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1. EINLEITUNG

1.1. Grundlagen zu Stammzellen aus Knochenmark und Nabelschnur-
blut

Stammzellen bilden die Basis der Organentwicklung. Sie sind charakterisiert
durch die Fahigkeit zur Selbsterneuerung und Differenzierung in reife Zellen mit
bestimmten morphologischen und funktionellen Eigenschaften. Man unter-
scheidet embryonale und adulte Stammzellen. Embryonale Stammzellen wer-
den als pluripotent bezeichnet, da sie zu Zelltypen aller drei Keimblatter (Meso-
derm, Endoderm und Ektoderm) ausreifen kénnen, d.h. zu allen Zell- und Ge-
webetypen eines kompletten Organismus. Adulte oder auch somatische
Stammzellen zeigen dagegen ein eingeschranktes Differenzierungspotenzial.
Als multipotente Stammzellen kommen sie sowohl in Knochenmark, peripherem
Blut und Nabelschnurblut vor als auch in verschiedenen Geweben, wie Muskel,
Myokard, Leber und Gehirn, die zur gewebespezifischen Regeneration befahigt
sind (Prockop et al., 2003). Adulte Stammzellen des Knochenmarks differenzie-
ren unter anderem in hamatopoetische Stammzellen (HSZ) sowie in
endotheliale und mesenchymale Stammzellen (Kondo et al., 2003). In-Vitro-
und In-Vivo- Experimente weisen auf eine mégliche Nutzung dieser Multipotenz
fir die Geweberegeneration hin. Welche Bedeutung insbesondere Stammzellen
aus Nabelschnurblut in der regenerativen Medizin haben, wird in Kapitel 1.3

dargestellt.

Die hamatopoetische Stammzelle im Knochenmark, die im Mausmodell intensiv
untersucht wurde, gilt als Prototyp der adulten Stammzelle. Die beim
Erwachsenen im Knochenmark vorkommende multipotente hamatopoetische
Stammzelle steht am Anfang der Entwicklung aller Blutzelltypen und ist
lebenslang fur die Regeneration des gesamten Blutsystems verantwortlich (Re
und Wolf, 2007) (Abb.1: Hdmatopoese).



Jede sich teilende hamatopoetische Stammzelle hat verschiedene
Entwicklungswege: Selbsterneuerung, Differenzierung zu linienspezifischen

Vorlauferzellen und Eliminierung durch programmierten Zelltod oder Apoptose.
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Abb.1: Schematische Darstellung der Himatopoese (mod. nach Fauser, 1997). Alle
Blutzelltypen entwickeln sich aus pluripotenten Stammzellen, die sich selbst standig
erneuern. Unter dem EinfluB von Wachstumsfaktoren und weiteren Regulationen
entstehen zuné&chst lymphatische und myeloische Vorlauferzellen, die auf einem
definierten  Entwicklungsweg  UOber linienspezifische  Vorlauferzellen  zu
funktionsféahigen Zellen des peripheren Blutes proliferieren und differenzieren. Diese
Vorgange finden fast ausschlieBlich im Knochenmark statt. Vorlauferzellen der T-
Lymphozyten wandern jedoch nach ersten Reifungsstadien zur weiteren Ausreifung
in den Thymus.



Hamatopoetische Stammzellen (HSZ) werden wie Stammzellen anderer

Organe durch folgende Eigenschaften charakterisiert:

e ein hohes proliferatives Potenzial,

e den Erhalt von Stammzelleigenschaften von mindestens einer Tochter-
zelle bei der Teilung (Selbsterneuerung),

o die Fahigkeit differenzierte Zellen aller Blutzellreihen zu bilden (Multipo-
tenz) und

e eine hohe Langlebigkeit (Buske et al., 2006).

Auf der Basis von Transplantationsexperimenten im Mausmodell stellt das
hamatopoetische System ein heterogenes Gemisch von unreifen Stammzellen
und mehr oder weniger differenzierten Vorlauferzellen dar (Re und Wolf, 2007).
Man unterscheidet mindestens drei Reifegrade von multipotenten Stammzellen
mit unterschiedlicher Proliferations- und Differenzierungskapazitat, wie
langzeitrepopulierende Stammzellen (long-term repopulating stem cells), die zu
einer langfristigen Rekonstitution der Hamatopoese flihren kbénnen und
kurzzeitrepopulierende Stammzellen (short-term repopulating stem cells), die
lediglich kurzfristig (z.B. wéhrend der ersten 3 Monate nach Transplantation) die
Hamatopoese aufrechterhalten kénnen und multipotente Vorlauferzellen ohne
erkennbares Selbsterneuerungspotenzial (Morrison et al., 1997 und 1994). Zur
Charakterisierung und Unterscheidung von frihen primitiven und reiferen HSZ-
Subpopulationen werden viele phanotypische Marker, d.h. spezifische
Oberflachenstrukturen verwendet, u.a. CD34, CD48, CD90, CD135 und CD150
(Renstrom et al., 2009).

Die Forschung an adulten Stammzellen insbesondere aus Nabelschnurblut
gewinnt als Alternative zur embryonalen Stammzellforschung zunehmende

klinische Bedeutung.



Nabelschnurblut von Neugeborenen enthalt infolge des friihen Stadiums im
Vergleich zu Stammzellquellen von Erwachsenen (Knochenmark und
peripherem Blut) einen héheren Anteil primitiver HSZ und Vorlauferzellen mit
einem hdheren Wachstumspotenzial (Mayani et al., 1998; Gluckman et al.,
1997). Fortschritte im Verstandnis der Regulation von HSZ und vor allem der
Mechanismen  der  Selbsterneuerung haben die  therapeutischen
Anwendungsmdglichkeiten  erweitert. HSZ aus  Knochenmark und
Nabelschnurblut werden bereits seit vielen Jahren therapeutisch im Rahmen
von Transplantationsverfahren unter anderem bei Patienten mit Leukadmien

genutzt.

1.2. Bisherige Anwendungen in der Transplantationsmedizin

Die erste erfolgreiche Transplantation von Nabelschnurblut (NSB) wurde 1988
an einem funfjahrigen Jungen mit Fanconi-Anamie durchgefihrt (Gluckman et
al., 1989). Er erhielt HLA-identisches Nabelschnurblut seiner neugeborenen
Schwester. Seitdem werden HSZ aus NSB weltweit als Alternative zu adulten
Stammzellen aus Knochenmark fiir die allogene Stammzelltransplantation und
Therapie von Erkrankungen des blutbildenden Systems (Leuk&mien,
Hamoglobinopathien, Knochenmarkinsuffizienzen, angeborene Immundefekte)
eingesetzt (Gluckman u. Rocha, 2004). Nach Hochdosis-Chemotherapie von
Leukdmien ermdglichen diese Stammzellen die schnelle Regeneration der
Hamatopoese (Barker u. Wagner, 2003). NSB wurde weltweit bisher bei tber
9.700 allogenen Stammzelltransplantationen verwendet
(www.netcord.org/inventory.html). Der Anteil von NSB an allen Stammzelltrans-
plantationen liegt in Europa nur bei ca. 3,1 % und in Deutschland bei 1 %, hat
jedoch in den USA bei Kindern deutlich zugenommen und betragt 13,5 % (Kon-
gress Report aktuell in Gynékologie + Geburtshilfe, 2008). Die Bedeutung der
Transplantation von Nabelschnurblutzellen spiegelt sich auch im zunehmenden
Aufbau von Nabelschnurblutbanken wider, wo Stammzellen aus Nabelschnur-
blut prophylaktisch ohne messbaren Funktionsverlust bei —196 °C kryokonser-
viert und Uber 10 Jahre gelagert werden.



Ein entscheidender Vorteil der Stammzellen aus NSB ist ihre immunologische
Unreife im Vergleich zu adulten Stammzellquellen (Knochenmark und periphe-
rem Blut von Erwachsenen). Bei allogenen Transplantationen mit NSB sind
deshalb Abstossungsreaktionen des Transplantats gegenltber dem Empfanger
(Graft-versus-Host-Disease, GvHD) deutlich seltener und schwécher (Lee et al.,
2010; Kurtzberg, 2009; Bradley und Cairo, 2005; Benito et al., 2004; Rocha et
al., 2004; Laughlin et al., 2001). Dadurch kann eine allogene Transplantation
mit NSB auch erfolgreich sein, wenn bis zu drei Histokompatibilititsantigene
(HLA) zwischen Spender und Empfanger nicht Ubereinstimmen (Djakovic und
Dietl, 2005). Das erweitert den Kreis der transplantationsfahigen Patienten er-
heblich und kann das Uberleben bei prognostisch sehr ungiinstigen Risikopati-
enten erh6hen (Wagner et al., 2009). Trotzdem finden bis heute ann&hernd 50
— 70 % der Patienten, die eine Stammzelltransplantation benétigen, keinen ge-
eigneten adulten Spender (Kurtzberg, 2009). Weitere Vorteile von Stammzellen

aus NSB gegenuber jenen aus Knochenmark sind:

e Einfache und risikolose Gewinnung und Kryokonservierung,

e Schnelle Verflgbarkeit von kryokonserviertem NSB,

e Geringe Kontamination mit Krankheitserregern und Tumorzellen,

e Sehrjunge, vitale und pluripotente Stammzellen,

e Hobhere Proliferationskapazitdt von CD34+-Stammzellen, die fur die
Blutbildung entscheidend sind (Zhong et al., 2010; Gluckman et al., 1997).

Ein Nachteil von NSB im Vergleich zu Knochenmark ist die geringere Menge
(im Durchschnitt werden nach der Abnabelung des Neugeborenen 48 ml
stammzellhaltiges Blut aus Nabelschnur und Plazenta gewonnen (Jacobs et al.,
2005)) und geringere Zellzahl, die mit einem verzégerten Anwachsen des
Transplantats und verzdgerter Normalisierung der Neutrophilenzahl verbunden
ist (Rocha et al., 2004).



Die mittlere Zeit bis zur Rekonstitution der Neutrophilen dauert bei NSB-
Transplantaten langer als bei einer Knochenmarktransplantation (ANCsoo oder
Zeitdauer bis 500 Neutrophile / pl wiederhergestellt sind: 29 vs. 22 Tage; p <
0,01; Barker et al., 2002). Dies flhrt zu einer erhdhten Inzidenz friiher Mortalitat
nach NSB-Transplantationen (Tag 100: 39 vs. 19 %; Gluckman et al., 2001).

Dadurch waren die bisherigen Anwendungen von NSB vorwiegend auf padiatri-
sche Tumorpatienten beschrankt, die weniger Stammzellen bendétigen als Er-

wachsene.

Frihere Studien haben gezeigt, dass der Erfolg einer allogenen NSB-
Transplantation bei Kindern und Erwachsenen von der Zahl der Stammzellen
pro Kérpergewicht des Empfangers sowie vom Grad der HLA-Ubereinstimmung
von Spender und Empfanger abhangt (Gluckman et al., 2004). In vielen Unter-
suchungen war die Zelldosis (gemessen als Gesamtzahl mononukleérer Zellen
(Gluckman et al., 1997 und 2004; Michel et al., 2003; Benito et al., 2004), Zahl
der Kolonie-bildenden Zellen (lori et al., 2004) und Zahl der CD34+-Zellen
(Wagner et al., 2002; Gluckman et al., 2004)) kritisch fur die Zeitdauer bis zur
vollen Rekonstitution des Empfangerknochenmarks und damit fir das krank-
heitsfreie Uberleben (Wagner et al., 2002; Gluckman et al., 2004). Fir ein er-
folgreiches Anwachsen des Transplantats sind nach dem Auftauen von NSB
mindestens 1 — 2 x 107 kernhaltige Zellen / kg Kérpergewicht bei Erwachsenen
notwendig und 3 x 107 kernhaltige Zellen / kg bei Kindern (Laughlin et al., 2001,
Locatelli et al., 1999).

In einer retrospektiven Studie zu allogenen Stammzelltransplantationen bei ca.
800 Kindern mit Leukdmie ergab NSB mit vélliger HLA-Ubereinstimmung ein
deutlich besseres krankheitsfreies  Uberleben als  HLA-identisches
Knochenmark (60 % vs. 38 %; Eapen et al., 2007). NSB-Transplantationen, wo
Unterschiede in ein oder zwei HLA-Merkmalen vorlagen, fihrten sogar zu
ahnlichen Ergebnissen wie HLA-identische Knochenmarktiransplantationen
(Eapen und Wagner, 2010).



In einer Metaanalyse erwies sich NSB fiir allogene Stammzelltransplantationen
bei Kindern mit Leukdmie als ebenso sicher und effektiv wie Knochenmark mit

vergleichbaren langfristigen Uberlebensraten (Shi-Xia et al., 2009).

Die Ergebnisse zum Einsatz von Nabelschnurblut beim Erwachsenen waren
wegen der limitierten Zellzahl / kg Koérpergewicht zun&chst weniger ermutigend.
Nach allogenen Stammzelltransplantationen von NSB bei Erwachsenen mit
h&amato-onkologischen  Erkrankungen verlief die Normalisierung der
Neutrophilenzahl im Vergleich zu Daten von Knochenmarkstransplantierten
verzogert (Laughlin et al., 2001; Long et al., 2003). Die Folge war ein erhdhtes
Risiko fir Infektionen und eine gesteigerte frihe transplantationsabhangige
Mortalitat. Das kann zum Teil durch den relativ hohen Anteil an Hochrisikopati-
enten in diesen Studien erklart werden. Glnstigere Resultate publizierten Ooi et
al. (2002). Bei 16 an akuter Leukéamie erkrankten Patienten, von denen die eine
Halfte eine Stammzelltransplantation aus NSB, die andere Halfte eine
Knochenmarkstransplantation erhielt, war das krankheitsfreie Uberleben nach
zwei Jahren in beiden Gruppen vergleichbar (85 % fir NSB, 75 % fir Kno-
chenmark). In einer neuen Studie fihrten allogene Stammzelltransplantationen
bei ca. 170 Erwachsenen mit malignen hamatologischen Erkrankungen zu ahn-
lichen Ergebnissen mit NSB von nicht verwandten Spendern wie mit Knochen-
mark oder peripherem Blut von verwandten Spendern (krankheitsfreies Uberle-
ben: 70 % vs. 60 %; Rezidivrate: 17 vs. 26 %) (Takahashi et al., 2007). Insge-
samt zeigt sich, dass eine unverwandte NSB-Stammzelltransplantation insbe-
sondere bei jungen Erwachsenen in der Frihphase der Erkrankung eine grosse
Erfolgswahrscheinlichkeit hat, wenn die kritische Zelldosis nicht unterschritten

wird.

Ein wichtiger Schritt zur breiteren klinischen Anwendung von NSB-
Stammzelltransplantationen beim Erwachsenen kénnte eine neue Methode zur
Erhéhung der Zelldosis sein, bei der allogene Doppeltransplantate von zwei
unterschiedlichen Spendern eingesetzt werden.



Der Grundgedanke ist, dass bei geringen HLA-Unterschieden jede Spender-
zellpopulation die andere nicht abstossen wird und die erhdhte Zelldosis das
Anwachsen des Transplantats und das Uberleben der Patienten verbessern
kann. Erhielten 23 Hochrisikopatienten (24 Jahre) zwei Transplantate, die sich
untereinander und im Vergleich zum Empfénger in bis zu zwei HLA-Merkmalen
unterschieden, erwies sich die Doppeltransplantation als ebenso sicher wie eine
Einzeltransplantation und die Inzidenz einer GvHD war scheinbar nicht erhdht
(Barker et al., 2005; Wagner et al., 2002). Nach einer aktuellen Studie mit gro-
Beren Fallzahlen (100 — 200) wurde der Einsatz allogener Doppeltransplantate
aus NSB insbesondere fir Erwachsene ohne verfligbaren Spender von HLA-
geeignetem Knochenmark empfohlen (Brunstein et al., 2010).

Andere Anwendungsgebiete flir NSB, wie autologe Stammzelltransplantationen
insbesondere bei Lymphomen, aber auch bei soliden Tumoren (Retinoblastom
und Neuroblastom) und Autoimmunerkrankungen werden hier nicht naher be-
schrieben.

1.3. Therapeutisches Potenzial in der regenerativen Medizin

In frischem (nicht eingefrorenem) Nabelschnurblut befinden sich auch
verschiedene nicht hamatopoetische  Stammzellpopulationen, u. a.
Endothelzellen (Ott et al., 2005; Yoder et al., 2007), mesenchymale
Stromazellen (MSC) (Erices et al., 2000) und sogenannte unrestringierte
Stammzellen (USSC) (Kdgler et al., 2004). Diese primitiven Stammzellen mit
hoher Entwicklungskapazitat erdffnen neue Therapiemoglichkeiten fir die
Geweberegeneration.

Ein potenzielles klinisches Anwendungsgebiet von mesenchymalen
Stammzellen (MSC) ist die Behandlung von kritischen Knochendefekten und
Erkrankungen mit verminderter osteoblastarer Regenerationsféahigkeit.



Alle Populationen von MSC und USSC aus NSB differenzieren unter
geeigneten Kulturbedingungen zu Osteoblasten und Chondroblasten (Bieback
et al., 2004; Lee et al., 2004; Kdgler et al., 2005 und 2006). Es gibt Hinweise flr
eine in vivo Geweberegeneration nach Xenotranplantation von USSC in einen
kritischen Knochendefekt von athymen Nacktratten (Jager et al., 2004 und
2007). Es konnte gezeigt werden, dass USSC nach der Transplantation Uber

mehrere Wochen Uberleben und lokal zu Osteoblasten differenzieren.

Vorlaufige Befunde zur Stammzelltherapie mit NSB sprechen fir
Heilungserfolge bei koronarer Herzkrankheit und Herzinfarkt. Die
Differenzierung von Stammzellen aus NSB zu Herzmuskelzellen wurde unter in
vitro Bedingungen aber nur in einer Studie beobachtet (Nishiyama et al., 2007).
In vivo konnte die Differenzierung von USSC zu Kardiomyozyten zum erstenmal
in einem praimmunen Schafféten gezeigt werden (Kdgler et al., 2004).
Transplantierte USSC konnten auch im Schweinemodell nach klnstlich
herbeigefiihrtem Herzinfarkt 4 Wochen Uberleben und die myokardiale Funktion
verbessern (Kim et al.,, 2005). Im gleichen Modell wurde zwei Monate nach
Transplantation eine deutliche Verbesserung der Auswurffraktion des linken
Ventrikels und eine Hemmung der linksventrikularen Dilatation beobachtet;
jedoch liess sich das Uberleben der USSC und ihre Differenzierung zu
Kardiomyozyten nicht bestatigen (Ghodsizad et al., 2009). Hierbei werden
Wirkmechanismen Uber eine Zytokinausschittung aus USSC diskutiert (Kdgler
et al., 2005). Zudem kbénnen in vitro expandierte CD34+ endotheliale
Vorlauferzellen aus NSB nach Transplantation im Rattenmodell eines
Myokardinfarkts proliferieren, neue Blutgefasse bilden und die linksventrikulare
Funktion verbessern (Ott et al., 2005).

Heute setzt man auch groBe Hoffnungen darauf, geschadigtes Nervengewebe
nach Schlaganféllen oder Rickenmarksverletzungen sowie neurodegenerativen

Erkrankungen durch Stammzellen aus NSB regenerieren zu kénnen.



Es wird durch verschiedene Studien belegt, dass USSC aus NSB unter
bestimmten Bedingungen in der Lage sind, zu Neuronen, Astrozyten und Mikro-
gliazellen zu differenzieren (Trapp et al., 2008; Greschat et al., 2008; Fallahi-
Sichani et al., 2007; Kogler et al., 2004). Die Behandlung neurologischer
Erkrankungen mit Stammzellen aus NSB wurde meist in Tiermodellen
zerebraler Ischamien untersucht. Dabei zeigte sowohl die Infusion als auch die
intrazerebrale Transplantation therapeutisch glnstige Effekte (Chen et al.,
2001; Xiao et al., 2005; Bliss et al., 2007). Es gibt drei mdgliche Erklarungen.
Stammzellen kdnnen zu reifen Nervenzellen differenzieren und das geschéadigte
Gewebe ersetzen. Es gibt aber auch zunehmende Hinweise, dass
transplantierte Zellen neurotrophe oder neuroprotektive Faktoren ausschutten,
die eine Regeneration von Nervengewebe stimulieren (Newman et al., 2006).
Zudem ist es mdglich, dass Stammzellen aus NSB inflammatorische Wirkungen
modulieren und so Schlaganfall bedingte Lasionen reduzieren kdénnen
(Vendrame et al., 2005).

Kirzlich wurde in einem Nagermodell fir Schlaganfalle gezeigt, dass USSC aus
NSB von HGF (hepatocyte growth factor) stark angezogen werden, der aus
Ischamie-geschadigtem Nervengewebe und apoptotischen Neuronen in vitro
und in vivo sezerniert wird (Trapp et al., 2008). Eine Wanderung von USSC in
Bereiche mit Hirnl&sionen kann auch bei anderen neurologischen Erkrankungen
vermutet werden. Die Infusion von Stammzellen aus NSB flihrte in Tiermodellen
der amyotrophen Lateral-sklerose (ALS), von Parkinson, Alzheimer und
Ruckenmarksverletzungen zu Verbesserungen der Krankheitsverldaufe (Saporta
et al., 2003; Ende et al., 2002; Garbuzova-Davis et al., 2003).

Insgesamt gesehen weisen oben beschriebene Zellkultur- und Tierexperimente
auf ein vielversprechendes therapeutisches Potenzial von NSB in der
regenerativen Medizin hin. Bevor Stammzellen aus NSB fir Zellersatztherapien
und flr die Geweberegeneration klinisch angewendet werden kdnnen, missen
jedoch der Applikationsweg, die optimale Zellmenge und der

Wirkungsmechanismus geklart werden.
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USSC und MSC aus frischem Nabelschnurblut lassen sich in der Zellkultur
unter GMP-Bedingungen (Good Manufacturing Practice) bereits erfolgreich
vermehren. Ausserdem kann die Notwendigkeit einer Immunsuppression ein

zusatzliches Risiko fir den klinischen Einsatz von NSB bedeuten.

