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1. Einfliihrung

1.1. Multiple Sklerose

1.1.1. Inzidenz und Atiologie

Multiple Sklerose (MS) ist eine demyelinisierende Erkrankung des ZNS, der vermutlich eine
autoimmune Reaktion vordergriindig gegen Myelin-spezifische Antigene zugrunde liegt und die
von einer starken neuroinflammatorischen Komponente begleitet wird. Deutschland gehort mit
einer Privalenz von ca. 140 000 zu den Léndern, in denen sie héufig ist. Bis zu einem gewissen
Grad lésst sich dieser Anstieg sicherlich durch eine verbesserte Diagnostik, Fritherkennung und
damit erhohte, flaichendeckende Erkennung der Erkrankung zuriickfithren. Meist tritt die
Erstmanifestation zwischen dem 20.-40. Lebensjahr auf. Das weibliche Geschlecht dominiert
dabei mit einer Verteilung von ca 2:1. Eine kiirzlich verdffentlichte Metaanalyse hat ergeben,
dass sich diese Dominanz des weiblichen Geschlechts in den letzten Jahren ausgebaut hat,
wohingegen sich das Nord-Siid Gefille der Pridvalenz der Erkrankung, welches bisher als
Charakteristikum der MS galt, im Laufe der letzten Jahre nivelliert hat [1]. Multiple Sklerose ist
multifaktoriell bedingt. Das Risiko wird sowohl durch Umweltfaktoren, als auch durch eine
genetische Pridisposition determiniert, wie die positive Korrelation mit bestimmten
Polymorphismen im HLA-DRBI1-Locus [2] oder den Olig-1-coding variants [3] zeigt. In der
neueren Literatur wird sogar ein Zusammenhang zwischen Suszeptibilititsloci in chronisch
entziindlichen Darmerkrankungen und der MS vermutet [4;5]. Der Einfluss der Umweltfaktoren
schldgt sich nicht nur im Nord-Siid-Gefille der Prévalenz nieder, sondern auch in der
vermeintlichen Assoziation mit infektiosen Auslosern, wie EBV, Chlamydia pneumoniae,
Masern- oder Rotelnvirus, die heute stark diskutiert wird. Vor allem die signifikante Assoziation
der Schilbe im Verlauf der Erkrankung mit vorangegangenen viralen Infektionen des
Respirations- und Harntraktes, sowie der im Serum von MS-Patienten erhohte Antikdrper-Titer

scheinen diese Hypothese zu stirken [6-9].

1.1.2. Symptome

Die MS ist eine vielgestaltige Erkrankung. Ca. 85% der Patienten zeigen eine sogenannte
schubférmig remittierende Form (relapsing remitting MS/RRMS), in der sich Krankheitsschiibe
und Remissionsphasen abwechseln. Héufig entwickelt sich daraus eine sekundér chronisch

progrediente Form (secondary progressive MS/SPMS), in der keine Remissionsphasen mehr zu
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verzeichnen sind. In ca. 15% der Fille kommt es hingegen zu einer primér chronisch
progredienten MS (primary progressive MS/PPMS).

Nicht nur die Verlaufsformen der MS sind vielfdltig, sondern auch ihre Symptome.
Kraftminderungen, Sehstorungen, Ataxie aber auch sensorische Storungen konnen frithe
Anzeichen der Erkrankung sein. Mit Progression der Erkrankung konnen sich ebenfalls
Blasendysfunktion, Fatigue und Paralysen manifestieren. Auch kognitive Defizite konnen
auftreten. Diese umfassen Gedichtnisstorungen und Konzentrationsschwéche. Storungen auf
affektiver Ebene konnen in Form einer Depression hinzutreten. Die Progression der Symptome
kann mit dem sogenannten EDSS (Expanded Disability Status Score) objektiviert werden. Dieser
beriicksichtigt die Einschrinkung der Gehfahigkeit sowie anderer funktioneller Systeme [10] und
erlaubt damit eine sehr approximative Einschitzung des Krankheitszustandes des Patienten und

seiner Entwicklung unter Medikation.

1.1.3. Pathogenese

Die immunologische Pathogenese der Erkrankung ist sehr komplex und bedarf noch intensiver
Forschung. Nach dem momentanen Verstindnis der Erkrankung werden im initialen Stadium der
inflammatorischen Reaktion Lymphozyten mit enzephalitogenem Potential in der Peripherie
aktiviert, um daraufhin ins ZNS zu migrieren. Uber die nach der Aktivierung an der
Zelloberfliche der T-Zellen exprimierten Integrine adhérieren sie dort an Endothelzell-
Rezeptoren und passieren die Blut-Hirn-Schranke (BHS). Der Ubertritt ins Parenchym erfolgt
vermutlich erst nach Voraktivierung der geprimten CD4" T-Zellen durch Antigen-prisentierende
Zellen (APCs) im perivaskuldren Raum, dem sogenannten Virchow-Robin-Raum (VRR) (Abb.1)
[11]. Jingst publizierte Daten, die eine temporire Erweiterung der VRR bei MS Patienten im
Schub belegen, stiitzen diese These [12]. Durch die Reaktivierung der pathogenen T-Zellen wird
die Sekretion zusédtzlicher proinflammatorischer Zytokine induziert, die zu einer Stimulation der
Mikroglia, einer weiteren Offnung der BHS und einer Chemotaxis weiterer Entziindungszellen

zum Ort des Geschehens fiihrt.
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Abbildung 1: Pathogenese der MS (siche Text). Modifiziert nach Platten et al. [13]. A) Aktivierung naiver T-Zellen
in peripheren Lymphorganen durch dendritische Zellen (DC) welche Myelinantigene iiber MHC-II présentieren und
darauf folgende Expansion der autoreaktiven T-Zellen. B) Aktivierte, myelinspezifische T-Zellen zirkulieren im
peripheren Gefaf3system, bevor sie iiber Adhisionsmolekiile am Gefdlendothel adhérieren und die Transmigration
in den perivaskuliren Raum vollziehen. C) Im perivaskuldren Raum befinden sich CD11c¢" DCs, die autoreaktiven
T-Zellen erneut Myelinantigene présentieren, diese reaktivieren und damit ihre Pathogenitit steigern. D) Die
enzephalitogenen CD4" T-Zellen erkennen auf den Myelinumscheidungen der Axone ihre Autoantigene. Daraufhin
sezernieren sie proinflammatorische Zytokine wie Interferon-y (IFN-y) oder Osteopontin (OPN). Dadurch nimmt
ruhende Mikroglia vermutlich einen Makrophagen- oder DC-éhnlichen Phénotyp an. Makrophagen-&hnliche
Mikroglia sezerniert darauthin neben zytotoxischen Mediatoren wie NO oder MCP-1 weitere proinflammatorische

Zytokine, wie IL-23, die die inflammatorische Reaktion aufrechterhalten.

Als morphologisches Korrelat dieser neuroinflammatorischen Komponente zeigen sich
perivaskulire Zellinfiltrate, die v.a. Makrophagen, Plasmazellen und CD8" sowie CD4" T-Zellen
aufweisen. Die pradominante Rolle in der Pathogenese aktiver Lisionen der MS spielen CD4-
vermittelte Komponenten [14]. Im Visier liegen hier vor allem CD4" T-Zellen, sogenannte T-
Helfer-Zellen vom TH1- oder Th17-Typ [15]. Jiingst wird auch die Hypothese einer Rolle der
CDS8" T-Zellen untersucht [16]. Offen ist jedoch nach wie vor, welche Antigene des ZNS den
Angriffspunkt der autoimmunogenen Zellen im ZNS darstellen. Mehrere Myelinantigene stehen

hier zur Diskussion. Die wichtigsten, auf denen auch zahlreiche Tiermodelle basieren, sind das
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Myelin Basic Protein (MBP), Myelin Oligodendrocyte Glycoprotein (MOG) und Proteolipid
Protein (PLP) [17-21]. Antikorper gegen MOG konnten bereits im Liquor von MS-Patienten
nachgewiesen werden [22].

Der durch den Angriff der Immunzellen auf antigene Strukturen im ZNS initiierte Prozess flihrt
in erster Linie zu einer lokalen Demyelinisierung, aber auch zu einem Verlust von
Oligodendrozyten und Axonen, gefolgt von einer reaktiven Gliose in chronischen Lésionen. In
diesen chronischen Léasionen dominiert die Hypozellularitit, mit Zuriickbleiben einer
sogenannten Glianarbe [23]. Doch die Auswirkungen dieser Immunreaktion beschrinken sich
nicht nur auf diese Lisionen, sondern betreffen auch die makroskopisch und
kernspintomographisch unauffillige weille Substanz. Man spricht von ,,normal appearing white
matter (NAWM), weil auch diese einen diffusen Schaden mit axonaler Degeneration aufweisen
kann [24;25] und sich ein proinflammatorisches und ein neuroprotektives Milieu die Waage
halten [26;27].

Trotz der demyelinisierenden Komponente ist die MS keine Erkrankung ausschlieBlich der
weillen Substanz. Heute wissen wir, dass meist auch eine Beteiligung der grauen Hirnsubstanz
besteht [28;29]. Jiingst wurde neben Demyelinisierung und axonalem Schaden auch die Rolle
eines direkten neuronalen Schadens diskutiert. Es konnte eine direkte Interaktion von
Immunzellen mit Neuronen beobachtet werden, die mittels Kalziumeinstrom zum
Neuronenuntergang [30] und damit zu ganz neuen Erkenntnissen in der Pathogenese der MS

fihrte.

1.1.4. Diagnose

Zur leitliniengerechten Diagnose der MS konnen verschiedene Parameter herangezogen werden
[31]. Diese Kriterien beinhalten unter anderem den Nachweis oligoklonaler Banden im Liquor
von MS Patienten, der zuriickzufiihren ist auf die vermehrte Sekretion von Immunglobulinen
durch Plasmazellen. Weiterhin werden evozierte Potentiale, wie z.B. die visuell evozierten
Potentiale (VEP), zur Diagnose herangezogen.

Der wohl wichtigste Parameter zu Bestimmung der Krankheitsaktivitit und des
Therapieansprechens zugleich ist jedoch die Magnetresonanztomographie (MRT). Allerdings
korrelieren kernspintomographische Befunde nur schwach mit dem klinischen Verlauf, man
spricht von einem klinisch-radiologischen Paradoxon [32], welches im Folgenden kurz erlautert
werden soll. Ein neuer Schub geht meist mit einem fokalen Auftreten inflammatorischer,

demyelinisierender Lisionen im ZNS einher, in denen oft auch ein diffuser axonaler Schaden,
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sowie Odeme und Entziindung nachgewiesen werden kénnen [33;34]. Als bildgebendes Korrelat
sind im MRT zeitlich und ortlich disseminierte Léasionen zu finden. In T1-gewichteten MRT-
Sequenzen sind hypointense Bereiche zu finden, die als ,black holes bezeichnet werden
konnen. In T2-gewichteten Sequenzen manifestieren sich hingegen hyperintense Areale, die sich
am hiufigsten im Corpus callosum, in der periventrikuldiren weilen Substanz und dem
Hirnstamm befinden. Doch auch wenn die Patienten keine neue klinische Symptomatik
aufweisen, so kann im MRT oft eine ausgeprédgte Krankheitsaktivitit zu verzeichnen sein, denn 6
von 7 Lésionen gehen ohne jegliche Symptomatik und somit ohne neuen Schub einher [8].
Weiterhin korreliert das Auftreten symptomatischer Lasionen bei neuen Schiiben nicht unbedingt
mit einer bleibenden Behinderung, da ihnen hiufig Remissionen folgen. Vor allem in frithen
Stadien der Erkrankung korreliert die totale Lasionslast im MRT nur schwach mit dem Grad der
korperlichen Behinderung [35]. Die Entwicklung zahlreicher und groBer Lasionen ist jedoch mit
einem erhohten Risiko fiir eine bleibende Behinderung assoziiert [36].

Nicht nur die zelluldre Infiltration, die sich als Lasion im MRT bemerkbar macht, sondern auch
eine gesteigerte Durchldssigkeit der Blut-Hirn-Schranke markieren die Enstehung der frithen
MS-Lision. Sie kann auBerdem aufgrund der erhdhten Permeabilitit der BHS durch Ubertritt
von Gadolinium (Gd) ins Gewebe im MRT sichtbar gemacht werden [37]. Die genaue Sequenz
und Interaktion dieser Prozesse, sowie deren Rolle in der Genese neuer Lésionen und der
Progression der Erkrankung bleiben jedoch weiterhin unverstanden. Das MRT ist eine elegante
Methode, um genau dieses Zusammenspiel zu visualisieren und weitere Aspekte der
pathophysiologischen Vorginge der MS in vivo zu ergriinden. Letztendlich soll dieser Fortschritt
es auch ermoglichen, die Friihdiagnose der Erkrankung zu vereinfachen. Denn was heute
immernoch fehlt sind Werkzeuge groflerer Sensitivitdt, die es ermdglichen, die MS schon in
fritheren Stadien zu erkennen und damit den Krankheitsverlauf friithzeitig stirker beeinflussen zu
konnen. Das MRT bietet hierzu eine hervorragende Grundlage, da es eine sensitive, nicht-
invasive Untersuchungsmethode mit wenigen Kontraindikationen und ohne Strahlenbelastung
fiir den Korper darstellt. Einige Ansdtze neuer MR-Verfahren werden im Folgenden erortert.
Neben dem routinemiBigen Einsatz in der Klinik wird die MRT auch experimentell eingesetzt,
um dynamische Prozesse der Neuroinflammation und Neurodegeneration zu messen [38].
Mittels Protonen-MR-Spektroskopie (H-MRS) konnte in akuten MS-Lésionen ein Anstieg an
Cholin- und Lactat-Resonanzintensititen schon in sehr frithen Stadien der Erkrankung
nachgewiesen werden [39;40]. Auch eine Korrelation zwischen dem Abfall von N-Acetyl-
Aspartat (NAA) in der H-MRS und dem axonalen Verlust in MS-Lisionen wird diskutiert
[41;42]. Das sogenannte ,,Magnetization Transfer Imaging“ (MTI) erlaubt eine verbesserte
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Charakterisierung von Lisionen, insbesondere des Ausmasses der De- und Remyelinisierung
[43]. Durch die Diffusionsbildgebung kann ferner die Unterbrechung von sogenannten ,,white
matter tracts“ dargestellt werden [44], Perfusions-gewichtetes MRT ermdoglicht die
Quantifizierung von Verdnderungen der zerebralen Perfusion, die der Entstehung der
charakteristischen Plaques vorausgehen [45;46]. Doch diese Methoden kdnnen leider nicht die
zellulare Dynamik des Geschehens beriicksichtigen, die einen essentiellen Baustein im

Verstindnis der Pathogenense bildet.

1.1.5. Therapie

Im akuten Krankheitsschub ist die Therapie mit Glukokortikoiden etabliert. Eine weitere Sdule
bilden immunmodulatorische Substanzen, wie das Interferon-f3 (IFN-B). Fiir IFN-B1b konnte in
Studien eine Reduktion der Schiibe in der schubférmig remittierenden Form der MS, sowie eine
Verzogerung der Behinderungsprogression bei einem FEinsatz der Therapeutika in frithen
Krankheitsstadien gezeigt werden. Auch IFN-Bla ist fiir die Behandlung der MS zugelassen
[49]. Eine weitere Alternative bietet das Glatirameracetat (Copaxone), bei welchem die
Induktion neurotropher Faktoren zur Entfaltung seiner Wirkung eine Rolle spielen konnte [50].
Studien legen eine vergleichbare Wirksamkeit wie die der Interferone nahe [51].

Bei der primdr oder sekundédr progredienten Form der MS hingegen kommen auch
Cyclophosphamid, Methotrexat oder Mitoxantrone als eskalierendes Therapieregime zum
Einsatz. Zunehmend erlangen auch monoklonale Antikorper wie das Natalizumab an Bedeutung
[49]. Der potentielle Einsatz von Stammzellen bei erkrankten Patienten erregt zunehmend
wissenschaftliches Interesse, befindet sich derzeit jedoch ausschliefllich im experimentellen
Stadium. Eine Unterstiitzung des vorhandenen ZNS-Stammzell-Repertoires, sowie die
Differenzierung der transplantierten Zellen zu Neuronen und Oligodendrozyten werden hier als
Wirkmechanismus diskutiert [52]. Bevor solche Therapieoptionen zur Anwendung gelangen
konnen, miissen das Migrationsverhalten von transplantierten Zellen in vivo, sowie deren
Interaktionen mit den Immunzellen vor Ort bekannt sein. Hierzu werden in erster Instanz nicht-
invasive bildgebende Verfahren zum zellularen Imaging markierter Zellen bendtigt.

