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2. KINLEITUNG

Fettgewebe kann sich nicht selbst erneuern, wenn es geschédigt wurde [Kokai et al., 2019].
Fiir die Rekonstruktion von geschadigtem bzw. fehlendem Gewebe gibt es in der plasti-
schen und rekonstruktiven Chirurgie eine Vielzahl an Behandlungen. Nach statistischen
Erhebungen der American Society of Plastic Surgeons wurden im Jahr 2018 5,8 Mio.
rekonstruktive Eingriffe durchgefiihrt, davon iiber 75 % nach Tumorresektionen. Insgesamt
kann von 2008 - 2018 in den USA ein Anstieg an rekonstruktiven Eingriffen um rund 18
% verzeichnet werden [American Society of Plastic Surgeons, 2019] [American Society of
Plastic Surgeons, 2008|. Dies zeigt den stéandig wachsenden Bedarf an Transplantaten, die
neben der Oberflachenrekonstruktion auch die biologische Funktion des zu ersetzenden
Gewebes iibernehmen koénnen.

Trotz intensiver Forschungsarbeit ist die rekonstruktive Medizin noch immer auf der
Suche nach einem geeigneten Weichgewebeersatz. Bis heute hat sich noch kein ideales
und nachhaltiges Verfahren fiir die lokale Weichgewebsaugmentation herauskristallisiert.
Das ,,Adipose tissue engineering® stellt einen neuen Losungsansatz dar. Derzeit bleiben auf
diesem Forschungsgebiet weiterhin Fragen offen, wie ein langfristiger Volumenersatz in
viwo ortsstindig generiert werden kann.

Bei der Anwendung des tissue engineering zum Gewebe-Volumenersatz miissen natiirlich
auch Risiken bedacht und intensiv untersucht werden. Dabei zéhlt die Abwanderung von
applizierten Stammzellen in ortsferne Gewebe und Organe zu den bekannten Risiken, die
es zu untersuchen gilt. Unter anderem bergen die applizierten Stammzellen aufgrund ihres
multipotenten Differenzierungsverhaltens das Risiko fiir die Bildung von Tumoren. In der
vorliegenden Arbeit wurde das Distributionsverhalten der adipogenen Stammzellen in
einem Mausmodell untersucht. Dabei wurde der Fokus auf die Abwanderung der ASC in
lebenswichtige Organe wie Gehirn, Leber, Niere gelegt. Die dabei gewonnenen Ergebnisse

wurden statistisch ausgewertet und mit der aktuellen Literatur verglichen.

2.1 Weichgewebsdefekte

Subkutanes Fettgewebe prigt die Kontur des gesamten Korpers und ist damit mafgeblich
an der aukeren Erscheinung des Menschen beteiligt. Weichgewebsdefekte fiihren zu Ein-

schrinkungen der Funktion und Asthetik bis hin zur Entstellung. Die betroffenen Patienten
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leiden haufig unter Stigmatisierung, Beeintrachtigung sozialer Kontakte, gesellschaftlicher
Isolation und professioneller und finanzieller Benachteiligung. Diese Faktoren miinden
nicht selten in eine psychische Erkrankung [de Avila et al., 2013] [Frejman et al., 2013].
Die Rekonstruktion und Substitution von Weichteilgewebe kann bei betroffenen Patienten
den Leidensdruck verringern [Choi et al., 2010].

Es kann zwischen angeborenen und erworbenen Weichgewebsdefekten unterschieden werden.
Erworbene Weichgewebsdefekte konnen traumatisch, postoperativ z. B. nach Mastektomie
oder anderen Tumoroperationen, autoimmun, medikamentos und infektios bedingt sein.
Als Therapie stehen verschiedene Formen des Weichgewebsersatzes zur Verfiigung. Haufig
verwendete Methoden sind die autologe Fettgewebstransplantation oder die Verwendung
alloplastischer und allogener Materialien [Haneke, 2014].

Auch im Bereich der dsthetischen Chirurgie besteht ein Bedarf an Weichgewebsersatzmate-
rialien, um altersbedingte Verédnderungen zu korrigieren. Derzeit gingige Filler-Materialien
wie Kollagen und Hyaluronsaure sind allerdings nicht dauerhaft, sodass die Applikation in
regelméfiigen Abstédnden wiederholt werden muss. Des Weiteren bergen die Applikation

von Hyaluronsdure und Kollagen durchaus Risiken, die im Folgenden beschrieben werden.

2.2 Verfahren des Weichgewebsersatzes

2.2.1 Autologe Fetttransplantation

Die autologe Fetttransplantation ist eine weitverbreitete Methode um kleine Weichgewebs-
defekte zu decken. Beim sogenannten Lipofilling wird korpereigenes Fettgewebe aspiriert
und nach Aufbereitung in Form von Zentrifugation und Sedimentation in das Defekt-
areal injiziert [Coleman, 1995| [Gabriel et al., 2015]. Diese Methode ist aufgrund ihrer
geringen Komplikations- bzw. Nebenwirkungsrate, guten Biokompabilitit, sowie schnellen
und einfachen Verfiigharkeit, geringen Donormorbiditat und geringen Kosten der heutige
Standard of Care fir Weichgewebsrekonstruktionen [Paolini et al., 2014] [Kasem et al.,
2015] [Prantl et al., 2016] [Bellini et al., 2017|. Jedoch stellt sich die kurz anhaltende,
schwer vorhersagbare Volumenstabilitiat dieses Verfahrens als nachteilig dar [Kaufman
et al., 2007].

Das Hauptproblem besteht in der insuffizienten Vaskularisation, die zur Nekrose, Resorption
und damit verbundenem Volumenverlust fithrt. Aufserdem wird bei der Aspirationslipekto-
mie ein Teil der Adipozyten zerstort und spater im Gewebe resorbiert, wodurch es ebenfalls
zu Volumenverlust und Bildung von Olzysten und Bindegewebe kommen kann [Delay
et al., 2009].

Der Volumenverlust variiert zwischen 25-80 %, wobei das Volumen circa drei bis vier
Monate nach dem Eingriff konstant bleibt [Kglle et al., 2013] [Wang et al., 2015]. Da auto-
loge Fetttransplantationen oft mit einem unvorhersehbaren Volumenverlust einhergehen,

wurden Methoden zur Verbesserung der Volumenstabilitat entwickelt. Der sogenannte

2
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zellassistierte Lipotransfer (CAL) beschreibt die Anreicherung von Fetttransplantaten
mit adipogenen Stammzellen (ASC), mit dem Ziel einer verbesserten Volumenstabilitét
des Fettimplantats. Yoshimura et al. (2010), Koh et al. (2012) und Kglle et al. (2013)
beschrieben in ihren klinischen Studien signifikant verbesserte Transplantat-Retentionen
bei ASC angereicherten Fetttransplantaten. Auch die systematische Literaturrecherche
von Rasmussen et al. (2017) zeigte verbesserte Langzeitergebnisse der Fetttransplantate
bei Verwendung der CAL.

Malik et al. (2019) untersuchte autologe Fetttransplantate als Therapieméglichkeit von
schmerzhaften Amputationsstiimpfen. Fiir diese Studie wurden Patienten ausgewéhlt, die
aufgrund von starken Schmerzen im Bereich des Stumpfes keine Prothese tragen konnten.
Der Fallgruppe wurde mit SVF angereichertes autologes Fett in den Narbenbereich des
Stumpfes transplantiert. Die Kontrollgruppe erhielt lediglich die autologe Fetttransplanta-
tion. Patienten beider Gruppen zeigten eine verminderte Schmerzsymptomatik im Bereich
des Amputationsstumpfes. Bei den Patienten der Fallgruppe konnte nach 6 Monaten eine

verbesserte Volumenstabilitit des Fettimplantats nachgewiesen werden.

2.2.2 Mikrochirurgischer Gewebetransfer

Im Rahmen von grofsen Weichteildefekten, zum Beispiel nach Tumoroperationen im Kopf-
Halsbereich, ist die lokal-regionale und freie Lappenplastik die Therapie der Wahl. Diese
konnen entweder gestielt mit den zugehorigen blutversorgenden Gefifsen und Nerven oder
frei durch Blutversorgung aus Blutgefifsen der neuen Umgebung transplantiert werden.
Die Vaskularisation groftvolumiger Transplantate wird durch den Anschluss von Trans-
plantatgefafsen an die Empfangergefafse ermoglicht. Allerdings kénnen die Lappenplastiken
mit langen Operations- und Hospitalisationszeiten, starker Narbenbildung und Morbiditat
im Bereich der Entnahmestelle, sowie einem erhohten Infektionsrisiko einhergehen |[Chang
et al., 2016 [Sun et al., 2017].

In der Literatur wird deshalb weiterhin {iber die optimale Behandlungsstrategie bei Kopf-
Hals-Rekonstruktionen diskutiert. Sun et al. (2017) beschreibt in seiner Studie ein signifikant
haufigeres Auftreten von Himatomen, Wundheilungsstérungen und Dehiszenzen bis hin
zu kompletten Lappenverlusten und notfallméfigen Reoperationen bei freien Plastiken im
Vergleich zu gestielten Plastiken. Im Gegensatz dazu kommt |Gabrysz-Forget et al., 2019]
zu dem Ergebnis, dass freie Lappenplastiken im Gegensatz zur Pectorallappenplastiken
(PMMF) mit einer geringeren Empféngermorbiditét, weniger Infektionen, Dehiszenzen
und Hamatomen bei Patienten assoziiert sind. Jedoch weisen freie Lappenplastiken oft
langere Operationszeiten, hohere Kosten und haufigere postoperative Revisionen auf.
O’Neill et al. (2010) und Hsing et al. (2011) prisentieren in ihren Studien eine Uberle-
genheit der freien Lappenplastik gegeniiber der gestielten beziiglich der Verstandlichkeit
der Sprache der Patienten nach den Eingriffen. Nach O’Neill et al. (2010) ermdglichen

die freien Plastiken durch ihre verstarkte Mobilitdt und Nachgiebigkeit eine verbesserte
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Artikulation. Hingegen beschreibt Zhang et al. (2014) eine schlechtere Artikulation der
Patienten mit einer freien Lappenplastik.

Zusammenfassend sollte die Wahl der Rekonstruktionsmethode immer individuell unter
Betrachtung der Patientenvoraussetzungen getroffen werden. Grundsétzlich scheinen freie
Lappenplastiken eine geeignete Rekonstruktionsmethode fiir jiingere, relativ gesunde Pati-
enten mit niedriger ASA-Klasse zu sein. Nichtsdestotrotz kdnnen gestielte Lappenplastiken

in speziellen Indikationen bevorzugt werden.

2.2.3 Alloplastische und allogene Materialien

Alternative Ansétze zur Augmentation stellen die alloplastischen und allogenen Materialien
dar, wie z.B. Teflon, Silikon, humanes oder bovines Kollagen und Hyaluronsdurepraparate.
Abhéngig von der Persistenz des Volumens kann man zwischen nicht-permanenten und
permanenten Fillern unterscheiden.

Nicht-permanente, biologisch abbaubare Filler wie Kollagen oder Hyaluronsdure werden
héufig zum Ausgleich kleinerer Gewebedefizite wie beispielsweise zur Faltenbehandlung,
genutzt. Durch die Resorption der Materialien besteht kein langfristiger Gewebeersatz,
sodass die Behandlungen wiederholt werden miissen, um einen langfristigen Effekt zu
erzielen [Funt et al., 2013]. Hyaluronséurederivate sind die am héufigsten benutzten nicht-
permanenten Filler in Amerika und Europa, deren Effekt im Schnitt 6-18 Monate anhéalt
[American Society of Plastic Surgeons, 2019].

Nicht-biologisch abbaubare, permanente Filler wie Polymethylmetaacrylat (PMMA) und
Silikon losen Fremdkorperreaktionen aus, die wiederum die Kollagensynthese von Fi-
broblasten anregt. Das Kollagen lagert sich anschlieffend um die nicht resorbierbaren
Mikrosphéren der Filler ab und fiithrt somit zu einem Volumenzuwachs [Hilinski et al.,
2009]. Beim Vergleich der beiden Filler PMMA und Hyaluronséure wiesen Hyaluronséure-
filler mit identischem Injektionsvolumen ein erhohtes Risiko fiir Embolien auf [Nie et al.,
2019].

Nebenwirkungen konnen bei allen dermalen Fillern auftreten. Abhéngig von der Art des
Fillers variieren die moglichen Komplikationen, sowie das zeitliche Auftreten dieser |Zielke
et al., 2008]. Allerdings kann der permanente Charakter der nicht-resorbierbaren Filler zu
langer anhaltenden und schwieriger zu behandelnden Komplikationen fithren. Zu den mog-
lichen Komplikationen zihlen unter anderem Erytheme, Odeme, Schmerzen, Infektionen,
Granulombildung, bis hin zu lokalen Gewebsnekrosen und allergischen Reaktionen [Funt
et al., 2013].

2.3 Tissue Engineering

Unter dem Tissue Engineering versteht man ein interdisziplinidres Gebiet aus Medizin,

Natur-, Ingenieur- und Informationswissenschaften mit dem Ziel, Gewebesubstitute fiir

4
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ein verletztes oder fehlendes Gewebe zur Wiederherstellung, Erhaltung und Verbesserung
von Gewebefunktionen zu entwickeln [Borges et al., 2003] [Muschler et al., 2004].

Zur Herstellung dieser Gewebe werden, wie in der vorliegenden Arbeit ersichtlich, folgende
Schritte eingeleitet: Zunéchst erfolgt die Gewinnung der Zellen aus dem frisch exzidierten
Gewebe. Anschliekend werden die Zellen kultiviert, sodass sie bis zum Erreichen von
Zellkonfluenz proliferieren. Danach erfolgt die Besiedlung der Trager in vitro, um diese
abschliefsend in vivo zu implantieren.

Eine weitere Moglichkeit besteht in der intraoperativen Gewinnung von Stammzellen,

welche anschlieffend zeitnah im OP in die Defektstelle reappliziert werden.

2.3.1 Tissue Engineering im Mausmodell

Um eine erfolgreiche Implantation humaner Stammzellen im Mausmodell zu gewahrleisten,
ist eine Vertréglichkeit mit dem Empfangerorganismus entscheidend. Im Versuchsaufbau
wurden SCID-Mause verwendet, bei denen aufgrund ihres dreifachen Immundefekts eine
Immunreaktion infolge der Implantation humaner Zellen unterdriickt wird. Somit wird
eine xenogene Implantation ermdoglicht [Sundberg et al., 1994]. Im Rahmen der Studie
von Frerich et al. (2012) wurde bereits die Implantation adipogener Vorlauferzellen auf
Kollagencarriern bei SCID-Méausen umfangreich untersucht. Hier zeigte sich eine Differen-
zierung der adipogenen Vorlauferzellen in Fettgewebe innerhalb weniger Tage, allerdings
wird schlieflich ein Volumenverlust des Implantats {iber einen Zeitraum von vier Monaten
beobachtet. Fettgewebe ist ein dreidimensionales Gewebe, das bis zu einer maximalen
Strecke von 100 pm durch Diffusion suffizient mit Sauerstoff versorgt werden kann [Hosogai
et al., 2007]. Bei groferen dreidimensionalen Fettgewebskonstrukten reicht die Diffusion zur
Erhaltung der Zellen nicht mehr aus. Die Geféfie aus dem umliegenden Gewebe spriefien erst
nach circa acht Tagen ein und gelangen anfanglich nur in den Randbereich des Konstrukts.
Die Zellen im Zentrum des Konstrukts werden unzureichend versorgt und sterben ab [Suga
et al., 2010] [Eto et al., 2012]. Somit besteht die Problematik, die implantierten Fettzellen
vor dem Absterben zu schiitzen. Aufbauend auf diesen Erkenntnissen wurde im hiesigen
Versuchsmodell auf Kollagencarrier mit einer Partikelgrofse unter 1 mm zuriickgegriffen,
um eine ausreichende Diffusion zu gewéhrleisten. Des Weiteren erméglicht die geringe
Grofse der Kollagenpartikel eine subkutane Implantation, die mit einer geringen Invasivitét
und damit reduzierten Empfangermorbiditét einhergeht.

Im Rahmen des Tissue Engineering waren folgende Eigenschaften von Zellen von Vorteil:
Die Zellen sollten minimalinvasiv gewonnen werden konnen, in grofsen Mengen verfiighar
sein, reproduzierbar kultiviert werden konnen, ihr Proliferations- und Differenzierungsver-
halten sollte vorhersehbar und steuerbar sein und sie sollten in autologes und autogenes
Gewebe transplantiert werden kénnen. Dabei scheinen hMSC ideale Eigenschaften aufzu-
weisen. Stammzellen besitzen die Fahigkeit zur Selbsterneuerung und Differenzierung in

unterschiedlichste Gewebetypen [Zuk, 2013]. Humane mesenchymale Stammzellen (hMSC)
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gehoren zu den adulten Stammzellen und weisen ein multipotentes Differenzierungsverhal-
ten auf. Sie konnen sich in verschiedene Zelltypen, beispielsweise Adipozyten, Monozyten,
Fibrozyten, Chondrozyten und Osteozyten differenzieren [Baksh et al., 2004] [Tang et al.,
2012| [Fernandez Vallone et al., 2013]. Thre Funktion besteht unter anderem in der Regene-
ration und Reparatur im Rahmen von Wundheilungsprozessen nach Gewebeschadigung
[Coradeghini et al., 2010] [Caruana et al., 2015] [Simonacci et al., 2017].

Dabei kénnen humane mesenchymale Stammzellen unter anderem aus Knochenmark (bone
marrow derived stem cells, BMSC) und Fettgewebe (adipose derived stem cells, ASC)
gewonnen werden. Aufgrund des geringen Komplikationsrisikos und der hohen Dichte an
MSCs wird haufig die Gewinnung aus dem Fettgewebe bevorzugt. ASC konnen leicht und in
grofsen Mengen aus dem subkutanen Gewebe per Liposuktion gewonnen und anschliefend
isoliert und kultiviert werden |Zuk et al., 2001].

Aufgrund ihrer Eigenschaften kann man sie idealerweise beim Fettgewebs-Engineering
verwenden. Die adipogenen Vorlauferzellen (ASC) sind im Vergleich zu den reifen Adipo-
zyten resistenter gegeniiber Ischdmie, Mangel an Nahrstoffen und mechanischem Stress,
letztere sind deshalb schlechter transplantierbar. Somit kénnen die sogenannten adipogenic
derived stem cells den Zeitraum der anfinglich fehlenden Vaskularisation des Konstrukts
tiberdauern [von Heimburg et al., 2001a| [von Heimburg et al., 2001b] [Suga et al., 2010].
In Betracht der einfachen Gewinnung, guten Verfiigbarkeit und des hohen Differenzierungs-
und Proliferationspotentials wurden die ASC fiir den Versuchsaufbau der vorliegenden

Arbeit verwendet.

2.4 Biomaterialien zur Formstabilitat

Ein Ziel des Fettgewebs-Engineering stellt die Volumen- und Formstabilitdt des Transplan-
tats dar. Da die alleinige Transplantation der ASC dies nicht gewéhrleisten kann, wird
iiber den Einsatz von Scaffolds versucht, die Stabilitdt anfanglich zu ermoglichen. Der
Scaffold sollte biovertréiglich und resorbierbar sein und als Tréger fiir die Besiedlung mit
Zellen dienen. Idealerweise wiirde der Scaffold resorbiert werden, wenn die implantierten
Zellen selber ein stabiles Konstrukt gebildet hatten.

