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1. Einleitung

Die Leber ist eines der wichtigsten Organe des menschlichen Organismus. lhre
Funktionen umfassen die Entgiftung des Kérpers von Protein-gebundenen Toxinen, die
Synthese von Proteinen wie z.B. Gerinnungsfaktoren und Albumin, und die Regulation
wichtiger Regelkreislaufe wie z.B. der Saure-Base-Haushalt oder die Energieversorgung
des zentralen Nervensystems (1). Wenn es durch virale Hepatitiden oder durch
chronische Einwirkung von Hepatotoxinen zu einem zirrhotischen Umbau der Leber
gekommen ist, ist ein Ersatz des Organs durch eine Transplantation notwendig (2).
Auch bei angeborenen hepatischen Stoffwechselerkrankungen ist eine Heilung oftmals
nur durch eine Lebertransplantation moglich (3). Artifizielle oder bioartifizielle
Leberunterstiitzungssysteme, welche die Funktion der Leber in Teilen ersetzen kdnnen,
ermoglichen lediglich eine temporare Uberbriickung der Leberfunktion bis zu einer

moglichen Regeneration oder Transplantation (4).

Die Lebertransplantation stellt heute ein etablietes und standardisiertes
Therapieverfahren fir das akute und chronische Leberversagen, flr bestimmte Stadien
des Hepatozellularen Karzinoms, und fir angeborene Leberstoffwechseldefekte dar (2).
Allerdings ist die Verfugbarkeit der Lebertransplantation durch die Abhangigkeit von
Spenderorganen limitiert. In Deutschlang dirfen Organe ausschliefldlich nach Hirntod
des Spenders oder im Rahmen einer Lebendspende enthommen werden. Bedingt durch
die zuriickgehende Spendebereitschaft in der Bevolkerung, ist es insbesondere in den
letzten Jahren zu einem deutlichen Rickgang der Anzahl an Lebertransplantationen
gekommen (5). Aufgrund der Weiterentwicklungen in der Intensivmedizin und dem
zunehmende Alter der Bevdlkerung stehen oftmals vorgeschadigte, marginale Organe
zur Transplantation zur Verfigung, welche mit einem erhéhten Risiko fir eine
Transplantatdysfunktion oder ein Transplantatversagen assoziiert sind (6). Im Labor
durch Verfahren des tissue engineering erzeugtes Lebergewebe kdnnte eine mdgliche
Lésung fur den Organmangel darstellen, diese Konzepte haben jedoch noch nicht die
Phase der klinischen Anwendung erreicht (4). Demensprechend steht einem stetig
abnehmenden Organangebot eine konstant hohe Zahl von Patienten auf der Warteliste

gegeniber.



1.1. Leberzelltransplantation

Die Leberzelltransplantation wird seit den 1970er Jahren als mogliche Alternative zur
Lebertransplantation entwickelt (7,8). Leberzellen kébnnen mittels eines enzymatischen
Verdauverfahrens aus dem Gewebeverbund isoliert und in Suspension entweder in die
Leber oder an ektope Implantationsorte implantiert werden. Die Transplantation in die
Leber kann entweder Uber die V. porta oder Uber eine zufihrende Mesenterialvene
erfolgen. Als ektope Implantationsorte stehen beispielweise die Milz oder das Omentum
majus zur Verflgung. Transplantierte Zellen werden entweder nach Durchwanderung
der Endothelzellbarriere in der Empfangerleber integriert oder siedeln sich im ektopen
Gewebe an (9). Die Galleexkretion erfolgt Uber die ableitenden Strukturen der Leber
oder, nach ektoper Implantation, systemisch durch Exkretion in den Blutkreislauf (10).
Die transplantierten Zellen sollen das Empfangerorgan besiedeln und idealerweise die
erkrankten Zellen verdrangen. Beim akuten oder chronischen Leberversagen soll so die
Funktion der Leber unterstitzt oder ersetzt werden, bei angeborenen hepatischen
Stoffwechseldefekten soll durch die gesunden Leberzellen, welche das fehlende Gen

exprimieren, der entsprechende Gendefekt korrigiert werden (11).

Im Vergleich zur Lebertransplantation bietet die Leberzelltransplantation verschiedene

konzeptuelle Vorteile (8,12):

) Leberzellen konnen aus Spenderorganen isoliert werden, welche fir die
Organtransplantation aufgrund von Veranderungen des Parenchym, der
GefalRanatomie oder aufgrund von Verletzungen nicht geeignet sind. Darlber
hinaus kénnen mehrere Empfanger mit den Zellen eines Spenderorgans
behandelt werden.

) Leberzellen kénnen nach der Isolierung kryokonserviert werden und dadurch —
im Gegensatz zur Organtransplantation — geplant und bedarfsweise appliziert
werden.

) Die Leberzelltransplantation ist deutlich weniger invasiv als die
Organtransplantation und bietet sich demensprechend fiir die Therapie von sehr
jungen oder kritisch kranken Patienten an.

IV)  Durch die Ansiedelung in der Empfangerleber oder an einem ektopen

Implantationsort kdénnen die transplantierte Leberzellen ihre metabolische



Funktion fir den Empfangerorganismus bereitstellen, wahrend die erkrankte
Leber nicht entfernt werden muss und die Chance auf Regeneration verbleibt.
V) Daruber hinaus konnen autologe Leberzellen beispielsweise bei bestimmten

Gendefekten vor der Transplantation gentherapeutisch manipuliert werden.

Nach erfolgreicher Evaluierung und Etablierung im Kleintiermodell wurde die
Leberzelltransplantation fur alle grofRen Indikationen der Lebertransplantation
untersucht. Kleinere Fallserien und Einzelfallberichte zur Therapie des akuten
Leberversagens zeigen jedoch kein Uberzeugendes Ergebnis. Bei in der Literatur
bislang beschriebenen 37 Fallen kam es lediglich bei 8 Patienten zu einer vollstandigen
Wiederherstellung der Leberfunktion, 6 Patienten mussten nach Leberzelltransplantation
mit einer Lebertransplantation behandelt und 23 Patienten verstarben trotz
Leberzelltransplantation. Als Ursachen fur dieses unbefriedigende Ergebnis werden eine
nicht ausreichende Zellmenge sowie die fur die Zellansiedelung ungunstige Umgebung
in der  erkrankten Leber  diskutiert. Klinische Untersuchungen zur
Leberzelltransplantation beim chronischen Leberversagen erzielten ein noch
schlechteres Ergebnis. Bei den in der Literatur beschriebenen Fallen konnte in keinem
Fall eine dauerhafte Heilung des Patienten erreicht werden (8,12).

Im Gegensatz dazu hat die klinische Evaluierung der Leberzelltransplantation bei
hepatischen Stoffwechselerkrankungen im Neugeborenen- oder Kindesalter deutlich
vielversprechendere  Ergebnisse erzielt. Bei angeborenen Stérungen der
Entgiftungsfunktion der Leber, wie beispielsweise dem Crigler-Najjar Syndrom Typ 1,
der Glykogenspeichererkrankung oder bei Erkrankungen des Harnstoffzyklus, wurde ein
temporarer metabolischer Vorteil durch die Leberzelltransplantation beschrieben. Es
gelang in fast allen beschriebenen Fallen, die Patienten Uber ein Intervall von einigen
Monaten oder wenigen Jahren bis zu einer konsekutiven Organtransplantation zu
stabilisieren. Fur den Faktor-VII-Mangel wurde in einem Bericht von zwei Patienten
beispielsweise eine Verringerung des Faktor-VIl-Bedarfs um 70 % beschrieben. In der
Mehrzahl der Falle musste jedoch auch bei diesen Patienten 2zweitzeitig eine

Lebertransplantation durchgefuhrt werden (11,12).