1.4. MGdogliche Optimierung von Stammzelltherapien mit Nabelschnurblut

Der Erfolg einer Stammzelltransplantation kann durch Anreicherung bzw.
Aufreinigung von langzeitrepopulierenden Stammzellen (CD34+-Zellen) und
Verminderung von reaktiven Immunzellen oder Tumorzellen im Transplantat

gesteigert werden (Kondo et al., 2003).

Die Transplantation hoch gereinigter CD34+-Zellen aus peripherem Blut war bei
Patienten mit CML im Hinblick auf das 3-Jahres-Uberleben einer Transplantati-
on von nicht manipuliertem peripherem Blut oder Knochenmark signifikant tber-
legen (3-Jahres-Uberleben: CD34+-Zellen aus peripherem Blut vs
unmanipuliertes peripheres Blut vs Knochenmark: 90 % vs 68 % vs 63 %;
Elmaagacli et al., 2003). Bei einer unverwandten Transplantation von NSB
konnte eine hohere CD34+-Zelldosis den negativen Einfluss einer HLA-
Disparitat auf das Uberleben partiell reduzieren (Wagner et al., 2002). Dariiber
hinaus konnten nur CD34+- und CD34+Thy1+-Zellen eine langfristige Rekonsti-
tution des Empfangerknochenmarks stimulieren (Civin et al., 1996; Link et al.,
1996; Michallet et al., 2000).

1.4.1.Charakterisierung und Anreicherung hamatopoetischer Stammzellen
Durch eine Reihe phanotypischer Marker, d.h. spezifische

Oberflachenstrukturen, wie CD34, Thyl und CD133, werden verschiedene
Subpopulationen von HSZ charakterisiert (Bonde et al., 2004).
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CD34+, ein schweres  glykosyliertes  Transmembranprotein und
Adhasionsmolekil, wird als klassischer Marker fir die ldentifizierung von
primitiven HSZ betrachtet (Bonnet, 2002; Dao et al., 2003). In Stammzellen aus
Nabelschnurblut ist die langfristige hamatopoietische Aktivitat ausschlieBlich an
die Expression von CD34 gebunden (Gétze et al., 2007). Dieser Marker lasst
sich schnell und relativ leicht mittels Durchflusszytometrie (FACS-Analyse)
bestimmen und fir die Anreicherung von HSZ ausnutzen (z.B. Apherese von
HSZ aus peripherem Blut im Rahmen einer geplanten
Stammzelltransplantation). Die lIsolation einer reinen hamatopoetischen
Stammzellpopulation ist jedoch bisher nicht mdglich. Da sich phanotypische
Eigenschaften mit der Zellzyklus-Progression verandern kénnen (Dao et al.,
2003), versuchte man die Aufreinigung von primitiven HSZ durch den
kombinierten Einsatz von klassischen phanotypischen und metabolischen
Markern zu optimieren. Die Fraktionierung von NSB auf der Basis
fluoreszierender zytosolischer ALDH (Aldehyd-Dehydrogenase) lieferte frihe
unreife  hamatopoietische  Progenitorzellen, die in immun-defizienten
NOD/SCID-Mausen ein erhdhtes Potenzial zur hamatopoietischen
Rekonstitution zeigten (Hess et al., 2004).

1.4.2. Ex vivo Vermehrung hamatopoetischer Stammzellen

Limitierungen und spezifische Probleme bei Stammzelltransplantationen aus
NSB insbesondere beim Erwachsenen resultieren aus einer unzureichenden
Zellzahl. Eine Optimierung der Zellzahl von NSB kénnte die Resultate von
Stammezelltransplantationen im Hinblick auf die hamatopoetische Rekonstituti-
on, GvHD und das Gesamtiiberleben verbessern (Broxmeyer et al., 1992).
Deshalb sind Verfahren zur effektiven Amplifikation langzeitrepopulierender
Stammzellen in vitro von hohem klinischem Interesse.
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Mehrere Arbeitsgruppen haben die ex vivo Expansion von Nabelschnurblut
(NSB) untersucht. Die Zahl von festgelegten Vorlauferzellen und unreifen
hdmatopoetischen  Stammzellen, wie CD34+-Zellen, werden durch
Zytokinkombinationen unter Kulturbedingungen erhéht. Eine kurzfristige in vitro
Kultivierung von CD34+-Zellen aus NSB mit Zytokinen flhrte zu einer zwei- bis
dreifachen Expansion der Stammzellen (Di Giusto et al., 1996). Zhang und Mit-
arbeiter (2004) verglichen verschiedene Zytokinkombinationen und Konzentra-
tionen, um Vorlauferzellen aus NSB optimal zu expandieren. Mit Hilfe einer
Kombination aus SCF, FIt3-Ligand, Thrombopoietin, den Chemokinen (IL-18,
MIP1a) und O-sulfatiertem Heparin in Abwesenheit von Serum zeigten Lewis
und Mitarbeiter (2000 und 2001) eine 25-fache Expansion von CFU-GM, 1,3-
fache Expansion von LTC-IC (long term culture initiating cells) und die Auf-
rechterhaltung von NOD-SCID (non-obese diabetic/severe combined
immunodeficiency) repopulierenden Zellen (SRC). McNiece und Mitarbeiter
(2000) beschrieben eine ex vivo Expansion von NSB-Stammzellen, die zu einer
erhéhten Zahl von TNC, GM-CFC (granulocyte-macrophage colony-forming
cells), HPP-CFC (high proliferative potential colony-forming cells) und CD34+-
Zellen fUhrte.

Piacibello und Mitarbeiter (1999) zeigten das Anwachsen von CD34+-Zellen
aus NSB nach ex vivo Expansion in NOD-SCID-Mausen in vivo. In einer Klini-
schen Studie wurden bei 37 Patienten mit hAmatologischen malignen Erkran-
kungen unbehandelte und ex vivo expandierte Stammzellen aus NSB trans-
plantiert (Shpall et al., 2002). Es wurde eine Korrelation zwischen der Zahl von
CD34+-Zellen und dem Anwachsen des Transplantats gefunden; aber insge-
samt wurde die Geschwindigkeit des Engraftments nicht beeinflusst.

Jedoch wird die Bedeutung einer ex vivo Vermehrung von HSZ dadurch einge-
schrankt, dass aufgrund verschiedener Studien die phénotypischen Eigenschaf-
ten von HSZ unter dem Einfluss von Zytokinen veréndert und das Homing-
Verhalten in NOD-SCID-M&ausen beeintrachtigt werden (Bonde et al., 2004 und
Ahmed et al., 2004).
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1.4.3. In Vivo Visualisierung der Wanderung transplantierter Stammzellen

Der Erfolg einer Stammzelltherapie kann dadurch eingeschrankt werden, dass
transplantierte CD34+-Zellen vor dem Homing im Knochenmark auch in andere
Organe mit Kapillarbett (z.B. Leber, Lunge) wandern und dort aus Mangel an
Homing-Faktoren verloren gehen. Deshalb ist es wichtig, die Effizienz der
Stammzelltherapie Uber das ,Homing-Verhalten“ von HSZ (Ansiedeln im Kno-

chenmark) in vivo zu untersuchen (Bonde et al., 2004).

In einer Studie wurden HSZ mit dem fluoreszierenden Membranfarbstoff PKH26
markiert, langzeit- und kurzzeitrepopulierende HSZ aufgrund ihrer Zellgrésse
mittels Durchflusszytometrie voneinander getrennt und auf letal bestrahlte
M&use transplantiert (Lanzkron et al., 1999). Anschliessend wurden aus
Knochenmark und Milz zurickgewonnene PKH26+-Zellen auf neue letal
bestrahlte Mause transplantiert. Dabei zeigte sich, dass nur die
langzeitrepopulierenden HSZ im Knochenmark das Uberleben der sekundéren
Empfangermause und die langfristige Wiederherstellung der Hamatopoese
sichern konnten. Das flhrte zu der Hypothese, dass sich transplantierte Zellen
im Knochenmark ansiedeln mussen, um eine dauerhafte Rekonstitution des
Blutsystems und linienspezifische Differenzierungen zu erméglichen. Insgesamt
hat diese Technik mit Fluoreszenzfarbstoffen den Nachteil, dass die
Fluoreszenz-Detektion und Beurteilung des Homing-Potenzials erst nach dem
Téten der Versuchstiere und Aufarbeiten von Gewebeproben erfolgen kann.

Durch die Markierung von HSZ mit eisenoxidhaltigen SPIO Nanopartikeln und
die bildgebende MRT-Technik wird es jedoch mdglich, die Wanderung von
transplantierten HSZ in vivo im Xenotransplantations-Modell immundefizienter
Mause visuell zu verfolgen und das spezifische Homing-Verhalten und An-
wachsen verschiedener HSZ-Subpopulationen direkt zu bewerten.
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Bei Verwendung von genetischen Markern, Radionukliden und fluoreszierenden
Membranfarbstoffen sind Risiken ph&notypischer Veranderungen mit Beein-
trachtigung der repopulierenden Zellfunktion und radiotoxische Schaden der
Zielzellen beschrieben worden (Hacein-Bey-Abina et al., 2004; Fawwaz et al.,
1985).

Eisenoxidhaltige Nanopartikel sind dagegen nach der Aufnahme in die Zielzelle
biologisch inert (Zhao et al., 2002; Koch et al., 2003) und eignen sich deshalb
besonders gut zur Markierung und MR-Bildgebung. Eisenoxidhaltige MR-
Kontrastmittel werden bevorzugt fir humane Zellen verwendet, weil sie in den
Eisenstoffwechsel der Zellen aufgenommen werden und zu keinen toxischen
Nebeneffekten fihren (Weissleder et al., 1997; Schoepf et al., 1998; Weissleder
et al., 1989).

1.4.3.1. Vor- und Nachteile bildgebender Techniken in Bezug auf die
Hamatopoese

Im folgenden Kapitel werden verschiedene klinisch angewendete bildgebende
Techniken, wie Szintigraphien nach Markierung mit Radionukliden (PET und
SPECT), Fluoreszenz-gestitzte Methoden (NIRF und FMT), die Biolumines-
zenz und die MRT (Magnetresonanztomographie) beschrieben, die im Zusam-
menhang mit der Hamatopoese eine Rolle spielen.

Die Positronen-Emissions-Tomographie (PET) beruht auf dem experimentellen
Nachweis, dass der Glukosetransport in die Tumorzelle und die Glykolyserate
im Tumorgewebe im Vergleich zum Normalgewebe erhoht ist. Da sich mit 18-
Fluor markierte Deoxy-D-Glucose (18-F-FDG) besonders schnell und bevorzugt
in verschiedenen malignen Tumoren anreichert, ist die 18-F-FDG-PET ein etab-
liertes bildgebendes Verfahren flur die Diagnostik und Verlaufskontrolle von Le-
ber-, Lungen-, Brust- und Pankreastumoren (Bourget et al., 2002).
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PET misst die in vivo Verteilung eines an FDG gekoppelten Positronenstrahlers
(18-Fluor). Beim Zerfall des Radionuklids werden Positronen emittiert, die im
Gewebe beim Zusammenstoss mit einem Elektron vernichtet werden. Gleich-
zeitig werden zwei hochenergetische Photonen freigesetzt, die von dem PET-
Scanner gemessen werden (Reader et al.,, 2001). Zur Messung der in vivo
Zellwanderung sind '®F-FDG und ''CHgsl wegen ihrer kurzen Halbwertszeit (t 2
= 111 min bzw. 20 min) weniger geeignet als ®*Cu-PTSM (Kupfer 64 —
Pyruvaldehyd-bis (N*-Methylthiosemicarbazon)), ein B-strahlendes Radionuklid
mit moderater Halbwertszeit (t 2 = 12,7 h), das die in vivo Abbildung der
Lymphozytenwanderung in Mausen flr mindestens 20 Stunden mittels PET
ermodglicht (Adonai et al., 2002). PET wird auch erfolgreich angewendet, um
das Uberleben, die Wanderung und Differenzierung von Stammzellen nach ei-
ner Transplantation im Herzen (Zhang et al., 2008) und im Gehirn zu bewerten
(Kirik et al., 2005).

Mittels SPECT (Single Photon Emission Computed Tomography) ist es méglich,
das Schicksal radioaktiv markierter Moleklle im Kérper zu verfolgen und so
Stoffwechselwege und —funktionen bildlich darzustellen. Ein y-strahlendes Ra-
dionuklid (""'In, 231, 2°'Ti, **™Tc) wird an ein am Stoffwechsel beteiligtes Mole-
kil gebunden und als Radiopharmakon injiziert. Der y- Zerfall, d.h. die Emission
eines einzigen Photons, wird mit stationdren und rotierenden Gammakameras
zeitlich und raumlich erfasst und in farbkodierten Bildern dargestellt (Shah et al.,
2004). Indikationen sind Untersuchungen am Herzen und am Gehirn. SPECT
wird nach Markierung mit ""'In oder **™Tc routineméssig angewendet, um die
Leukozytenverteilung und verborgene Entziindungsstellen zu messen (Rennen
et al., 2001). Es ist auch mdglich, CD34+-hamatopoietische Progenitorzellen
mit dem Radionuklid ""'In-Oxin zu markieren und das Homing-Verhalten dieser
Zellen nach der Transplantation im Myokardinfarkt-Modell der Ratte zu untersu-
chen (Brenner et al., 2004). Weiterhin wird die Wanderung von mit '"'In mar-
kierten mesenchymalen Stammzellen zum Myokardinfarkt im Hundemodell mit-
tels SPECT-CT erfolgreich visualisiert (Kraitchman et al., 2005).
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Biokompatible Fluoreszenzfarbstoffe mit Emissionswellenlangen im nahen Inf-
rarot-Spektrum (700 — 900 nm) eignen sich besonders flir die Abbildung von
Zellen in kleinen Tiermodellen (Ntziachristos et al., 2003). Die zugehdrige
Technik (NIRF oder near infrared fluorescence reflectance imaging) erméglicht
ein maximales Eindringen ins Gewebe und eine minimale Autofluoreszenz vom
umliegenden, nicht markierten Gewebe. Mittels FMT (fluorescence-mediated
tomography) kann die raumliche quantitative Verteilung von NIR-
Fluoreszenzfarbstoffen im Maus-Modell gemessen werden (Ntziachristos et al.,
2008). NIR-Fluoreszenzfarbstoffe und Studien zur Visualisierung von HSZ im
Xenotransplantations-Modell befinden sich noch in der Entwicklung. Bisherige
in vivo Untersuchungen von intravends transplantierten HSZ nach Markierung
mit fluoreszierenden Membranfarbstoffen (PKH67 und PKH26) haben den be-
reits erwahnten Nachteil, dass Gewebeproben post mortem aufgearbeitet wer-
den mussen (Askenasy et al., 2002; Lanzkron et al., 1999).

Die Bildgebung Uber Biolumineszenz verwendet die Emission von Photonen
spezifischer Wellenldngen des sichtbaren Lichts. Sie basiert auf energieabhan-
gigen Reaktionen, die von Luziferasen katalysiert werden. Luziferasen stellen
eine Familie von Photoproteinen dar, die wahrend der Umsetzung von Luziferin
zum Oxyluziferin in Gegenwart von Sauerstoff und ATP Photonen emittieren
(Shah und Weissleder, 2005). Mit dieser Technik wurde die Wanderung
neuraler Vorlauferzellen nach Implantation ins Gehirn nackter Mause in Rich-
tung experimenteller Tumoren (intrakranieller Gliome) beobachtet (Tang et al.,
2003).

Die MRT ermdglicht die Darstellung von Korperstrukturen mit hoher
anatomischer Auflésung und hohem Weichteilkontrast. Haupteinsatzgebiete
sind u.a. die Diagnostik von Erkrankungen im Bereich des Kopfes, wie
Tumoren, Entziindungen oder Zysten und im Bereich der Wirbels&ule. Dieses
nicht invasive Verfahren macht sich die magnetischen Eigenschaften des
Wasserstoffs zunutze, der in lebendem Gewebe in Wasser und organischen

Verbindungen reichlich vorhanden ist.
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Das Wasserstoffatom besitzt ein Proton im Kern und ein Elektron auf der Elek-
tronenschale, jedoch kein Neutron im Kern. Aufgrund seiner ungeraden
Kernladungszahl verfugt das Wasserstoff-Proton Uber einen Eigendrehimpuls,
den Kernspin. Durch Anlegen eines externen starken statischen Magnetfeldes
wird zundchst der Kernspin ausgerichtet. Die Mehrzahl der Wasserstoffkerne
bevorzugt das energiearmere Niveau, d.h. die parallele Ausrichtung zum
angelegten  Magnetfeld. Wird zusatzlich noch ein  hochfrequenter
elektromagnetischer Impuls zugeschaltet, werden die Protonen aus ihrer
Ruhelage ausgelenkt und gehen auf ein héheres Energieniveau Uber. Nach
Abschalten des hochfrequenten Impulses tritt eine Relaxation ein, d.h. der
Anteil der Protonen im hdheren Energieniveau nimmt ab, weil diese in den
energiearmeren Zustand zurickfallen. Dabei wird ein Resonanzsignal
abgestrahlt, das im MR-Tomographen als induzierte Wechselspannung
gemessen wird. Der Vorgang der Relaxation lasst sich durch zwei
Zeitkonstanten T1 und T2 beschreiben (Reiser et al., 2002), die durch die
Molekdlstruktur des umgebenden Gewebes, d.h. das magnetische Verhalten
benachbarter Protein- und Lipidverbande, bestimmt werden. MR-Kontrastmittel
verandern das MR-Signal, indem sie die Relaxationseigenschaften der

benachbarten Wasserstoffatome beeinflussen (Sykova et al., 2009).

Entscheidend fUr die in vivo Visualisierung der Wanderung transplantierter
Stammezellen ist die Sensitivitat fir die Zelldetektion. Markierungstechniken mit
Radionukliden (Szintigraphien, wie PET und SPECT) haben den Vorteil eines
geringeren Hintergrundsignals und einer dadurch bedingten viel héheren Sensi-
tivitat als die MR-Bildgebung (Fawwaz et al., 1985) (Tabelle 1).
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Tabelle 1: Sensitivitat verschiedener bildgebender Techniken
(modifiziert nach Gillies, 2002)

Methode Raumliche Zeitliche Sensitivitat
Auflésung Auflésung

MRT sub-mm 1-2s mM Gd; nM Fe

PET mm S - min pM Radionuklid
SPECT sub-mm min sub-nM Radionuklid
Fluoreszenz um ms pM

Biolumineszenz | mm min ca. 100 Zellen / Voxel

Jedoch trotz hoher Sensitivitat ist die raumliche Auflésung bei der Szintigraphie
eingeschrankt. Zudem ist der Beobachtungszeitraum fir Verlaufsstudien durch
die Halbwertszeit des Radionuklids limitiert, weil das bildgebende Signal mit
dem radioaktiven Zerfall abnimmt. Hohe Dosen von Radionukliden kénnen auch
fur die Zellen toxisch sein (Fawwaz et al., 1985). Die MRT mit SPIO zeigt dage-
gen keine toxischen Nebenwirkungen und erlaubt trotz relativ niedriger Sensiti-
vitat eine Bildgebung mit hoher anatomischer Auflésung und sehr gutem Weich-
teilkontrast (Barkhausen et al., 2001 und Choi et al., 1997).

Fluoreszenz-gestitzte Techniken sind allen Gbrigen bildgebenden Methoden
nicht nur im Hinblick auf die Sensitivitdt sondern auch auf die rdumliche und
zeitliche Aufldsung deutlich Gberlegen (Tabelle 1). NIRF in Verbindung mit FMT
stellt eine vielversprechende bildgebende Technik zur in vivo Visualisierung

transplantierter Stammzellen dar.

1.4.3.2. Kontrastmittel und Markierungsmethoden fur MRT
Die vorliegende Arbeit konzentriert sich auf die MR-Bildgebung als nicht invasi-

ve Methode, um die Verteilung transplantierter HSZ im Xenograft-Modell

immundefizienter Mause in vivo zu verfolgen.
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In frlheren Studien wurden einerseits verschiedene hamatopoetische
Zellpopulationen (Lymphozyten, Monozyten, Vorlauferzellen und embryonale
Zellen) mit MR-Kontrastmitteln markiert (Lewin et al., 2000; Weissleder et al.,
1997; Hégemann et al., 2000; Yeh et al.,, 1995; Schoepf et al., 1998) und
andererseits Markierungstechniken mit verschiedenen MR-Kontrastmitteln
untersucht (Daldrup-Link et al., 2003; Frank et al., 2003; Arbab et al., 2005).
Erste Markierungstechniken waren unzureichend, weil nur eine limitierte
Konzentration von Kontrastmittel in HSZ aufgenommen wurde mit der
Konsequenz einer eingeschrénkten Sensivitat der MRT. Man versuchte dieses
Problem zu l16sen, indem man MR-Tomographen mit sehr hohen magnetischen
Feldstarken bis 14 T verwendete (Lewin et al., 2000). Alternativ wurden mit
Kontrastmittel markierte HSZ direkt in das Zielorgan gespritzt, um so die
Konzentration des Kontrastmittels zu erhéhen (Bulte et al., 2001).

