eine konstante Kihlrate von 1 °C/min geveddtet ist. Ab dem Folgetag wurden die

Zellen in Flussigstickstoff gelagert.

2.2.1.6lsolierung von MSCs aus menschlicher Nabelschnur

Nabelschnire wurden nach Kaiserschnittgeburten Roten Kreuz Oberosterreich geliefert.
KM gesunder Freiwilliger wurde von Lonza geliefeRie Spender hatten eine von der

Ethikkomission genehmigte Einwilligung nach Aufidéag schriftlich unterzeichnet.

UC-MSCs wurden nach Sesharetfdymit Modifikationen isoliert. Die Nabelschnur wurde
gewogen und in kleine Stiicke geschnitten. Die Stiwkrden in 1 ml DPBS ohne €and
ohne Md@*, mit 530 U/ml Kollagenase CLS I, 674 U/ml Hyaluidase und 25 pg/ml DNase |
fur 6 h bei 37°C im Schuttel-Wasserbad inkubiernséhlieRend wurden die Zellen
gewaschen und mit 20.000 Zellenfcim Standard Kulturmedium ausplattiert.

Humane Knochenmark MSCs wurden nach Pitteéljdurch Dichtegradientenzentrifugation
isoliert. Die MSC-angereicherte Fraktion wurde dabei einer Dichte von 200.000

Zellen/cnf in Standard Kulturmedium ausplattiert.
2.2.1.7Zellkultivierung und —expansion

Die MSCs wurden bei 70-90% Konfluenz passagierertdr wurde das Kulturmedium
abgesaugt und durch DPBS ohne Magnesium und Kalensetzt, anschlie3end wurde das
DPBS durch 3 ml 0,5% Trypsin ersetzt. Die Zellkdflasche wurde fiir 3-5 Minuten in den
37°C Inkubator gestellt, die Flasche auf eine h@tberflache geklopft und anschliel3end das
Ablésen der MSCs mikroskopisch beobachtet. WenrzZdieen abgel6ést und nur wenige bis
keine Zellaggregate mehr sichtbar waren, wurde Tagpsin durch die 3-5-fache Menge

Standard Kulturmedium inaktiviert. Die Zellsusp@mswurde mit einer Pipette gemischt und

270 Seshareddy et al. 2008
271 Pittenger et al. 1999
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20ul for die Analyse unter der Neubauer Zahlkamnesmtnommen. Der Rest der
Zellsuspension wurde bei einer Beschleunigung v&a@g3ur 5 Minuten zentrifugiert. Nach
der Zentrifugation wurde der Uberstand abgesaugt fisches Standard Kulturmedium
hinzugeflgt, so dass eine MSC Konzentration vor03@8C/ml erreicht wurde, die nach der
Ausplattierung in eine Zellkulturflasche 1000 MS@#centspricht.

Das Zellkulturmedium wurde alle 3-4 Tage durch é&i 37°C vorgewarmtes frisches

Medium erneuert.

2.2.1.8Immunosuppressive Eigenschaften von MSQs vitro

MSCs Uben einen immunmodulatorischen Effekt ausurdar die Inhibition der T-Zell-
Proliferatiorf’2

Immunologische Eigenschaften von MSCs wurden dwethin vitro co-Kultur System
bewertet. Dazu wurden MSCs mit humanem periphetenrBononuklearen Zellen (PBMCs)
kokultiviert, wie bereits in Hartma&f und Quah’ beschrieben. In diesem Test wurden PHA-
stimulierte, allogene PBMCs in direkter CokulturtiMSCs in einem Verhaltnis von 1:10
kultiviert. Peripheres Blut wurde von gesunden Wilégen in einem 5 ml Vacutainer Tube
inklusive 12,35 mg Natrium Citrat und 2,21 mg Zitemsédure aufbewahrt. Das Vollblut
wurde auf einen Ficoll-Paque PLUS von GE Healthcéieerlagert und bei einer
Beschleunigung 1.200 g fir 20 Minuten zentrifugi@BMCs wurden aus der Ficoll-Plasma
Grenzflache gewonnen, einmal mit sterilem DPBS gewan und zu 20 « $0m| DPBS mit
5% FCS von PAA Laboratories fur die CFSE Farbunglirent. PBMCs wurden mit CFSE
nach Herstellerangaben der Firma Sigma-Aldrich ripefa

25.000 MSCs mit oder ohne 20 ng/ml TidRind 20 ng/ml INFg (beide Cytokine stammen
von Roche Applied Science) wurden in TriplikatenFiachboden 24 Well-Platten der Firma
Corning ausgesat und konnten (iber Nacht adharidmennéchsten Tag wurden 2.5 «>10
CFSE-gefarbte PBMCs (mit oder ohne Stimulierungcd.5 pg/ml phytohemagglutinin-L
(PHA-L der Firma Roche Diagnostics) in Standardkuftedium pro Well hinzugefiigt. Nach

272D ? ?
273 Hartmann et al. 2010
274 Quah et al. 2007
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der Cokultivierung mit MSCs bei 37°C in 5% g@tmosphéare fur sechs Tage wurden die
PBMCs gewaschen und in DPBS/2% FCS resuspendiedgchhieliend wurden sie durch
Flow Cytometry analysiert mittels des FACS Cantedh BD Biosciences. Die Datenanalyse

wurde mit Hilfe der FlowJo software von Tree Stardahgefihrt.

2.2.1.9MSC Membranfarbung mit SP-DIO und DID

Die Stammlésung des Membranfarbstoffs DID war gethafertig. Aus dem sulfonierten
DiO-Derivat SP-DIOGg(3) der Firma Invitrogen Technologies, das als Pwdédiegt, wurde

mit Hilfe von Dimethylformamid (DMF) eine Stammldsy hergestellt: 5 mg SP-DIO Pulver
wurde in 5 ml Dimethylformamid (DMF) geldst, mitnerr Konzentration von 1 mg/ml

(Stamml6sung).
Herstellen der Zell-Féarbelésung aus der Stammldsuag-arbeprotokoll:

Aufgetaute MSCs aus UC der Passage 4 wurden beindTbei einer Beschleunigung von
300 g fir 5 Minuten zentrifugiert und in einer Diehvon 1 « 18 Zellen/ ml in DPBS
resuspendiert. Pro ml der Zellsuspension wurdié &er Farbe-Stammldsung (SP-DIO oder
DID) hinzu pipettiert, so dass die Zell-Farbelésway 5 UM konzentriert war. Die Zellen
wurden sanft durch Pipettieren gemischt und fir Minuten bei 4°C inkubiert,
wahrenddessen sie mehrfach durch Schwenken neusegtmvurden. Anschlie3end wurden
die Zellen bei Raumtemperatur und bei 300 g fir ®uwen zentrifugiert. Der Uberstand
wurde abgenommen und die Zellen wurden in eine tBichon 18 Zellen/ 200pl

resuspendiert.

