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°C  Grad Celsius 
Ayxz  Absorption bei xyz Nanometern 
AS  Aminosäure 
ATP  Adenosintriphosphat 
bp   Basenpaare 
bzw.   beziehungsweise 
c   centi 10-1 
ca.   circa 
CD  Cluster of Differentiation 
cDNA   copy DNA, durch Reverse Transkription aus RNA entstandene 

komplementäre DNA 
CIAP Alkaline Phosphatase aus Kälberdarm ([engl.]: Calf Intestine Alkaline Phosphatase) 
CO2  Kohlendioxid 
CT  Computertomographie 
Da   Dalton 
DAB  Diaminobenzidin 
DC-Chol 3β-[N-(N′,N′-Dimethylaminoethan)-Carbamoyl]-Cholesterol 
DCX  Doublecortin 
DCTA  1,2-Diaminocyclohexan-N,N,N´,N´-Tetraessigsäure 
CMV  Zytomegalie Virus ([engl.]:Cytomegalo Virus) 
DEPC  Diethylpyrocarbonat 
d. h.   das heißt 
DMEM von Dulbecco modifiziertes Eagle Medium ([engl.]: Dulbecco's Modified Eagle 

Medium) 
DMSO   Dimethylsulfoxid 
dNTP  Desoxynukleotidphosphat 
DOPE  1,2-Dioleyl-sn-Glycero-3-Phosphatidylethanolamin 
DTPA  Diethylentriaminpentaessigsäure 
DTT   Dithiothreitol 
E   Extinktion 
E  Embryonaler Tag 
EDTA   Ethylendiamintetraessigsäure 
EGF  Epidermaler Wachstumsfaktor 
EGFR  Rezeptor des Epidermalen Wachstumsfaktors 
ELISA  ([engl.]: Enzyme Linked Imunosorbent Assay ) 
ES  Embryonale Stammzelle 
et al  und andere ([lat.]: et alii) 
FAC   Eisen(III)-Ammoniumzitrat ([engl.]: Ferric Ammonium Citrate) 
FAK   Fokale Adhäsionskinase 
FBS  Fötales Kälberserum ([engl.]: Fetal Bovine Serum) 
FGF-2  Fibroblasten Wachstumsfaktor-2 
FITC  Fluoresceinisothiocyanat 
g   Gramm 
g   Erdbeschleunigung 
G418   Antibiotikum Geneticin 
Gd  Gadolinium 
GFP   Grün fluoreszierendes Protein ([engl.]: Green Fluorescent Protein) 
Gy  Durch ionisierende Strahlen verursachte Energiedosis ([engl.]: Gray) 
h   Stunde 
HEMA  Poly-(2-Hydroxyethyl)-Methacrylat 
Hepes  2-(4-(2-Hydroxyethyl)- 1-piperazinyl)-Ethansulfonsäure 
HIV-1  Humanes Immundefizienz Virus-1 ([engl.]: Human Immunodeficency Virus-1) 
HRP  Meerrettichperoxidase ([engl.]: Horse Radish Peroxidase)  
IMDM  von Iscove modifiziertes Dulbecco Medium ([engl.]: Iscove’s Modified Dulbecco’s 

Media) 
IRES  Interne Ribosomale Eintrittsstelle 
k   Kilo 103 
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kb  Kilobase(n) 
KSR ([engl.]: Knockout Serum Replacment Factor) 
L   Liter 
LIF  Leukemie Inhibitionsfaktor 
LSM   Konfokales Laser Scanning Mikroskop 
μ   Mikro 10-6 

LB   Luria Bertani (Medium) 
LV  Lentivirus 
M   Molar (mol·L-1) 
M   Mega 106 
m   Meter 
m   Milli 10-3 
MCS  Multiple Klonierungsstelle ([engl.]: Multiple Cloning Site) 
min   Minute 
MOI  Anzahl der infektiösen Viruspartikel pro Zelle ([engl.]: Multiplicity of Infection) 
mol   Mol 
MRT   Magnet-Resonanz-Tomographie 
n   als Präfix:Nano 10-9 

n  Stichprobengröße 
OD   optische Dichte 
p   Pico 10-12 
PAGE   Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
PBS  Puffer ([engl.]: Phosphat Buffered Saline) 
PCR   Polymerase Ketten Reaktion 
PEG   Polyethylenglykol 
PEI  Polyethylenimine 
PET  Positronen-Emissions-Tomographie 
PFA  Paraformaldehyd 
pLV  prälentiviral 
POFI  kombinierte Beschichtung aus Poly-L-Ornithin und Fibronektin 
RNA  Ribonukleinsäure  
RT   Raumtemperatur 
RT-PCR Reverse Transkriptase PCR: Synthese von cDNA aus RNA, von der 

anschließend eine PCR zum Nachweis des Transkripts dient. 
s   Sekunde 
s. o.   siehe oben 
s. u.   siehe unten 
SDS  Natriumdodecylsulfat 
SOC  Super Optimal Broth mit Kataboliten-Repression (Medium) 
SPIO  Superparamagnetisches Eisenpartikel 
SV40  ([engl.]:Simian Virus 40) 
tE   Elongationszeit 
T1   Zeitkonstante T1; beschribt die longitudinale Magnetisierung 
T2   Zeitkonstante T2; beschreibt die transversale Magnetisierung 
T2*   effektive Relaxationszeit 
Tm   Anlagerungstemperatur 
TBS  Puffer ([engl.]: Tris Bufered Saline) 
TE   Echozeit 
TR   Repetitionszeit 
Tris   Tris-(hydroxymethyl)-Aminomethan 
u. a.   unter anderem 
U   Unit 
U.E.   Unabhängige Einheiten 
U.L.E.   Unabhängige Lichteinheiten 
ü. N.  über Nacht 
UV   Ultraviolett 
v   Volumen 
V   Volt 
VEGF  Vaskulärer Endothelialer Wachstumsfaktor ([engl.]:Vascular Endothelial Growth factor) 
VSV-G  Glykoprotein des Vesikulären Stomatitis Virus 
z. B.  zum Beispiel 
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1 Zusammenfassung 
Nach dem Entwurf und der Konstruktion einer Illuminationsplattform für das Photonen-Bild-

gebungssystem der Firma Biospace Lab konnte die Sensitivität und Auflösung der 

gemessenen Proben erheblich verbessert werden. Für das Ziel, kleine Zellmengen zu 

verwenden, war dieses von deutlichem Vorteil und wurde für weitere Versuche verwendet.  

Es wurde eine Gli36ΔEGFR-mCherry-Zelllinie generiert, die das Fluoreszenzprotein mCherry 

überexprimiert und sich für die Analyse der Fluoreszenzemisson im Photonen-Bildgebungs-

system gut eignete. Die Einbettung der Zellen in Agarose wurde für die Arretierung der 

Einzelzellen oder Zellaggregate verwendet, um detaillierte Untersuchungen einzelner 

Bereiche mit mehreren Bildgebungsverfahren durchführen zu können. Die Weiterentwicklung 

dieses Modells konnte auch die Vorraussetzungen für longitudinale Untersuchungen mittels 

MRT und optischen Bildgebungsverfahren schaffen und schloss die Untersuchung der 

zellulären Proliferationsdynamik nach Gamma-Bestrahlung mit ein. 

Die Detektion der mCherry-überexprimierenden Zellen wurde in Suspension und im 

Aggregatmodell mit dem Photonen-Bildgebungssystem untersucht. Ein linearer Zusammen-

hang zwischen Photonenflux und Aggregatvolumen, bzw. Zellzahl konnte ermittelt werden. 

Die Bestimmung des Photonenfluxes erwies sich als Parameter, der verlässlich die 

Zellanzahl, aber auch die Vitalität der Aggregate angibt, was nach Bestrahlungsexperi-

menten beobachtet wurde. 

Nach Präinkubation der Gli36ΔEGFR-mCherry-Zellen mit Endorem als MRT-Kontrastmittel 

wurde erneut der Vergleich zwischen Suspensionskultur und Aggregatkultur gezogen. Ein 

linearer Zusammenhang wurde zwischen MRT-Signalverlust und Aggregatvolumen in 

Abhängigkeit von der gewählten Echozeit bestimmt. Das Aggregatmodell erwies sich sowohl 

für die optische Bildgebung als auch für das MRT als sensitives Modell für die Visualisierung 

sehr kleiner Zellmengen.  

Für die Integration von Reportergenen wurde ein lentivirales System verwendet, welches 

sich als hocheffizientes Transduktionssystem herausstellte. Es wurde durch die Integration 

einer IRES-Sequenz in das Plasmid die Translation mehrerer Proteine in der transduzierten 

Zelle gewährleistet, welche für unterschiedliche Bildgebungsverfahren verwendet werden 

können. Zum ersten Mal konnte die Verwendung zweier IRES-Elemente für die Translation 

dreier Proteine erfolgreich gezeigt werden.  

Es wurde ein liposomales Transfersystem für superparamagnetische Partikel hergestellt, 

optimiert und detailliert charakterisiert. Die Aufnahme von SPIOs in Zellen durch Liposomen-

transfer ist eine effektive Methode, diese für die MRT-Bildgebung zu markieren. Der Vorteil 

selbst hergestellter Liposomen lässt weitere Konjugationen, wie Fluorochrome oder PEG zu, 
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was für weitere in vivo-Applikaitionen sinnvoll erscheint und die histologische Analyse 

vereinfacht  

Die Überexpression der schweren Kette des Ferritins in Verbindung mit der firefly-Luziferase 

in Gli36ΔEGFR-Zellen erbrachte nachweisbar eine Anreicherung der Ferritinproteine in 

verschiedenen Klonen. Die überexprimierenden Zellen zeigten eine verminderte Proliferation 

und eine erhöhte Adhäsion im Vergleich zu Kontrollzellen, was durch die Supplementation 

mit externem Eisen (FAC) aufgehoben werden konnte. Nach Präinkubation mit FAC konnte 

gezeigt werden, dass die Anreicherung von Eisen in den überexprimierenden Zellen sehr 

variabel war. Erste in vivo-Untersuchungen waren erfolgreich und die überexprimierenden 

Zellen wiesen einen höheren Signalverlust im MRT auf als die Kontrollzellen, was mit 

histologischen Ergebnissen übereinstimmte. 

Als Möglichkeit mit superparamagnetischen Partikeln einen zellspezifischen Signalverlust im 

MRT zu erzielen, wurde die extrazelluläre Zelloberflächen-Markierung gewählt. Der humane 

CD4-Rezeptor wurde in Verbindung mit Luziferase und mCherry in 293T-Tumorzellen 

überexprimiert. SPIO-gekoppelte Antikörper wurden verwendet, um eine spezifische Bindung 

an CD4 überexprimierenden Zellen zu erzielen. Die Verwendung von Zellaggregaten und die 

hochaufgelösten MRT-Daten von markierten Einzelzellen lassen den Schluss zu, dass die 

SPIO-Antikörper sich auf der Zelloberfläche anreichern. Dieses wurde fluoreszenz-

mikroskopisch bestätigt.  

Als weitere Möglichkeit wurden endogene Rezeptoren oder Proteine für die Markierung mit 

SPIOs betrachtet. Der EGF-Rezeptor in PC12-Zellen oder verschiedene Karbohydratepitope 

der Laktoserie 2 von neuralen Zellen dienten als Zielproteine für SPIO-gekoppelte 

Antikörper. Die Markierung mit SPIOs an der Zelloberfläche ist spezifisch und effizient. 

Als Grundlage für eine effektive in vivo Anwendung wurde eine PEGylierungsstrategie von 

Zellen und Antikörpern etabliert. 