Trotz der stindigen Fortschritte in der pharmakologischen Entwicklung neuer Substanzen bleibt
die MS eine therapeutisch schwer beeinflussbare Erkrankung, bei der die Patienten von einer
sehr unspezifischen Therapie nur méBig profitieren. Es fehlen bis heute die Zielstrukturen fiir

spezifische therapeutische Ansitze. Dies liegt nicht zuletzt am noch mangelnden Versténdnis fiir
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die pathogenetischen Mechanismen und deren Dynamik. Daher ist ihre Aufkldrung eine

unabdingbare Voraussetzung fiir die Entwicklung neuer, effektiverer therapeutischer Strategien.

1.2. Das Prinzip der Zellbeladung und -verfolgung

1.2.1. Konzept

Trotz der zahlreichen Fortschritte auf dem Gebiet der Entwicklung neuer MRT-Techniken bieten
diese bisher bei MS Patienten allerdings noch nicht die Mdglichkeit, mechanistische
Hintergriinde der Pathogenese und Dynamik der Krankheit zu ergriinden. Intravendse Injektion
von Gadolinium, einem paramagnetischen Kontrastmittel, erlaubt die Visualisierung von
Erkrankungsherden, deren Auftreten jedoch nicht unbedingt mit der klinischen Manifestation
einhergehen muss. Die Methode der Zellmarkierung und —verfolgung bietet hier eine
Moglichkeit, die Rolle verschiedener Immunzellen in der Pathogenese zu ergriinden.

Mittels bildgebender Verfahren werden Zellen in vivo visualisiert, die zuvor X vivo mit intra-
oder extrazelluldren Substanzen markiert wurden. Diese werden je nach bildgebendem Verfahren
gewdhlt. Im Falle der kernspintomographischen Bildgebung werden Partikel gewaihlt, die dazu in
der Lage sind, die Relaxivititen der 'H-Atome in ihrer Umgebung zu verindern. Das AusmaB
der Abnahme der Signalintensitdt in Regionen, die mit Eisen beladene Zellen enthalten, ist
abhingig von der Eisenkonzentration in den Zellen, der vorhandenen Zellkonzentration, den
T2/T2*-Relaxationszeiten des umgebenden Mikromilieus, der Stirke des -eingesetzten
Magnetfeldes, sowie der angewandten Sequenz. Paramagnetische Metalle wie Gadolinium und
Mangan beeinflussen vor allem TI-Relaxation, wohingegen superparamagnetische

Eisenoxidpartikel (SPIO), vor allem T2- und T2*-Relaxation reduzieren.

1.2.2. Partikel

Gadoliniumchelate wurden in der Vergangenheit erfolgreich zur Zellmarkierung eingesetzt, doch
die niedrige Relaxivitit und die geringe Biokompatibilitdit machen Gadolinium nicht zu einem
optimalen Beladungsagenz.

Heute werden sogenannte SPIO (superparamagnetic iron oxide particles) bevorzugt, weil diese
eine ausgeprigtere Verkiirzung der Relaxationszeiten induzieren konnen [53]. Dieser Terminus
wird als Oberbegriff fiir relativ grole Partikel mit einem Gesamtdurchmesser von 50-120 nm
gebraucht. Die Grofle der Partikel ist darauf zuriickzufiihren, dass sie meist mehrere

Eisenoxidkerne aufweisen und daher auch als polykristalline magnetische Nanopartikel
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bezeichnet werden. Sie sind von einer Polymerhiille umgeben, die meist aus einem Dextran oder
Dextranverbindungen besteht. Der grole Durchmesser der SPIO birgt allerdings verschiedene
Nachteile. So werden sie aufgrund ihrer Grofe hédufig durch Plasamaproteine opsonisiert und
dadurch hiufig durch phagozytierende Zellen ingestiert und aus dem Kreislauf beseitigt. Ferner
wird die Passage durch Endothlien und die Penetration von Geweben erheblich erschwert [54].
Dies schlieBBt die Anwendung in vielen Krankheitsmodellen aus. Im Gegensatz hierzu bilden die
sogenannten USPIO (ultrasmall superparamagnetic iron oxide particles), auch MION
(monocristalline iron oxide particles) genannt, eine Gruppe mit wesentlich geringerem
Durchmesser, der um die 20 nm betrdgt. Dabei wird ein einziger Eisenoxidkern von einer
Polymerschicht umhiillt (Abb.2). Eine etwas andere Partikelgruppe sind die sog. CLIO
(crosslinked iron oxides) deren Name auf die weitere Stabilisierung durch Grenzvernetzung der

Hiillmolekiile verweist. Dies soll die Anheftung von Peptiden an die Hiille ermdglichen.

USPIO SPIO

ca. 10-20 nm 50-120 nm

Abbildung 2: Graphische Darstellung der monokristallinen USPIO und polykristallinen SPIO Partikel im
Vergleich. Die Abbildung ist modifiziert nach Modo et al. 2005 [55].

Das im Rahmen dieser Arbeit verwendete VSOP (very small iron oxide particle) unterscheidet
sich grundsédtzlich von den oben genannten. Es ist ein monokristallines Partikel, dessen Hiille
jedoch nicht aus einem Polymer wie dem Dextran, sondern aus dem monomeren Zitrat besteht,
welches eine zusétzliche elektrostatische Stabilisierung bewirkt. Dies ist wichtig, um eine

Aggregation der Partikel zu verhindern. VSOP kann dem Oberbegriff der MEON (Monomer-
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beschichtete Eisenoxid-Nanopartikel) zugeordnet werden und besitzt einen Gesamtdurchmesser
von 8-10 nm. Es zeigt eine erhohte T2-Relaxivitit und eine effiziente Aufnahme in Zellen. Dies
macht VSOP zu einem guten Kandidaten zur Zellmarkierung und weiteren Visualisierung der
Zellen in vivo [56;57]. Die Zitrathiille bietet ferner die Moglichkeit, Peptide oder Proteine zu
koppeln, um die Labellingeigenschaften zu verbessern oder die Anheftung unterschiedlicher
fluoreszierender Farbstoffe, wie z.B. Rhodamin, durchzufiihren, welches eine duale Bildgebung
mittels MRT und Fluoreszenzmikroskopie ermdglicht [57]. Bisher wurde VSOP bereits
erfolgreich fiir die Beladung von mononukledren Zellen und sequenzieller Visualisierung mittels
7T MRT nach intravendser Injektion in einem Mausmodell der zerebralen Ischdmie eingesetzt
[58]. Auch in einem Mausmodell der MS [32] zeigte VSOP eine sehr gute Vertraglichkeit und
konnte erfolgreich zur Darstellung entziindlicher Lisionen nach intravendser Injektion appliziert

werden.

2. Herleitung

Die MS ist eine Erkrankung, die zu einer frithen Invaliditit der Patienten fithren kann und daher
gravierende Konsequenzen fiir Patienten und ihre Angehorigen birgt. Die therapeutischen
Moglichkeiten sind bislang sehr limitiert. Dies liegt nicht zuletzt am mangelnden Versténdnis der
Pathogenese. Bei der MS handelt es sich um eine Autoimmunerkrankung, die vermutlich durch
autoreaktive T-Zellen initiiert wird. Die Rolle von T-Zellen in der Erkrankungsentwicklung ist
bisher nicht hinreichend geklart.

Ziel dieser Arbeit ist es, eine neue Methode zu etablieren, die die nicht-invasive Verfolgung von
T-Zellen in vivo ermoglicht. Sie soll eingesetzt werden, um einen Beitrag zur Aufklarung
pathogenetischer Mechanismen der Neuroinflammation und Neurodegeneration zunichst im
Rahmen der EAE, letztendlich aber auch fiir andere Krankheitsmodelle, zu liefern. Obwohl die
Markierung und das in vivo Zelltracking von Makrophagen und Stammzellen schon
weitestgehend optimiert sind, stellen T-Zellen auf Grund der fehlenden phagozytotischen
Kapazitiat weiterhin eine grofle Herausforderung dar. Daher wurde in der hier vorliegenden
Arbeit eine neuartige Gruppe von Partikeln eingesetzt, die eine sehr viel effizientere Aufnahme
in die Zellen ermoglichen soll. Reprdsentant dieser von Zitrat umhiillten Partikel ist das
sogenannte VSOP (very small iron oxide particle). Gekoppelt an Protaminsulfat, einem vielfach
bewihrten Transfektionsagens, soll sich die Transfektionskapazitit der VSOP-Partikel
potenzieren und dadurch auch die Beladung von Zellen ermdglichen, die kaum phagozytotische

Kapazititen besitzen. Das aus der Konjugation von VSOP und Protaminsulfat hervorgehende
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VProt wurde hinsichtlich seiner Beladungsfihigkeit, sowie dem potentiellen Einfluss auf
Vitalitdit und Funktion der beladenen Zellen eingehend untersucht und mit nativen VSOP
verglichen. Im in vitro System wurde zunéchst ein effizientes Beladungsprotokoll mit VProt fiir
die humanen HeLa-Zellen erstellt, um vorab eine Einschitzung von Beladungszeiten und -
konzentrationen zu ermdglichen, die bei effektiver Partikelaufnahme eine mdglichst geringe
Toxizitdit gewdéhrleisten. Im Anschluss wurden die gewonnen Erkenntnisse auf frische
enzephalitogene T-Zellen von SJL/J-Méusen iibertragen, um ein Methodenprotokoll fiir die
effiziente Beladung von T-Zellen mit VProt zu etablieren. Darauthin wurden die beladenen T-
Zellen in vivo in einem Mausmodell der MS, der experimentellen autoimmunen
Enzephalomyelitis (EAE), auf den Erhalt ihres enzephalitogenen Potenzials untersucht. Die
Applikation von Gadolinium-DTPA diente dazu, in der MRT Permeabilitdtsstorungen der Blut-
Hirn-Schranke in T1-gewichteten Sequenzen sichtbar zu machen. Dariiberhinaus wurde die
intrathekale Injektion VProt enthaltender T-Zellen angewendet, um schlieBlich die Fahigkeit
dieser T-Zellen zur Signalgebung im MRT zu ermitteln. Die Transition dieser Methode von
,Bench to Bedside* in den humanen Organismus soll zu einem spidteren Zeitpunkt die
Ubertragbarkeit auf die MS, sowie ein weites Spektrum weiterer Pathologien ermoglichen.

Durch das auf diesem Wege erlangte bessere Verstindnis der Pathogenese konnen gezielt
therapeutische Moglichkeiten ausgelotet und durch Verkiirzung des Zeitraums bis zur

Diagnosestellung zukiinftig auch ein friiheres therapeutisches Eingreifen erreicht werden.
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3. Material

3.1. Losungen

Losung
Phosphatgepufferte
(PBS)

Waschmedium fiir den CD3 sort Dynal

Waschmedium fiir Zellkultur (FCS-

Medium)

Zellkulturmedium fur murine Zellen

Einfriermedium

FACS-Puffer

Paraformaldehyd (PFA)

Kochssalzlosung

Zusammensetzung

137,0 mM NaCl
2,7 mM KCI

1,5 mM KH,PO4

8,1 mM Na,HPO,
pH 7,2
PBS w/o Ca*" Mg*"
0,1% BSA (bovine serum albumine)
RPMI-1640
5% FCS

1% HEPES

1% Penicillin/Streptomycin
RPMI-1640

10% FCS (fetales Kélberserum)
1% L-Glutamin

1% HEPES
0,1% Mercaptoethanol

1% Penicillin/Streptomycin
FCS

10% DMSO
PBS
0,5% w/v BSA

1% Natriumazid (NaNs, Sigma)
PBS

4% Paraformaldehyd
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3.2. Weitere Substanzen

Agarose

Antikorper (FACS)

BSA

Complete Freund’s Adjuvant (CFA)
DMSO

Dulbecco’s PBS

Einbettmedium (Tissue-Tek)
Essigsdure

FCS

HCI

HEPES-Puffer

IL-2
Kaliumhexacyanoferrat(Il)-Trihydrat
Kernechtrot
Ketamin
Killernarkose:  Xylazin-Hydrochlorid,
Rompun 2%

L-Glutamin

Magnevist (Dimeglumingadopentetat)
Mycobacterium tuberculosis H37Ra
NaCl

Natrium-Azid

Penicillin

PLP;39.151 murines Proteolipid Protein,
p139-151

Poly-L-Ornithin

Propidiumiodid

Protamin

RPMI1640

Streptomycin

Trypanblau

Merck, Darmstadt, Deutschland

Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland
Sigma, Steinheim, Deutschland

Difco Laboratories, Detroit, USA

Sigma, Steinheim, Deutschland

Sigma, Steinheim, Deutschland

Sakura Finetek Europe, Zoeterwoude, NL
Merck, Darmstadt, Deutschland

Gibco Invitrogen Corp., Paisley, Schottland UK
Merck, Darmstadt, Deutschland

Gibco Invitrogen Corp., Paisley, Schottland UK
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

CuraMED Pharma, Karlsruhe,Deutschland

Bayer Pharma, Leverkusen, Deutschland

Gibco Invitrogen Corp., Paisley, Schottland UK
Schering, Deutschland

Difco Laboratories, Detroit, USA

Merck, Darmstadt, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Biochrom AG, Berlin, Deutschland

Activotec Pepceuticals, Charité, Berlin

Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Biochrom AG, Berlin, Deutschland
Sigma Cell Culture, Irvine, UK
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(0,4% Trypan Blau in 0,81% NaCl und
0,06% KPOy)
VSOP C200

Ferropharm GmbH, Teltow, Deutschland

3.3. Gerate und Laborartikel

FACSCalibur™
CellQuest™

Relaxometer Minispec

AAS(Atomabsorptions-
spektrometer)

Olympus BX-51 Mikroskop
7T Kleintier-MRT

Cryostat

Inkubatoren Heraeus

Megafuge 1.0Heraeus

Sterile Werbank

Zentrifugen

Steriles Einwegmaterial
6-,12-,24-well-Mikrotiterplatten
Ein-und Mehrkanalpipetten
FACS-Messrohrchen

Zellsieb 80 um

Dynal Separationsmagnet
DynaBeads®

Dynal® Mouse T Cell Negative
Isolation Kit

MRT, Pharmascan 70/16AS
Zellkulturflaschen 75 cm?

Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland
Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland
Bruker Minispec MQ40, 0.94 T, Karlsruhe,
Deutschland

Solaar, Unicam, Cambridge, UK

U-MNIBA Olympus BX-51,Hamburg, Deutschland
Pharmascan 70/16AS Bruker BioSpin,
Ettlingen, Deutschland

Jung Cryostat 2800 Frigocut-E, Cambridge
Instruments, Nussloch, Germany

Kendro Lab. Products, Hanau Germany
Kendro Lab. Products, Hanau Germany
Kendro Lab. Products, Hanau Germany
Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Falcon, Heidelberg, Deutschland

BD Falcon, Heidelberg, Deutschland

BD Falcon, Heidelberg, Deutschland

BD Falcon, Heidelberg, Deutschland

BD Falcon, Heidelberg, Deutschland
Dynal Invitrogen, Oslo, Norway

Dynal Invitrogen, Oslo, Norway

Dynal Invitrogen, Oslo, Norway

Bruker Biospin, Ettlingen, Deutschland
BD Falcon, Heidelberg, Deutschland
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3.4. Mause

Der SJL/J Stamm ist ein etablierter und haufig eingesetzter Mausstamm, da die EAE bei diesen
Maéusen gut reproduzierbar ist. Fiir in vivo Versuche und Zellkultur wurden 6-8 Wochen alte SJL
Weibchen von Charles River (Sulzfeld/Sulza, Deutschland) erworben. Die Kifige wurden mit
maximal 6 Miusen ausgestattet und in einer pathogenarmen Umgebung gehalten. Die Tiere
erhielten Futter und Wasser nach Belieben. Alle Versuche wurden durch die
Tierschutzkommission des LAGeSo (Antragsnummer G0106/05) genehmigt und nach nach
Richtlinien der European Communities Council Directive (86/609/EEC) durchgefiihrt.

3.5. Eisenoxidpartikel

Die fiir die im Folgenden beschriebenen Versuche verwendeten Eisenoxidpartikel VSOP C200
und Protamin-gekoppelten VSOP (VProt) wurden von Prof. Dr. M. Taupitz, AG Experimentelle

Radiologie, Universititsmedizin Berlin, zur Verfiigung gestellt.