2.2.1.10 Fluorescence-activated-cell-sorting Analyse

Zur Fluorescence-activated-cell-sorting (FACS) Amsal wurden ungefahr 100.000 MSCs in
100 ul von DPBS mit 2% FCS suspendiert und mit 1dgg spezifischen Antikdrpers oder
der Isotypkontrolle fir 30 Minuten bei 4°C inkuliieNach zweimaligem Waschen mit
DPBS/2% FCS wurden die Zellen in DPBS/2% FCS remudiert und durch das Flow
Cytometer analysiert. Fur die Datenanalyse wur@eRiibwJo software der Firma Tree Star

verwendet.
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2.2.1.11 In vitro Differenzierung der MSCs

MSCs aus UC, AM und KM wurden nach drei PassageAdipozyten, Osteoblasten und
Chondrozyten differenziert. Fir die adipogene uiwl asteogene Differenzierung wurden
20.000 MSCs/ctin 12-well-Platten ausgesat und unter Standardtgdingungen bis zur

Konfluenz kultiviert. Die Zellen wurden dann mit ipdgenem oder osteogenem
Differenzierungsmedium fur 2 bzw. 2 bis 3 Wocherntikiert. AnschlieRend wurden die

Zellen in 4% Formaldehyd fixiert. Um die adipogelDdferenzierung sichtbar zu machen,
wurden die Lipidtropfen der differenzierten Zellanit Red Oil O gefarbt. Osteogen
differenzierte Zellen wurden mit Alizarin Red S @edt. Kontrollzellen wurden fir die gleiche
Zeitspanne unter Standardkulturbedigungen gehakén.die chondrogene Differenzierung
wurden 250.000 MSCs fur 5 Minuten bei 150g in einemikalen, Polypropylen-basierten 15
ml Zentrifugationsréhrchen zentrifugiert. Das réisunénde Pellet wurde in chondrogenem
Medium fir drei Wochen kultiviert, wahrend die Kuovitpellets fur drei Wochen in

Standardkulturmedium kultiviert wurden. Nach drebdhen wurden die Pellets in 4%
Formaldehyd fixiert und in Paraffin eingebetteth&itte wurden auf Objekttrager gebracht

und mit Alician Blau gefarbt.

2.2.1.12 Beschreibung der verwendeten Mauslinien

2.2.1.13NOD Mause

NOD Mause (nonobese diabetic mice) sind ein Tiemtofiir juvenilen Diabetes. Diese
Mause entwickeln, wie in der Einleitung erwahntorsjan einen T-Zell basierten Diabetes
mellitus und teilen viele der klassischen Merkmads Typ 1 Diabetes beim Menschen wie
das Vorhandensein von Lymphozyten Infiltrationenden Inseln des Pankreas vor dem
Beginn des Klinischen Diabetes, Insulinopenie, Hgiygamie, Polyurie und
Gewichtsverlugt®. Nach einigen Wochen des klinischen Diabetes ekgin diese Mause
ebenfalls eine Ketose und sterben, wenn sie nighihsulin behandelt werden. Anders als im
Menschen wird im NOD Mausstamm eine geschlechtdigpe®, erhthte Inzidenz an
Diabetes bei Weibchen beobachtet, so dass fur @iasiersuche ausschliel3lich weibliche
Mause verwendet wurden. Umweltfaktoren spielendseilnzidenz sowie dem Beginn des

Diabetes eine Rolfé® so dass bei Versuchsbeginn nicht bekannt war,wele Mause in

275 Makino et al., 1980
278 giter et al., 1990
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welcher Zeitspanne spontan diabetisch sein wirBeés.spontane Diabetesrate bei NOD
Weibchen schwankt, wie sich in den durchgefiuhrtensichen zeigte, zwischen 60% und
80%2%" Es wurden ausschlieBlich diabetische M&use in ‘Wersuchsgruppen der
Stammzelltherapie aufgenommen, wobei als Kriteridiir diabetische Mause ein
Blutglukosewert von mehr als 300 mg/dl an zwei éieinander folgenden Messungen

festgelegt wurde.
2.2.1.14Balb/c

Die Wildtyp Mause Balb/c von Jackson Lab. sind gémgiges Albino Mausmodell mit 42
Hintergrund®. In den Versuchen wurden ausschlieRlich weiblidieise verwendet.

2.2.1.15 Blutzuckerbestimmung

Den Mausen wurde einmal wdchentlich abwechselndatibte bzw. linke Schwanzvene an
jeweils verschiedenen Stellen punktiert und ca.But enthommen. Dieses Blut wurde mit
Hilfe des Roche Akku Check auf den Blutzuckergebatestet.

2.2.1.16 Diabetes Ausbruch (Onset) bei NOD Mausen

Die NOD Mause wurden in zwei Gruppen aufgeteilt: {Unbehandelt) und 1B (mit
Cyclophosphamid behandelt).

Zu 1A: Weibliche NOD Mause erkranken zwischen der und 50. Lebenswoche, je nach
Sterilitéat der Haltungsbedingungen, zu 60-80% smorin autoimmunem Diabetes, weshalb
der Diabetes Status ab der 10. Lebenswoche einiethemtlich Gberwacht werden musste.
Es ist laut Karuonos u. Goes 2003 fur Kurzzeitgndvertretbar, an Diabetes erkrankte
Mause 4 Wochen lang ohne Insulin Therapie zu ha#taa Griinden des Tierschutzes wurden
Versuchs- Kontroll- und Reservetiere spatestenk raeem 4 Wochen andauernden Diabetes
tierschutzrechtlich korrekt durch transzervikales|Dkation euthanasiert. Die Zielorgane

wurden anschlieend entnommen und histologischraurdbt.

Zu 1B: NOD Mausen dieser Gruppe wurde das alkyligeeAgens Cyclophosphamid 200
mg/kg i.p. in einer Konzentration von 20 mg/ml i®% Kochsalzlésung in ca. 200 pl

gespritzt wie in Brode et al. 2006 beschrieben. Diabetes Status wurde, wie bei den NOD

277 Anderson u. Bluestone 2005
278 http://www.criver.com/
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Mausen der Gruppe 1A, eine Woche nach der Cyclgtarsid-Injektion, spatestens aber ab
der 10. Lebenswoche einmal wochentlich Gberwacht.