Um weiterführende Untersuchungen an neuralen Zellen durchführen zu können, wurde die 

murine ES-Zelllinie CGR8 in neurale Zelltypen differenziert. Dazu wurde ein Protokoll 

etabliert, welches zu einer effizienten Expression des neuronalen Markerproteins Double-

cortin (DCX) führte. Darüber hinaus wurde die Expression der Karbohydratepitope A2B5, 

CD15 und HNK-1 während der neuralen Differenzierung der ES-Zellen detailliert untersucht. 

Der humane Promotor von DCX wurde für die zelltypspezifische Expression des signal-

inkompetenten Oberflächenproteins Robo3 aus Drosophila melanogaster verwendet und 

stabil überexprimierende ES-Zellen hergestellt. 
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Summary 
The generation of an illumination platform for the photonimager from Biospace Lab led to a 

higher sensitivity and resolution. Thus very small cell amounts could be detected and the 

platform was used for further studies. 

A Gli36ΔEGFR-mCherry cell line was generated for analyzing fluorescence emission in the 

photon imager by overexpressing mCherry as reporter gene. The adjustment of cells or cell 

aggregates in an agarose matrix was used to analyze cell regions with different imaging 

modalities. A further development was the multimodal in vitro analysis of proliferational 

behavior of multicellular spheroids in longitudinal studies with multiple measurements and 

coregistration. 

The fluorescence of the mCherry overexpressing cells was examined in suspension and in 

aggregate culture. A linear correlation between photon flux and aggregate volume or cell 

amount was calculated. Due to irradiation studies not only cell amount but vitality of cells 

could be considered by observing fluorescence. 

Incubating the cells with Endorem as contrast agent for MRI studies suspension and cell 

aggregate culture had been compared. A linear correlation between MRI signal loss, cell 

volume or absolute cell amount of cellular aggregates was ascertained depending on the 

echo time of measurement. Culturing cells as aggregates is a sensitive model for observing 

small cell amounts by optical imaging and MRI. 

A liposomal based transfection system was established and optimized for highly efficient 

intracellular transport of superparamagnetic particles. Conjugation strategies could be 

expanded like PEG, fluorochromes, etc. for further in vivo studies or to simplify histological 

analyses. 

A lentiviral system was used to integrate reporter genes into the genome of cells with high 

efficacy. For different imaging modalities the expression of more than one gene was 

achieved via introducing an IRES element. The use of two IRES elements for the expression 

of three genes was established.  

The heavy chain of the ferritin molecule was overexpressed in combination with firefly-

luciferase in Gli36ΔEGFR cells. Overexpressing cells showed a reduced proliferation rate 

and a higher adhesion by comparison with control cells which could be compensated with 

supplementation of ferric ammonium citrate (FAC). The iron accumulation after incubation 

with FAC as an external iron source in overexpressing cells was very variable. Preliminary in 

vivo results showed an accumulation of iron only in the cortex, where injected ferritin 

overexpressing cells were located. Aquired MRI and optical images could be correlated to 

histological results. 

Another strategy for cell specific accumulation of iron for signal loss in MRI is labeling 

extracellular receptors at the cell surface. Human CD4-receptor in combination with 
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luciferase and mCherry was overexpressed in 293T cells. For detection of the receptor with 

MRI the specific anti-CD4 antibody has been coupled to superparamagnetic particels (SPIO). 

SPIO conjugated antibodies are localized at the cell surface which was examined with 

fluorescence microscopy and high resolution MRI by labeling cell aggregates or single cells 

and further quantified with high resolution MRI techniques. 

Another possibility is labeling endogenous receptors or proteins as target for SPIO antibodies 

like the EGF receptor on PC12 cells or carbohydrate epitopes on neural cells. Extracellular 

labeling was highly specific and efficient.  

For future in vivo application the PEGylation of cells and antibodies was established. 

A neural differentiation protocol was developed and established for the generation of 

neuronal cells expressing the neuronal markerprotein Doublecortin from murine embryonic 

stem cells. The expression of the different carbohydrate epitopes A2B5, CD15 and HNK-1 

during neural differentiation of ES-cells were analyzed and used for magnetchromatography 

and high resolution MRI visualization. 
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2 Einleitung 

2.1 Molekulare Bildgebung 

Molekulare Bildgebungsmethoden weisen mit direkten oder indirekten Methoden die 

räumliche und zeitliche Verteilung von molekularen und zellulären Prozessen für 

biochemische, biologische, diagnostische, oder therapeutische Anwendungen nach [1]. Die 

Wahl der Bildgebungsmethode hängt sowohl von der Fragestellung, als auch von dem 

Anwendungsgebiet ab. In einer groben Übersicht weisen alle verwendeten Methoden einen 

gemeinsamen Nenner auf: Sie ermöglichen die räumliche und zeitliche Beschreibung des zu 

untersuchenden Prozesses auf eine nicht-invasive Weise. Zu den modernen Bildgebungs-

techniken zählen Computertomographie (CT), Magnet-Resonanztomographie (MRT), 

Gammaszintigraphie, optische Bildgebungstechniken, Positronen-Emissions-Tomographie 

(PET) und Ultraschall-Bildgebung. Die beiden Methoden MRT und optische Bildgebung 

werden detaillierter beschrieben. 

2.2 Magnet-Resonanztomographie 

Die Magnet-Resonanz-Tomographie und Magnet-Resonanz-Spektroskopie basieren auf dem 

kernmagnetischen Resonanzeffekt, der im Jahre 1946 beschrieben wurde [2-3]. Typische 

Kerne, die eine wesentliche Rolle für die Bestimmung des Kernmagnetischen Resonanz-

effektes (NMR) spielen sind 31P, 13C, 23Na, 19F und 1H, wobei 1H mit die größte Bedeutung für 

biomedizinische Applikationen besitzt, da es in allen biologischen Proben in hohem Anteil 

vorhanden ist und von allen Kernen das größte gyromagnetische Verhältnis aufweist. Ohne 

die Einwirkung eines äußeren Magnetfeldes B0 befinden sich die individuellen magnetischen 

Momente (Spins) der Wasserstoffkerne in einem ungeordneten Zustand und orientieren sich 

nach Einwirkung des externen Magnetfeldes parallel oder vorzugsweise antiparallel 

abhängig von der Richtung des angelegten Magnetfeldes. Dies stellt die Grundlage für NMR-

Experimente dar, die nur auf diesem geringen Besetzungsunterschied beruht und die Spins 

aus der antiparallelen in die parallele Ausrichtung umklappt. Bei der Bestimmung eines 

NMR-Signals wird elektromagnetische Energie der Frequenz v in die zu untersuchende 

Probe eingestrahlt. Wenn die eingestrahlte Energie E exakt dem Energieunterschied 

zwischen der parallelen und antiparallelen Ausrichtung entspricht, findet ein Umklappen statt, 

wobei die bei diesem Prozess aufgenommene Energie E als Funktion der eingestrahlten 

Frequenz ν und dem Plackschen Wirkungsquantum h dargestellt werden kann.  

Dies wird durch die Plancksche Formel: 

ν∗= hE  
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beschrieben. Für den Zusammenhang zwischen der Magnetfeldstärke B0 und der Energie-

differenz ΔE der beiden Spinausrichtungen gilt: 

02
BhE ∗∗=Δ

π
γ  

Wobei γ eine gyromagnetische Konstante darstellt. Eine Verstärkung des externen Magnet-

feldes führt damit zu einer Vergrößerung der Energiedifferenz zwischen beiden Zuständen 

und damit zu einem höheren NMR-Signal. Der Zusammenhang zwischen der atomaren 

Resonanzfrequenz des Atomkerns und der externen magnetischen Feldstärke wird durch die 

Lamor-Beziehung: 

00 2
1 Bv ∗∗=
π

γ  

beschrieben [4]. Aufgrund der geringen Empfindlichkeit wird das NMR-Signal von starkem 

Hintergrundrauschen überlagert, was durch mehrfach durchgeführte Mittelungen der NMR-

Signal-Messung verbessert werden kann. Durch das bestehende externe Magnetfeld 

befinden sich die Spins in einem charakteristischen Gleichgewichtszustand der durch die 

Einstrahlung von Radiofrequenzenergie über eine Spule verändert wird. Einige parallel 

orientierte Kerne werden in die energiereichere antiparallele Orientierung angehoben bis 

eine Gleichgewichtsverteilung erreicht ist. Nach Abschaltung der Radiofrequenzenergie wird 

von den Spins erneut der Gleichgewichtszustand angestrebt, was mit einem Energieverlust 

einhergeht. Dieser Vorgang wird Spin-Gitter-Relaxation genannt und durch die charakter-

istische Zeitkonstante T1 beschrieben. Sie bestimmt zusammen mit der Repetitionszeit TR die 

Signalintensität eines NMR-Signals. Zwischen der Zunahme der Signalintensität und TR 

besteht ein exponentieller Zusammenhang, der durch:  

⎥
⎦

⎤
⎢
⎣

⎡
⎟⎟
⎠

⎞
⎜⎜
⎝

⎛
−−∗=

1
0 exp1

T
TSS R  

beschrieben wird.  

Neben der Zeitkonstante T1, welche die longitudinale Magnetisierung beschreibt, muss ein 

weiterer Relaxationsmechanismus, der die transversale Magnetisierung durch die Zeit-

konstante T2 beschreibt, berücksichtigt werden. Der T2- oder Spin-Spin-Relaxations-

mechanismus basiert auf dem Energietransfer zwischen benachbarten Atomkernen und ist 

nahezu unabhängig von der Feldstärke. Der transversale Relaxationsprozess kann durch 

makroskopische und mikroskopische Feldinhomogenitäten verstärkt werden, was als 

effektive Relaxationszeit T2
* beschrieben wird [5]. 

Bei der Messung des NMR-Signals wird die Abgabe der Energie, die mit einer Sendespule in 

die Probe eingestrahlt wird, mittels einer Empfangsspule gemessen. Das in der Spule 

empfangene Signal fällt unmittelbar nach der Anregung mit der Zeitkonstante T2 ab: 
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⎟⎟
⎠

⎞
⎜⎜
⎝

⎛
−∗=

2
0 exp

T
TESS  

Die Änderung der Signalintensität wird hier als Funktion der Zeit beschrieben und wird mittels 

der Fourier-Transformation in die Beziehung Signalintensität als Funktion der Frequenz 

überführt.  

2.2.1 Positiv und negativ wirkende Kontrastmittel 

Kontrast definiert die relative Signalintensitäts-Differenz zwischen zwei benachbarten 

Regionen innerhalb einer zu untersuchenden Probe. Der Kontrast eines MRT-Bildes ist das 

Ergebnis von vielen unterschiedlichen Faktoren. Dazu gehören intrinsische Faktoren, zu 

denen unter anderem die longitudinalen und transversalen Relaxationszeiten und die 

Protonendichte zählen. Zu den extrinsischen Faktoren gehören unter anderem die Feldstärke 

des externen magnetischen Feldes und die Art der verwendeten Pulssequenz. Kontrastmittel 

verändern die intrinsischen Parameter und führen damit zu einer Erhöhung der 

Signalintensitäts-Differenz zwischen benachbarten Regionen einer Probe. Durch eine 

Verkürzung der Protonen-Relaxationszeiten erhöhen positiv wirkende Kontrastmittel die 

Signalintensität, während negativ wirkende Kontrastmittel die Signalintensität verringern.  

Die Signalverstärkung (positiv oder negativ), die durch das Kontrastmittel ausgeübt wird, 

hängt von der Relaxivität (r1 und r2) ab, welche definiert ist als die Erhöhung der Relaxations-

rate (R1 = 1/T1 der; R2 = 1/T2), die durch 1 mmol-1 L-1 des Kontrastmittels hervorgerufen wird. 