Eine Arbeitsgruppe hat humane hamatopoetische Progenitorzellen aus NSB mit
verschiedenen MR-Kontrastmitteln, wie Eisenoxid, Eisenoxtran, magnetischem
Polysaccharid Nanopartikel-Transferrin, P7228 Liposomen und Gadopentetat-
Dimeglumin Liposomen ex vivo markiert und die Daten der MR-Bildgebung ver-
glichen (Daldrup-Link et al., 2003). Fr alle Kontrastmittel wurde eine intrazellu-
lare Aufnahme elektronenmikroskopisch nachgewiesen und spektrometrisch
quantifiziert. Hamatopoetische Progenitorzellen aus NSB konnten mit allen Kon-
trastmitteln markiert und in einem klinisch relevanten MR-Tomographen (1,5 T)

mit einem minimalen Detektionslimit von 1.0 x 10° Zellen visualisiert werden.

Daldrup-Link und Mitarbeiter (2005a) fanden zum erstenmal eine Methode, um
die in vivo Verteilung von intravends gespritzten humanen hamatopoetischen
Vorlauferzellen auf verschiedene Zielorgane mit Hilfe von klinisch eingesetzten
MR-Tomographen (1,5 T) und Kontrastmitteln (SPIOs oder superparamagnetic
iron oxide particles) darzustellen, welche fur die Abbildung der Leber nach i.v.
Infusion klinisch zugelassen sind (Ferrucci und Stark, 1990).
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Diese von Dextran umgebenen SPIO-Nanopartikel mit einem Durchmesser von
100 — 150 nm werden von humanen Stammzellen aufgrund ihrer negativen
Oberflachenladung nur unzureichend aufgenommen. Mit Hilfe von
polykationischen Transfektionsagenzien (TA), die Uber elektrostatische Wech-
selwirkungen Komplexe mit Dextran bilden, kdénnen SPIO in Zellen
eingeschleusst und die Effizienz der Markierung erhéht werden.

Verschiedene Autoren haben unabh&ngig voneinander effektive Markierungs-
techniken unter Verwendung von polykationischen Transfektionsagenzien
(Transferrin, Poly-L-Lysin (PLL), Protaminsulfat, Lipofektamin) und klinisch rele-
vanten SPIO-Nanopartikeln entwickelt (Daldrup-Link et al., 2003; Rudelius et
al., 2003; Frank et al., 2003; Arbab et al., 2004a und 2005). Wenige Studien
haben bisher die Lebensfahigkeit und das Differenzierungspotenzial verschie-
dener HSZ (Progenitorzellen und Stammzellen) nach Markierung mit eisenhalti-
gen Kontrastmitteln untersucht. Dabei zeigten Progenitorzellen aus NSB und
peripherem Blut keine gravierenden kurzfristigen funktionellen Verédnderungen
(nach 2h — 14d) (Daldrup-Link et al., 2003; Hinds et al., 2003). Auch in huma-
nen mesenchymalen Stammzellen hatte die Markierung mit Eisenoxid-PLL-
Komplexen keine kurz- oder langfristigen Effekie auf die Lebensfahigkeit, das
Wachstum und die Geschwindigkeit der Apoptose (Arbab et al., 2003).

Arbab und Mitarbeiter (2005) untersuchten den Einfluss der Markierung mit
SPIOs und Protaminsulfat (FePro) auf die Lebensfahigkeit, phanotypische Ei-
genschaften und das Differenzierungspotenzial von CD34+-HSZ aus NSB und
peripherem Blut und verglichen diese Daten mit nicht markierten Kontrollen.

Colony-forming unit (CFU)-Tests zeigten eine aquivalente Differenzierungska-
pazitat fir markierte und nicht markierte HSZ aus peripherem Blut. Anhand
morphologischer Untersuchungen liess sich unter geeigneten Kulturbedingun-
gen auch far markierte und nicht markierte HSZ aus NSB nach maximal 6 Ta-
gen ein ahnliches Differenzierungsmuster zu dendritischen Zellen beobachten.
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Dartber hinaus zeigten sich durch die Markierung von HSZ in NSB und peri-
pherem Blut mittels Durchflusszytometrie keine kurzfristigen Veréanderungen in
der Expression von phéanotypischen Oberflichenmarkern (CD34, CD31,
CXCR4, CD20, CD3 und CD14).

Eine weitere Studie vergleicht die Markierung humaner hamatopoetischer Vor-
lauferzellen aus NSB und peripherem Blut mit SPIO/ Lipofectamin im Hinblick
auf eine in vivo MR-Bildgebung nach i.v. Applikation in immundefizienten
Balb/c-Mausen (Daldrup-Link et al., 2005b). Progenitorzellen aus NSB zeigten
eine deutlich héhere Aufnahme von SPIOs im Vergleich mit entsprechenden
Zellen aus peripherem Blut und konnten durch einfache Inkubation mit SP10s
effizienter markiert werden. Progenitorzellen aus peripherem Blut benétigten zur
Markierung mit SPIOs zusatzlich das Transfektionsagenz Lipofectamin, um mit-
tels MRT visualisiert zu werden. Eine signifikante Abnahme der Signalintensitat
der MR-Bildgebung wurde in Leber, Milz und Knochenmark 24 Stunden nach

der Injektion markierter Zellen beobachtet (p < 0,05).

1.5. Ziele der Arbeit

MR-Kontrastmittel wie SPIOs kdnnen zur Markierung hamatopoetischer
Progenitorzellen benutzt werden, um im Xenotransplantations-Modell
immundefizienter Mause die Wanderung transplantierter Zellen, das ,Homing"®
im Knochenmark, die Differenzierung unreifer Zellen und die Abstossung des
Transplantats in vivo zu beurteilen (Lewin et al., 2000; Weissleder et al., 1997).
Alle bisher bekannten Markierungstechniken befinden sich im préklinischen
Stadium. Die klinische Anwendung im Zusammenhang mit Stammzelltransplan-
tationen schliesst negative Einflisse der Markierung auf funktionelle Eigen-
schaften der Zielzellen, wie das Homing- und Wachstums- sowie das Differen-
zierungspotenzial, aus. Durch neue in vitro Untersuchungen kénnen bisherige

Befunde zu klinisch relevanten Markierungstechniken erweitert werden.
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Die vorliegende Arbeit verfolgte das erste Ziel, angereicherte CD34+-
Vorlauferzellen aus NSB mit zwei verschiedenen SPIO-haltigen MR-
Kontrastmitteln (Resovist und Endorem) zu markieren. Ein Problem der bisheri-
gen Methode ist es, dass solche CD34+-Stammzellen die Kontrastmittel nicht
direkt aufnehmen (Daldrup-Link et al., 2003). Deshalb sollten die Kontrastmittel
mit Hilfe von lipidmodifizierenden Reagenzien (Lipofektin) in die CD34+-Zellen
hinein transduziert werden. Dabei kénnte aber deren hdmatopoetische Funktion
beeintrachtigt werden. Daher war das zweite Ziel der Arbeit, das Wachstums-
und Differenzierungspotenzial in vitro Uber einen Zeitraum von maximal 12 Wo-
chen (,extended long-term cultures®) zu vergleichen. Auf diese Weise sollten

die Vor- und Nachteile dieser MR-Kontrastmittel untersucht werden.

Ein drittes Ziel war zu untersuchen, ob die Markierung der CD34+-Zellen das
Uberleben der funktionellen HSZ beeintrachtigt. Daher wurden Anderungen der
Expression bestimmter an der Regulation des HSZ-Uberlebens beteiligter
Proteine, wie NFxB, IkxB, Survivin und Bcl-2, mittels Western Blot analysiert.
Der ubiquitar vorhandene Transkriptionsfaktor NF-«B ist ein zentraler Regulator
der transkriptionellen Aktivierung zahlreicher Gene, die an Zelladhasion,
Immun- und Entziindungsreaktion, Differenzierung, Wachstum und der fiir diese
Studie wichtigen Apoptose beteiligt sind (Jobin und Sartor, 2000). Als
endogener zytoplasmatischer Inhibitor reguliert IxB die Aktivierung von NF«B
durch Komplexbildung mit dem Transkriptionsfaktor. Survivin greift als
Krebsgen und Inhibitor der Apoptose in verschiedene Signallibertragungswege
ein und beeinflusst das Zellwachstum und -Uberleben sowie die zellulére
Stressantwort (Altieri, 2006). Bcl-2 Proteine sind ebenfalls kritische Regulatoren

von Apoptose und Zelltod (Cory et al., 2003).
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2. Methoden

2.1. Gewinnung mononuklearer Stammzellen

Humanes Nabelschnurblut wurde nach normaler Schwangerschaft, Geburt und
Abnabelung des Neugeborenen entnommen unter der Voraussetzung, dass ein
schriftiches  Einverstédndnis der  werdenden  Mutter vorlag. Die
Studiendurchfihrung wurde durch die Ethikkommission der Technischen
Universitat Minchen geprift und ethisch, wissenschaftlich und berufsrechtlich
fir unbedenklich erklart.

Mononukleare Stammzellen wurden durch Zentrifugation im Ficoll-Dichte-
gradienten isoliert (Dichte von Ficoll: 1.077 g/cm?®; Biochrom AG, Berlin). Wah-
rend einer 30minltigen Zentrifugation bei 2000 U/min ohne Bremse wandern
Erythrozyten, Granulozyten, Thrombozyten und tote Zellen nach unten.
Mononukleare Zellen reichern sich in einer Schicht zwischen Ficoll und Plasma

an.

Da fur die Versuche grosse Zellmengen nétig waren, wurden die gewonnenen
mononukledren Zellen nach einmaligem Waschen in einem Pool von durch-
schnittlich 10 Nabelschnurblutspenden in 10 % Dimethylsulfoxid (DMSO) (Sig-
ma, St Louis, MO) mit 10 % fetalem Kélberserum (FCS) kryokonserviert und bis

zur Verwendung in flissigem Stickstoff gelagert.

FUr die nachfolgenden Experimente wurden die Zellen von 10 Nabelschnurblut-
spenden nach Zugabe von 30 ml kaltem HF/2+-Puffer (Hank’s balanced salt
solution; Invitrogen, Berlin) im Wasserbad bei 37 °C aufgetaut. Danach wurden
die Zellen auf Eis gelagert und 5 Minuten bei 1400 U/min abzentrifugiert. Um
ein Verklumpen der Zellen durch freigesetzte DNA aus abgestorbenem Zellma-
terial zu verhindern, wurde das Zellpellet anschliessend 5 Minuten bei 37 °C mit
DNAse inkubiert (100 Kunitz Units / 100 ul DNAse pro 1 x 102 Zellen) und ho-
mogenisiert.
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Fir die Zellzdhlung wurde das Zellpellet je nach Grésse in 30 — 50 ml HF/2+-
Puffer suspendiert und 1 : 10 verdinnt. Schliesslich wurden 20 pl Zellen mit
gleichem Volumen einer Trypanblau-Lésung in den 4 grossen Eckquadraten
der Thoma-Zahlkammer ausgezahilt.

Die Berechnung der Zellzahl erfolgte nach folgender Formel:

gezahlte Zellen xax b
c

a = Blutverdiinnungsgrad (20 bei Verdinnung 1 : 20)

b = Multiplikationsfaktor, um die gegebene Schichthéhe von 0,1 mm auf 1 mm
hochzurechnen (konstanter Faktor 10)

¢ = Anzahl der ausgezéahlten grossen Quadrate.

2.2. Isolation von CD34+-Zellen
2.2.1. Grundprinzip der Methode
CD34+-Zellen werden isoliert durch magnetische Saulenseparation mittels mo-

noklonaler Maus-Anti-Mensch-CD34-Antikérper, welche an supramagnetische
Partikel (MACS® ,Microbeads®) gebunden sind (siche Abb.2).
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QuadroMACS™ Separator

MACS® Separation Columns

Abb.2: Magnetische Saulenseparation

Bei einer MACS®-Zellisolierung werden Zellen einer Suspension mittels ihrer
Oberflachenmarker (CD34) aufgereinigt. Die Oberflachenrezeptoren werden mit
spezifischen Antikérpern, im Falle von Stammzellen mit Anti-CD34, markiert.
Diese monoklonalen Antikdrper sind zusatzlich mit supramagnetischen Parti-
keln, MACS® ,Microbeads®, gekoppelt. Nach dieser Oberflichenmarkierung
passieren die Zellen eine Auftrennungssaule. Die markierten Zellen werden
vom Magneten angezogen und bleiben in dieser S&ule hangen, wahrend die
unmarkierten Zellen der Suspension vom Magneten nicht beeinflusst werden
und durchfliessen. Nach Entfernen des Magneten finden die aufgereinigten Zel-
len in der Auftrennungssaule keinen Halt mehr und kénnen herausgewaschen
werden. Die Anreicherung von CD34+-Zellen Gber magnetische Saulensepara-
tion fihrte zu einer Reinheit von Gber 95 %.
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2.2.2. Protokoll der Markierung

Im ersten Schritt wurden die Zellen mit Hilfe des MACS® Direct CD34
Progenitor Cell Isolation Kit (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach) markiert. Dazu
wurde die Zellsuspension nach Anleitung mit 200 pl HF/2+-Puffer, 100 ul Block-
Reagenz (MACS®) und 100 pl Micro Beads (MACS®) gemischt und 30 Minuten
auf dem Schattler im KUhlschrank inkubiert. Anschliessend wurden 30 ml kalter
HF/2+-Puffer zugesetzt und die Zellen 5 Minuten bei 1400 U/min
abzentrifugiert. Nach Absaugen des Uberstandes wurde das Zellpellet in 3 ml

kaltem HF/2+-Puffer aufgenommen und homogenisiert.

2.2.3. Protokoll der Saulenseparation

Nach dem Spilen der magnetische Saule mit 3 ml kaltem HF/2+-Puffer wurde
die Zellsuspension auf die Saule aufgetragen. Nach einem Durchlauf wurde die
Saule dreimal mit je 1 ml kaltem HF/2+-Puffer gewaschen. Das Durchdricken
durch die Saule lieferte folglich insgesamt 5 ml Zellen. Dieses erste positive
Eluat entsprach einer unreinen CD34+-Fraktion und wurde im ersten positiven
Roéhrchen gesammelt. Wiederholtes Waschen und Eluieren der Saule flihrte
schliesslich zu einer hoch gereinigten Frak-tion von CD34+-Zellen im zweiten
positiven Rohrchen. Fir die weitere Aufarbeitung wurden beide Fraktionen

aufgereinigter CD34+-Zellen vereinigt.

2.3. Markierung mit Kontrastmittel fir MR-Bildgebung

Um die Vor- und Nachteile von zwei MR-Kontrastmitteln zu untersuchen, wur-
den gereinigte CD34+-Zellen mit zwei verschiedenen SPIO-haltigen Kontrast-

mitteln, Resovist (Bayer Schering Pharma AG, Berlin) und Endorem (Guerbet

S.A., Roissy, Frankreich) markiert.
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Resovist ist ein klinisch zugelassenes von Carboxydextran umhdilltes SPIO mit
einem durchschnittlichen hydrodynamischen Durchmesser von 60 nm. Seine
Eisenoxidpartikel haben eine R1-Relaxationskonstante von 9,7 mM's™ und R2-
Relaxationskonstante 189 mM's™ bei 37 °C und 1,5 T. Endorem ist ein von
Dextran umhilltes Eisenoxid. Seine Partikelgrosse betragt 120-180 nm. Die
Partikel haben eine R1-Relaxationskonstante von 10,1 mM's' und R2-

Relaxationskonstante von 120 mM™'s™ bei 37 °C und 1,5 T.

Zum effektiven Markieren von CD34+-Zellen mit SPIO wurde das
polykationische Transfektionsagenz Lipofektin (Invitrogen, Berlin) eingesetzt.
Pro Kontrastmittel wurden drei Experimente durchgefihrt:

1. Zellen ohne Kontrastmittel (1. Kontrolle)
2. Mit Lipofektin behandelte Zellen (2. Kontrolle)
3. Mit Lipofektin und Resovist oder mit Lipofektin und Endorem markierte Zel-

len.

Zunachst wurde jeweils das Kontrastmittel (Resovist oder Endorem) in einer
Dosis von 20 pg Fe bzw. Lipofektin (12 pl) in einem Gesamtvolumen von 100 pl
HF/2+-Puffer fir 20 Minuten bei Raumtemperatur (RT) inkubiert. Zur Komplex-
bildung und Markierung wurden die Ansatze mit Kontrastmittel und Lipofektin
vereinigt, auf ein Endvolumen von 2 ml HF/2+-Puffer aufgefillt, 1 x 10° CD34+-
Zellen zugegeben und wiederum 20 Minuten bei RT inkubiert. Es folgte eine
Inkubation der markierten Zellen fir 4 Stunden unter Standardbedingungen der
Zellkultur (37 °C, 5 % COy). Die Zellproben wurden anschliessend mindestens
dreimal mit HF/2+-Puffer gewaschen, um restliche Partikel der Kontrastmittel zu
entfernen. Im nachsten Schritt wurden die Zellen in 0,3 ml HF/2+-Puffer
resuspendiert und durch ein 30-um Filcon Filter (BD Immunocytometry Sys-
tems, Erembodegem, Belgien) gefiltert, um eine Zellagglutination zu vermeiden.
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Schliesslich wurden unmarkierte und markierte CD34+-Zellen 12 Wochen lang
unter Standardbedingungen der Zellkultur (37 °C, 5 % CO,, 95 % Feuchtigkeit)
auf Petrischalen gezichtet, um ihre funktionelle Kapazitat (Wachstums- und
Differenzierungspotenzial) langfristig zu vergleichen.

2.4. Kolonie-bildende Vorlauferzellen und deren Regulation durch CSF

Die Proliferation und Differenzierung hamatopoietischer Vorlduferzellen wird
durch hamatopoietische Wachstumsfaktoren oder Zytokine reguliert. Diese
Mediatoren werden auch als Kolonie-stimulierende Faktoren (colony stimulating
factors oder CSF) nach der Zielzelle benannt, auf die sie wirken. So
unterscheidet man das Multi-CSF (IL-3), Granulozyten-Makrophagen-CSF (GM-
CSF), Granulozyten-CSF (G-CSF), Makrophagen-CSF (M-CSF), das
Erythropoietin  (EPO, ESF = erythropoiesis stimulating factor) und das
Thrombopoietin (TPO). Als Glykoproteine wirken die meisten CSF bereits in
niedrigen Konzentrationen (ca. 1072 M) durch Bindung an spezifische
Rezeptoren der Zelloberflache (Schartl et al., 2009). GM-CSF bindet z.B. an
einen hochaffinen Rezeptor, der u.a. auf reifen neutrophilen Granulozyten,

Makrophagen und eosinophilen Granulozyten nachgewiesen werden kann.

Aus den am frihesten nachweisbaren myeloischen Vorlauferzellen entwickeln
sich Granulozyten, Erythrozyten, Monozyten und Megakaryozyten; sie werden
als CFU-GEMM (colony forming unit granulocyte, erythrocyte, macrophage,
megakaryocyte) bezeichnet (siehe Abb.3). Unter dem Einfluss von IL-3, GM-
CSF und SCF entstehen auf dem myeloiden Entwicklungweg zuné&chst die
CFU-GM, die spater entweder Uber das Stadium der Monozyten in die Makro-
phagen oder in die neutrophilen Granulozyten differenzieren. Die basophilen
und eosinophilen Granulozyten entwickeln sich Gber CFU-Baso und CFU-Eo.
Auf dem erythroiden Differenzierungsweg bilden sich Uber ,burst forming units

erythroid“ (BFU-E) Erythroblasten und schliesslich reife Erythrozyten.
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Die Proliferation der BFU-E wird ausschliesslich durch EPO gesteuert, das in

vivo und in vitro u.a. fir die Hamoglobinsynthese bendtigt wird.

Andere CSF haben dagegen ein breites Wirkungsspektrum, wie das IL-3, der
Stammezellfaktor (SCF) und Thrombopoietin (TPO). Sie greifen sowohl in die

frihen Phasen der Hamatopoese als auch in deren spateren Verlauf ein.
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Abb.3: Hamatopoietische Entwicklung und regulierende Wachstumsfaktoren
nach Schartl, Gessler und von Eckardstein, 2009
CFU (colony forming units oder determinierte Stammzellen); IL Interleukin

SCF Stammzellfaktor; GM Granulozyten und Monozyten; EPO Erythropoietin
TPO Thrombopoietin; DZ Dendritische Zelle

30



Wahrend IL-3 eine proliferationssteigernde Wirkung auf multipotente
Stammzellen und die meisten determinierten Vorlauferzellen hat, beeinflusst
GM-CSF bipotente Vorlauferzellen und bewirkt M-CSF die Ausreifung von
Monozyten und Makrophagen. GM-CSF wird von T-Lymphozyten,
Makrophagen, Mastzellen und Endothelzellen freigesetzt und stimuliert das
Wachstum von Granulozyten- und Makrophagenkolonien.

Neben dem Einfluss auf das Wachstum von Progenitorzellen und deren Diffe-
renzierung kébnnen CSF auch die Lebenszeit und die Funktion der ausgereiften
Blutzellen regulieren. So potenziert GM-CSF die Lebensdauer der neutrophilen
Granulozyten, deren antimikrobielle Aktivitdt (Phagozytose) und die Produktion
von Zytokinen.