Auf der Suche nach einem geeigneten Scaffold stehen biologische und synthetische Mate-
rialien zur Verfiigung. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden Kollagenpartikel unter
1 mm Durchmesser benutzt. Vorteile dieses Materials bestehen in der guten Biovertréag-
lichkeit, der einfachen Besiedlung, sowie der Méglichkeit der geringinvasiven subkutanen
Injektion. Hingegen wird sich vermutlich die geringe Formstabilitat und schnelle Resorption

des Materials nachteilig auswirken.
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2.5 Darstellung mittels MRT

Die Kernmagnetresonanz beruht auf den Eigenschaften von Atomkernen mit ungerader
Protonenzahl z.B. Wasserstoff (H"). Diese besitzen im Grundzustand einen Drehimpuls
(Kernspin), welcher einen magnetischen Dipolmoment bedingt.

Der menschliche Korper besteht zu ca. 60 % aus Wasser und damit zu einem groften Teil
aus dem Proton Wasserstoff. Somit eignen sich wasserhaltige Gewebe im Gegensatz zu
knochernen Gewebe besonders gut zur MRT Darstellung [Hiinerbein, 2017]|. Ohne ein
aufseres Magnetfeld liegen im Korper die Dipole ungeordnet vor und kompensieren sich
gegenseitig. Bei Anlage eines dufseren Magnetfeldes richten sich die magnetischen Dipole
entlang der Feldlinien, parallel oder antiparallel, aus. Ein grofserer Teil an Protonen nimmt
die energetisch giinstigere Parallelposition ein. Dadurch entsteht eine Nettomagnetisierung
(longitudinale Mz)|[Hiinerbein, 2017|. Die Protonen bewegen sich kreiseldhnlich um die
Langsachse des Magnetfeldes, was man als Prézession bezeichnet. Die Prazessionsfrequenz
ist abhéngig von der Stéarke des dufseren Magnetfeldes und der stoffspezifischen Konstante
|[Kremers, 2017]. Durch einen definierten Hochfrequenzimpuls (HF) wird Energie auf die
Protonen iibertragen. Der Summenvektor der Spins wird um einen bestimmten Winkel
ausgelenkt und rotiert nicht mehr in Z-Richtung, sondern in der xy-Ebene. Dadurch sinkt
die longitudinale Magnetisierung (Nettomagnetisierung) und es entsteht die sogenannte
Transversalmagnetisierung (Mxy). Gleichzeitig wird die Prazessionsbewegung der Spins
synchronisiert [Kremers, 2017|. Nach der Anregung kehren die Protonen wieder in ihren
Grundzustand zuriick. Diesen Vorgang nennt man Relaxation. Man unterscheidet zwischen
longitudinaler und transversaler Relaxation. Die longitudinale Relaxation beschreibt die
Riickkehr der Protonen in Lingsmagnetisierung (Z-Richtung) unter Energieabgabe an die
Umgebung |Reith, 2011]. Die Zeitkonstante der Langsmagnetisierung heifst T1 und ist die
Zeit in ms, nach der sich 63 % der Langsmagnetisierung wieder erholt hat [Kremers, 2017].
Die transversale Relaxation beschreibt den Verlust der transversalen Magnetisierung durch
die Dephasierung der Spins ohne Energieabgabe an die Umgebung. Die Transversalre-
laxation beinhaltet zwei Komponenten: T2 beschreibt den Energieaustausch unter den
Spins, wahrend T2* den zusétzlichen Phasenzerfall durch konstante Inhomogenitiaten
charakterisiert.

Benachbarte Spins verursachen lokale, schnell wechselnde Magnetfeldinhomogenitaten
(Spin-Spin-Wechselwirkung). Diese fithren zur Dephasierung der einzelnen Spins. Die Zeit
in ms, in der 63 % der Protonen dephasiert sind, wird als Zeitkontante T2 bezeichnet
[Reith, 2011] [Kremers, 2017].

Das MRT-Gerét selbst und der Koérper der untersuchten Person bedingen eine immer
gleich starke Inhomogenitat des dukeren Magnetfeldes. Diese konstanten Inhomogenitéten
bewirken eine beschleunigte transversale Relaxation und somit einen rascheren Signal-
abfall als T2 |[Reith, 2011]. Die Zeitkonstante dieses Prozesses ist T2*. Da das Signal

in T2* grundsétzlich schneller abfillt als in T2, werden kiirzere Echozeiten und auch
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kiirzere Repetitionszeiten bendtigt, was zu einer kiirzeren Messzeit fiihrt. Der Grofsteil an
Inhomogenitaten, die den T2*-Effekt oder auch Suszeptibilititseffekt ausmachen, tritt an
Grenzflachen auf oder entsteht durch lokale magnetische Felder, z.B. durch den Einsatz
von eisenoxidhaltigen Partikeln [Reith, 2011].

Unterschiedliche Gewebearten kénnen somit abhéngig von ihrer Protonendichte anhand
ihrer unterschiedlichen T1- und T2-Eigenschaften von einander abgegrenzt werden. Was-
serhaltige Gewebe wie z.B. Liquor erscheinen aufgrund ihrer langen T1 und T2 Zeiten in
T1-gewichteten Sequenzen dunkel und in T2 gewichteten Sequenzen hell. Im Vergleich
dazu besitzt Fettgewebe eine kurze T1- und T2-Zeit und stellt sich in T1- als auch T2-
gewichteten Sequenzen hell dar. Abhéngig von den gewichteten Parametern einer Messung,

z.B. Time-to-echo oder Time-to-repetition, entstehen jeweils anders kontrastierte Bilder.

2.5.1 MRT zur Eisendarstellung

Wie bereits erwédhnt verursachen Eisenmolekiile Magnetfeldinhomogenitéten, die zu ei-
ner Dephasierung der in der Ndhe befindlichen Protonenspins fiihren. Dies bedingt eine
beschleunigte transversale Relaxation, was zu einem Signalabfall in T2 fiihrt. In der T2-
Sequenz stellen sich eisenhaltige Gewebe schwarz dar [Schonnagel et al., 2013|. Man kann
Eisen im Gewebe mittels MR-Technik durch die Spin-Echo- (SE), sowie die Gradienten-
Echo-Methode (GRE) darstellen [Wood et al., 2008|.

Bei der Spin-Echo-Methode werden nach einem 90°-Impuls die wieder dephasierten Pro-
tonen nach einer festgelegten Zeit mit einem 180°-Impuls rephasiert. Es wird somit ein
zweites Signal, das sogenannte Spin-Echo erzeugt. Die Zeit zwischen der Applikation des
90°-Impulses und der maximalen Amplitude des Echo-Signals wird als , Time-to-echo” (TE)
bezeichnet. Die TE kann unterschiedlich lang gewahlt werden. Mit langerer Echozeit sinkt
die Signalintensitét (schlechteres Signal zu Rausch Verhéltnis) und steigt der Kontrast
zwischen den Geweben. Die Gradienten-Sequenz (GRE) benutzt ein zusétzlich starkes
Magnetfeld (Gradient), um die Protonen zu resynchronisieren. In der Spin-Echo-Sequenz
wird die Relaxationszeit als T2 und in der GRE-Sequenz als T2* bezeichnet. Anstatt der
Relaxationszeit wird oftmals der Begriff der Relaxationsrate R2 und R2* benutzt. Hierbei
handelt es sich um reziproke Werte der jeweiligen Zeitkonstanten.

R2 =1000/T2

R2x = 1000/T2%

Der Faktor 1000 wird eingefiigt, da T2 und T2* in ms und R2 und R2* in reziproken
Sekunden angegeben werden. Die Relaxationszeit R2* verhélt sich proportional zur Eisen-
konzentration [Stark et al., 1985].

In dieser Arbeit wurden die MRT-Messungen der Region of Interest (ROI) zur Eisenvisua-

lisierung in der T2 sowie der R2* Sequenz durchgefiihrt.
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2.6 Einsatz von Nanopartikeln als Kontrastmittel in

der Bildgebung

Nanopartikel werden in der medizinischen Diagnostik und experimentellen Forschung
verwendet, um einzelne Zellverbéande, bestimmte Gewebe oder Strukturen sichtbar zu
machen. Das Tracking, also die Nachverfolgung von Stammzellen mittels MRT im lebenden
Organismus, konnte mit der Verwendung superparamagnetischer Eisenoxidpartikel (SPIO)
erfolgreich gezeigt werden [Kedziorek et al., 2010] [Li et al., 2013| [Azevedo-Pereira et al.,
2019] [Siegmund et al., 2017] [Kasten et al., 2015]. Partikel unter 30 nm verhalten sich
superparamagnetisch, da die verwendeten Kristalle kleiner als die magnetischen Doma-
nen sind. Superparamagnetismus bezeichnet die Eigenschaft, dass nach Abschalten des
magnetischen Feldes keine Remanenzmagnetisierung bleibt [Bean et al., 1956]. Bei den
verwendeten Nanopartikeln handelt es sich um ultra-small SPIO (USPIO) mit einem
Durchmesser von unter 30 nm.

Aufgrund der superparamagnetischen Eigenschaften sowie der geringen Zytotoxizitat eignen
sich SPIO zum cell tracking [Kolecka et al., 2017| [Mishra et al., 2018]. Dabei ermdoglicht
die Internalisierung der Nanopartikel ein Real time tracking der Zellen innerhalb von
Geweben iiber einen lingeren Zeitraum. Basierend auf dem Suszeptibilitiatseffekt bewirken
eisenhaltige Kontrastmittel einen Signalabfall in der T2 gewichteten Sequenz, der sich als
hypointenses Areal darstellt [Lawaczeck et al., 2004] [Schénnagel et al., 2013].

In T2 gewichteten Sequenzen zeigen SPIOs sowohl in vitro als auch in vivo eine hohe
Auflésung, sodass bereits kleine Zellverbdande im MRT dargestellt werden kénnen. Auch
iiber einen Zeitraum von mehreren Wochen bis Monaten weisen SPIOs eine gleichbleibende
Intensitdt im MRT auf [Himmelreich et al., 2009] [Struys et al., 2013] [Kasten et al., 2015]
[Siegmund et al., 2017|. Diese Langzeitstabilitdt und Sensitivitdt eignet sich besonders
fiir die Durchfiithrung von longitudinalen Studienmodellen wie den hier verwendeten Ver-
suchsaufbau.

In vorausgegangenen Studien konnte nachgewiesen werden, dass BNF-Starch Partikel im
Vergleich zu Nanomag-D-Spio Partikeln zwar einen groferen Einfluss auf das Differenzie-
rungsverhalten der ASC ausiiben, aber bessere MRT-Detektionseigenschaften aufweisen
[Kasten et al., 2014]. Aufgrund dessen wurde sich in der hier vorliegende Fragestellung
entschieden, die Markierung der Zellen mit BNF-Starch-Partikeln vorzunehmen, um auch

eine geringe Anzahl von Stammzellen visualisieren zu kénnen.
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2.7 Fragestellung und Uberlegungen zum

Versuchsmodell

Die Suche nach einem stabilen und nachhaltigen Fettgewebsersatz stellt noch immer eine
Herausforderung in der medizinischen Forschung dar. Im Rahmen dieser Arbeit wurden
Kollagen-Carrier mit humanen mesenchymalen Stammzellen besiedelt und SCID-Mé&usen
subkutan injiziert, um einen Fettgewebsaufbau zu erméoglichen.

Vor dem Hintergrund einer potentiellen klinischen Anwendung soll die Frage geklért werden,
ob die eingebrachten Stammzellen ortssténdig verbleiben und an der Geweberegeneration
teilnehmen oder in angrenzende Gewebe und andere Organe abwandern. Die Detektion der
Nanopartikel-markierten Stammzellen erfolgte mittels MRT. Die Distribution injizierter
mesenchymaler Stammzellen war bereits Gegenstand mehrerer Studien [Gao et al., 2001]
[Kurtz, 2008] [Jing et al., 2008| [Hu et al., 2012|. Allerdings beziehen sich diese Studien vor-
wiegend auf die intravenose, intramedulldre, intraspinale, intraartikulére, intraperitoneale
und intraarterielle Implantation von Stammzellen. Des Weiteren wird zumeist der Frage
nach lokalen Reaktionen im Implantatgebiet sowie in einzelnen Organen nachgegangen.
Im Rahmen dieses Versuchsvorhabens wurde die Distribution der subkutan lokal inji-
zierten Stammzellen im Gesamtorganismus betrachtet. Dafiir wurden den Tieren der
Versuchsgruppe +NP mit Nanopartikeln (NP) markierte ASC subkutan injiziert. Die
Versuchstiere der Versuchsgruppe +NP /Koll erhielten auf Kollagen-Carriern (Koll) be-
findliche, nanopartikuldr (NP) markierte ASC. Als Kontrolle dienten die Versuchtiere
der Kontrollgruppe K, denen unmarkierte ASC auf Kollagentragern subkutan appliziert
wurden. Die Uberlegungen zum Versuchsaufbau basieren auf vorausgegangenen Studi-
en zur Fettgewebsregeneration mit humanen adipogenen Stammzellen im SCID-Modell
[Weinzierl et al., 2006] [Frerich et al., 2012] [Kasten et al., 2015]. Unter Beachtung der

zuvor dargelegten Uberlegungen wurde die Bearbeitung folgender Fragen Ziel dieser Arbeit:

- Erfolgt eine Abwanderung der markierten Stammzellen nach einer s.c. Applikation?

Wenn ja: Welche Organe sind betroffen?
- Kann die Distribution der Zellen mittels MRT eindeutig detektiert werden?

- Wie lange kénnen die subkutan injizierten Stammzellen am Ort der Injektion detek-

tiert werden?

- Bildet sich ein form- und volumenstabiles Fettgewebe am Ort der Injektion?
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3. MATERIAL UND METHODEN

3.1 Charakterisierung der Stammzellen

Die internationale Gesellschaft fiir Stammzelltherapie erstellte 2006 die Definition der
mesenchymalen Stammzelle anhand von drei Kriterien: Dazu zéhlen die Plastikadhérenz,
eine spezifische Oberflachen-Antigen-Expression und ihr multipotentes Differenzierungspo-
tential [Horwitz et al., 2005]. Laut erstem Kriterium miissen die MSC plastikadhérent sein,
wenn sie unter standardisierten Kulturbedingungen gehalten werden. Zweitens muss der
Nachweis mittels Durchflusszytometrie erbracht werden, dass > 95 % der MSC Population
die Oberflachenantigene CD105, CD73 und CD90 exprimieren. Weiterhin muss das Fehlen
der Expression der Antigene CD45, CD34, CD11 oder CD11b, CD79a oder CD19 und
HLA Typ II bei > 98 % der Zellen nachgewiesen werden. Drittens miissen die Zellen
die Eigenschaften aufweisen, sich in wvitro unter Standardbedingungen in Osteoblasten,
Adipozyten und Chondroblasten differenzieren zu kénnen [Dominici et al., 2006] [Zimmerlin
et al., 2010].

In der vorliegenden Arbeit stiitzt sich die Charakterisierung der adipogenen Stammzellen
unter anderem auf Untersuchungsergebnisse vorheriger Forschungsarbeiten von Zimmerlin
et al. (2010) und Weinzierl et al. (2006).

Mittels Phasenkonstrastmikroskopie konnten die ASC wéahrend des Versuchs beobachtet
werden. Abbildung 3.1 zeigt adipogene Stammzellen vier Tage nach der Aussaat. Wahrend
des gesamten Untersuchungszeitraumes zeigte sich ein plastikadhédrentes Verhalten der

adipogenen Stammzellen.

Abbildung 3.1 Phasenkontrastmikroskopische Aufnahme adipogener Stammzellen, welche aus
humanem Fettgewebe isoliert wurden. (Messbalken—=100 pm, Vergroferung 1:10)
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3.2 Isolation, Amplifikation und Vorbereitung

adipogener Stammzellen

Fiir den Versuch wurden adipogene Stammzellen aus humanem, subkutanem Fettgewebe
gewonnen. Vor dem operativen Eingriff wurden die Patienten ausfiihrlich iiber die Verwen-
dung des adipogenen Gewebes aufgeklart und eine schriftliche Einverstandniserklédrung
eingeholt. Die Verwendung wurde vom Ethikkomitee der Universitdtsmedizin Rostock
unter der Nummer A 2014-0092 genehmigt.

Die Gewinnung des Fettgewebes erfolgte mittels Liposuktion wiahrend planméfiger, opera-
tiver Routineeingriffe in der Klinik fiir Mund-, Kiefer- und Plastische Gesichtschirurgie
der Universitdtsmedizin Rostock. Bei den Proben handelte es sich um Fettgewebe, das
beispielsweise im Bereich der Bauchdecke und Glutealregion im Rahmen von Liposuktionen
entfernt wurde oder als Uberschussmaterial beim Lipofilling iibrig blieb. Dabei bestand bei
den Patienten durch die Probenentnahme zu keiner Zeit ein Gewebedefizit im Bereich der
Entnahmestelle. Die Fettgewebsprobe umfasste ein Volumen von circa 5 ml. Der Transport
der Fettgewebsprobe ins Labor erfolgte mittels eines sterilen Transportmediums, welches
sich aus IMDM (Fisher Scientific GmbH, Schwerte) und GlutaMAX F12 (Fisher Scientific
GmbH, Schwerte) im Verhéltnis 1:1 sowie Penicillin/Streptomycin (Fisher Scientific GmbH,
Schwerte) zusammensetzte. Die Isolierung der ASC aus dem Fettgewebe sowie sdmtliche
im Folgenden beschriebenen Arbeiten im Labor wurden unter sterilen Bedingungen an
einer Sicherheitswerkbank (Herasafe, Haraeus Holding GmbH, Hanau) mit autoklavierten
Materialien bzw. Geréten und sterilfiltrierten Losungen durchgefiihrt. Materialien und
Gerite, die mit humanem Zellmaterial in Kontakt kamen, wurden mit 70 % Alkohol
desinfiziert oder durch Autoklavieren sterilisiert.

Jeweils 30 ml Fettgewebe wurde mit 5 ml PBS (Biochrom GmbH, Berlin) und 5 ml
Kollagenase NB4 (SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg) in einem 50 ml Falkon-Tube
(Fisher Scientific GmbH, Schwerte) vermischt. In den folgenden 30 Minuten erfolgte die
Inkubation bei 37 °C und 5 % CO,. Anschlieffend wurde das Substrat sieben Minuten
bei 1200 rpm zentrifugiert (Eppendorf Centrifuge 5804R, Eppendorf AG, Hamburg), der
Uberstand verworfen und das Zellpellet mit Standardmedium, bestehend aus 44,5 %
IMDM (Fisher Scientific GmbH, Schwerte), 44,5 % F12 Nut Mix (Fisher Scientific GmbH,
Schwerte), 10 % NKS (Fisher Scientific GmbH, Schwerte) und 1 % Penicillin-Streptomycin
(Fisher Scientific GmbH, Schwerte), resuspendiert.

Die Zellsuspension konnte anschliefsend fiir weiterfiihrende Untersuchungen auf T25-
Kulturflaschen (25 cm?, Cellstar, Greiner Bio One, Frickenhausen) ausgesiit und im
Brutschrank (Binder, Tuttlingen) bei 37 °C mit einer relativen Luftfeuchtigkeit von 95 %
und einem CO,-Gehalt von 5 % inkubiert werden. Um die Zellen zur Proliferation anzure-
gen, wurde an jedem zweiten Tag der Wachstumsfaktor bEGF (Merck KGaA, Darmstadt)

abhingig von der Grofe der besiedelten Kulturflaschen ins Medium gegeben. Alle zwei bis
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drei Tage erfolgte der Mediumwechsel. Dafiir wurde zundchst das Medium abgesaugt, die
adhérenten Zellen mit PBS gespiilt und zur weiteren Kultivierung erneut Kulturmedium
hinzugefiigt. Die Passagierung der Zellen erfolgte bei einem Konfluenzgrad der Zellen von
80-90 %. Fiir das notwendige Splitten wurden die Zellen vorerst mit 10 % PBS gespiilt
und anschlieftend mittels Trypsin/EDTA-Losung (Fisher Scientific GmbH, Schwerte) von
der Kulturflasche abgelost. Die enzymatische Reaktion wurde nach Ablosen aller Zellen
durch die Zugabe von Kulturmedium gestoppt, die Zellsuspension anschliefend in 50 ml
Falkon-Tubes iiberfiihrt und fiinf Minuten bei 1200 rpm zentrifugiert. Der Uberstand
wurde abgenommen, die Zellen in Kulturmedium resuspendiert und nun auf nachstgréfiere
Kulturflaschen (75 cm?, Cellstar, Greiner Bio One, Frickenhausen) ausgesit. Zeigten sich
die Zellen dieser nach einigen Tagen wieder konfluent, erfolgte die erneute Passagierung der
Zellen auf 175 cm? grofe Kulturflaschen (175 cm?, Cellstar, Greiner Bio One, Frickenhau-
sen). Diese Zellen konnten nun fiir die Markierung mit BNF-Starch Partikeln verwendet

werden.