Für ein positiv wirkendes Kontrastmittel, wie paramagnetische Substanzen, wird die 

Relaxationsrate R1 beschrieben durch: 

Cr
TT

R
vorhergegeben

gegeben ∗+== 1
)(1)(1

)(1
11

 

R1 und 1/T1(gegeben) beschreiben dabei die globale Relaxationsrate; T1(vorher) beschreibt die 

Relaxationszeit vor der Addition des Kontrastmittels; C beschreibt die Kontrastmittel-

konzentration und r1 beschreibt die Relaxivität. 

Für ein negativ wirkendes Kontrastmittel, wie superparamagnetische Substanzen, wird die 

Relaxationsrate R2 beschrieben durch: 

Cr
TT

R
vorhergegeben

gegeben ∗+== 2
)(2)(2

)(2
11

 

R2 und 1/T2(gegeben) beschreiben dabei die globale Relaxationsrate; T2(vorher) beschreibt die 

Relaxationszeit vor der Addition des Kontrastmittels; C beschreibt die Kontrastmittel-

konzentration und r2 beschreibt die Relaxivität. 

Die meisten paramagnetischen Substanzen sind Komplexe des Lanthanoids Gadolinium(III) 

(Gd), die mit hydrophilen Poly-(Aminocarboxylat)-Liganden cheliert wurden, um die Toxizität 

des Schwermetalls zu reduzieren. Eine oft verwendete Komponente ist Gd-DTPA 
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(Handelsname: Magnevist), das eine Relaxivität von r1 = 3,3 s-1 mM-1 und r2 = 3,9 s-1 mM-1 

(bestimmt mit einem 1,5 T MRT bei einer Temperatur von 37 °C in H2O) aufweist [6]. 

Negativ wirkende Kontrastmittel (superparamagnetische Kontrastmittel) bestehen gewöhnlich 

aus Eisenoxid Nanopartikeln (Fe3O4) oder Maghemite (γ-Fe2O3). Aufgrund der Durchmesser, 

Kristallstruktur, Oberflächenbeschichtung und Organisation lassen sich die superpara-

magnetisch wirkenden Eisenoxid Partikel in verschiedene Klassen einteilen. SPIOs weisen 

einen Durchmesser zwischen 4 bis 50 nm auf. Weitere Klassen sind die ultrakleinen SPIOs 

(USPIO), sehr kleine SPIOs (VSOP), monokristalline Eisenoxid-Partikel (MION), 

kreuzvernetztes Eisenoxid (CLIO) [7-8]. Das Kontrastmittel Endorem weist eine hydro-

dynamische Größe von 120 bis 180 nm auf und besitzt eine Relaxivität von r1 = 10,1 s-1 mM-1 

und r2 = 120 s-1 mM-1 (bestimmt mit einem 1,5 T MRT bei einer Temperatur von 37°C in H2O 

und Blutplasma) [6]. 

Die Kontrastmittel können einleitend in vier Gruppen eingeteilt werden: 

− extrazelluläre Gadolinium Chelate, die sich relativ unspezifisch intravaskulär oder 

interstitiell im Gewebe verteilen. Dennoch haben die meisten eine Präferenz für die 

Anreicherung in einem Gewebe. Magnevist (Schering AG) akkumuliert bevorzugt in der 

Niere während Gadophrin spezifisch für nekrotische Bereiche zu sein scheint [9-10]. 

− Kontrastmittel, die unspezifisch von Zellen aufgenommen werden. Meist werden diese 

von RES-Zellen (Zellen des Retikuloendothelial-Systems) nach intravenöser Injektion 

aufgenommen und nach Passage der Lysosomen als zelleigenes Eisen erkannt. 

Kontrastmittel wie Endorem (Guerbet GmbH) oder Resovist (Schering AG) werden 

demnach bevorzugt für Makierungen der Leber oder Milz verwendet [8]. Kontrastmittel, 

bestehend aus kleineren Eisenoxidpartikeln, wie Sinerem (Guerbet GmbH) oder NC 

100150 (Amersham Health), verbleiben länger im Blut bevor sie in der Leber akkumu-

lieren. Diese können für die MR-Bildgebung der Lymphknoten verwendet werden [11]. 

Diese Kontrastmittel können für in vitro Experimente für die Markierung vieler Zelltypen 

verwendet werden, haben allerdings den Nachteil, sich auf Tochterzellen zu verteilen 

und somit exponentiell abzunehmen. 

− Durch aktivierbare Kontrastmittel besteht die Möglichkeit, ein zell- oder gewebs-

spezifisches Signal zu erreichen. EgadMe beinhaltet Gadolinium, welches durch 

Galaktopyranose blockiert wird. Erst nach enzymatischer Spaltung des Kontrastmittels 

mit β-Galaktosidase wird die Konformation erreicht, die das Gadolinium mit Wasser in 

Verbindung bringt und so T1 verstärkt [12]. 

− Kontrastmittel, die nur die Zielzellen erreichen sollen oder durch Überexpression 

bestimmter Proteine ein Signal im MRT erzielen können, liegen im Hauptinteresse dieser 

Arbeit. Die Überexpression des Transferrinrezeptors ist untersucht worden, um eisen-

gebundenes Transferrin an den überexprimierten Rezeptor zu binden und somit die 
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endogene Eisenkonzentration zu erhöhen [13]. Auch die Überexpression von Ferritin, 

dem intrazellulären Eisenspeicherprotein, wurde durchgeführt [14]. Antikörper oder DNA 

als Eisenträger zu benutzen, ist eine andere Möglichkeit, eine ausreichende Signal-

intensitätsveränderung für eine T2-gewichtete Messung zu erhalten [15-16]. 

2.3 In vivo optische Bildgebungsmethoden 

Optische Bildgebung kann grob in zwei Hauptgebiete eingeteilt werden: Die Modalitäten, in 

denen eine externe Lichtquelle benötigt wird und Biolumineszenz-Bildgebung, wobei durch 

eine enzymatische Reaktion Licht gebildet wird [17].  

Die meisten der angewandten optischen Bildgebungstechniken stellen planare Techniken 

dar. Durch die Anwendung mathematischer Modelle oder durch die Veränderung der 

Positionierung des zu untersuchenden Objektes konnten allerdings auch tomographische 

Techniken entwickelt werden [18]. Eine der Schwierigkeiten bei Verwendung von Licht für 

Visualisierungstechniken in vivo stellt die Tatsache dar, dass mehrere Gewebeschichten 

penetriert werden müssen. Hauptsächlich sind bei Verwendung von Licht für Bildgebungs-

zwecke zwei physikalische Effekte zu beachten, die charakteristischerweise im Gewebe 

auftreten: Die Absorption der Photonen durch Chromophore in dem Gewebe und die 

Streuung der Photonen durch zelluläre Komponenten. 

Hämoglobin, Melanin und Wasser weisen niedrige Absorptionskoeffizienten in den Wellen-

längenbereichen zwischen 650 bis 900 nm auf und absorbieren hauptsächlich in der Region 

bis zu 600 nm [19-20]. Für λ > 600 nm beträgt die e-1 Absorptionslänge etwa 2 cm, während 

die Länge für die Streuung mit etwa 0,05 cm wesentlich geringer ist [21-22]. Bei der 

Detektion eines Biolumineszenzsignals kann die Emission zwar mittels eines Bildgebungs-

gerätes detektiert werden, eine exakte Lokalisation ist allerdings nicht mehr möglich. Dies ist 

schematisch in Abbildung 2–1 dargestellt.  

Für eine Voraussage der Signalstärke und räumlichen Auflösung in Abhängigkeit der Tiefe 

kann ein quantitatives Modell verwendet werden, das auf der Voraussetzung beruht, dass die 

Streuungslänge kleiner als die Absorptionslänge ist. In diesem Modell gilt für kontinuierliche 

Wellen, dass die Photonenfluenz Ф exponentiell von einem Punktstrahler hinweg abnimmt, 

was durch: 

)exp(
4

)( r
Dr

Pr effμ
π

−=Φ  

beschrieben wird. Dabei ist r die Distanz zur emittierenden Probe, P ist die Ausgangsleistung 

des Punktstrahlers, D ist der Diffusionskoeffizient, der durch:  

( )[ ]αμμ +
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beschrieben wird. Dabei stellt: 
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den reduzierten Streuungskoeffizienten dar und αμ ist der Streuungskoeffizient [21]. 

Abbildung 2–1: Beschreibung der Signaldetektion einer in vivo 
platzierten, lumineszierenden Probe: 
Mittels eines optischen Kamerasystems können die von der in vivo 
lokalisierten Biolumineszenzquelle ausgestrahlten Photonen detektiert 
werden (Abbildung verändert nach [21]). 

 

In Abbildung 2–1 wird das Prinzip der Lichtdetektion mittels eines optischen Bildgebungs-

systems in vivo verdeutlicht. Die Probenlokalisation, die aufgrund der geringen räumlichen 

Auflösung anhand der Biolumineszenz-Aufnahmen nicht exakt beschrieben werden kann, 

kann durch die Verwendung einer weiteren Bildgebungsmodalität, wie z. B. die Computer-

tomographie oder Magnet-Resonanztomographie deutlich präzisiert werden.  

Neben der Entwicklung von kombinierten PET- und CT-Bildgebungstechniken, welche die 

hohe räumliche Auflösung der Computertomographie mit der hohen Sensitivität der Gamma-

Strahlendetektion verbinden, wurden auch kombinierte MRT, PET und Biolumines-

zenzstudien durchgeführt, um die Stärken der verschiedenen Bildgebungstechniken 

miteinander zu kombinieren [23-26]. 

Für die Biolumineszenz-Messungen werden hauptsächlich Luziferasen, die aus Renilla 

reniformis (Rluc) und Photinus pyralis  (Fluc) isoliert wurden, verwendet [27-28]. Aufgrund 

der ATP- und O2-Abhängigkeit der von Fluc katalysierten enzymatischen Reaktion, die D-

Luziferin als Substrat benötigt, sind quantitative Bestimmungen der vitalen Zellmenge 

möglich. Aufgrund der Biologie und Enzymologie der Luziferasen besitzen diese 

Einschränkungen in der Verwendbarkeit als genetische Reporter und wurden durch gezielte 

Veränderungen optimiert [29]. Dazu gehören unter anderem die Entfernung der peroxi-

somalen Translokationssequenz, die Optimierung von regulatorischen Sequenzen und die 

Addition eines Degradierungssignals [29]. Eine Kombination der Expression von Fluc und der 

MRT-Bildgebung sind besonders wertvoll, da aufgrund entweder positiv oder negativ 

wirkender Kontrastmittel keine Vitalitätsbestimmung durchgeführt werden kann. 