2.5. In-Vitro-Messung des Wachstums- und Differenzierungspotenzials
hamatopoietischer Vorlauferzellen auf Methylzellulose

Experimentell lassen sich CD34+-Progenitorzellen und ihr Entwicklungspoten-
zial in ,Colony Forming Assays” durch ihre Fahigkeit nachweisen, in Kultur Ko-
lonien zu bilden. In dieser Studie kam die Methylzellulose-Technik zur Anwen-
dung, die von Iscove entwickelt wurde (Iscove et al., 1971). Ein spezielles Me-
dium (MethoCult™ H4434 s.u.; Stem Cell Technologies, Vancouver, Kanada),
das Methylzellulose, verschiedene Wachstumsfaktoren und eine besondere
Kombination von Nahrstoffen enthalt, ist optimal fir das Wachstum erythroider
und myeloider Kolonien (Human Hematopoietic Colonies in Health and
Disease, 2005). Hier bilden sich nach ca. 10 Tagen aus jeweils einer
Progenitorzelle “Colony-forming Units” (CFU) und nach 14 Tagen “Burst-
Forming Units” (BFU).
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MethoCult™ H4434-Medium zur Erfassung der hamatopoietischen Koloniebil-
dung:

1 % Methylcellulose in Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium (IMDM)
30 % Fotales Kéalberserum (FCS)

1 % Rinderserumalbumin (BSA)

10* M 2-Mercaptoethanol

2 mM L-Glutamin

50 ng/ml SCF

10 ng/ml GM-CSF

10 ng/ml IL-3

3 Units/ml EPO

70 % IMDM

CD34+-Stammzellen wurden ausgesat (250 Zellen und 250 pl IMDM-L&sung
(GIBCO, Invitrogen, Karlsruhe)) in 1 ml Methylzellulose-Medium (MethoCult™
H4434). Sie wurden auf 35 mm Petrischalen unter Standardbedingungen (37
°C, 5 % CO, und 95 % Feuchtigkeit) im Brutschrank geziichtet und die Zellko-
lonien nach 14 Tagen Inkubation im Lichtmikroskop nach Standardkriterien

ausgezahlt (siehe Tabelle 2).

Erythroide Kolonien wurden bestimmt als Zahl der ,burst forming unit erythroid*
(BFU-E) und der ,colony forming unit erythroid“ (CFU-E). Gemischte Kolonien
wurden detektiert als Zahl der ,colony-forming units of granulocyte / erythroid /
macrophage / megakaryocyte® (CFU-GEMM), d.h. Kolonien, die einen betracht-
lichen Anteil von erythroiden und myeloiden Nachkommen enthalten. Myeloide
Kolonien wurden schliesslich erfasst als Zahl der ,colony-forming units of

granulocyte / macrophage® (CFU-GM), die nur myeloide Zellen enthalten.

Kolonie-Auswertung

CFU-E 8-200 Zellen in 1-2 Clustern

BFU-E > 200 Zellen in 3 bis mehr als 16 Cluster
CFU-G > 20-40 Granulozyten in einer Kolonie
CFU-M > 20 Monozyten in einer Kolonie
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CFU-GM Kolonie enthalt Granulozyten und Monozyten
CFU-GEMM Kolonie enthalt erkennbar hdmoglobinisierte Erythroblasten
und Granulozyten und Monozyten und Megakaryozyten

(Oostendorp, 2005)

Tabelle 2: Normalwerte der Kolonien (nach Oostendorp, 2005)

Vorlaufer KM per 1 x 10° PB per 2 x 10° CB per 2 x 10*
(kernhaltige Zellen) | (kernhaltige Zellen) | (kernhaltige Zellen)

CFU-E 2-289 n.b. n.b.

BFU-E 14 - 658 9-302 9-158

CFU-GM 34 — 267 9-92 6 — 340

CFU-GEMM 0,4 -34 0,2-39 0,2-90

Die Daten stellen auf Methylzellulose-Basis nachgewiesene Mittelwerte +
Standardabweichungen von 3 Experimenten dar. KM: Knochenmark; PB:

Peripheres Blut; CB: ,Cord Blood® oder Nabelschnurblut; n.b.: nicht bestimmt.

2.6. In-Vitro-Messung des Wachstumspotenzials hamatopoietischer Vor-

lauferzellen in Langzeitkulturen

In frihen Kulturen (nach 2 Wochen) und in Langzeitkulturen (nach 6, 8, 10 und
12 Wochen) wurde auch die Frequenz von kopfsteinpflasterbildenden Kolonien
(cobble-stone area-forming cells oder CAFC) bestimmt, wie friiher beschrieben
(Breems et al., 1994) und das Potenzial von markierten Zellen mit demjenigen
von Kontrollen verglichen. Daftr wurden CD34+-Zellen in CAFC-Medium (siehe
unten) kontinuierlich auf 96 Well-Platten geziichtet und die Frequenz von CAFC
im Abstand von jeweils 2 Wochen im Lichtmikroskop ausgezahlt.
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Konfluente Schichten von FBMD-1-Stromazellen auf 96-Well-Platten (mit 0,1 %
Gelatine-Uberzug) wurden (berschichtet mit markierten und unmarkierten
CD34+-Zellen in vier unterschiedlichen Verdinnungen mit mehreren Replikaten
pro Verdinnung. Die Kulturen wurden halbiert und pro Woche mit frischem Me-
dium versetzt (IMDM mit 20 % FCS, 20 ng/ml G-CSF, 10 ng/ml IL-3. Nach einer
Langzeitkultur von 2, 6, 8, 10 und 12 Wochen wurde die Frequenz von CAFC
im Lichtmikroskop ausgez&hlt und unter Verwendung des L-Calc-Programms
(Stem Cell Technologies) ausgewertet.

CAFC-Medium: 20 % foétales Kalberserum (hitzeinaktiviert 56 °C)
80 % IMDM mit Glutamax |
Penicillin / Streptomycin 1 : 100 oder Gentamycin 1 : 200

10 uM B-Mercaptoethanol
1 uM Hydrocortison

20 ng/ml G-CSF

10 g/ml IL-3

2.7. Kontrolle von Reinheit und Apoptoseanteil mittels

Durchflusszytometrie

Nach Prifung der Reinheit von CD34+-Zellen wurde ihr Apoptoseanteil vor und
nach der Markierung mit Kontrastmittel mittels Durchflusszytometrie beurteilt.

Prinzip der Durchflusszytometrie:

Die Durchflusszytometrie ermdglicht das Zahlen und die Analyse von physikali-
schen und molekularen Eigenschaften von Partikeln (Zellen, Kunststoffkigel-
chen usw.) in einem Flissigkeitsstrom (Darzynkiewicz et al., 1994, Radbruch,
2000). Eine Hauptanwendung besteht darin, mit Hilfe von Fluoreszenzfarbstoff-
markierten Proben (Antikérper, Rezeptoren, Streptavidin, usw.) bestimmte Ei-
genschaften von Zellen oder Zellpopulationen auf Einzelzellebene zu dokumen-
tieren.
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Die fluoreszenzaktivierte Zellanalyse (FACS-Analyse; FACS steht fir
Fluorescence Activated Cell Sorting) ist ein Verfahren zur quantitativen Be-
stimmung von Oberflachenmolekilen und intrazellularen Proteinen. Grundlage
ist die Antigen-Antikérper-Reaktion, die mit Fluoreszenzfarbstoff-markierten An-
tikérpern durchgefihrt wird. Zur Analyse werden die Zellen einer Einzelzellsus-
pension durch hydrodynamische Fokussierung wie an einer Perlenkette an ei-
nem gebindelten Laserstrahl geeigneter Wellenlange vorbeigeleitet (Abb.4).
Bei exakter Anregung der Elektronen des Fluoreszenzfarbstoffes durch den
monochromatischen Laserstrahl werden diese auf ein héheres Energieniveau
gehoben. Nach dem Laserpuls fallen die Elektronen unter Abgabe von Energie
(in Form von Photonen) auf ihr Ursprungsniveau zurlick. Die emittierte Photo-
nenkonzentration, die durch einen Photodetektor registriert wird, verhalt sich
proportional zur Menge an gebundenen Antikérpern / Zelle. Zusatzlich andert
das Licht des Laserstrahls beim Auftreffen auf die Zelle seine Richtung und es
entsteht Vorwartsstreulicht (forward scatter oder FSC) und Seitwértsstreulicht
(side scatter oder SSC). Mittels FSC wird die Zellgrésse bestimmt, wahrend

SSC ein Mass fir die Granularitat der Zelle darstellt.

Die gleichzeitige FACS-Messung mit verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen ist
moglich, weil sich die eingesetzten Farbstoffe zwar bei einer gemeinsamen
Wellenldange anregen lassen aber Uber unterschiedliche, fir den jeweiligen
Farbstoff charakteristische Emissionsspekiren verfligen.
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Abb.4: Schematische Darstellung eines Sortiervorganges von markierten Zellen
nach Radbruch, 2000

Die Reinheit der hier verwendeten CD34+-Zellen (2.2.2.1.) wurde
durchflusszytometrisch erfasst nach Farbung mit Fluorochrom-konjugiertem
CD34-Antikdérper (CD34-PE) oder CD45-Antikérper (CD45-FITC).

Protokoll:

Gereinigte CD34+-Zellen wurden 5 Minuten lang bei 1400 rpm zentrifugiert.
Das Zellpellet wurde mit 1 ml FACS-Puffer (PBS (phosphate-buffered saline) +
5 % BSA) gewaschen und nach erneutem Zentrifugieren in 0,1 ml FACS-Puffer

resuspendiert.
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Schliesslich wurden die Zellen mit 1 pl der oben angegebenen Antikdrper
(1:100 verdiinnt) 15 Minuten im Kihlschrank inkubiert, mit 1 ml FACS-Puffer
gewaschen, 5 Minuten bei 1400 rpm zentrifugiert und das Pellet zur Messung in
500 pl FACS-Puffer mit Propidiumiodid resuspendiert. Die Anreicherung von
CD34+-Zellen Gber magnetische Saulenseparation fihrte zu einer Reinheit von
uber 95 %.

Zum Nachweis des Apoptoseanteils der Zellen wurde mit Fluorescein-
Isothiocyanat (FITC) markiertes Annexin V und Propidiumiodid eingesetzt. Die
Methode kombiniert die Eigenschaft von Annexin V, in der frihen Phase der
Apoptose an Phosphatidylserin der Zellmembran zu binden mit der Farbung
durch Propidiumiodid, das nach Verlust der Membranintegritdt zwischen
Basenpaare doppelstrangiger Nukleinsauren interkaliert und damit tote Zellen

nachweist.

Protokoll:

CD34+-Zellen wurden vor und nach der Markierung mit MR-Kontrastmittel mit
(FITC)-markiertem Annexin V nach Herstelleranleitung gefarbt (Caltag
Laboratories, Bayshore Blvd, Burlingame, Kanada). Im Einzelnen wurden die
Zellen durch 5-mindtige Zentrifugation bei 1400 U / min gesammelt und zweimal
mit eiskaltem PBS gewaschen. Das Zellpellet wurde mit 5 pl Annexin V und 5 pl
Propidiumiodid (1pg / ml; Invitrogen, Berlin) in 500 pl Annexinpuffer (siehe
unten) gut gemischt und 15 Minuten im Kihlschrank inkubiert. Die Detektion der
Apoptoserate erfolgte mittels Flowzytometrie (Flowzytometer von Beckman
Coulter, Deutschland) und die Auswertung der Messdaten mit Hilfe der FlowJo-
Software (Tree Star, Ashland, OR, USA). Tote Zellen wurden unter

Verwendung des DNA-Farbstoffs Propidium-Jodid gemessen.

Annexinpuffer: 10 mM Hepes pH 7,4; 140 mM NacCl; 3,2 mM CaCl,
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2.8. Zelllyse und Proteinbestimmung

Lysis-Puffer: 50 mM Tris HCI pH 7,5

650 mM NaCl

25 mM EDTA pH 8,0

5 % (w/v) Triton X100

20 mM Phosphatpuffer pH 7,0

100 mM Na-Pyrophosphat pH 7,5

50 mM NaF

50 pM Benzamidin

50 uM PMSF (Phenyl-methyl-sulfonyl-flourid)

1 mM Orthovanadat (MG 183 Q)

Protease Inhibitor

Vor der Proteinbestimmung mussten die gereinigten CD34+-Zellen lysiert
werden. Nach Abzentrifugieren der Zellen (5 — 10 x 10° Zellen) und dem
Absaugen des Uberstandes wurde das Pellet je nach Grdsse mit Lysis-Puffer
(20 — 200 pl) versetzt, mit der Pipette gut durchmischt und in Eppendorfgefasse
dberfuhrt. Die Proben wurden flr mindestens 20 Minuten im Eisbad inkubiert,
zwischendurch auf dem Vortex geschuttelt und anschliessend 20 Minuten bei
14 000 U / min und 4 °C abzentrifugiert. Da sich die Proteine der lysierten
Zellen im Uberstand befanden, wurde der Uberstand fiir den Proteintest

aufbewahrt und das Pellet verworfen.

Reagenz A: 100 mg Coomassie Blue G-250, 50 ml Ethanol, 100 ml 85 % H3PO4
(bei 4 ° C lagern)
Reagenz B: 3 ml Bradford A ad 20 ml (frisch ansetzen)

Reagenz S:

Der Proteintest nach Bradford (Bradford, 1976) wurde als Doppelbestimmung
auf einer 96-Well-Mikrotiterplatte durchgeflihrt. Als Proteinstandard diente BSA.
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Nach Herstellung einer Proteinstandardreihe (0; 3; 1,5; 0,75; 0,375; 0,188 und
0,094 mg/ml BSA) in Lysis-Puffer wurden die vorbereiteten Proben, abhangig
von der Proteinkonzentration verdinnt und davon je 5 pl pro Well pipettiert. Zu
allen Proben und Proteinstandards wurden zuerst 25 pl einer Mischung aus
Reagenz A und Reagenz S (2 ml + 40 ul) zugegeben und danach 200 ul
Reagenz B. Die Mikrotiterplatte wurde anschliessend 15 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert und die OD bei 750 nm im ELISA-Reader gemessen.
Die Auswertung erfolgte gegen die BSA-Eichreihe unter Berlcksichtigung der
Verdinnung. Das Proteinlysat wurde aliquotiert und fir nachfolgende
Westernblot-Analysen bei —80 °C aufbewahrt.

2.9. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Proteine wandern im elektrischen Feld entsprechend ihrer Nettoladung und
werden in der SDS-PAGE in denaturierter Form nach ihrem Molekulargewicht
aufgetrennt. Grundsatzlich ist die Bewegungsgeschwindigkeit der Proteine, au-
Ber von der Nettoladung bei einem bestimmten pH, noch abhangig von der
Teilchenform und —gréBe, der Temperatur, dem mechanischen Widerstand des
umgebenden Mediums und dem angelegten elektrischen Feld. Bei der Denatu-
rierung mit dem anionischen Tensid SDS wird die Sekundar- und
Quartarstruktur des Proteins aufgebrochen. SDS lagert sich infolge hydropho-
ber Wechselwirkungen an Proteine in einem durchschnittlichen Verhéaltnis von
1,4 mg SDS / mg Protein an. So entstehen Partikel gleichférmiger Gestalt mit
zur Masse proportionalen negativen Ladung und gleicher Bewegungsge-
schwindigkeit. Eine weitere Auffaltung des Proteins erfolgt durch reduktive Spal-
tung von Disulfidbricken mit 2-Mercaptoethanol und DTT. In einem
Polyacrylamidgel werden denaturierte Proteine aufgrund des Molsiebeffekis
nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt.
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Zur Bestimmung des Molekulargewichts eines Proteins vergleicht man die zu
einer bestimmten Zeit zuriickgelegte Strecke bzw. die relative Wanderungsstre-
cke (Rt —Wert) mit der von Proteinen bekannten Molekulargewichts (Protein-
standard).

Rt = Wanderungsstrecke protein / Wanderungsstrecke giekirophoresefront
In einem Koordinatensystem werden die R-Werte gegen den Zehnerlogarith-
mus des Molekulargewichts aufgetragen (R = f (Ig Molekulargewicht)) und das

Molekulargewicht des gesuchten Proteins ermittelt.

Die SDS-Gelelektrophorese wurde nach der Methode von BIORAD Mini-
Protean_(Biorad, Minchen) unter reduzierenden Bedingungen durchgefihrt.

Lésungen:
Acrylamid / BIS: Ultra Pure Protogel (National Diagnostics, Atlanta,
USA)
(30 % (w/v) Acrylamid mit 0,8 % Bisacrylamid Stroke
Solution)
APS 10 %: 10 % APS (w/v) in HO frisch ansetzen
Tris-Puffer pH 6,8: 0,25 M Tris-Base in H2O I6sen,
mit konz. HCL auf pH 6,8 einstellen
Tris-Puffer pH 8,8: 0,75 M Tris-Base in H-O l6sen,
mit konz. HCL auf pH 8,8 einstellen
Methanol: 100 %

Elektrophoresepuffer: 25 mM Tris-HCL

(Laufpuffer) 192 mM Glycin
0,1 % SDS (sodium dodecyl sulfate) (w/v)
in H-O lésen, pH stellt sich auf ca. 8,8 ein
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5-fach Beladungspuffer:

2-fach Beladungspuffer:

Proteinmarker:

625 mM Tris-Base

10 % SDS (w/v)

50 % Glycerin

5mMDTT

25 mg Pyronin / 100 ml

in H2O lésen (heiB rihren), pH 6,9 einstellen
(bei —20 °C lagern)

60 mM Tris-HCI pH 6,8

3 % SDS (w/v)

10 % Glycerin (v/v)

10 % 2-Mercaptoethanol (v/v)
0,05 % Bromphenolblau (v/v)

mit H-O aufflllen und l6sen

Precision Plus Protein Dual Color Standards
(Biorad, Mlinchen)
20/25/37/50/75/100 kDa-Proteine

Herstellung des Elekirophoreseqgels

Trenngel Sammelgel
14 % 8 % 4 %

Acrylamid /BIS 1,86 ml |1,06 ml Acrylamid / BIS 0,260 ml
Tris-Puffer pH[1,00 ml |1,00 ml Tris-Puffer pH 6,8 | 0,505 ml
8,8

H-O 1,13 ml |1,94 ml H-O 1,235 ml
APS 10 % 17 17 ul APS 10 % 10 pl
TEMED 3 ul 3 ul TEMED 2 ul
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Die oben angegebenen Mengen von Acrylamid, Tris-Puffer und Wasser flr das
Trenn- und Sammelgel wurden getrennt angesetzt und gut durchmischt.
AnschlieBend wurde zuerst durch Zugabe der Radikalbildner APS und TEMED
die Polymerisation im Trenngel in Gang gesetzt, das Trenngel in die
GieBapparatur gefallt und mit Methanol (100 %) Uberschichtet. Nach Abschluf
der Polymerisation (ca. 30 Minuten) wurde der nicht polymerisierte Uberstand
mit dem Methanol entfernt. Das Sammelgelgemisch wurde mit APS und
TEMED versetzt, gut gemischt und auf das Trenngel gegossen. Dabei wurde
sofort ein Kamm mit den Platzhaltern fiir die Proben eingesetzt. Nach weiteren
30 Minuten Polymerisationszeit wurde der Kamm entfernt und das Gel mit den
Glasplatten in die Elektrophoreseapparatur eingesetzt. Der
Elektrophoresepuffer (Laufpuffer) wurde in die Pufferkammern der Anode und
der Kathode eingefiillt.

Vorbereitung der Proteinproben:
Far die SDS-PAGE wurden die durch Lyse von CD34+-Zellen aus NSB gewon-
nenen Proteinproben eingesetzt (siehe 2.2.7). Proben mit 40 — 60 pg Protein

wurden in EppendorfgefaBen mit 2-fach Beladungspuffer mindestens im Ver-
héaltnis 1:1 gemischt bis zu einem Endvolumen von 25 pl. Bei einem Probevo-
lumen zwischen 13 und 23 ul wurde alternativ 5-fach Beladungspuffer verwen-
det. Ebenso wurden etwa 5 ul des Proteinstandards mit 5 ul 5-fach Beladungs-
puffer durchmischt. Alle Proteinproben einschliesslich des Proteinmarkers wur-
den 5 Minuten lang im Heizblock bei 95 °C erhitzt und nach Abklhlung und
Abzentrifugieren vorsichtig mit einer Pipettierhilfe in die Probentaschen Uber-
fuhrt. Als positive Referenz flr BCI-2 diente ein Lysat von Jurkatzellen mit 10 pg
Protein.

Zunéchst liess man bei 60 Volt Spannung die Proben aus den Taschen in das
Sammelgel laufen. Danach erfolgte die Auftrennung der Proteine durch
Elektrophorese im Trenngel bei einer Spannung von 100 — 120 V. Die
Elektrophorese wurde beendet, sobald die Lauffront das Ende des Gels erreicht
hatte (nach 1,5 — 2,5 Stunden). Das Elektrophoresegel wurde anschliessend fir
Westernblot-Analysen verwendet.
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2.10. Westernblot

Beim Westernblot werden Proteine aus einem Polyacrylamidgel durch einen
Elektrotransfer auf eine unbewegliche Nitrozellulosemembran / PVDF-Membran
Ubertragen. Den Blot (d.h. die unbewegliche Matrix mit den transferierten
Proteinen) l&dsst man zur Identifizierung der Proteinantigene mit den
entsprechenden Antikdrpern reagieren. In dieser Arbeit wurde die Westernblot-
Analyse durchgefihrt, um die Expression von Proteinen zu untersuchen, die an
der Regulation der Hamatopoese beteiligt sind.