2.2.1.17 Diabetes Ausbruch (Onset) bei Balb/c Mausen

Die Balb/c Méause wurden in zwei Gruppen aufgetedfA (5-mal niedrig dosiertes
Streptozotocin) und 2B (1-mal hoch dosiertes Stagbcin mit Fettdiat).

Zu 2A: Im Rahmen dieser Studie wurden weiblichebBRaMause verwendet, denen im Alter
von 6 — 8 Wochen Streptozotocin injiziert wird wre Paik et al., 1980 fur Balb/c Mause
beschrieben: Die Streptozotocingabe erfolgte jeswmmibrgens nach einer Nacht des Fastens,
d.h. es wurde kein Futter sondern nur Wasser pewdllt. Es wurde an 5
aufeinanderfolgenden Tagen intraperitoneal (i.prg@ozotocin in einer Dosierung von 40
mg/kg in 0,1 M Citratpuffer aufgelost mit einem phert von 4,5. Die Konzentration des
Streptozotocins ist 4 mg/ml, d.h. den Mausen wuicker200 pl gespritzt. Die so behandelten
Mause entwickeln laut Literatur nach ca. 12 Wockeen stabilen Diabetes (Glukosespiegel
> 300mg/dl). 16 Tage nach Injektion wurden die Magswogen und die Blutglukosewerte
wurden gemessen, was wochentlich wiederholt wukierzu wurde Blut mit Sticks von

Accu Check der Firma Roche untersucht.

Zu 2B: Die zweite Gruppe der Balb/c Mause erhiek&tzlich zur Streptozotocingabe eine
besonders fetthaltige Diat (35,5% statt 4,5% F&t)rch die Diat kann im Gegensatz zu
normal erndhrten Mausen ein Diabetes auch nachemumaliger Gabe von 100 mg/kg
Streptozotocin pro kg Korpergewicht der Maus ehesté’® In diesem Mausmodell ist nach
ca. 4 Wochen Diat und der Streptozotocingabe michtder partielle3-Zell-Verlust eines
Typ2-Diabetes sondern zusatzlich die in menschiicli®atienten mit Typ 2 Diabetes
vorkommende Insulinresistenz vorhand&hDen Mausen wurde einmalig Streptozotocin in
einer Konzentration von 10 mg/ml 0,1 M Citratpuffejiziert, d.h. das Endvolumen betrug
ca. 200 ul. Die Streptozotocingabe erfolgte morgeash einer Nacht des Fastens. Die
wochentliche Blutzuckerbestimmung wurde wie bei daderen Mausgruppen beschrieben

durchgefuhrt.

279 Luo et al., 1998
280 Luo et al., 1998
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2.2.1.18 MSC Transplantation

1+1¢ hMSCs, in einem Volumen von 200 pl isotonischesuriy, wurden langsam intravends

in die Schwanzvene der Maus injiziert.

2.2.1.19 Organentnahme

Bei Beendung des Versuchs wurden die Mause urndéertisoflurannarkose retroorbital
ausgeblutet (500-800ul Blut) und anschlieBend gektrum einen Genickbruch zu initiieren.
Nach Feststellung des Todes wurden folgende Orgameommen und zur weiteren
histologischen bzw. PCR-Aufarbeitung geteilt: Hetmpge, Leber, Milz, Pankreas, Nieren
und Knochenmark. Das Knochenmark wurde aus demegr@®erschenkelknochen durch
Spulung mit 200l steriler PBS-L6sung gewonnen. Oiganhélfte fur die Histologie wurde
anschlieBend fur 24h in 4%iger Formalin-PBS-Lostiivgdie spatere Einbettung fixiert, die
andere Organhalfte bei -70°C bis zur Prozessiefiundie PCR Analyse eingefroren.

2.2.1.20 DNA Gewinnung aus Mausgeweben

Um DNA aus den eingefrorenen Mausorganen zu gewinnwearden diese aufgetaut und flr
Lunge, Leber, Niere und Pankreas jeweils ein 25gmges Stiick abgewogen und abgetrennt.
Bei Milzproben wurden 10 mg abgeschnitten. Die @egevurden anschlie3end in ein 1,5 ml
Eppendorf Tube Uberfihrt und 180 Puffer ATL hinzu pipettiert. AnschlieRend wurddre
Organe mit Hilfe des QIAGEN TissuelLyser fur ca. gvidinuten homogenisiert. Alle
folgenden Reagenzien sind Teil des DNeasy Kit vORGEN. Es wurden 2@l Proteinase K
zu dem homogenisierten Gewebe pipettiert und ddsdRén fur eine Minute gevortext. Es
wurde dann auf einem temperierten Schuttler beC56f mindestens 1,5 h inkubiert, bis eine
homogene, braunliche Suspension ohne Klumpen ad&tavar. AnschlielRend wurde erneut
gevortext fur 15 s. 20@l Puffer AL wurde zur Probe pipettiert und die gasa Probe noch
einmal stark gemischt. Dann wurden 2D@Ethanol (96%) hinzugefugt und wieder gemischt.
Die Probe wurde dann in eine DNeasy Mini spin Sawerfuhrt und mit jeweils 50@l
Puffer AW1 und AW2 gewaschen. Anschliel3end wurdeen Saule gebundene DNA durch
2004l Puffer AE bei einer Beschleunigung von 6000gesiuund in einem 1,5 ml Eppendorf
Rohrchen aufgefangen. 1,5 pl der so gewonnenenePvalrde durch den Nano Drop
photometrisch gemessen und das Messergebnis (déekdNzentration) notiert sowie daraus

die DNA Verdiunnung fir eine Endkonzentration deoler von 300 ng / ul berechnet.
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Anschlielend wurde die Probe fur den PCR Ansatz Puiffer AE entsprechend dem

Rechenergebnis verdinnt.

Fur die 500 pl Blut und 200 pl KM pro Mausprobe deirdas Protokoll in @hnlicher Weise
durchgefuhrt: Im ersten Schritt entfiel die Homagemwung, dafir wurde zu KM 24l
Proteinase K und zu 10 pl Blut ebenfalls 20Proteinase K sowie 190 pl steriles PBS
pipettiert. Dann wurde 20@| Puffer AL (ohne Ethanol) hinzu pipettiert und fl5 s
gevortext. Im nachsten Schritt wurde bei 56°C fOrMinuten inkubiert und 20@l Ethanol
(96%) zur Probe pipettiert. AnschlieBend wurdenRlieben behandelt wie die vorgenannten
Gewebeproben. Nach Analyse des DNA Gehalts dereArgivo pl wurde der zusatzlich
bendtigte Puffer AE errechnet und die Probe mit dRerfier so verdinnt, dass die Werte 100
ng DNA pro ul fur KM und 4 ng / ul DNA fir die Blptoben erreicht wurden. Diese

verdinnten Proben wurden fur die Quantifiler Reatd-PCR eingesetzt.