Photonen-
Bildgebungssystem

Photonen-
Streuung

Biolumineszenz-
Quelle

Photonen-
Bildgebungssystem

Photonen-
Streuung

Biolumineszenz-
Quelle
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2.4 Glioblastoma multiforme 

Das hochgradig maligne Glioblastom ist einer der aggressivsten primären Gehirntumoren 

des zentralen Nervensystems und durch eine extensive Gewebsinfiltration und zellulär hohe 

proliferative Aktivität charakterisiert. Aufgrund der hohen Malignität des Glioblastoms beträgt 

die mittlere Überlebenszeit der Patienten weniger als 12 Monate [30-32]. Gliome stellen eine 

Gruppe der am häufigsten vorkommenden intrakraniellen Neoplasien dar, die ihren Ursprung 

in neuroglialen Zellen besitzen [33]. Gliale Tumoren können sich aus einer transformierten 

glialen-oligodendroglialen Zelle oder einer glialen Vorläuferzelle entwickeln, die nicht mehr 

der lokalen Wachstumskontrolle unterliegt [34]. In der klinischen Diagnostik werden Gliome 

aufgrund der WHO Klassifikation in Astrozytome, Oligodendrogliome, gemischte Oligoastro-

zytome und Eppendyome eingeteilt, wobei die Glioblastome äquivalent mit Astrozytom Grad 

IV bezeichnet werden können [35]. Glioblastome können sich de novo oder aus Astro-

zytomen mit niedrigerem Grad entwickeln [34-35]. In den vergangenen Jahren konnte eine 

Population von Zellen in Gliomen identifiziert werden, die Charakteristika einer Stammzell-

population aufweisen und daher als Krebs-Stammzellen bezeichnet werden [36]. Diese 

Zellpopulation exprimiert bekannte neurale Stammzellmarker, wie das Protein Prominin-1 

(CD 133) und das Intermediärfilament Nestin. Die Zellen können nach Differenzierungs-

einleitung Marker für Neurone, Oligodendrozyten und Astroyten aufweisen [37]. Nach einer 

Strahlentherapie von Gliomen konnte eine Zunahme der CD133+-Population festgestellt 

werden, die auf einer präferentiellen Aktivierung des DNA-Reperaturmechanismus beruht 

[38]. Die CD133+-Expression scheint allerdings nicht ein universelles Merkmal für die 

Identifizierung einer Stammzellpopulation darzustellen, da auch CD133--Zellen Tumore nach 

der Transplantation in Nacktmäuse und Nacktratten bilden können [39-40].  

Die therapeutischen Möglichkeiten bei Glioblastomen beinhalten eine operative Resektion 

des Tumorgewebes, um durch die Reduktion der Tumormasse und Beseitigung der 

vorhandenen Raumforderung günstigere Voraussetzungen für eine anschließende Chemo-

therapie und Strahlenbehandlung zu ermöglichen [41]. Aufgrund des infiltrativen Charakters 

des Glioblastoms ist die operative Entfernung des Tumorrandbereiches schwierig. Bei der 

präoperativen Applikation von 5-Aminolävulinsäure kann unter intraoperativer Fluoreszenz-

bestrahlung eine makroskopisch vollständigere Resektion durchgeführt werden [42]. Die 

Magnet-Resonanz-Therapie und andere bildgebende Verfahren wie die Positonen-

Emissionstomographie nehmen in der neuroradiologischen Diagnostik eine zentrale Rolle ein 

[43]. 
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2.5 Neurale Stammzellen  

Stammzellen können asymmetrische und symmetrische Zellteilungen durchführen, was die 

Fähigkeit einer extensiven Selbsterneuerung und der Bildung differenzierter Nachkommen 

beinhaltet. Vorläuferzellen dagegen sind in ihrer Entwicklungskapazität bereits eingeschränkt 

und in der Differenzierungsrichtung spezialisiert [44].  

Die Kapazität einer Zelle verschiedene Zelltypen hervorzubringen, lässt sich in vier 

Kategorien einordnen, die bereits aus dem hämatopoetischen System bekannt sind [45]. 

Totipotente Zellen besitzen die Fähigkeit alle Zell- und Gewebetypen eines Organismus 

hervorzubringen und damit auch diesen Organismus komplett zu generieren. Zu diesen 

Zelltypen zählen Keimbahnzellen und embryonale Stammzellen (ES-Zellen). Aus 

embryonalen totipotenten Stammzellen können neurale pluripotente Stammzellen hervor-

gehen [46], die sich dann in vitro oder nach Transplantation in den Embryo weiter-

differenzieren und unterschiedliche terminal differenzierte Zelltypen hervorbringen können 

[47-50]. 

Ausgehend von der Totipotenz findet dann eine progradiente Reduktion der Entwicklungs-

fähigkeit statt. Diese Restriktion führt im folgenden Schritt zu einer pluripotenten (multi-

potenten) Stammzelle, die noch unterschiedliche Zelltypen hervorbringen kann, aber nicht 

mehr alle. Diese Fähigkeit besitzen oligopotente Stammzellen im nächsten Schritt dann nur 

noch in sehr eingeschränktem Maße. Ein Beispiel für diesen Zelltyp stellen Glia-Melanozyten 

und Glia-Myofibroblasten dar, welche die Fähigkeit der Selbsterneuerung besitzen aber in 

ihrer Differenzierungsrichtung stark eingeschränkt sind [51]. Unipotente Zellen können nur 

noch in einen definierten Zelltyp differenzieren, wie zum Beispiel neuronale Vorläuferzellen 

[52] oder im hämatopoetischen System die unipotenten Vorläufer, die T- und B-Zellen 

generieren [53]. 

Stammzellen können in den Geweben in einem mitotisch ruhenden Zustand vorliegen oder 

sich mit unterschiedlich schneller Geschwindigkeit teilen [54-55]. Zum Beispiel teilen sich 

Knochenmarkstammzellen langsam und selten [56], wohingegen somatische Stammzellen 

von Drosophila und intestinale Krypten-Stammzellen, mit einer Generationszeit von 12 

Stunden, eine vergleichsweise schnelle Zellteilungsrate aufweisen [57-58]. 

Die Aktivierung und anschließende Proliferation der Stammzellen kann unter anderem durch 

eine Gewebeschädigung hervorgerufen werden. Werden die sensorischen Epithelien im 

Innenohr [59] oder der Nase [60] geschädigt, werden diese nach einem einsetzenden 

Regenerationsprozess wieder ersetzt. Solche Prozesse sind auch im Zentralnervensystem 

beschrieben worden. Eine Ischämie im Vorderhirn von Nagetieren, führt zu einer 

gesteigerten Zellproliferation und Genese von immaturen Neuronen in der ipsilateralen 

subventrikulären Zone [61-63]. Eine Migration von gebildeten Neuroblasten konnte nach 

einer Zeit von 2 Wochen nach dem Schlaganfall in den geschädigten striatalen Arealen 
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nachgewiesen werden [64-65]. Die asymmetrische Zellteilung stellt eine der wichtigsten 

Eigenschaften der Stammzellen dar. Sie beschreibt eine unterschiedliche Verteilung von 

Determinanten auf die beiden, aus der Mitose hervorgehenden Tochterzellen, wodurch die 

Entwicklungsrichtung der Zellen festgelegt wird. In multipotenten Neuroblasten und neuralen 

Stammzellen konnten asymmetrische Zellteilungen nachgewiesen werden. Aus diesen geht 

eine Tochterzelle hervor, welche weiterhin Vorläufereigenschaften besitzt, während die 

andere entstandene Tochterzelle nur noch restringierte Eigenschaften aufweist [66-68]. Zu 

den intrazellulären Determinanten, die asymmetrisch in neuroepithelialen Zellen der Maus 

verteilt werden, zählt zum Beispiel ein Proteinkomplex aus den Komponenten ASIP1, mPAR-

6 und einer atypischen Proteinkinase C. In einer jüngeren Arbeit konnte eine asymmetrische 

Verteilung des EGF-Rezeptors auf die beiden Tochterzellen nachgewiesen werden, welches 

ebenfalls das Enwicklungsschicksal der Tochterzellen fundamental beeinflusst [69]. 

Neurale Vorläuferzellen konnten inzwischen aus unterschiedlichen Spezies, wie dem 

Menschen, der Maus oder der Ratte, zu verschiedenen Zeitpunkten und aus verschiedenen 

Gehirnregionen isoliert werden. Die Eigenschaften der kultivierten Zellen sind dabei 

allerdings nicht direkt vergleichbar. Neurale Vorläuferzellen der Ratte weisen im Vergleich 

mit Vorläuferzellen aus der Maus ein eingeschränktes Wachstumspotential auf [70].  

Obwohl der größte Teil der Zellen des ZNS während der embryonalen und frühen 

postnatalen Periode entsteht, finden sich auch im adulten Gehirn Regionen, in denen 

kontinuierlich Neurone entstehen. Die ersten Beobachtungen dieses Prozesses konnten 

schon 1962 mit 3H-Thymidin–Einbaustudien gemacht werden [71] und führten zur 

Identifizierung von zwei Regionen im adulten Gehirn. Proliferierende Vorläuferzellen der 

subventrikulären Zone des lateralen Ventrikels migrieren zum Bulbus olfactorius, wo sie in 

lokale Interneurone differenzieren [72-73]. Eine weitere identifizierte Region ist die 

subgranuläre Zone des Hippokampus, in der eine Differenzierung von Vorläuferzellen zu 

Körnerzellen im Gyrus dentatus stattfindet [74-76]. Die Neurogenese im adulten Hippo-

kampus nimmt mit zunehmendem Alter der Tiere ab, dennoch lässt sie sich bis zu einem 

Alter von 27 Monaten bei Fischer-Ratten nachweisen [74]. Eine vergleichende Arbeit 

zwischen humanen fötalen und adulten Stammzellen konnte in vitro ähnliche Proliferations-

eigenschaften und durch die Analyse von 30 Genen mittels RT-PCR-Analyse auch ähnliche 

molekulare Eigenschaften nachweisen [77]. Während man den Hippokampus und die 

Ventrikelwand zu den neurogenen Regionen zählt, ist es in den letzten Jahren gelungen, 

neurale Vorläuferzellen auch aus den nicht-neurogenen Regionen, wie dem Septum, dem 

Nervus opticus, dem Neocortex und dem Rückenmark zu isolieren [78-85]. 

 
                                                 
1 ASIP = „atypical PKC isotype-specific interacting protein“, ein Homolog des Caenorhabditis elegans 

Polaritätsproteins PAR-3. 
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2.6 Zielsetzung 

In vorliegender Arbeit sollen zelluläre Markierungsstrategien für die molekulare, multimodale 

Bildgebung entwickelt und validiert werden. Besonders soll dabei die Verbindung zwischen 

optischer und MRT-Visualisierung berücksichtigt werden, um die Möglichkeit quantitativer 

zweidimensionaler optischer Untersuchungen mit dreidimensionaler MRT-Bildgebung zu 

verbinden. Besonderes Interesse liegt darin, methodische Voraussetzungen zu schaffen, um 

kleine Zellmengen, unter 1000 Zellen mittels MRT und optischen Bildgebungsmethoden zu 

detektieren und zu quantifizieren.  

Für die optische Bildgebung wurden zum einen Fluoreszenz Reportergene verwendet, die 

nach Anregung mit einer bestimmten Wellenlänge eine effiziente Fluoreszenzemission 

aufweisen, zum anderen kann die firefly-Luziferase für eine starke Biolumineszenz gewählt 

werden. Da die Untersuchungen die Grundlage für nachfolgende in vivo-Studien schaffen 

können, sollte bei Verwendung von Fluoreszenz-Reportergenen darauf geachtet werden, die 

Emission im langen Wellenlängenbereich zu gewährleisten. 

Für die MRT-Bildgebung soll auf superparamagnetische Kontrastmittel zurückgegriffen 

werden und unabhängig davon die Überexpression eines genetischen Reporters untersucht 

werden. Neben der Inkubation mit Kontrastmitteln, die unspezifisch von Zellen aufgenommen 

werden können, kann durch Integration von genetischen Reportern ins Genom der Zellen, 

eine spezifische, mittels MRT detektierbare Signalveränderung erzielt werden, die zell- oder 

gewebsspezifisch reguliert werden kann. Der Schwerpunkt in dieser Arbeit soll auf der 

kombinierten Expression mit einem optischen Reporter gelegt werden, um die multimodale 

Bildgebung zu realisieren.  