3.3 Nanopartikel

Bei den verwendeten bionisierten Nanoferrit (BNF)-Starch-Partikeln handelt es sich
um 20-25 nm grofe eisenoxidhaltige Nanopartikel mit einem multikristallinen Kern aus
Eisenoxidkristallen. Die von der Micromod GmbH (Warnemiinde) fiir die Versuche zur
Verfiigung gestellten BNF-Starch Partikel wurden mittels eines Core/Shell-Verfahrens
hergestellt, bei dem das Eisen zuerst in alkalischem Milieu ausgeféllt, unter hohem Druck
homogenisiert und anschliefend mit Stérke umhiillt wird [Grittner et al., 2007]. Daraus
resultieren multikristalline Partikel mit einem Kern aus multiplen Magnetit-Kristallen und
einer Starke-Hiille. Das Magnetit bedingt den superparamagnetischen Effekt, welcher fiir
die spezifische Darstellung im MRT benétigt wird.

Basierend auf Erkenntnissen vorangegangener Studien von Kasten et al. (2014) zeigten
BNF-Starch Partikel keine zytotoxischen Effekte, sodass davon auszugehen ist, dass keine
Gewebeschidigungen oder thermischen Effekte zu erwarten sind. Jedoch zeigten ASC
unter dem Einfluss von BNF-Starch Partikeln eine konzentrationsabhéngige Verringerung
der adipogenen Differenzierung [Kasten et al., 2014]. Da im hiesigen Versuch die MRT-
Detektionseigenschaften fiir die Frage nach der Distribution der ASC eine iibergeordnete
Rolle spielten, wurden BNF-Starch Partikel ausgewéhlt, um auch eine geringe Anzahl von

abgewanderten Stammzellen visualisieren zu konnen.

3.3.1 Partikelmarkierung der ASC

Die Partikelmarkierung der Zellen erfolgte einen Tag nach der Zellaussaat auf die T175-
Zellkulturflaschen. Um eine Aufnahme der BNF-Starch Nanopartikel (Mikromod GmbH,
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Warnemiinde) in die Zellen zu ermoglichen, erfolgte vorher eine Beschichtung mit Poly-D-
Lysin (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen). Dabei handelt es sich um ein synthetisches
Polymer der Aminosiaure D-Lysin, das durch eine Anderung der Oberflichenspannung
eine verbesserte Zelladhésion und Proteinabsorption ermdéglicht. Somit ist eine verbesserte
Adhésion und Inkorporation der Nanopartikel moglich. Anschlieffend wurde die Partikel-
suspension zu den Zellen gegeben. Am darauf folgenden Tag wurden die Kollagencarrier
(Medical Biomaterial Products GmbH, Neustadt-Glewe) mit den markierten Zellen besie-
delt. Mittels Durchlichtmikroskopie (Axiovert 40 CFL, Carl Zeiss GmbH, Jena) konnte die
erfolgreiche Markierung der Zellen mit BNF-Starch-Nanopartikeln {iberpriift werden.

3.3.2 Live-Dead-Assay zur Bestimmung der Zellvitalitidt nach

Partikelmarkierung

Der Live-Dead-Assay erfolgte zur Bestimmung der Vitalitdt humaner adipogener Stammzel-
len nach der Nanopartikelmarkierung in Abhéngigkeit von unterschiedlichen BNF-Starch-
Konzentrationen. Der Beobachtungszeitraum zur Bestimmung der Vitalitat der Zellen
betrug eine Woche. In vorangegangenen Studien konnten bereits fehlende zytotoxische
Effekte bis zu einer BNF-Starch-Konzentration von 50 pg Fe/ml nachgewiesen werden
|[Kasten et al., 2014]. Da im vorliegenden Versuchsaufbau eine héhere Konzentration von
100 pug Fe/ml verwendet wurden, erfolgte im Voraus der Live-Dead-Assay der markierten
ASC, um zytotoxische Effekte hoherer Konzentrationen auszuschliefsen. Dafiir wurden
26.000 Zellen/cm? auf einer 24-Well-Platte ausgesit. Am darauffolgenden Tag erfolgte die
Partikelmarkierung mit BNF-Starch-Partikeln der Konzentrationen 0, 50, 75 und 100 ug
Fe/ml. An Tag drei und sieben wurden die Zellen mit PBS gewaschen und anschliefsend
mit Calcein-AM, Ethidium Homodimer-1 (EthD1) und Hoechst angeférbt und unter dem
Mikroskop mit Hilfe von Filtern unterschiedlicher Wellenlénge visualisiert. Vitale Zellen
wurden mittels Calcein-AM griin und die Kerne der apoptotischen Zellen mittels Ethidium
Homodimer-1 rot angefirbt. Mit Hoechst 33342 (blau) erfolgte die Gegenférbung der Zell-
kerne. Mit Filtern der Wellenldnge 495-515 nm konnten die mit Calcein-AM angeférbten
vitalen Zellen dargestellt werden. Filter der Wellenlénge 495-635 nm ermoglichten die
Darstellung der mit Ethidium-Homodimer angefirbten Zellkerne apoptotischer Zellen und
Filter der Wellenlénge 460-490 nm konnten Zellkerne aller mit Hoechst gefarbten Zellen
visualisieren. Die Ergebnisse des Live-Dead-Assays wurden mittels Aufnahmen des Invert-
Phasenkonstrastmikroskops (Axiovert 40 CFL, Carl Zeiss GmbH, Jena) dokumentiert.

Calcein-AM ist eine nichtfluoreszierende Esterverbindung, die passiv durch die Zellmem-
bran in die Zelle diffundieren kann. Im Zytoplasma lebender Zellen wird Calcein-AM durch
Esterasen zu Calcein gespalten. Dieses ist in der Lage, Calciumionen zu komplexieren,
woraus ein griin fluoreszierender Chelatkomplex entsteht (ex/em 495 nm/515 nm). In
toten Zellen bleibt durch die fehlenden aktiven Esterasen eine Fluoreszenz aus. Der fluo-

reszierende Chelatkomplex kann anschlieffend die Zellmembran nicht mehr eigenstindig
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tiberwinden und verbleibt in der Zelle [Coder, 2001].

EthD-1 kann im Gegensatz zu Calcein-AM nur durch beschidigte Membranen apoptoti-
scher Zellen eindringen und anschlieffend an die DNA binden. Dies fiihrt zu einer 40fachen
Amplifikation der Fluoreszenz (ex/em 495 nm /635 nm) und somit zur spezifischen Farbung
der Nuclei apoptotischer Zellen [Coder, 2001].

Hoechst ist ein zellgéngiger Farbstoff, welcher an die DNA bindet und bei einer Wellenldnge
von 460 bis 490 nm blau fluoresziert. Somit kénnen die Zellkerne spezifisch angeférbt
werden [Latt et al., 1976].

3.3.3 Ferrozin-Assay

Der Ferrozin-Assay erfolgte zur Quantifizierung der Eisenaufnahme in die adipogenen
Stammzellen. Zu Beginn wurden 26.000 Zellen/cm? ausgesit und am folgenden Tag mit
den Nanopartikelkonzentrationen 0, 50, 75 und 100 pug Fe/ml markiert. Anschlieflend
wurden die Zellen trypsiniert, gezéhlt und mit 1 ml NaOH (1,0 mol/1, Morphisto GmbH,
Frankfurt am Main) in ein 15 ml Tube gefiillt. Am Tag des Ferrozin-Assays erstellte der
Untersucher eine Eichgerade mit den Eisenkonzentrationen 0/ 0,3/ 0,6/ 0,9/ 1,2/ 1,5/
2,25/ 3/ 3,75/ 4,5 ug Fe. Diese diente spéater als Referenz, um die Eisenkonzentration der
Zellen zu bestimmen.

Die Zellpellets der Proben wurden mit 50 mM NaOH der Firma Morphisto GmbH versetzt
(Frankfurt am Main). Durch die Zugabe von 600 pl iron releasing reagent konnte das Eisen
aus dem Komplex mit Proteinen gelost werden. Iron releasing reagent wurde aus 4,5 pro-
zentigem KMnO4 (VWR International GmbH, Darmstadt) und 0,5 mol/1 HCl (Morphisto
GmbH, Frankfurt am Main) im Verhéltnis 1:4 direkt vor der Verwendung frisch angesetzt.
Nach einer zweistiindigen Inkubationszeit bei 60 °C auf dem Schiittelinkubator (Labnet
International, Edison, USA) erfolgte die Abkiihlung der Proben auf Raumtemperatur und
anschliefsende Hinzugabe von 100 pl iron detection reagent. Das iron detection reagent
wurde kurz zuvor aus 6,5 mMol Ferrozin (Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen), 6,5
mMol Neocuproin (Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen), 2,5 Mol Ammoniumacetat
(Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen) und 1 Mol Ascorbinsidure in HoO der Firma
VWR International GmbH (Darmstadt) angesetzt. Ferrozin bildet als Eisenchelator fiir
zweiwertiges Eisen einen violettfarbigen Eisen(II)-Ferrozin-Komplex. Diese Farbreaktion
konnte anhand der optischen Dichte (OD) mittels Tecan-Reader Infinite M200 (Tecan,
Ménnedorf, Schweiz) bei einer Wellenldnge von 540 nm photometrisch erfasst und quan-
tifiziert werden. Im Anschluss wurden die gemessenen Eisenkonzentrationen der Proben
durch die Anzahl der Zellen geteilt, um die Eisenaufnahme pro Zelle zu berechnen [Riemer
et al., 2004] [Harris, 2014].
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3.3.4 BerlinerBlau/ Kernechtrot-Farbung

Fiir den Nachweis der Partikelinternalisierung in die adipogenen Stammzellen wurden
die BerlinerBlauFarbung und Kernechtrot-Gegenfarbung durchgefiihrt. Berliner Blau ist
ein synthetischer Farbstoff, der zu einer Reduktion von dreiwertigem zu zweiwertigem
Eisen fiihrt. Dadurch werden blaue Préazipitate gebildet, die die Nanopartikel-Markierung
indirekt nachweisen. Vor der Farbung wurden je 20.000 Zellen/cm? und 30.000 Zellen/cm?
in einer 12-Well-Platte ausgesit und am folgenden Tag mit BNF-Starch Partikeln markiert.
Die Markierung der Zellen erfolgte mit 50, 75 und 100 ug Fe/ml. Nach dreimaligem
Spiilen der Zellen mit PBS (VWR International GmbH, Darmstadt) wurden die Zellen
mit 4 % PFA (VWR International GmbH, Darmstadt) fixiert. Anschliefsend erfolgte
die BerlinerBlauFarbung durch Zugabe von Blutlaugensalzlosung, bestehend aus 2 %
Kaliumhexacyanoferrat(II) und 1 % Salzséure der Firma Morphisto (Morphisto GmbH,
Frankfurt am Main) im Verhéltnis 1:1. Nach einer 20 miniitigen Inkubationszeit wurden
die Zellen erneut zwei Mal mit PBS gespiilt und darauffolgend mit einer 1 % Kernechtrot-
Aluminiumsulfat-Losung (Merck Chemicals GmbH, Darmstadt) gegengefirbt. Abschlieftend

konnten die Zellen mikroskopiert und zur Dokumentation abfotografiert werden.

3.4 Kollagen-Carrier

Das Kollagen wurde von der Firma Medical Biomaterial Products GmbH (Neustadt-Glewe)
in Form von Partikeln fiir die Versuche zur Verfiigung gestellt. Nach Herstellerangaben
erfolgte die Gewinnung aus der Haut von Schweinen. Dabei wurde das Kollagengeriist durch
verschiedene chemische Behandlungsschritte von Fett und zelluldren Bestandteilen getrennt.
Anschliefend wurden die gewonnenen Haute zerkleinert und zu einer 1 % Kollagensus-
pension gemahlen. Es folgte ein Gefriertrocknungsprozess und eine Gamma-Sterilisierung.
Die Kollagenvliese wurden darauthin mittels einer Fritsch Pulverisette 19 zerkleinert und
anschliefsend ausgesiebt, um eine Partikelgréfie unter 0,1 mm zu garantieren. Am Ende
des Herstellungsprozesses hat das porcine Kollagen einen Kollagengehalt von 94 %.

Vor Versuchsbeginn wurden die Kollagentrager in Formaldehyd-Dampf sterilisiert, um
eine bessere Quervernetzung des Kollagens und damit eine verminderte Resorbierbarkeit
dieser zu erreichen. Dies erfolgte mittels einer Dampf-Formaldehyd-Sterilisation bei einer
Temperatur von 60-75 °C iiber einen Zeitraum von 90 Minuten in der Zentralsterilisation
der Universitdtsmedizin Rostock. Anschliefsend wurden die Partikel trocken gelagert und
man lief sie iiber einen Zeitraum von mindestens einer Woche ausliiften. Zuséatzlich wurden
die Kollagen-Carrier alle 24 Stunden fiir mindestens 14 Tage mit 10 % NKS/PBS-Losung
gewaschen. Im Anschluss erfolgte eine quantitative Bestimmung des Formaldehyd-Gehaltes,
um eventuelle Riickstdnde zu detektieren.

Bei einem HCHO-Gehalt von 0 mg/l konnte eine Schédigung der Zellen ausgeschlossen

und die Kollagen-Carrier fiir die weiteren Versuche verwendet werden.
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3.4.1 Besiedlung der Kollagen-Carrier mit ASC

Vor der Besiedlung der Kollagen-Carrier mit den ASC erfolgte die Auszédhlung der Zellen,
um eine Aussage iiber die Anzahl der Zellen auf den besiedelten Kollagentréigern treffen zu
kénnen. Zur Zellzahlbestimmung wurden die Zellen mit Trypsin/EDTA abgelost, zentrifu-
giert und das Zellpellet in Kulturmedium resuspendiert. Jeweils 10 ul dieser Zellsuspension
wurde in eine Neubauer-Zahlkammer (Tiefe 0,1000 mm, Marienfeld, Lauda-Koénigshof)
pipettiert und anschliefend unter dem Invert-Phasenkontrastmikroskop (Axiovert 40, Carl
Zeiss GmbH, Oberkochen) ausgezéhlt. Fiir jede Bestimmung wurden die Zellen aus 4
Quadranten a 16 Kleinquadranten summiert. Die Zellzahlbestimmung erfolgte in Du-
plikaten, aus denen der Mittelwert (MW) bestimmt wurde. Aus der Zellzahl und dem

Verdiinnungsverhéltnis wurde die Zellzahl pro ml wie folgt ermittelt:

MW aus 4 Quadranten
4

Dies ermoglichte den Riickschluss auf die Zellzahl pro Milliliter Zellsuspension. Diese wurde
nun mit circa 26.000 Zellen/ cm? auf T175-Kulturflaschen (175 cm?, Cellstar, Greiner Bio

One, Frickenhausen) ausgesét. Im néchsten Arbeitsschritt konnte die Markierung der ASC

. 104

Zellzahl/ml =

mit Nanopartikeln und anschlieffende Besiedlung der Kollagen-Carrier erfolgen.

Die Besiedlung der Kollagen-Carrier wurde mit Zellen der zweiten und dritten Passage
vorgenommen. Es wurden 20 - 10% Zellen auf 12,5 ml Kollagen-Carrier in 10 % NKS-
PBS ausgesit. Die Suspension aus Zellen und Kollagencarriern wurde anschlieffend mit
80 ml Medium und 20 pl bFGF in Roller-Flaschen tiberfiihrt und fiir insgesamt sieben
Tage inkubiert. Die Flaschen befanden sich dabei auf einem Roller (Labnet International,
Edison, USA), sodass die Suspension in stdndiger Bewegung war und eine Verklumpung

des Inhaltes verhindert werden konnte. Der Mediumwechsel erfolgte alle zwei bis drei Tage.

3.4.2 Visualisierung und Zellzahlbestimmung der ASC auf den
Kollagen-Carriern mittels Hoechst-H 33342-Farbung und
Hoechst-Assay

Die Hoechst-Farbung erfolgte im Anschluss an die ASC-Besiedlung der Kollagen-Carrier,
um den qualitativen Nachweis der erfolgreichen Besiedlung der Kollagen-Carrier mit
adipogenen Stammzellen zu erbringen. Fiir die Hoechst-Féarbung wurden 6 ml der ASC
besiedelten Kollagen-Carrier aus dem Medium entnommen und jeweils 3 ml in ein Well einer
6-Well-Platte gegeben. Das Medium wurde abgesaugt und das Kollagen anschlieffend mit
einer 1:250 Hoechst-Losung 33342 (Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen) versetzt.
Daraufhin erfolgte eine Inkubation der Platte fiir 30 Minuten. Nach erneutem Absaugen

des Mediums konnte die Besiedlung des Kollagens mit Zellen durch das Mikroskopieren
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Abbildung 3.2 Schematische Darstellung der Besiedlung der Kollagen-Carrier mit ENF-Starch
markierten adipogenen Stammzellen (ASC).

mit einem DAPI-Filter (Axiovert 40 CFL, Carl Zeiss GmbH, Jena) nachgewiesen und
dokumentiert werden.

Fiir die quantitative Bestimmung der Zellzahlen auf den Kollagen-Carriern wurde ein
Hoechst-Assay nach Labarca und Paigen |Labarca et al., 1980] durchgefiihrt. Dieser
Versuch erfolgte kurz vor der in vive Injektion der ASC besiedelten Kollagen-Carrier, um
die Zellzahlen auf den Kollagen-Carriern zu quantifizieren. Damit konnten Riickschliisse
auf die injizierte Zellzahl und damit einhergehende, gemessene Signalunterschiede zwischen
den Versuchstieren pezogen werden.

Zu Beginn wurde eine Standardreihe mit 0/0,1/0,25/0,5/1,0/1,5 * 10° Zellen angelegt. Der
Untersucher entnahm mehrere Proben 4 1,5 ml der Zell-Kollagensuspension mit 0 und
100 pg Fe/ml fiir das Hoechst-Assay. Dabei wurde versucht, ein gleichméfiges Verhéltnis
von Medium und Zell-Kollagensuspension in jede Spritze zu aspirieren. Die Kollagen-
Zellsuspension wurde vom Medium durch den Cell-Strainer 40 pm Nylon (Thermo Fisher
Scientific Ime., Schwerte) getrennt und jeweils 100 pl der Kollagen-Zellsuspension mit 350 pl
RA1l-Puffer (Fisher Scientific GmbH, Schwerte) versetzt, in ein Eppendorfgefdf mit Beads
gefiillt und 20 Sekunden mit einem Vortex Mixer (neoLab Migge GmbH, Heidelberg) bei 500
rpm homogenisiert. 300 pl der Suspension wurden nun auf einen Nucleo-Spin-Filter gegeben
und bei 11.000 rpm eine Minute zentrifugiert (Eppendorf Zentrifuge 8504R, Eppendorf
Deutschland GmbH, Wesseling-Berzdorf). Nach erneutem Resuspendieren erfolgte die
Uberfithrung von jeweils 50 1l des Durchflusslysats in ein neues Eppendorfgefif und die
Hinzugabe von 350 pl Hoechst-Puffer. Der Hoechst-Puffer setzte sich zusammen ans 2 Mol
Natriumchlorid (Carl Roth GmbH, Karlsruhe) und 0,05 Mol Dinatriumhydrogenphosphat
(VWR International GmbH, Darmstadt). Im Anschluss wurden jeweils 3 * 100 ul jeder
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Probe in eine 96-Well-Platte pipettiert. Die Auswertung erfolgte mittels Tecan-Reader
(Tecan Group Ltd., Mannedorf, Schweiz) bei einer Wellenlénge Aex = 355 nm und Ao, =
465 nm. Anhand der gemessenen optischen Dichte (OD) konnte auf die DNA-Menge und

somit auf die Zellzahl geschlossen werden.