2.2.1.21 Methoden zur Pharmakokinetik

2.2.1.22Detektion humaner DNA durch quantitative Polymerag-Ketten-Reaktion (PCR)

Die Quantifiler PCR von ABI detektiert ein humanszifisches “One-copy-target” Gen, das
62 Basen lange Human telomerase reverse trans@igiene (hTERT). Wenn in der Real-
Time-PCR ein Signal fur die Detektion dieses Gamtsteht, bedeutet dies die Anwesenheit
humaner DNA in der Maus, da die Maus nicht UbeseBeGen verflugt. Das hTERT kommt
pro menschlicher Zelle nur einmal vor, weshalb @ignal durch eine Standardreihe
guantitativ in ng DNA und dann in menschliche Zellengewandelt werden kann. Fir den
Ansatz wurden die Proben mit 4ng DNA/ul fur Blut BNMzw. mit 100 ngdl KM DNA und
300 ng#l Gewebe DNA eingesetzt. Die humane DNA Standardeden mit ToEq; Puffer
hergestellt. Die Standardverdinnungsreihe wurdgefalermalien pipettiert:

Tab. 18: Standard Verdinnungsreihe PCR

Standard Konzentration (ng/ul Mengen Minimalmengeg Verdinnungsfaktor
Std. 1 50.000 5@l [200 ngAl 104l [200 ngAl 4s
stock] + 15041 stock] + 3041 T1oEq 1
T10Eo 1 Puffer Puffer
Std. 2 16.700 504l [Std. 1] + 104l [Std. 1] + 3s
1004l T10Eo0.1 Puffer 204l T10Eo0.1 Puffer
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Std. 3 5.560 5041 [Std. 2] + 100 | 1041 [Std. 2] + 204] 3s
4 T10Eo0.1 Puffer T10Eo.1 Puffer

Std. 4 1.850 5041 [Std. 3] + 100 | 1041 [Std. 3] + 204I 3s
4 T10Eo0.1 Puffer T10Eo.1 Puffer

Std. 5 0.620 5041 [Std. 4] + 100 | 1041 [Std. 4] + 2041 3s
4 T10Eo0.1 Puffer TloEo_lpuﬁer

Std. 6 0.210 5@l [Std. 5] + 100 | 1041 [Std. 5] + 204I 3s
4] T10E01 Puffer TloEo_lpuﬁer

Std. 7 0.068 5041 [Std. 6] + 100 | 1041 [Std. 6] + 2041 3s
4 T10Eo0.1 Puffer TloEo_lpuﬁer

Std. 8 0.023 5041 [Std. 7] + 100 | 1041 [Std. 7] + 2041 3s
4 T10Eo0.1 Puffer TloEo_lpuﬁer

Der Primer wurde vor dem Pipettieren langsam aafgetund anschlielend auf Eis
aufbewahrt. Vor dem Offnen wurde 3-5 Sekunden gexbrDer PCR Reaction Mix wurde
kurz geschwenkt und ebenfalls auf Eis gestellt. Avsatz wurden 10,5 pl Primer Mix und
12,5 pl Reaction Mix zusammen pipettiert und aesein Master Mix 23 pl in jedes Well der
Light Cycler Platte pipettiert. AnschlieRend wurd@ml DNA-Verdinnung hinzu pipettiert,
so dass 29 ul pro Well der Light Cycler Platte gefiiaren. Jede Probe wurde in doppelter
Ausfuhrung auf der Platte angelegt und pro 96 WRiitte wurden alle acht DNA Standards in
Duplikaten mit analysiert und zur anschlieRendeme8&nung der Probenkonzentrationen
herangezogen. Waren alle Wells fertig pipettietiyde ein “Optical Adhesive Cover” (eine
dunne Plastikfolie als Verdampfungsschutz tberRi@ben) geklebt und die 96 Well Platte
fur 20 s bei 2009 zentrifugiert und in den Lightalzy gestellt. Anschlie3end wurde folgendes

Programm gefahren:

Es wurden 50 Zyklen des Amplifizierens (Annealiggfahren, siehe Tab. 19:

Tab. 19: Cycler Programm der Quantifiler RT-PCR

Phase Zyklen Temperatur (°C) Dauer
Pra-Inkubation 1 95 10 Minuten
95 15 Sekunden
Amplifizierung 50
60 60 Sekunden
Kihlen 1 40 1 Sekunde

Nach Beendigung der Real-Time PCR wurden die Eigebnmit Hilfe der Light Cycler

Software analysiert. Diese errechnet durch einadstakurve die Menge an humaner DNA
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pro Probe. Laut Ramdt ist pro menschlicher Zelle 6,67 pg DNA vorhandeie Ergebnisse
der Quantifiler Real-Time-PCR bezogen sich auf Mienge an menschlicher DNA. Diese
wurden in humane Zellen umgerechnet sowie in hunZasllen pro Mausorgan, da bekannt
war, dass 6 4ng (in 2 pl fur Blut ) Maus DNA pro Well bzw. 6300 ng DNA fir Gewebe
und 6 100 ng DNA fir KM pro PCR Probe eingesetzt wurdsir. die Mauszelle wurde mit
7.3 pg Maus DNA®? gerechnet. Die Zellzahlen pro Organ wurden, weichtranders in der

Tabelle angegeben, aus Meyerrose et al., 2007 rantien, siehe Tab. 20.

Tab. 20: Mauszellen pro Organ

Organ Mauszellen pro Organ (nur DNA-haltige Zellen)
Milz 7,21+10
Pankreas 3,51« 10
Nieren 3,46 + 19
Leber 7,58 « 19
Lunge 21110
Blut®™™ Balb/c: 1,7 » 10
NOD: 5,82 « 16
Knochenmark®™ 556 « 16

2.2.1.23Rare Cell Analyse

Die primaren humanen MSCs (hMSCs) wurden mit einlgrophilen fluoreszierenden
Carbocyanin Membranfarbstoff (DilC18(5)= ,DID* fisie NIRF-Gruppen und DIOC18(3) =
~SP-DIO” fur die anderen Gruppen markiert. Hierfimrde 50 pl SP-DIO Farbstofflésung in
10 ml Zellsuspension mit 1<iZellen fir 10 Minuten bei 4°C inkubiert, anschbe@

gewaschen und die Zellen bis zum Tag des Verswaghgsfroren.