Weiterhin können Herangehensweisen für eine spezifische Markierung mit superpara-

magnetischen Substanzen entwickelt und analysiert werden. Dabei kann ein Schwerpunkt 

auf die spezifische extrazelluläre Markierung mittels superparamagnetischen Partikeln gelegt 

werden, um die Möglichkeit von magnetchromatographischen Sortierungsverfahren mit 

einzuschließen. 

Als Untersuchungsobjekt dienen vor allem Glioblastomzellen als Tumormodell für die 

intrazerebrale Bildgebung. Weitere Analysen können mit neuralen Zellen durchgeführt 

werden, um möglicherweise spezifische Bereiche oder Zelltypen des Zentralen 

Nervensystems zu visualisieren. Für die Integration von Reportergenen ins Genom der 

Zellen sollen geeignete Methoden gefunden werden, die Zielgene möglichst effizient in die 

Zellen einzubringen.  
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3 Material und Methoden 

3.1 Chemikalien, Biochemikalien und Geräte 

Handelsübliche Chemikalien in p. A.-Qualität wurden von den Firmen Fluka (Neu-

Ulm), Merck (Darmstadt), Serva (Heidelberg) und Sigma-Aldrich (München) 

bezogen. Biochemikalien und Enzyme stammten von Fermentas (St. Leon-Rot), 

Invitrogen (Karlsruhe), New England Biolabs (Frankfurt/Main), PAA (Cölbe), 

Promega (Mannheim), Qiagen (Hilden), Roche (Mannheim) oder Sigma-Aldrich. Für 

Zentrifugationen kleiner Volumina bei Raumtemperatur (RT) wurde eine 

Tischzentrifuge der Firma Heraeus (Hanau) Modell Biofuge A oder der Firma 

Eppendorf (Hamburg) Modell 5424 verwendet; für Zentrifugationen kleiner Volumina 

bei 4 °C wurde das Modell Sigma 2K15, Rotor Nr. 12148 der Firma Sigma 

Laborzentrifugen (Osterode) verwendet. Für Zentrifugationen größerer Volumina 

stand eine Kühlzentrifuge Multifuge 1S-R (Heraeus) mit dem schwenkbaren Rotor 

TTH-400 zur Verfügung. Zentrifugationen bei RT wurden bei größeren Volumina in 

einer Hitac CT6E (Hitachi, München) mit dem Rotor T5SS durchgeführt.  

Alle Zellen wurden bei 37 °C, 5 % CO2-Gehalt und 95 % Luftfeuchtigkeit in einem 

Hera Cell-Brutschrank (Heraeus) kultiviert. 

3.1.1 Wasser 

Für biochemische Methoden wurde entsalztes Wasser verwendet (dH2O), für 

zellbiologische und molekularbiologische Experimente wurde Reinstwasser (ddH2O) 

verwendet (Millipore, Schwalbach). Für Versuche, die unter RNase-freien 

Bedingungen durchzuführen waren, wurde mit 0,1 % DEPC (Diethylpyrocarbonat) 

versetztes, Reinstwasser verwendet, welches nach Zugabe von DEPC für 20 min bei 

120 °C autoklaviert wurde (Varioklav Dampfsterilisator, H + P, München). 

3.1.2 Ethanol 

Zur Desinfektion der Sterilbank wurde 70 % vergälltes Ethanol (Schmittmann GmbH, 

Düsseldorf) benutzt. Unvergälltes Ethanol wurde für die Nukleinsäurereinigung, und 

die histologischen Untersuchungen bei Verwendung von Paraffin eingesetzt. 
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3.2 Organismen und Zelllinien 

- Gli36ΔEGFR wurde von Prof. Dr. Andreas Jacobs, MPI für neurologische 

Forschung, Köln zur Verfügung gestellt. 

- SMF-Zellen wurden von Prof. Clemens Loewick, LUMC Leiden, Niederlande 

zur Verfügung gestellt. 

- Die humane neurale Vorläuferzelllinie hc-NSC-F7b wurde von Prof. Zaal 

Kokaia, Lund Strategic Research Center for Stem Cell Biology and Cell 

Therapy, Lund, Schweden zur Verfügung gestellt. 

- 293T-Zellen wurden von Prof. Dr. Rob Hoeben, LUMC Leiden, Niederlande 

zur Verfügung gestellt. 

- PC12-Zellen wurden von Prof. Dr. Wilhelm Stoffel, Institut für Biochemie, 

Universitätsklinik Köln zur Verfügung gestellt. 

- CGR8-Zellen wurden von Prof. Dr. Agapios Sachinidis, Institut für Neuro-

physiologie der Universitätsklinik Köln zur Verfügung gestellt. 

- D3/Klon7 wurden von Professor Dr. Klaus Addicks, Institut für Anatomie I der 

Universitätsklinik Köln zur Verfügung gestellt. 

- 14C9 anti-Robo3 (hergestellt von Goodman, C.) wurde von der 

Developmental Studies Hybridoma Bank (Iowa, USA) bezogen. 

- 151-IgG (hergestellt von Hubbard, A.) wurde ebenfalls von der 

Developmental Studies Hybridoma Bank bezogen. 

- Die Hybridomzelllinie TIB 200 wurde von Professor Dr. Klaus Addicks, Institut 

für Anatomie I der Universitätsklinik Köln zur Verfügung gestellt. 

- Primäre neurale Vorläuferzellen, isoliert aus dem embryonalen Kortex von 

Mäusen wurden von Professor Dr. Ludwig Aigner, Universität Regensburg zur 

Verfügung gestellt. Die Isolaton der Zellen erfolgte zum embryonalen 

Zeitpunkt E13,5. 

- Primäre neurale Vorläuferzellen, die aus dem postnatalen Rattengehirn 

isoliert wurden, wurden von Professor Dr. Klaus Addicks, Institut für Anatomie 

I der Universitätsklinik Köln zur Verfügung gestellt. Die Isolation der Zellen 

erfolgte innerhalb von 24 h nach der Geburt der Tiere [86]. 

- C6-Glioma-Zellen wurden von Professor Dr. Klaus Addicks, Institut für 

Anatomie I der Universitätsklinik Köln zur Verfügung gestellt. 
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3.3 Zellkultur 

3.3.1 Wachstumsfaktoren 

Rekombinanter humaner basis Fibroblasten Wachstumsfaktor (FGF-2): 

Stammkonzentration 100 µg mL-1 in ddH2O 

Rekombinanter humaner epidermaler Wachstumsfaktor (EGF): 

Stammkonzentration 100 µg mL-1 in ddH2O  

Die verwendeten Wachstumsfaktoren wurden bei einer Temperatur von -80 °C 

gelagert. Das eingesetzte ddH2O wurde vor Verwendung steril filtriert. 

 

Rekombinanter humaner Leukämie Inhibitions Faktor (LIF): 

Stammkonzentration 100 µg mL-1 in ddH2O. 

Die Lagerung von LIF erfolgte bei 4°C. 

3.3.2 Puffer und Stammlösungen  

PBS (0,1 M): 

Für die Zellkultur wurde PBS ohne Ca2+ und Mg2+ (PAA) verwendet. 

 

TBS (0,05 M): 

50 mM Tris 

150 mM Natriumchlorid 

in dH2O lösen, einstellen auf pH 7,6 

 
Paraformaldehyd (PFA): 

4 % (w/v) Paraformaldehyd in 0,1 M PBS unter Erwärmung lösen. Filtrieren pH 7,6,  

Die gebrauchsfertige Lösung wurde bei -20 °C gelagert und nach dem Auftauen nicht 

länger als sieben Tage verwendet. 

3.3.3 Beschichtungen der Zellkulturschalen und Deckglächen 

Für immuncytochemische Analysen wurden die Zellen auf beschichteten, sterilen 

Deckgläschen (Durchmesser 12mm, Marienfeld, Lauda-Königshofen) kultiviert. 

3.3.3.1 Poly-L-Ornithin und humanes Fibronektin 

Die Oberflächenbeschichtung der Zellkulturschalen besteht aus einer kombinierten 

Poly- L-Ornithin-Fibronektin-Beschichtung [87].  

15 µg mL-1 Poly-L-Ornithin/dH2O wurde für 2 h im Brutschrank auf den Schalen 

belassen. Ein anschließender Waschschritt mit PBS wurde zur Entfernung von nicht 
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gebundenem Poly-L-Ornithin durchgeführt. Anschließend wurden die Schalen mit 

10 µg mL-1 humaner Fibronektin-Lösung/PBS für durchschnittlich 4 h im Brutschrank 

inkubiert, bevor ein erneuter Waschschritt mit PBS-/-
 kurz vor Verwendung der 

Schalen erfolgte.  

Neben dieser beschriebenen Beschichtungsform wurden Zellkulturschalen- und 

Glasplättchen für 4 h mit 15 µg mL-1 Poly-L-Ornithin und 10 µg mL-1 humaner 

Fibronektinlösung in PBS inkubiert. Diese Beschichtungsvariante wurde nicht für 

primäre neurale Zellen, die aus dem Gehirn isoliert wurden verwendet, da ein 

negativer Effekt auf die Adhäsion der Zellen beobachtet werden konnte. 

3.3.3.2 Poly-L-Ornithin und Laminin 

Auf die Schalen wurde wiederum 15 µg mL-1 Poly-L-Ornithin für 2 h im Brutschrank 

inkubiert und anschließend mit 5 µg mL-1 Laminin (Roche) für 4 h im Brutschrank 

belassen. Neben dieser beschriebenen Beschichtungsform wurden Zellkultur-

schalen- und Glasplättchen für 4 h mit 15 µg mL-1 Poly-L-Ornithin und 10 µg mL-1 

humaner Fibronektinlösung in PBS inkubiert. Diese Beschichtungsvariante wurde 

nicht für primäre neurale Zellen, die aus dem Gehirn isoliert wurden verwendet, da 

ein negativer Effekt auf die Adhäsion der Zellen beobachtet werden konnte. 

3.3.3.3 Poly(2-Hydroxyethyl)-Methacrylat 

2 % Poly(2-Hydroxyethyl)-Methacrylat (Poly-HEMA) wurde in 95 % Ethanol gelöst. 

Die Beschichtung der Schalen mit der Substanz wurde bei Raumtemperatur 

durchgeführt. Die Schale wurde mit der gebrauchsfertig hergestellten Lösung so 

lange inkubiert, bis das Ethanol verdunstet war. Anschließend wurde durch 

zweimaliges Waschen mit sterilem PBS ungebundene Substanz entfernt. Die 

Schalen können über einen Zeitraum von 2 Wochen bei Raumtemperatur gelagert 

werden. 

3.3.3.4 Gelatine 

0,2 % Gelatine in PBS mit Kalzium und Magnesium (PAA) wurde für mindestens 

30 min auf die Schalen gegeben und kurz vor Gebrauch entfernt. 

3.3.3.5 Kollagen I 

Für eine Kollagen-Beschichtung wurden die Zellkulturschalen mit 3 ‰ Kollagen 

Bornstein und Traub Typ I in PBS-/- für mind. 4 h beschichtet. Anschließend wurden 

die Schalen mit PBS gewaschen. 
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3.3.4 Kultivierung der Zellen 

Für die Passagierung der adhärenten Zellen wurden enzymatische Methoden 

angewand.  

Für die Passagierung der Zellen wurde Accutase (PAA) verwendet. Accutase besteht 

aus einer Mischung von proteolytischen- und kollagenolytischen Enzymen und 

0,5 mM EDTA. Für die Passage der embryonalen Stammzellen wurde Trypsin/EDTA 

(Sigma-Aldrich) verwendet. 