3.5 In vivo Untersuchungen

3.5.1 SCID-Mause

Fiir den Versuchsaufbau wurden fiinf bis acht Wochen alte, weibliche SCID-beige M&u-
se (Stamm CB17.Cg-Prkdc*d LystPs /Crl) verwendet, welche zwei autosomal-rezessive
Mutationen tragen: scid (Prkdc®®d, protein kinase, DNA-activated catalytic polypeptide,
severe combined immunodeficiency) und beige (Lyst"®, lysosomal trafficking regulator
gene). Tiere mit einer homozygoten Auspriagung beziiglich der scid-Mutation besitzen
unterentwickelte lymphatische Organe und weisen eine Lymphopenie, Hypoglobulindmie
und eine geschiadigte B- und T-Zellfunktion auf. Diese genetisch bedingte Immundefizienz
ermoglicht die xenogene Implantation humaner Zellen, ohne dass eine Immunantwort
ausgelost wird [Sundberg et al., 1994]. Die Tiere wurden von der Firma Charles River
Laboratories (Sulzfeld, Deutschland) geliefert und anschliefend in der Zentralen Versuchs-
tierhaltung der Universitat Rostock in IVC (individually ventilated cages)-Systemen der
SPF (specific pathogen free)-nahen Zone gehalten und durch Mitarbeiter der Zentralen
Versuchstierhaltung versorgt.

Das Landesamt fiir Landwirtschaft, Lebensmittelsicherheit und Fischerei in Mecklenburg-
Vorpommern genehmigte den Tierversuch (7221.3-1-010/15).

3.5.2 Untersuchung der SCID-Mause im MRT

Der Transport der Tiere nach Greifswald wurde in mdéglichst ruhiger Umgebung durchge-
fithrt. Die Versuche wurden frithestens eine Woche nach Lieferung der Tiere durchgefiihrt,
um eine Akklimatisierung der Tiere zu gewahrleisten. Fiir die Zeit des Transportes und
zwischen den MRT-Untersuchungen befanden sich die Versuchstiere innerhalb ihrer Grup-
pen in abgedunkelten Kiéfigen. Die Kéfige enthielten sterile Filter, welche die umgebende
Raumluft filtrierten. In der Zeit zwischen den MRT-Untersuchungen wurden die Tiere in S2
Laboren des Friedrich Loeffler Institutes der Universitéit Greifswald untergebracht. Fiir den
Vorgang der subkutanen Injektion und anschliefsenden MRT-Untersuchung erfolgte die Se-
dierung der Mause mit dem Inhalationsanésthetikum 4 % Isofluran mit 5,0 1/min. Wahrend
der Narkose befanden sich die Tiere in einer nach aufsen abgedichteten Plexiglaskammer,
in die ein Gasgemisch aus Sauerstoff und Isofluran stromte und die Maus narkotisierte.
Nachdem sich der Herzschlag der Maus verlangsamt und eine motorische Reaktion auf

mechanische Reize fehlte, erfolgte die Applikation. Anschlieffend wurde die Maus mittels

19



3 Material und Methoden

eines Mausbetts im MRT positioniert. Die Zufuhr des Sauerstoff-Isofluran-Gemisches
erfolgte nun iiber eine kranial am Mausbett angebrachte Maske. Die Atemfrequenz wurde
iiber den gesamten Messzeitraum mittels einer Thoraxsonde iiberwacht. Abhéngig von
der Atemfrequenz wurde die Narkosetiefe bestimmt und konnte entsprechend reguliert
werden. Das Friedrich-LoefHer-Institut der Universitdt Greifswald stellte das Narkosezu-
behér und die Kunststoffkammer zur Verfiigung, die zur Beatmung und Uberwachung
der Tiere unter tiermedizinischer Betreuung durch Dr. Susan Mouchantat notwendig war.
Die MRT-Untersuchungen erfolgten am 7,1 Tesla Kleintier MRT (ClinScan, Bruker Corp.,
Billerica, MA, USA) des Instituts fiir Diagnostische Radiologie und Neuroradiologie der
Universitatsmedizin Greifswald (Direktor Prof. Dr. N. Hosten). Die Bilder wurden in der
T2-gewichteten TSE- und R2* fat-corrected single peak Sequenz mit einer Schichtdicke

von 1,5 mm aufgenommen.

Abbildung 3.3 Narkotisierte SCID-Maus wahrend einer MRT-Untersuchung im 1,5 Tesla Kleintier-
MRT.

3.5.3 Distribution implantierter adipogener Stammzellen

Nach der Durchfiihrung aller vorbereitenden Mafnahmen konnte mit dem Hauptversuch,
der Messung der Distribution der implantierten adipogenen Stammzellen, begonnen werden.
Dafiir wurden drei Untersuchungsgruppen mit jeweils drei Tieren gebildet. In der Versuchs-
gruppe +NP, bestehend aus den Versuchstieren eins, zwei und drei, erfolgte die subkutane
Applikation von Nanopartikel-markierten ASC. Den Tieren der Versuchsgruppe +NP /Koll
wurden auf Kollagen (Koll) befindliche Nanopartikel-markierte Zellen subkutan injiziert.
In der Kontrollgruppe K applizierte der Untersucher unmarkierte, auf Kollagentragern
befindliche ASC.

Die Injektion wurde mittels einer 18G-Brauniile (B.Braun Melsungen Ag, Melsungen)
subkutan in den Bereich der linken Riickenhaut vorgenommen. Vor der Injektion erfolgte
die Durchfithrung eines Nativscans aller Tiere. Im Anschluss an die Applikation folgten
die MRT-Scans der Tiere im Abstand von fiinf Minuten, einer Woche, einem Monat, zwei

Monaten bis hin zu drei Monaten.
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Des Weiteren wurden die Tiere iiber den Versuchszeitraum tiermedizinisch iberwacht, um
mogliche pathologische Reaktionen auf den Eingriff zu registrieren. Wochentlich erfolgte die
Messung des Gewichts, die Analyse des Verhaltens und des Bewegungsmusters der Tiere,
sowie die Palpation und Inspektion der Injektionsstelle durch die Veterindrmedizinerin

Frau Dr. Susan Mouchantat.

Abbildung 3.4 Narkotisierung der Maus mit
dem Inhalationsandsthetikum Isofluran in Vor- Kollagen-Zell-Suspension in die linke Flanke der

Abbildung 3.5 Subkutane

Injektion der

bereitung auf die Injektion. Maus durch den Experimentator.

Tabelle 3.1 Versuchsgruppe +NP: subkutane Applikation von Nanopartikel (NP) markierten
ASC

Maus | Labellingkonzentration | Injektionsvolumen | Gewicht | Zellzahl
+NP(1) 100 pug Fe/ml 400 pl 165g | 1-10°
+NP(2) 100 pg Fe/ml 400 pl 174 g 1-10°
+NP(3) 100 pg Fe/ml 400 pl 175¢g | 1-10°

Tabelle 3.2 Versuchsgruppe +NP /Koll: subkutane Applikation von Nanopartikel (NP) markierten

ASC auf Kollagentrégern (Koll)

Maus Labellingkonzentration | Injektionsvolumen | Gewicht | Zellzahl
+NP /Koll(1) 100 pg Fe/ml 1,5 ml 14,5¢ | 21,84-10°
+NP/Koll(2) 100 pg Fe/ml 1,5 ml 20,0 g | 21,84-10°
+NP/Koll(3) 100 pg Fe/ml 1,5 ml 17,5¢g | 21,84-10°

Tabelle 3.3 Kontrollgruppe K: subkutane Applikation von unmarkierten Zellen auf Kollagentra-

gern
Maus | Labellingkonzentration | Injektionsvolumen | Gewicht | Zellzahl
K1 0 pg Fe/ml 1,5 ml 16,4¢g |6,13-10°
K2 0 pg Fe/ml 1,5 ml 16,6 g | 6,13-10°
K3 0 pg Fe/ml 1,5 ml 174¢ |6,13-10°
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3.5.4 Auswertung der MRT-Daten

Die MRT-Datenséitze wurden mit der Software HOROS fiir das Betriebssystem Mac OS X
ausgewertet. Die Eisendetektion in den jeweiligen Organen erfolgte durch die Messung der
Signalintensitéit in der R2* fat-corrected single peak und T2-TSE-cor gewichteten Sequenz
in der koronaren Ebene. Die Messungen wurden von drei unterschiedlichen Untersuchern
unabhéngig voneinander durchgefiihrt. Bei der Markierung der ROI wurde versucht, den
gesamten Umfang des Organs bzw. Injektionsareals in mehreren Ebenen zu erfassen, um die
durchschnittliche Signalintensitit des gesamten Organs zu messen. Anschliefend erfolgte

die Messung der Signalintensitit innerhalb des markierten Areals (ROI).

3.5.5 Statistische Auswertung

Alle Experimente wurden mindestens dreimal repliziert und die Datensétze als Mittelwert
+ Standardabweichung dargestellt. Die statistische Signifikanz wurde mittels ungepaartem
“student’s t-test (x x xP < 0,001; x x P < 0,01; *P < 0,05) ermittelt.
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4. BERGEBNISSE

4.1 Partikelmarkierung

4.1.1 Live-Dead-Assay: Nachweis der Zellvitalitidt nach

Partikelmarkierung

Die Ergebnisse des Live-Dead-Assays als Nachweis der Zellvitalitat werden exemplarisch
in der Abbildung 4.1 und 4.2 gezeigt.

Kontrolle 50 pg Fe/ml _ 100 pg Fe/ml

/3 /

Calcein AM

EthD1

Hoechst

Abbildung 4.1 Live-Dead-Assay drei Tage nach der Nanopartikel-Markierung der ASC mit
unterschiedlichen BNF-Starch-Konzentrationen (0/50/75/100 ug Fe/ml). Vitale Zellen wurden mit
Calcein AM griin (ex/em 495/515) und die Kerne apoptotischer Zellen mit Ethidium Homodimer
rot (ex/em 460/490 nm) angefiarbt. Die blaue Gegenférbung der Zellkerne erfolgte mit Hoechst
33342 (ex/em 460/490 nm) (Vergroferung 1:10, Messbalken=100 pm).

23



4 Ergebnisse

Kontrolle

50 pg Fe/ml 75 pg Fe/ml 100 pug Fe/ml

Calcein AM

EthD1

Hoechst

Abbildung 4.2 Live-Dead-Assay sieben Tage nach der Nanopartikel-Markierung der ASC mit
unterschiedlichen BNF-Starch-Konzentrationen (0/50/75/100 ug Fe/ml). Vitale Zellen wurden mit
Calcein AM griin (ex/em 495/515) und die Kerne apoptotischer Zellen mit Ethidium Homodimer
rot (ex/em 460/490 nm) angefarbt. Die blaue Gegenférbung der Zellkerne erfolgte mit Hoechst
33342 (ex/em 460/490 nm) (Vergroferung 1:10, Messbalken=100 pm).

Im Untersuchungszeitraum waren nur vereinzelt apoptotische Zellen nachweisbar. Es liefs
sich keine Korrelation zwischen einer zunehmenden Partikelkonzentration und der Menge
an apoptotischen Zellen erkennen. Am Tag sieben war, im Vergleich zu Tag drei, kein
Anstieg der Anzahl toter Zellen zu verzeichnen. Den Ergebnissen nach konnte bis zu
einer BNF-Starch Konzentration von 100 pg Fe/ml keine erhéhte Apoptose der Zellen

nachgewiesen werden.

4.1.2 Ferrozin-Assay

Die Ergebnisse des Ferrozin-Assays zeigten, dass der Eisengehalt der Zellen mit hoherer
Konzentration der BNF-Starch Nanopartikel ansteigt. Allerdings lédsst sich anhand der

Tabelle 4.1 deutlich eine Sattigung der Zellen mit steigender Nanopartikelmarkierung

nachweisen.
0 ug Fe/ml 50 ug Fe/ml | 75 ug Fe/ml | 100 ug Fe/ml
MW + SD 4,39+3,69 60,02+11,71 77,08+8,41 86,41+15,82
Min 0,83 37,58 59,80 56,58
Max 14,32 73,59 89.61 113,38

Tabelle 4.1 Bestimmung der Nanopartikel-Aufnahme gelabelter ASC mittels Ferrozin-Assay.
Angabe des Maximums, Minimums und Mittelwerts + Standardabweichung in pg Fe/Zelle.
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4.1.3 BerlinerBlau/ Kernechtrot- Farbung

Mittels BerlinerBlauFarbung konnte mit ansteigender Konzentration der eisenhaltigen
Nanopartikelmarkierung der ASC eine zunehmende Blaufarbung der markierten Zellen
dargestellt werden. Abbildung 4.3 zeigt beispielhaft die verstarkte Blaufarbung der gela-
belten ASC mit ansteigender BNF-Starch-Nanopartikelkonzentration. Die Anordnung der
blauen Farbpigmente um den mit Kernechtrot angefarbten Zellkern ldsst darauf schliefsen,

dass die Eisenpartikel internalisiert wurden.

Kontrolle 50 1 Fe/ml 75 ,ug Fe/ml 100 I Fe/ml

Abbildung 4.3 Nachweis der Nanopartikelmarkierung mittels BerlinerBlauFarbung. Nach der
Inkubation der ASC mit BNF-Starch Partikeln verschiedener Konzentration (0/50/75/100 ug
Fe/ml) erfolgte die Visualisierung des Eisenoxids der internalisierten Nanopartikel mittels Berli-
nerBlauFarbung (Vergroferung 1:20, Messbalken=200 pm).

4.2 Zellbesiedlung der Kollagen-Carrier

4.2.1 Qualitativer und quantitativer Nachweis der
Kollagenbesiedlung mit ASC

Die Ergebnisse der Hoechst-Farbung zeigten eine erfolgreiche Besiedlung der Kollagen-
Carrier mit ASC. Im zeitlichen Verlauf konnte eine Vermehrung der Zellen auf den
Kollagen-Carriern festgestellt werden. Wahrend des Untersuchungszeitraumes lagerten
sich die Kollagen-Carrier zusammen und bildeten stabilere Konstrukte. In Abbildung
4.4 werden beispielhaft die ASC besiedelten Kollagen-Carrier an Tag 4, 7, 11, 18 und 47
dargestellt.

Tag 4 Tag 7 Tag 11 Tag 19 Tag 47

Abbildung 4.4 Hoechst-Farbung zum qualitativen Nachweis der Besiedlung der Kollagentriger
mit ASC 4, 7, 11, 18, 47 Tage nach der initialen Besiedlung. Gleichméfige Besiedlung der
Kollagentriger und Proliferation der ASC mit der Zeit sichtbar (Vergroferung 1:4, Messbalken=50

pm).
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Das im Vorfeld der in vivo Injektion durchgefiihrte Hoechst-Assay zeigte eine hohere
Zellzahl in den Injektionslosungen, deren Zellen mit Nanopartikeln gelabelt wurden. Im
Vergleich der totalen Zellzahlen von unmarkierten und BNF-Starch markierten Zellen
konnten am Tag der Applikation (zehn Tage nach Partikelmarkierung) dreifach hohere
Zellzahlen in 1,5 ml Injektionslosung bei markierten Zellen mit 100 pug Fe/ml BNF-Starch-
Partikelkonzentration nachgewiesen werden. Wie schon in einer vorangegangenen Studie
von Kasten et al. (2014) gezeigt, konnte eine erhdhte Zellproliferation durch die Markierung
der Zellen mit BNF-Starch-Partikeln verzeichnet werden. Dabei ist die Proliferationsrate
der Zellen abhéngig von dem Partikeltyp und der Labelingkonzentration [Kasten et al.,
2014].

0 ng Fe/ml 100 pg Fe/ml
MW =+ SD 6,13%10° Zellen £0.8 21,84%10° Zellen £3,44
Min 4,65%10° Zellen 17,44*10° Zellen
Max 7,27%10° Zellen 26,74*10° Zellen

Tabelle 4.2 Zellzahlbestimmung in 1,5 ml Injektionsvolumen mittels HOECHST-Assay zum
Zeitpunkt der in vivo Injektion der Zellen. Es zeigen sich hohere Zellzahlen der markierten ASC.

4.2.2 Live-Dead-Assay vor Implantation der ASC besiedelten
Kollagentrager

Nach der Besiedlung der Kollagenpartikel mit ASC wurde der Live-Dead-Assay erneut
durchgefiihrt, um die Implantation vitaler ASC bei den in vivo Versuchen nachzuweisen.
Die Farbung mit Calcein-AM und EthD1 zeigte, dass die Zellen nach drei sowie sieben
Tagen vital waren und nur vereinzelt tote Zellen nachgewiesen werden konnten. Es konnte
kein Anstieg toter Zellen vom dritten bis siebten Tag festgestellt werden. Somit kann davon

ausgegangen werden, dass die ASC zum Zeitpunkt der Implantation noch vital waren.
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Abbildung 4.5 Farbung der vitalen Zellen mit Abbildung 4.6 Ethidiumhomodimer-Farbung

Calcein AM (griin) sieben Tage nach der Kol- (rot) der auf den Kollagentragern befindlichen

lagenbesiedlung. Die vitalen Zellen bedecken avitalen Zellen an Tag sieben nach Besiedlung

rasenartig die Kollagen-Carrier (Messbalken=50 des Kollagens. Es sind vereinzelt tote Zellen (ro-

pm, Vergroferung 1:4). te Punkte) sichtbar (Messbalken=50 pum, Ver-
groferung 1:4).

4.3 In vivo Ergebnisse der Distribution und Migration

adipogener Stammzellen

4.3.1 Verlauf der Tierexperimente

Der Transport der Mause nach Greifswald fiir die MRT-Untersuchungen gestaltete sich
problemlos. Die Méause zeigten wiahrend des Transports keinerlei aufgeregtes Verhalten
sowie keine Adaptationsschwierigkeiten in Greifswald. Die Tierhaltung in Gruppen verlief
erwartungsgemaéfs ohne Komplikationen.