4. Methoden

4.1. Zellkultur

4.1.1. Humane Zelllinien

Fir die Beladungsversuche wurde die humane HelLa-Zelllinie verwendet. Diese
Zervixkarzinomzelllinie wurde bei der European Collection of Cell Cultures (ECACC, Sigma-
Aldrich, Miinchen, Deutschland) erworben. Die Zellen wurden in Kulturmedium aus MEM mit
10% FCS, 1% Pen/Strep, 1% Glutamin supplementiert kultiviert und in einer Atmosphére von
5% Co2 in 95% Luft bei 37°C inkubiert. Bei Erreichen von 75-90% Konfluenz in 75 cm’
Kulturflaschen wurden die Zellen alle 2 bis 4 Tage subkultiviert und mit einer Dichte von 13 000
Zellen/cm® ausgesiht. Dazu wurden die Zellen in der Kulturflasche zweimal mit jeweils 10 ml
PBS w/o Ca”” Mg”" gewaschen und anschliefend mit 0,25% Trypsin inkubiert. Das Trypsinieren
wurde dann durch Zugabe von 10 ml FCS Medium unterbrochen, die Zellen wurden
resuspendiert, in 50 ml Rohrchen {iiberfiihrt mit Trypanblau geférbt und in einer Neubauer
Zahlkammer ausgezahlt. Nach 10min Zentrifugation bei 1200 rpm konnten die Zellen wieder in

10ml Kulturmedium ausgesiht werden.
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4.1.2. Einfrieren von Zellen

Die gesamte Prozedur des Einfrierens muss auf Eis geschehen. Auch die Losungen sollten hierzu
auf Eis stehen. Die Zellen wurden zentrifugiert und das entstandene Pellet auf Eis in 500 pl
Einfriermedium aufgenommen. Dazu werden 100 pl einer Losung aus 20% DMSO in RPMI mit
1% HEPES zugegeben. Das Zellgemisch wurde gut resuspendiert, dann 10 min bei -20°C und
anschlieBend bei -80°C gelagert.

4.1.3. Murine Zellen

Zur Durchfiihrung der Beladungsversuche, sowie fiir die Induktion der EAE fiir in vivo
Versuche, wurden frische murine T-Zellen verwendet.
Frisch isolierte murine T-Zellen wurden drei Tage wie unten beschrieben restimuliert bevor sie

mit IL-2 und VSOP C200 oder VSOP-Protamin inkubiert wurden.

4.1.4. PLP-spezifische T-Zellen

PLP-spezifische T-Zellen wurden mit PLP-Peptid 139-151 immunisierten SJL Weibchen
entnommen. Dazu wurde den Méusen jeweils 100 ul eines Immunisates aus 250 pg PLP (murine
proteolipid peptide p139-151), 800 pg Mycobacterium tuberculosis H37Ra emulgiert in 100 ul
Complete Freunds Adjuvant (CFA) und 100 pl Phosphate buffered saline (PBS) in jede Ful3sohle
gespritzt.

Nach 10 Tagen wurden die reaktiv vergroBerten poplitealen, paraaortalen und inguinalen
Lymphknoten nach zervikaler Dislokation der Méuse extrahiert und in Waschmedium tiberfiihrt.
Priparationsbesteck wurde mit 70% Ethanol desinfiziert und die Méiuse wurden in Ethanol
getaucht, bevor die Lymphknoten herauspripariert wurden. Durch Mazerieren der Lymphknoten
in einem Sieb mit einem Porendurchmesser von 80 pum, konnte eine Zellsuspension mit
Immunzellen isoliert werden, die dann weitere 3 Tage in vitro mit 12,5 ug PLP in Kulturmedium
(RPMI 1640 supplementiert mit 10% FCS, 1% Glutamin, 1% Pen/Strep, 1% Hepes und 0,1%
Mercaptoethanol) restimuliert wurden. Restimulation der Zellen fand bei einer Zellkonzentration
von 4x10° Zellen/ml statt in einer 12 Loch-Platte bei einer Atmosphére von 5% CO, bei 37°C.
Durch diese besondere Kultivierung der Zellen wurden die in der Kultur vorhandenen Antigen-

prasentierenden Zellen (APCs) PLP-spezifisch stimuliert, sodass nur PLP-spezifische T-Zellen
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kostimulatorische Signale erhielten und in Kultur proliferieren konnten. Dies diente somit neben
dem Setzen eines Proliferationsreizes auch als eine Stufe der Vorselektion der T-Zellen.

An Tag 3 wurden die Zellen geerntet und die T-Zellen durch magnetische Sortierung isoliert.
Hierzu wurden DynaBeads® verwendet, die aus einem Gemisch aus monoklonalen Antikdrpern
bestehen, die gegen CD11b, CD16/32, CD45R und Ter-119 gerichtet sind. Diese Antikorper sind
an magnetische Beads gekoppelt. Wenn Immunzellen mit diesen magnetischen Beads inkubiert
werden, binden alle diejenigen Zellen, die CD11b, CD16/32, CD45R and Ter-119 auf ihrer
Oberfliche exprimieren an die vorhandenen Antikdrper. CD3" Zellen jedoch, also T-Zellen,
binden nicht. Stellt man das Rohrchen mit der Zellsuspension nun in eine Magnetsdule, haften
alle Bead-gebundenen Zellen und dies fiihrt dann zu einer Depletion jener Zellen, die nicht CD3
auf ihrer Oberfliche exprimieren. In der Folge erhilt man eine Zellsuspension mit CD3" Zellen.
Dies nennt sich ein negativer Sort. Die durch Durchflusszytometrie ermittelte Reinheit der auf
diese Art und Weise gewonnen T-Zellen, betrug bei den durchgefiihrten Versuchen ca. 80-95%.
Die T-Zellen wurden daraufhin mit 10 pl IL-2/ml Kulturmedium bei 2.10° Zellen/ml in einer 12
well Platte ausplattiert und eine Stunde bei 37°C mit 5% CO; inkubiert, sodass die Zellen sich
am Boden absetzten. Nach einer Stunde wurden dann VSOP-Protamin (VProt) oder das
unkonjugierte VSOP C200 (VSOP) hinzugefiigt. Dies geschah in unterschiedlichen
Konzentrationen und mit unterschiedlichen Inkubationszeiten um die Beladungsbedingungen zu

optimieren.

4.2. Durchflusszytometrie

Zur Uberpriifung der Reinheit und Vitalitit der zu transferierenden Zellen, sowie der Vitalitit
der VSOP-beladenen Zellen wurden die Zellen vor und nach dem Sorten mittels
Durchflusszytometrie iiberpriift. Auch die Giite der CD3-Sortierung wurde unmittelbar nach dem
Zellsortieren mittels FACS iiberpriift.

Beim sogenannten ,,Fluorescence activated cell sorting™ (FACS) werden bei der Passage von
Zellen durch einen Laserstrahl optische Signale emittiert, die registriert und aufgezeichnet
werden. Die Durchflusszytometrie kann eingesetzt werden zur Zellzahlung, zur Detektion und
quantitativen Bestimmung verschiedener Oberflichenmolekiile oder auch intrazelluldrer
Komponenten. Hierzu werden die interessierenden Komponenten (Rezeptoren, Signalmolekiile,
Zytokine, intrazellulire Molekiile, etc.) mit einem Fluoreszenzfarbstoff nach einer Antigen-
Antikdrper Reaktion markiert und in eine FEinzelzellsuspension {berfiihrt. Durch

hydrodynamische Fokussierung werden die Zellen dann in dieser Einzelzellsuspension einzeln
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an einem Laser vorbeigelenkt, dessen Wellenlédnge der Emission des Fluoreszenzfarbstoffes
angepasst ist. Je nach ZellgroBBe und Granularitit werden Teile des Lichts abgelenkt und mittels
Photomultiplier detektiert. Der Forward Scatter (FSC) reflektiert hierbei das Volumen der Zelle,
wohingegen der Side Scatter (SSC) von der Granularitit der Zellen und der Kernstruktur
abhingt.

Fiir die CD3-Farbung wurden 500 000 Zellen pro Rohrchen und Probe abpipettiert, fiir 7 min bei
3000 rpm zentrifugiert und das Pellet nach einem Waschschritt in FACS-Puffer mit 0,5 pl Anti-
mouse-CD3-FITC und 50 pl FACS-Puffer resuspendiert. Nach 20 min Inkubationszeit bei 4°C
wurden die Proben zweimal mit FACS-Puffer gewaschen. Nach Resuspension der Pellets in 400
ul FACS-Puffer, wurden die Proben am FACS gemessen. Pro Probe wurde auch ein ungefarbter
Leerwert mitgemessen. Alle Proben wurden mit und ohne PI gemessen, um die Zellvitalitit zu

beurteilen.

Bestimmung der Zellvitalitét

Zellvitalitit wurde mittels Trypanblau-Zahlung und FACS-PI-Farbung durch Zugabe von 1 ul
einer PI-Losung mit der Konzentration 0,1 mg/ml auf 400 ul Zellsuspension mit FACS-Puffer
ermittelt. Propidiumiodid kann die perforierte Membran von toten Zellen, jedoch nicht von
lebenden Zellen penetrieren und wirkt dann als Nukleinsdureinterkalator. In Kombination mit
Annexin-V erlaubt es die Unterscheidung von apoptotischem und nekrotischem Zelluntergang.
Um den Anteil Pl-positiver Zellen und damit toter Zellen zu determinieren, wurde zur

Auswertung ein Gate iiber die PI-positive Zellpopulation gelegt.

4.3. Beladung mit magnetischen VSOP-Partikeln

4.3.1. Humane Zellen

Zum Beladen wurden 3x10° Zellen in einer Kulturschale in 10 ml Medium versetzt und mit
verschieden Konzentrationen und unterschiedlichen Inkubationszeiten von VProt oder

unkomplexiertem VSOP C200 kultiviert.

4.3.2. Murine T-Zellen
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Nach der CD3-Sortierung wurden die Zellen mit einer Konzentration von 2x10° Zellen/ml
Mausmedium und nach Zugabe von 10 ul/ml IL-2 ausplattiert und 1h inkubiert, damit die Zellen
sich absetzen konnten. Dann wurden die Zellen 1, 4, 6, 8, 24h mit verschiedenen
Eisenoxidpartikeln, dem VSOP C200 oder VProt inkubiert. Aulerdem wurden verschiedene
Zellkonzentrationen sowie unterschiedliche Konzentrationen der Partikel zur Beladung

eingesetzt.

Die Zellen wurden anschlieBend geerntet und zweimal mit PBS gewaschen bevor die
entsprechenden Zellzahlen fiir FACS, Relaxometrie, Mikroskopie und Eisenbestimmungen
abgenommen wurden oder letztendlich fiir den adoptiven T-Zell Transfer zur Induktion der

passiven EAE eingesetzt wurden.

4.4. passive EAE

Die EAE ist eine autoimmune Erkrankung des ZNS, die durch enzephalitogene T-Zellen
ausgelost wird, die sich gegen autologe Epitope des Myelins richten und reprisentiert durch die
Ahnlichkeit im Krankheitsverlauf sowie der Pathognomie und -genese der Erkrankung ein
gingiges Tiermodell der Multiplen Sklerose. Die EAE kann auf unterschiedliche Weise induziert
werden. Die sogenannte aktive EAE wird durch Immunisierung mit Myelinpeptiden, wie dem
(myelin oligodendrocyte glycoprotein) MOG, (proteolipid protein) PLP oder (myelin basic
protein) MBP induziert, wohingegen die passive EAE, auch ,,adoptive transfer EAE* genannt,
durch den Transfer in vitro oder in vivo prastimulierter autoreaktiver T-Zellen ausgeldst wird
[59]. Um die enzephalitogenen T-Zellen zu generieren werden Méuse mit ganzen Proteinen oder
Peptidfragmenten von Proteinen aus dem Myelin in Adjuvans immunisiert. Daraufthin wird das
Peptid von APCs der Haut aufgenommen, prozessiert und hinterher den zirkulierenden T-Zellen
in den Lymphknoten présentiert, die darauthin verschiedene Prozesse in Gang setzen. Diese
stimulierten Zellen fiihren letztendlich zu Demyelinisierung und Inflammation, die mit
Infiltration von lympho- und monozytiren Infiltraten einhergehen, sowie einer
Permeabilitétssteigerung der BHS. Doch obwohl die EAE ein weit verbreitetes und anerkanntes
Modell fiir die Multiple Sklerose [60] ist, korrespondiert die EAE nicht genau mit den klinischen
und pathophysiologischen Merkmalen der MS oder deren Antwort auf Therapien [61]. Zur
Induktion der Erkrankung wurden T-Zellen eingesetzt, die wie oben beschrieben kultiviert
wurden. Hierzu wurden die Zellen nach Beladung geerntet und bei 1200 rpm fiir 10 min

zentrifugiert und zweimal gewaschen. Nach Zihlen der Zellen mittels Trypanblau und
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Neubauer-Kammer wurden 6-15.10° Blasten pro Eppendorf-Gefi in jeweils 300 pl
Mausmedium aufgenommen. Zur Induktion der pEAE wurden pro Maus je 300 pl
intraperitoneal injiziert. Dabei wurde mit einer Sterican-Kaniile Nr.20 0,45x25mm im unteren
Abdomen auf der Mitte der Verbindungslinie zwischen beiden Hiiftgelenken im 60° Winkel
eingestochen und zur Injektion ein flacherer Winkel von ca 30° eingenommen, um eine bessere
Verteilung der Zellen im peritonealen Raum zu ermdglichen. Von diesem Tag 0 an (d0) wurden

die Miuse einem téglichen Scoring nach dem in Tab.1 aufgeschliisselten System unterzogen.

Score Klinisches Korrelat

0 keine

0,5 TPA

1 TPL oder TPA + RRW

1,5 TPL + RRW oder TPA-L + RRW + HPA
2 TPL + RRW + HPA

2.5 TPL + RRW + HPA-L

3 TPL + RRW + HPL

4 TPL + RRW + HPL + FPA

4,5-5 TPL + RRW + HPL + FPL

Tabelle 1: Klinischer Score der EAE-Evaluierung

Der klinische Verlauf beginnt mit einer aszendierenden Parese, die sich erst im Schwanz
manifestiert und nach einem initialen Tonusverlust spéter zu Paralyse und letztendlich Plegie des
Schwanzes fiihrt. Darauf folgt die Schwichung des sog. ,,rightening reflex®, der Fahigkeit der
Maus sich nach einer abrupten Drehung auf den Riicken durch den Untersucher wieder
aufzurichten. Dies wird als sogenannte ,rightening reflex weakeness” (RRW) bezeichnet. Es
folgt eine Paralyse (HPA) und schlieBlich Plegie (HPL) der Hinterbeine und schlielich der
Vorderbeine (FPA/FPL). Um eine Objektivierung zu ermoglichen, wurde fiir das Monitoring der
Erkrankung ein Scoring-System eingefiihrt, welches die Symptomkomplexe einem bestimmten
Score zuteilt (Tab.1). Die EAE kann, wie die MS auch, einen schubformig remittierenden
Verlauf oder eine priméir chronisch progrediente Verlaufsform annehmen.

Dieses experimentelle Prozedere wurde mit VProt beladenen Zellen an 5 Méusen exemplarisch

getestet. Die entsprechenden gesunden Kontrollmiuse waren in Hinblick auf Alter und Spezies
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gematcht. Zur Induktion der EAE wurden pro Maus die Zellen aus ca. 8-10 immunisierten

Maiusen benoétigt.

4.5. Histologie

4.5.1. Aufbereitung der Organe fiir die Histologie

Nach Durchfiihrung der in vivo MRT wurden die Maiuse mit einem Gemisch aus
Xylazinhydrochlorid und 16% Ketamin euthanasiert und auf Eis transkardial perfundiert. Dazu
wurden die Méiuse nach Einsetzen der Areflexie als Zeichen der ausreichenden Andsthesie auf
einer Korkplatte fixiert und das Fell mit Ethanol bespriiht, um hygienisches und sauberes
Arbeiten zu erleichtern. Daraufhin konnte das Fell eingeschnitten und stumpf vom Peritoneum
gelost werden. Die Fixation des Sternums mit einer Pinzette erlaubte dann die Inzision des
Diaphragmas und der Pleura, sodass das Herz vom Brustkorb gelost werden konnte, der dann
erdffnet und abgetragen wurde. Da dies eine bessere Sicht auf das Herz erlaubt war es
anschlieBend moglich, den linken Ventrikel bei noch vorhandenem Herzschlag mit einer
Perfusionsnadel zu punktieren und nach Fixierung mit einer Klammer den rechten Vorhof zu
inzidieren, um ein Ablaufen der Perfusionsfliissigkeit zu gewihrleisten. AnschlieBend wurde der
Kreislauf iiber die Perfusionsnadel mit 40 ml kaltem PBS 0,2/0,1 mM von Blut freigespiilt.
Darauf folgten 40 ml kaltes 4% Paraformaldehyd (PFA) in PBS, um die Gewebe zu fixieren.
Gehirn, Riickenmark, Leber, Milz und zervikale, sowie inguinale Lymphknoten wurden
herausprépariert und iiber Nacht in 4% PFA postfixiert um Auto- und Heterolyse des Gewebes
zu verhindern. Zur Extraktion von Gehirn und Riickenmark wurden die Schédelkalotte und die
Wirbel mit einer Schere er6ffnet und die Organane mittels Pinzette herauspripariert.