Nitrocellulosemembran:  (Amersham, England)

Filterpapier: (Whatman GmbH, Dassel)

Transferpuffer: 20 mM Tris / 150 mM Glycin / 20 % Methanol (v/v) /
0,5% SDS (w/v) pH 8,3

Blockierungslésung: 10 % (w/v) Milchpulver in PBS, 0.1% (w/v) Tween 20

Waschlésung: PBS, 0.1% (w/v) Tween 20

Primare Antikorper: Maus-Anti-Mensch-Bcl-2-MoAK,
(BDBiosciences, Pharmingen)
Kaninchen-Anti-Mensch-lkB-oa-MoAK
(Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA)
Kaninchen-Anti-Mensch-NF-kB-MoAK
(Upstate Biotechnology, Lake Placid, NY, USA)
Kaninchen-Anti-Mensch-Survivin
(R&D Systems, Inc., Minneapolis, MN, USA)
Maus-Anti-Mensch-B-Aktin-MoAK
(Sigma, St Louis, Missouri, USA)

Sekundarer Antikdrper: Ziege-Anti-Kaninchen polyklonaler Antikérper als
Peroxidasekonjugat (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ)
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Entwicklungs-Reagenz: fir Chemilumineszenz
(Supersignal West Femto, Pierce, Rockford, IL, USA)

Roéntgenfilme: Kodak-Film (Amersham, England)

Der Elektrotransfer beim Western Blotting wurde mit dem Semi-Dry-Verfahren
nach Kyhse-Anderson (1984) durchgefihrt. Dazu wurden 2 Filterpapiere und
die Nitrocellulose-Membran auf die TrenngelgréBe (Sammelgel wird abgetrennt)
zugeschnitten und in  Transferpuffer bzw. Methanol getrankt. Das
Elektrophoresegel (2.2.8.), die nassen Filterpapiere und die Nitrozellulose-
Membran wurden wie folgt zwischen Kathode und Anode angeordnet: Kathode,
1 Filterpapier, Elektrophoresegel, Nitrozellulose-Membran, 1 Filterpapier, Ano-
de. Vor Anbringen der Kathode wurden Luftblasen zwischen den einzelnen
Schichten ausgepret. Bei einer Stromstéarke von 100 mA fiir ein Gel oder 200
mA fir 2 Gele wurden Proteine in einer Semi-Dry-Kammer auf eine

Nitrozellulosemembran Ubertragen.

Danach wurden unspezifische kopplungsfahige Gruppen der Membran mittels
10 % Milchpulver in PBS / 0,1 % Tween 20 eine Stunde bei Raumtemperatur
(RT) blockiert. Alle weiteren Schritte erfolgten unter leichtem Schutteln auf
einem Kippschuttler. Nach Verwerfen der Blockierungslésung (20 ml) wurde die
Membran mit den entsprechenden primaren monoklonalen Antikdrpern (Anti-
Survivin (1:2000); Anti-BCI-2 (1:2000); Anti-lkB-a (1:1000); Anti-NF-xB (1:2000)
und Anti-B-Aktin (1:2000)) in 5 % Milchpulver / PBS / Tween 20 Uber Nacht bei
4 °C inkubiert. Nach zwei Waschschritten mit PBS / Tween 20 fir jeweils 10
Minuten wurde der polyklonale sekundare Antikérper (Ziege-Anti-Kaninchen
GAR-POX 1 : 10 000) als Peroxidasekonjugat in 5 % Milchpulver / PBS / Tween
20 eingesetzt und der Blot 30 Minuten bei RT inkubiert. Nach intensivem
Waschen (2 x je 10 Minuten mit PBS / Tween 20 und 1 x mindestens 20
Minuten mit PBS) wurden die immunomarkierten Proteinbanden Uber
Chemilumineszenz detektiert, d.h. mit Hilfe eines Entwicklungreagenzes nach
Pierce und der Blot mit einem Rdntgenfilm fotografiert.
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Auf der bereits entwickelten Membran wurden weitere Proteine nach Strippen
der Antigen-Antikorper-Bindungen lokalisiert. Die Membran wurde dazu 10 — 20
Minuten in Amido Black Destain inkubiert und dreimal 10 Minuten mit PBS /
Tween 20 gewaschen. Anschliessend erfolgte eine neue Auswertung des
Westernblots mit Blockieren, Immunomarkieren und Detektieren des neuen

Proteins.

2.11. Statistische Analysen

Flr statistische Berechnungen wurde SPSS 16,0 fir Windows verwendet. Zum
Vergleich der Markierungsansatze (Kontrollen mit unmarkierten Zellen; mit
Endorem oder Resovist) kamen der nicht-parametrische Dunn’s Test, der pa-
rametrische Bonferroni’'s Test und der parametrische Tukey-Kramer's Test zur
Anwendung. Die Unterschiede zwischen den verschiedenen Markierungsansat-
zen wurden als signifikant betrachtet, wenn p < 0,05 war.
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3. Ergebnisse

3.1. In vitro-Effekte der Behandlung / Markierung humaner CD34+-Zellen
mit MR-Kontrastmittel

Ziel dieser Arbeit war es, eine klinisch anwendbare MR-Markierungstechnik zu
finden, die das Uberleben und die kurz- und langfristige Differenzierungskapazi-
tat von hdmatopoietischen Vorlauferzellen aus Nabelschnurblut (CD34+-Zellen)

nicht negativ beeinflusst.

Zuerst wurde die Aufnahme von zwei verschiedenen SPIO MR-Kontrastmitteln
(Endorem und Resovist) durch CD34+-Zellen aus Nabelschnurblut (NSB) unter
Anwendung der Eisenfarbung mittels Preussisch-Blau und der Anti-Dextran-
Immunofarbung bestimmt. Die Aufnahme von Resovist und Endorem in frisch
isolierten CD34+-Zellen (85 % bzw. 83 %) war héher als in aufgetauten Zellen
(49 % bzw. 61 %). Jedoch reichte die Ausbeute an CD34+-Zellen aus frischem
Nabelschnurblut (1-2 Spenden) fur die MR-Bildgebung im Mausmodell nicht
aus. Far die hier beschriebenen préklinischen Experimente zur MR-Markierung
wurden alternativ kryokonservierte mononukledre Stammzellen von durch-

schnittlich 10 Nabelschnurblutspenden verwendet.

3.1.1. Uberleben und Apoptosegrad nach Markierung

Nach Behandlung / Markierung mit Kontrastmittel wurde primér das Uberleben
und die Apoptose von aufgetauten CD34+-Zellen in vitro analysiert. Nach Far-
bung mit FITC-markiertem Annexin V liess sich keine signifikante Zunahme der
Apoptose in aufgetauten CD34+-Zellen nach vierstindiger Behandlung mit
Lipofektin oder mit Resovist und Lipofektin gegenlber der Kontrolle (4 h serum-
freie Inkubation - Lipofektin) beobachten (Abb.5).
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Bei gleichzeitiger Anwendung von Propidiumiodid wurden ebenfalls keine Ver-
anderungen in der Membranpermeabilitdt bzw. Vitalitdt der Zellen nachgewie-

sen weder nach alleiniger Behandlung mit Lipofektin noch nach Markierung mit

Resovist und Lipofektin.
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Abb.5: Apoptoserate nach Markierung mit Lipofektin und Resovist
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CD34+-Zellen aus NSB wurden markiert mit Resovist-Lipofektin-Komplexen wie in 2.2.2.1. beschrieben. Nach 4 Stunden unter
Standard-Kulturbedingungen wurden die Zellen mit Annexin V und Propidiumiodid gefarbt. Es werden die % apoptotischen (mit
Annexin V gefarbten) Zellen nach der Inkubation in Kulturmedium ohne Resovist oder Lipofektin (a), mit Lipofektin (b) oder mit
Resovist und Lipofektin (c) gezeigt. In 5 Wiederholungsmessungen gab es keine Veranderungen in der Zahl apoptotischer Zellen

nach irgendeiner dieser Behandlungen (Mittelwerte + Standardabweichung, n=5) (d).
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3.1.2.

Anschliessend wurde das Wachstums- und Differenzierungspotenzial von

Wachstums- und Differenzierungspotenzial von 14-Tage-Kulturen

CD34+-Progenitorzellen in verschiedenen Markierungsansatzen verglichen. Als
positive Referenz wurden aus Nabelschnurblut gewonnene aufgetaute CD34+-
Zellen (Input) verwendet. Als weitere Kontrollen dienten Zellen nach vierstindi-
ger Inkubation in serumfreiem Medium ohne oder mit Lipofektin (4 h Serumfrei
und Lipo). SPIO-Kontrastmittel (Endorem und Resovist) wurden jeweils mit
Lipofektin eingesetzt und die aus determinierten Vorlauferzellen (BFU-E, CFU-
GEMM und CFU-GM) gebildeten Kolonien im Lichtmikroskop nach Standardkri-
terien ausgezahlt und ausgewertet (siehe Kapitel 2.5.; Abb. 6 und 8). Es zeigte
sich, dass die kurzfristige Koloniebildungskapazitat aller in 14-Tage-Kulturen
untersuchten CFUs durch die Markierung mit Resovist und Lipofektin im Ver-
gleich zur Kontrolle (4h Serumfrei) nicht beeintrachtigt wurde (Tabelle 3 und
Abb. 7, 9 und 10). Auch die alleinige Behandlung mit Lipofektin bewirkte keine
signifikanten Veranderungen in der Koloniebildung gegeniber der Kontrolle (4 h
Serumfrei) und Resovist mit Lipofektin. Zwar wurden unter dem Einfluss von
Lipofektin geringe Abnahmen in der Koloniebildung von CFU-GEMM und CFU-
GM beobachtet; sie erreichten aber keine statistische Signifikanz (Tabelle 3 und
4 sowie Abb. 9 und 10).

Tabelle 3: Koloniebildung nach Markierung

Input 4 h Serum- Lipo Lipo + Endo | Lipo + Reso
n=18 frei n=4 n=9 n=15
n=18
BFU-E 16,00 + 1,63 12,67 +£0,88 | 14,00 £ 1,31 9,89 + 1,61 14,37 £ 0,92
CFU-GEMM 9,56 = 1,09 5,78+ 0,72 4,50 + 1,31 2,72+ 0,72 5,87+ 0,72
CFU-GM 14,75 £ 2,31 10,083 + 0,94 7,13+1,37 5,39+1,03 9,27 + 0,81

Die Ergebnisse werden angegeben als Zahl der Kolonien pro 100 ausplattierte
Zellen; sie stellen Mittelwerte + Standardabweichungen von mindestens 4 un-
abhangigen Experimenten dar.

n: Zahl der Messungen in gleichen Versuchsansatzen

Input. CD34+-Zellen aus NSB ohne Vorbehandlung

4 h Serumfrei. Zellen wurden 4 h in serumfreiem Medium gehalten (1. Kontrolle)
Lipo: Zellen nach Inkubation mit Lipofektin (2. Kontrolle)

Lipo + Endo: Zellen nach Markierung mit Endorem und Lipofektin

Lipo + Resovist: Zellen nach Markierung mit Resovist und Lipofektin
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Jedoch reduzierte Endorem die Koloniebildung der CFUs signifikant gegentber
den Kontrollen und Resovist. Im Einzelnen war die Koloniebildung von BFU-E
nach Markierung mit Endorem und Lipofektin signifikant reduziert gegentber
derjenigen nach Markierung mit Resovist und Lipofektin (p = 0,021) (siehe
Tabelle 4 und Abb. 7). Das gleiche Ergebnis liess sich auch fir die
Koloniebildung von CFU-GEMM und CFU-GM zeigen (p = 0,011 bzw. 0,010)
(siehe Tabelle 4 und Abb. 9 und 10). Zusatzlich wurde in diesen Tests nach
Markierung mit Endorem und Lipofektin auch eine signifikante Abnahme der
Koloniebildung gegeniber Kontrollbedingungen (4 h Serumfrei) nachgewiesen
(p =0,016 bzw. 0,007).

Insgesamt erwies sich Resovist als das effektivere MR-Kontrastmittel. Deshalb

wurde flr die nachfolgenden Experimente Resovist verwendet.

Tabelle 4: Statistische Auswertung mittels Students-T-Test

Markierungsansatze P-Werte
BFU-E

Lipofektin | Endorem | Resovist | Serumfrei vs Lipo vs Endo vs
+ - - 0,525 1,0 -
+ + 0,126 0,169 1,0
+ + 0,207 0,858 0,021

CFU-GEMM

Lipofektin | Endorem | Resovist | Serumfrei vs Lipo vs Endo vs
+ - - 0,468 1,0 -
+ + 0,016 0,264 1,0
+ + 0,934 0,414 0,011

CFU-GM

Lipofektin | Endorem | Resovist | Serumfrei vs Lipo vs Endo vs
+ - - 0,202 1,0 -
+ + - 0,007 0,394 1,0
+ + 0,565 0,254 0,010

Die verschiedenen Markierungsansatze (siehe Tabelle 3) wurden unter Anwen-
dung des gepaarten Students-T-Test miteinander verglichen. Die P-Werte in
der Spalte unter Serumfrei vs entsprechen den Vergleichen zwischen:

Serumfrei vs Lipofektin,

Serumfrei vs Endorem + Lipofektin
Serumfrei vs Resovist + Lipofektin usw.
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Abb.6: Koloniebildung von normalen BFU-E aus 14 Tage-
Kulturen von Nabelschnurblut in Methylzellulose-Medium

(nach Oostendorp, 2005).

Mit Hilfe der Methylzellulose-Technik lassen sich Kolonien relativ
schnell im Lichtmikroskop ablesen und Uber die Farbe der Cluster-
bildung unterscheiden. Die Kolonien von BFU-E erscheinen typisch
dunkelrot-braun, weil wahrend der Kulturperiode Hamoglobin unter
dem Einfluss von Erythropoietin synthetisiert wird.
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Abb.7: Effekt der Markierung mit Resovist auf BFU-E-Kolonien

Die Bildung von BFU-E-Kolonien von aufgetauten humanen CD34+-Zellen
aus NSB (INPUT) wurde in Kontrollen und nach Markierung mit Resovist
und Lipofektin unter gleichen Bedingungen analysiert wie in der Legende
zu Tabelle 3 beschrieben.
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Abb.8: Koloniebildung von normalen CFU-GEMM aus 14 Tage-
Kulturen von Nabelschnurblut in Methylzellulose-Medium

(nach Oostendorp, 2005)

Kolonien von CFU-GEMM enthalten Zellen aller hamatopoietischen
Linien und bilden die gréssten Cluster Gberhaupt.
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3.1.3 Wachstumspotenzial von Langzeitkulturen

Vorlauferzellen sind Nachkommen von Stammzellen. Wenn Vorlduferzellen
nach etwa 3 Wochen keine Kolonien mehr bilden kénnen, bilden Stammzellen
immer wieder Vorlauferzellen nach. Das bedeutet, je spater man die Zahl der
Vorlauferzellen in Kulturen bestimmt, um so eher kann man sich dem Potenzial
der Stammzellen annéhern. Vorlauferzellen werden zu einem frihen Zeitpunkt
(nach 2 Wochen) bestimmt. In Langzeitkulturen (nach 6, 8, 10 und 12 Wochen)
kann man zudem die Frequenz von kopfsteinpflasterbildenden Kolonien (CAFC)
pro 100 ausplattierte Zellen feststellen. Dabei nahert sich die Aktivitat der
Kulturen nach 12 Wochen dem Potenzial der Stammzellen am ehesten an.
Solche Langzeitkulturen wurden in dieser Studie untersucht (siehe Abb.11), um
festzustellen, ob auch die Zellen, deren Aktivitdt mit Stammzellen am ehesten
vergleichbar ist, von der Markierungsmethode beeinflusst werden. Auch hier
zeigten sich keine signifikanten Veranderungen von CAFC nach der Markierung
mit Resovist und Lipofektin gegentber der unmarkierten Kontrolle (4h
Inkubation in serumfreiem Medium) (Abb. 12). Lipofektin alleine oder Endorem
und Lipofektin reduzierten die CAFC-Bildung nicht signifikant (nicht

dokumentierte Resultate).
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Abb.11: CAFC von humanen CD34+-Zellen
(nach Oostendorp, 2005)
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Abb. 12: Frequenz von frithen und spaten CAFC von humanen CD34+-
Zellen

Aufgetaute aus NSB stammende CD34+-Zellen wurden mit serumfreiem
Medium inkubiert (o, Inkubation), mit Lipofektin (&, Lipo) oder mit
Lipofektin und Resovist (A, Lipo + Reso) behandelt und in einem CAFC-
Test mit 20 Wiederholungen pro Verdinnung analysiert. Kopfsteinpflaster-
artige Kolonien wurden friih (nach 2 Wochen) und spét (nach 6, 8, 10 und
12 Wochen) gezahlt und die CACF-Frequenz mittels der L-Calc-Software
(Stem Cell Technologies) ermittelt. Die Messdaten werden als Mittelwerte +
Standardabweichung der CAFC pro 100 ausplattierte Zellen angegeben.
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3.1.4. Expression regulatorischer Proteine nach Markierung

Die Zahl hamatopoietischer Stamm- und Progenitorzellen wird u.a. durch die
Apoptose oder den programmierten Zelltod reguliert (Kondo et al., 2003). Ein-
zelnen Proteinen wird eine wichtige Rolle in der Regulation des Uberlebens von
HSZ zugeschrieben, wie NFxB, kB, BCL-2 und Survivin (Pyatt et al., 1999,
Domen et al., 2001 und Fukuda et al., 2001). Da diese Uberlebenssignale von
CD34+-Progenitorzellen durch die Markierungsmethode stimuliert und auf diese
Weise die Funktion von Stammzellen beeinflusst werden kdnnten, haben wir die
Expression von NF«B, 1kB, BCL-2 und Survivin in CD34+-Zellen von Nabel-
schnurblut nach verschiedenen Behandlungen im Westernblot untersucht. Wie
auch viele andere Arbeitsgruppen haben wir B-Aktin als internen Referenzmar-
ker verwendet, d.h. die Expression von B-Aktin als MaB fir die Zahl der Zellen
im Proteingemisch betrachtet. Die Nutzung eines solchen ,house-keeping® Pro-
teins basiert auf der Annahme, dass seine Proteinexpression unter verschiede-

nen experimentellen Bedingungen unverandert bleibt.

Abb. 13 A-C zeigt reprasentative Beispiele von Westernblots fir NF-xB und
lkB-a sowie fur das ,housekeeping® Protein B-Aktin. NF-xB und IxB-a liessen
sich in CD34+-Progenitorzellen aus aufgetautem Nabelschnurblut klar nachwei-
sen. Es zeigten sich keine erkennbaren Unterschiede in der Expression dieser
Proteine gegenlber dem internen Referenzmarker B-Aktin weder nach Markie-
rung mit Resovist und Lipofektin noch nach alleiniger Behandlung mit
Lipofektin.

Dagegen konnten BCI-2 und Survivin in CD34+-Zellen aus NSB in der vorlie-
genden Untersuchung nicht detektiert und bewertet werden. Jedoch gelang der
Nachweis dieser Proteine in Jurkat-Zellen (Leuka&miezelllinie von humanen
hamatopoietischen T-Zellen) (nicht dokumentiertes Ergebnis).
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Abb. 13 A-C: Westernblots von CD34+-Vorlauferzellen aus Nabel-
schnurblut

Die Proben stellen Lysate von 5 — 10 x 10° CD34+-Zellen aus Nabelschnur-
blut mit 40 — 60 pg Protein pro Gelbande dar. Die Zelllysate wurden
geblottet, mit spezifischen Antikdrpern markiert, wie im Methodenteil be-
schrieben, und die Proteine mittels Chemilumineszenz auf Kodakfilmen de-
tektiert.

Abb. 13 A zeigt B-Aktin (42 kDa), Abb. 13 B zwei Banden des Proteins NF-
kB (50 kDa und 65 kDa) und Abb. 13 C IkB-a (41 kDa). Die Banden auf dem
Blot zeigen von links nach rechts jeweils die Kontrolle (4 h serumfreie Inku-
bation - Lipofektin), Markierung mit Resovist und Lipofektin und alleinige Be-
handlung mit Lipofektin.
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4, Diskussion

Die Effizienz einer Stammzelltherapie hédngt ab vom Homing-Verhalten, dem
Anwachsen und der Proliferation transplantierter Stammzellen im Knochen-
mark. Das Homing von hdmatopoietischen Vorlauferzellen wird als ein Prozess
aus vielen verschiedenen miteinander koordinierten Schritten betrachtet. Dazu
gehdren die Adhasion an Endothelzellen sinusoidaler GeféBe, die trans-
endotheliale Wanderung und die Verankerung in Knochenmarknischen, wo eine
dauerhafte Rekonstitution der Hamatopoese und linienspezifische Differenzie-
rungen stattfinden (Voermans et al., 2001; Chute, 2006; Chavakis et al., 2008).

Nabelschnurblut von Neugeborenen zeigt als Stammzellquelle einige Vorteile
gegenltber Stammzellen von Erwachsenen aus Knochenmark und peripherem
Blut:

1. Es toleriert eine hohere HLA-Disparitat des Empfangerbluts bei der
allogenen Stammzelltransplantation (Bradley et al., 2005).

2. Es besitzt einen hdheren Anteil primitiver Vorlauferzellen mit héherem
Wachstumspotenzial (Grewal et al., 2003; Mayani et al., 1998; Gluckman et
al., 1997).

3. Im Xenotransplantationsmodell subletal bestrahlter NOD/SCID-Mause zei-
gen CD34+-Zellen aus Nabelschnurblut ein héheres Rekonstitutionspoten-
zial (Wang et al., 1997; Conneally et al., 1997; Noort et al., 1998).

Wegen der geringen Menge an Nabelschnurrestblut und der dadurch begrenz-
ten Gesamt-Zellzahl stellte sich die Frage, ob man intravends injizierte humane
hamatopoietische Vorlauferzellen lokalisieren und wéahrend ihrer Wanderung
zum Knochenmark in immundefizienten Mausen mittels der MR-Bildgebung

verfolgen kann.
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Wenn man das Schicksal markierter Zellen im Mausmodell in vivo im zeitlichen
Verlauf sichtbar machen kann, sollten dadurch auch Einblicke in das Homing-
Verhalten mdglich sein und der Erfolg einer Stammzelltherapie beurteilt und
eventuell vorhergesagt werden kdnnen. Deshalb war das Ziel der vorliegenden
praklinischen Untersuchungen, eine effiziente, klinisch anwendbare MR-
Markierungstechnik ftir Zellen aus Nabelschnurblut zu finden.

Neu in dieser Arbeit gegenlber friheren Studien (z. B. Daldrup-Link et al.,
2005a) war, dass wir uns vor allem auf die schwer zu markierende CD34+-
Subpopulation konzentriert haben, weil diese Zellpopulation friihe und spate
Vorlauferzellen enthélt (Bonde et al., 2004). Eine Markierung dieser CD34+-
Zellen und die In-Vivo-Visualisierung ihrer Wanderung im MRT nach Transplan-

tation in athyme Mause wurde bisher nicht publiziert.