Die Injektion der Stammzellen sowie der dreimonatige Untersuchungszeitraum verlief
weitestgehend komplikationslos. Bei den Mausen +NP(1) und +NP(2) schwankte die
Atemfrequenz stark bei konstanter Isofluranversorgung. Die Mause +NP(1-3) zeigten
kurzzeitige Apnoeintervalle wiahrend der Narkose mit 4 % Isofluran. Daraufhin wurden die
betroffenenen Mause kurzzeitig beatmet bis sich wieder eine Spontanatmung einstellte. Im
Anschluss an die Beatmung wiesen die betroffenen Méuse weiterhin eine stark schwankende
Atemfrequenz auf. Bei den anderen Versuchstieren verliefen die Narkose, anschliefende
Injektion und MRT-Untersuchung komplikationslos. Nach dem Aufwachen aus der Narkose
erschienen einige Méause im Rahmen der Exzitationsphase kurzzeitig aufgeregt und zeigten
ein taumeliges Bewegungsmuster. Nach einer Adaptionszeit von circa fiinf bis zehn Minuten
legte sich dies wieder, die Mause waren agil und munter und bewegten sich uneingeschrankt.
Waihrend des dreimonatigen Untersuchungszeitraumes wurde die Injektionsstelle palpa-
torisch als auch inspektorisch untersucht. Keines der Tiere zeigte Wundinfektionen oder
andere pathologische Reaktionen auf die durchgefiihrte Injektion. Am Tag der Injektion

zeigte sich bei allen Tieren eine bohnengrofse Schwellung an der linken Flanke. Innerhalb
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der ersten Woche war bei allen Versuchstieren noch inspektorisch eine erbsen- bis boh-
nengrofke Schwellung erkennbar. Palpatorisch zeigte sich derbes Gewebe, iiber dem die
Haut gut verschiebbar war. Ab der zweiten Woche war bei den Versuchstieren +NP(1-3)
keine Schwellung mehr sichtbar und palpabel. Im Gegensatz dazu stellte sich der Injekti-
onsbereich der Tiere +NP/Koll(1-3) und der Tiere K(1-3) der Kontrollgruppe bis zum
Erreichen der dritten Woche unverédndert dar. Nach Ablauf des ersten Monats war auch
bei den Tieren der Versuchsgruppe +NP /Koll und der Kontrollgruppe K keine Schwellung
mehr palpabel.

Alle Méuse wiesen eine Gewichtszunahme {iber den dreimonatigen Untersuchungszeit-
raum auf. Die Gewichtszunahme schwankte, abhéngig vom Versuchstier zwischen 3,7 -
9,1 g / Maus in drei Monaten. In der Versuchsgruppe +NP/Koll konnte ein groferer
Gewichtszuwachs der Méause als in der Versuchsgruppe +NP und Kontrollgruppe K iiber
den dreimonatigen Versuchszeitraum festgestellt werden. Der Gewichtszuwachs der Méuse

der Versuchsgruppe +NP und der Kontrollgruppe zeigten fast identische Werte.

Gewichtsverlaufder Mause
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Abbildung 4.7 Graphischen Darstellung der Gewichtszunahme der Mause +NP(1-3), +NP /Koll(1-
3) und K(1-3) in Gramm (g) zu den Messzeitpunkten 5 Minuten, 1. Woche, 1. Monat, 2. Monat,
3. Monat.

Nach den MRT-Untersuchungen im dritten Monat erfolgte die T6tung der Mause und
anschlieffende Organentnahme fiir weitere Untersuchungen. Im Verlauf der Obduktion
wurde die Untersuchung des Injektionsareals vorgenommen. Dabei konnte bei allen Mausen
der Versuchsgruppen Nanopartikelablagerungen im Bereich des Injektionsareals nachge-
wiesen werden. In der Abbildung 4.8 werden beispielhaft die Nanopartikelablagerungen im

Flankenbereich einer Maus gezeigt.
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Abbildung 4.8 Post mortem fanden sich subkutan braun-schwarze Nanopartikelablagerungen im
Bereich der linken Flanke einer Maus der Versuchsgruppe +NP /Koll.

4.3.2 Darstellung der Nanopartikel-markierten Zellen im MRT

Durch das angewandte MRT-Verfahren konnten die Nanopartikel-markierten Zellen erfolg-
reich visualisiert werden.

Bei der Darstellung der Injektionsareale liefsen sich eindeutige Unterschiede zwischen
der Kontrollgruppe K ohne nanopartikuldre Markierung und den Versuchsgruppen +NP
und +NP /Koll feststellen. In der Kontrollgruppe wurde den Méusen unmarkierte ASC
auf Kollagentriagern subkutan injiziert, wahrend Méausen der Versuchsgruppen +NP und
+NP /Koll Nanopartikel-markierte Zellen subkutan implantiert wurden. Der Unterschied
zwischen den zwei Versuchsgruppen bestand in dem Vorhandensein des Tragermaterials
Kollagen (Koll) in der Versuchsgruppe +NP /Koll. Abbildung 4.9 zeigt das Injektionsareal

von Vertretern aller drei Gruppen fiinf Minuten nach der Injektion.

Abbildung 4.9 Ausschnitte aus den T2-gewichteten MRT-Sequenzen der Injektionsareale fiinf
Minuten postoperativ in der koronaren Ebene. Links: Versuchsgruppe +NP, mittig: Versuchsgruppe
+NP /Koll, rechts: Kontrollgruppe K

Die eisenoxidbeladenen Zellen der Versuchsgruppen +NP und +NP /Koll stellten sich in
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der T2-Sequenz hypointens (schwarz) dar. Die Eisenmolekiile der Nanopartikel-Markierung
bedingen Magnetfeldinhomogenitéiten, die benachbarte Protonen dephasieren. Dadurch
kommt es zu einer schnelleren transversalen Relaxation, was sich in einem Signalabfall in T2
aufert. Hingegen waren die unmarkierten Zellen der Kontrollgruppe in T2 als hyperintenses
Areal im Injektionsbereich sichtbar. Bei R2* handelt es sich um den Kehrwert von T2* und
daher stellten sich die mit BNF-Starch markierten Zellen hyperintens und die unmarkierten
Zellen hypointens dar.

In der folgenden Abbildung 4.10 werden MRT-Ausschnitte von Vertretern aller drei
Gruppen zu allen Messzeitpunkten beispielhaft dargestellt.

30



4 Ergebnisse

Versuchsgruppe +NP | Versuchsgruppe +NP /Koll | Kontrollgruppe

5 Minuten

7 Tage

1. Monat

2. Monat

3. Monat

Abbildung 4.10 MRT-Scans der drei Versuchsgruppen an den Beobachtungszeitpunkten 5 Minuten,
7 Tage, 1. Monat, 2. Monat, 3. Monat. Aus jeder Versuchsgruppe wurde ein représentatives Tier
fir die Abbildung ausgewéhlt: +NP(2), +NP/Koll(2), K(1). Die grilne Umrandung kennzeichnet
das jeweilige Injektionsareal. Die Darstellung erfolgte in der T2-tse gewichteten Sequenz in
koronarer Ebene.

Die Injektionsareale der Versuchsgruppen +NP und +NP /Koll liefen sich bis in den drit-
ten Monat visualisieren. Hingegen konnte in der Kontrollgruppe K bereits ab dem ersten
Monat kein eindeutiges Signal mehr im Injektionsareal detektiert werden. Zwischen den
Versuchsgruppen +NP und +NP/Koll war zum Zeitpunkt fiinf Minuten nach der Injektion
kein Unterschied erkennbar. Erst im Langzeitvergleich zeigte sich in den MRT-Aufnahmen
als auch in den klinischen Untersuchungen ein Unterschied in der Grofsenpersistenz der
Implantate. In den MRT-Aufnahmen der Méause der Versuchsgruppe +NP konnte be-

reits ab der ersten Woche eine starke Schrumpfung des Implantats festgestellt werden.
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Schlieklich zeigte sich in der Versuchsgruppe +NP im dritten Monat nur noch ein geringes
Implantatvolumen. Im Gegensatz dazu war in der Versuchsgruppe +NP /Koll nur ein
geringfiigig verkleinertes Implantatvolumen im dritten Monat erkennbar.

Hinsichtlich der Signalintensitat der Injektionsareale in T2 und R2* lieken sich nur ge-
ringfiigig Unterschiede zwischen den Gruppen +NP und +NP /Koll erkennen. In beiden
Gruppen verhielt sich die Signalintensitéat in der T2 gewichteten Sequenz iiber den Be-
obachtungszeitraum von drei Monaten konstant um 50.000. In der R2*-Sequenz waren
mehr Schwankungen sichtbar. Vom Messzeitpunkt fiinf Minuten bis sieben Tage liefs sich
in beiden Versuchsgruppen ein Anstieg der Signalintensitdt um durchschnittlich 40-64 %
verzeichnen. Nach der ersten Woche sank die Signalintensitéit wieder und pendelte sich
zwischen 160.000 und 180.000 ein.

In der Kontrollgruppe sah man einen Abfall der T2- und einen Anstieg der R2*-Messwerte
iiber den dreimonatigen Versuchszeitraum. Ab dem ersten Monat konnte weder in den T2-

noch in den R2*-gewichteten Sequenzen das Injektionsareal der Kontrollgruppe detektiert

werden.

Injektionsareal T2

O +NP B +NP/Koll OKontrolle

1.200.000 - sk
5 1.000.000 A ‘}
o
~
. 800.000 -
2
2 600.000 - *
g X
£
S 400.000 *
&
wv
200.000 - * [}] *
0 +—Elmm — Elmm — mm — e — s
5 Min Tag7 Monat 1 Monat 2 Monat 3

Zeitpunkt

Abbildung 4.11 Graphische Darstellung der T2 gewichteten MRT-Messungen der Injektionsareale
aller drei Versuchsgruppen iiber den Beobachtungszeitraum von drei Monaten.
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Abbildung 4.12 Graphische Darstellung der R2* gewichteten MRT-Messungen der Injektionsareale
aller drei Versuchsgruppen iiber den Beobachtungszeitraum von drei Monaten.
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4.3.3 Messung der Signalintensitiat in den Zielorganen

Entsprechend der Fragestellung nach der Distribution der ASC erfolgte die Messung der
Signalintensitit in der T2- und R2*-Sequenz in den selektierten Organen. Ausgewihlt
wurden Ausscheidungsorgane wie die Blase und Niere, um mégliche Ablagerungen bei der
Sekretion zu detektieren. Auferdem erfolgte die Auswahl gut durchbluteter und kapillar-
reicher Organe wie Niere, Muskel, Leber, Gehirn, um auch hier mogliche Ablagerungen
festzustellen, die moglicherweise zur Bildung von Neoplasien in den jeweiligen Organen
fithren konnten.

In den folgenden Abbildungen wurden alle drei Versuchsgruppen nebeneinander dargestellt,
um die Unterschiede zwischen den Versuchs- und Kontrollgruppen, als auch unter den
Versuchsgruppen aufzuzeigen.

Es wurden jeweils zwei Diagramme pro Organ erstellt. Beide Diagramme bilden Mittel-
werte ab. Eines stellt die Signalintensitit eines Organs aller drei Versuchsgruppen in der
T2 gewichteten MRT Sequenz dar. Das Andere stellt die Signalintensitit des jeweiligen
Organs in der R2* gewichteten Sequenz dar. Die Signalintensitit wird iiber den jeweiligen

Messzeitpunkten aufgetragen.

Leber

Aufgrund des natiirlichen Eisengehalts der Leber war ein Vergleich der Messergebnisse
der Versuchsgruppen mit denen der Kontrollgruppe nicht ausreichend. Fiir die Detektion
eisenhaltiger Nanopartikel-Ablagerungen in der Leber war ein direkter Vergleich mit den
Nativaufnahmen notwendig, um einen vermehrten Eisengehalt der Leber nachzuweisen.

Beispielhaft wird in der Abbildung 4.13 die Leber als ROI aller drei Versuchsgruppen
dargestellt. Makroskopisch kénnen keine relevanten Unterschiede beziiglich der Signalin-
tensitat festgestellt werden. Allerdings konnten mittels der Messung des Mean-Wertes
(Mittelwert der Signalintensitdt in einer ROI) in verschiedenen Ebenen der Leber signifi-
kante Unterschiede zwischen den Versuchs- und Kontrollgruppen, als auch Verdnderungen

der Leber eines Versuchstieres innerhalb von drei Monaten verzeichnet werden.
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Abbildung 4.13 MRT-Scans aller drei Versuchsgruppen zum Zeitpunkt dritter Monat mit Mar-
kierung der Leber als ROI. Darstellung in T2-gewichteter Sequenz, in koronarer Ebene. Links:
Versuchsgruppe +NP (Maus +NP(2)), mittig: Versuchsgruppe +NP/Koll (Maus +NP /Koll(2)),
rechts: Kontrollgruppe K (Maus K(3))

Aus den Abbildungen 4.14 und 4.15 werden die Unterschiede der Signalintensitéit der Leber
zwischen den Versuchsgruppen +NP, +NP /Koll und der Kontrollgruppe K ersichtlich.
In den Versuchsgruppen +NP und +NP /Koll zeigte sich in der T2-Sequenz ein stetiger
Signalabfall um 33 % des Ausgangswertes iiber den Beobachtungszeitraum von drei Mo-
naten. Dies ldsst die Vermutung zu, dass sich wiahrend des Versuchsablaufs zunehmend
eisenhaltige Nanopartikel in der Leber ablagerten.

Im Gegensatz dazu blieb die Signalintensitit der Leber in der Kontrollgruppe K wei-
testgehend konstant. An den Messzeitpunkten sieben Tage, erster, zweiter und dritter
Monat waren die Unterschiede zwischen den Messwerten der Versuchsgruppen und der
Kontrollgruppe signifikant (p<0,05).

Zwischen der Versuchsgruppe +NP/Koll und der Kontrollgruppe konnten zu den Zeitpunk-
ten sieben Tage, zweiter Monat schwach (p<0,05) und im dritten Monat hoch signifikante
(p<0,01) Unterschiede festgestellt werden. Dies verstérkt die Annahme der zunehmenden
Nanopartikelablagerung in der Leber innerhalb des Beobachtungszeitraumes. Bei dem
Vergleich der Versuchsgruppe +NP und der Kontrollgruppe traten im ersten und dritten
Monat schwach signifikante (p<0,05) Unterschiede auf.
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Abbildung 4.14 Darstellung der durchschnittlichen Signalintensitéat der Leber in der T2-Sequenz.
Grau werden die Versuchsgruppen +NP und +NP /Koll dargestellt. Orange wird die Kontroll-
gruppe K gekennzeichnet.(n=3; “student’s t-test; *P<0,05= schwach signifikant; **P<0,01=
hoch signifikant; ***P<0,001= hochst signifikant)

In den R2*-gewichteten Aufnahmen der Leber (Abb. 4.15) zeichnete sich, wie zu erwarten,
ein inverses Bild ab. In den Versuchsgruppen +NP und +NP /Koll stieg die Signalintensitét
der Leber iiber 50 % bis zum dritten Monat an. Im Gegensatz dazu zeigte sich in der
Kontrollgruppe ein maximaler Anstieg um 26 % im gleichen Zeitraum.

Zusammenfassend lasst sich in der R2*-gewichteten Darstellung der Leber der Versuchstiere
+NP(1-3) und +NP/Koll(1-3) ein verdndertes Signalverhalten als bei den Méusen der Kon-
trollgruppe K(1-3) feststellen. Jedoch stellten sich die gemessenen Unterschiede zwischen

den Versuchsgruppen +NP, + NP /Koll und der Kontrollgruppe K als nicht signifikant
heraus.
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Abbildung 4.15 Darstellung der durchschnittlichen Signalintensitét der Leber in der R2*-Sequenz.
Grau werden die Versuchsgruppen +NP und +NP /Koll dargestellt. Orange wird die Kontroll-
gruppe K gekennzeichnet.(n=3; “student’s t-test; *P<0,05= schwach signifikant; **P<0,01=
hoch signifikant; ***P<0,001= hochst signifikant)

Zwischen den Versuchsgruppen +NP und +NP /Koll konnten keine signifikanten Unter-

schiede festgestellt werden. Beide Gruppen zeigten in den T2-gewichteten Sequenzen eine
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stetig sinkende Signalintensitit der Leber um 32 % vom Zeitpunkt der Nativaufnahme
bis zum dritten Monat. Einzig liefen sich bei Betrachtung der absoluten Messwerte in T2
geringfiigig hohere Werte bei der Versuchsgruppe +NP zu den Zeitpunkten Nativ, fiinf
Minuten, sieben Tage, zweiter Monat, dritter Monat feststellen.

In den R2*-gewichteten Bildern der Leber waren die Messwerte der Versuchsgruppe stér-
keren Schwankungen ausgesetzt. Allerdings zeigte sich auch hier ein synchroner Anstieg
der Signalintensitit beider Versuchsgruppen auf 133-136 % des Ausgangswertes im dritten
Monat.

Gehirn

Bei den Messungen der Signalintensitit des Gehirns wurde sich darauf beschrankt nur
das Grofhirn in die Betrachtung miteinzubeziehen, um Messfehlern vorzubeugen. In der
T2-Sequenz sank die Signalintensitat der Versuchsgruppen um bis zu 32 % innerhalb des
dreimonatigen Untersuchungszeitraumes. Die Signalintensitdt/ ROI der Kontrollgruppe
hingegen sank maximal um 16 % und schwankte dabei um 260.000. Es zeigte sich allerdings
nur ein schwach signifikanter Unterschied (p<0,05) zwischen den Versuchstieren der Ver-
suchsgruppen +NP, +NP /Koll und den Tieren der Kontrollgruppe zum Zeitpunkt Nativ
und fiinf Minuten. Zwischen den Versuchsgruppen +NP und +NP/Koll konnten nach fiinf

Minuten und sieben Tagen schwach signifikante Unterschiede (p<0,05) verzeichnet werden.
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Abbildung 4.16 Darstellung der durchschnittlichen Signalintensitiat des Gehirns in der T2-
Sequenz. Grau werden die Versuchsgruppen +NP und +NP/Koll dargestellt. Orange wird
die Kontrollgruppe K gekennzeichnet.(n=3; “student’s t-test”; *P<0,05= schwach signifikant;
**P<0,01= hoch signifikant; ***P<0,001= hochst signifikant)

In den R2*-gewichteten Bildern des Gehirns stieg die Signalintensitéit in den Versuchs-
gruppen +NP und +NP/Koll um bis zu 100 % innerhalb von zwei Monaten an. Die
gemessene Signalintensitiat der Kontrolle in der R2*-Sequenz blieb weitestgehend konstant.
Hier zeigten sich nur leichte Schwankungen um 20 %. Allerdings stellten sich keine der

Unterschiede zwischen der Kontrolle und den Versuchsgruppen als signifikant heraus.

36



4 Ergebnisse

Gehirn R2*
O +NP @ +NP/Koll OKontrolle

160.000 -
E 140.000 -
& 120,000 -
= 100.000 A
80000 -
£ 60000 A
€ 40000 A
.80
» 20000 -

0

T T T T T
0 Min 5 Min Tag7 Monat 1 Monat 2 Monat 3
Zeitpunkt

Abbildung 4.17 Darstellung der durchschnittlichen Signalintensitit des Gehirns in der R2*-
Sequenz. Grau werden die Versuchsgruppen +NP und +NP/Koll dargestellt. Orange wird
die Kontrollgruppe K gekennzeichnet.(n=3; “student’s t-test; *P<0,05= schwach signifikant;
**P<0,01= hoch signifikant; ***P<0,001= hochst signifikant)

Bei der Betrachtung des Gehirns beider Versuchsgruppen in der T2-Sequenz zeigten
sich &hnliche Ergebnisse wie auch in der Leber. Die Signalintensitéit des Grofthirns der
Versuchstiere +NP(1-3) und +NP/Koll(1-3) sank im Verlauf der Zeit um 25-32 % des
Ausgangswertes ab. Dabei waren die absoluten Messwerte der Signalintensitit des Gehirns
in der Versuchsgruppe +NP grofitenteils geringfiigig hoher als die der Versuchsgruppe
+NP /Koll.

In den R2*-gewichteten Bildern des Gehirns zeigten sich grofere Unterschiede zwischen
den Versuchsgruppen beziiglich des relativen Anstiegs der Signalintensitédt innerhalb von
drei Monaten. In der Versuchsgruppe +NP stieg die Signalintensitat um 60 %, wiahrend
die Signalintensitéit der Versuchsgruppe +NP/Koll nur um 44 % anstieg.

Niere

Bei den Messungen der Niere wurde sich darauf beschrankt, die Signalintensitét im
parenchymatosen Teil der Niere unter Ausschluss des Nierenbeckens zu messen. Da die
Signalintensitdt des Nierenbeckens vor allem durch den darin befindlichen Urin beeinflusst
wird, wurde dieser Teil bei Erstellung der ROI ausgespart.