Diese Ergebnisse zeigen, dass zahlreiche Verbesserungen notwendig sind, um die
Leberzelltransplantation zu einem erfolgreichen klinischen Verfahren weiter zu
entwickeln. Neben der begrenzten Verflgbarkeit von humanen Leberzellen fur die
Transplantation (13) stellen insbesondere die unzureichende Ansiedelung der
transplantierten Leberzellen in den Zielorganen sowie ihr zeitlich begrenztes Uberleben
die grundsatzlichen Probleme flir die erfolgreiche klinische Etablierung dieses
Therapieverfahrens dar (14). Aus Kleintiermodellen ist beispielweise bekannt, dass bis
zu 70-80% der transplantierten Zellen in den Sinusoiden verbleiben und dort vom
angeborenen Immunsystem abgebaut werden (15,16). Dies deckt sich mit den
Ergebnissen von histo-pathologischen Untersuchungen von Leberexplantaten nach
vorausgegangener Leberzelltransplantation Uber die Pfortader zur Therapie von
hepatischen Stoffwechselerkrankungen im Kindesalter. Spenderleberzellen konnten in
Form von Mikrothromben im Endstromgebiet der Pfortader, jedoch nicht im Parenchym
der Empfangerlebern nachgewiesen werden (14). Moglicherweise hat der
Applikationsweg einen Effekt auf das Anwachsverhalten der transplantierten Zellen: Im
Kleintiermodell wird ein erfolgreiches Anwachsen von Zellen in der Empfangerleber
sowohl nach Transplantation Uber die Pfortader als auch nach Applikation in die Milz
und konsekutiver Translokation Uber das portovendse System berichtet. Wahrend die
intrasplenische Injektion das etablierte Verfahren fiir die Leberzelltransplantation und
Zellansiedelung in der Leber im Nagermodell darstellt (17), gibt es beim Menschen —
abgesehen von Fallberichten (18,19) — keine gesicherten Daten Uber den Verbleib von
Leberzellen nach Transplantation in die Milz. Eine nicht-invasive Nachverfolgung der
transplantierten Zellen ist bislang nicht mdglich, da transplantierte Zellen mittels der
klinisch etablierten Bildgebenden Verfahren nicht dargestellt werden kénnen (12). Durch
die Messung von spezifischen Stoffwechselprodukten der transplantierten Zellen kann
lediglich eine Aussage Uber deren metabolische Aktivitdt, nicht jedoch Uber ihr
Anwachsverhalten oder hinsichtlich einer moglichen Zellproliferation getroffen werden
(20). Gewebeproben flr histologische Untersuchungen kénnen entweder durch
Leberbiopsie oder im Rahmen einer konsekutiven Lebertransplantation gewonnen
werden und lediglich Momentaufnahmen von der Situation im Empfangerorganismus
abbilden (21). Dementsprechend konnte bislang nicht geklart werden, wann und wo es

im Patienten zu einem Verlust der transplantierten Zellen kommt und welcher



Applikationsweg die besten Bedingungen flr ein erfolgreiches Anwachsen der Zellen
bietet.

1.2. Konzepte zur nicht-invasiven Lokalisierung transplanierter Leberzellen

Zur nicht-invasiven Lokalisierung und Nachverfolgung von transplantierten Leberzellen
werden in der Literatur Radionuklid-basierte Verfahren, optische Verfahren, und die
Magnetresonanztomographie (MRT) beschrieben und in einer eigenen vorab

publizierten Ubersichtsarbeit zusammengefasst (12):

Radionuklid-basierte Verfahren wie die Szintigraphie, Einzelphotonen-
Emissionscomputertomographie (SPECT) oder die Positronen-Emissions-
Computertomographie (PET-CT) zeichnen sich durch eine hohe Sensitivitat aus (22,23).
Leberzellen kénnen entweder in vitro vor oder in vivo mit dem entsprechenden
Radionuklid markiert werden. Die in vivo Markierung bedient sich hierbei der
spezifischen Rezeptorexpression von Leberzellen, wie z.B. dem Asialoglycoprotein-
Rezeptor, welcher eine selektive Aufnahme von intravenés applizierten
Radionukleotiden wie z.B. Technetium-99m markiertem Galactosyl-Serumalbumin
ermdglicht (24). Sowohl in vitro als auch in vivo mit Radionukliden markierte Leberzellen
wurden bereits klinisch fur die nicht-invasive Nachverfolgung von transplantierten
Leberzellen verwendet. In der erstmaligen Beschreibung einer Leberzelltransplantation
in Menschen durch Mito et al. aus dem Jahr 1992 wurden die transplantierten
Leberzellen mittels Technetium-99m visualisiert (25). In Rahmen dieser Studie waren
bei Patienten mit Zirrhose oder chronischer Hepatitis autologe Leberzellen aus
Leberteilresektaten gewonnen und mittels intrasplenischer Injektion in die Milz
retransplantiert worden. Durch ihre selektiven Bindungsaffinitadt fur Technetium-99m
konnten transplantierte Hepatozyten nach 11 Monaten in der Milz der Empfanger
nachgewiesen werden, wenngleich mit Ausnahme eines Patienten kein klinischer Effekt
durch die Leberzelltransplantation erzielt werden konnte. Sterling und Fisher et al.
konnten mit demselben Verfahren allotransplantierte Leberzellen in einem Patienten bis
zu 23 Tage nach Transplantation nachweisen (26). Bohnen et al. gelang es, in vitro mit

Indium-111 markierte Leberzellen bis zu 48 Stunden nach Applikation Uiber die Pfortader



in der Leber eines Patienten mit Ornithin-Transcarbamylase-Mangel zu visualisieren
(27). Hickey et al. zeigten in einer kirzlich erschienenen Arbeit, dass Leberzellen nach
Transfektion mit dem Sodium-lodid Symporter-Gen durch die selektive Aufnahme von
Radionuklid-markiertem lodid acht Monate nach allogener Zelltransplantation im
Schweinemodell mittels PET-CT nachgewiesen werden konnten (28). Radionuklid-
basierte Verfahren konnen dementsprechend zur nicht-invasiven Darstellung der
Verteilung transplantierter Leberzellen an ektopen Implantationsorten genutzt werden.
Zum Nachweis transplantierter Zellen in der Empfangerleber ist entweder eine ex vivo
Markierung mit einem Radionuklid mit begrenzter Halbwertszeit vor Transplantation oder
eine bislang fur die klinische Anwendung nicht zugelassene genetische Manipulation
notwendig, um die Expression eines flir eine selektive Bindung eines Radionuklids-
Tracers erforderlichen Rezeptors zu induzieren. Ein Einzelzell-Nachweis transplantierter
Leberzellen mittels Radionuklid-basierter Verfahren wurde bislang in der Literatur nicht

beschrieben.

Optische Verfahren basieren auf der Detektion von Biolumineszenz oder Fluoreszenz
mittels konventioneller Intravitalmikroskope oder neueren Verfahren wie beispielsweise
der quantitativen Fluoreszenztomographie (29). Koenig et al. beschrieben erstmals die
Anwendung eines optischen Verfahrens zur Visualisierung von transplantierten
Hepatozyten (30). Dipeptidylpeptidase-positive Leberzellen konnten in der Leber von
Dipeptidylpeptidase-negativen Ratten durch Zuhilfenahme eines Cy5.5-markierten
Antikdrpers Uber einen Zeitraum von 16 Wochen nach intra-splenischer Applikation
nachverfolgt werden. Die klinische Anwendung von optischen Verfahren ist jedoch
aufgrund der begrenzten Eindringtiefe optischer Verfahren von wenigen Millimeter bis

Zentimeter limitiert.

Die MRT bietet als strahlungsfreies, klinisch etabliertes und weitgehend flachendeckend
verfligbares Bildgebendes Verfahren sowohl eine hohe raumliche Auflésung
(Submillimeterbereich) als auch einen hohen Weichteilkontrast. Da MRT-
Untersuchungen ohne eine relevante Beeintrachtigung des Patienten vielfach wiederholt
werden konnen, scheint die MRT fur die Langzeit-Nachverfolgung von transplantierten

Leberzellen besonders geeignet zu sein (31,32). Die MRT basiert auf der Anregung von