Ein aszendierender Sucrose-Gradient von jeweils 24 Stunden in 10%, 20% und letztendlich
30%iger Sucrose-Losung in 0,1 mM PBS fiihrte zur Entwésserung der Organe. Zur Einbettung
wurden die entnommenen Organe in mit Tissue Tek® gefiillte Alu-Férmchen gelegt. Ein
Becherglas mit 2-Methylbutan wurde in fliissigen Stickstoff getaucht um eine langsame
Temperatursenkung zu erzielen. Die eingebetteten Organe wurden dann in das gekiihlte 2-

Methylbutan getaucht und dann bei -80°C gelagert.
Histologische Schnitte der so hergestellten gefrorenen Blocke wurden mit 20 pm oder 40 um

Dicke an einem Kryostaten (Jung cryostat 2800 Frigocut-E, Cambridge Instruments, Nussloch,
Germany) angefertigt und auf Objekttrager iibertragen. Der Gefrierblock wurde in den
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Kryostaten eingespannt und mit einer Klinge geschnitten. Die Schnitte schieben sich auf das
Messer unter das Streckbrettchen, welches das Einrollen der Schnitte verhindert. Diese wurden

dann mit einem Tropfen PBS auf die Objekttriger libertragen, um Falten zu vermeiden.

4.5.2. Berliner-Blau-Farbung

Zur Visualisierung der mit Eisen beladenen Zellen wurde die Berliner-Blau-Farbung an
Schnitten und an mit Zellen beschichteten Deckgldsern durchgefiihrt. Die Berliner-Blau-Féarbung
ist eine giangige Methode um Eisen in Gewebe darzustellen und wird heute standardméfig zum
Nachweis eisenbeladener Zellen oder eisenhaltiger Kontrastmittel eingesetzt.

Kaliumhexaferrocyanoferrat(Il) K3[Fe(CN)6] weist Fe’" nach der folgenden Formel nach: FeCls
+ K4Fe(CN)s = KFeFe(CN)s + 3KCI. Dabei entsteht ein blaues Pigment, das sogenannte
Berliner Blau (Prussian blue). Die Formel dieses Berliner Blau Pigments lautet Fes[Fe(CN)g]s x

H,0 oder KFe[Fe(CN)s]s x H,O.

Berliner-Blau-Firbung einzelner Zellen

Runde Deckgliaser wurden in einer 24 Lochplatte mit Ethanol und PBS gespiilt, bevor sie 24
Stunden im Brutschrank mit Poly-L-Ornithin beschichtet werden konnten. Nach mehreren
Waschschritten wurden die so vorbereiteten Deckgldser fiir mindestens 2 Stunden mit den
beladenen Zellen inkubiert, bevor sie mit 4% PFA fixiert wurden. Nach zwei Waschschritten mit
PBS und Aqua dest. wurden die Zellen 5 min mit der wéssrigen Kaliumferrozyanidlosung und
anschliefend 30 min mit der sauren Kaliumferrozyanidlosung inkubiert. Nach zweimaligem
Waschen mit Aqua dest. im well konnten die Deckglidser mittels Immumount auf die

Objekttrager gelegt und somit fixiert werden.

Berliner-Blau-Fiarbung an Gewebeschnitten

Nach dem Auftauen wurden die Schnitte jeweils 10 min in PBS und Aqua dest. gespiilt, bevor
sie 5 min in die wissrige 10%ige Kaliumferrozyanidlosung getaucht wurden. Dann wurden sie in
die saure Kaliumferrozyanidlosung iberfiihrt. Diese ist eine 20%ige HCL-Losung, die im
Verhiltnis von 1:2 mit einer wéssrigen 10%igen Kaliumferrozyanidlosung gemischt wird. Nach
30 min wurden die Schnitte zweimal in Aqua dest. gespiilt. Es schlossen sich 3 min Farbung mit
0,1%iger Kernechtrotlosung mit einem Tropfen Eisessig C,H4O, zur Gegenfirbung der Kerne
an. Zur Herstellung der Kernechtrot-Losung wurden 0,2 g Kernechtrot in 200 ml Aqua dest.

unter dem Abzug eingeriihrt, anschlieBend gefiltert und ein Tropfen Eisessig hinzugegeben.
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Nach einem weiteren Waschschritt in Aqua dest. wurden die Schnitte in einer aufsteigenden

Alkoholreihe entwissert und nach 15 min in Xylol eingedeckelt.

4.5.3. Hematoxilin-Eosin-Farbung

Um die Verteilung des Entziindungsmusters zu evaluieren, wurde auerdem eine Hédmatoxilin
und Eosin (H&E)-Firbung an Gewebeschnitten durchgefiihrt.

Die Schnitte wurden nach dem Auftauen ca. 30 min bei 50°C getrocknet und anschlieBend 10
min in PBS getaucht. Nach weiteren 5 min in Aqua dest. wurden die Schnitte fiir 10 min in
Héamalaunlosung sauer nach Mayer/Hamatoxylin angefarbt, welches die Zellkerne blau farbt,
und 10 min unter flieBendem Wasser gewaschen, um iiberschiissige Farbe zu entfernen. Es
folgten 2 min in einer Eosin-Losung aus 15 ml einer Eosin-Stock-Losung, bestehend aus 3 g
Eosin mit 93 ml Ethanol 96% in 87 ml Aqua dest., auf 200 ml Aqua dest. und 1 Tropfen
Essigsdure, welche das Zytoplasma rot farbt. Zum Entwéssern wurden die Schnitte nach kurzem
Schwenken in Aqua dest. in einer aufsteigenden Alkoholreihe von 70%, 80%, 96% und letztlich
100% Ethanol fiir jeweils 2 min in die jeweilige Konzentration getaucht. Um den Alkohol
wieder aus den Schnitten zu entfernen wurden diese 15 min in Xylol gelagert, bevor sie mit dem

Einschlussmedium Entellan eingedeckt werden konnten.

4.6. MRT

4.6.1. Phantommessungen

Um in vitro evaluieren zu konnen, wieviele beladene Zellen in einem Voxel prasent sein miissen,
um ein Signal im 7T MRT zu generieren, wurden mit beladenen Zellen sogenannte Agarose-
Phantome hergestellt und im 7T MRT analysiert. Hierzu wurden Zellsuspensionen mit
unterschiedlichen Zellzahlen in 500 pl erhitzter 1%iger Agarose in Aqua dest. aufgenommen und
in PCR-Rohrchen gefiillt, die dann in einem mit Agarose gefiillten 50 ml Réhrchen plaziert
wurden, um Artefakte von Luftblasen zu verhindern. Diese Phantome wurden anschlieBend mit
einer T2*-gewichteten Sequenz mit den Parametern TR 1200ms, TE 5.6 ms, 1 mm
Schichtdicke, FOV 4x3.06 cm im 7-Tesla Kleintier-MRT gemessen. Die Dichte der schwarzen
Punkte korrelierte hierbei mit der Beladungs- und damit mit der Signalintensitit der beladenen

Zellen.
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4.6.2. Relaxometrie

Die Relaxivitit R, (spin-spin Relaxationsrate, 1/T2 pro Mol Fe in VSOP) wurde ermittelt durch
Messungen mit einem Bruker Minispec 0.49. Um vor der Messung iiberschiissiges Eisen aus den
Proben zu entfernen, wurden die T-Zellen zweimal mit PBS gewaschen und anschlieBend in
Waschmedium aufgenommen in einer Konzentration von 1.10° Zellen/ml oder 0,15.10°
Zellen/300 pl. In einem Wasserbad wurden die Proben auf 40°C erwdrmt, um die Temperatur
der Proben der im Relaxometer anzugleichen und damit Artefakte durch Temperaturdifferenzen
zu verhindern, da die T2-Zeit der Proben maBgeblich durch die Temperatur letzterer beeinflusst
wird. Nach kurzem Vortexen wurden die Proben zum Messen in den Relaxometer gestellt. Die
Messung erfolgte dann nach Einstellung der Parameter, die den Relaxivititen der Proben
angepasst wurden. Die Parameter Recycle Delay (RD), Tau und Gain wurden so adédquat fiir die
jeweilige Probe gewdhlt, sodass bei einem Abfall der Intensitdt um tiber 5% der Recycle Delay
verlangert wurde. Je hoher die T2-Relaxationszeit, desto groBer musste somit RD gewaihlt
werden. Dies ist wichtig, damit die Protone Zeit haben auszurelaxieren, bevor der nichste Impuls

gesetzt wird, um eine Verfdlschung der Werte zu vermeiden.

4.6.3. Atomabsorptionsspektrometrie

Der Eisengehalt der beladenen Zellen wurde quantitativ mittels Atomabsorptionsspektrometrie
ermittelt. Um die Zellen zu lysieren wurden 6x10° Zellen mit 50 pl HCI 32% bis zur volligen
Dissolution der Zellen inkubiert und anschlieBend mit 3ml Aqua dest. aufgefiillt. Die Messung
der Proben erfolgte mit einem Atomabsorptionsspektrometer (Solaar, Unicam, Cambridge, UK)
im Rahmen einer Kooperation mit der AG Taupitz aus dem Neurowissenschaftlichen

Forschungszentrum Berlin (NWFZ, Charité-Universititsmedizin Berlin).

4.6.4. In vivo Applikation der Magnetresonanztomographie

Kernspintomographische Untersuchungen wurden an einem 7 Tesla Kleintier-MRT (Pharmascan
70/16AS, Bruker BioSpin, Ettlingen, Germany) mit einer 20 mm RF-Quadratur-Volumen-
Kopfmagnetspule durchgefiihrt. Zur Erhaltung der Korpertemperatur wurden die Méuse auf
einem Heizkissen mit zirkulierendem, 40°C warmem Wasser gelegt. Zur Narkose der Tiere
wurde 1-1,5% Isofluran eingesetzt, welches den Tieren wihrend der Untersuchung permanent
unter Beimischung von O, zugeleitet wurde. Die Isofluran-Menge wurde konstant der

Atemfrequenz angepasst, die unter stindiger Beobachtung stand und bei ca. 40-50/min gehalten
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wurde, um getriggerte Sequenzen zu ermoglichen. Es wurden T1-gewichtete Sequenzen vor und
nach intravenoser Injektion von 100-200 pl 1:4 mit NaCl verdiinntem Gadolinium (Gd, 0,5
mmol/kg Dimeglumingadopentetat) in die Schwanzvene durchgefiihrt, um Blut-Hirn-
Schrankenstorungen aufzudecken. Gd ist ein nierengidngiges paramagnetisches Kontrastmittel,
welches in T1-gewichteten Aufnahmen ein hyperintenses Signal verursacht und routineméafig in
der Klinik eingesetzt wird. Aufnahmen wurden in axialer und koronarer Schnittfiihrung
durchgefiihrt. Longitudinal wurden Scans von Tieren nach adoptivem T-Zell Transfer von VProt
markierten T-Zellen und von Tieren nach adoptiven T-Zell-Transfer von unmarkierten T-Zellen,
sowie von gesunden Kontrolltieren durchgefiihrt. Die Tiere wurden longitudinal bis zu einem
Score von maximal 3.5 verfolgt und anschlieBend perfundiert. Im Rahmen der intrathekalen
Injektion beladener T-Zellen wurde aulerdem in der gleichen Sitzung vor der Verabreichung des
Gadoliniums eine T2*-gewichtete Sequenz eingesetzt, um die Visualisierung der VSOP

markierten T-Zellen zu ermdglichen.

5. Ergebnisse

5.1. Humane Zelllinien

5.1.1 Hel.a-Beladung

Die HeLa-Zelllinie wurde verwendet um die Labellingkonzentrationen und Inkubationszeiten zu
optimieren. Um die minimale Inkubationszeit zu bestimmen, die ausreicht um eine effiziente
Beladung zu ermoglichen, wurden zunichst Inkubationszeiten von 6h und 24h verglichen
(Abb.3). Hierzu wurden die HeLa-Zellen mit 0,5 mM VProt, 1 mM VProt oder | mM VSOP
inkubiert und Zellen zur Kontrolle ohne Partikel kultiviert. Bis auf die Zugabe der Partikel
wurden alle Zellchargen gleich behandelt. Die nach Ablauf der Inkubationszeiten erhobenen T2-
Relaxationszeiten zeigten schon nach 6h eine sehr effiziente Beladung der mit VProt beladenen
Zellen. Die Verkiirzung der Relaxationszeiten von 1655 ms bei den Kontrollzellen auf 187,5 ms
bei den mit 0,5 mM VProt beladenen Zellen spricht fiir eine starke Aufnahme der
Eisenoxidpartikel in die Zellen. Mit der Zunahme der Beladungskonzentration auf 1mM VProt
konnte eine weitere Verkiirzung der Zeiten auf 107,6 ms erreicht werden. Auch die mit VSOP
inkubierten Zellen zeigten verkiirzte Relaxationszeiten auf bis zu 1109,3 ms, blieben jedoch
deutlich iiber den Werten der mit VProt beladenen Zellen. Dieser relaxometrische Befund
korrelierte mit mikroskopischen Aufnahmen der Berliner Blau gefarbten HeLa-Zellen (Abb.4-6).

Die mit I mM VSOP inkubierten Zellen zeigten hier nach 6h nur wenige intrazelluldre Partikel,
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wihrend die Zellen nach Inkubation mit I mM VProt eine Vielzahl intrazelluldrer Einschliisse
vorzuweisen hatten (Abb.4).

Die Aufnahme der Partikel wurde mit Zunahme der Inkubationszeit auf bis zu 24h nicht
signifikant gesteigert, die Relaxationszeiten differierten nicht signifikant von den nach 6h
Inkubation erhobenen Werten (Abb.3) und auch die mikroskopischen Bilder unterschieden sich
nicht wesentlich (Abb.5). Die in der Relaxometrie weitere Verkiirzung der T2-Zeiten nach 24
Stunden ist vermutlich iiberwiegend auf eine vermehrte Anheftung der Partikel an die
AuBenseite der Zellmembran zuriickzufiihren, wie in der Mikroskopie zu sehen ist (Abb.5 + 6).
Zusammenfassend lag die Effizienz der Beladung mit VProt damit deutlich iiber derjenigen mit

VSOP.
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Abbildung 3: Relaxationszeiten nach Beladung von HeLa-Zellen mit Inkubationszeiten von 6h und 24h mit
unterschiedlichen Konzentrationen VProt bzw. VSOP. Dabei zeigte die Beladung mit VProt deutlich kiirzere
Relaxationszeiten bei gleicher Konzentration (1 mM). Weiterhin konnte bei einer Beladung mit 0,5 mM bereits nach

6h eine sehr ausgeprigte Aufnahme von VProt, nicht jedoch von VSOP beobachtet werden.

A

Abbildung 4: Vergleich der Beladung von HeLa-Zellen mit 6h Inkubationszeit und 1 mM C200 (A) bzw VProt (B).
Die Visualisierung der Verteilung der Eisenpartikel wurde mittels Berliner-Blau-Farbung erméglicht, in der eine
starke Anreicherung blau dargestellter Eisenpartikel in den mit VProt beladenen HeLa-Zellen sichtbar wird,
wohingegen die mit der gleichen Konzentration von C200 beladenen HeLa-Zellen nur wenige blaue intrazellulire

Partikel aufweisen.

34



AN e

=%
/ .
9 .

. ®

Abbildung 5: Vergleich der Beladung von HeLa-Zellen mit 0,5 mM VProt nach A) 6h und 24h in B). Die Berliner-
Blau-Farbung lésst auch nach 24h keine wesentlich gesteigerte Aufnahme der Eisenoxid-Nanopartikel erkennen.
Sowohl nach 6h, als auch nach 24h weisen die Zellen eine sehr starke Blaufarbung und damit auch eine ausgeprigte

Beladung mit VProt-Nanopartikeln auf.

Abbildung 6: Vergleich beladener HeLa-Zellen nach Inkubation fiir 24h mit 1 mM VSOP in A) bzw. 1 mM VProt

in B). Es ist ein deutlicher Unterschied in der Intensitit der aufgenommen und angefirbten Nanopartikel sichtbar.

Nachdem bei Standardbedingungen ein sehr effizientes Labelling mit VProt erreicht werden
konnte, wurde iiberpriift wie das erstellte Beladungsprotokoll optimiert werden kann.

Um die minimale Konzentration zur effizienten Beladung der HeLa-Zellen zu finden, wurde eine
Konzentrationsreihe angefertigt, die die Konzentrationen 0,05 mM, 0,1 mM, 0,5 mM und 1 mM
abdeckte, bei einer Inkubationszeit von 4h (Abb.7, Abb.8).