Die Auswertung der MRT-Messungen der Niere ergab ein dhnliches Bild wie die von Leber
und Gehirn. In der T2-Sequenz lief sich in den Versuchsgruppen +NP und +NP /Koll
eine sinkende Signalintensitit der Nieren um bis zu 24 % feststellen. Die Signalintensitat
der Kontrollgruppe K stellte sich konstant, mit leichten Schwankungen bis maximal 7 %,
dar. An den Messzeitpunkten sieben Tage sowie erster, zweiter und dritter Monat konnten
signifikante Unterschiede (p<0,05) zwischen den Versuchsgruppen und der Kontrollgruppe
nachgewiesen werden. Beim Vergleich der Versuchsgruppe +NP und der Kontrollgruppe K
zeigten sich im ersten Monat schwach (p<0,05) und im zweiten und dritten Monat hoch

signifikante (p<<0,01) Unterschiede. Auch zwischen der Versuchsgruppe +NP /Koll und der
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Kontrollgruppe K konnten zu den Zeitpunkten sieben Tage und erster Monat schwach

signifikante Unterschiede (p<0,05) und im dritten Monat hoch signifikante Unterschiede
(p<0,01) festgestellt werden.
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Abbildung 4.18 Darstellung der durchschnittlichen Signalintensitéit der Niere in der T2-Sequenz.
Grau werden die Versuchsgruppen +NP und +NP /Koll dargestellt. Orange wird die Kontroll-
gruppe K gekennzeichnet.(n=3; “student’s t-test*; *P<0,05= schwach signifikant; **P<0,01=
hoch signifikant; ***P<0,001= hochst signifikant)

In der R2*-gewichteten Sequenz trat bei der Betrachtung der Niere in den Versuchsgruppen
sowie in der Kontrollgruppe eine stark schwankende Signalintensitdt auf. In den Versuchs-
gruppen konnte ein Anstieg der Signalintensitdt um bis zu 70 % verzeichnet werden.
Hingegen zeigte sich in der Kontrollgruppe ein maximaler Anstieg um 37 %. Im zweiten
Monat konnte ein schwach signifikanter Unterschied (p<0,05) zwischen der Versuchsgruppe
+NP und Kontrollgruppe festgestellt werden. Der gemessene Unterschied zwischen der

Versuchsgruppe +NP /Koll und Kontrollgruppe im dritten Monat stellte sich als hoch
signifikant (p<0,01) heraus.
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Abbildung 4.19 Darstellung der durchschnittlichen Signalintensitéit der Niere in der R2*-Sequenz.
Grau werden die Versuchsgruppen +NP und +NP /Koll dargestellt. Orange wird die Kontroll-
gruppe K gekennzeichnet.(n=3; “student’s t-test*; *P<0,05= schwach signifikant; **P<0,01=
hoch signifikant; ***P<0,001= hochst signifikant)
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Bei dem Vergleich der T2-Signalintensitdt der Niere der Versuchsgruppen +NP und
+NP/Koll zeigte sich ein Abfall in beiden Gruppen innerhalb von drei Monaten. Bei den
Versuchstieren +NP(1-3) konnte ein Abfall um 27 % des Ausgangswertes dargestellt werden.
Im Gegensatz dazu sank die Signalintensitéat der Nieren der Versuchstiere +NP /Koll(1-3)
nur um 19 %.

In der R2*-gewichteten Sequenz liefsen sich in beiden Versuchsgruppen Anstiege der
Signalintensitat um 32-34 % von den Nativaufnahmen bis zu den Messungen im dritten
Monat feststellen, jedoch zeigte sich keine eindeutige Dynamik der Werte. Die Messungen
der Signalintensitit der Niere in der R2*-gewichteten Sequenz schwankten sowohl zwischen
den einzelnen Versuchstieren einer Gruppe, als auch bei den wiederholten Bestimmungen

der Signalintensitéit eines Tieres.

Harnblase

Die Harnblase wurde in ihrem gesamten Umfang mit ihrem Inhalt vermessen. Abhéngig
vom Urinvolumen variierte die Gréfe und Signalintensitéat der Blase. Sowohl in den Ver-
suchsgruppen als auch in der Kontrollgruppe konnte innerhalb des Beobachtungszeitraumes
von drei Monaten ein Abfall der Werte in der T2-gewichteten Sequenz nachgewiesen werden.
In den Versuchsgruppen zeigte sich ein maximaler Abfall um 31 %, in der Kontrollgruppe
um maximal 26 %. Die gemessene Signalintensitit der Harnblase der Versuchs- als auch
Kontrollgruppe in der T2-Sequenz schwankte stark. Die gemessenen Unterschiede der
Signalintensitéit der Harnblase zwischen Versuchs- und Kontrollgruppe erwiesen sich als

nicht signifikant.
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Abbildung 4.20 Darstellung der durchschnittlichen Signalintensitat der Harnblase in der T2-
Sequenz. Grau werden die Versuchsgruppen +NP und +NP/Koll dargestellt. Orange wird
die Kontrollgruppe K gekennzeichnet.(n=3; “student’s t-test”; *P<0,05= schwach signifikant;
**P<0,01= hoch signifikant; ***P<0,001= hochst signifikant)

In der R2*-gewichteten Sequenz wurden stark schwankende Werte in der Versuchs- und
Kontrollgruppe festgestellt. Auch hier liefen sich keine signifikanten Unterschiede zwi-

schen den Gruppen erkennen. Die hohe Standardabweichung der Messwerte innerhalb der

39



4 Ergebnisse

Gruppen ldsst zudem an der Aussagekraft dieser zweifeln.
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Abbildung 4.21 Darstellung der durchschnittlichen Signalintensitéit der Harnblase in der R2*-
Sequenz. Grau werden die Versuchsgruppen +NP und +NP/Koll dargestellt. Orange wird
die Kontrollgruppe K gekennzeichnet.(n=3; “student’s t-test”; *P<0,05= schwach signifikant;
**P<0,01= hoch signifikant; ***P<0,001= hochst signifikant)

Der Vergleich beider Versuchsgruppen in den T2-gewichteten Aufnahmen der Harnblase
ergab klare Unterschiede. In der Versuchsgruppe +NP sanken die Messwerte der Harnblase
innerhalb von drei Monaten um 84 %. Die Messwerte der Versuchsgruppe +NP /Koll
verringerten sich von der Nativaufnahme bis zum dritten Monat lediglich um 17 %.
Weiterhin konnte in keiner der Gruppen eine klare Dynamik der Werte dargestellt werden,
da die gemessenen Schwankungen zu stark waren.

Die Messungen der Signalintensitit in den R2*-gewichteten Sequenzen ergaben ein ahnliches
Bild. Auch hier waren die Schwankungen der Messwerte so stark ausgeprigt, dass ein
Vergleich der beiden Versuchsgruppen mit der Kontrollgruppe nicht sinnvoll erschien. In der
Versuchsgruppe +NP stiegen die Werte in drei Monaten bis auf 160 % des Ausgangswertes
an. Hingegen zeigten sich in der Versuchsgruppe +NP /Koll fallende Werte um 63 %.

Knochen

Um die Messungen der Signalintensitdt des Knochens vergleichen zu kénnen, wurde sich
darauf geeinigt im Bereich des distalen Femurs zu messen. Der Femur war bei jedem
Versuchstier gut auffindbar und aufgrund seiner Grofe fiir die Messungen geeignet.

In den Versuchsgruppen und der Kontrollgruppe zeigte sich in der T2-gewichteten Sequenz
nach fiinf Minuten ein Abfall der Signalintensitdt/ ROI. Bei den Versuchsgruppen handelte
es sich um einen maximalen Abfall von 42 %, bei der Kontrollgruppe um maximal 41 %.
In der T2-Sequenz verhielt sich die Signalintensitit des Femurs der Versuchs- und Kon-
trollgruppen in ihrer Verlaufsdynamik dhnlich. Zwischen der Versuchsgruppe +NP /Koll
und der Kontrollgruppe K konnte zu den Zeitpunkten Nativ, siebter Tag und im ersten
Monat ein schwach signifikanter Unterschied (p<0,05) gemessen werden. Der Vergleich

der Versuchsgruppe +NP mit der Kontrollgruppe ergab lediglich im zweiten Monat einen
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schwach signifikanten Unterschied (p<0,05). Zwischen den Versuchsgruppen +NP und
+NP/Koll zeigte sich im ersten Monat ein hoch signifikanter Unterschied (p<0,01).

Knochen T2
o +NP @ +NP/Koll o Kontrolle
250.000 *
*
*
S 200.000
~ * %
& 150.000 A *
wv
c
£ 100.000
£
e
& 50000
wv
0 T T T T T
0 Min 5 Min Tag7 Monat 1 Monat 2 Monat 3

Zeitpunkt

Abbildung 4.22 Darstellung der durchschnittlichen Signalintensitéit des Femurs in der T2-Sequenz.
Grau werden die Versuchsgruppen +NP und +NP /Koll dargestellt. Orange wird die Kontroll-
gruppe K gekennzeichnet.(n=3; “student’s t-test*; *P<0,05= schwach signifikant; **P<0,01=
hoch signifikant; ***P<0,001= hochst signifikant)

In der R2*-gewichteten Sequenz liefs sich keine eindeutige Tendenz der Werte der Versuchs-
oder Kontrollgruppe erkennen. Sowohl die Versuchs- als auch die Kontrollgruppen wiesen
schwankende Signalintensitdten des Femurs zwischen 80-100 % des Ausgangswertes auf.
Zu den Zeitpunkten Nativ, sieben Tage und dritter Monat konnten schwach (p<0,05) bis
hoch (p<0,01) signifikante Unterschiede zwischen der Signalintensitidt des Knochens der

Versuchs- und Kontrollgruppe verzeichnet werden.
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Abbildung 4.23 Darstellung der durchschnittlichen Signalintensitdt des Femurs in der R2*-
Sequenz. Grau werden die Versuchsgruppen +NP und +NP/Koll dargestellt. Orange wird
die Kontrollgruppe K gekennzeichnet.(n=3; “student’s t-test”; *P<0,05= schwach signifikant;
**P<0,01= hoch signifikant; ***P<0,001= hochst signifikant)

In den T2-gewichteten Aufnahmen des Femurs konnte eine dhnliche Dynamik der Signalin-

tensitédt in beiden Versuchsgruppen mit der Zeit festgestellt werden. Die Messwerte beider
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Versuchsgruppen sanken um 25-37 % innerhalb von drei Monaten. Allerdings liefen sich in
allen Gruppen starke Schwankungen innerhalb der Messungen des Knochens einer Maus
in der R2*-gewichteten Sequenz zu einem festgelegten Zeitpunkt feststellen.

Die Messwerte der Versuchsgruppen in den R2*-gewichteten Sequenz wiesen keine einheit-
liche Dynamik wéhrend des Beobachtungszeitraums auf. In der Versuchsgruppe +NP /Koll
blieb die Signalintensitat des Knochens weitestgehend konstant und stieg lediglich um 2 %
innerhalb von drei Monaten an. Hingegen erhohte sich die Signalintensitéat der Versuchs-

gruppe +NP innerhalb von drei Monaten um 21 %.

Muskel

Fiir die Messung der Signalintensitiat des Muskels wurde die Schultermuskulatur ausgewahlt.
Dabei stellte die Faszie der einzelnen Muskeln die dufsere Grenze bei der Einzeichnung der
ROI dar.

Die Messungen des Muskels zeigten in der T2-gewichteten Sequenz ein dhnliches Bild wie
die der Leber, des Gehirns und der Nieren. Mit Zunahme der Beobachtungszeit konnte in
den Versuchsgruppen im Gegensatz zu der Kontrollgruppe ein Abfall der Signalintensitét
nachgewiesen werden. In den Versuchsgruppen sanken die Messwerte kontinuierlich bis
auf 71-73 % des Nativ-Messwertes ab. Im Gegensatz dazu blieb die Signalintensitit der
Kontrollgruppe weitestgehend konstant und verzeichnete einen maximalen Abfall der
Signalintensitdt um 8 % innerhalb von drei Monaten.

Die Unterschiede zwischen der Signalintensitdt der Muskulatur in der T2 gewichteten
Sequenz zwischen Versuchs- und Kontrollgruppen stellten sich zu den Zeitpunkten Tag
sieben sowie erster, zweiter und dritter Monat als schwach (p<<0,05) bis hochst signifikant
(p<0,001) heraus. Zwischen der Versuchsgruppe +NP und der Kontrollgruppe K konnten im
ersten, zweiten und dritten Monat schwach signifikante Unterschiede (p<0,05) der Messwer-
te aufgezeigt werden. Der Vergleich der Versuchsgruppe +NP /Koll und der Kontrollgruppe
ergab zu den Zeitpunkten Tag sieben, erster Monat, zweiter Monat schwach signifikante
Unterschiede. Allerdings konnte im dritten Monat ein hochst signifikanter Unterschied
(p<0,001) zwischen der Versuchsgruppe +NP /Koll und Kontrollgruppe verzeichnet werden.
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Abbildung 4.24 Darstellung der durchschnittlichen Signalintensitéit der Muskulatur in der T2-
Sequenz. Grau werden die Versuchsgruppen +NP und +NP/Koll dargestellt. Orange wird
die Kontrollgruppe K gekennzeichnet.(n=3; “student’s t-test; *P<0,05= schwach signifikant;
**P<0,01= hoch signifikant; ***P<0,001= hochst signifikant)

Die Auswertung der R2*-gewichteten MRT-Bilder verdeutlicht in Bezug auf den Muskel
signifikante Unterschiede zwischen der Versuchs- und der Kontrollgruppe zu den Zeit-
punkten sieben Tage, erster Monat, zweiter Monat und dritter Monat. Zwischen der
Versuchsgruppe +NP und der Kontrollgruppe zeigten sich zu den Zeitpunkten Tag sieben,
erster Monat und dritter Monat schwach signifikante Unterschiede. Nach zwei Monaten
konnte ein hochst signifikanter Unterschied (p<<0,001) gefunden werden. Der Vergleich der
Versuchsgruppe +NP /Koll und der Kontrollgruppe ergab ebenfalls schwach signifikante
Unterschiede (p<0,05) zu den Zeitpunkten erster und dritter Monat. Im zweiten Monat
konnte ein hoch signifikanter Unterschied (p<0,01) zwischen den beiden Versuchsgruppen
+NP und +NP /Koll nachgewiesen werden. In den Versuchsgruppen konnte ein kontinu-
ierlicher Anstieg der Signalintensitit im Beobachtungszeitraum um 75-87 % verzeichnet
werden. Die Messwerte der Kontrollgruppe blieben weitestgehend konstant und pendelten

sich bei 110 % des Ausgangswertes ein.
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Abbildung 4.25 Darstellung der durchschnittlichen Signalintensitiat der Muskulatur in der R2*-
Sequenz. Grau werden die Versuchsgruppen +NP und +NP/Koll dargestellt. Orange wird
die Kontrollgruppe K gekennzeichnet.(n=3; “student’s t-test; *P<0,05= schwach signifikant;
**P<0,01= hoch signifikant; ***P<0,001= hochst signifikant)

Im Vergleich der beiden Versuchsgruppen beziiglich der Signalintensitiat der Schultermus-
kulatur in der T2-Sequenz konnten fast identische Werte nachgewiesen werden. In beiden
Versuchsgruppen sank die Signalintensitdt maximal um 26-31 % ab.

Auch der Vergleich der Messwerte der Muskulatur in den R2*-gewichteten Bildern zeigte
kaum Unterschiede. Innerhalb von drei Monaten stieg die Signalintensitat der Versuchsgrup-
pe +NP und +NP/Koll fast synchron um 43-50 % an. Die Messwerte der Muskulatur der

Versuchsgruppe +NP waren dabei grofstenteils geringfiigig hoher als die der Versuchsgruppe
+NP /Koll.
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5. DISKUSSION

In der vorliegenden Arbeit wurden etablierte Verfahren von der Gewinnung der adipo-
genen Stammzellen iiber die Kultivierung, Besiedlung von Kollagen-Carriern bis hin zur
Implantation in SCID-Mé&use genutzt. Diese bewahrten Materialien und Methoden wurden
miteinander kombiniert, um die Wirkung der BNF-Starch markierten adipogenen Stamm-
zellen auf einen lebenden Organismus zu untersuchen. Im Fokus stand die Beobachtung
der implantierten ASC iiber einen Zeitraum von drei Monaten.

Der Versuchsaufbau ermoglichte die Visualisierung der Nanopartikel-markierten ASC.
Dabei konnten die Implantate der Versuchsgruppen iiber einen Zeitraum von drei Monaten
im lebenden Organismus dargestellt werden. Bei der Versuchsgruppe +NP /Koll gelang
es ein stabiles Konstrukt aus Nanopartikel-markierten ASC und Kollagen-Carriern fiir
drei Monate sichtbar zu machen. Allerdings war die Darstellung einzelner Zellen und
Zellverbénde in vivo trotz der hohen Auflésung des 7,1 T-Kleintier-MRTs nicht moglich.
Anhand der gemessenen Signalintensitidten der Organe der Versuchstiere konnte kein
eindeutiger Hinweis auf die Abwanderung der ASC in umliegende Gewebe und fernere
Organe gefunden werden.

Die Aussagekraft der gewonnenen Ergebnisse, sowie die Methodik des Versuchsaufbaus
werden im Folgenden kritisch diskutiert. Dabei wird die gegenwértige wissenschaftliche

Datenlage beriicksichtigt.

5.1 Narkose der Mause

Im gesamten Versuchsablauf stellte sich die Narkosephase der Mause als die kritischste
beziiglich des Uberlebens der Méuse dar. Einen Risikofaktor bildet die Narkose mit dem
Inhalationsnarkotikum Isofluran. Wie andere Inhalationsnarkotika wirkt auch Isofluran
dosisabhéngig atemdepressiv und bronchodilatatorisch [Ensinger, 2005|. Die Schleimh&ute
der Atemwege werden gereizt und die Bronchialsekretion wird verstarkt. Des Weiteren kann
es in der Aufwachphase zu Erbrechen, Husten, Laryngo- und Bronchospasmus kommen
[Larsen, 2006]. Aufgrund der genannten Nebenwirkungen auf den respiratorischen Trakt
konnen sich kurze Apnoephasen bis hin zum Tod ereignen. Allerdings ist zu betonen, dass
bei gewichtsadaptierter Anwendung der Inhalationsnarkosen sowie einer durchgéingigen

Uberwachung der Respirations- und Kreislaufparameter die Risiken minimiert werden
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konnen.

5.2 Zell-Tracking im MRT

Die in vivo Darstellung der Nanopartikel-markierten Zellen im MRT erfolgte in Anlehnung
an vorausgegangene in vivo und in vitro Studien [Kasten et al., 2014] [Kasten et al., 2015|
[Siegmund et al., 2017]. Mit der vorliegenden Arbeit konnten die Nanopartikel-markierten
Zellen mittels MRT erfolgreich iiber einen Zeitraum von drei Monaten in einem lebenden
Organismus visualisiert werden. Allerdings ist die Darstellung der markierten Zellen im
lebenden Organismus stark abhingig von den Umgebungsbedingungen. Insbesondere der
Wasser- bzw. Protonengehalt sowie der natiirliche Eisengehalt von Geweben beeinflussen
die Darstellung der Nanopartikel und damit der markierten Zellen im MRT [Trekker
et al., 2014]. Somit unterscheiden sich die Untersuchungen des in vivo Trackings wesentlich
vom in vitro Versuchsmodell. Bei der Durchfiihrung der Messungen gestaltete sich die
Anlage der ROI als fehlerbehaftet. Dabei schwankte die Signalintensitit der ausgewéahlten
ROI in Abhéngigkeit der ausgewahlten MRT-Schicht. Trotz Bemiihungen der Untersucher
dghnliche Bereiche und eine einheitliche Grofe der ROI zu wéhlen, zeigten sich bei den
Signalintensitéits-Messungen unterschiedlicher Tiere, aber auch innerhalb verschiedener
MRT-Schichten eines Organes des gleichen Tieres, starke Unterschiede. Die Messungen der
Leber, Skelettmuskulatur und Niere waren aufgrund der Homogenitéit des Gewebes dieser
Organe leichter durchfiihrbar. Daraus resultierten Messergebnisse mit einer geringeren
Standartabweichung zwischen den Tieren einer Gruppe.