Wasserstoffprotonen durch eine Kombination von statischen und hochfrequenten
magnetischen Feldern. Durch ein kurzzeitig angelegtes hochfrequentes Wechselfeld
(energiearme Radiowellen) lasst sich die Magnetisierung der Protonen aus der Richtung
des statischen Feldes auslenken, was zu einer Prazession der Atomkerne um die
Feldrichtung des statischen Magnetfeldes fuhrt. Diese Prazessionsbewegung der
Gewebemagnetisierung induziert eine elektrische Spannung in einer Messspule, aus der
sich ein Abbild des untersuchten Areales konstruiert I&sst. Nach Abschalten des
hochfrequenten Magnetfeldes richten sich die Wasserstoffkerne durch Energieabgabe
an die umgebenden Molekule (Spin-Gitter-Relaxation, T1) und an die Umgebung (Spin-
Spin-Relaxation, T2) wieder parallel zum statischen Magnetfeld aus. Die Relaxationszeit
gibt die Zeit an, welche die Kerne hierflr bendtigen. Diese charakteristische Relaxation
ist von der molekularen Umgebung abhangig, wodurch sich verschiedene Gewebearten
charakteristisch unterscheiden und zu unterschiedlichen Helligkeiten im resultierenden
Bild fihren. Der Kontrast eines Bildes wird durch die T1- und T2/T2*-Relaxation sowie
die Protonendichte bestimmt und durch die Wichtung eines Kontrastparameters betont
(33,34). Die Auflosung der MRT hangt malgeblich von der Feldstarke des
Magnetresonanztomographen und damit von der Grofie der verwendeten Spulen ab.
Klinische Magnetresonanztomographen verwenden in der Regel eine Feldstarke von 1,0
— 3,0 Tesla, die Grofle der Empfangsspule ist durch die Groe des zu untersuchenden
Korperteils bedingt. Eine Reduktion der Feldstarke oder eine VergrofRerung der Spule
fihrt zu einer Verminderung der Sensitivitat, des Kontrasts, und der Bildauflésung (35).
Um transplantierte Zellen mittels MRT zu visualisieren, ist eine Markierung mit einem
intrazellularen Kontrastmittel erforderlich. Hierflr werden bevorzugt
superparamagnetische Eisenoxidpartikel genutzt, welche eine starke Stérung des
Magnetfelds induzieren. Wenn diese Partikel einem externen Magnetfeld ausgesetzt
werden, flhrt die Orientierung der magnetischen Dipole zu einer lokalen Unterbrechung
des Magnetfelds. Partikel-markierte Zellen imponieren in T2- oder T2*-gewichteten
Sequenzen als Signalausléschungen, ihre Detektierbarkeit hdngt von der Menge an
inkorporierten Partikeln, den magnetischen Eigenschaften der Partikel, und der
Partikelgrofie ab (36).



1.3. Zellmarkierung mit Eisenoxidpartikeln

Superparamagnetische Eisenoxidpartikel mit einer GréRe von mehr >50 nm
(superparamagnetic iron oxide particles, SPIO) bis zu mehreren Mikrometern wurden
erfolgreich fur die Markierung von Leberzellen evaluiert. Sie bestehen aus einem
Eisenkern und einer Beschichtung, welche eine Aggregation und Toxizitat durch Bildung

von reaktiven Sauerstoffradikalen (ROS) verhindern sollen.

In einer eigenen ersten Vorarbeit wurden superparamagnetische, nanoskalige
Eisenoxidpartikel mit einem Durchmesser von ca. 100 nm zur Markierung von primaren
humanen Hepatozyten verwendet (37). Die Oberflaiche dieser mit Aminosilan
beschichteten MagForce-Partikel (MagForce Applications GmbH, Berlin, Germany) war
mit dem Membrantranslokationspeptid Tat des Humanen Immundefizienz-Virus
funktionalisiert worden. Dies ermdglichte eine Markierung von in Adhasion kultivierten
Leberzellen in einer Inkubationszeit von nur einer Stunde. Mit einem Kklinischen
Magnetresonanztomographen mit einer Feldstarke von 3,0 Tesla und einer 2 cm
durchmessenden Oberflachenspule konnten Partikel-markierte Zellen im Agarose-
Phantom mit einer T2*-gewichteten Sequenz als punktuelle Signalausloschungen
visualisiert werden. Puppi et al. verwendeten Endorem/Feridex-Eisenoxidpartikel
(Guebert GmbH, Sulzbach, Deutschland) mit einem Durchmesser von 50-180 nm, zur
Markierung von primaren humanen Hepatozyten (38). Diese Dextran-beschichteten
SPIO-Nanopartikel waren zum Zeitpunkt der Untersuchungen als leberspezifisches
Kontrastmittel flr die klinische Anwendung zugelassen (39). Wie von Puppi et al.
beschrieben, kdénnen in Adhasion kultivierte humane Leberzellen nach 18-stlindiger
Inkubationsphase mit Endorem-Partikeln markiert werden. Die Inkubation flhrt zu einer
Zeit- und Dosisabhangigen Zunahme der intrazellularen Eisenkonzentration, jedoch
auch zu einer verminderten Proteinsynthese der markierten Leberzellen. Puppi et al.
zeigten mittels einem experimentellen 7,0 Tesla MRT eine positive Korrelation zwischen
der Anzahl an SPIO-markierten Leberzellen und einem Signalabfall in der MRT. Als
minimale detektierbare Zellzahl wurden 2.000 markierte Zellen/ul identifiziert. Die
bildgebenden Eigenschaften der Endorem/Feridex-markierten Leberzellen wurden in der
Maus in vivo evaluiert: Zwei Stunden nach intrasplenischer Transplantation von SPIO-

markierten humanen Hepatozyten konnte ein Signalabfall in der Leber gemessen

10



werden, wahrend nicht-markierte Zellen keine Signaldnderungen induzierten. Diese
MRT-Untersuchungen erfolgten allerdings ex vivo nach Einbettung der Lebern in einem
Agarose-Phantommodell, um Bewegungsartefakte zu vermeiden. Erste Ergebnisse zur
Detektierbarkeit von SPIO-markierten Zellen in der Leber unter klinischen Bedingungen
wurden von Shi et al. beschrieben (40). Mesenchymale Stammzellen wurden mit
Endorem/Feridex-Partikeln markiert und Uber die Pfortader in die Leber von Schweinen
mit D-Galactosamin-induziertem akuten Leberversagen transplantiert. Shi et al.
beobachteten dabei einen Signalabfall der Leber in einer MRT-Untersuchung sechs
Stunden nach intrahepatischer Zellapplikation und konnten dies mit Berliner-Blau-
positiven Zellen korrelieren. Der Signalverlust in der MRT zeigte sich an den
darauffolgenden Untersuchungstagen ricklaufig. In Zusammenfassung zeigen diese
Ergebnisse, dass die Markierung von Leberzellen mit SPIO zu einem in der MRT
nachweisbaren Signalabfall fuhrt. Eine Visualisierung einzelner Zellen konnte in diesen

beschriebenen Arbeiten jedoch nicht erzielt werden.

Die GrofRe des Signalabfalls eines superparamagnetischen Partikels im Magnetfeld ist
groBer als die physikalische Grofle des Partikels (,Blooming-Effekt*). Mikroskalige
Eisenoxidpartikel induzieren im Vergleich zu nanoskaligen Partikel mit gleichem
Eisengehalt einen starkeren Effekt auf die Hypointensitat im MRT-Bild (41). Um diese
Vorteile fur die Nachverfolgung transplantierter Leberzellen mittels MRT zu nutzen,
wurden mikroskalige Eisenoxidpartikel als intrazellulares Kontrastmittel far
transplantierte Leberzellen evaluiert. Shaprio et al. verwendeten kommerziell
verfugbare, mikroskalige Eisenoxidpartikel (MPIO, Bangs Laboratories, IN, USA) mit
einem Durchmesser von 0,96 — 5,9 ym fur die Markierung von murinen Hepatozyten
(42). Mittels experimenteller Magnetresonanztomographen mit Feldstarken von 7,0 und
11,0 Tesla gelang in vitro ein Einzelzellnachweis MPIO-markierter Zellen. In einer
Folgearbeit zeigten Shapiro et al., dass murine Hepatozyten nach Markierung mit 1,63
um durchmessenden MPIOs und unter Verwendung eines
Magnetresonanztomographen mit einer Feldstarke von 7,0 Tesla, einer 35 mm
durchmessenden Oberflachenspule und einer T2*-gewichteten Sequenz in vivo auf
Einzelzellniveau detektiert werden konnten (43). Kontrollgruppen mit Partikelsuspension,

nicht-markierten Leberzellen und avitale MPIO-markierten Leberzellen zeigten lediglich
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unspezifische Signalanderungen. In einer eigenen Vorarbeit wurde ein Protokoll zur
Markierung von in Adhasion kultivierten primaren humanen Hepatozyten mit MPIOs mit
einem Durchmesser von 1,6 uym etabliert (44). Nach einer Inkubationsdauer von 4
Stunden konnte eine Markierung von annahrend 100% der inkubierten Zellen mit
durchschnittlich 18 Partikel/Zelle erzielt werden. Da eine kolorimetrische Bestimmung
des Eisengehalts der MPIO-markierten Zellen aufgrund der Partikel-Enkapsulierung mit
einem Polymer aus Styrol und Divinylbenzol nicht mdglich war, wurde die
Partikelaufnahme lichtmikroskopisch durch Auszahlen der Partikel ermittelt. MPIO-
markierte humane Hepatozyten konnten in vitro im Agarose-Phantommodell unter
Verwendung einer 2cm durchmessenden Oberflachenspule und eines klinischen
Magnetresonanztomographen mit einer Feldstarke von 3,0 Tesla auf Einzelzellniveau
visualisiert werden. Eine ahnlich effiziente Markierung gelang durch eine Inkubation in
einem Rotationsbioreaktor (45). Wahrend einer Nachbeobachtungsphase von 6 Tagen
konnte anhand der Transaminasenfreisetzung sowie Harnstoff- und Albuminproduktion
kein negativer Effekt der Partikelmarkierung auf in Adhasion kultivierte humane

Hepatozyten festgestellt werden.