In einer Reihe von Versuchen konnte gezeigt werden, dass die Relaxationszeiten schon bei
Konzentrationen von 0,05 mM VProt bei einer Inkubationszeit von 4h signifikant von einem
Kontrollwert von 1598,3 ms auf einen von 677,8 ms abfielen (p<0,001) und somit ein
suffizientes Labelling widerspiegelten (Abb.7). Bei einer Konzentration von 0,1 mM zeigte sich
eine Relaxationszeit von 544,45 ms, die einer Aufnahme von 1,48 pg Eisen pro Zelle entsprach
(Tab.2). Bei einer Steigerung der Konzentration auf 0,5 mM VProt fiel die Relaxationszeit auf
96,65 ms ab. Bei der maximal eingesetzten Konzentration von 1 mM VProt konnte nach 4h

Inkubation eine Verkiirzung der T2-Zeiten auf 68,75 ms beobachtet werden. Dabei betrug die
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maximale Eisenaufnahme 25,82 pg Fe pro Zelle (Tab.2). Die mittels Relaxometrie vermutete
gesteigerte Menge aufgenommener Nanopartikel konnte mit der Darstellung multipler
zytoplasmatischer Einschliisse mittels Berliner-Blau-Farbung histologisch bestdtigt werden
(Abb.8). Mit steigender Konzentration wurde hier eine verstirkte Aufnahme blau angefirbter
Eisenoxidpartikel sichtbar.

Diese Versuche ermoglichten es, den Beweis fiir die Effizienz des neuartigen VProt-
Nanopartikels anzutreten, welches eine signifikante Verbesserung im Gegensatz zur Beladung
mit dem nativen VSOP 200 darstellt. So konnte auf den Ergebnissen aus den Versuchen mit
humanen Zellen basierend, die Erstellung eines Beladungsprotokolls fiir T-Zellen initiiert

werden.
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Abbildung 7: Konzentrationsreihe zur Bestimmung der minimalen Beladungskonzentration von HeLa-Zellen bei 4h
Inkubationszeit. Zur Ermittlung der Effizienz der Beladung der Zellen mit steigender Konzentration an VProt

wurden Relaxationszeiten (T2) mittels Relaxometrie gemessen.
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Abbildung 8: Beladung von HeLa-Zellen mit VProt wurde mittels Berliner-Blau-Farbung dargestellt. Bei einer
Inkubationszeit von 4h konnte mit steigender Konzentration eine steigende Partikelaufnahme in zytoplasmatische
Endosomen festgestellt werden (A: 0,05 mM, B: 0,1 mM, C: 0,5 mM, D: 1 mM). Eine effektive Aufnahme konnte
schon bei einer Konzentration von 0,05 mM beobachtet werden. Bei allen Konzentrationen konnte eine homogene
zytoplasmatische Aufnahme beobachtet werden, doch mit steigender Inkubationsdauer wurde auch eine

zunehmende Anheftung der Partikel an die AuBlenseite der Zellen beobachtet.

Zellen Kontrastmittel ~ Inkubationszeit Konzentration  Fe in pg/Zelle
0.5 mM 1.57
VProt
T Zellen 1 mM 9.99
10h
0.5 mM 3.06
VSOP C200
1 mM 7.22
0.05 mM 1.48(M)/ 1.64(R)
0.1 mM 3.39/3.31
Hela-Zellen  VProt 4h
0.5 mM 9.17/10.73
1 mM 25.82 /12,67
0.5 mM 30.91
VProt
HeLa-Zellen 6h 1 mM 93.59
VSOP C200 1 mM 0.5
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Tabelle 2: Die Eisenaufnahme in die Zellen wurde exemplarisch mittels Atomabsorptionsspektroskopie ermittelt.

Fe/Zelle ist P-LW (Leerwert ist von ermittelten Werten abgezogen).

5.2. T-Zell-Beladung

Nach der Optimierung der Beladungsparameter sich rasch teilender Zellen wie der HeLa-Zellen,
die relativ bereitwillig angebotene Nanopartikel annehmen, sollten die gewonnen Ergebnisse nun
auf T-Zellen iibertragen werden, um auch in diesem komplexeren Zellsystem die Beladung zu
optimieren.

Um die Reinheit der T-Zell-Kulturen zu tiberpriifen, wurde vor und nach CD3-Sortierung die
Reinheit und Vitalitit der CD3" Zellen mittels Durchflusszytometrie iiberpriift (Abb.9). Vor der
Sortierung konnten 46,04% der Zellen in der Probe als CD3" Zellen identifiziert werden, diese
wiesen eine Vitalitit von 72,5% auf. Nach dem CD3-Sort wurden in den Proben 84,27% CD3"
Zellen erfasst, mit einem Anteil von 87,3% PI-negativen und damit vitalen Zellen. Hierbei muss
allerdings beachtet werden, dass die Reinheit der Kulturen durch die Stimulation mit APCs vor

der Beladung verbessert wurde.
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Abbildung 9: Ergebnisse der Durchflusszytometrie zur Uberpriifung der Reinheit und Vitalitit der T-Zellen nach
der magnetischen CD3-Sortierung. Im Vergleich sind hier die prozentualen Ansitze an CD3-, sowie PI-positiven T-

Zellen dargestellt.

Darauthin wurde in einem ersten Schritt untersucht, welche FEisenkonzentration bei den
unterschiedlichen Partikeln mindestens notig ist, um eine ausreichende Aufnahme in die T-
Zellen zu ermdglichen. Hierzu wurden T-Zellen fiir 10h mit jeweils 0,5 mM und 1 mM VSOP
oder VProt inkubiert und daraufhin in Hinblick auf die Relaxationszeiten, Mikroskopie,

Eisengehalt und Vitalitit verglichen. Ein suffizientes Labelling konnte schon nach 10h
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Inkubation mit 0,5 mM VProt erzielt werden, bei einer T2-Relaxationszeit von 337,9 ms im
Vergleich zu 889 ms bei mit VSOP beladenen Zellen, bei einem Leerwert von 1551,3 ms
(Abb.10). Mit einer Steigerung der Konzentration auf 1 mM Fe/ml konnte die Aufnahme von
Partikeln erneut gesteigert werden. So konnte bei den T2-Zeiten ein Abfall auf bis zu 152,2 ms
bei Inkubation mit 1 mM Fe/ml VProt beobachtet werden. Dies lag weit unter den bei der
Beladung mit nativem VSOP erreichten T2-Zeiten, die bei 804 ms lagen. Weiterhin konnte die
steigende Aufnahme der Partikel mit einem Anstieg der Konzentration von 0,5 mM auf 1 mM
fiir VSOP und VProt auch mikroskopisch bestdtigt werden (Abb.11). Die um einiges effizientere
Aufnahme von VProt (Abb.11, C, D) im Gegensatz zum VSOP (Abb.11, A, B) spiegelte sich
mikroskopisch wider. Ferner ergab die Beladung mit VProt ein homogeneres intrazelluldres
Verteilungsmuster der Partikel, als nach der Beladung mit nativem VSOP C200.

VProt Konzentrationen von 1 mM wurden aullerdem gut toleriert. Es gab keinen Anstieg in der
Anzahl Pl-positiver, damit toter Zellen, im Vergleich zum Leerwert. Mittels
Durchflusszytometrie wurde fiir die Kontrollzellen eine Vitalitdt von 97,42% ermittelt. Fiir T-
Zellen, welche mit 1 mM VProt beladen wurden, konnte eine Vitalitit von 97,95% erfasst
werden, wohingegen mit 1| mM VSOP inkubierte T-Zellen einen Wert von 97,11% aufwiesen
(Abb.12). Dies zeichnet eine sehr gute Toleranz der T-Zellen gegeniiber der verwendeten

magnetischen Nanopartikel aus.
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Abbildung 10: Beladungseffizienz wurde durch Bestimmung der NMR T2-Relaxationszeiten nach 10h Inkubation
der T-Zellen mit gleichen Konzentrationen von VProt bzw. VSOP determiniert. Der stirkere Abfall der T2-
Relaxationszeit durch VProt im Gegensatz zu VSOP zeigt die verbesserte Aufnahme des VProt durch die T-Zellen.

Schon bei einer Konzentration von 0,5 mM zeigt sich hier eine signifikant verringerte T2-Zeit fiir VProt.
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Abbildung 11: Berliner-Blau-Farbung von T-Zellen nach 10h Inkubation mit 0,5 mM A) oder 1 mM B) VSOP. Es

sind nur sehr wenige intrazelluldre Partikel sichtbar, die mit steigender Konzentration zunehmen, aber nie die

Intensitdt von den VProt beladenen Zellen erreicht. Diese zeigen schon bei Inkubation mit 0,5 mM C) eine intensive

Partikelaufnahme, die bei Steigerung der Konzentration auf 1 mM D) zunimmt. Doch auch der an der Zellmembran

anhaftende Anteil der Partikel nimmt hier zu.
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Abbildung 12: FACS-Ergebnisse zeigen keinen Unterschied in der Zellvitalitdt zwischen Kontrollproben und den

beladenen Zellen.
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Die sich als am effizientesten erwiesene Konzentration von 1 mM wurde dann in einem weiteren
Versuchsansatz eingesetzt, um die minimale Inkubationszeit zu bestimmen, die fiir eine
ausreichende Beladung notig ist. Nach 1h, 4h, 8h, und 21h wurden Proben zur Untersuchung
mittels Mikroskopie, Relaxometrie und Durchflusszytometrie abgenommen und analysiert.
Dabei konnte bereits nach einer Inkubationszeit von lh ein signifikanter Abfall der T2-
Relaxationszeiten fiir beide Partikel beobachtet werden (Abb.13). Im Vergleich zum Leerwert
von 1392 ms, waren die Zeiten fiir die VSOP beladenen Zellen nach 4h bei 808,5 ms und fiir die
mit VProt beladenen Zellen bei 773 ms. Nach weiteren 4h wiesen die VProt beladenen Zellen
mit 268,3 ms eine erheblich geringere Relaxationszeit auf, als die VSOP-beladenen Zellen mit
717,5 ms. Dies zeigt einen klaren Vorteil fiir VProt bei der Beladung von T-Zellen. Es
ermoOglicht mit einer geringeren Konzentration und einer geringeren Inkubationszeit eine
effizientere Beladung als das native VSOP. Dies bietet einen erheblichen Vorteil in Hinblick auf
Zelltoxizitit und -iiberleben, die ein besseres Outcome ermdglichen, wenn die Inkubationzeit

verkiirzt werden kann.
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Abbildung 13: Die Zeitreihe zur Beladung von T-Zellen mit 1 mM VProt bzw. VSOP zeigt die Verdnderung der
Relaxationszeiten nach 1h, 4h, 8h, und 21h Inkubation. Nach 1-4h ist bereits ein signifikanter Abfall der T2-Zeiten
sowohl fiir VSOP, als auch fiir VProt zu verzeichnen. Nach 8h weist die Beladung mit VProt einen ausgeprigten

Vorteil in der Beladung auf.

In vitro lieB sich damit quantitativ, sowie auch qualitativ eine hohe Eisenaufnahme belegen.
Doch reicht die Menge der aufgenommenen Nanopartikel, um im MRT ein bildgebendes Signal
zu erzeugen? Um dies zunédchst in vitro zu untersuchen, wurde auf die Erstellung von Agarose-

Gelphantomen zurilickgegriffen. Hierzu wurden T-Zellen 10h mit 0,5 mM oder 1 mM VSOP
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oder VProt inkubiert und in Agarose-Phantome gegossen. Im Vergleich zu regulirem VSOP
ergaben die mit VProt beladenen Zellen schon bei einer Konzentration von 0,5 mM Fe/ml im
Medium ein ausgepragtes hypointenses Signal in T2-gewichteten Sequenzen und bestdtigte die
zuvor beobachtete ausgepriagte Eisenaufnahme (Abb.14). Bei einer Konzentration von 1 mM
Fe/ml wurde noch deutlicher, dass mit VProt beladene T-Zellen eine sehr viel groBere Menge
Eisen enthielten, als die mit VSOP beladenen T-Zellen. Der Einsatz von Agarose-Phantomen
ermdglichte somit die Visualisierung der beladenen Zellen im MRT und bestétigte die zuvor

labortechnisch erhaltenen Ergebnisse.

05mM 05mM TmM TmM
VProt VSOP VProt VSOP

Abbildung 14: Zum Vergleich der Beladungstauglichkeit der beiden Partikel wurden Phantome mit 1000 T-
Zellen/pl Agarose angefertigt, um die beladenen T-Zellen mittels Magnetresonanz darzustellen. Mit steigendem
Eisengehalt der Zellen verstirkt sich auch das im MRT sichtbare Signal und man beobachtet eine zunehmende

Hypointensitit in T2*-gewichteten Sequenzen.

Diese Ergebnisse ebneten den Weg zur Weiterentwicklung der Methode und damit fiir den

Prozess der Transition in ein in vivo System.

5.3. Induktion der EAE durch beladene T-Zellen

Um zu tiberpriifen, ob auch in vivo die Funktion beladener Zellen erhalten bleibt, wurde der
Versuch unternommen, mit beladenen Zellen eine passive EAE zu induzieren. Hierbei konnte
gezeigt werden, dass T-Zellen nach Inkubation mit 0,5 mM oder 1 mM VProt tatséchlich dazu in
der Lage waren, eine EAE zu induzieren.

Die Tiere zeigten im Durchschnitt nach einem Zeitraum von 6 Tagen Symptome und erreichten

im Mittel ein Score von 3.5, bevor sie perfundiert wurden (Abb.15, Abb.16).
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Abbildung 15: Reprisentativer zeitlicher Score-Verlauf einer Maus nach passiv induzierter EAE mit 6x10° VProt
beladenen Blasten. Ab Tag 9 konnte Gadolinium Leakage im Hirnstamm sowie im Cerebellum nachgewiesen
werden (Abb.18). Der Symptomverlauf korrespondierte im zeitlichen Rahmen mit dem der pEAE nach adoptiven
Transfer nicht beladener T-Zellen. Dies untermauerte das erhaltene enzephalitogene Potential der mit VProt

beladenen T-Zellen.
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Abbildung 16: Reprisentativer zeitlicher Score-Verlauf einer Maus nach passiv induzierter EAE mit 11x10° VProt
beladenen Blasten. Ab Tag 10 konnte in der Fornix ein Leakage mittels Gadolinium nachgewiesen werden. Der

Krankheitsverlauf korreliert auch hier wieder mit dem der reguléren pEAE.

Im 7T Kleintier-MRT konnten schon ab dem 6-9.Tag post injectionem (p.i.) Verdnderungen der
BHS festgestellt werden. Nach Injektion des Kontrastmittels Gadolinium wurde bei allen
Maiusen eine BHS-Storung beobachtet. Diese erhdhte Permeabilitit der Blut-Hirn-Schranke
konnte v.a. periventrikuldr (Abb.17), sowie in Bereichen des Cerebellums und des Hirnstamms
beobachtet werden (Abb.18). Sie korrelierte meist mit dem Auftreten histologisch nachweisbarer
Entziindungsherde mit periventrikuldren, cerebelldren und perivaskuldren (Abb.19) Infiltraten
von Entziindungszellen in der H&E-Farbung aufbereiteter Gewebeschnitte. Die Abb.18 zeigt
koronare T1-gewichtete Aufnahmen einer an EAE erkrankten Maus an Tag 9 post injectionem

mit einem Score von 3 (siche Abb.15). Der Hirnstamm, sowie das Cerebellum weisen
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ausgepragte hyperintense Areale auf, die durch einen Durchtritt von Gadolinium durch die
undichte BHS hervorgerufen werden.

Die in Abb.17 gezeigte Maus wurde klinisch am Tag 10 mit einem Score von 0,5 perfundiert.
Trotz milder klinischer Symptomatik und relativ geringer zelluldrer Infiltrate in den
korrespondierenden histologischen Schnitten zeigte sich im MRT eine ausgeprigte Blut-Hirn-

Schrankenstorung.

Abbildung 17: Gadolinium-gestiitzte T1-gewichtete Sequenz an Tag 9 nach T-Zell Transfer. Es ist vor allem

periventrikuldr ein diffus hyperintenses Areal zu sehen, welches durch ein ausgeprigtes Ubertreten des

Kontrastmittels durch die gestérte BHS in das Hirnparenchym verursacht wird.
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Abbildung 18: T1-gewichtetes MRT korrespondierend zur Histologie in Abb.19 mit Gadolinium-Austritt im
Bereich des Cerebellums und des Hirnstamms, die eng mit den in Abb.19 histologisch dargestellten

inflammatorischen Infiltraten korrespondiert.