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass die Markierung mit Resovist und Lipofektin
die Vitalitdt und die h&matopoietischen Funktionen von humanen CD34+-
Progenitorzellen aus Nabelschnurblut in vitro nicht beeintrachtigt. Mit Hilfe die-
ser effizienten Markierungstechnik gelang es zudem in einer nachfolgenden
Studie, die Wanderung markierter CD34+-Vorlauferzellen zum Knochenmark
(Homing-Verhalten) in  immundefizienten = Nackitmausen  (Balb/c-AnN
Foxn1™/Crl) nach intravendser Injektion von 1 x 107 Zellen mittels klinischer 1,5
T MR-Bildgebung nicht invasiv zu detektieren und zu evaluieren. Teile dieser
Arbeit wurden inzwischen verdéffentlicht (siehe Anhang 7.2.: Niemeyer et al.,
2010).
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4.1. Aligemeine Aspekte zZu klinisch anwendbaren MR-
Markierungstechniken

Einige Arbeitsgruppen haben bereits Markierungstechniken mit verschiedenen
MR-Kontrastmitteln und Transfektionsagenzien fiir praklinische In-Vivo-Studien
zur Wanderung transplantierter Stammzellen entwickelt (Daldrup-Link et al.,
2003; Frank et al., 2003; Arbab et al., 2005; Rudelius et 2003). Die nicht invasi-
ve MRT-Bildgebung erlaubt es, das spezifische Homing-Verhalten nach einer
Stammezelltransplantation auch im Menschen zu untersuchen, z.B. in Bezug auf
die bendtigte Zellzahl und die optimale Applikationsmethode. Far die klinische

Anwendung muss eine Markierungsmethode bestimmte Kriterien erflllen:

» Vorzugsweise sollte ein klinisch zugelassenes MR-Kontrastmittel und

Transfektionsagenz angewendet werden.

» Die markierten Zellen sollten mit Hilfe eines klinischen 1,5 Tesla MR-
Scanners detektierbar sein.

> Die Methode sollte leicht anzuwenden sein und nicht invasiv.

» Das MR-Kontrastmittel sollte hohe Relaxationsraten aufweisen.

> Die Methode sollte zu hoch effizienter zellularer Aufnahme des Kontrastmit-

tels fihren ohne Veranderungen der Zelloberflache.
» Die zellulare Markierung sollte héchstens mit geringer Zytotoxizitat verbun-

den sein. Normales Wachstum und die Differenzierung der Stammzellen

sollten dadurch nicht beeintrachtigt werden (Rudelius et al., 2003).
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Als MR-Kontrastmittel zur in vivo Visualisierung der Wanderung repopulierender
Stammzellen im Mausmodell werden heute klinisch zugelassene SPIOs
(superparamagnetic iron oxide particles) (z.B. Feridex oder Endorem und
Resovist) wegen der folgenden Eigenschaften bevorzugt eingesetzt:

» Sie bewirken die gréBte MR-Signalanderung pro Metalleinheit insbesondere

auf T2*—gewichteten MR-Bildern.

» |hr Eisenanteil wird in den normalen Eisenstoffwechsel der Zielzellen aufge-

nommen und wiederverwertet.

» An ihre Dextranhille kénnen funktionelle Gruppen (Transfektionsagenzien)

gebunden werden.

» Sie koénnen im Licht- und Elektronenmikroskop leicht detektiert werden
(Sykova et al., 2009)

Humane Stammzellen und nicht phagozytierende oder sich langsam teilende
CD34+-Vorlauferzellen kénnen von Dextran umhillte SPIOs nur unzureichend
aufnehmen wegen der negativen Oberflachenladung der SPIOs (Daldrup-Link
et al., 2003 und 2005a; Maxwell et al., 2008).

Die geringe Eisenaufnahme in CD34+-Zellen kann auch damit erklart werden,
dass diese Zellen den Transferrin-Rezeptor (CD71) nicht exprimieren, der einen
Teil der Eisenaufnahme vermittelt (Knadn-Shanzer et al., 2008). Weiterhin
nehmen Progenitorzellen aus Nabelschnurblut deutlich mehr SPIOs auf als Vor-
lauferzellen aus peripherem Blut (Daldrup-Link et al., 2005b). Da die Eisenauf-
nahme in engem Zusammenhang zum Energiehaushalt und damit zur Prolifera-
tion steht, kann man den letzten Befund darauf zurlickfihren, dass Vorlauferzel-
len aus Nabelschnurblut eine héhere metabolische Aktivitat aufweisen (Grewal
et al., 2003) und damit mehr Transferrin-Rezeptoren (CD71) exprimieren als
diejenigen aus peripherem Blut.
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Wegen der insgesamt unzureichenden Aufnahme von SPIOs in
hamatopoetische Vorlauferzellen, wurde das Markierungsprotokoll dieser Studie
durch Verwendung des lipidmodifizierenden Transfektionsagenzes Lipofektin
optimiert. Lipofektin bildet Gber elektrostatische Krafte Komplexe mit SPIOs,
welche an die Zellmembran binden und tber Pinozytose oder Endozytose in die
Zellen aufgenommen werden und zu einer effizienteren Markierung flhren
(Daldrup-Link et al., 2003). Es ist wichtig, jede Kombination von Kontrastmittel
und Transfektionsagenz (TA) fir verschiedene Zellen getrennt zu untersuchen
und ein optimales Konzentrationsverhaltnis von SPIO zu TA zu finden, wo sich
stabile Komplexe bilden, die Aufnahme von SPIO in die Zellen begtnstigt wird
und TA auf die Zellen nicht toxisch wirkt (Kalish et al., 2003). Niedrigere Kon-
zentrationen des Transfektionsagenzes kénnen zu einer unzureichenden zellu-
laren Aufnahme fihren, wahrend héhere Konzentrationen die Prazipitation der

Komplexe induzieren oder fir die Zellen toxisch sein kdnnen.

Flr bestimmte Zwecke kann es vorteilhaft sein, hdmatopoietische Zellen mit
klinisch zugelassenen Gadolinium (Gd)-Chelaten zu markieren, z.B. fir humane
Monozyten zur Analyse von Entziindungsprozessen, weil diese Zellen Gd-
Chelate spontan Uber Phagozytose aufnehmen, obwohl mit diesen MR-
Kontrastmitteln eine viel geringere Sensitivitat der Zelldetektion als mit SPIOs
erreicht wird (Daldrup-Link et al., 2009). SPIOs reduzieren zudem das MR-
Signal auf T2-gewichteten MR-Bildern, wahrend paramagnetische Gadolinium-
Chelate eine Signalerh6hung der T1-Relaxation bewirken (Sykova et al., 2009).
Beispiele fur effiziente Markierungsmethoden mit Gd-Chelaten werden spater in
Kapitel 4.3. beschrieben.

4.2. Vergleich der In-Vitro-Resultate mit anderen Markierungstechniken
In der vorliegenden Studie wurden aus aufgetautem Nabelschnurblut stammen-

de CD34+-Vorlauferzellen durch das SPIO-Kontrastmittel Resovist und
Lipofektin unter einfachen Kulturbedingungen in vitro effektiv markiert.
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Weder durch die alleinige Behandlung mit Lipofektin noch durch die Markierung
mit Resovist und Lipofektin wurde die Vitalitdt und der Apoptosegrad von
CD34+-Zellen signifikant beeintrachtigt (Abb.5). AuBerdem wurden unter diesen
Bedingungen keine signifikanten Verédnderungen des kurz- und langfristigen
Differenzierungspotenzials der Zellen (BFU-E, CFU-GM und CFU-GEMM sowie
CAFC) in vitro beobachtet (Tabelle 3; 4 und Abb. 7, 9, 10 und 12). Im Einzelnen
wurde zwar nach alleiniger Behandlung mit Lipofektin eine geringfligige Ab-
nahme der Koloniebildung von CFU-GEMM und CFU-GM festgestellt; diese
erreichte jedoch keine statistische Signifikanz. Das weist daraufhin, dass der
negative Einfluss von Lipofektin auf das Differenzierungspotenzial durch Kom-

plexbildung mit Resovist wieder kompensiert werden kdnnte.

Die Wirkung von Endorem mit Lipofektin unterschied sich davon deutlich. In
Gegenwart von Endorem und Lipofektin wurde die kurzfristige Koloniebildung
von CD34+-Vorlauferzellen gegentber unmarkierten Zellen signifikant reduziert
(Tabelle 4 und Abb. 7, 9, 10). Resovist erwies sich als das bessere MR-
Kontrastmittel, das die oben aufgefihrten Kriterien flr die klinische Anwendung
weitgehend erflllt (siehe Kapitel 4.1.).

Im Unterschied zu der vorliegenden Arbeit wurde in frGheren Markierungs- und
Transplantationsexperimenten die gesamte Population mononuklearer Stamm-
zellen aus Nabelschnurblut eingesetzt (Daldrup-Link et al., 2005a). Da diese
Zellpopulation Monozyten enthalt, die zur Phagozytose von SPIO befahigt sind
(Metz et al., 2004), kann das gemessene MR-Signal die Fraktion der relevanten
CD34+-Zellen nicht richtig widerspiegeln. Da zudem CD34+-Zellen nur einen
winzigen Teil der mononukledren Zellpopulation darstellen (1 — 3 %), kbnnen
Veranderungen der MR-Signal-intensitat durch markierte mononukleére Zellen
nicht absolut mit Zellen korreliert werden, die zur langfristigen Rekonstitution
des hamatopoetischen Systems befahigt sind.
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Daran wird klar, warum neue MR-Markierungstechniken immer fiir spezifische
Stammzelltypen gesucht wurden, um z.B. das Homing von mesenchymalen
Stammzellen in geschadigtem Myokard (Kraitchman et al., 2003) oder von neu-
rologischen Stammzellen in verletztem Hirngewebe (Sykova et al., 2006) zu
untersuchen. Ausserdem konnen verschiedene hamatopoietische Zellpopulati-
onen Unterschiede im Homing-Verhalten zeigen.

Mehrere Arbeitsgruppen entwickelten effektive Markierungstechniken durch
Kombination von SPIOs mit anderen polykationischen Transfektionsagenzien,
wie Poly-L-Lysin (PLL) (Arbab et al., 2003; Frank et al., 2003) oder dem klinisch
zugelassenen Protaminsulfat (Arbab et al., 2004 und 2005; Maxwell et al.,
2008). Die Markierung mit SPIO-PLL-Komplexen wurde nur in humanen
mesenchymalen Stammzellen und Tumorzellen untersucht, wo sich keine kurz-
oder langfristigen negativen Effekte auf die Lebensfahigkeit und das Wachstum
nachweisen liessen und die Apoptoserate unverandert blieb (Arbab et al., 2003
und Frank et al., 2003). Studien mit humanen hamatopoetischen CD34+-
Vorlauferzellen aus peripherem Blut haben nach Markierung mit SPIO-
Protaminsulfat-Komplexen keine Veranderungen in Lebensfahigkeit und
Wachstum (gemessen im MTT-Test und durch Trypanblauausschluss) sowie im
Hinblick auf die Apoptoserate und die Expression phanotypischer Oberflachen-
marker (CD34, CD31, CXCR4, CD20, CD3 und CD14) gezeigt (Arbab et al.,
2004 und 2005). Gleichzeitig gab es anhand von CFU-Tests und morphologi-
schen Untersuchungen keine Hinweise fir markierungsbedingte Veranderun-
gen der Differenzierungskapazitat (Arbab et al., 2005). Ahnliche Resultate wur-
den nach Markierung mit SPIO-Protaminsulfat-Komplexen auch in
mesenchymalen Stammzellen gefunden (Arbab et al., 2004 und 2005).

Insgesamt wurden die Zytotoxizitdt und negative Einflisse von MR-
Markierungstechniken mit SPIOs und verschiedenen Transfektionsagenzien
Uberwiegend an humanen mesenchymalen Stammzellen und Tumorzellen un-
tersucht (Arbab et al., 2003; Frank et al., 2003).
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Es gibt auch einige Studien mit humanen hamatopoietischen CD34+-
Vorlauferzellen aus peripherem Blut (Arbab et al., 2004 und 2005; Hinds et al.,
2003). Jedoch haben neben unserer Arbeitsgruppe nur Maxwell und Mitarbeiter
(2008) humane hamatopoietische CD34+-Progenitorzellen aus Nabelschnurblut
untersucht und grindliche funktionelle Messungen nach einer MR-Markierung
durchgefihrt, d.h. das Differenzierungspotenzial tGber die Koloniebildung von
BFU-E-, CFU-GEMM- und CFU-GM-Vorlauferzellen in 14 Tage-Kulturen in Me-
thylzellulose-Medium bestimmt. Im Unterschied zu der hier beschriebenen Me-
thode hat die Arbeitsgruppe um Maxwell aber Protaminsulfat als
Transfektionsagenz verwendet, das als Antidot fur die Heparinantikoagulation
klinisch zugelassen ist (Bull et al., 1975). Zusatzlich wurden Wachstumsfakto-
ren (Thrombopoietin, SCF und FIt-3-Ligand) eingesetzt, obwohl es Hinweise
gibt, dass das Kultivieren von Zellen mit Zytokinen ihr Homing-Verhalten veran-
dert (Ahmed et al., 2004). Das vorliegende Markierungsprotokoll ist dagegen
sehr einfach und minimal invasiv, wodurch die Méglichkeit, das Homing-
Verhalten der hamatopoietischen Vorlauferzellen zu verdndern, minimiert wird.
Damit wird ein weiteres Kriterium flr die klinische Anwendung erflllt (siehe Ka-
pitel 4.1.).

4.3. Diskussion der In-Vivo-Resultate

Durch Markierung mit Resovist und Lipofektin gelang es in einer Folgestudie
(siehe Anhang 7.2.), die Wanderung und das Homing-Verhalten von humanen
Progenitorzellen (CD34+-Zellen) aus Nabelschnurblut nach intravendser Injek-
tion von 1 x 107 Zellen in athymen Mausen in vivo mittels klinischer MR-
Bildgebung zu messen (Niemeyer et al., 2010). Die MRT ist trotz relativ niedri-
ger Sensitivitat bezlglich der Zelldetektion anderen bildgebenden Verfahren,
wie PET und SPECT, im Hinblick auf die raumliche Auflésung deutlich Uberle-
gen (Gillies, 2002). So erlaubt die MRT die Darstellung von Zellen mit hoher
anatomischer Auflésung und sehr gutem Weichteilkontrast (Barkhausen et al.,
2001 und Choi et al., 1997).
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Andererseits kann das Markierungsprotokoll dieser Studie noch weiter optimiert
werden. In neuen Studien kénnte z.B. eine héhere Sensitivitat der MRT durch
Erhéhung des Magnetfeldes auf 9,4 Tesla erreicht werden. Alternativ kénnte
das Detektionslimit von 1 x 107 Zellen durch lokale Transplantation der markier-
ten Zellen reduziert werden, zumal ein Teil der transplantierten CD34+-Zellen
auch in Leber und Milz wandern und fir das Homing im Knochenmark verloren
gehen (Daldrup-Link et al., 2005a). Eine neue Studie hat gezeigt, dass das Po-
tenzial zur hdmatopoietischen Rekonstitution durch lokale Transplantation von
CD34+Zellen aus Nabelschnurblut in das Tibia-Knochenmark von NOD-SCID-
M&usen verbessert werden kann. Die Koloniebildung war 8 Wochen nach loka-
ler Transplantation signifikant héher als nach intravenéser Implantation in die
Schwanzvene (Meng et al., 2009). Dieser Befund legt den Schluss nahe, dass
eine Transplantation der Stammzellen direkt in das Knochenmark effizienter ist.
Schliesslich sollte in einer weiterfiihrenden Studie der Eisengehalt der markier-
ten Zellen bestimmt werden, um die vorliegenden Daten mit anderen Markie-

rungsmethoden vergleichen zu kénnen.

Eine andere Arbeitsgruppe beschrieb die hoch effiziente Markierung (83 %) von
embryonalen und neuronalen Stammzellen mit Gd-DTPA (Gadolinium-
Diathylen-Tria- min-Pentaacetat / Lipofektin / Calciumphosphat) (Rudelius et al.,
2003). Die Markierung schien keinen Einfluss auf die Wachstums- und Differen-
zierungskapazitat zu haben. Das Detektionslimit fir die MR-Bildgebung lag bei
5 x 10* Zellen. Dabei ist zu beachten, dass die Effizienz der Markierung von

anderen Stammzelltypen davon stark abweichen kann.

Darlber hinaus werden neue Markierungstechniken beschrieben, die zur Ver-
besserung der In-Vivo-Resultate beitragen kénnen. Untersuchungen zur Mar-
kierung mit dem bifunktionellen Gadophrin-2 (einem paramagnetischen und
fluoreszierenden Metalloporphyrin) und der Transfektion mit kationischen
Liposomen fUhrten zu inte-ressanten viel versprechenden Ergebnissen
(Daldrup-Link et al., 2004).
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Die Markierung mit Gadophrin-2 und Liposomen ermdglichte es, die in vivo Ver-
teilung von transplantierten hamatopoietischen Stammzellen in athymen
Nacktmausen gleichzeitig mit verschiedenen bildgebenden Techniken zu detek-
tieren und die Vorteile dieser Methoden miteinander zu kombinieren. Die MRT
lieferte dreidimensionale Daten. Dadurch gelang die genaue Lokalisation trans-
plantierter Zellen in tiefem Gewebe mit einem Detektionslimit von 1 x 107 Zellen
(Daldrup-Link et al., 2004). Diese in vivo MRT-Befunde liessen sich durch fluo-
reszenzmikroskopische Daten von Biopsieproben oder postmortem-Proben

operativ entfernter Organe untermauern.

Maxwell und Mitarbeiter (2008) markierten CD34+-Zellen aus Nabelschnurblut
mit Protaminsulfat und SPIOs, deren Dextranhille kovalent mit einem Fluores-
zenzfarbstoff gekoppelt war. Dadurch war es méglich, die markierten Zellen vor
der Transplantation mittels FACS zu reinigen und MR-Hintergrundsignale durch
nicht aufgenommene SPIO-Verunreinigungen zu eliminieren. Weiterhin konnten
markierte CD34+-Zellen in Empfangerknochen immundefizienter Mause post
mortem flowzytometrisch gemessen werden. Jedoch versagte die MR-
Bildgebung in lebenden Mausen bei einer Zelldosis von 4 x 10° transplantierten

Zellen.

Insgesamt zeigt sich also, dass verschiedene bildgebende Verfahren, die auf
unterschiedlichen Prinzipien beruhen, komplementare Daten zur Wanderung
und zum Homing von hamatopoietischen Stammzellen liefern und so zur Ver-
besserung der In-Vivo-Resultate beitragen kdnnen. Die Kombination eines MR-
Kontrastmittels mit einem Fluoreszenzfarbstoff analog zu friheren Studien er-
mdglicht es z.B., die Zahl der Zellen, die nach der Transplantation im Kno-
chenmark anwachsen, mit Hilfe der Flowzytometrie quantitativ zu bestimmen.
Dadurch kénnte die fir eine Stammzelltherapie bendtigte Zellzahl korrigiert
werden. Gleichzeitig kdnnten diese Zellen in Bezug auf ihren Phanotyp charak-

terisiert werden.
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Das bedeutet, man kénnte Uber die Expression typischer Oberflachenmarker
Ruckschlisse ziehen, ob eher frihe oder spate CD34+-Subpopulationen an
Homing und Rekonstitution der Hadmatopoese beteiligt sind. Durch Anreiche-
rung und Verwendung dieser besonderen Subpopulation kénnte die Effizienz

zukUnftiger Therapien noch gesteigert werden.

4.4. Einfluss der Markierungstechnik  auf das Uberleben

hamatopoietischer Stammzellen

Am SchluB sollte die Frage geklart werden, ob die Markierung von CD34+-
Zellen das Uberleben funktioneller HSZ beeintrachtigt. Da einige Proteine in der
Regulation des Uberlebens von HSZ eine wichtige Rolle spielen kénnen, wie
NF«B, kB, BCL-2 und Survivin (Pyatt et al., 1999, Domen et al., 2001 und
Fukuda et al., 2001), wurde die Expression dieser Molekile nach verschiede-
nen Behandlungen im Westernblot untersucht und mit der Expression des

,housekeeping“ Proteins B-Aktin verglichen.

B-Aktin kommt als eines von 6 Isoformen des zytoskeletalen Proteins nur in
Nichtmuskelzellen vor (Vandekerckhove et al, 1978). Seine Funktion als zuver-
lassiger interner Referenzmarker zur Normalisierung von Gen- und Proteinex-
pression wird durch verschiedene Studien belegt.