1.4. Zielsetzungen

Die Markierung mit Eisenoxidpartikeln soll eine nicht-invasive Nachverfolgung von
transplantierten Leberzellen mittels MRT unter klinischen Bedingungen ermoglichen
(Abb. 1). Die zum Zeitpunkt der wissenschaftlichen Arbeit vorliegenden Publikationen
zeigten, dass eine Markierung von humanen Leberzellen mit Eisenoxidpartikeln in vitro
maoglich ist und dass Partikel-markierte Leberzellen unter experimentellen Bedingungen

mittels MRT visualisiert werden konnen.
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Humane Leberzelle

Abbildung 1: Nicht-invasive Nachverfolgung transplantierter Leberzellen mittels MRT.

(A) Explantation eines marginalen Spenderorgans. (B) Leberzellisolierung durch enzymatischen Lésung
der Zell-Matrix-Verbindungen. (C) Zellmarkierung mit MPIO in Suspensionskultur. (D) Interventionelle
Katheteranlage in die Pfortader. (E) Applikation von Leberzellen in Suspension. (F) Bildgebung mittels
MRT.

(Abb. 1 modifiziert aus 12, mit Genehmigung von Future Medicine Ltd)

Um das Konzept der Partikel-vermittelten Verfolgung transplantierter Leberzellen in der
MRT fur eine mogliche klinische Anwendung zu Uberprifen und weiterzuentwickeln,

ergaben sich zum Zeitpunkt der wissenschaftlichen Arbeit folgende Fragestellungen:

1. Quantifizierung der Partikel-Aufnahme: Um die Partikel-Beladung von Leberzellen
mit Eisenoxidpartikeln zu quantifizieren, sollte ein Messverfahren entwickelt
werden, mit welchem der Eisengehalt von SPIO- und MPIO- Partikel-markierten
Zellen gemessen kann.

2. In vitro Vergleich der Markierungseffizienz, der bildgebenden Eigenschaften, und
der Effekte von nano- und mikroskaligen Eisenoxidpartikeln auf humane

Leberzellen: Humane Hepatozyten sollten unter vergleichbaren Bedingungen mit
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SPIO und MPIO markiert und in vitro charakterisiert werden, um ihre Wertigkeit
flr eine mogliche klinische Anwendung einzuschatzen.

3. In vivo Evaluierung der bildgebenden Eigenschaften von MPIO-markierten
Leberzellen im Grofdtiermodell: Basierend auf dem im Rahmen von eigenen
Vorarbeiten etablierten Protokoll zur Markierung von humanen Hepatozyten mit
MPIO sollte untersucht werden, ob MPIO-markierten Zellen unter klinischen
Bedingungen mittels MRT nachverfolgt werden kénnen.

4. Entwicklung von biokompatiblen und funktionalisierbaren mikroskaligen
Eisenoxidpartikeln: Da die kommerziell verfigbaren MPIO-Eisenoxidpartikel
aufgrund ihrer Beschichtung nicht fur eine klinisch Anwendung geeignet waren,
sollten biokompatible mikroskalige Eisenoxidpartikel mit vergleichbaren

bildgebenden Eigenschaften entwickelt werden.

In der vorliegenden Arbeit sollen die in folgenden Aufsatzen (46-51) vorab publizierten

Teilergebnisse zusammengefasst werden.

14



2. Eigene Arbeiten

2.1. Quantifizierung der Zellmarkierung mit Eisenoxidpartikeln (46)

Raschzok N, Billecke N, Kammer NN, Morgul MH, Adonopoulou MK, Sauer IM, Florek
S, Becker-Ross H, Huang MD. Quantification of cell labeling with micron-sized iron oxide
particles using continuum source atomic absorption spectrometry. Tissue Eng Part C
Methods. 2009 Dec;15(4):681-6.

Leberzellen kdnnen nach Markierung mit Eisenoxidpartikeln mittels MRT nicht-invasiv
dargestellt werden. Die Detektierbarkeit Partikel-markierter Zellen ist unter anderem von
der Anzahl von inkorporierten Partikeln pro Zelle abhangig. Die Partikelmarkierung kann
Uber den Eisengehalt der Zellen quantifiziert werden. Wahrend der Eisengehalt von
SPIO-markierten Zellen mittels kommerziell verfugbarer kolorimetrischen Tests ermittelt
werden kann, basiert die Quantifizierung der Markierung mit mikroskaligen
Eisenoxidpartikeln auf der lichtmikroskopischen Auswertung, da die Polymer-
Enkapsulierung der MPIO eine Messung des Eisengehalts mit diesen Verfahren
verhindert. Ziel dieser Studie war es, die Continuum Source Atomabsportions-
spektroskopie (CSAAS) fur diesen Zweck zu etablieren. Bei diesem Verfahren werden
die Proben vor der Messung durch einen Pyrolyseschritt aufgeschlossen. Porcine
Leberzellen wurden mit MPIOs (Bangs Laboratories, IN, USA) markiert und der
Eisengehalt der Zellproben wurde mittels einer Eisenlinie untersucht, welche nur 1/600
der Sensitivitat der Eisen-Resonanzlinie Ublicher spektrometrischer Verfahren aufweist.
Der mit der CSAAS gemessene Eisengehalt der markierten Zellen betrug 6 bis 26 pg
Eisen/Zelle und korrelierte mit der lichtmikroskopisch ermittelten Partikelaufnahme. Es
konnte gezeigt werden, dass die CSAAS eine schnelle Quantifizierung der
Partikelmarkierung mit kleinen Zellproben ohne aufwandige Praparationsschritte und

lichtmikroskopische Untersuchungen ermaoglicht.
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Tissue Eng Part C Methods. 2009 Dec;15(4):681-6.
http://dx.doi.org/10.1089/ten.tec.2008.0675

Quantification of cell labeling with micron-sized iron oxide particles using
continuum source atomic absorption spectrometry.

Raschzok N, Billecke N, Kammer NN, Morgul MH, Adonopoulou MK, Sauer IM, Florek
S, Becker-Ross H, Huang MD.
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2.2. Invitro Vergleich von nanoskaligen und mikroskaligen Eisenoxidpartikeln
(47)

Raschzok N, Muecke DA, Adonopoulou MK, Billecke N, Werner W, Kammer NN,
Zielinski A, Behringer PA, Ringel F, Huang MD, Neuhaus P, Teichgraber U, Sauer IM. In
vitro evaluation of magnetic resonance imaging contrast agents for labeling human liver

cells: implications for clinical translation. Mol Imaging Biol. 2011 Aug;13(4):613-22.

Die aus der Literatur und aus eigenen Vorarbeiten bekannten Ergebnisse zeigen, dass
eine Markierung von humanen Leberzellen mit Eisenoxidpartikeln in vitro mdglich ist. Da
die verwendeten Markierungsprotokolle hinsichtlich Inkubationsdauer und Menge an
inkorporierten Partikeln divergieren, konnte aus den vorliegenden Arbeiten nicht
abgeleitet werden, ob nanoskalige oder mikroskalige Eisenoxidpartikel besser fir die
Bildgebung unter klinischen Bedingungen geeignet sind. Ebenso war die Frage nach
moglichen toxischen Effekte durch die verwendeten Partikel nicht abschlieRend geklart,
da die verwendeten Partikel nicht unter gleichen Versuchsbedingungen untersucht
wurden. Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Markierung humaner Leberzellen mittels
kommerziell verfugbaren SPIO (Endorem, Guebert GmbH, Sulzbach, Deutschland) und
MPIO (Bangs Laboratories, IN, USA) in vitro verglichen werden. Die Partikelmarkierung
wurde mittels CSAAS quantifiziert, Phantom-Untersuchungen wurden mittels eines 3,0
Tesla Magnetresonanztomographen durchgefiihrt. Die Transferrinrezeptor- und Ferritin-
Genexpression, die Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS), die Transaminasen-
Freisetzung sowie die Harnstoffsynthese wurden Uber eine Kulturdauer von 6 Tagen
nach Partikelmarkierung untersucht. MP1O-markierte Zellen induzierten in der MRT eine
kraftigere Signalausloschung als SPIO-markierte Zellen mit ahnlicher Eisenbeladung,
jedoch deutlich langerer Inkubationszeit. MPIO hatten keine negativen Effekt auf den
zellularen Eisenhaushalt, die Zellschadigungs- und Syntheseparameter der markierten
Zellen, wohingegen SPIO zu einer tempordren ROS-Bildung und einer nicht-
physiologischen Aktivierung des Eisenstoffwechsels flhrten. Fur alle weiterfihrenden

Untersuchungen wurden dementsprechend mikroskalige Partikel verwendet.
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Mol Imaging Biol. 2011 Aug;13(4):613-22.
http://dx.doi.org/10.1007/s11307-010-0405-y

In vitro evaluation of magnetic resonance imaging contrast agents for labeling
human liver cells: implications for clinical translation.