Bei Versuchsbeginn wurden die isolierten primaréiSKs in einer Konzentration von

jeweils 1+16 Zellen pro Maus langsam i.v. in einem Volumen 260 pl in die Schwanzvene

281 Ramot et al., 2009

282 Lee et al., 1984

283 Das Verhaltnis von Blutvolumen zu Gewicht beilden betragt 10.35 ml/g (Vacha, 1975). Das Gewlieht
hier eingesetzten Balb/c Mause war durchschgiittli8,6 g (SD 1,45) und das der NOD Mause 25¢g (5D 2
Die Menge an Kern- und damit DNA-haltigen wei3emtBéllen pro ml Blut sind nach Jackson Lab fir
Balb/c Mause 8980/ml und fir NOD Méause 2250/ml.

284 Die Knochenmarkzellularitat acht Wochen alter Balldause laut Table 1 in Colvin et al., 2004.
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injiziert. Zu den angegebenen Zeitpunkten (5 Minubés 6 Wochen nach Injektion) wurde
den Mausen final 500 — 800 pl Blut retroorbital Imasofluran-Narkose entnommen und auf
Eis in dem Heparinrbhrchen gelagert bis die Aufiteng fur die RCA Analyse begann.

Das Blut wurde dann in folgenden Arbeitsschrittemdndelt: 1) Mehrfach wenden, 2) 1:10
mit Lysepuffer inkubieren, Inkubationszeit: 10 Miao bei Raumtemperatur, 3) 15 Minuten
bei 200g abzentrifugieren, 4) 1. Waschen: Ubersteexverfen, 5) Pellet in 5 ml PBS

resuspendieren, 6) 15 Minuten bei 200g abzentefegi, 7) Uberstand verwerfen, 8) Puffern:
Zugabe von ca. 1ml PBS, 9) 15 Minuten bei 200g atoegieren, 10) Slotten: Die ca. 1000
pl mischen, 11) je 50 ul auftropfen auf Objekttra@eiperfrost, 4 Objekttrager pro Ansatz
antrocknen lassen, 12) Zugabe von 50ul 1:100 verteim Antikorper 13) Drei mal mit PBS

spulen 14) eindeckeln mit Mounting Medium und 18w dem Mikroskop auswerten.

Die Antikdrperfarbungen wurden auf3erdem auf hMSIsdspensionen (UC, Passage 4), die
ohne Mausblut auf Objekttrager aufgetropft wurded |il) angewendet. Hierfir wurden UC
hMSCs in Passage 4 stimuliert sowie unstimulienogemen.

2.2.1.24NIRF

Die Méause wurden fir ca. 3 Minuten in einer Inhalegkammer verbracht, die mit einer
Sauerstoff (100 ml/min) und 5% Isofluranmischundgiget war. Die so in Anasthesie
versetzten Mause wurden anschlie3end mit eineddhbasmaske, aus der das Gasgemisch
weiter stromte, in das NIRF Gerat der Firma Maestraging System gelegt. Es wurde ein
Venenkatheter an die Schwanzvene gesetzt. AnsenlikRvurde die Videoaufnahme der
jeweiligen Maus gestartet. Erst wurde fur ca. 20kuBiden bei Weildlicht gefilmt,
anschlieRend wurde bei 700nm Licht emittiert urelAbsorption bei 645nm durch den NIRF
Filter gefilmt. Erst wenn im NIRF Bereich gefimtude, wurden der Maus Uber den
Venenkatheter 1+fODID-markierte hMSCs in 200pl PBS injiziert. Die Mge wurden

jeweils fur ca. zwei Minuten gefilmt und anschlie@esuthanasiert.
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Versuch durchgefiihrt, bei dem gefarbte menschlistae ungeféarbte Mauszellen gemeinsam
kultiviert wurden. Da die Teilungsrate der immoetalp53~ Mauszelllinie sehr viel hoher ist
als die der primaren hMSCs, wurde fur diesen Vdrseioe Relation von 1:10 fir Maus-
Zellen zu Mensch-Zellen ausgesat. Die hMSCs wurdender Cokultivierung mit SP-DIO
gefarbt. Aus Abbildung 13 ist ersichtlich, dass ldienanen Zellen in begrenztem Umfang SP-
DIO verlieren, wahrend die Mauszellen ,griiner” leten als vor der Cokultivierung.

Abbildung 13: In der Cokultur von SP-DIO gefarbtéMSCs mit ungefarbten murinen p53-/- MSCs ist im
FACS Experiment eine Ubertragung von SP-DIO zwisathen Zelltypen sichtbar.

Relevanz des Cokultur-Versuchs fiir die Tierversuche

Der Farbstoff SP-DIO war in einem dreitagigen CtkuVersuch von Mensch- auf Maus-
Zellen Ubertragbar. Dies bedeutet jedoch nichts dies Mauszellen, nachdem der Maus SP-
DIO gefarbte hMSCs injiziert wurden, grin fluoresein. Man kann aber davon ausgehen,

dass die hMSCi vivo Uber die Zeit viel an Leuchtkraft verlieren werden
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Da in dem Versuch die Relation von Maus-Zellen zenkth-Zellen 1:10 betrug, sind die
ungefarbten Maus-Zellen von einer erheblichen Zgdfiarbter Mensch-Zellen umgeben.
Dieses Verhéltnis von Maus-Zellen zu den sie umgeée Mensch-Zellen in den vitro

Situation ist in dem vivo Situation starker als nur umgekehrt proportional.