Abbildung 19: In der H&E-Farbung lassen sich unmittelbar nach dem MRT periventrikuldr, perivaskular und

cerebelldr Entziindungszeichen mit Leukozyteninfiltration nachweisen.
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5.4. Intrathekale Injektion beladener Zellen

Um kernspintomographisch die Signalausloschung der mit VProt beladenen T-Zellen in vivo zu
untersuchen, wurde die kontrollierte intrathekale Applikation von T-Zellen durchgefiihrt. Diese
Methode erlaubt die intracerebrale Injektion einer zuvor bestimmten Zellzahl. Im entsprechenden
T2*-gewichteten Bild kann die Signalausloschung beurteilt werden, die von den T-Zellen
ausgeht und mit der Eisenbeladung korreliert.

Dazu wurde bei den Miusen eine Lésion im entorhinalen Kortex (ECL) gesetzt. Die Injektionen
wurden in Zusammenarbeit mit Dr. med. Jana Glumm, Institut fiir Neuroanatomie, Charité-
Universititsmedizin Berlin, durchgefiihrt [62]. In die Léasion wurde dann vorsichtig eine
definierte Anzahl Zellen injiziert. Die Méuse standen unter stindiger Beobachtung und im
Verlauf wurden T2*-gewichtete MRT-Scans angefertigt. Die Abb.20 zeigt die MRT-Aufnahmen
und histologischen Bilder einer Maus, der 50 000 T-Zellen in die ECL injiziert wurden, die
zuvor 10h nach der oben beschriebenen Methode mit 1 mM VProt inkubiert wurden. Der 2h post
injectionem angefertigte Scan zeigt im Bereich der ECL eine deutliche hypointense Lasion.
Diese ist jedoch mdglicherweise durch ein Artefakt iiberlagert, bedingt durch vom Eingriff
verursachte kleinste Lufteinschliisse. Eine &hnliche Signalausloschung zeigte sich in der
Kontrolle einer Maus, der reines PBS in die ECL injiziert wurde. Doch wie in Abb 20 B zu
sehen, verschwindet dieses Signal nach 24h. Nun scheint nur noch der Effekt durch die
applizierten T-Zellen fiir die Hypointensitdt im Bereich der ECL verantwortlich zu sein.
Unmittelbar nach dem Scan wurden die Méuse perfundiert und die Gehirne fiir die Histologie
aufbereitet. In Berliner Blau gefirbten Schnitten zeigte sich eine Kolokalisation der
hypointensen Lasion mit den eisenbeladenen Zellen, die in Abb.20 C und D zu sehen sind. Es ist
also moglich, mit VProt beladenen Zellen ein bildgebendes Signal zu erzeugen. In Abhédngigkeit
von den Untersuchungsbedingungen waren im Experiment 50 000 T-Zellen ausreichend fiir eine

deutliche und anhaltende Signalausléschung.
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Abbildung 20: Nach der intrathekalen Injektion von 50 000 T-Zellen (entorhinale Kortexldsion, ECL) konnte im
T2*-gewichteten MRT nach 2h und 24h ein hypointenses Signal gleicher Lokalisation detektiert werden. In den
korrespondierenden histologischen Schnitten gelang in der Berliner-Blau-Féarbung der Nachweis von Eisen-

beladenen Zellen.

In dieser Arbeit konnte somit gezeigt werden, dass die Beladung mit VProt der mit nativem
VSOP C200 iiberlegen ist. Ferner war es moglich, T-Zellen in vitro mit dem mit Protamin
konjugierten VSOP effektiv. zu beladen. Dies zeigten relaxometrische Daten,
Eisenbestimmungen mittels Absorptionsspektrometrie, sowie histologische Auswertung. Auch
die Vertriglichkeit des magnetischen Nanopartikels in markierten Zellen konnte mittels
Durchflusszytometrie belegt werden. Die erhaltene Funktion enzephalitogener T-Zellen konnte
weiterhin durch Induktion einer passiven EAE in Maiusen durch Injektion beladener
enzephalitogener T-Zellen nachgewiesen werden. Die intrathekale Injektion dieser mit VProt
beladenen Zellen ermdglichte schlieBlich eine erste kernspintomographische Visualisierung der

T-Zellen in vivo.

6. Diskussion

6.1. Methode der Zellverfolgung

Die Entwicklung neuer Methoden der zelluldren Bildgebung hat in den letzten Jahrzehnten durch
den technischen Fortschritt zunehmend an Bedeutung gewonnen. Einige Methoden bedienen sich
verschiedener Fluoreszenzverfahren. Durch die Kopplung an Fluorophore [63-65] oder der
Integration  von  Luziferase ins  Wirtsgenom im  Rahmen der  sogenannten

Biolumineszenzverfahren [66;67] konnen Zellen nicht-invasiv dargestellt werden. Beide
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Verfahren ermoglichen jedoch eine geringere Auflosung als das MRT und die Kopplung an
Fluoreszenzfarbstoffe kann mit Phototoxizitdt einhergehen. Ferner ermoglichen diese Verfahren
kein Eindringen in tiefer liegende Gewebeschichten [68].

Der Einsatz von PET oder SPECT zur Visualisierung von Zellen bietet eine geringere Auflosung
als das MRT, aber dafiir hohere Spezifitit der Radioliganden [69-71].

Trotz einer Reihe neu entwickelter Visualisierungmethoden mit der Moglichkeit, Immunzellen
im Organismus zu verfolgen, bleibt die Magnetresonanztomographie derzeit das wichtigste
Werkzeug zur Beobachtung der zeitlichen und 6rtlichen Migration beladener Zellen in vivo. Es
handelt sich hierbei um eine gut verfiigbare, nicht-invasive Methode, die somit auch fiir
longitudinale Studien geeignet ist und anderen Methoden durch ihre nahezu unbegrenzte
Eindringtiefe iiberlegen ist. Sie findet unter anderem ihren Einsatz in Studien zur Entwicklung
von Tumoren [72], von ZNS-Lésionen bei Schlaganfall [73], zur Pathogenese der EAE [74-76]
oder auch zu zukiinftigen Stammzelltherapien bei Myokardinfarkt [77;78]. Um solche
Zellpopulationen in vivo mittels MRT zu verfolgen, werden sie z.B. mit magnetischen
Nanopartikeln beladen. Eine Grundvoraussetzung fiir die effektive Markierung einzelner Zellen
zum Einsatz beim in vivo Zelltracking ist somit die Entwicklung magnetischer Eisenoxidpartikel,
die einen hohen Weichteilkontrast aufweisen. Magnetische Nanopartikel sind dazu in der Lage,
ausgepragte Suszeptibilititseffekte in T2- und T2*-gewichteten MRT-Sequenzen zu erzeugen
und werden meist gut von den markierten Zellen und dem Empfiangerorganismus toleriert [82].
Mit der Entwicklung von SPIO standen erstmals Kontrastmittel zur Verfiigung, die in T2*-
gewichteten Sequenzen sehr sensitiv detektiert werden konnen und dadurch neue Moéglichkeiten
der zelluldren Bildgebung erdffneten [74;83-85].

In der Vergangenheit wurden zunichst Studien zur Beladung und Verfolgung von Makrophagen
durchgefiihrt, da diese aufgrund ihrer phagozytotischen Kapazitit groe Mengen an
Kontrastmittel aufnehmen konnen. Diese beladenen Makrophagen konnten schon in einem EAE-
Modell im ZNS nachgewiesen werden [86]. Auch Stammzellen eignen sich fiir eine effiziente
Aufnahme von Eisenpartikeln. Beispielsweise wurde so die Verteilung und Lokalisation
mesenchymaler Stammzellen bei der Reparatur von Myokardinfarkt induzierten Schaden mittels
MRT verfolgt [87]. Ein weiterer Ansatz ist die Erprobung einer stammzellbasierten Therapie mit
markierten Lymphozyten in einem Tumormodell [88]. Jiingst wurden sogar humane neuronale

Progenitorzellen mit SPIO markiert und konnten somit im MRT verfolgt werden [89].
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Der Fokus der hier vorliegenden Arbeit liegt auf der Optimierung der Beladung von T-Zellen.
Die zunehmend anerkannte Rolle von T-Zellen in der Pathogenese vieler verschiedener
Krankheitsbilder, die bis vor kurzem noch keinen Zusammenhang mit Neuroinflammation
vermuten lieBen, wie dem Morbus Alzheimer [90] oder Schlaganfall-Erkrankungen [5;91;92],
fithren zu einer immer groBer werdenden Nachfrage an Methoden zur in vivo Verfolgung von T-
Zellen. Die Beladung immunologischer, nicht-phagozytierender Zellen, wie den Lymphozyten,
bietet jedoch eine besondere Herausforderung und stellt Wissenschaftler seit Jahrzehnten auf die
Probe. Denn im Gegensatz zu Zellpopulationen wie Makrophagen, die Nanopartikel
phagozytieren, nutzen nicht-phagozytierende Zellen den Mechanismus der Endozytose, welche
eine wesentlich geringere Aufnahme magnetischer Nanopartikel ermoglicht. Daher ist es bisher
nur wenigen Arbeitsgruppen gelungen, eine effiziente Markierung und Verfolgung der Zellen in
vivo zu gewihrleisten. Molekularbiologische Verfahren wie z.B. die Elektroporation sind hier
zwar schon eingesetzt worden [79;80], Langzeiteffekte auf Zellfunktion und -vitalitidt sind
jedoch noch nicht hinreichend geklirt und lassen in ersten Untersuchungen vermehrte Zelllyse
erkennen [81]. In einem Rattenmodell konnte die Migration intravends injizierter T-Zellen in den
Hoden verfolgt werden [93]. Lewin et al. und Gareau et al. generierten hypointense Signale mit
50-100 magnetisch markierten Zellen, die ca 10-30pg SPIO enthielten [94;95]. Anderson et al.
postulierte eine Zahl von 200 T-Zellen zur Visualisierung von EAE-Lésionen [96], wohingegen
Kircher et al. eine Grenze von ca. 3 CLIO-beladener Lymphozyten pro Voxel in seinem
experimentellen in vivo Modell als untere Zellgrenze beschrieb [97]. Die Beladung mit CLIO-
Tat Partikeln ermdglichte weiterhin die Visualisierung der T-Zell Migration zur Milz [98], sowie
in einem Tumormodell [97]. Hier wirkte das vom HI-Virus entlichene Tat-Protein als ein Shuttle
fiir die Aufnahme der multipel vernetzten magnetischen CLIO-Partikel in die Zelle. Auch von
einer anionischen Zitrathiille umgebene Partikel konnten schon eingesetzt werden, um in einem
Modell die Lymphozyten in einem Tumor bei einer AbstoBungsreaktion zu beobachten [99]. Im
Gegensatz hierzu stehen in gewisser Weise die Ergebnisse von Moore et al., die durch die
Injektion von mit PLL-gekoppelten Eisenoxiden beladene T-Zellen lediglich eine diffuse
Hypointensitit des Pankreas in T2*-gewichteten Sequenzen erreichten [100]. Weitere Berichte
liegen iiber den ex vivo Nachweis einzelner markierter Zellen im MRT vor [101]. Doch die
Methoden und die bisher enwickelten Partikel haben sich bisher als unzureichend erwiesen und

schlieBen nach wie vor noch ein breites Anwendungsspektrum aus.
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6.2. Beladung mittels Very Small Iron Oxide Particles (VSOP)

Die in dieser Arbeit eingesetzen VSOP-Partikel gehdren einer neuartigen Gruppe von
magnetischen Nanopartikeln an, die nicht nur durch ihre geringe Grofe mit einem
Gesamtdurchmesser von lediglich 8-10 nm, sondern auch durch ihre innovative Umhiillung aus
Zitrat, welche die Aufnahme in Zellen vereinfachen soll, besticht. Denn die Aufnahme von
Eisenoxidpartikeln in Zellen ist von einem komplexen Zusammenspiel verschiedener Faktoren
abhingig. Die GroBe der Partikel, das Coating, das eingesetzte Transfektionsagens, das
Kulturmedium, Zell- und Partikelkonzentration, Inkubationszeit, und Temperatur sind wichtige
Faktoren, die wihrend der Zellbeladung optimiert werden miissen. Wir haben dies beriicksichtigt
und die Parameter variiert, um die optimalen Konditionen fiir das Beladen zunichst von HeLa-
Zellen zu finden, die ebenso wenig Phagozytoseeigenschaften aufweisen. Bei Inkubation mit
nativen VSOP-Partikeln konnte allerdings nur eine geringe Aufnahme des Eisens beobachtet
werden. T2-Relaxationszeiten zeigten nur einen geringen Abfall im Vergleich zum Kontrollwert
und in lichtmikroskopischen Aufnahmen konnten in Berliner Blau gefarbten Proben nur wenige
intrazelluldre Partikel dargestellt werden. Weiterhin fiel auf, dass auch bei Beladung mit 1 mM
VSOP eine Vitalitdt der Zellen von iiber 95% zu verzeichnen war. Dies steht im Einklang mit
verschiedenen Untersuchungen zur Vertréglichkeit von VSOP. Diese zeigten bisher lediglich
einen transienten Anstieg reaktiver Sauersoffspezies, der jedoch keine lédngerfristigen
Auswirkungen auf Zellvitalitit und -differenzierung hatte [102-104].

Bei der Beladung von T-Zellen mit VSOP wurden die Partikel ebenfalls nur in geringem
Umfang  aufgenommen.  Lichtmikroskopische  Bilder, = Phantommessungen, sowie
Eisenbestimmungen mittels Atomabsorptionsspektrometrie lieferten ein dhnliches Bild und
unterstiitzten die Ergebnisse aus relaxometrischen Aufzeichnungen. Auch fiir T-Zellen konnte in
der Durchflusszytometrie kein Abfall der Zellvitalitdt im Vergleich zu Kontrollzellen festgestellt
werden. In zukiinftigen Studien mit VSOP-Beladungsprotokollen muss ein besonderes
Augenmerk auf diesem Aspekt liegen, denn die Vertrdglichkeit der eingesetzten Partikel ist in
Hinblick auf einen spiteren Einsatz im humanen System zur intravendsen Applikation oder

magnetischen Zellmarkierung ex vivo von Bedeutung.

6.3. Beladung unter Einsatz von VProt

Anhand der mit VSOP erreichten, zundchst wenig zufriedenstellenden Ergebnisse konnte keine
ausreichende Beladung von T-Zellen mit nativem VSOP erzielt werden. Es war also notig, eine

Modifikation der Partikel durchzufiihren, um ihre Aufnahme von den Zielzellen zu erleichtern.
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Es gibt verschiedene Methoden, um die Struktur oder Zusammensetzung von magnetischen
Nanopartikeln zu verdndern, so dass Oberflicheneigenschaften, elektrostatische Krifte usw.
optimiert werden konnen, um eine Aufnahme der Partikel in die Zellen zu favorisieren. Neben
der direkten Verdnderung der =zu applizierenden Partikel werden auch sogenannte
Transfektionsagenzien (TAs) eingesetzt. Durch die Komplexierung mit Transfektionsagenzien
soll eine verbesserte Aufnahme verschiedener Partikel oder Substanzen vor allem in nicht-
phagozytierende Zellen gewihrleistet werden, ohne die eigentliche Struktur der eingesetzten
Partikel verdandern zu miissen. Es gibt ein weites Spektrum verschiedener Transfektionsagenzien.
Hierzu gehoren z.B. virale Proteine [95;98] oder lipidgebundene Transfektionsagenzien. Diese
Methoden sind zwar effizient, aber oft weder frei verfiigbar, noch von den Gesundheitsbehorden
zugelassen [105], da sie Zellviabilitit und Proliferation vermindern konnen. So zeigen
lipidgebundene Transfektionsagenzien wie das Lipofectamine hohe Toxizitdt in niedrigen
Dosen, sowie eine Reduktion der Zellproliferation, wohingegen polykationische Substanzen, wie
das Polyamin HMW-PLL, eine niedrige Toxizitdt ohne signifikanten Verlust der
Zellproliferation bei effizienter Aufnahme durch Zellen zeigen und daher hiaufiger als TA
verwendet werden [106-108]. Der groBe Anteil der TAs ist noch nicht fiir den Einsatz im
humanen Organismus zugelassen, da die meisten einen toxischen Effekt zeigen, wenn sie in
unkomplexierter Form verabreicht werden [109]. In letzter Zeit hat jedoch ein neuartiges
polykationisches TA die Aufmerksamkeit der Wissenschaftler erlangt, das sogenannte
Protaminsulfat, welches in dieser Arbeit eingesetzt wurde.