Raschzok N, Muecke DA, Adonopoulou MK, Billecke N, Werner W, Kammer NN,
Zielinski A, Behringer PA, Ringel F, Huang MD, Neuhaus P, Teichgraber U, Sauer IM.
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2.3. Evaluierung im Schweinemodell: Bildgebung und Applikationsrouten (48)

Raschzok N, Teichgraber U, Billecke N, Zielinski A, Steinz K, Kammer NN, Morgul MH,
Schmeisser S, Adonopoulou MK, Morawietz L, Hiebl B, Schwartlander R, Rudinger W,
Hamm B, Neuhaus P, Sauer IM. Monitoring of Liver Cell Transplantation in a Preclinical
Swine Model Using Magnetic Resonance Imaging. Cell Med. 2010 Dec 22;1(3):123-35.

Mikroskalige Eisenoxidpartikel ermoglichen in vitro und im Kleintiermodell einen
Einzelzellnachweis Partikel-markierter Leberzellen in der MRT. Um zu untersuchen, ob
unter klinischen Bedingungen vergleichbare Ergebnisse erzielt werden kénnen, sollte im
Rahmen dieser Arbeit untersucht werden, ob MPIO-markierte transplantierte
Leberzellen im Groltiermodell unter klinischen Bedingungen mittels MRT nachverfolgt
werden koénnen. Darlber hinaus sollte dieses Verfahren genutzt werden, um
verschiedene Applikationsrouten flr die Leberzelltransplantation zu evaluieren. MPIO-
markierte Zellen (n=10; Bangs Laboratories, IN, USA), native Zellen (n=3), oder Partikel
ohne Zellen (n=4) wurden in Minipigs Uber eine intraportale Infusion in die Leber, mittels
direkter Injektion in das Parenchym der Milz, oder mittels retrograder intraarterieller
Infusion Uber die A. gastroepiploica in die Milz transplantiert. Die Empfangertiere wurden
wiederholt mittels 3,0 Tesla MRT und Computertomographie tber einen Zeitraum von
bis zu 8 Wochen nach Transplantation untersucht. Die Immunsuppression erfolgte mit
Cyclosporin und Prednisolon. Wahrend ein Einzelzellnachweis in vivo nicht gelang,
ermdglichte die Markierung mit MPIO eine nicht-invasive Detektion von Zellaggregaten:
Nach intraportaler Applikation der MPIO-markierten Zellen konnte mittels MRT eine
Mikroembolisierung von transplantierten Zellen in der Leber visualisiert und histologisch
verifiziert werden, welche mittels Kontrastmittel-unterstitzter Computertomographie
nicht dargestellt werden konnte. Direkt in die Milz applizierte Zellen verblieben vor Ort
und imponierten als hypointense Signalausléschungen, wohingegen die intra-arterielle
Zellinfusion in die Milz zu einer Translokation und ein Anwachsen der Zellen in der
Leber flhrte. Bei dieser Applikationsroute kam es im Vergleich zur intra-portalen
Transplantation Gber die Pfortader zu einer signifikant niedrigeren Mikroembolisierungs-

Rate in der Leber.
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Cell Med. 2010 Dec 22;1(3):123-35. eCollection 2010.
http://dx.doi.org/10.3727/215517910X551053

Monitoring of Liver Cell Transplantation in a Preclinical Swine Model Using
Magnetic Resonance Imaging.

Raschzok N, Teichgraber U, Billecke N, Zielinski A, Steinz K, Kammer NN, Morgul MH,

Schmeisser S, Adonopoulou MK, Morawietz L, Hiebl B, Schwartlander R, Rudinger W,
Hamm B, Neuhaus P, Sauer IM.
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24. Evaluierung im Schweinemodell: Nachverfolgung unter Echtzeit-

Bedingungen (49)

Raschzok N, Pinkernelle J, Billecke N, Nehls K, Powerski M, Sauer IM, Teichgraber U.
Feasibility of fast dynamic MRI for noninvasive monitoring during ectopic liver cell
transplantation to the spleen in a porcine model. AJR Am J Roentgenol. 2012
Jun;198(6):1417-23.

In der vorbeschriebenen Studie waren MRT-Untersuchungen zu definierten Zeitpunkten
nach Leberzelltransplantation durchgefihrt worden. Idealweise sollten transplantierte
Leberzellen jedoch unter Echt-Zeit-Bedingungen nachverfolgt werden. Das Ziel dieser
Studie war, im Grofdtiermodell zu untersuchen, ob eine Nachverfolgung transplantierter
Leberzellen mit der MRT unter Echtzeit-Bedingungen maoglich ist. Porcine Leberzellen
wurden mit MPIO (Bangs Laboratories, IN, USA) markiert und tber einen interventionell
in die A. lienalis angelegten Katheter in die Milz von n=5 Schweinen transplantiert. Die
Messungen wurden mit einem klinischen Magnetresonanztomographen bei einer
Feldstarke von 3,0 Tesla durchgefiihrt. Mittels einer T2-gewichteten dynamischen fast
spin-echo (fast dynamic) Sequenz konnte wahrend der Applikation von MPIO-markierten
Leberzellen ein zunehmender Signalabfall in der Milz gemessen werden und die
Zellapplikation so visualisiert werden. Als Kontrollgruppe diente ein Tier, bei welchem es
aufgrund einer Dislokation des Katheters in die A. abdominalis zu einer systemischen
Applikation der Zellen gekommen war. Diese Ergebnisse zeigen, dass MPIO-markierte
Leberzellen wunter klinischen Bedingungen mittels fast dynamic MRT unter
Echtzeitbedingungen nachverfolgt werden kdénnen, dieses Verfahren eignet sich
dementsprechend sowohl fiir praklinische Studien als auch fir die Qualitatskontrolle im

Rahmen der ektopen Leberzelltransplantation in die Milz.
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AJR Am J Roentgenol. 2012 Jun;198(6):1417-23.
http://dx.doi.org/10.2214/AJR.11.7742

Feasibility of fast dynamic MRI for noninvasive monitoring during ectopic liver
cell transplantation to the spleen in a porcine model.

Raschzok N, Pinkernelle J, Billecke N, Nehls K, Powerski M, Sauer IM, Teichgraber U.
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2.5. Entwicklung von Silikat-basierten mikroskaligen Eisenoxidpartikeln (50)

Raschzok N, Langer CM, Schmidt C, Lerche KH, Billecke N, Nehls K, Schliter NB,
Leder A, Rohn S, Mogl MT, Lidemann L, Stelter L, Teichgraber UK, Neuhaus P, Sauer
IM. Functionalizable silica-based micron-sized iron oxide particles for cellular magnetic

resonance imaging. Cell Transplant. 2013;22(11):1959-70.

Mikroskalige Eisenoxidpartikel induzieren einen starken Kontrast in der MRT und sind
daher besonders als Kontrastmittel fur die zellulare Bildgebung im Abdomen unter
klinischen Bedingungen geeignet. Allerdings sind die kommerziell verfligbaren MPIO
aufgrund der fir die Enkapsulierung verwendeten Polymere nicht flr die klinische
Anwendung geeignet. Im Rahmen dieser Arbeit sollten flr eine klinische Zulassung
prinzipiell geeignete, Silikat-basierte mikroskalige Eisenoxidpartikel (sMPIO) mit einer
funktionalisierbaren Partikeloberflache entwickelt und evaluiert werden. Monodisperse
sMPIO mit einem Magnetit-Gehalt von mehr als 40%, einem Durchmesser von 1,18 ym
und einen Eisengehalt von ca. 1,0 pg Eisen/Partikel wurden mit dem Sol-Gel-Verfahren
synthetisiert (microparticles GmbH, Berlin, Deutschland) und die Partikeloberflache
wurde mit COOH-Gruppen funktionalisiert. Fluorescein, Poly-L-Lysin und Streptavidin
wurden kovalent an die Partikeloberflache gebunden. sMPIO erméglichten eine
Markierung von in Adhasion kultivierten HuH7-Zellen und primaren humanen
Hepatozyten nach einer Inkubationsdauer von 4 Stunden. Poly-L-Lysin-funktionalisierte
Partikel zeigten die schnellste Partikelaufnahme. In der T2*-gewichteten 3,0 Tesla MRT
wurde eine Mindestmenge von 1.000 Zellen als Detektierbarkeitsgrenze definiert,
wohingegen in der T1-gewichteten LAVA-Sequenz mindestens 10.000 Zellen notwendig
waren, um einen ausreichenden Kontrast zu generieren. Die Markierung mit sMPIO
hatte keinen negativen Effekt auf die markierten Zellen. Da Silikat-ummantelte Partikel
bereits klinisch verwendet worden waren und die Toxizitatsuntersuchungen keine
negativen Effekte auf die markierten Zellen zeigten, sind sMPIO potentiell fir die

klinische Anwendung geeignet.
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Cell Transplant. 2013;22(11):1959-70.
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Functionalizable silica-based micron-sized iron oxide particles for cellular
magnetic resonance imaging.