Dieses ,housekeeping” Protein zeigt z.B. in humanem Lebergewebe, Prostata-
tumoren und mononuklearen Zellen aus peripherem Blut unter verschiedenen
experimentellen Bedingungen eine konstante Gen- und Proteinexpression (Sun
et al., 2009; Mori et al., 2008; Sudchada et al., 2010). B-Aktin erwies sich auch
in dieser Untersuchung als geeigneter Referenzmarker, dessen Proteinexpres-
sion nach verschiedenen Behandlungen von CD34+-Zellen annahernd stabil
blieb (Abb.13 A).
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NF«B gehort zu einer Familie von Transkriptionsfaktoren (p50, p52, p65, c-rel
und RelB). Es besteht als Heteromer aus einer 50 kD und 65 kD Untereinheit
und ist im inaktiven Zustand im Zytoplasma lokalisiert, wo es an das
Inhibitorprotein IkB-oa gebunden ist (Baeuerle et al., 1989). Bei einer Aktivierung
dissoziiert NFkB von IkB-a, wandert in den Zellkern und bindet an DNA, um die
Genexpression zu regulieren (Siebenlist et al., 1994). NF«B ist verantwortlich
fir die Expression verschiedener Genprodukte, die fir die Hamatopoese rele-
vant sind, wie IL-1B8, TNF-a, IL-6, M-CSF, GM-CSF, G-CSF, Erythropoietin,
INF-y (Pyatt et al., 1999). Zudem wird NF«xB durch Zytokine aktiviert, die fir die
Regulation der Hamatopoese verantwortlich sind (TNF-a, IF-1a. und IL-18, INF-
v, M-CSF, GM-CSF, TGF-B1 und IL-3) und wirkt als ,second messenger‘. NFkB
und Phosphatidyl-Inositol-3 Kinase werden im Knochenmark fir die Aufrechter-
haltung der Zellfunktion von myeloiden und erythroiden Progenitorzellen bend-
tigt (Bugarki et al., 2006). In einer friheren Studie wurde die Expression von
NFxB in humanen CD34+-Zellen aus Knochenmark flowzytometrisch nachge-
wiesen und NF«xB eine regulatorische Funktion in Bezug auf die Koloniebildung
und das Uberleben dieser Zellen zugeschrieben (Pyatt et al., 1999). Vor kurzem
zeigte zudem die Analyse der Genexpression, dass Komponenten und Ziele der
NF«B-Signaltransduktion in CD34+ Zellen aus Nabelschnurblut Uberreprasen-
tiert sind im Vergleich zu CD34+ Zellen aus Knochenmark (Panepucci et al.,
2007).

Dementsprechend liessen sich NFxB und sein Inhibitor IkB-a in der vorliegen-
den Arbeit in CD34+- Zellen aus Nabelschnurblut mittels Westernblot eindeutig
nachweisen. Sowohl nach Markierung mit Resovist und Lipofektin als auch
nach alleiniger Behandlung mit Lipofektin zeigten sich keine Unterschiede in der
Expression der regulatorischen Proteine NFxB und |xB gegenliber dem ,house-
keeping“ Protein R-Aktin (Abb.13 B,C). Da NFxB und IxB eine wichtige Rolle in
der Regulation des Uberlebens von HSZ spielen (Pyatt et al., 1999), spricht
dieses Resultat dafiir, dass die hier verwendete Markierungstechnik das Uber-
leben der HSZ nicht beeinflussen kann.
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Verschiedene Studien zeigen zudem, dass BCL-2 und Survivin nicht nur tumor-
spezifische Inhibitoren der Apoptose sind, sondern auch in der normalen adul-
ten Hamatopoese eine regulatorische Funktion haben (Domen et al., 2001;
Fukuda et al., 2001). Jedoch konnten BCL-2 und Survivin in unbehandelten und
behandelten CD34%-Zellen aus humanem Nabelschnurblut in der vorliegenden
Studie nicht nachgewiesen werden. Daher wurden diese Ergebnisse hier nicht

weiter diskutiert.
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5. Zusammenfassung

Hintergrund: Nabelschnurblut (NSB) wird zunehmend flr die allogene Stamm-
zelltransplantation und Therapie von Erkrankungen des blutbildenden Systems
bei Kindern eingesetzt (Kurizberg, 2009; Bradley et al., 2005).
Hamatopoietische Stammzellen (HSZ) aus NSB von Neugeborenen haben ge-
gentiber adulten Stammzellquellen (Knochenmark und peripherem Blut) den
Vorteil, dass sie eine h6here HLA-Disparitat des Empfangerbluts tolerieren und
ein héheres Proliferations- und Rekonstitutionspotenzial aufweisen. Kritisch fir
den Erfolg einer Stammzelltherapie ist jedoch die geringere Gesamtzellzahl im
Nabelschnurrestblut verglichen mit Knochenmark und das Homing-Verhalten
transplantierter Zellen. Ziel dieser Arbeit war, eine effiziente und klinisch an-
wendbare Markierungstechnik fir humane CD34+-Progenitorzellen aus NSB zu
finden, um das Schicksal transplantierter Zellen in immundefizienten Mausen
mit Hilfe der MR-Bildgebung verfolgen zu kdnnen. Kriterien fir das Markie-
rungsprotokoll waren die Zytotoxizitat und der Einfluss auf die kurz- und lang-
fristige Differenzierungkapazitat der Zielzellen. Zudem sollte mittels Westernblot
ein potenzieller Einfluss der Eisenmarkierung auf die Expression von Proteinen
geprift werden, die an der Regulation von Apoptose und Uberleben der HSZ
beteiligt sind, wie NFkB, IkBa, BCL-2 und Survivin. Das ,housekeeping“-Protein
B-Aktin diente als interner Referenzmarker.

Methoden: Mononukledre Stammzellen wurden aus aufgetautem NSB durch
Zentrifugation im Ficoll-Dichtegradienten gewonnen. CD34+-Progenitorzellen
wurden daraus angereichert durch magnetische Saulenseparation mittels
monoklonaler Maus-Anti-Mensch CD34+-Antikérper, die an supramagnetische
Partikel, MACS® oder ,Microbeads*, gebunden waren. CD34+-Progenitorzellen
wurden mit Komplexen aus eisenoxidhaltigen SPIOs (superparamagnetic iron
oxide particles) (Resovist und Endorem) und Transfektionsagenz (Lipofektin)
markiert und die Vitalitat sowie der Apoptosegrad in vitro mittels Annexin-
markiertem FITC und Propidiumiodid flowzytometrisch bestimmt. Die Messung
des Differenzierungspotenzials erfolgte in ,Colony Forming Assays“ (BFU-E;
CFU-GM; CFU-GEMM nach 14 Tagen und CAFC nach 2 — 12 Wochen). Diese

Parameter wurden mit Kontrollen ohne SPIO + Lipofektin verglichen.
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Die Unterschiede zwischen den verschiedenen Markierungsansatzen wurden
als statistisch signifikant betrachtet, wenn p < 0,05 war. Ausserdem wurde die
Expression von regulatorischen Proteinen in lysierten CD34+-Zellen aus NSB
nach SDS-Gelelektrophorese im Westernblot analysiert.

Ergebnisse: Es liessen sich keine Veranderungen im Uberleben und
Apoptosegrad von CD34+-Zellen weder nach alleiniger Behandlung mit
Lipofektin noch nach Markierung mit Resovist und Lipofektin gegenlber der
Kontrolle nachweisen. Auch die kurz- und langfristige Differenzierungskapazitat
der Zellen wurde durch die Markierung nicht beeintrachtigt. Nur Endorem redu-
zierte die Koloniebildung der CFUs signifikant gegentber den Kontrollen. Es
waren auch keine Unterschiede in der Expression der regulatorischen Proteine
NF«kB und IkBa gegenuber dem ,housekeeping® Protein 3-Aktin nachweisbar,
unabhangig davon, ob Zellen mit Resovist und Lipofektin oder nur mit Lipofektin
behandelt wurden.

Schlussfolgerungen: Diese Studie zeigt, dass die Markierung mit Resovist und

Lipofektin die Vitalitdt und hamatopoietischen Funktionen von aufgetauten hu-
manen CD34+-Progenitorzellen aus NSB in vitro nicht beeintrachtigt. Zudem
kann die Wanderung markierter CD34+-Zellen zum Knochenmark in immunde-
fizienten Mausen nach intravendser Injektion von 1 x 107 Zellen mittels Klini-
scher 1,5 T MR-Bildgebung in einer Folgestudie nicht invasiv gemessen werden
(Niemeyer et al., 2010). Die Resultate zur Proteinexpression von NFxB und
IkBo lassen vermuten, dass die hier verwendete Markierungstechnik keinen
Einfluss auf das Uberleben von HSZ hat. Weitere Studien sollten diese Ergeb-

nisse absichern.
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5. Summary

Background: Umbilical cord blood (UCB) is increasingly used for children un-
dergoing allogeneic stem cell transplantation and therapy for diseases of blood
forming system (Kurtzberg, 2009; Bradley et al., 2005). Human hematopoietic
stem cells (HSC) derived from UCB of new born child offer some advantages
over adult stem cells derived from bone marrow or peripheral blood. These cells
allow for a greater HLA-disparity between donor and recipient and show higher
proliferative capacity and repopulating potential as compared with stem cells in
bone marrow. Crucial to future success of stem cell therapy is the low overall
number of cells in UCB compared with bone marrow and the homing behavior
of transplanted cells. The goal of this study was to search for an efficient clini-
cally applicable technique used for labeling human CD34+ progenitor cells from
UCB in order to follow up the fate of transplanted cells in immunodeficient mice
by MR-imaging. Criteria of labeling protocol were cytotoxicity and the effect on
short-term and long term cell ability to differenciate. Furthermore by western
blotting potential influence of labeling on expression of proteins was analysed,
which are involved in the regulation of apoptose and survival of HSC, like NF«kB,
IkBa,, BCL-2 and Survivin. The housekeeping protein B-actin war used as inter-
nal reference marker.

Methods: Mononuclear stem cells were isolated from thawed NSB by ficoll-
density gradient centrifugation. CD34+ progenitor cells were then obtained by
magnetic cell enrichment using monoclonal mouse anti-human CD34-antibodies
conjugated to super-paramagnetic microbeads (MACS®). CD34+ cells were la-
beled with iron oxide nanoparticles (SPIOs: Resovist and Endorem) and trans-
fection agent (Lipofektin). Vitality and rate of apoptosis were monitored in vitro
by flow cytometry after cell staining with FITC labeled annexin and
propidiumiodide. Functional capacity of cells was assessed in Colony Forming
Assays (BFU-E, CFU-GM, CFU-GEMM in short-term cultures (14 days) and
CAFC in long-term cultures (2 — 12 weeks)). These parameters were compared
with controls without SPIO + Lipofektin. Differences between the experimental
groups were considered significant if p < 0,05. Furthermore, expression of regu-
latory proteins was analysed in lysed CD34+ cells of UCB by western blotting.
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Results: No differences in survival and rate of apoptosis were demonstrated in
CD34+ cells compared with controls neither after sole treatment with Lipofektin
nor after labeling with Resovist and Lipofektin. Also short-term and long-term
differentiation of cells were not impaired by labeling. Only Endorem reduced
hematopoietic progenitor colony formation significantly compared with control.
No differences in expression of regulatory proteins NFkB and IkBa were de-
tectable compared with housekeeping protein B-actin, regardless whether cells
were treated with Resovist and Lipofektin or only with Lipofektin.

Conclusions: This study demonstrates, that labeling with Resovist and
Lipofektin doesn’t impair in vitro vitality and hematopoietic activity of human
CD34+ stem cells of UCB. Further, migration of intravenously injected labeled
CD34+ human stem cells to the bone marrow of immunodeficient mice can be
monitored in a following study by clinical 1,5 T MR-imaging with detection limit
of 1 x 107 cells (Niemeyer et al., 2010). Given the protein expression data of
NF«B and IxBa, we believe that labeling technique used here doesn’t have any
adverse effect on survival of hematopoietic stem cell. Further studies have to

support these results.
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7.

Anhang

7.1. Abkiirzungen

APS.............. Ammonium Persulfat

BSA....coo bovine serum albumin

BFU-E.............. burst forming unit erythroid

CAFC............... cobble-stone area-forming cells

CD.cove cluster of differentiation

CFU-GM............ colony-forming units of granulocyte / macrophage

CFU-GEMM....... colony-forming units of granulocyte, erythroid, macro-
phage, megakaryocyte

CML................ chronic myeloid leukemia

CSF............ colony stimulating factor

o F Tag

DTT.ccoiiieeeee Dithiothreotol

FACS............... fluorescence activated cell sorting

FITC................ Fluorescein-Isothiocyanat

FMT....... fluorescence-mediated tomography

Gd..ooviiieenn Gadolinium

GvHD............... Graft-versus-Host-Disease

o T Stunde

HGF......cooo Hepatocyte growth factor

HLA................. human leucocyte antigen

HSZ................. Hamatopoetische Stammzellen

IL-3..en, Interleukin-3

kDa.................. Kilo Dalton

MRT................. Magnetresonanztomographie

MSC............... mesenchymale Stromazellen

NIRF................ Near Infrared Fluorescence Reflectance Imaging

NOD/SCID-Maus  non-obese diabetic/severe combined immunodeficiency
NSB................. Nabelschnurblut

PBS............. phosphate buffered saline

PET..........ooe . Positronen-Emissions-Tomographie

o Poly-L-Lysin

RT-PCR Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction
SDS-PAGE......... SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
SPECT............... Single Photon Emission Computed Tomography
SPIO.......coiiis Superparamagnetic iron oxide particles
TEMED.................. Tetramethylethylendiamin

TNFo...cooeeenn Tumor necrosis factor a

TA Transfektionsagenz

V£ TR Versus

USSC................ Unrestringierte Stammzellen
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Abstract

Objective To assess migration of
CD34" human stem cells to the bone
marrow of athymic mice by using
magnetic resonance (MR) imaging
and Resovist, a contrast agent con-
taining superparamagnetic iron oxide
(SPIO) particles. Methods All animal
and human procedures were approved
by our institution’s ethics committee,
and women had given consent to
donate umbilical cord blood (UCB).
Balb/c-AnN Foxn1""/Crl mice

received intravenous injection of
1x10° (n=3), 5x10° (n=3) or 1x10’
(n=3) human Resovist-labelled
CD34" cells; control mice received
Resovist (n=3). MR imaging

was performed before, 2 and 24h
after transplantation. Signal inten-
sities of liver, muscle and bone
marrow were measured and analysed
by ANOVA and post hoc Student’s

t tests. MR imaging data were verified
by histological and immunological
detection of both human cell

surface markers and carboxydextran-
coating of the contrast agent. Results
CD34" cells were efficiently labelled
by Resovist without impairment of
functionality. Twenty-four hours after
administration of labelled cells, MR
imaging revealed a significant signal
decline in the bone marrow, and
histological and immunological anal-
yses confirmed the presence of trans-
planted human CD34" cells.
Conclusion Intravenously adminis-
tered Resovist-labelled CD34" cells
home to bone marrow of mice.
Homing can be tracked in vivo by
using clinical 1.5-T MR imaging
technology.

Keywords Magnetic resonance
imaging - Cell tracking -
Haemopoietic CD34 stem cells -
Superparamagnetic iron oxide
particles - Bone marrow homing
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Introduction

For years, unrelated transplantation of haemopoietic stem
cells has been used to regenerate the blood system after
chemotherapy, or to treat otherwise incurable malignant
and non-malignant disorders [1, 2]. Umbilical cord blood
(UCB) is emerging as a valuable source of unrelated
haemopoietic stem cells because UCB-derived stem cells
tolerate greater human leukocyte antigen (HLA) disparity
than stem cells derived from other sources [3, 4].

Among the UCB-derived cells, only CD34" cells
initiate long-term repopulation [5]. Transplantation of
purified CD34" has been shown to reduce the negative
impact of HLA disparity on survival after unrelated UCB
transplantation [6, 7]. Transplanted CD34 " stem cells need
to home to the bone marrow to enable durable repopula-
tion and multilineage differentiation [8]. As transplanted
CD34" cells might also migrate to other organs before
bone marrow homing, precise monitoring on the migration
of transplanted cells is a prerequisite for the development
of stem cell therapies [9].

One approach to monitoring cell migration is to detect
magnetically labelled, transplanted cells by magnetic
resonance (MR) imaging. MR imaging allows the non-
invasive, repetitive analysis of the migration of trans-
planted cells in vivo. Furthermore, MR imaging has been
favoured because of its high resolution and sensitivity [10,
11]. Cellular imaging by MR requires effective labelling
of cells with appropriate MR contrast agents. Super-
paramagnetic iron oxide (SPIO) nanoparticles have been
frequently used for cell tracking experiments. As SPIO
uptake by non-phagocytic or slow-dividing CD34" cells is
poor, we and others have developed labelling techniques
with substantial advantages in terms of labelling effective-
ness by using polycationic transfection agents (TA) and
clinically used SPIO particles [12-16].

Previous studies used the whole mononuclear cell
population for labelling and transplantation experiments
[17]. However, this cell population contains monocytes,
which are capable of phagocytosis of SPIO; therefore, the
signal detected does not truly reflect the most relevant
population of CD34" stem cells. Because CD34" cells are
only a tiny proportion of this population, the changes in
MR signal intensity caused by iron oxide-labelled mono-
nuclear cells only partially reflect cells capable of repopu-
lating the haemopoietic system. The novelty of our study in
comparison with the above-mentioned work is the dedi-
cated labelling and tracking of CD34" stem cells. Other
studies also labelled human UCB-derived CD34" cells, but
they applied growth factor and protamine sulphate-supple-
mented procedures [18]. However, cytokine preculture has
been shown to affect the homing behaviour of cells [19].
Our protocol has the advantage of being very simple and
minimally invasive, thus minimising the possibility of
altering the homing behaviour of the stem cells.

Because only CD34" cells localised to the bone marrow
can initiate long-term repopulation of haemopoietic stem

cells, we asked whether migration of intravenously
injected CD34" human stem cells to the bone marrow of
athymic mice can be monitored in vivo. To answer this
question, we labelled anti-CD34 antibody-selected human
cord blood cells by using clinically approved SPIO
particles and monitored the bone marrow homing of
transplanted cells by using conventional 1.5-T MR
imaging.

Materials and methods
Isolation of CD34" cells

Human cord blood was obtained from normal full-term
pregnancies or caesarean sections after parental consent.
Cord blood was collected in collection bags containing
citrate buffer (Austrian Red Cross, Eugendorf, Austria).
All procedures were approved by the ethics committee of
the Technical University of Munich. Human mononuclear
cells were isolated by density gradient centrifugation. As
large numbers of cells were required, mononuclear cells
were cryopreserved in pools from up to five donors and
stored until required in the vapour phase of liquid nitrogen
in 10% dimethyl sulphoxide (Sigma, St Louis, MO, USA)
in foetal calf serum (PAN). For experiments, cryopre-
served cells from up to 100 donors were thawed in a water
bath at 37°C in Dulbecco’s modified Eagle medium
(DMEM) containing 10% foetal bovine serum, 4 mmol/
L L-glutamine, and 50 mg/mL penicillin and streptomy-
cin. Monocytes were separated by Ficoll gradient cen-
trifugation. Next, CD34" cells were positively selected to
a purity of greater than 95% by magnetic cell enrichment
by using monoclonal mouse anti-human CD34 antibodies
conjugated to magnetic beads (Miltenyi Biotec, Bergisch
Gladbach, Germany).

Labelling procedures

Two SPIO-containing contrast agents, Resovist (Bayer
Schering Pharma AG, Berlin, Germany) and Endorem
(Guerbet S.A., Roissy, France), were used [3, 4]. Resovist
is a clinically approved carboxydextran-coated SPIO with
an average hydrodynamic diameter of 60 nm. Its iron
oxide particles have an R1 relaxivity of 9.7 mM ' s™' and
an R2 relaxivity of 189 mM ' s at 37°C and 1.5 T.
Endorem is a dextran-coated ferumoxide. Its particle size
is 120-180 nm and particles have an R1 relaxivity of
10.1 mM ' s and an R2 relaxivity of 120 mM ' s ' at
37°C and 1.5 T. To label CD34" cells with SPIO, the
liposomal agent Lipofectamine (Invitrogen, Berlin, Ger-
many) was applied. Contrast agents at a dose of 20 pug Fe
were pre-mixed with 20 pL Lipofectamine in a total
volume of 100 uL DMEM and incubated for 30 min at
37°C to allow complex formation. Then, the final volume
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was increased to 0.8 mL of contrast medium and SPIO—
Lipofectamine complexes were added to the cells. Cells
were incubated for 4 h under standard cell culture
conditions (37°C, 5% CQO,). After the incubation, cell
samples were washed at least three times with HF/2+
medium (Hank’s balanced salt solution (Invitrogen,
Berlin, Germany) supplemented with 2% foetal calf serum
(PAN Biosystems), penicillin/streptomycin (Invitrogen,
Berlin, Germany) and 10 mmol/L. HEPES buffer (Invi-
trogen, Berlin, Germany)) to eliminate residual contrast
agent particles. Afterwards, cells were resuspended in
0.3 mL HF/2+ medium and filtered through a 30-um
Filcon filter (BD Immunocytometry Systems, Erembode-
gem, Belgium) to avoid cell agglutination. To determine
the effectiveness of the labelling procedure, intracellular
SPIO particles were microscopically detected after Prus-
sian blue staining, thereby excluding the presence of
extracellular, membrane-associated SPIO-Lipofectamine
complexes. Iron oxide-labelled cells were counted in a
Neubauer counting chamber. For in vitro MR imaging,
unlabelled and labelled cells (1x10°) were centrifuged in
Eppendorf tubes and subsequently positioned in a water
bath which was positioned in the birdcage coil. Detergent
was added to the water to remove formation of air bubbles
thereby avoiding susceptibility artefacts. T2*-weighted
MR imaging was subsequently performed.

In vitro assays for mature and immature progenitor cells

For the detection of apoptosis, CD34 " cells were collected
before and after labelling procedures (Lipofectamine or
Lipofectamine + Resovist), washed twice with ice-cold
phosphate-buffered saline (PBS), and stained with fluo-
rescein isothiocyanate (FITC)-labelled annexin V (BD
Biosciences). Membrane permeability was monitored by
using the DNA dye propidium iodide (1 pg/mL, Invi-
trogen). The rate of apoptosis was determined by flow
cytometry. Flow cytometric data were analysed by using
the FlowJo software (Tree Star, Ashland, OR, USA).
According to both the manufacturer’s instructions and
initial experiments, apoptosis assay was performed 4 h
after labelling.