Die BNF-Starch Markierung der Zellen ermdglichte eine klare Demarkierung des Injek-
tionsareals gegeniiber dem umliegenden Gewebe. Jedoch stellte sich die Visualisierung
einzelner Zellen und Zellverbande als erschwert heraus. Im Gegensatz zu den in vitro
Studien von Kasten et al. (2015) konnten sich die markierten Zellen in eisenhaltigen
Organen nicht eindeutig demarkieren. Kasten et al. (2014) wies eine lineare Korrelation der
R2*-Zeiten mit der Eisenkonzentration der gelabelten Zellen (ugFe/ml) nach. Aufgrund
des natiirlichen Eisengehalts in unterschiedlichen korpereigenen Zellen und Geweben z.B.
Erythrozyten, Hepatozyten, Myozyten, konnte eine verkiirzte T2- bzw. verlingerte R2*-
Relaxationszeit nicht eindeutig auf die Abwanderung von Nanopartikeln oder markierten
ASC in den jeweiligen Organen zuriickgefiihrt werden.

In den T2- und R2*-gewichteten Sequenzen konnten eindeutige Unterschiede zwischen
den nicht- und den Nanopartikel-markierten Zellbereichen im Bereich des Injektionsareals
dargestellt werden. Jedoch konnte die Abwanderung einzelner Zellen und Zellverbande mit
der hier verwendeten Methodik nicht visualisiert werden. Bei den Messungen der Niere,
Leber und Muskeln in der T2-Sequenz zeigte sich eine abnehmende Signalintensitit/ROI
mit der Zeit. Es wird vermutet, dass mit voranschreitender Beobachtungszeit transplan-
tierte, BNF-Starch markierte ASC abgebaut werden und das freigesetzte BNF-Starch in

der Leber, Niere und Muskel akkumuliert. Jedoch konnte kein eindeutiger Riickschluss auf
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die Ablagerung von BNF-Starch oder BNF-Starch markierten ASC gezogen werden.
Grundlegend fiir die langfristige Beobachtung der Nanopartikel-markierten Zellen mittels
MRT ist der Verbleib der Partikel in den intakten und lebenden Zellen. Im Falle eines Ab-
sterbens der Zelle wiirden die Partikel freigesetzt werden und sich in umliegendem Gewebe
ablagern beziehungsweise iiber den Blutkreislauf oder die Lymphe in andere Korperregio-
nen abtransportiert und metabolisiert werden. Abhéngig von der Hiille werden SPIOs von
unterschiedlichen Zelltypen absorbiert und verstoffwechselt. Wenn SPIOs abgebaut werden,
wird das freigesetzte Eisen in den zelluldren Eisenpool eingespeist. Dort wird es abhéngig
vom Gesamteisenstatus des Korpers entweder als Ferritin gespeichert oder iiber Ferroportin
ins Blut transportiert. Besteht ein Eisenmangel wird vermehrt Eisen ins Knochenmark
transportiert und in neugebildete Erythrozyten inkorporiert [Weissleder et al., 1989]. Auf
Grundlage der aktuellen Literatur und der Ergebnisse dieser Arbeit ist eine Abwanderung
der ASC aus dem Implantationsgebiet in ortsferne Organe unwahrscheinlich. Eine mogliche
Erkléarung fiir die abnehmende Signalintensitit in der Leber, der Niere und den Muskeln
in der T2-Sequenz innerhalb der Beobachtungszeit ist die Apoptose einiger insuffizient
iiber Perfusion und Diffusion versorgten ASC. Die freigesetzten BNF-Starch Partikel
konnten durch Makrophagen aufgenommen, verstoffwechselt und anschliefend als Ferritin
im Bereich der Leber und Muskeln gespeichert worden sein. Eine weitere Moglichkeit
besteht in dem Einbau des aus den SPIOs stammenden Eisens als Hamoglobin in die
Erythrozyten. Weissleder et al. konnte zeigen, dass das Eisen aus dem dextranumbhiillten
SPIO AMI-25, biodegradierbar und bioverfiigbar ist und in den Erythrozyten in Form von
Hémoglobin eingebaut wurde [Weissleder et al., 1989).

5.2.1 Leber

Die Messungen der Leber in der T2-Sequenz ergaben eine kontinuierlich abfallende Signal-
intensitat in den Versuchsgruppen innerhalb des dreimonatigen Untersuchungszeitraumes.
Jeweils invers verhielt es sich in der R2*-Sequenz. Die Signalintensitit der Leber in der
Kontrollgruppe blieb bis auf kleinere Schwankungen konstant. Zwischen den Versuchsgrup-
pen und der Kontrollgruppe zeigte sich zu den Zeitpunkten erste Woche, erster Monat,
zweiter Monat, und dritter Monat niedrig bis hoch signifikante Unterschiede beziiglich der
Signalintensitdt der Leber. Hingegen konnten zwischen den einzelnen Versuchsgruppen
keine signifikanten Unterschiede gefunden werden. Diese Beobachtungen legen die Vermu-
tung nahe, dass die gemessenen Unterschiede zwischen der Versuchs- und Kontrollgruppen
durch die Nanopartikel der markierten ASC verursacht wurden. Ob es sich dabei um
abgewanderte, mit Nanopartikeln markierte ASC oder nur Nanopartikel handelt, welche
durch Sekretion aus apoptotischen ASC freigesetzt wurden, kann in diesem Versuchsaufbau
nicht geklart werden.

Wie schon erwahnt, stellen eisenhaltige Nanopartikel die Zellen nur indirekt dar, was als

verstirkte Hypointensitéit des jeweiligen Areals in den T2-gewichteten Sequenzen des MRT
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sichtbar wird. Eine sichere Unterscheidung zwischen markierten vitalen Zellen und toten
Zellen ist dabei nicht moglich. Folglich lasst sich mit der verwendeten Methodik keine Aus-
sage dariiber treffen, ob die ASC in entfernte Gewebe abwanderten oder aufgrund diverser
Prozesse (Diffusions-, Perfusionsstérungen) im Implantationsgebiet untergingen und die
internalisierten Nanopartikel freisetzten, die wiederum in entfernte Organe abtransportiert
wurden.

Die nur teilweise signifikanten Unterschiede zwischen den Versuchs- und Kontrollgruppen
liegen neben den individuellen Messfehlern und Artefakten auch an der geringen Grup-
pengrofe. Es empfiehlt sich, in weiterfithrenden Studien einen Versuchsaufbau mit mehr

Versuchstieren pro Gruppe anzuvisieren.

5.2.2 Niere

Die Messungen der Signalintensitéit der Niere zeigten sowohl in der T2- als auch R2*-
gewichteten Sequenz niedrig bis hoch signifikante Unterschiede zwischen den Versuchsgrup-
pen und der Kontrollgruppe. Im Verlauf des Versuchs wurde ein zunehmender Unterschied
der Signalintensitéit der Nieren zwischen Versuchs- und Kontrollgruppen deutlich. Wie
zuvor ausgefiihrt wird vermutet, dass es sich um eine zunehmende Ablagerung von Na-
nopartikeln im Nierenparenchym handelt. Um die Vermutung zu erhéarten, konnten in
weiterfiihrenden Studien lichtmikroskopische Untersuchungen der jeweiligen Organe vor-
genommen werden, mit dem Ziel, die eisenhaltigen Nanopartikelablagerungen eindeutig

visualisieren zu konnen.

5.2.3 Gehirn

Aufgrund der bestehenden Blut-Hirn-Schranke und einer damit einhergehenden selektiven
Durchléssigkeit fiir lebenswichtige Nahrstoffe wie Glucose und Aminoséuren, wurde eine
Abwanderung der adipogenen Stammzellen bezichungsweise der Nanopartikel in das Gehirn
als unwahrscheinlich erachtet. Die durchgefiihrten MRT-Messungen des Gehirns in der
T2-Sequenz bestétigten diese Annahme. Es zeigten sich lediglich signifikante Unterschiede
zwischen den Versuchsgruppen und der Kontrollgruppe zu den Zeitpunkt 0 Minuten und
nach 5 Minuten. Eine Abwanderung der Zellen bezichungsweise eine Ablagerung der
Nanopartikel im Gehirn wird zu diesen Zeitpunkten als unwahrscheinlich bewertet. Zu
spateren Messzeitpunkten konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen Kontroll- und
Versuchsgruppen verzeichnet werden. Allerdings gestaltete sich die Anlage der ROI als
schwierig durchfithrbar. Abhéngig vom Anteil des angeschnittenen Ventrikelsystems sowie
der weifsen und grauen Substanz variierte die Signalintensitit des Gehirns. Somit kam
es neben interindividuellen auch zu intraindividuellen Schwankungen der Messergebnisse.
Vermutlich kénnten durch eine zunehmende Gruppengréfse diese Schwankungen verringert

werden.

48



5 Diskussion

5.2.4 Skelettmuskulatur

Die Messungen der Signalintensitdat im Bereich der Skelettmuskulatur ergaben in beiden
Versuchsgruppen einen fast linearen Abfall in der T2-gewichteten Sequenz. Die Signalin-
tensitdt der Muskulatur der Kontrollgruppe verhielt sich dagegen weitestgehend konstant.
Die schwach bis hochst signifikanten Unterschiede zwischen der Kontroll- und den Ver-
suchsgruppen zu den Zeitpunkten sieben Tage, erster Monat, zweiter Monat, dritter Monat
lassen die Vermutung zu, dass es sich bei den Signalveranderungen der Muskulatur in den
Versuchsgruppen um abgelagertes Eisen aus den BNF-Starch Partikeln von apoptotischen,
markierten ASC handelt. Eine Abwanderung der markierten ASC in die Skelettmuskulatur
kann mit dem hiesigen Versuchsaufbau nicht eindeutig nachgewiesen werden, da einzelne

Zellverbande im Bereich der Muskulatur nicht visualisiert werden konnten.

5.2.5 Harnblase

Die Messungen der Signalintensitit im Bereich der Harnblase wiesen stark inter- als
auch intraindividuelle Schwankungen auf. Dabei variierte die gemessene Signalintensitét
abhéngig von der in der Blase befindlichen Urinmenge. Abhéngig von der Urinmenge
variierte auch die Grofse der Harnblase, sodass einzelne Messungen aufgrund einer entleerten
Blase nicht durchgefiihrt werden konnten. Beziiglich der Ablagerungen von adipogenen
Stammzellen in der Blase konnte somit mit diesem Versuch keine eindeutige Aussage
gemacht werden. Auch die Sekretion von Nanopartikeln mit dem Urin konnte im Rahmen

dieser Arbeit nicht geklédrt werden.

5.2.6 Knochen

Die Messungen der Knochen erwiesen sich als duflerst schwierig durchfiihrbar. Dabei
gestaltete sich vor allem die Auswahl der ROI als problematisch. Oft waren nur kleine
Anteile des Femurs in einer Ebene angeschnitten und diese beinhalteten sowohl Spongiosa,
als auch Compacta, Corticalis und in Gelenknéhe hyalinen Knorpel. Die Signalintensitat
des vermessenen Areals varriierte abhéngig von der Zusammensetzung dieser einzelnen
Komponenten in der ROI. Um die Vergleichbarkeit der Ergebnisse zu erhéhen, einigten sich
die drei Untersucher auf den distalen Femur. Jedoch wiesen die Signalintensitdtsmessungen
des Knochens starke Schwankungen sowohl zwischen den einzelnen Untersuchern als auch
innerhalb eines Untersuchers auf. Somit konnten keine eindeutigen Riickschliisse von der
Signalintensitdt des Knochens im MRT auf eingewanderten ASC oder Nanopartikel gezogen

werden.
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5.2.7 Injektionsareal

Im Bereich des Injektionsareals zeigten sich zwischen den einzelnen Versuchstieren der
Versuchsgruppen +NP und +NP /Koll hinsichtlich der Intensitdt des Kontrastes keine
wesentlichen Unterschiede. Auch bei der Betrachtung der Signalstéirke des Injektionsareals
innerhalb einzelner Versuchstiere zu den unterschiedlichen Messzeitpunkten blieben die
Werte weitgehend konstant. Beim Vergleich der Versuchs- und Kontrollgruppen zeigten
sich hingegen eindeutige Unterschiede. Das Injektionsareal der Versuchsgruppen demar-
kierte sich hypointens in der T2-gewichteten Sequenz. Im Gegensatz dazu stellte sich
das Implantatgebiet der Kontrollgruppe stark hyperintens dar. Das hyperintense Injekti-
onsareal der Kontrollgruppe ist vermutlich durch den Wasseranteil der injizierten Losung
begriindet, die neben auf Kollagentragern befindlichen unmarkierten ASC auch STEM-
Medium beinhaltete. Das STEM-Medium gewihrleistete das Uberleben der Zellen in
vitro. Des Weiteren musste mit der zugesetzten Fliissigkeit sichergestellt werden, dass die
Zell-Kollagen-Suspension mittels einer 18G-Brauniile injiziert werden konnte, um eine
geringinvasive Implantation zu erméglichen. Zwar befanden sich auch die Nanopartikel-
markierten ASC in einer solchen Suspension. Jedoch wird durch den Suszeptibilitéatseffekt
der eisenhaltigen Nanopartikel das Signal der umliegenden Strukturen, zum Beispiel Kolla-
gen und STEM-Medium, in der T2-Sequenz ausgelGscht.

In der Kontrollgruppe konnte das Injektionsareal nur bis einschliefslich zum ersten Monat
dargestellt werden. Hingegen war die Darstellung des Injektionsareals der Versuchsgruppen
+NP und +NP/Koll bis zum dritten Monat méglich. Hinsichtlich der Gréfsenstabilitét des
Injektionsareals wiesen alle Gruppen ein unterschiedliches Verhalten auf. In der Versuchs-
gruppe +NP zeigte sich mit der Zeit eine starke Reduktion der Implantatgrofe. In der
Versuchsgruppe +NP /Koll blieb die Implantatgrofe weitestgehend konstant. Im Gegensatz
dazu konnte bei den Versuchstieren der Kontrollgruppe schon ab dem ersten Monat kein
Implantat mehr nachgewiesen werden.

Eine mogliche Erklarung fiir die kurze Darstellung des Implantatgebiets der Kontroll-
gruppe bildet die fehlende Markierung der Zellen, die nach Bildung reifer Adipozten im
Implantatgebiet eine dhnliche Signalintensitdat wie das natiirlich angelegte subkutane Fett-
gewebe besitzen und somit mittels MRT-Technik nicht eindeutig differenziert dargestellt
werden konnen. Vor allem zwischen den Zeitpunkten fiinf Minuten und eine Woche zeigte
sich eine massive Schrumpfung der Implantate in der Kontrollgruppe. Vermutlich wurde
innerhalb der ersten Woche ein Grofsteil des wasserhaltigen STEM-Mediums aus dem
Implantationsgebiet resorbiert, was zum einen zu einer verminderten Demarkierung des
Injektionsareals und zum anderen zur Verringerung der initial gemessenen Implantatgrofe
fithrte. Die Implantatregionen der Versuchsgruppen erscheinen aufgrund des Suszeptibili-
téatseffekt vergrofert. Dieser bedingt durch den Abfall des T2-Signals an Grenzflichen von
den Nanopartikel-markierten Zellen zum umliegenden Gewebe, dass unter Umsténden die

Implantate der mit den Nanopartikel-markierten Zellen grofer erscheinen. Eine weitere
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Erklarungsmoglichkeit wird durch das durchgefithrte Hoechst-Assay aufgezeigt, welches
eine verstiarkte Proliferation der mit BNF-Starch markierten Zellen nachwies. Somit konnte
in den Versuchsgruppen +NP und +NP/Koll, in welchen Nanopartikel-markierte Zellen
implantiert wurden, eine hohere Zellzahl und Grofenpersistenz des Implantats als in der
Kontrollgruppe erwartet werden.

Zusammenfassend konnte in der Versuchsgruppe +NP /Koll, in welcher den M&usen auf
Kollagencarriern befindlichen markierten ASC injiziert wurden, ein iiber drei Monate
stabiles Implantat beobachtet werden. Es wird vermutet, dass die in diesem Versuch
als Tragermedium verwendeten Kollagencarrier eine entscheidende Rolle beziiglich der
Langzeitstabilitdt des Implantats spielen. Eine Untersuchung iiber den Zeitraum von drei
Monaten hinaus wiirde sich als sinnvoll erweisen, um auch die Langzeitpersistenz des

Implantats zu untersuchen.

5.3 Distribution

Wie bereits erwahnt, wurden mit der hier verwendeten Methodik Zellen lediglich indirekt
dargestellt, was einen direkten Schluss auf die Distribution der ASC nicht zulieff. Um
die Frage nach der Distribution vitaler Zellen sicher zu beantworten, bedarf es einer
direkten Markierung der Zielzellen sowie funktioneller bildgebender Verfahren wie der
Szintigraphie, Positronen-Emissions-Tomographie, Biolumineszenz. Zum Beispiel konnen
hMSC durch Verdnderung des Genmaterials der Zellen direkt dargestellt werden. Die
in die DNA der Zielzellen eingefiigten Gene kodieren Proteine, welche eine Floureszenz
erzeugen, die mit einem Luminometer gemessen werden kénnen [Ponomarev et al., 2004|
[Cao et al., 2006] [Wu et al., 2006] [Love et al., 2007]. Nachteilig sind allerdings die fragliche
Beeinflussung der Zielzellen durch die Verdnderung des genetischen Materials sowie die
kiirzeren Darstellungszeiten und der hohe Arbeitsaufwand zu bewerten. Alternativ konnen
Stammzellen auch iiber zelleigene Proteine dargestellt werden. Die Forschungsgruppe um
Naumova et al. [Naumova et al., 2014]| konnte transplantierte Stammzellen {iber eine
gezielte Uberexpression des Eisenspeicherproteins Ferritin im MRT visualisieren. Dies
ermoglichte auch die Differenzierung von vitalen und avitalen implantierten Stammzellen.
Jedoch ist die Darstellung im MRT aufgrund der vergleichsweise geringen Eisenkonzen-
tration erschwert. Dariiber hinaus existieren Methoden, welche durch photolumineszente
Nanopartikel Stammzellen erfolgreich sichtbar machen kénnen [Li et al., 2018]. Jedoch
besteht auch hier die Problematik der kurzen Darstellungszeit bis maximal sieben Tage.
Jede dieser Methoden der direkten und indirekten Markierung von Zellen hat verschiedene
Vor- und Nachteile, die je nach Versuchsaufbau gezielt eingesetzt werden konnen, um die

Zielzellen bestmoglich zu visualisieren.
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5.4 Adipose tissue engineering

5.4.1 SCID-Mause vom Typ beige als Tiermodell

Die SCID-Méuse vom Typ beige erwiesen sich, wie bereits in vorherigen Studien

[Frerich et al., 2012| [Kasten et al., 2015] [Siegmund et al., 2017], als geeignetes Tiermodell
fiir den vorliegenden Versuchsaufbau. Der Zeitrahmen des Versuchs von drei Monaten
konnte mit der Lebenserwartung der Tiere von circa sechs Monaten gut vereinbart wer-
den. Wéhrend des dreimonatigen Beobachtungszeitraums zeigte keines der Tiere eine
Abstofsungsreaktion infolge der Implantation humaner Zellen. Die Tiere verhielten sich
in der Gruppenhaltung sozial. In Stresssituationen erwies sich der Grofsteil der Tiere als

stressresistent und robust.