Raschzok N, Langer CM, Schmidt C, Lerche KH, Billecke N, Nehls K, Schiliter NB,

Leder A, Rohn S, Mogl MT, Lidemann L, Stelter L, Teichgréaber UK, Neuhaus P, Sauer
IM.
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2.6. Weiterentwicklung der Silikat-basierten Eisenoxidpartikel:

Ultralokoregionare Lokalisierung und Manipulierung transplantierter Zellen (51)

Leder A*, Raschzok N*, Schmidt C, Arabacioglu D, Butter A, Kolano S, de Sousa Lisboa
LS, Werner W, Polenz D, Reutzel-Selke A, Pratschke J, Sauer IM. Micron-sized iron
oxide-containing particles for microRNA-targeted manipulation and MRI-based tracking
of transplanted cells. Biomaterials. 2015 May;51:129-37.

*Geteilte Erstautorenschaft

Partikel-basierte Systeme zur therapeutischen Manipulierung und Nachverfolgung
transplantierter Zellen in der MRT basieren gewdhnlich auf nanoskaligen
superparamagnetischen Eisenoxidpartikeln. Im Rahmen dieser Arbeit sollten
multifunktionale mikroskalige Eixenoxidpartikel entwickelt werden, welche einen
Nachweis der markierten Zellen in der MRT sowie und eine ultralokoregionare Bindung
von spezifischen microRNAs auf der Partikeloberflache zum Zweck der therapeutischen
Manipulierung mittels RNA-Interferenz ermdglichen. Daruber hinaus sollten die Partikel
mit Fluorochromen markiert werden. Antisene-Oligonukleotide (a-LNA) spezifisch fir die
humane microRNA let-7g wurden hierfir kovalent an die Oberfliche von mit DAPI
modifizierten sMPIO (microparticles GmbH, Berlin, Deutschland) gebunden. In vitro
Untersuchungen mit primaren humane Hepatozyten zeigten eine Partikelaufnahme nach
4 Stunden Inkubationsdauer. Die Partikelmarkierung flihrte zu einer signifikanten
Depletierung der Ziel-microRNA let-7g (80%), zu einer Hochregulation der Ziel-Proteine
Cyclin D1 und c-My, und zu einer spezifischen Veranderung auf Proteom-Ebene.
sMPIO-a-LNA-markierte Zellen konnten in vitro mittels Fluoreszenzmikroskopie
detektiert werden und nach intrasplenischer Transplantation im Rattenmodell mit
klinischer MRT visualisiert werden. Diese neuartigen Partikel erlauben aufgrund ihrer
theranostischen Eigenschaften neben der Detektierbarkeit in der MRT eine microRNA-
basierte Manipulierung der Zielzellen und koénnten dementsprechend flir eine
Nachverfolgung und Proliferationsstimulierung von transplantierten Leberzellen genutzt

werden.
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Micron-sized iron oxide-containing particles for microRNA-targeted manipulation
and MRI-based tracking of transplanted cells.

Leder A, Raschzok N, Schmidt C, Arabacioglu D, Butter A, Kolano S, de Sousa Lisboa
LS, Werner W, Polenz D, Reutzel-Selke A, Pratschke J, Sauer IM.
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3. Diskussion

Die klinische Leberzelltransplantation befindet sich nach wie vor in der Entwicklungs-
und Erprobungsphase (8,13). Da die fur die nicht-invasive Nachverfolgung von
transplantierten Leberzellen entwickelten Konzepte — mit Ausnahme einiger Nuklid-
basierten Verfahren — noch nicht fur die klinische Anwendung geeignet sind, kdnnen
grundsatzliche Fragen der Leberzelltransplantation wie beispielsweise der optimale
Applikationsweg oder der Verbleib der Zellen nach Transplantation nicht geklart werden.
So gibt es in der Literatur beispielsweise keine Hinweise darauf, ob es nach
Leberzelltransplantation in die Milz Uber die A. lienalis im Menschen zu der aus dem
Kleintiermodell bekannten Translokation der Zellen tber das portalvendse System in die
Leber kommt (18,19). Weitere offene Fragen stellen das Langzeitiberleben der
transplantierten Zellen und die Reaktion von transplantierten Zellen auf Proliferations-
stimulierende Reize dar: Eine Proliferationsstimulation ist erforderlich, um eine
Besiedelung der erkrankten Leber mit Spenderzellen und, wie insbesondere bei der
Therapie von hepatischen Stoffwechselerkrankungen gewlinscht, eine Verdrangung der
erkrankten Zellen durch die transplantierten Leberzellen zu induzieren (52). Im
Grofitiermodell wurde dies beispielsweise durch eine Bestrahlung der Empfangerleber
oder durch eine Pfortaderembolisation erzielt (53,54). In einem klinischen Fallbericht von
zwei  Patienten mit  Crigler-Najjar Syndrom  wurde eine  erfolgreiche
Proliferationsstimulierung durch eine Leberteilresektion unmittelbar vor der
Leberzelltransplantation beschrieben (55). Fir eine systematische Evaluierung dieser
Konzepte unter klinischen Bedingungen bedarf es Verfahren zur nicht-invasiven
Nachverfolgung transplantierter Leberzellen (56).

Die Magnetresonanztomographie scheint derzeit das am besten fir die nicht-invasive
Nachverfolgung von transplantierten Leberzellen geeignete Verfahren zu sein, da
wiederholte Untersuchungen ohne Limitierungen durch eine Halbwertszeit der fiir die
zellulare Bildgebung etablierten Kontrastmittel moglich sind und sich das Bildgebende
Verfahren durch eine hohe Eindringtiefe sowie eine fehlende Strahlenbelastung
auszeichnet (12,31). Bezuglich der Wahl des intrazellularen Kontrastmittels fir die
klinische Anwendung scheinen mikroskalige Eisenoxidpartikel den nanoskaligen

Partikeln hinsichtlich der Detektierbarkeit der markierten Zellen Uberlegen zu sein. Die
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zum Zeitpunkt der wissenschaftlichen Untersuchungen vorliegenden
Untersuchungsergebnisse mit beiden PartikelgroRen waren jedoch nicht unter

vergleichbaren Bedingungen erzielt worden (41).

Um vergleichende Untersuchungen mit nanoskaligen und mikroskaligen
Eisenoxidpartikeln durchzufiihren, ist ein Verfahren notwendig, mit welchem der
Partikelgehalt der markierten Zellen quantifiziert werden kann. Die fir die
Quantifizierung des Eisengehalts von SPIO-markierten Zellen etablierten
kolorimetrischen Verfahren eigenen sich nicht fur die Messung des Eisengehalts von
MPIO-markierten Zellen, da die Polymer-Enkapsulierung der MPIOs im Rahmen der
kolorimetrischen Verfahren nicht aufgeschlossen werden kann (46). Als Standard-
Verfahren fir die Quantifizierung der Partikelmarkierung mit MPIO st die
lichtmikroskopische Auswertung etabliert, dieses Verfahren ist jedoch Untersucher-
abhangig und erfordert eine Untersuchung der Zellen in Adhasion (42,44,57-60). Als
quantitatives Verfahren fiir die Messung des Eisengehalts von MPIO-markierten Zellen
wurde in der Literatur die Magnetresonanz-Relaxometrie beschrieben — dieses
Verfahren erfordert jedoch eine technisch aufwandige Homogenisierung und
Immobilisierung der Zellproben vor der Messung (61). Im Rahmen dieser Arbeit wurde
die CSAAS fur die Quantifizierung der Zellmarkierung mit MPIO etabliert (46). Im
Gegensatz zur konventionellen Absorptionsspektroskopie ermdglicht die CSAAS durch
die Verwendung von schwachen Eisenlinien die Messung von Proben mit relativ hohem
Eisengehalt. Die Polymerenkapsulierung der MPIO wird wahrend des Pyrolyse-Schrittes
aufgebrochen. Im Gegensatz zur Auswertung des Partikelgehalts mittels
Lichtmikroskopie kann die Partikelaufnahme unabhangig vom Untersucher und ohne
aufwandige Praparationsschritte gemessen werden. Da die Messung in Suspension
erfolgt, kbénnen die Zellproben direkt vor Transplantation analysiert werden, entweder
nach der vor Zelltransplantation notwendigen enzymatischer Abldsen der Zellen aus der
Adhasionskultur oder nach Markierung im Rotationsbioreaktor. Untersuchungen mit
MPIO-markierten porcinen Hepatozyten ergaben eine exakte Bestimmung der
Partikelmarkierung Uber die Quantifizierung des Eisengehalts. Allerdings kann das
Verfahren weder zwischen vitalen und avitalen Zellen noch zwischen freie Partikeln und