Um die Aufnahme der VSOP-Nanopartikel durch Zellen zu verbessern, wurden diese an
Protaminsulfat gekoppelt. Das daraus resultierende VProt besitzt einen Gesamtdurchmesser von
ca. 25 nm und wurde in dieser Arbeit eingehend auf seine Zellbeladungsfihigkeit untersucht.
Protaminsulfat ist ein polykationisches, niedermolekulares (ca. 4000 Da) Molekiil, welches in
der Klinik als Antidot bei heparininduzierter Antikoagulation zugelassen ist [110;111], aber auch
zur Herstellung verbesserter Formeln von Insulin, wie dem NPH-Insulin, eingesetzt wird. Es
wird aus Fischrogen extrahiert und fiir die kompakte Konfiguration der DNA benétigt. Durch
seine argininreichen Doménen (ca. 60-70%) eignet sich das Protamin auch als sogenanntes
Transfektionsagens zur Einschleusung von Partikeln in die Zellen [112]. Polykationische Peptide
wie das Protamin verleihen den konjugierten Nanopartikeln eine positive Oberflichenladung, die
die Anheftung und Aufnahme iiber die Plasmamembran der Zellen erméglichen soll. Die
Aufnahme solcher Partikel erfolgt meist iiber endozytotische Mechanismen. Speziell die
Makropinozytose gilt als Aufnahmemechanismus fiir Proteine mit argininhaltigen Doménen, wie

dem Polyarginin, HIV-Tat-Protein, Liposomen und auch dem Protaminsulfat [81]. Dabei bildet

51



die Zelle Membranprotrusionen aus, die die Partikel umschlieBen und iiber Bildung eines
sogenannten Makropinosoms ins Zytoplasma einschleusen (Abb.21). Dies macht aus
Protaminsulfat ein geeignetes Transfektionsagens zur Einschleusung von Substanzen, Partikeln

oder auch Peptiden in die Zellen und liefert somit ein breites Anwendungsspektrum.
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Abbildung 21: Clathrin-vermittelte Makropinozytose als Aufnahmemechanismus flir Proteine mit argininhaltigen

Dominen. Diese Abbildung ist modifiziert nach Futaki et al. [113].

Dieses schlieit die Herstellung nicht-viraler Vektoren zur Transfektion von DNA in Zellen ein
[114;115]. Mit Protaminsulfat komplexierte DNA konnte ca. 100 Mal effektiver in Zellen
transfiziert werden, als mit PLL komplexierte DNA [116]. Ferner wurde die Transfektion von
Antisense-Oligonukleotiden in den Nukleus bereits in Modellen mit Blasen- oder
Prostatakarzinom erprobt [117]. Auch die nukleire Translokation des Ostrogenrezeptors in
Mammatumoren der Maus [118] ist schon gelungen. Das Ziel des GroBteils einiger dieser
Studien ist letztendlich die Entwicklung neuer Strategien fiir die intrazellulare
Medikamentenaufnahme [119]. Protamin besitzt zudem eine einzige reaktive Aminogruppe, das
N-terminale Prolin, sowie eine Carboxylgruppe am C-Terminus. Dies fazilitiert die gezielte
Anheftung von Fluorochromen oder Medikamenten an das Protein und liefert damit ein weiteres
Attribut dieses TAs.

Auch in der Doméne der magnetischen Zellmarkierung hat sich Protaminsulfat als TA schon
mehrfach bewédhrt. Es zeigte sich fiir die Beladung von humanen mesenchymalen und
hdmatopoetischen Stammzellen mit Eisenoxiden dem PLL als Transfektionsagens iiberlegen

[106] und ermoglichte ein effektiveres Zelllabelling von mesenchymalen Stammzellen als die
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Konjugation mit PLL oder der Einsatz der Elektroporation (ELP), ohne einen Einfluss auf
Vitalitdt, Proliferation oder Differenzierung der Zellen zu Kardiomyozyten zu zeigen [120].
Auch Arbab et al. konnten zeigen, dass die Beladung mit Protaminsulfat gekoppelten
Eisenoxiden weder die Funktion, noch die Differenzierung von héamatopoetischen und
mesenchymalen Stammzellen beeintriachtigte [121]. Dies legitimiert die Wahl von
Protaminsulfat als TA der Wahl zur Kopplung an VSOP zur Synthese eines verbesserten
Partikels, dem VProt.

6.3.1. HeLa-Zellen

Um der Frage nachzugehen, ob nach der Konjugation mit Protamin tatsdchlich eine
Verbesserung der Aufnahmefahigkeit der VSOP-Partikel eintritt, wurden zunidchst HeLa-Zellen
untersucht. Diese sind Zellen einer humanen Zervixkarzinomzelllinie, die wissenschaftlich
etabliert ist und haufig in der Doméne der Zellmarkierung eingesetzt wird, um neue Partikel und
deren Effizienz zu iiberpriifen [109;112;122-124]. Bei einer Inkubationszeit von 6h mit 1 mM
VProt konnte, gemessen anhand der Reduktion der T2-Zeit, eine Verbesserung der Beladung um
60,5% im Vergleich zur Inkubation mit gleicher Konzentration VSOP erreicht werden.
Besonders eindriicklich ist der Vergleich verschiedener Konzentrationen bei einer
Inkubationszeit von 4h. Hierbei stellte sich heraus, dass eine Konzentration von 0,05 mM VProt
ausreicht, um eine Verringerung der T2-Zeit um insgesamt 57,6% im Vergleich zu unbeladenen
Kontrollzellen zu erreichen. Die mit 1 mM VProt inkubierten Zellen erreichten hier sogar einen
Abfall der Relaxationszeiten um bis zu 95,7%. Diese Ergebnisse scheinen auch die mittels AAS
ermittelten Werte der Eisenbestimmungen widerzuspiegeln. Bei der Beladung mit VProt konnte
hier eine Eisenaufnahme von bis zu 93,59 pg pro Zelle verzeichnet werden. Dies stellt eine
signifikante Verbesserung der Partikelaufnahme dar, im Vergleich zu den Ergebnissen, die bis
dato durch andere Arbeitsgruppen erzielt werden konnten. Arbab et al. erreichte beim Einsatz
des Transfektionsagens Superfect zwar einen Eisengehalt von 15,18 pg Fe/Zelle, musste dafiir
jedoch eine hohe Toxizitdt fiir die Zellen beriicksichtigen, die zu einem irreversiblen Zellarrest
fithrte [109]. Beim Einsatz von FE-PLL konnte er eine Aufnahme von 10,25 pg/Zelle erreichen.
Hierbei wiesen beladene mesenchymale Stammzellen eine Mortalitit von 40% auf, wohingegen
HeLa-Zellen keine Alterationen im Vitalititsanteil aufwiesen. Dabei kann man spekulieren, ob
die grofere Toxizitdt der Partikel fliir mesenchymale Stammzellen auf eine erhohte proliferative
Aktivitit der HeLa-Zellen zuriickzufiihren ist oder vielleicht eine grofere Kapazitit zur

Metabolisierung des freien Eisens dazu beitrdgt. Es konnte gezeigt werden, dass maligne Zellen
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im Gegensatz zu anderen Zellpopulationen die Eigenschaft besitzen, den schidlichen Effekt
freier Radikale auf die DNA im Nukleus zu neutralisieren [125-127]. Auch dies konnte ein
beteiligter Mechanismus sein. Sicher ist jedoch, dass auch in dieser Arbeit HeLa-Zellen nach
Inkubation mit VProt einen exzellenten Vitalitdtsanteil aufwiesen, der durchschnittlich tiber 97%
lag.

Weiterhin konnte der Nachweis erbracht werden, dass nicht nur die nativen magnetischen
Nanopartikel VSOP keinen toxischen Effekt auf die Zellen ausiiben, sondern dass dies auch fiir
die mit Protamin gekoppelten Partikel VProt zutrifft. Dies steht im Einklang mit Arbeiten von
Pawelczyk et al. [124], in denen gezeigt werden konnte, dass FE-Pro Labelling fiir Zellen keine
Toxizitét aufweist. Das FE-Pro Labelling von HeLa-Zellen und mesenchymalen Stammzellen
resultierte zwar in einem transienten Abfall von TfR-1 mRNA- und Proteinlevel, sowie einem
transienten Anstieg der mRNA- und Proteinlevel des Ferritins, verursachte jedoch keinen
Anstieg an reaktiven Sauerstoffspezies und damit keine Anderung in MTT-Assays. Untermauert
werden diese Ergebnisse durch Studien von Arbab et al., in denen eine Beeintrachtigung der
Funktion oder Differenzierung von hamatopoetischen und mesenchymalen Stammzellen bei
Beladung mit FE-Pro ausgeschlossen werden konnte [106]. Ein wichtiger Bestandteil der
Forschung im Bereich der Zellbeladung ist sicherlich eben diese Untersuchung des Einflusses
der unterschiedlichen Kontrastmittel auf wverschiedene Parameter, wie der Zellvitalitit,
Zelldifferenzierung und -proliferation. Fiir einige der eingesetzten Partikel wurden schon
Auswirkungen auf diese Parameter beschrieben, wie beispielsweise eine verminderte

suppressorische Funktion CD25" regulatorischer T-Zellen [128].

6.2. T-Zellen

Auf diesen im HeLa-Zellkultursystem erhobenen Daten basierend, wurde das Protokoll zur
Beladung von T-Zellen erstellt und optimiert, um auch hier bei niedrigen Inkubationszeiten und -
konzentrationen eine moglichst effiziente Eisenaufnahme zu ermdglichen. So konnte schon nach
10h Inkubation mit 0,5 mM VProt im Durchschnitt eine 35,52% starkere Verkiirzung der T2-Zeit
im Gegensatz zum Versuchsansatz mit gleicher Konzentration von VSOP verzeichnet werden,
die in Ansidtzen bis zu 62% erlangte. Die Eisenaufnahme der T-Zellen konnte durch eine
Beladung mit 1 mM VProt auf bis zu 9,99 pg gesteigert werden. Dies stellt eine wesentliche
Verbesserung im Vergleich zu den {iblicherweise erreichten intrazelluldren Eisenkonzentrationen
bei der Beladung von T-Zellen dar. Diese liegen bei ca. 1-5 pg Fe pro T-Zelle, wohingegen bei
der Beladung mit phagozytierenden Zellen Aufnahmekapazititen von ca. 20 pg beobachtet

54



werden [81]. Eine weitere Methode, die auf den Einsatz von Antikorpern zuriickgreift,
ermdglichte Shapiro et al. die iiberwiegend extrazellulire Beladung mit Streptavidin-
beschichteten MIONs (monocristalline iron oxide particles) und erreichte somit eine
extrazelluldre Beladung von 60 pg Eisen pro Zelle [129]. Doch trotz dieser Fortschritte bleiben
die Beladung und in vivo Verfolgung von nicht-phagozytierenden Zellen wie T-Zellen weiterhin
eine Herausforderung, denn Methoden wie diese zeigen meist einen nachteiligen Effekt in Bezug
auf Zellvitalitit, Zellproliferation oder -differenzierung oder bieten nach wie vor nur eine
unzureichende Beladung der T-Zellen, sodass die Visualisierung einzelner Zellen nicht mdglich
ist. Die Beladungen mit VProt hingegen gingen mit einer sehr gut erhaltenen Vitalitit der Zellen
einher, die fiir Versuchsansitze mit VSOP und VProt gleichermalen iiber 97% lagen. Somit

erfillten auch die VProt-Partikel wichtige Kriterien fiir den in vivo Einsatz der Methode.

6.4. In vivo Applikation

6.4.1. Induktion der EAE

Die experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis ist ein anerkanntes Tiermodell der MS. Es
muss jedoch darauf hingewiesen werden, dass die Grenzen der Ubertragbarkeit von Ergebnissen
aus dem Mausmodell EAE noch nicht vollstindig geklirt sind. Die EAE unterscheidet sich in
vielerlei Hinsicht von der MS. So ist sie eine kiinstlich induzierte Erkrankung, die unter anderem
auf der Applikation von Substanzen basiert, die die Durchlissigkeit der BHS steigern,
sogenannter Adjuvanzien, wohingegen die MS eine spontan auftretende Erkrankung ist, bei der
der Pathomechanismus der erh6hten Durchlédssigkeit der BHS noch nicht bekannt ist. Ferner
beschrinkt sich die autoimmune Reaktivitit der T-Zellen in Modellen der EAE auf jeweils nur
ein Myelinpeptid, wie dem MBP, dem MOG, oder dem in dieser Arbeit angewendetem PLP.
Dies kontrastiert die Vielféltigkeit der autoimmunen Komponenten in der Pathogenese der MS.
Obwohl der Einsatz der EAE als Modell der MS zur Entwicklung neuer diagnostischer und
therapeutischer Strategien aus diesen Griinden nicht unumstritten ist [61;130], hat sich dieses
Modell mehrfach verdient gemacht. So konnten immerhin basierend auf den Ergebnissen aus
diesem Tiermodell die Zulassung diverser anti-inflammatorischer Substanzen, wie dem
Natalizumab oder dem Copaxone, erwirkt und neue Aspekte zur Pathogenese der MS, sowie
potentielle Surrogatmarker, von Ergebnissen aus diesem Modell abgeleitet werden [60;131].
Trotz der hier erwidhnten Limitationen hat das Modell der passiven EAE also bereits einen
signifikanten Beitrag zur Aufkldrung der Rolle der T-Zellen in der Pathogenese der MS, aber

auch im Design neuer therapeutischer Strategien, geleistet [132;133].
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Zur Klérung der Frage nach der erhaltenen Funktionalitit der mit VProt beladenen
enzephalitogenen T-Zellen, wurde daher in der hier vorgelegten Arbeit das Tiermodell der
passiven EAE bei SJL/J- Méusen eingesetzt. Dabei zeigte sich, dass die Méduse nach Applikation
beladener T-Zellen klinische Symptome einer EAE entwickelten. Die Progression dieser Klinik
entsprach dabei dem zuvor beschriebenen Verlauf im Modell der EAE [32]. Dies spricht fiir eine
erhaltene Enzephalitogenitdt der mit VProt beladenen Zellen und deutet auf keine bedeutenden
Funktionsalterationen hin.

Die Kinetik von Permeabilititsverdnderungen der BHS nach dem Transfer enzephalitogener T-
Zellen in SJL/L-Méiuse zeigte in einer systematischen Untersuchung, dass das rdumliche
Verteilungsmuster der Lasionen im ZNS der Maus, sowie die Priasenz klinisch blander Lisionen,
der multifokalen Verteilung der Lésionen entspricht, die bei MS-Patienten beobachtet werden
kann [32]. Es konnte also mitunter eine ausgeprigte subklinische Krankheitsaktivitdt im ZNS
festgestellt werden. Die Verteilung des Gadolinium-Leakage beschrénkte sich iiberwiegend auf
den Hirnstamm, periventrikulire Regionen, und das Cerebellum. Das im MRT beobachtete
Leakage-Muster des Gadolinium korrelierte somit ebenfalls mit dem bei EAE {iberwiegend
beschriebenen Muster. Diese Befunde unterstreichen widerum die erhaltene Funktionalitit der T-
Zellen, da sie offenbar an der gleichen Lokalisation Undichtigkeiten der BHS hervorrufen, wie
unbeladene, enzephalitogene T-Zellen [32]. Dariiberhinaus konnte nach histologischer
Aufbereitung des ZNS-Gewebes eine Ubereinstimmung zwischen den Bereichen des Gd-
Durchtrittes und ausgepragten inflammatorischen Zellinfiltraten in der H&E-Féarbung aufgezeigt

werden.