Die Zellen wurden passagiert, wenn 90 % der Kulturschalenoberfläche bedeckt 

waren. Das Kulturmedium im ersten Schritt entfernt worden. Anschließend wurde ein 

Waschschritt mit PBS-/- angewendet, da die in der Accutase oder im Trypsin/EDTA 

enthaltenen Proteasen durch die im Kulturmedium vorhandenen Ca2+- und Mg2+-

Kationen inhibiert werden. Eine Inkubation des Enzymes (Accutase, bzw. 

Trypsin/EDTA) bei 37 °C für 2 min reichte aus, um die Zellen von der Oberfläche 

abzulösen. Die Zellen wurden in 3 mL Kulturmedium aufgenommen und bei einer 

Geschwindigkeit von 100 x g für 5 min zentrifugiert.  

Die Passagierung der nicht adhärenten Kulturen (Sphäroiden, Hybridomzellen) 

wurde ohne enzymatischen Verdau durchgeführt, indem das gesamte Kulturmedium 

gesammelt und zentrifugiert wurde. Sphäroidkulturen wurden dabei bei 20 x g 

zentrifugiert. 

Primäre neurale Vorläuferzellen aus dem Kleinhirn, die auf Poly-L-Ormithin- und 

Fibronektin-beshichteten Zellkulturschalen kultiviert wurden, konnten ohne 

Verwendeung eines Enzyms, durch mechanische Einwirkung von der Oberfläche 

abgelöst werden.   

 

Das Medium für Gli36ΔEGFR-, SMF- und 293T-Zellen bestand aus: 

Tumorzellmedium: 
 

DMEM High 
Glucose mit 
Glutamin 

 10 % FBS 

 100 U mL-1 Penicillin 

 100 µg mL-1 Streptomycin 

Für eine Kultivierung der Zellen als Aggregate wurden 4 105 Zellen pro Loch einer mit 

Poly-HEMA beschichteten 6-Loch-Platte in 1 mL Medium kultiviert.  
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Die PC12-Zellen wurden in folgendem Medium kultiviert: 

PC12-Medium:  RPMI 1640 

 10 % Pferdeserum 

 5 % FBS 

 2 mM L-Glutamin 

 100 U mL-1 Penicillin 

 100 µg mL-1 Streptomycin 

 

Die Zellen wurden auf Kollagen beschichteten Schalen kultiviert. 

Verwendete Medien für Hybridomzellen: 

14C2 anti-Robo3:  RPMI 1640 

 5 % FBS 

 2 mM L-Glutamin 

 50 µg mL-1 Gentamycin 

151-IgG:  IMDM 

 10 % FBS 

 2 mM L-Glutamin 

 50 µg mL-1 Gentamycin 

Serumfreies 
Hybridommedium: 

 Hybridom Express 
Plus 

 5 % Hybridom 
Klonierungszusatz 

 2 mM L-Glutamin 

 

Die Kultivierung und anschließende Adaptierung an serumfreies Medium der 

Hybridomzellen wurde folgendermaßen durchgeführt: 

Für zwei Passagen wurden die Zellen in serumhaltigen Medium kultiviert, wobei 

spätestens alle drei Tage das Medium und die Kulturflasche ausgetauscht wurden. 

Mit einer Dichte von 5 x 104 Zellen mL-1 in 75 % serumhaltigen Medium und 25 % 

serumfreien Medium wurden die Zellen bis zu einer Dichte von mindestens 1 x 105 

Zellen mL-1 wachsen gelassen. Die anschließende Reduktion des serumhaltigen 

Mediums auf 50 % erfolgte mit einer Kultivierung von 3 x 105 Zellen mL-1 bis zu einer 

Dichte von 1 x 106 Zellen mL-1. Die Kultivierung von 5 x 105 Zellen mL-1 in 25 % 

serumhaltigen Medium war bis zu 1-5 x 106 Zellen nötig, um diese dann in einer 

Dichte von 3 x 105 Zellen mL-1 im serumfreien Medium zu belassen. Spätestens alle 

drei Tage ist ein Mediumwechsel durchzuführen. Der Überstand der Kulturen wurde 

für eine spätere Antikörperisolierung gesammelt. 
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Das Medium für die CGR8-Zellen bestand aus: 

15%-KSR:   DMEM knockout 

 15 % Knockout 
Serumersatz 

 1 x Nicht essentielle 
Aminosäuren*1 

 50 µM β-Mercaptoethanol 

 10 ng mL-1 LIF 

 2 mM L-Glutamin 

 100 U mL-1 Penicillin 

 100 µg mL-1 Streptomycin 

 *1aus 100x Lösung (PAA): 890 µg mL-1 L-Alanin, 
1320 µg mL-1 L-Asparagin, 1330 µg mL-1 L-
Asparaginsäure, 1470 µg mL-1 L-Glutaminsäure, 
750 µg mL-1 L-Glycin, 1150 µg mL-1 L-Prolin, 
1050 µg mL-1 L-Serin. 

 

Die CGR8-Zellen wurden jeden zweiten Tag mit 8 x 105 Zellen auf eine T25-Flasche 

passagiert, die mit  Gelatine beschichtet war.  

Für die Differenzierung der CGR8-Zellen wurde N2/B27/DMEM-F12/Neurobasal-

Medium und 10 %-KSR-Medium verwendet: 

N2/B27/DMEM-
F12/Neurobasal: 

50 % DMEM/F-12 

 50 % Neurobasal 

 1 x N2-Supplement*2 

 1 x B27-Supplement*3 

 2 mM L-Glutamin 

 100 U mL-1 Penicillin 

 100 µg mL-1 Streptomycin 

 50 µg mL-1 BSA 

 25 µg mL-1 Insulin human 

10 %-KSR:  DMEM knockout 

 15 % Knockout Serumersatz 

 1 x Nicht essentielle Aminosäuren*1 

 50 µM β-Mercaptoethanol 

 2 mM L-Glutamin 

 100 U mL-1 Penicillin 

 100 µg mL-1 Streptomycin 

*2aus 100x Lösung (Invitrogen): 1 mM humanes Transferrin, 86,1 µM 
Insulin, 2 µM Progesteron, 10 mM Putrescin, 3 µM Selenit. 
*3aus 50x Konzentrat (Invitrogen). Zusammensetzung rechtlich 
geschützt. 
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Für die Differenzierung im Suspensionsmodell wurden die Medien 10 %-KSR (s. o.) 

und ITSFn verwendet, welches sich aus folgenden Bestandteilen zusammensetzte: 

ITSFn:   DMEM/F-12 

 2 mM L-Glutamin 

 100 U mL-1 Penicillin 

 100 µg mL-1 Streptomycin 

 1 x ITS*4 

*4aus 100x Lösung (Sigma): 1,0 mg mL-1 
Insulin, 0,55 mg mL-1 humanes Trans-
ferrin, 0,5 μg mL-1 Natriumselenit in 
gepufferter Salzlösung nach Earle 
(EBSS). 

 

Es wurden 1,5 x 106 CGR8-Zellen in 10 % KSR-Medium auf eine unbeschichtete 

bakteriologische 10 cm-Schale für 7 Tage gegeben. Bei Bedarf wurde frisches 

Medium hinzugegeben. Anschließend erfolgte bei einem Teil der Sphäroiden ein 

Mediumwechsel auf ITSFn für 3 Tage. Dazu wurde das Medium mit 100 ng mL-1 

Fibronektin versetzt. 

 

Die Kultivierung der neuralen Vorläuferzelllinie N2/Euro #1 erfolgte in N2/Euro-

Medium: 

N2/Euro:   Euromed 

 2 mM L-Glutamin 

 100 U mL-1 Penicillin 

 100 µg mL-1 Streptomycin 

 1 x N2 Supplement*2 

 50 µg mL-1 BSA 

 25 µg mL-1 Insulin human 

 5 ng mL-1 EGF 

 10 ng mL-1 FGF-2 

Die Differenzierung fand in 10 % KSR-Medium oder B27/Euro-Medium statt. 

B27/Euro:   Euromed 

 2 mM L-Glutamin 

 100 U mL-1 Penicillin 

 100 µg mL-1 Streptomycin 

 1 x B27 Supplement*3 

 

Primäre neurale Zellen, die aus dem  postnatalen Kleinhirn isoliert wurden, wurden in 

N2/DMEM-F12 Medium mit der Supplementation von 20 ng mL-1 EGF kultiviert. Bei 
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primären neurale Zellen, die aus dem embryonalen Kortex isoliert wurden, wurde 

zusätzlich eine Supplementation von 20 ng mL-1 FGF-2 vorgenommen. 

N2/DMEM-

F12: 

  DMEM-F12 

 2 mM L-Glutamin 

 100 U mL-1 Penicillin 

 100 µg mL-1 Streptomycin 

 1 x N2 Supplement*3 

 20 ng mL-1 EGF 

 20 ng mL-1 FGF-2 

 

3.3.4.1 Einfrieren der Zellen und erneutes Auftauen 

Das Einfriermedium besteht aus dem Kulturmedium, in dem die Zellen kultiviert 

wurden, supplementiert mit 10 % Dimethylsulfoxid (DMSO). Die Zellsuspension 

wurde in Kryoröhrchen überführt und innerhalb eines Einfriercontainers für 

mindestens 12 h bei einer Temperatur von –80°C belassen. Die Kryoröhrchen 

wurden in der flüssigen Stickstoffphase dauerhaft aufbewahrt. 
 

3.3.4.2 Bestimmung der Zellzahl 

Die Zellzahl wurde mittels einer Zählkammer nach Neubauer (Marienfeld, Lauda-

Königshofen), die eine Tiefe von 0,1 mm aufweist verwendet. Zur Diskreminierung 

der lebenden Zellen von toten Zellen wurde eine Inkubation mittels Trypanblau 

(Sigma-Aldrich) angewendet.  

Wenn die Trypanblau-Färbung nicht angewendet werden musste, wurde die Zellzahl 

mit dem Partikelzählgerät Particle Counter Z1 (Beckmann Coulter, Fullerton, USA) 

bestimmt. Es wurde eine Ausschlussgrenze von 8 µm verwendet. 

3.3.4.3 Berechnung der Generationsverdopplungen und der Generationszeit 

Die Generationsverdopplung und die Generationszeit wurden mit den Formeln  

n=(log N–log N0)/log 2 und 

tG=t/n 

berechnet.  
(n=Generationsverdopplung; N=Zellzahl; N0=Zellzahl bei Ausplattierung; tG=Generationszeit)  
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3.3.4.4 Einzelzellklonierung 

Zur Isolierung einzelner Klone wurden zwei Möglichkeiten zur Einzelzellklonierung 

genutzt. Entweder wurden nach Ablösen und Zählen der Zellen 100 Zellen in 5 mL 

Medium auf eine 96-Loch-Platte verteilt (mit je 50 µL pro Loch) oder die Klone mit 

Scienceware Cloning Disks (Sigma-Aldrich), die in Accutase getränkt waren, von der 

Schale abgetrennt. Diese wurden separiert voneinander in Medium weiterkultiviert. 

3.3.4.5 Agarosephantome 

Die Phantome wurden in Polysterol-Zellkulturschalen mit einem Aussendurchmesser 

des Bodens von 34,7 mm erstellt. In den Schalen befindet sich eine Gitter mit den 

Dimensionen 2 mm x 2 mm. Als erste Schicht auf dem Boden wurde eine 1 % 

Agarose (Fluka) Lösung in PBS aufgebracht. Zur Vermeidung von Luftblasen wurde 

die Agarose in einem Ultraschall-Reinigungsbad (max. Leistung: 50 W, Tchibo, 

Bremen) für 30 s plaziert.  