intrazellularen Partikeln unterscheiden, hierflr sind Viabilitatsmessungen mittels eines
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Trypan-Blau-Test und eine Auftrennung von Partikel-markierten Zellen und freien
Partikeln vor der Messung notwendig. Trotz dieser Limitierung wurde die CSAAS in allen
darauffolgenden eigenen Untersuchungen zur Quantifizierung des Eisengehalts von

MPIO-markierten Zellen genutzt.

Um die Zellmarkierung mit nanoskaligen und mikroskaligen Eisenoxidpartikeln zu
vergleichen, erfolgten in vitro Untersuchungen mit den kommerziell verfugbaren
Endorem/Feridex- und MPIO-Partikeln (47). Mit beiden Partikeltypen konnte ein
vergleichbarer Eisengehalt erzielt werden, fur die Markierung mit SPIO war jedoch eine
deutlich Iangere Inkubationsdauer erforderlich. Die MRT ergab eine Detektionsgrenze
von 50.000 MPIO-markierten Zellen, wahrend 250.000 SP1O-markierte Zellen notwendig
waren, um eine vergleichbare Signalausléschung zu induzieren. Untersuchungen zur
Charakterisierung der Integritdt und metabolischer Aktivitdt der markierten primaren
humanen Hepatozyten ergaben keine signifikanten Unterschiede beider Partikel, SPIO
fuhrten jedoch zu einer nicht-physiologischen Aktivierung des Eisenstoffwechsels und
der Bildung von ROS. Diese Ergebnisse decken sich mit Erkenntnissen anderer
Arbeitsgruppen: Schafer et al. hatten eine Hochregulierung des Transferrin-Rezeptors in
mesenchymalen Stammzellen und eine Aggravierung einer experimentellen
Autoimmun-Enzephalitis im Kleintiermodell durch SPIO beschrieben (62,63). Aufgrund
ihrer schlechteren bildgebenden Eigenschaften sowie potentiellen eisentoxischen
Effekte wurden nanoskalige Eisenoxidpartikel in den weiteren eigenen Untersuchungen
zur Evaluierung des Konzepts der Partikel-vermittelten Nachverfolgung transplantierter
Leberzellen in der MRT nicht weiterverfolgt, in der Literatur wurden ebenfalls keine
relevanten Ergebnisse zur SPIO-vermittelten Bildgebung nach Leberzelltransplantation
im GroRtiermodell oder in der klinischen Anwendung publiziert. Alle weiterflihrenden

Untersuchungen erfolgten mit mikroskaligen Eisenoxidpartikeln (48,49,64).

Untersuchungen in klinisch relevanten Groftiermodellen sind fur die Einschatzung der
klinischen Wertigkeit und der moglichen klinischen Umsetzbarkeit des Konzepts der
Partikel-vermittelten Nachverfolgung transplantierter Leberzellen jedoch unbedingt
erforderlich, da die Detektierbarkeit der Zellen neben den magnetischen Eigenschaften

der verwenden Partikel von der verwendeten Feldstarke des
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Magnetresonanztomographen sowie der GrofRRe der Induktionsspule abhangt (65). Zum
Zeitpunkt der wissenschaftlichen Untersuchungen waren Magnetresonanztomographen
mit Feldstarken bis maximal 3,0 Tesla fur die klinische Anwendung etabliert, die Gréle
der Spulen ist bei Untersuchungen der Leber durch den Umfang des Abdomens
bedingt. Daten zur Nachverfolgung von MPIO-markierten Leberzellen unter klinischen
Bedingungen waren in der Literatur nicht beschrieben, es lagen jedoch Ergebnisse zur
Nachverfolgung transplantierter Inselzellen unter vergleichbaren Bedingungen vor: Toso
et al. fuhrten MRT-Untersuchungen nach Transplantation von SPIO-markierten
humanen Inselzellen an vier Patienten durch (66). SPIO-markierten Inselzellen konnten
als punktuelle Signalausléschungen bis zu 6 Wochen nach Transplantation in der Leber
nachgewiesen werden, jedoch ohne Korrelation mit der applizierten Inselzahl. Medarova
et al. erzielten ahnliche Ergebnisse im nicht-menschlichen Primatenmodell. Barett et al.
gelangen durch die Enkapsulierung von Inselzellen mit SPIO ein Einzelzellnachweis im
Schweinemodell (67). Fir die eigenen Untersuchungen zur Detektierbarkeit
transplantierter Leberzellen im Minipig-Grofdtiermodell wurden die kommerziell
verfugbaren mikroskaligen MP10-Eisenoxidpartikeln verwendet. Die eigenen Ergebnisse
zeigen, dass MPIO-markierte Leberzellen unter klinischen Bedingungen nicht auf
Einzelzellniveau nachverfolgt werden kénnen (48). Als Detektionsgrenze wurde eine
Mindestmenge von 10.000 markierten Zellen identifiziert. Ursachlich hierfir wird der im
Vergleich zu den mit Inselzellen erzielten Ergebnissen der deutlich geringere
Eisengehalt der markierten Leberzellen erachtet: Wahrend die in der Arbeit von Barnett
et al. verwendeten enkapsulierten Inselzellen einen Eisengehalt von ca. 81 ng Eisen
aufwiesen (67), hatten MPIO-markierte Leberzellen einen Eisengehalt von nur ca. 20 pg.
Allerdings konnte nach Transplantation Uber die Pfortader eine Mikroembolisierung der
transplantierten Leberzellen im Pfortader-Endstromgebiet visualisiert werden. Dieses
Phanomen ist aus histopathologischen Untersuchungen nach Leberzelltransplantation
zur Therapie von hepatischen Stoffwechselerkrankungen im Kindesalter (14) und aus
anderen Untersuchungen im Grofdtiermodell bekannt (68-71), konnte aber mit den
bislang zur Verfiigung stehenden Bildgebenden Verfahren bislang nicht visualisiert
werden. Interessanterweise kam es nach Applikation Uber das arterielle Stromgebiet in
die Milz weder MR-morphologisch noch histologisch zu einem Zellanwachsen in der

Milz, die histologischen Untersuchungen zeigten jedoch ein ahnlich effizientes

81



Anwachsen der transplantierten Zellen in der Leber wie nach Applikation Uber die
Pfortader, bei MR-morphologisch signifikant niedrigerer Mikroembolisierungsrate. Diese
Daten belegen, dass Leberzellen nach intraarterieller Transplantation in die Milz im
klinisch relevanten Groltiermodell in die Leber transloziert werden. In weiteren
Untersuchungen im juvenilen Hausschwein gelang es, mittels einer dynamischen T2-
gewichteten Sequenz die Zellapplikation in die Milz unter Echtzeit-Bedingungen zu
visualisieren (49). Die Ergebnisse dieser Untersuchungen im GrofRtiermodell zeigen,
dass die Markierung mit MPIO eine nicht-invasive Nachverfolgung transplantierter
Leberzellen unter klinischen Bedingungen ermdglicht: Dieses Verfahren kann zur
Erfolgskontrolle  wahrend  Zelltransplantation und  zur  Visualisierung  der
Mikroembolisierung transplantierter Zellen im Pfortader-Endstromgebiet genutzt werden
und ist dementsprechend von Relevanz fir die weitere Entwicklung der
Leberzelltransplantation. Ein Einzelzellnachweis der MPIO-markierten Leberzellen ist

unter den gegebenen klinischen Bedingungen jedoch nicht moglich.