5.4.2 Kollagen-Carrier

Im vorliegenden Versuch wurden als Carrier Kollagenpartikel mit einer Gréfse von unter 0,1
mm Durchmesser benutzt, um eine minimalinvasive Applikation und damit eine geringe
Empfangermorbiditét zu gewéhrleisten. Die subkutane Applikation mittels einer Brauniile
konnte problemlos durchgefiihrt werden. Keine der Méause zeigte nach der Applikation eine
eingeschrankte Mobilitdt oder verdandertes Verhaltensmuster, sodass davon ausgegangen
werden kann, dass die Mause nach dem Eingriff iiber keine starken, immobilisierenden
Schmerzen verfiigten. Infektionen im Bereich des Applikationsgebietes traten bei keinem
der Versuchstiere auf. Im Gegensatz zu grofseren und stabileren Kollagenkonstrukten war
eine gleichméfigere Besiedlung mit ASC méoglich. Im MRT als auch in in wvitro Versuchen
(Hoechst-Féarbung) konnte eine homogene Besiedlung der Kollagen-Carrier mit adipogenen
Stammzellen nachgewiesen werden.

In vorangegangenen Studien von Siegmund et al. (2017) und Frerich et al. (2012) konnte
innerhalb des dreimonatigen Versuchsablaufs eine Schrumpfung der zellbesiedelten Scaffolds
festgestellt werden. Diese wurden auf die fehlende Néhstoffversorgung der Zellen im
Zentrum des Implantats innerhalb der ersten Tage durch eine fehlende Blutversorgung
zuriickgefithrt. In der Zeit der fehlenden Vaskularisation werden die Zellen durch Diffusion
versorgt. Die Perfusion des Implantats erfolgt durch Neovaskularisation, beginnend in
der Peripherie bis zum Zentrum des Implantats. In Abhéngigkeit von der Implantatgrofe
sterben die Zellen im Zentrum des Implantats aufgrund einer fehlenden Perfusion und
mangelhaften Diffusion ab und es kommt zur Implantatschrumpfung [Muschler et al.,
2004]. Hingegen sollten die Kollagen-Carrier aufgrund ihrer geringen Grofe eine verbesserte
Perfusion und Diffusion im Zentrum des Implantats ermdglichen. Jedoch zeigte sich in
den Versuchs- und Kontrollgruppen sowohl makroskopisch als auch palpatorisch eine
Schrumpfung der Implantate mit der Zeit. Nach Ablauf des ersten Monats konnten die

Implantate nicht mehr eindeutig am Ort der Injektion makroskopisch vom umliegenden
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subkutanen Fettgewebe unterschieden beziehungsweise palpatorisch abgegrenzt werden. Im
MRT wurden eindeutige Unterschiede zwischen der Versuchsgruppe +NP und +NP /Koll
sichtbar. In der Versuchsgruppe +NP liefs sich eine starke Reduktion der Implantatgrofe
innerhalb des dreimonatigen Beobachtungszeitraums darstellen. Hingegen verhielt sich die
Implantatgrofse in der Versuchsgruppe +NP /Koll weitestgehend stabil. Es wird vermutet,
dass die Kollagen-Carrier das Fettgewebskonstrukt stabilisieren und die ASC daran hindern
ins umliegende Gewebe beziehungsweise in andere Organe zu emigrieren.

Ungeklart bleibt die Frage, ob auch iiber den Versuchszeitraum von drei Monaten hinaus

das Fettgewebskonstrukt gréfienstabil und ortsbestandig bleibt.

5.5 Toxizitat eisenoxidhaltiger Nanopartikel

In dieser Arbeit konnten mittels eines Live-Dead-Assays zytotoxische Effekte der BNF-
Starch Partikel in den verwendeten Konzentrationen in vitro ausgeschlossen werden. Dabei
zeigte sich in den Versuchsgruppen im Gegensatz zu der Kontrollgruppe keine erhohte
Apoptoserate der ASC. Allerdings konnten keine zytotoxischen Effekte wie z.B. thermi-
sche Schiden im Empfiangerorganismus in vivo ausgeschlossen werden. Die klinischen
Untersuchungen der Méuse zeigten keinen Unterschied zwischen der Kontrollgruppe und
den Versuchsgruppen. Weder die Tiere der Versuchsgruppen noch die der Kontrollgruppe
zeigten wahrend des dreimonatigen Untersuchungszeitraums pathologische Verdnderungen
im Bereich des Implantationsgebietes.

Die toxische Wirkung von eisenhaltigen Nanopartikeln wird derzeit noch kontrovers dis-
kutiert. Studien in denen die eisenoxidhaltigen Nanopartikel intravends injiziert wurden,
zeigten eine Anreicherung der Partikel in der Leber und der Milz [Kut et al., 2012|. In
Abhéngigkeit von der Konzentration traten Hyperthermie bedingte Gewebeschiaden auf, die
héufig todlich endeten. Die Arbeitsgruppe um Kolecka et al. (2017) konnte keine nachteili-
gen Effekte auf die markierten ASC nachweisen, welche mit 319,2 pug Fe/ml gelabelt wurden.
Die Untersuchungen von Mishra et al. (2018) belegen lediglich marginale Verdnderungen
toxikologischer Parameter wie der Zelllinge, der Apoptoserate und des Aktinzytoskeletts,
sowie keine signifikanten DNA-Schidden. Gupta et al. (2004) wies die Biokompatibilitét
von PEG-beschichtete Nanopartikel nach. In einer darauffolgenden Studie beschrieb Gupta
et al. (2005) eine konzentrationsabhéngige Zytotoxitit der SPIOs. Eine andere Studie
von Hussain et al. (2005) konnte auch bei hochsten Nanopartikelkonzentrationen keine
zytotoxischen Effekte nachweisen.

Die unklare Datenlage verdeutlicht die Komplexitat dieses Themengebietes. Die Nanopar-
tikeltoxizitat ist von vielen verschiedenen Faktoren abhéngig: Konzentration, Grofe, Form,
Ladung, Oberflichenbeschichtung, Agglomerationszustand der Nanopartikel sowie auch
vom markierten Zelltyp und dem Implantationsort [Mahmoudi et al., 2011].

Somit sollte vor jedem klinischen Einsatz von Nanopartikeln die Biokompatibilitat und

mogliche Nebenwirkungen spezifisch untersucht werden.
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5.6 Kanzerogenes Potential

Derzeit wird ein mogliches kanzerogenes Potential der implantierten Stammzellen kon-
trovers diskutiert. In mehreren Studien werden Tumorrezidive und Tumorneubildungen
nach dem Einsatz von autologen Fetttransplantationen und dem Einsatz von humanen
mesenchymalen Stammzellen beschrieben. Dabei wird eine Verbindung von mesenchy-
malen Stammzellen und einem vermehrten Tumorwachstum von beispielsweise Mamma-,
Prostata- und Lungenkarzinomen diskutiert [Chandler et al., 2012| [Zhao et al., 2012| [Lin
et al., 2010]. In vivo als auch in vitro Studien zeigten ein verstiarktes Wachstum und eine
Metastasenbildung bei Mammakarzinom-Patienten, welche eine Brustrekonstruktion mit
einer ASC-Coinjektion erhielten [Karnoub et al., 2007| |[Lazennec et al., 2008|

|Goldstein et al., 2010]. Perrot et al. (2010) beschrieb eine erhohte Proliferation von
Osteosarkomzellen durch autologe Fetttransplantationen bei immunsupprimierten Mausen.
Allerdings ist die Studienlage nicht eindeutig. Studien von Sun et al. (2009), Zhu et al.
(2009) und Cousin et al. (2009) zeigten einen antitumordsen oder keinen Effekt von ASC
auf das Tumorwachstum. Lee et al. (2019) konnte in seinem Versuchsaufbau keinen si-
gnifikanten Anstieg des Tumorwachstums von Mammakarzinomen in Verbindung mit
SVF Injektionen nachweisen. Als positiv erwies sich die erhéhte Fettiiberlebensrate der
Versuchstiere, welche SVF Injektionen erhielten. Gebremeskel et al. (2019) beschrieb den
proliferations- und invasivititsfordernden Effekt von ASC auf Mammakarzinomzellen.
Jedoch zeigten sich diese Eigenschaften nicht bei konventionellen Fetttransplantationen
und Zell-assistiertem Lipotransfer.

Aufgrund der Unklarheiten hinsichtlich des kanzerogenen Potentials wird empfohlen,
die Stammzelltherapie sowie Fetttransplantationen von Patienten mit einer Tumorvorge-
schichte sorgfaltig abzuwégen und im Falle einer aktiven Tumorerkrankung aufzuschieben
[Chandler et al., 2012] |[Zimmerlin et al., 2011].

Der Einsatz adipogener Stammzellen stellt sicherlich einen vielversprechenden Ansatz fiir
die Augmentation dar, allerdings miissen vor dem klinischen Einsatz noch viele Fragen
beziiglich der Patientensicherheit geklart werden.

Derzeit riickt der Zell-assistierte Lipotransfer immer mehr in den Fokus der Forschung.
Dabei handelt es sich um eine Technik, welche autologe Fetttransplantationen mit der
Implantation von ASC kombiniert. In der Literatur wird aktuell eine Uberlegenheit der
CAL gegeniiber der konventionellen autologen Fettgewebstransplantation noch kontrovers
diskutiert. In mehreren Studien konnte eine verbesserte Retention des Fettgewebsimplan-
tats nachgewiesen werden. 2017 untersuchte Hong et al. die Umgebungsverédnderungen in
Donor- und Empféangergeweben nach Zell-assistiertem Lipotransfer. Durch Immunofloures-
zenzfarbung konnte die Distribution implantierter Adipozyten und ASC verfolgt werden.
Die Untersuchungsergebnisse zeigten eine verstarkte Angiogenese im Empfangergewebe
sowie eine verbesserte Retention des Implantats durch ASC- Supplementierung [Hong

et al., 2017]. In den folgenden Jahren untersuchte Hong et al. (2019) den Einfluss von in-
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travenos applizierten ASC auf Umgebungsveranderungen des Implantats. Die Distribution
der ASC wurde anhand Immunofloureszenz-Farbung dargestellt und die Transplantatvo-
lumina durch MRT-Scans berechnet. Es resultierte eine signifikant hohere Adipogenese
Gen-Expression, Retention des Implantatvolumens und Vaskularisationsdichte. Abhén-
gig von der ASC-Konzentration zeigten sich quantitative Unterschiede der Angiogenese
und Adipogenese wihrend des adipogenen Remodellings. Harris et al. (2019) untersuchte
anhand von Tierstudien den Einfluss endothelial differenzierter ASC auf das Uberleben
und die Neovaskularisation von Fetttransplantaten. Dabei wiesen die Transplantate der
ASC assistierten Gruppen eine héhere Uberlebensrate und morphologische Integritit auf.
Dariiber hinaus konnten weniger Entziindungsreaktionen und eine verstiarkte Geféafbildung
im Implantatgebiet beobachtet werden. Jedoch existieren vereinzelt auch Studien, die kein
verbessertes Outcome vom CAL im Gegensatz zur konventionellen Fetttransplantation
beschreiben |[Wang et al., 2015|. Die Meta-Analyse von Laloze et al. (2018) wertete die
Literatur von 2008-2016 beziiglich der Effektivitdt der CAL aus. Dabei konnte eine signifi-
kant hohere Fett-Uberlebensrate mit der CAL-Methode bis zu einem Injektionsvolumen
von 100 ml festgestellt. Allerdings wies die CAL-Methode eine hohere Komplikationsrate
auf und reduzierte nicht die Anzahl an Folgeeingriffen nach der initialen Fettimplantation.
Es bedarf weiterer Studien, um das Langzeit-Outcome des Zell-assistierten Lipotransfers
bewerten und mit konventionellen Methoden vergleichen zu kénnen.

Zusammenfassend stellt die Implantation beziehungsweise Supplementation von ASC eine
innovative Therapiemoglichkeit dar, Weichgewebsdefekte langfristig zu decken. Jedoch
muss aufgrund der ungeklarten Datenlage in jedem Patientenfall individuell iiber die
bestmogliche Therapie entschieden werden. Auch bedarf es weiterer Forschungsarbeit, um
die Langzeitpersistenz der Implantate, die Patientensicherheit und die Nebenwirkungsrate

zu verbessern.
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Derzeit existiert noch kein idealer Weichgewebsersatz fiir die Rekonstruktion weichgewebi-
ger Defekte. Somit stellt das tissue engineering von Fettgewebe einen Schwerpunkt der
heutigen Forschung dar. Trotz des groften wissenschaftlichen Interesses an der Thema-
tik wurden erst wenig Studien {iber die Distribution subkutan implantierter adipogener
Stammzellen verdffentlicht, um mogliche Nebenwirkungen und Komplikationen dieser
innovativen Therapiemoglichkeit zu untersuchen.

Aus dieser wissenschaftlichen Liicke heraus entstand das Ziel dieser Arbeit, das in vivo
Verhalten implantierter ASC mittels MRT-Technik néher zu untersuchen. Im vorliegenden
Versuchsaufbau wurden humane adipogene Stammzellen mit eisenhaltigen BNF-Starch-
Nanopartikeln markiert und auf Kollagen-Carriern ausgesit. Anschliefsend erfolgte die
subkutane Implantation dieser zellbesiedelten Weichgewebskonstrukte in die Flanke von
SCID-Méusen. Die Versuchstiere wurden in drei Gruppen eingeteilt: In der Versuchsgruppe
+NP wurde den Mausen Nanopartikel-markierte ASC subkutan injiziert. Die Méuse der
Versuchsgruppe +NP /Koll erhielten mit Nanopartikeln-markierte auf Kollagen-Carriern
befindliche ASC. Den Versuchstieren der Kontrollgruppe K wurden unmarkierte ASC auf
Kollagen-Carriern appliziert. Die MRT-Untersuchungen erfolgten einmalig prainterventio-
nell, sowie an fiinf postinterventionellen Zeitpunkten (fiinf Minuten, sieben Tage, erster
Monat, zweiter Monat, dritter Monat). Durch die Nanopartikelmarkierung gelang die
Darstellung der implantierten ASC mittels MRT. Die Visualisierung des Implantatgebietes
sowie dessen Verdnderung mit der Zeit konnte iiber einen Zeitraum von drei Monaten
durchgefiihrt werden. Dabei zeigte sich in der Versuchsgruppe +NP eine Schrumpfung
des Implantats. In der Versuchsgruppe +NP /Koll blieb das Implantat iiber drei Monate
weitestgehend grofenstabil. Die MRT-Aufnahmen des Implantatgebiets der Kontrollgruppe
belegen eine massive Schrumpfung bis zum voélligen Verschwinden des Implantats nach
dem ersten Monat.

Die Visualisierung einzelner Zellen und Zellverbande war mit dieser Methode nicht rea-
lisierbar. Durch die Veréinderungen der Signalintensitéit einzelner Organe innerhalb des
dreimonatigen Beobachtungszeitraums wurde indirekt auf mogliche Nanopartikelablage-
rungen geschlossen. Dabei konnten signifikante Verdnderungen der Signalintensitét in der
Leber, Niere, Knochen und Skelettmuskulatur der Versuchsgruppen detektiert werden.

Mit fortschreitender Beobachtungszeit zeigten sich stéarkere Signalverdnderungen in den
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6 Zusammenfassung

genannten Zielorganen. Die Untersuchungen der Harnblase ergaben keine signifikanten Un-
terschiede zwischen der Kontroll- und Versuchsgruppe. Von der gemessenen Signalintensitat
des Gehirns konnte nicht auf mogliche Ablagerungen von Nanopartikeln beziehungsweise
markierten ASC geschlossen werden. Die Messungen der Signalintensitit des Knochens
wiesen starke Schwankungen innerhalb einer Gruppe, als auch innerhalb eines Tieres auf,
sodass keine Riickschliisse beziiglich der Ablagerung von markierten ASC beziehungsweise
Nanopartikel gezogen werden konnten.

Anhand der gewonnenen Untersuchungsergebnisse wird die Vermutung aufgestellt, dass sich
die Nanopartikel apoptotischer ASC in der Leber, Niere und Skelettmuskulatur ablagern.
Es gilt nun, dieser Vermutung mit anderen gezielten Studien nachzugehen, um die ASC-

und Nanopartikelablagerungen in anderen Organen direkt nachzuweisen.
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7. ANHANG

7.1 Puffer und Losungen

Puffer und Lo6-| Zusammensetzung Hersteller Artikelnummer
sungen
Hoechst- Puffer 2 M NaCl ROTH 3957.1
0,05 M Na,HPO, VWR Prolabo 1.06586.0500
Live-Dead-Kit Calcein Blue-AM Molecular Probes C1430
Ethidiumhomodimer | Molecular Probes E1169
Hoechst Sigma-Aldrich 14533-100MG
STEM-Medium 44,5 % IMDM (1X) | Fisher  Scientific | 31980-022
GmbH
44,5 % F12 Nut Mix | Fisher Scientific | 31765.027
(1X) GmbH
10 % NKS Fisher Scientific | SH30118.03
GmbH
1 % Penicilllin- | Fisher Scientific | 15140-122
Streptomycin GmbH
Iron releasing re-| 4,5 % KMnO4 in | VWR Prolabo 26910.237
agent (1:4) H,O

0,5 mol/1 HCL

Morphisto

13533.01000

Iron detection re-
agent

6,5 mM Ferrozin

Sigma-Aldrich

6,5 mM Neocuproin | Sigma-Aldrich 101555215
2,5 M Ammonium- | Sigma-Aldrich 101387009
Acetat
1 M Ascorbinsdure | VWR Prolabo 83568.180
in Hy0
Blutlaugensalzlosung| 1 % HCL Morphisto 13533.01000
(1:1)
2 % Kaliumhexacya- | Morphisto 12674.F0500

noferrat (1)

Tabelle 7.1 Puffer und Losungen
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7 Anhang

7.2 Reagenzien

Reagenzien Hersteller Artikelnummer
Agarose NEED Carl Roth 2267.4
Aluminiumsulfat AppliChem A0747,0500
Ammonium-Acetat Sigma-Aldrich 101387009

Aqua dest Braun 2019.09
L-Ascorbinséure VWR Prolabo 83568.180
[-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich M-3148

bFGF Merck KGaA GF003AF-100UG
BNF- Starch Micromod 10-00-102

Calcein Blue-AM Molecular Probes C1430
Dinatriumhydrogenphosphat| MERCK K21780380
Ethanol 70 Apomix 92A041016
Ethidiumhomodimer Molecular Probes E1169

Ferrozine Sigma-Aldrich 160601-1G

F12 Nut Mix (1X) Gibco 31765.027
Hoechst(bisBenzimide Sigma-Aldrich 14533-100MG

H33342 trihydrochloride)

IMDM (1X) Gibco 31980-022
Kaliumhexacyanoferrat(II) | Morphisto 12674.F0500
Kaliumpermanganat VWR Prolabo 26910.237
Kernechtrot MERCK 1001210500
Kollagen Medical Biomaterial Pro-

ducts GmbH
Kollagenase NB4 Serva 17454.01
Natriumchlorid ROTH 3957.1
Natriumhydrogenphosphat | VWR 1.06586.0500
Natronlauge 1,0 mol/1 Morphisto 13908.00500
Neocuproine Sigma-Aldrich 101555215
NKS (Hyclone AYC60560) | Thermo Scientific SH30118.03
PBS 9,55 g/1 VWR International GmbH | L-182-10
Penicillin-Streptomycin Gibco 15140-122
Poly-D-Lysin Hydrobromi- | Sigma-Aldrich P7405

de

Salzséure 5,0 mol/1

Morphisto

13533.01000

RA1-Puffer

Macherey-Nagel

LOT 70384

Trypsin/ EDTA

Gibco

15400-054

Tabelle 7.2 Reagenzien
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