6.4.2. MRT

Die Beladung von Zellen ist mit unterschiedlichen Methoden moglich. Die Markierung von
Zellen mit Fluorochromen ermdoglicht z.B. lediglich die Abbildung eines spezifischen
Zeitpunktes durch histologische Aufarbeitung oder weitere invasive Verfahren. Der Einsatz von
Eisenoxiden hingegen erlaubt es, Zellen zu beladen und diese mittels nicht-invasiver
bildgebender Verfahren, wie dem MRT, iiber ldngere Zeit zu verfolgen. Durch die Anwendung
von T2*-Sequenzen wird die Signalintensitit der Gewebe, die Eisenoxide enthalten, hypointens.
Daher konnen beladene Zellen in T2*-gewichteten Sequenzen als hypointenses Signal detektiert
werden, wenn die Zellzahl pro Voxel, sowie der Eisengehalt pro Zelle, ausreichend sind. Um die
Diskrimination zwischen partikelinduzierten Signalen einerseits und Blutflussartefakten und

Gefillen andererseits zu gewdhrleisten, welche sich in T2*-gewichteten Sequenzen ebenfalls
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hypointens darstellen, wurden die Méuse mit einer Mischung aus Isofluran und 100% Sauerstoff
andsthesiert. Durch Verhinderung der Dilatation zerebraler Gefdlle wurden so Flussartefakte
verhindert und die Attribution des Signalverlustes zu beladenen Zellen im Gewebe ermoglicht
[134]. Das signalgebende Potential der mit VProt beladenen T-Zellen in vivo im MRT konnte in
dieser Arbeit gesichert werden. T-Zellen erzeugten im T2*-gewichteten MRT ein ausgeprigtes
hypointenses Signal nach intrathekaler Injektion. Dieses signalgebende Potential, die Fahigkeit
zur Auslosung einer EAE, sowie die effektive Beladung der applizierten T-Zellen sind
essentielle Faktoren, um eine in vivo Bildgebung nach intravendser oder intraperitonealer
Applikation zu ermdglichen. Es sind jedoch nicht die einzigen Faktoren, die eine Rolle spielen.
Die T-Zellen bleiben trotz Beladung enzephalitogen, doch wieviel VProt die Zellen in vivo
tatsdchlich beinhalten bleibt spekulativ. Weiterhin muss darauf hingewiesen werden, dass noch
nicht bekannt ist, ob ausschlieflich diejenigen Zellen enzephalitogen bleiben, deren VProt-
Gehalt durch Dilution nach Zellteilung oder durch initial mangelnde Beladung, zu gering ist, um
ein sichtbares Signal in T2*-gewicheten MRT-Aufnahmen zu verursachen. Enzephalitogene T-
Zellen konnten initial weniger gut beladen sein oder durch vermehrte Teilungsfahigkeit mehr
VProt aus dem Zytoplasma eliminieren. Dies wiirde dazu fiihren, dass die exogen zugefiihrten,
ins ZNS eingewanderten enzephalitogenen T-Zellen eine zu geringe Beladungsdichte aufweisen,
um eine geniigende Signalintensitdt im MRT zu erreichen. Ein in vitro Proliferationsassay
mittels CFSE konnte hier Aufschluss bringen. Doch nicht nur die Beladungsdichte, sondern auch
die lokale Zelldichte beladener Zellen konnten die Signalgebung beeinflussen. Noch wissen wir
nicht, wieviele beladene Zellen nétig sind, um ein sichtbares Signal durch VProt beladene Zellen
zu erzielen. Auch eine zu diffuse Verteilung der Zellen im ZNS konnte zu einem Ausbleiben des
Signals im MRTs fiihren. Wenn die Migration nur weniger Zellen ins ZNS ausreicht, um eine
EAE zu induzieren, ist es ferner moglich, dass zu wenige T-Zellen ins Parenchym einwandern,
um ein Signal zu erzeugen. Da die Pathogenese der EAE nicht hinreichend geklért ist, konnten
wir noch nicht sagen, ob die im ZNS nachgewiesenen Zellen, die die EAE induzieren, die ex vivo
beladenen injizierten T-Zellen oder endogene T-Zellen darstellen, die womdglich von den
exogen zugefiihrten T-Zellen peripher aktiviert wurden.

Dies sind wichtige Parameter die beriicksichtigt werden miissen, wenn es in Zukunft darum geht,
die markierten Zellen in vivo einzeln zu verfolgen und sichtbar zu machen.

Ein weiterer Parameter, der bei dieser Untersuchung beriicksichtigt werden muss, ist die Zeit
zwischen Applikation der Zellen und der Suche nach ihnen mittels Bildgebung, denn noch ist
nicht klar in welchem zeitlichen Zusammenhang Gd-Leakage und Zellinfiltration stehen. Unter

Einsatz von VSOP konnte bereits gezeigt werden, dass Gd-anreichernde Lisionen, die fiir einen
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BHS-Schaden sprechen, dem Auftreten neurologischer Symptome vorausgingen [32]. Dies stiitzt
die These, dass die Korrelation der klinischen Verldufe, sowohl bei der EAE, als auch bei der
MS, mit den MRT-Befunden kaum gegeben ist und wir nicht wissen, wieviel Zeit zwischen
Infiltration des Parenchyms durch T-Zellen und der klinischen Manifestation der Erkrankung
vergeht. Auch Arbeiten von Floris et al. suggerieren, dass das Auftreten von Undichtigkeiten der
BHS bei Ratten an einer sehr frithen Stelle im Krankheitsprozess der EAE zu stehen scheint und
noch vor der Infiltration monozytirer Zellen eintritt, die durch die Injektion von USPIOs sichtbar
gemacht werden konnte. Die durch Gd-Austritt offenbarte erhdhte Permeabilitit der BHS
korrelierte hierbei allerdings mit dem Auftreten neurologischer Symptome [135]. Weitere
Arbeitsgruppen bestétigen, dass die Infiltration monozytérer Zellen und der Zusammenbruch der
BHS zwei zeitlich und 6rtlich unabhéngige inflammatorische Prozesse sind [136;137]. Dousset
et al. konnten diese Ergebnisse in einer MRT-Studie mit MS Patienten nachvollziehen [138].
Hier bestand teilweise eine Korrelation zwischen USPIO enthaltenden Lésionen und Gd-
anreichernden Orten, diese konnten aber auch unabhingig voneinander auftreten. Dies zeigt,
dass ein lokaler BHS-Schaden zunichst nicht mit einem Parenchymschaden einhergehen muss.
Es zeigt weiterhin, dass eine Destruktion des ZNS-Gewebes nicht unbedingt von einer erh6hten
Durchléssigkeit der BHS begleitet werden muss. Dies untermauert die Heterogenitit der MS-
Liasionen und die Komplexitit der pathogenen Mechanismen die hinter der Erkrankung stehen.
Auch in dieser Hinsicht dhneln sich die MS und ihr Mausmodell, die EAE.

Beim in vivo Einsatz im Mausmodell, der EAE, wird in Zukunft nicht nur das Gehirn, sondern
auch das Riickenmark im Fokus stehen miissen, wenn es darum geht die Pathomechanismen der
EAE aufzukldren. Es wurde in der Vergangenheit gezeigt, dass ein Grofteil des pathologischen
Geschehens im Modell der passiven EAE (pEAE) sich auf Ebene des Riickenmarkes abspielt, im
Gegensatz zur aktiven EAE (aEAE), wo der Fokus des Krankheitsgeschehens vor allem im
Gehirn liegt [139]. In der EAE an SJL/J Maiusen wird, basierend auf den Ergebnissen
neuropathologischer Studien, eine aszendierende Ausbreitung der Erkrankung angenommen, die
vom sakralen Riickenmark aufsteigt [140;141]. Die Beobachtung der Einwanderung von T-
Zellen ins Riickenmark konnte somit ein addquater Endpunkt fiir weitere Studien sein. Dies setzt
jedoch eine technische Ausstattung mit Riickenmarksspulen fiir das eingesetzte Kleintier-MRT
voraus. Anderson et al. konnten zeigen, dass T-Zellen nach 6-9h Inkubation mit
dextranbeschichteten Fe-PLL Partikeln im Riickenmark an EAE erkrankter Mduse mittels MRT
visualisiert werden konnten [96].

Fazit ist, dass histologische Methoden und die Kontrastmittelgabe im MRT nicht geniigen, um
die Fragestellung nach der Pathogenese der EAE und letztendlich der MS, aber auch weiterer
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Erkrankungen zu kldren. Daher ist dringend eine Verfeinerung der hier eingefiihrten Methode
notig, um die Prozesse auch auf zelluldrer Ebene ergriinden zu kénnen. Diese Fragen gilt es in
Zukunft zu kliren. Diese Arbeit legt mit der Entwicklung einer neuen Beladungsmethode mit
dem innovativen magnetischen Nanopartikel VProt den imminent wichtigen Grundstein fiir die
Beantwortung dieser Fragen, sowie flir die weitere Entwicklung dieser innovativen Technik zur

in vivo Visualisierung einzelner Zellen im MRT.

7. Zusammenfassung

Die MS ist heute die hiufigste diagnostizierte neuroinflammatorische Erkrankung. Obwohl die
MS bereits 1868 erstmals von Jean-Marie Charcot beschrieben wurde, sind wir heute immernoch
nicht dazu in der Lage, eine friihzeitige Diagnose der Erkrankung zu stellen, die eine friihere
Initialisierung der Therapie erlauben wiirde. Neben der klinischen Untersuchung bildet die
kernspintomographische Diagnostik den zweiten wichtigen Pfeiler zur Diagnostik und Kontrolle
des Krankheitsverlaufes, sowie des Therapieansprechens der MS. Es ist daher von essentieller
Bedeutung, mehr iiber die Korrelation von Klinik und inflammatorischer Aktivitit im ZNS mit
kernspintomographischen Befunden in Erfahrung zu bringen. Dazu ist es notwendig, Methoden
zur Aufklidrung der Pathomechanismen, die hinter der Erkrankung stehen, zu entwickeln. Auf
zelluldrer Ebene ist dies durch die in vivo Verfolgung markierter Immunzellen moglich. Eine
effektive nicht-invasive Methode ist die Markierung der Zellen mit magnetischen Nanopartikeln
und die sich anschlieende Visualisierung mittels MRT. Obwohl bislang mehrere Versuche
unternommen wurden, Lymphozyten in vivo zu verfolgen [79;93;96-99;142;143], gestalten sich
die Internalisierung magnetischer Nanopartikel und damit auch die Bildgebung weiterhin
schwierig. Doch die Nachfrage beziiglich neuer Methoden zur Verfolgung von Lymphozyten in
lebendigen Organismen steigt stetig mit der zunehmenden Einsicht, dass Lymphozyten auch in
der Pathogenese von Erkrankungen eine Rolle spielen, denen zuvor keine immunologische
Komponente zugewiesen wurde, wie dem Morbus Alzheimer [144] oder dem Schlaganfall
[5;91;145].

In dieser Arbeit wurden neuartige sehr kleine, mit Zitrat beschichtete magnetische Nanopartikel,
sogenannte VSOP-Partikel, zur Beladung von enzephalitogenen T-Zellen eingesetzt. Diese sind
kleiner als die iiblicherweise eingesetzten, von Polymeren umhiillten, magnetischen Nanopartikel
und erfahren zudem durch das Zitrat eine zusitzliche elektrostatische Stabilisierung, die die
Labellingeigenschaften verbessert [56]. In verschiedenen Arbeiten konnte bisher gezeigt werden,

dass natives VSOP zur Visualisierung von Makrophagen in einem Modell der zerebralen
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Ischdmie [57] und der EAE [32] eingesetzt werden konnte. Der Grofteil der Arbeitsgruppen
konzentriert sich auf die Markierung und Verfolgung solcher zur Phagozytose befahigten Zellen,
da sie diese Partikel bereitwillig ingestieren.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass durch die Komplexierung von VSOP an
Protaminsulfat sowohl die Beladung von HeLa-Zellen, als auch die von T-Zellen signifikant
verbessert werden konnten. Bereits nach einer Inkubationszeit von 6h mit 1 mM VProt zeigten
HeLa-Zellen eine ausgepréigte Eisenaufnahme, die sich in einem signifikanten Abfall der T2-
Relaxationszeiten widerspiegelte. Dieser Abfall der Relaxationszeiten stellte eine um 60,3%
starkere Abnahme der Relaxationszeiten dar, als bei der Beladung von Zellen mit derselben
Konzentration nativen VSOPs erreicht werden konnte. Dies bestiétigt die effektivere Aufnahme
der VProt-Partikel.

Daraufthin wurde ein Beladungsprotokoll fiir T-Zellen erstellt. Durch den Einsatz von VProt
konnten nicht nur Inkubationszeit und Beladungskonzentration verringert werden, sondern auch
die Eisenaufnahme der Zellen um ein Vielfaches im Gegensatz zur Beladung mit nativem VSOP
verbessert werden. Dabei konnte eine signifikant verbesserte Aufnhahme der VProt-Partikel in T-
Zellen erzielt werden. Bei einer Inkubationszeit von 10h konnte bei Inkubation mit 1 mM VProt
im Vergleich zur Beladung mit VSOP eine um 42% verkiirzte Relaxationszeit erreicht werden,
die als Surrogatparameter fiir die Menge aufgenommener magnetischer Eisenpartikel fungiert.
Dabei wurde groBen Wert darauf gelegt, die intakte Funktionalitit der markierten T-Zellen
nachzuweisen. Dazu wurde der Versuch unternommen, mit beladenen enzephalitogenen T-
Zellen eine EAE zu induzieren. Die Durchflusszytometrie zeigte fiir diese Zellen in vitro einen
Vitalititsanteil, der mit dem der Kontrollzellen vergleichbar war. Ferner entwickelten die Méuse
post injectionem eine EAE, deren klinischer Verlauf mit dem der Kontrollméuse iibereinstimmte.
Ein weiterer wichtiger Parameter, die Verteilung des Gd-Leakage im T1-gewichteten MRT,
entsprach ebenfalls dem von Kontrollmiusen. Beladene T-Zellen waren somit Dank ihres
erhaltenen enzephalitogenen Potenzials weiterhin dazu in der Lage eine EAE auszulosen. Um
den Beleg fiir das Vorhandensein der inflammatorischen Aktivitdt im ZNS zu fiihren, wurden
histologische Verfahren herangezogen. Dabei konnte mittels Hdmatoxilin und Eosin (H&E)-
Féarbung ein fiir die EAE als typisch geltendes Verteilungsmuster der Zellinfiltrate beobachtet
werden, welches mit dem des Gadoliniumaustrittes tibereinstimmte. Um der Frage nachzugehen,
ob sich mit VProt beladene T-Zellen grundsétzlich im Gehirn mittels MRT visualisieren lassen,
wurden diese intrathekal verabreicht. Unmittelbar nach der Applikation konnten in T2*-
gewichteten Sequenzen ausgeprigte hypointense Signale nachgewiesen werden, die beweisend

fiir das hohe signalgebende Potential der mit VProt beladenen T-Zellen in vivo ist.
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Die im Rahmen dieser Dissertation erarbeitete Methode soll die Grundlage dafiir schaffen, eine
Antwort auf offene Fragen zur Pathogenese der MS zu finden. Sowohl der zeitliche Verlauf der
Invasion des ZNS, als auch die rdumliche Verteilung der pathogenen autoimmunen T-Zellen im
ZNS und der Zusammenhang zu Permeabilititsverdnderungen der BHS sind Aspekte der
Pathogenese, die es noch zu kldren gilt. Dies konnte Implikationen flir die Frithdiagnostik der
Erkrankung, sowie fiir die Erstellung individueller Therapieprotokolle haben, die auf die
verschiedenen Formen der MS abgestimmt werden konnten und den Einsatz neuer
therapeutischer Ansitze ermdglichen wiirden.

Die Markierung und Verfolgung von Zellen des Immunsystems sind fiir eine Vielfalt von
Erkrankungen ein Schliisselfaktor zur Aufklidrung der Pathomechanismen und damit zur
Erstellung neuer Therapeutika. Neben dieser Anwendung in Feldern mit immunologischem
Schwerpunkt, eroffnet diese Forschung in der Doméne der Nanopartikel die Tiir zu einem sehr
viel umfangreicheren Einsatzspektrum der VProt-Partikel. Neben der Verfolgung von
Immunzellen besteht auch das Potential zur Beladung und Verfolgung weiterer Zellpopulationen,
wie Stammzellen im Bereich der regenerativen Medizin oder malignen Zellen im Rahmen der
onkologischen Forschung. Die Partikel bieten ein breites Anwendungsspektrum zur Erstellung
und Uberwachung neuartiger diagnostischer und therapeutischer Methoden. Auch die
Beobachtung des migratorischen Verhaltens von Stammzellen in  verschiedenen
Krankheitsmodellen bendtigt die Entwicklung neuer Verfahren zur in vivo Visualisierung
einzelner Zellen. Ferner beschrinkt sich der Einsatz dieser magnetischen Nanopartikel nicht
ausschlieBlich auf die Internalisierung letzterer, sondern auch zur Kopplung an spezifische
Antigene oder Antikorper konnen sie eingesetzt werden. Durch die Kopplung magnetischer
Nanopartikel an spezifische Antikorper oder Aptamere als Liganden ist ein FEinsatz zur
Ermittlung von Inflammationsherden [146-148] und dem friihzeitigen Aufspiiren und Monitoring
von Tumorherden durch nicht-invasive Bildgebung in Erprobung [149;150]. Auch die gezielte
Applikation von Chemotherapeutika ist in Zukunft durch diese Methode denkbar [151;152]. Das
Potential von VSOP ist bei nachgewiesener guter Biovertriaglichkeit, hoher Beladungskapazitit
und starker T2* Signalausldschung immens. Sie kdnnten zusitzlich zu Informationen tiber die
Implikation verschiedener Zelltypen im Pathomechanismus auch iiber die Rolle verschiedener
spezifischer Antigene oder die Wirkung innovativer Medikamente auf die Akteure im
Krankheitsgeschehen Aufschluss geben. Die im Rahmen dieser Arbeit etablierte Methode der
Zellmarkierung liefert somit die Grundlage fiir die Weiterentwicklung von Techniken zur

Verfolgung verschiedener Zellpopulationen und deren Zellinteraktionen in vivo.
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