Fiar die klinische Translation des Konzepts der Partikel-vermittelten Nachverfolgung
transplantierter Leberzellen mittels MRT sind mikroskalige Eisenoxidpartikel notwendig,
welche fur die klinische Anwendung zugelassen werden konnen. Die kommerziell
verfugbaren MPIO-Partikel sind mit einem Polymer aus Styrol und Divinylbenzol
beschichtet. Styrol wird gemal der Einschatzung des Office of Research and
Development der United States Environmental Protection Agency als Kanzerogen der
"Gruppe C* (mdgliches Humankanzerogen) eingestuft und ist aus diesem Grund fir eine
klinische Anwendung nicht geeignet (72). Fir die eigene Entwicklung von
biokompatiblen mikroskaligen sMPIO-Partikeln wurde aus diesem Grund biologisch
inertes Silikat verwendet (50,73). Silikat-basierte nanometer-skalierte Partikel waren
bereits von der United States Federal Drug Agency (FDA) als Tragersubstanz fir
gezielte Tumortherapie beim malignen Melanom zugelassen worden (74). Die in vitro
Evaluierung der sMPIO mit primaren humanen Hepatozyten ergab zudem die in den
vorausgegangenen Untersuchungen verwendeten MPIO vergleichbare bildgebende
Eigenschaften ohne einen Anhalt fir toxische Effekte. Zur Funktionalisierung der sMPIO
wurde die Silikat-basierte Schale um den inneren Silikat-Magnetit-Kern mit

Carboxylgruppen funktionalisiert, die als Ankergruppen zur Anbindung der
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Oligonukleotide dienen, aber auch die Variante einer Markierung mit
Fluoreszenzfarbstoffen ermdéglichen. Carboxylgruppen wurde als Ankergruppe gewabhlt,
da kommerziell erhaltliche Oligonukleotide als aminofunktionalisierte Komponenten
konzipiert sind (75). Durch die Bindung von Antisense-Oligonukleotiden flir die humane
microRNA (miRNA) let-7g konnte in vitro gezeigt werden, dass sMPIO-a-LNA sowohl fur
die Nachverfolgung mittels MRT als auch fir eine ultralokoregiondre Stimulation
markierten Hepatozyten genutzt werden kdénnen (51). Die Proliferationsstimulation wird
hierbei Uber einen selektiven Eingriff in den miRNA-Haushalt der Zellen erzielt. miRNAs
sind kleine, nicht-kodierende RNAs mit einer Lange von 19-22 Nukleotiden. Eine miRNA
kann durch die komplementare Bindung von messenger RNA die Genexpression von
bis zu mehreren hundert Zielgenen durch posttranskriptionelle Regulation beeinflussen
(76). Unter anderem haben eigene Vorarbeiten hatten gezeigt, dass miRNAs eine
wichtige Rolle in der Regulation der Leberzellproliferation nach Leberteilresektion
spielen (77-79). Durch sMPIO-a-Let7g konnte eine signifikante Depletierung der
intrazellularen let-7g und eine konsekutive Hochregulation der Zielgene dieser miRNA in
humanen Hepatozyten erzielt werden. sMPIO-a-LNA-markierte Leberzellen konnten im
Rattenmodell nach intrasplenischer Injektion visualisiert werden. Das Konzept der
Partikel-vermittelten ultralokoregionaren miRNA-Depletion wurde in dieser Arbeit
erstmals beschrieben. In der Literatur beschriebene Konzepte zur Partikel-vermittelten
RNA-Interferenz basierten bislang auf der Freisetzung der Oligonukleotiden nach
intrazellularer Aufnahme der Tragerpartikel (80-82). Die Depletion Regenerations-
assoziierter microRNAs  mittels sMPIO-a-LNA  ermoglicht eine  selektive
Proliferationsstimulation transplantierten Leberzellen und kénnte dementsprechend eine
Lésung fiir die ineffiziente Besiedelung der Zielorgane durch die transplantierten Zellen

darstellen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Konzepte zur Partikel-vermittelten Nachverfolgung
transplantierter Leberzellen in der MRT evaluiert und weiterentwickelt. Es wurde gezeigt,
dass mikroskalige Partikel fur die Visualisierung transplantierter Zellen mittels MRT
unter klinischen Bedingungen prinzipiell besser geeignet sind als nanoskalige Partikel
und dass dieses Verfahren zur Beantwortung relevante Fragen wie der

Mikroembolisierung transplantierter Zellen im Pfortaderstromgebiet und zur
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Qualitatskontrolle wahrend Zelltransplantation genutzt werden kann. Darlber hinaus
wurde biokompatible, prinzipiell fir die klinische Anwendung geeignete Partikel
entwickelt und ein Konzept zur Partikel-vermittelten miRNAs-Depletion zur
ultralokoregionaren Stimulation und Detektion transplantierter Leberzellen beschrieben.
Nicht adressiert wurde die Frage des Langzeit-Verbleibs der Partikel. Da in der MRT der
Eisenoxidpartikel detektiert wird, unabhangig davon ob er in einer vitalen oder avitalen
Zelle oder aulerhalb einer Zelle befindet, kann es zu falsch-positiven
Signalausléschungen kommen. Die Zellteilung kann durch Aufteilung der Partikel auf die
Tochterzellen zu einem Verlust der Detektierbarkeit fuhren. Dartiber hinaus wurde in
dieser Arbeit nicht adressiert, ob das Magnetfeld einen negativen Effekte auf mit
mikroskaligen Partikeln markierte Zellen hat (83) — dies ist Gegenstand aktueller

Untersuchungen.

Trotz dieser Limitierungen wird die Nachverfolgung von Partikel-markierten Zellen in der
MRT derzeit als das am Besten geeignete Verfahren fir die Evaluierung von
Applikationsrouten fir die Leberzelltransplantation und die Qualitatskontrolle wahrend

und nach der Transplantation erachtet (64).
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4. Zusammenfassung

Die Leberzelltransplantation stellt ein vielversprechendes Verfahren fir die Behandlung
von metabolischen Stoffwechselerkrankungen im Kindes- und Jugendalter dar. Weitere
potentielle, derzeit jedoch noch nicht erfolgreich therapierbare Krankheitsbilder sind das
akute und chronische Leberversagen. Der metabolische Effekt nach
Leberzelltransplantation ist bislang allerdings zeitlich begrenzt. Fir die erfolgreiche
Weiterentwicklung der Leberzelltransplantation mussen verschiedene Fragen geklart
werden, unter anderem der optimale Applikationsweg, die Proliferation und das
Langzeitiberleben der Zellen. Da Leberzellen nach Transplantation mit den klinisch
etablierten Bildgebenden Verfahren nicht visualisiert werden kénnen, sind Konzepte zur
nicht-invasiven Nachverfolgung transplantierter Leberzellen erforderlich.

Leberzellen kénnen in vitro oder im Kleintiermodell nach Markierung mit nano- und
mikroskaligen superparamagnetischen Eisenoxidpartikeln mittels MRT visualisiert
werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurde zunachst ein Verfahren zur Quantifizierung der
Partikelmarkierung mit Eisenoxidpartikeln entwickelt. Hierauf wurde die Markierung
humaner Leberzellen mit kommerziell verfligbaren Eisenoxidpartikel in vitro untersucht
und gezeigt, dass mikroskalige Partikel eine effizientere Markierung ermdglichen und
einen starkeren Kontrast in der MRT erzielen als nanoskalige Partikel. Unter klinischen
Bedingungen wurde im Schweinemodell gezeigt, dass die Markierung mit mikroskaligen
Partikel eine Visualisierung der Mikroembolisierung transplantierter Leberzellen in der
Leber ermoglicht und die Zellapplikation in die Milz unter Echtzeit-Bedingungen
nachverfolgt werden kann. Da die kommerziell verfiugbaren mikroskaligen Partikel
aufgrund ihrer Polymer-Enkapsulierung fur eine klinische Anwendung nicht geeignet
sind, wurden biokompatible Silikat-basierte Partikel mit gleichen bildgebenden
Eigenschaften entwickelt und durch Funktionalisierung ihrer Oberflache mit Antisense-
Oligonukleotiden fur die ultralokoregionare Stimulation transplantierter Zellen durch

Depletion Proliferations-assoziierter microRNAs weiterentwickelt.

Das Konzept der Partikel-vermittelten Nachverfolgung transplantierter Leberzellen in der
MRT wurde fur die klinische Anwendung evaluiert, durch die Entwicklung eines
neuartigen theranostischen Partikels weiterentwickelt und dadurch relevante Aspekte

der Leberzelltransplantation adressiert
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