3.1.1.2Haltbarkeit der SP-DIO-Markierung in hMSCs

Membranfluoreszensfarbstoffe ,verdiinnen* sich beelltgilungen, da die jeweilige
Tochterzelle nur ca. 50% der gefarbten Membranderdnach auch der Fluoreszenz erhalt.
Damit man einen Einblick dariber bekommt, wie ladge Membranfluoreszenzfarbstoff SP-
DIO nach Injektion in eine Maus vivoin intakten, gefarbten hMSCs detektierbar seimkan
wurdein vitro ermittelt, wie lange SP-DIO in sich teilenden aigh in sich nicht teilenden
Zellen per FACS Analyse detektierbar ist. Damitliédungen ausgeschlossen sind, wurden
die SP-DIO gefarbten hMSCs der sich nicht teilendg@ruppe vor der Farbung mit
Mitomycin-C behandelt (53@y/mL). In Abbildung 14 sieht man die Ergebnissesdge FACS
Experiments. Die rote Kurve zeigt die Ergebnisserdeht gefarbten, teilungsfahigen MSCs.
Die blaue Kurve zeigt die Ergebnisse der SP-DIGudmén, teilungsfahigen MSCs und die
gelbe Kurve zeigt die Ergebnisse der SP-DIO geérhicht teilungsfahigen, Mitomycin-C
behandelten MSCs. Bis zu Tag 9 in Kultur sind @ituhgsfahigen SP-DIO gefarbten MSCs
gut sichtbar auf der X-Achse weiter rechts, alsitawvem griinen Kanal, so dass sie von den
ungefarbten MSCs unterscheidbar sind. Ab Tag 18 dia SP-DIO gefarbten und die nicht
gefarbten MSCs im FACS nicht mehr zu unterscheideh, die teilungsfahigen hMSCs
behalten den Farbstoff SP-DIO flr mindestens 9 &lbehstens 14 Tage. Die Fraktion der
hMSCs, die sowohl mit SP-DIO als auch mit Mitomy€&inbehandelt wurde, behalt den
Farbstoff zu 90% mindestens bis zu Tag 49. Eslsst davon auszugehen, dass die hMSCs,

die in eine Maus injiziert werden, mindestens n€age lang fluoreszieren werden.
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Abbildung 14: SP-DIO Fluoreszenz bleibt in sichaeilen hMSCs in vitro
mindestens 9 Tage und in nicht teilenden hMSCs esitaths 49 Tage detektierbar

3.1.1.3ISCT Kiriterien FACS Panel

Bei einem weiteren FACS Versuch sollte geklart werdob der Farbstoff die MSC-

Eigenschaften der hUC MSCs verandert. Hierfir wardie Markerexpression gefarbter und
ungefarbter MSCs miteinander verglichen. Antikorfigrdie positiven ISCT Marker (CD90,

CD73, CD105) wurden sowohl mit SP-DIO gefarbten M&@ auch mit ungefarbten MSCs
inkubiert.
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3.1.1.5In vitro Differenzierung von MSCs
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3.2.1.1NOD-Mause (Gruppe l1a)

Die 50 NOD-Mause der Gruppe 1la wurden in der Stadikt behandelt. Die Versuchsreihe
diente dazu, die spontane Diabetes-Inzidenz fir MNEDse zu ermitteln. Nach 32

Lebenswochen waren 58% der Mé&use diabetisch geworde

Tragt man die Werte der Blutglukosemessungen derskld@er Gruppe la in Abhangigkeit
von dem Lebensalter auf, so erhalt man die nachifalg Graphik. Betrachtet man die Reihe
der Medianwerte der Blutglukosemessungen, so bafimdiese sich im Bereich von 95,5
mg/dl bis 142 mg/dl.

Abbildung 19: Blutglukose Messwerte fur die Mause Gruppe la
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3.2.1.2NOD-Méause mit Cyclophosphamid (Gruppe 1b)

Die 50 NOD-Mause der Gruppe 1b wurden in der Stundieeiner einmaligen Gabe von
Cyclophosphamid 200 mg/kg i.p. behandelt. Die \ehsteihe diente dazu, die Diabetes-
Inzidenz nach Cyclophosphamid-Gabe fir NOD-Mause Rkestimmen. Nach 25

Lebenswochen waren 12% der Tiere diabetisch.

Die Werte der Blutglukosemessungen der Mause dapger 1b in Abhangigkeit von dem
Lebensalter sind in der nachfolgenden Graphik daefje Die Reihe der Medianwerte der
Blutglukosemessungen befinden sich im Bereich \&b &g/dl bis 121 mg/dl.

Abbildung 20: Blutglukose Messwerte fiir die Mause Gruppe 1b
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3.2.1.3Balb/c - Mause (Gruppe 2a)

Es wurde 50 Balb/c Mausen an 5 aufeinanderfolgeri@dgen i.p. Streptozotocin in einer
Dosierung von 40 mg/kg gespritzt. Wahrend des Beaibagszeitraums von 122 Tagen nach
Behandlung wurde keine der Mause der Gruppe Z2aetisgh. Die Mediane der
Blutglukosewerte variieren in dem Intervall vonr@g/dl bis 140 mg/dl.

Abbildung 21: Blutglukose Messwerte fir die Mause Gruppe 2a

3.2.1.4Balb/c — Mause (Gruppe 2b)

Die Tiere der Gruppe 2b, bestehend aus 50 Balb/aisktd erhielten zusatzlich zur
einmaligen Streptozotozin-Gabe von 100 mg/kg eiegthéltige Diat. Wahrend des

Beobachtungszeitraums von 99 Tagen nach Behanalunde keine der Mause der Gruppe
2b diabetisch.
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Die Mediane der Blutglukosemessungen der Mause Gleppe 2b liegen im Bereich
zwischen 95 mg/dl und 141 mg/dl.

Abbildung 22: Blutglukose Messwerte fir die Mause Gruppe 2b
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3.2.1.5Vergleich der Gruppen la (,NOD Mause unbehandeltyund 1b (,NOD Méause
mit Cyclophosphamid-Injektion*)

Um den Einfluss von einer einmaligen Cyclophosplia@abe auf den Ausbruch von
Diabetes mellitus bei NOD-Mausen zu ermitteln, veurdine ,Uberlebenszeitanalyse*
durchgefuhrt, wobei anstelle der Lebenszeit der ddadie Ereigniszeit betrachtet wird, bei

der die Mause zweimal hintereinander einen Glukesevon 300 mg/dl Gberschritten haben.

Betrachtet man fiir dieses Ereignis eine ,Uberlefrksion® S(t), so ist diese definiert als

die Anzahl der Mause in der Gruppe, fur die bis Zgeitpunkt t das Ereignis noch nicht

eingetreten ist, dividiert durch die Anzahl der Méaulieser Gruppe. Die Uberlebensfunktion
wird mit Hilfe der Kaplan-Meier-Schatzung ermitt&lt Tragt man diesen Anteil S(t) fur die

Gruppen la und 1b auf, so ergeben sich fur dieseenDéolgende Schatzungen der
,Uberlebensfunktion“ und der dazugehérigen 95% Kaberizintervalle (KI):

285 Die Berechnungen erfolgten nach Sachs u. Hedhd2006:611-616.
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Abbildung 23: Schatzung der ,Uberlebensfunktionitfit-Diabetes-Inzidenz)
fur die Mause der Gruppen 1a und 1b

Die 95%-Konfidenzintervalle fir die ,Uberlebensfiigkhen in Abh&ngigkeit von den

Eintrittszeitpunkten sind in der nachfolgenden Tiebaufgefuhrt.