Bei der Erstellung von Phantomen, in denen Einzelzellsuspensionen untersucht 

werden sollten, wurde die entsprechende Zellmenge mit einer Agaroselösung (Typ 

VII, Sigma-Aldrich) mit der Konzentration 0,5 % in PBS in einem Reaktionsgefäß 

suspendiert und auf die erkaltete Bodenschicht aufgebracht. Nach dem Erkalten der 

Zellsuspension fand eine mikroskopische Kontrolle statt, bevor eine zweite Schicht 

mit einem Volumen von 1 ml der Agaroselösung Typ VII aufgebracht wurde. Die 

Lagerung der Agarosephantome erfolgte bei einer Temperatur von 4 °C. Bei der 

Untersuchung von bereits fixierten multizellulären Aggregaten wurden diese mit 1 mL 

Agaroselösung Typ VII in TBS suspendiert und auf die Bodenschicht aufgebracht. 

Eine schematische Übersicht ist in Abbildung 3–1 dargestellt.  

Abbildung 3–1: Schematischer Aufbau des Agarosephantoms, das für die 
zellulären Untersuchungen mittels MRT und optischen Systemen 
verwendet wurde: 
Die untere Agaroseschicht weist eine Konzentration von 1 % Agarose auf. Auf 
dem Boden der zweiten Schicht Agarose befinden sich entweder 
Zellsuspensionen (rote Symbole) oder multizelluläre Aggregate (gelbe 
Symbole). Auf diese zweite Schicht wurde zur Kultivierung der Zellen das 
Kulturmedium aufgebracht. 

 

Bei der Untersuchung von lebenden multizellulären Aggregaten wurde die Agarose 

Typ VII in Kalzium- und Magnesiumionen freiem PBS gelöst und nach dem Abkühlen 

1 % Agarose

0,5 % Agarose

Kulturmedium

1 % Agarose

0,5 % Agarose

Kulturmedium
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mit 2 x konzentrierten, FCShaltigen Kulturmedium gemischt. Die Präparation des 

Mediums erfolgte in einem Phenolrot-freien DMEM-Basalmedium (Invitrogen). Zur 

Kultiur der Zellen wurde 1 ml Kulturmedium-Phenolrot wurde auf die Agaroseoberfläche 

aufgebracht und vor den MRT-Untersuchungen und Aufnahmen mit dem Photonen-

Bildgebungssystem entfernt. Ein Mediumwechsel erfolgte bei längerer Kulturzeit alle 

24 bis 48 h. Zur Fixierung wurde 4 % Paraformaldehyd auf die Agarose-Oberfläche 

gegeben und bei einer Temperatur von 4 °C über Nacht inkubiert. 

3.4 Inkubation mit Kontrastmittel 

Die Inkubation von Gli36ΔEGFR Klon#17-Zellen oder N2/Euro #1-Zellen mit 

112 µg mL-1 oder 224 µg mL-1 Endorem erfolgte für 20-24 h. Eine Ausnahme ist die 

zeitliche Untersuchung der Aufnahme von Endorem, bei der die Inkubationsdauer 

denen im Ergebnisteil beschriebenen Zeiten entspricht. Für die Inkubation wurden 

4 x 105 Zellen mL-1 verwendet. 

Die Inkubationsdauer von Liposomen und Eisenpartikeln sowie mit Lipofectamin 

(Invitrogen) als Vergleich erfolgte für 3 h bei 37 °C. Es wurden zunächst 15 µg 

Partikel mit etwa 15 µg Liposomen (bzw. Lipofectamin) für 20 min bei RT inkubiert 

und anschließend auf die Zellen gegeben. Für 1 x 106 Zellen wurde ein Inkubations-

volumen von 1 mL gewählt. 

Wenn im Ergebnisteil nicht anders beschrieben, erfolgten alle Inkubationen mit 

Partikel gekoppelten Antikörpern mit einer 1:10 Verdünnung des Antikörpers in 

Medium für 1 h bei 37 °C. Dabei wurde für 1 x 106 Zellen 100 µL Inkubationsvolumen 

gewählt. Als Kontrolle diente eine Inkubation von Kontrollzellen mit dem Antikörper 

oder eine Inkubation der rezeptorpositiven Zellen mit SPIOs in einer 1:100 

Verdünnung unter gleichen Bedingungen. 

Der Eisengehalt der Kontrastmittel und Antikörper wurde mittels 

spektralphotometrischem Eisentest (siehe Kapitel 3.9.5) bestimmt (Tabelle 3–1). 
Tabelle 3–1: Eisenkonzentration der 
verwendeten Kontrastmittel und SPIO-
Antikörper: 
Die Konzentrationen wurden mittels des 
spektralphotometrischen Eisentests ermittelt. 

 Eisenkonzentration (mM) 

50 nm SPIO 59,4 (± 14) 

Endorem 99.6 (± 17,8) 

Anti-CD4 1,3 

151-IgG 13,2 

HNK-1 18,6 

HNK-1 (Miltenyi) 0,6 
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3.5 MACS 

Für eine magnetchromatographische Sortierung mit einer MACS-Säule (Miltenyi 

Biotech, Bergisch-Gladbach), wurde folgender Puffer in sterilem PBS hergestellt: 

2 mM EDTA 

0,5 % BSA 

Die Zellen wurden mit SPIO-konjugierten Antikörpern für 1 h bei 37 °C inkubiert (s. 

Kapitel 3.4) und anschließend mit Puffer zweimal gewaschen. Nach Äquilibrierung 

der Säule mit Puffer und Magnetisierung durch einen Säulenadapter wurden die 

Zellen in einem Volumen von 500 µL auf die Säule gegeben und diese dann 3x mit 

Puffer gewaschen. Die Zellzahl der nicht-gebundenen Zellen wurde bestimmt. Die 

gebundenen Zellen wurden in 1 mL Medium ohne Säulenadapter eluiert und erneut 

die Zellzahl bestimmt. 

3.6 Gamma-Bestrahlung 

Zellkulturen wurden durch Hochenergie-Bestrahlung, die durch einen Elektronen-

Linearbeschleuniger Typ SL 75/5 Elektra, Crawley, England erzeugt wurden, 

bestrahlt. Die erzeugten Elektronen wurden durch Wolfram abgeschwächt, wodurch 

Bremsstrahlung mit einer maximalen Energie von 5 MeV entstand. Das 

Bestrahlungsfeld wies eine Fläche von 20 cm x 20 cm auf, wodurch eine homogene 

Verteilung der Strahlung gewährleistet wurde. Die Distanz zwischen der verwendeten 

Zellkulturschale mit einem Durchmesser von 35 mm und der Strahlenquelle betrug 

100 cm. Zusätzlich wurde eine 2 cm dicke Polymethyl Metacrylat Platte obehalb der 

Zellkulturschale positioniert. Die Bestrahlung wurde mit 20 Gy und 50 Gy 

durchgeführt. 

3.7 Molekularbiologische Methoden 

3.7.1 DNA-Isolierung 

DNA aus Zellen wurde mit DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen) nach Anleitung des 

Herstellers isoliert. Für die Bestimmung der DNA-Menge und –Reinheit wurde die 

Absorption bei 260 nm, 280 nm und 300 nm spektralphotometrisch bestimmt und mit 

folgender Formel errechnet: 

E260 nm–E300 nm ·50 ng μL-1·Verdünnung = RNA-Gehalt (ng μL-1) 

Die Zahl 50 stellt einen spezifischen Faktor für doppelsträngige DNA dar, der einer 

Lösung mit optischer Dichte von 1 entspricht, die ungefähr 50 ng μL-1 dsDNA enthält. 

Das Verhältnis E260 nm/E280 nm sollte für reine DNA zwischen 1,8 und 2 liegen. 
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3.7.2 Isolierung von Gesamt-RNA 

Für die Isolierung von RNA aus Zellen wurden 3-5 x 106 Zellen lysiert und 

homogenisiert. Gewebe wurden in einem, mit flüssigem Stickstoff gefüllten Mörser 

zerkleinert und die Zellen somit aufgeschlossen. 

Die Isolierung von Gesamt-RNA erfolgte mithilfe des Qiazol-Reagenzes (Qiagen) 

und den dazugehörigen Protokollen der Firma Invitrogen. Die Arbeiten wurden mit 

RNase-freien Lösungen und Materialen durchgeführt.  

Die Probe wurde mit 1 mL Qiazol Reagenz gemischt und für 5 min bei RT zur 

Dissoziation der Nukleoproteinkomplexe inkubiert. Der Ansatz wurde anschließend 

für 20 min bei 20 000 x g und 4 °C zentrifugiert. Der Überstand wurde mit 200 μL 

Chloroform versetzt, kräftig vermengt, für 10 min bei RT inkubiert und wiederum für 

20 min bei 20 000 x g und 4 °C zentrifugiert. Die obere wässrige Phase wurde 

abgenommen und mit 500 μL Isopropanol versetzt, vermischt, 5 min bei 

Raumtemperatur inkubiert und für 20 min bei 20 000 x g und 4 °C zentrifugiert. Der 

Überstand wurde sorgfältig entfernt und es folgte ein Waschvorgang mit 1,2 mL 75 % 

Ethanol, welches dann, nach erneuter Zentrifugation für 5 min, wiederum sorgfältig 

entfernt wurde. Das Pellet wurde getrocknet und anschließend in 50–75 μL DEPC-

Wasser bei 68 °C gelöst. Die Reinheit und Konzentration der RNA wurden durch die 

Absorption bei 260 nm, 280 nm und 300 nm im Spektralphotometer Biophotometer 

(Eppendorf) gemessen. Für eine ausreichende Reinheit liegt der Faktor 

E260 nm/E280 nm zwischen 1,8 und 2. Zudem wurde der RNA- Gehalt wie folgt 

berechnet:  

E260 nm-E300 nm ·40 ng μL-1·Verdünnung = RNA-Gehalt (ng μL-1) 

Die Zahl 40 stellt einen RNA-spezifischen Faktor dar, der einer Lösung mit optischer 

Dichte von 1 entspricht, die ungefähr 40 ng μL-1 RNA enthält. Aufbewahrt wurde die 

RNA bei –80 °C. 

3.7.3 Polymerase Kettenreaktion (PCR) 

Für PCR-Amplifikationen von DNA-Fragmenten wurde ein Gene Amp PCR System 

2400 (Perkin Elmer, Rodgau-Jügesheim) verwendet. Die Reaktionen wurden mit 

thermostabiler DNA-Polymerase mit Taq-Exonukleaseaktivität der Firma Invitrogen 

oder ohne Taq-Exonukleaseaktivität (Genecraft, Köln) durchgeführt. Oligonukleotide 

wurden von der Firma BioTeZ (Berlin) hergestellt. Die Sequenzen, Anlagerungs-

temperaturen sowie eine kurze Beschreibung der verwendeten Oligonukleotide 

befindet sich im Anhang II. Für einen Reaktionsansatz wurden folgende 

Komponenten eingesetzt: 
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Stammlösung Pro 25 μL 

Ansatz 

Konzentration im 

Ansatz 

10 x Puffer* 2,5 μL  

dNTP (dATP, dCTP, 
dGTP, dTTP), je 10 mM 

0,5 μL je 0,2 mM 

Oligonukleotid 1,50 μM 0,5 µL 1 µM 

Oligonukleotid 2, 50 μM 0,5 µL 1 µM 

Taq-Polymerase, 5 U μL-1 0,1 μL 0,5 unit 

Matrize s.u.   