Functional capacity of fresh, thawed, labelled and
unlabelled CD34-selected cells was assessed in cell
culture in growth factor-supplemented semi-solid medium
(H4345, Stem Cell Technologies, Vancouver, BC, Can-
ada) and in long-term cultures on FBMD-1 stromal cells
as described previously [17, 20]. Haemopoietic colonies
(BFU-E, CFU-GEMM and CFU-GM) were counted by
using standard criteria. Assessment of cobblestone area-
forming cells (CAFC) was performed as described
previously [21]. In brief, confluent stromal layers were
overlaid with labelled or unlabelled CD34" cells in a
limiting dilution setup with 20 replicates per dilution.
After 2, 6, 8, 10 and 12 weeks, the frequency of CAFC
was determined by using the L-Calc software package
(Stem Cell Technologies).

Animal procedures

Animals were kept at the Centre for Preclinical studies in
sterile filter-top cages and provided with food and water
ad libitum. Animal procedures were performed according
to FELASA guidelines and German animal protection
laws and were approved by the Bavarian committee on
animal ethics. All mice underwent MR imaging before
injection of Resovist or Resovist-labelled cells to establish
baseline imaging data. Balb/c-AnN Foxnl1™/Crl mice
(nude mice, Charles River Laboratories, Sulzfeld, Ger-
many) were anesthetised for MR imaging as described
previously [17]. Briefly, anaesthesia was performed by
intraperitoneal injection of a combination of 0.5 mg/kg
medetomidine (1 mg/mL Domitor; Pfizer, New York, NY,
USA), 5 mg/kg midazolam (5 mg/mL, Dormicum; Roche,
Vienna, Austria) and 0.05 mg/kg fentanyl (0.05 mg/mL,
Fentanyl; Janssen-Cilag, Germany). After MR imaging,
different doses of Resovist-labelled CD34" cells were
injected into the tail vein of the mice. If paravenous
misapplication occurred, mice were excluded from the
study. Twelve mice were divided into four experimental
groups. The first three groups received 1x10° (n=3), 5x
10° (n=3) or 1x10" (n=3) Resovist-labelled human
CD34" cells in a total volume of 300 uL HF/2+ medium.
In the fourth (control) group (n=3), 300 pL 0.9% NaCl
solution containing 0.4 pL Resovist was administered.
Two and 24 h after injection, mice were anaesthetised
again for MR imaging. When studies were completed, the
mice were sacrificed.

In vivo MR imaging

Mice underwent imaging before injection as well as 2 and
24 h after injection of Resovist-labelled cells or Resovist at
1.5 Tesla (T) by using a 1.5-T imaging MR scanner (ACS
NT; Philips, Best, the Netherlands) and a birdcage volume
coil (Medical Advances, Milwaukee, WI, USA), which
allows for simultaneous imaging of up to three mice side-by-
side. MR pulse sequences included coronal T2*-weighted
two-dimensional turbo spin-echo (SE) (repetition time (ms)/
echo time (ms) of 3,700/90 with a 90° flip angle and a
section thickness of 600 pum) and coronal T2*-weighted
three-dimensional fast field-echo sequences (repetition time
(ms)/echo time (ms) of 32/14 with a 15° flip angle and a
section thickness of 400 um). MR images were taken with a
field of view of 100x80 mm, a 512x512 pixel matrix, and
an in-plane spatial resolution of 200x150 pm. As this
protocol resulted in good image quality with acceptable
signal-to-noise ratios, we decided against single-mouse
imaging with a smaller field of view. Our protocol with a
slightly larger field of view allows for simultaneous imaging
of three mice, thus being time- and cost-efficient and
allowing for a higher animal throughput. Signal intensities
of three to four operator-defined regions of interest (ROI) in
the liver, muscle and bone marrow (femur, spinal cord) were
analysed. The minimal size was 20 pixels per region. Signal-
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to-noise ratios (SNRs) were calculated by dividing the mean
signal intensity of the ROI by the background noise (random
fluctuations in signal intensity) [8]. A signal decline was
defined as a drop in SNR over time compared with the
baseline study. A persistent signal decline was defined as a
drop in SNR at 2 h as well as at 24 h after injection.

Histopathological and immunohistochemical analyses

For histopathological analyses, sections of the spinal cord
and the femur bone were fixed in 4% neutral buffered
formalin, decalcified and embedded in paraffin. Five-um
sections were stained with Prussian blue dye to detect
intracellular iron particles followed by eosin counter-
staining. For immunostaining, deparaffinised sections
were unmasked by boiling in citrate buffer (pH 6.0).
After washing in PBS, sections were treated with 0.25%
Triton X-100 (Dako, Hamburg, Germany). Then, sections
were blocked with 5% normal goat serum and incubated
with a 1:100 dilution of a monoclonal fluorescein isothio-
cyanate (FITC)-labelled antibody directed against the
dextran coating of contrast agents (Stem Cell Technologies,
Seattle, WA, USA). After a 1-h incubation at room temper-
ature, sections were rinsed three times in PBS, and cell
nuclei were counterstained with 4',6-diamidino-2-phenyl-
indol (DAPI) (Sigma, Deisenhofen, Germany). Staining
was conducted by using anti-human CD34 FITC-labelled
antibodies. Sections were analysed by fluorescence micro-
scopy. As controls, paraffin-embedded cell blocks from
isolated human 10° CD34" cells were prepared to verify
iron uptake, and labelling of FITC-stained cells respectively.

Flow cytometry of bone marrow cells

Bone marrow cells were isolated from the tibias and
femurs of two non-injected control mice as well as four
mice 24 h after the transplantation of 1x10” Resovist-
labelled human CD34" cells. The bone marrow was
triturated using an 18-gauge needle and passed through a
70-um nylon mesh cell strainer (Becton Dickinson,
Franklin Lakes, NJ, USA) to make a single cell
suspension in DMEM supplemented with 2% FCS and
10 mmol/L Hepes (Invitrogen). Human CD34" cells were
detected by flow cytometry by using FITC-labelled anti-
bodies specific to humans CD34 (Beckman Coulter,
Germany) as well as a combination of phycoerythrin
(PE) antibodies against human CD45 and CD71 (Beck-
man Coulter). Dead cells were excluded by staining with
propidium iodide (1 pg/mL, Invitrogen). Staining specif-
icity was determined by staining with appropriate isotype
control antibodies (Beckman Coulter, Germany). Flow
cytometric data were analysed by using FlowJo software.

Statistical analysis

We applied a one-way ANOVA to the MR measurements
before and 24 h after injection of labelled cells. Analyses

were performed for every tissue to detect differences
between the experimental groups at a 5% significance
level. When differences were found, we performed
pairwise post hoc Student’s ¢ tests at a Bonferroni
corrected two-sided significance level. For statistical
computations we used SPSS 16.0 for Windows. Post hoc
power calculations were performed with nQuery 7.0 [22].

Results
In vitro labelling of human CD34" cells with SPIO particles

To assess the value of cryopreserved UCB samples, we
compared labelling effectiveness, long-term cell survival,
and haemopoietic progenitor colony formation of human
CD34" cells derived from different UCB sources. Using
Prussian blue iron staining and anti-dextran immunostaining,
we first determined the uptake of two different SPIO contrast
agents, Endorem and Resovist, by CD34" cells that had been
derived from either freshly isolated or thawed mononuclear
UCB cells. As expected, cellular uptake of Resovist and
Endorem was higher in freshly isolated CD34" cells (85%
and 83%, respectively) than in thawed cells (49% and 61%,
respectively). However, the uptake of Resovist into thawed
UCB-derived CD34" cells was sufficient for MR imaging,
and no signal decline was observed in unlabelled CD34"
cells, thereby excluding an influence of magnetic beads that
had been used for isolation of CD34" cells on MR imaging
(Fig. 1). We next investigated the effect of labelling on both
cell survival and functional capacity. No significant increase
in apoptosis was observed in thawed CD34" cells labelled

Fig. 1 Representative T2*-weighted MR images of cell pellets
(arrows) containing 5x10° Resovist-labelled cells (right side) and
unlabelled cells (left side) at 1.5 T demonstrate the applicability of
Resovist labelling for thawed UCB-derived human CD34" cells. Note
that the pellet with unlabelled cells is barely visible, indicating
negligible iron content, whereas the pellet with Resovist-labelled cells
shows a very strong susceptibility artefact due to the high iron content
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Fig. 2 Labelling of CD34" cells with Lipofectamine or Resovist
does not induce apoptosis. UCB-derived CD34" cells were isolated
and labelled with Resovist-Lipofectamine complexes as described
in the Materials and methods section. After 4 h under standard cell
culture conditions, cells were stained with Annexin V and
propidium iodide. The percentages of apoptotic (Annexin V)

with Resovist (Fig. 2). Importantly, colony assays showed
that labelling with Resovist did not reduce the ability of
thawed UCB-derived CD34" cells to form haemopoietic
colonies (Fig. 3) or to produce cobblestone areas in extended
long-term cultures (Fig. 4). Conversely, Endorem reduced
haemopoietic progenitor colony formation (Fig. 3). There-
fore, we used Resovist for all further experiments.

In vivo MR imaging of SPIO-labelled CD34" cells

T2*-weighted MR imaging of nude mice was performed
before and 2 and 24 h after intravenous injection of Resovist-

Tme 0 4 4 4
Lipofectin - + +
Resorvist - - +

CD34" cells after incubation in culture medium without Resovist or
lipofectin (a), with lipofectin (b), or with Resovist and
Lipofectamine (¢) are shown. In a cohort of five replicates, the
number of apoptotic cells did not change in any of these treatments
(mean + standard error, n=5) (d)

labelled CD34" cells (1x10°, 5x10° 1x107) or Resovist.
Quantitative data for MR signal intensity revealed the
differences in body distribution of Resovist and Resovist-
labelled cells (Fig. 5). After administration of Resovist, a
transient, moderate signal drop in muscle and femur was
noted 2 h after injection. However, 24 h after injection, no
signal drop was detectable in muscle and femur. As
expected, there was a pronounced and persistent signal drop
in the liver. After injection of 1x10° Resovist-labelled
CD34" cells, signal intensity in the liver transiently declined.
This decline persisted at higher cell concentrations (5x 10,
1x107 labelled CD34" cells). In the muscle, no significant
changes in signal intensity were observed at any cell
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Fig. 3 Effect of Resovist labelling on BFU-E-, CFU-GEMM- and
CFU-GM-derived colonies grown by human CD34" cells. Thawed
UCB-derived CD34" cells (Input) were labelled with Endorem or
Resovist (20 pg Fe) or kept in serum-free medium with or without
Lipofectamine. Cell differentiation was analysed by using a semi-
solid medium assay as described. Results are expressed as the
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Fig. 4 Frequency of early and late cobblestone area-forming cells
(CAFC) of human UCB-derived CD34" cells. Cells incubated with
serum-free medium alone (O, incubation), cells treated with
Lipofectamine (A, Lipo), and CD34" cells treated with both
Lipofectamine and Resovist (A, Lipo + Reso) were analysed in a
limiting dilution assay of CACF with 20 replicates per dilution.
Cobblestone areas were counted at early time points (week 2) and
late time points (weeks 6, 8, 10 and 12). CACF frequencies were
calculated by the L-Calc software (Stem Cell Technologies). Data
are presented as mean + standard error of CAFC per 100 cells plated

concentration. In the bone marrow, there were no significant
changes in signal intensity at 1x10° Resovist-labelled
CD34" cells. At 5x10° Resovist-labelled CD34™ cells, a
moderate and increasing signal drop was notable in the bone
marrow, which, however, did not reach statistical signifi-
cance. However, compared with Resovist, 1x 107 Resovist-
labelled CD34" cells caused a significant and persistent
signal decrease in the bone marrow of both femur (9.0,
95% CI —3.5 to —14.6, p=0.003) and sacrum bone (—8.6,
95% CI —3.1 to —14.2, p=0.004; data not shown). Whole
body in vivo MR images of mice transplanted with 1x 10’
Resovist-labelled CD34" cells show the signal intensity
decline in liver and femur 24 h after transplantation (Fig. 6).
Corresponding magnification of femur and sacrum demon-

strate the cell dose- and time-dependent signal intensity
decline at 2 and 24 h after transplantation of 1x10°, 5x10°
and 1x107 labelled CD34" cells (Fig. 7). These results
indicate that Resovist-labelled CD34" cells accumulate in
the bone marrow of transplanted mice within 24 h, and,
moreover, that this accumulation can be monitored in vivo
by MR imaging with a detection threshold of 1x10’
Resovist-labelled CD34" cells per injection.

Histological analysis of bone marrow sections

To confirm the presence of Resovist-labelled CD34"
human cells in the bone marrow of recipient mice, we
re-isolated cells by fluorescence-activated cell sorting
(FACS) sorting, and isolated cells were characterised by
triple staining for human CD45, CD71 and CD34. These
experiments demonstrated that, 24 h after transplantion,
the bone marrow contained about 0.08% human cells
(Fig. 8a—c). Conversely, in control mice that had received
no cell injections, these anti-human antibodies did not
show reactivity. A frequency of 0.08% human cells in a
total of 6x10° harvested cells means we detected an
estimated 5x10* human cells in the tibia and femur (two
long bones). The carboxydextran coat of Resovist par-
ticles was visualised by fluorescence immunostaining
microscopy, demonstrating that all sorted human cells
were Resovist-labelled, albeit the level of labelling was
variable (Fig. 8e). Prussian blue staining of murine
femoral bone marrow demonstrated iron-positive cells
24 h after transplantation of 1x10’ Resovist-labelled
human CD34" cells, whereas no staining was observed
in control mice that had received Resovist (Fig. 8d,f).
Moreover, the carboxydextran coat of Resovist particles
was detected in the femoral bone marrow 24 h after
transplantation of 1x10” Resovist-labelled human CD34"
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Fig. 5 Quantitative data for MR signal intensity of murine liver,
muscle and bone marrow (femur) before and 2 and 24 h after
intravenous administration of Resovist (control) or Resovist-
labelled UCB-derived human CD34" cells. SNRs are displayed as
means + standard errors for two mice in the control group. In the

experimental group, mice received 1x106, 5x10%r 1x107 SPIO-
labelled cells (n=3). Compared with Resovist, 1x107 Resovist-
labelled cells cause a significant MR signal decline in the femur
after 24 h
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MRI of whole mice before injection
of labeled CD34* cells

Fig. 6 In vivo T2*-weighted 1.5-T MR images of mice before and
24 hours after transplantation of 1x 10’ Resovist-labelled CD34" cells
(three different mice each group). Transplantation of Resovist-labelled

cells (Fig. 8g). Taken together, these results imply that the
decline in MR signal intensities observed in the bone
marrow of transplanted mice was indeed caused by
Resovist-labelled human cells.

Discussion

In this study, we demonstrated that homing of intra-
venously injected human CD34 cells to the bone marrow
of athymic mice can be non-invasively monitored by MR
imaging using clinical 1.5-T equipment.

Since CD34" cells were poorly labelled by existing
protocols [12, 17, 18], we optimized the existing labelling
protocol to include Lipofectamine. Our data demonstrate
that CD34" cells derived from thawed UCB samples are
effectively labelled with SPIO by using Resovist and
lipofection. SPIO labelling with Resovist does not impair
long-term cell viability or multilineage differentiation in
vitro. We further demonstrated that MR imaging is able to
consistently demonstrate the homing of Resovist-labelled
CD34" cells to the bone marrow of the femur and sacrum
24 h after intravenous injection of 1x10” CD34" cells.

Two previous studies evaluated the in vivo distribution
of intravenously administered iron oxide-labelled haemo-
poietic progenitor cells [17, 18]; however, the one study
did not look into in situ tracking [18], and the other did
not look at CD34" progenitors in vivo [17]. Our study
shows that it is feasible to track purified CD34" cells in
live mice by whole body MR imaging. Moreover, we
observed no toxicity induced by injection of this number

MRI of whole mice 24 hours after
injection of 1x107 SPIO labeled
CD34* cells

cells caused a marked signal intensity decline in liver and bone marrow
of the femur (white arrows)

of labelled cells. With a detection threshold of 1x10’
CD34" cells per intravenous injection, the accumulation of
transplanted cells in the bone marrow of athymic mice
could be monitored by using clinical MR equipment. It
has been demonstrated recently that the combination of
iron oxide particles with molecular imaging techniques
enables the in situ detection of 4x 10° transplanted CD34"
human cells in the bones of recipient mice with no
detectable cell toxicity in vivo. In live animals, however,
MR imaging of the bone marrow failed at this cell number
[18]. In attempts to solve the limits of imaging small cell
numbers, several in vivo studies on haemopoietic stem
cell homing have been performed by using genetic labels,
radionuclides or membrane dyes [23]. However, contrary
to our present study, these techniques have been reported
to encompass limitations such as the risk of phenotype
alterations of the target cells or toxicity [24]. Other
imaging techniques such as single photon emission
computed tomography or positron emission tomography
(PET) have been shown to provide higher sensitivity but
poorer spatial resolution than MR imaging [25].

Recent work showed that nanoparticle-labelled CD34"
human stem cells can be increasingly detected in the bone
marrow of recipient mice within 2 weeks of transplantation
[18]. Therefore, this accumulation might result in more
pronounced changes in MR signal intensities at later time
points than we examined. Yet such effects should be
interpreted with caution, as internalised iron oxide particles
might be subsequently metabolised, distributed between
dividing cells or released by dying cells over time [17]. In
our study, no extracellular iron oxide deposits were detected
in the bone marrow of recipient mice, suggesting that iron
particles are not released in the bone marrow of recipient
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Resovist 1x108cells

Fig. 7 Magnification of in vivo T2*-weighted 1.5-T MR images
of murine femur and sacrum bone. From /leff to right, MR images
correspond to mice that received Resovist or 1x10°, 5x10° and 1x
107 Resovist-labelled CD34" cells. MR images were obtained

mice. This view is strengthened by the intracellular local-
isation of iron oxide particles and the presence of dextran-
positive cells within the bone marrow, which indicates the
stable label retention of Resovist in transplanted cells within
the time of observation. However, as mouse phagocytic cells
would easily uptake iron oxide particles released from
transplanted cells, one might speculate that the observed
changes in MR signal intensities are caused by Resovist-
containing murine cells. Concerning the biodistribution of
Resovist-labelled cells outside the bone marrow, we noticed
a cell dose-dependent signal drop in the liver and spleen after
administration of labelled cells. This finding agrees with
previous results that also show the accumulation of labelled
cells in liver and spleen. We hypothesize that a certain
amount of Resovist-labelled cells is taken up by the
reticuloendothelial system (RES), which might therefore
impair the amount of cells reaching the bone marrow.
Moreover, a transient signal decline in muscle tissue was
caused by Resovist and to a lesser extent by Resovist-

5x108cells 1x107 cells

‘before injebtioh

before (upper row) or 2 h (middle row) and 24 h (lower row) after
transplantation. Magnification of murine femurs and sacrum
illustrates the cell dose- and time-dependent signal intensity
decline in the bone marrow

labelled cells. Resovist also induced a transient signal drop in
bone marrow. This might be caused by an unspecific blood-
pool effect of some amount of contrast agent which is still
circulating at 2 h after intravenous administration but is
subsequently removed from the blood pool at 24 h after
injection.

There were several limitations in our study. First, the
low number of mice used for experiments reduces the
statistical relevance of our assessments. However, our
study primarily intended both to demonstrate the feasi-
bility of stem cell tracking by MR imaging and to examine
the minimum cell number required. Due to the small
sample size we only performed ANOVA on the difference
between 0 and 24 h followed by pairwise post hoc tests.
However, further studies with a higher number of animals
are now planned to enhance the validity of our results.
Second, the detection threshold amounted to 107 trans-
planted cells. Although we did not determine the iron
content of labelled cells, we hypothesize that the iron
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Fig. 8 Detection of Resovist-labelled human cells. Transplanted
cells were re-isolated from the bone marrow of recipient mice by
using cell sorting. Single cell suspensions of tibias and femurs
obtained from two control mice (b) or two mice 24 h after
transplantation of 1x107 SPIO-labelled human CD34" cells (c)
were stained with FITC- or PE-conjugated isotype-matched control
antibodies (a). Single cell suspensions of mice that were not
transplanted (b), or were transplanted with 1x 107 Resovist-labelled
CD34" cells (¢), were labelled with antibodies against
phycoerythrin (PE)-labelled anti-CD45, CD71 and Fluorescein
(FITC)-labelled anti-CD34 antibodies as described in the
Materials and methods section. Flow cytometric data were
analysed by using FlowJo software. Resovist-labelled cells were
detected by Prussian blue staining for iron (d, f) and

content per cell in our study is comparable to that of
previously reported studies that measured 2.01+0.1 pg per
CD34" cell [26]. To gain even higher sensitivity, the
signal-to-noise ratio could be increased by MR imaging at
9.4 Tesla. Alternatively, the required cell number could be
reduced by local administration of labelled cells as
demonstrated recently [27]. The development of these

immunostaining for the carboxydextran-coat of Resovist particles
(e, g). Prussian blue staining of murine femoral bone marrow
reveals the presence of transplanted cells 24 h after intravenous
administration of 1x107 Resovist-labelled human CD34+ cells (d;
magnification x400). Conversely, no staining was observed in
control mice that received Resovist (f; magnification x300). The
carboxydextran coat of Resovist particles was immunologically
detected (green fluorescence) both in isolated Resovist-labelled
CD34+ cells (e) and in the femoral bone marrow 24 h after
transplantation of 1x107 Resovist-labelled human CD34+ cells (g).
The blue structures are DAPI-stained nuclei (magnification x400).
Each picture is representative for three animals

methodologies for the in vivo detection of functional
haemopoietic stem cells as well as the exact determination
of cellular iron content will be a challenge in future
studies. Third, because Resovist-labelled cells also accu-
mulate in liver and spleen [17], a detailed analysis is still
required to evaluate the amount of transplanted cells
retained in these organs.
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Conclusion

In summary, this study demonstrates that Resovist label-
ling of purified CD34" UCB-derived cells does not impair

imaging technology. Further optimisation of this technique
might allow us to monitor labelled cells in patients during

cellular functionality and that migration of these cells to

the bone marrow after intravenous injection can be
measured by using non-invasive clinical 1.5-T MR
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