Tab. 21: Schatzwerte der ,Uberlebensfunktion” nidaplan-Meier fiir die Mause der Gruppen 1a und 1b

Unteres

Ite LUber- Standardfehler unteres oberes
Risiko

Zeit leben* 95% KI | 95% KI

Ereignis

Gruppe la

Gruppe la

Gruppe la

Gruppe la

Gruppe la

Gruppe la

Gruppe la

Gruppe la

Gruppe la
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Gruppe la

Gruppe la

Gruppe la

Gruppe la

Gruppe la

Gruppe 1b

Gruppe 1b

Gruppe 1b

Gruppe 1b

Gruppe 1b

Gruppe 1b

Um den Vergleich der ,Uberlebenszeiten® der beidé®@D-Maus Gruppen daraufhin zu
untersuchen, ob es einen signifikanten Unterschiredden ihnen zugrunde liegenden
Gesamtheiten gibt, wurde der Logrank-Test nach ®amd Haenszel durchgefuiff. Die
Ergebnisse sind in der nachstehenden Tabelle wgedeben. Wie man an dem dort
angegebenen kleinen p-Wert erkennt, sind die Uchiede statistisch hoch signifikant
(p=0,00051).

Tab. 22: Logrank-Test fiir die ,Uberlebensfunktia®r Mause der Gruppen 1a und 1b

Anzahl Beobachtet| Erwartet
N @) E (O-E)*2/E | (O-E)"2/V
Gruppe 1a 49 27 17.4 5.36 12.1
Gruppe 1b 50 8 17.6 5.27 12.1
Chi-Quadrat = 12.1 bei 1 Freiheitsgrad p= 0.00051

Als Ergebnis fur die NOD-Maus Gruppen lasst siclstdellen, dass eine einmalige
Cyclophosphamid-Gabe den Diabetes Onset weder lbesogt noch die Diabetes Gesamt-
Inzidenz erh6ht. Dieses Resultat bedeutet, dassCgakbphosphamid- NOD-Mausmodell
nicht fur die weiteren Versuche im Rahmen der egeinden Arbeit geeignet ist.

3.2.1.6Zum Vergleich der Gruppen 2a (,Balb/c Mause mit 5 hjektionen
Streptozotozin®) und 2b (,Balb/c Mause mit 1 Injektion Streptozotozin +
Fettdiat")

Fur die Balb/c Mause der Gruppen 2a und 2b wurdesthrend des gesamten

Untersuchungszeitraums nur Blutglukosewerte untertder Schwelle von 300 mg/dl

286 Die Berechnungen erfolgten nach Sachs u. Hiethd2006: 616-61
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3.3.1.1Pharmakokinetik von hMSCs in Mausen, PCR-Daten

"t >> > %S ( %H E



Abbildung 25:Pharmakokinetik der hMSCs pro 250.000 Maus Lungelte#

Es wurden pro 250.000 Maus-Organzeifénin allen Organen, auBer Blut und Lunge,
weniger als 10 menschliche Zellen nachgewiesenhMaec Injektion der hMSCs steigt die
Anzahl in der ersten Stunde leicht an, anschlie3shdie Anzahl der hMSCs rucklaufig.
Nach sechs Wochen finden sich nur noch sehr geMeggen an menschlicher DNA in den
Organen der behandelten Mause. In der Maus Lunget&eine héhere Anzahl an humanen
Zellen als in allen anderen Organen gefunden wertkeriner Relation von bis zu 1:100
(humane Zellen: Mauszellen). Der hoéhere Anteil adSKs, die pro 250.000 Maus
Organzellen in den Wildtyp im Vergleich zu den diabchen Mausen gefunden werden

289 entspricht Anzahl humaner Zellen in jeweils 800ng Maus DNA, was 246575 Zellen entspricht, geet
250.000 Zellen
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kénnen, liegt wahrscheinlich an deren niedrigereewiGht — die NOD Mausen wiegen ca.
1,75 mal mehr als die Balb/c Mause, so dass siehhtdSCs in mehr Maus-Organzellen
verteilen.

Extrapoliert man dieselben Daten pro gesamtem OdganMaus und korrigiert die NOD
Daten um den Faktor des hoheren Gewichts, so emmdit die Abbildung 26. Hier ist die
Prozentzahl von der Gesamtheit der applizierteteZell() als Mediane der Mausgruppen
(n=5-7, d.h. 5 bis 7 Mause pro Gruppe) aufgelisteterhalb der ersten Stunde nach Injektion
kommt es zu einer Akkumulation der Zellen in demga. 70-100% der injizierten Zellen
kénnen in den Wildtyp und in den Diabetes Mausee &tunde nach Injektion in der Lunge
gefunden werden, danach nimmt ihre Zahl stetigralen anderen Organen finden sich unter
1% der hMSCs wieder.

"g+

$*

"o+

$*

Abbildung 26:Verteilung der hMSCs in ganzen Organen von Wildiyd Diabetes Mausen,
angeben in % der ursprunglich injizierten Zellezhédian der Gruppe)

Sieht man sich die Mediane der detektierten merdan Zellen pro gesamtem Mausorgan
an, wird noch klarer, dass die Zellen sich in denge akkumulieren. Der Grol3teil von 70-
100% der hMSCs findet sich spater in der LungeMause wieder, wobei die Anzahl der
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3.3.1.2Pharmakokinetik von hMSCs in Mausen

3.3.1.3 RCA Ergebnisse
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bei autoimmunem Typ-1 Diabetes wie dem der NOD Maus histologische Untersuchung
ist eine wichtige Methode, um die Daten der PCRIys®&zu erharten.

Abbildung 31: Histologische und Immunhistochemisglidnahmen von Lungen und Pankreata

diabetischer und Wildtyp Mause 30 Minuten nachehSC Transplantation

In der Abbildung 32 sind Schnitte von Lungen undiaata von mit hMSCs injizierten
Mausen wiedergegeben. Die Aufnahmen stammen vobetisghen NOD und nicht-
diabetischen Balb/c Mausen 5 bis 60 Minuten nagiktion. In den Schnitten der Lungen
sind bei beiden Maustypen durch hMSCs hervorgesufeBmbolien erkennbar.
Lymphozytenaggregate in Langerhans Inseln sind an &chnitten der NOD Pankreata
erkennbar. Dieser Befund anderte sich nicht imabdgiuf: unabhangig von dem Zeitpunkt der
hMSCs-Injektion konnten Lymphozytenaggregate gedmndverden. Als Erklarung hierfar
kann der Sachverhalt herangezogen werden, dass dachDiabetes Status, wie die

Blutglukose-Messungen zeigen, nach Zelltherapibtrdodert.
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3.3.1.5Ergebnisse der Blutglukosebestimmungen
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3.3.1.6NIRF Ergebnisse
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3.4  Zusammenfassung Ergebnisse
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4.1  Zur Wahl der Methoden fir die Analyse der PK in M&usen
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Als in vivo Tracking Methode wurde NIRF gewahlt. Diese Methasle flr kurzzeitige
Messungen der PK, d.h. fur den Zeitraum in derearBtinuten nach Injektion, gut geeignet.
Insbesondere zeigte sich, dass die Ergebnisse eus/ersuchen mit i.v. injizierten DIiD
gelabelten hMSCs mit den in der Fachliteratur Vferifichten Resultaten Ubereinstimmen.
Zudem sind die Ergebnisse konsistent mit den Eigebn der durchgefiihrten PCR Versuche.
Fur eine langerfristige Analyse der PK durfte jddodIRF ungeeignet sein, weil die
Sensitivitat von NIRF zu gering ist. Die geringenSi@vitat konnte in durchgefihrten
Versuchen gezeigt werden: ein hMSC Signal konrdeglieh in der Brustregion der Balb/c
Mause gefunden werden, obwohl durch die Ergebnigsedurchgefiihrten PCR Analyse
bekannt ist, dass auch in den anderen Organerekingsringe Anzahl an hMSCs vorhanden
ist.

Als geeigneter Fluorerszenzmarker, den man z.BleinRCAex vivoim Blut der Mause
detektieren kann, hat sich der gewahlte SP-DIO hawBie Farbung mit SP-DIO verandert
die hMSCs in ihrer Biologie nicht und die ISCT HKuiten flr die Definition von MSCs
konnten sowohl bei den ungeférbten als auch bei giférbten Zellen gezeigt werden.
Folgende Befunde fur den Marker SP-DIO ergaben bmim Vergleich von gefarbten zu
nicht-gefarbten hMSCs: 1) es gibt keinen Untersthreder Oberflachenmarkerexpression
sowohl der positiven als auch der negativen ISCTkila 2) die Differenzierungskapazitat in
die drei Linien Fett, Knorpel, Knochen unterscheideh nicht und 3) die Fahigkeit,
Lymphozyten zu inhibieren, ist gleich ausgeprager Bluoreszenzmarker SP-DIO ist zwar
leicht Ubertragbar inin vitro Experiment, zeigt aber eine stabile Emission in defarbten
Zellen fur mindestens 9 Tage und &ndert die MSdogie nicht.

Hinsichtlich der Wahl der Antikdrper, um die hMS@sder Maus ex vivo wiederzufinden,
ergaben die durchgefiihrten immunhistologischenérs, dass die positiven ISCT Marker
CD90, CD73 und CD105 geeignete Marker sind, um hM&ah in der Maus anzufarben.

Als Methoden fir die Darstellung der PK wurden R®&R und Histologie eingesetzt. Eine
Kombination aus PCR und Histologie hat sich bei \dersuchsdurchfiihrung bewéahrt: Die
PCR stellt sich als Methode der Wahl dar, da siee ejuantitative Aussage Uber die
Anwesenheit menschlicher DNA in den verschiedenaga@en geben konnte. Mit Hilfe der
PCR Ergebnisse konnte die Werte des gesuchten Pamr@amhMSC Zellzahlen pro Organ®
berechnet werden. Diese experimentell ermittelteart®/decken sich auch mit den in der

Literatur angegebenen Werten. Mit der durchgefithfiestologischen Analyse der Maus-
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4.3  Sicherheit und Bioverteilung von i.v. appliziertenhMSCs in Mausen
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beobachtet werden. Laut Literatthrhomen maximal 0,5% der Zellen, was bei den grof3en
Schwankungen, die zwischen den Einzeltieren aefiratin zu geringer Unterschied ist, um
ihn mit der Real-Time-PCR Methode detektieren zandn. In Abbildung 36 wird, wie oben
erwahnt, ein pharmakologisches Drei-Kompartment-®lofilir die i.v. Injektion von MSCs
vorgeschlagen: Die injizierten MSCs werden in deteeKompartment Blut injiziert und
kommen von dort durch zuféllige Verteilung in dasitd Kompartment, alle Gewebe und
Organe (aul3er der Lunge). In das zweite KompartntéatLunge, kommen die MSCs durch
den Blutfluss sehr schnell und verbleiben dort ZA180% aufgrund der Enge der
Lungenkapillaren. Die Clearancerate (aktiv und pagst in allen Kompartments so hoch,

dass es nach sechs Wochen fast keine MSCs mehmpfakgerorganismus gibt.

Abbildung 36: Vorgeschlagenes Pharmakokinetisches Kompartment-Modell von i.v. injizierten hMSCs

Erlauterung zu Abbildung 36: Kl ' o' 8/ : K, = Rate an

or (/1 R. - Rate der Clearance R = Rate des Influx

Die Daten der Analysen in dieser Arbeit legen natess es nach i.v. Injektion von
MSCs in einen Organismus zu einer Anhaufung dézienfen Zellen in der Lunge
kommt, der durch den Blutfluss bedingt ist. Die daunst die erste fir Zellen enge
Passage nach i.v. Injektion. AnschlieRend komnauegeringfigigen und zufalligen
Zellverteilungen in andere Organe, gefolgt von mirektiven oder passiven Clearing

301 Li et al., 2001
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i.v. applied MSCs on beta cells mass in the diskpsacreas. Some scientific literature states
otherwise — this discrepancy can be explained bys#iting of the experiments in this work:
the late stage of the MSC therapy in diabetic raiceé the age of the mice.

It was shown that the RCA is not a suitable mettwodetect circulating hMSCs in the blood
of the injected mice and to analyze the injectelis aespectively: hMSCs could not be

detected at any chosen time-point within the blobthe injected mice.

The real-time PCR turned out to be a suitable nteioce it is sensitive enough to detect
very small amounts of human DNA and its data cao &k calculated to get the number of
whole human call per mouse organ. The data shovee@mulation of h(MSCs in the mouse
lung with 70-100 % of the injected cells but onndom distribution into other organs with
subsequent decrease. These findings are consigtéimt current literature. The direct

comparison of a disease model with a healthy wikt mouse model and the
pharmacokinetic data collected over six weeks lwayet been demonstrated. It confirms the
assertion that homing does not, or only to a vemglsextent, takes place. The histological

and NIRF data confirm the observations seen by afatze PCR analysis.

Key Words: Mesenchymal Stem Cells, Pharmacokinetics, Cellrdpye Diabetes mellitus,

Cell Tracking
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