*Puffer (Invitrogen): 200 mM Tris-HCl (pH 8.4), 500 mM KCl, 
15 mM MgCl2  
oder Puffer (Genecraft): 160 mM (NH4)2SO4 , 670 mM Tris-HCl pH 
8,8, 15 mM MgCl2 , 0.1 % Tween 20 

 

Für das Testen einzelner Bakterienkolonien wurde als Matrize mit einer Pipetten-

spitze in die Kolonie und dann in den Reaktionsansatz gestochen. Von gereinigten 

Plasmiden wurden etwa 1 ng DNA als Matrize verwendet, von DNA-Gemischen etwa 

100 ng DNA. 

Die Länge der Elongationszeit (te) richtete sich nach der Größe des zu 

amplifizierenden DNA-Fragments. Es wurde angenommen, dass in einer Minute 

etwa 1 kbp amplifizierte werden kann. Die geeignete Anlagerungstemperatur (Tm) 

wurde für die verwendeten Oligonukleotide mithilfe der Formel  

Tm = 4·(G+C) + 2·(A+T) 

berechnet [88].  

Die benutzten PCR-Programme liefen folgendermaßen ab:  

 

PCR-Programm Temperatur Zeit Zyklen 

Vordenaturierung 96 °C 180 s 1 

Denaturierung 96 °C 30 s  

Anlagerungsphase Tm °C 30 s 30 

Elongationsphase 68 °C tE s  

Nachelongation 68 °C 300 s 1 

 

3.7.4 Reinigung von DNA-Fragmenten 

Wenn nötig wurden die amplifizierten DNA-Fragmente mit einem Kit der Firma 

Qiagen (QiAquick) nach Angaben des Herstellers gereinigt. Mit diesem Kit wurden 

auch die Reinigungen nach präparativer Agarose-Gelelektrophorese durchgeführt. 
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Dieses war bei großen Mengen DNA nötig, z. B. nach Inkubation eines Plasmides 

mit einem Restriktionsenzym (s. u.) oder nach Inkubation mit CIAP. 

3.7.5 Agarose-Gelelektrophorese 

PCR-Produkte, Restriktionsverdaue und RT-PCR-Produkte wurden durch Agarose-

Gelelektrophorese auf deren Größe und Reinheit überprüft. Es wurde 1–2 % 

Agarose in TBE-Puffer (89 mM Tris pH 8,0, 89 mM Borsäure, 2 mM EDTA) erhitzt, 

mit 1 µg mL-1 Ethidiumbromid versehen und in einer horizontalen Gelkammer bis 

zum Erstarren abgekühlt. Das Gel wurde in einer Gelkammer mit TBE-Puffer 

bedeckt. Der Auftrag wurde mit 10 x Probenpuffer (Fermentas) versehen und in die 

Geltaschen pipettiert. Als Größenstandards für DNA-Fragmente wurde MassRuler™ 

DNA Ladder Mix (Fermentas) verwendet. Die Gellaufzeit betrug etwa eine Stunde bei 

einer Spannung von 100 V. Das Gel wurde mit Hilfe eines UVB-Transilluminators 

(Universal Hood II, Biorad) fotografiert. 

3.7.6 Synthese von cDNA 

Bei dieser Methode wurde ein Oligo(dT)-Nukleotid eingesetzt, das im Bereich des 

poly(A)-Schwanzes am 3´-Ende der eukaryotischen mRNA hybridisiert. Die durch die 

RNA-Extraktion erhaltene mRNA wird dadurch aus der Gesamt-RNA selektiv in 

cDNA umgeschrieben. Es wurde 3–5 μg isolierter RNA mit 2,5 µM Oligo(dT)-

Nukleotid versetzt. Mit DEPC-Wasser wurde auf ein Gesamtvolumen von 11,4 μL 

aufgefüllt. Dabei wurden immer die gleichen Gesamt-RNA Mengen umgeschrieben. 

Es folgte der Schmelzvorgang bei 65 °C für 10 min. Die Proben wurden auf Eis 

aufbewahrt, bevor dann folgende Substanzen nacheinander hinzugefügt wurden: 

 

Stammlösung 20 μL Ansatz Konzentration 
im Ansatz 

5 x Puffer* 4 µL  

dNTP (dATP, dCTP, 
dGTP, dTTP), je 10 mM 

2 µL je 1 mM 

DTT 1 µL 5 mM 

RNase Inhibitor 40 U/µL 0,5 µL 20 units 

Reverse Transkriptase 9 U/µL 1,1 µL 10 units 

* Puffer (Roche): 250 mM Tris/HCl, 150 mM KCl, 40 mM 
MgCl2, pH ca. 8.5 

 
Der Ansatz wurde bei 55 °C für 60 min inkubiert. Danach folgte eine 

Hitzeinaktivierung des Enzyms bei 85 °C für 5 min. Die gewonnene cDNA konnte 

nun als Matrize in PCRs verwendet werden. 
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3.7.7 Sequenzanalysen 

Die Suche nach Genen, zu denen die Sequenzen oder Sequenzabschnitte von 

Interesse Homologien aufweisen, erfolgte via Internet in der NCBI-Datenbank 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) über das Suchprogramm BLAST („Basic Local 

Alignment Search Tool“ [89]. Die Sequenzvergleiche können dabei auf 

Nukleotidebene (BLASTn) oder auf Aminosäureebene (BLASTx und BLASTp) 

durchgeführt werden, wobei die eingegebene Sequenz mit den Sequenzen der 

Datenbank verglichen wird. Die Angabe über die Höhe der Homologie erfolgt 

entsprechend als Anzahl gleicher Nukleotide bzw. identischer und ähnlicher 

Aminosäuren in Bezug auf den homologen Sequenzabschnitt. Die Homologie der 

beiden Sequenzen (Such- und Treffersequenz) wird anhand von Score- und E-Wert 

definiert. Der Score-Wert gibt die Qualität der Übereinstimmung an, ist aber nicht 

normiert und somit abhängig von der eingegebenen Sequenzlänge. Der E-Wert 

berechnet sich aus dem Score-Wert und der Länge der Sequenz. Er gibt die 

Wahrscheinlichkeit an, dass die gefundene Sequenz nur zufällig mit der 

vorgegebenen Sequenz übereinstimmt. Je kleiner also der E-Wert, desto höher die 

Wahrscheinlichkeit dass zwei Sequenzen miteinander verwandt sind. Für einen 

Vergleich mehrerer Sequenzen untereinander (Multiples Sequenzalignment) wurden 

die Aminosäuresequenzen im Server des Bioinformatik Centers der Universität Kyoto 

(http://align.genome.jp/) mit dem ClustalW-Programm analysiert. Anhand des 

multiplen Alignments werden die identischen Aminosäuren von je zwei Sequenzen 

als Score-Wert (%) angegeben und es lassen sich homologe Bereiche und Lücken 

aller Sequenzen zueinander erkennen. Für eine Suche von bekannten 

Proteindomänen oder Motiven in den Sequenzen wurde die PROSITE-Datenbank 

des ExPASy Proteomics-Servers  

(http://www.expasy.org/prosite/) genutzt.  

3.7.8 Herstellung von Vektoren 

3.7.8.1 Allgemeine molekularbiologische Methoden bei der Herstellung von 

Vektoren 

 

Für molekularbiologische Arbeiten wurden folgende Enzyme nach Herstellerangaben 

verwendet: 

− T4 DNA-Ligase für die enzymatische Verknüpfung von DNA-Molekülen 

− CIAP für Dephosphorylierungen von DNA-Enden 

− T4 DNA Polymerase 
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− Mung Bohnen Nuklease 

− verschiedene Restriktionsenzyme zum spezifischen Schneiden von DNA 

 

3.7.8.2 Verwendete Plasmide 

Für die Herstellung geeigneter Vektoren wurden folgende Plasmide verwendet: 

Name Beschreibung Resistenzgen für 
Eukaryoten 

Resistenz für 
Prokaryoten 

Herkunft 

pcDNA3.1 (+) CMV-Promotor, 
MCS 

Neomycin 
Phosphotransferase II 

β-Lactamase Invitrogen 

pMACS4.1 SV 40, ΔCD4 - β-Lactamase Miltenyi 
Biotech 

pOT2-robo Drme-robo3 - Chloroamphenicol DGRC, 
Bloomington

 

Für einige Klonierungen wurde das Plasmid K79 verwendet, das im Rahmen dieser 

Arbeit hergestellt wurde (Abbildung 3–2): 

Abbildung 3–2: Plasmidkarte von K79: 
In pcDNA3.1(+) wurde die IRES-Sequenz sowie die cDNA-Sequenz für 
die firefly-Luziferase eingefügt. Dieses Plasmid wurde für einige, in den 
Ergebnissen hergestellten Plasmiden, als Grundgerüst verwendet. 
CMV: Zytomegalovirus Promotor; IRES: interne ribosomale 
Eintrittsstelle; Luc: Luziferase; SV40: SV40 Promotor; Neo: 
Resistenzgen für Neomycin; Amp: Resistenzgenkassette für Ampicillin. 

3.7.8.3 Sequenzierungen  

Die Sequenzierungen von generierten Plasmiden wurden bei der Firma GATC 

Biotech, Konstanz, im Zentrum für molekulare Medizin der Universität Köln oder im 

LUMC Leiden, Niederlande in Auftrag gegeben.  

pcDNA3.1(+)-IRES-Luc-K79
7963 bp

Amp(R)

Neo(R)

IRES

poly A

CMV promoter

SV40 early promoter

T7 promoter

Luc

Afl II (909)

Bgl  II (13)

Bst 1107I (5772)

Cla  I (3458)

Cpo I (5316)

Eco RV (3500)

Msc I (4882)

Nhe  I (896)

Not I (3515)

Pvu I (7411)

Tth 111I (4918)

Xho I (3521)
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3.7.9 Kultivierung und Transformation von Escherichia coli 

Für die Kultivierung von E. coli wurden folgende Medien verwendet: 

 

 Konzentration  Substanz 

LB-
Flüssigmedium 

 LB Broth Base 
(Invitrogen) 

LB-Festmedium  LB Agar (Invitrogen) 

SOC:  LB Flüssigmedium 

 10 mM MgCl2 

 10 mM MgSO4 

 2,5 mM KCl 

 0,4 % Glucose 

 

Hitzeschock-Transformation 

Die Transformation chemisch kompetenter E. coli TZ101α-Zellen (Trenzyme, 

Konstanz) geschah mittels Hitzeschock. Dazu wurden 2-5 μL des Vektors mit 20 μL 

chemisch kompetenten Zellen gemischt und 30 min auf Eis inkubiert. Anschließend 

wurde der Ansatz für 90 s bei 42 °C inkubiert und dann auf Eis gekühlt. Die 

erkalteten Zellen wurden mit 300 μL SOC-Medium (37 °C) gemischt und 1 h bei 

37 °C unter Schütteln inkubiert. Der Ansatz wurde auf LB-Festmedium mit dem 

entsprechenden Antibiotikum ausgestrichen und ü.N. bei 37 °C belassen. Die 

Konzentrationen der Antibiotika im Medium (Fest- oder Flüssigmedium), waren 

folgende: 

3.7.10 Plasmidpräparation 

Für eine Plasmidvermehrung und anschließende Isolierung wurde die E. coli-Kolonie 

ü.N. bei 37 °C mit einer Pipettenspitze abgenommen und in 5 mL LB-Flüssigmedium 

mit dem entsprechenden Antibiotikum gegeben. Aus dieser Kultur wurde das 

Plasmid in einer Minipräparation gereinigt oder für eine Maxipräparation in 100 mL 

LB-Flüssigmedium mit Antibiotikum weiterkultiviert. 

Antibiotikum Konzentration 

Ampicillin 100 µg mL-1 

Kanamycin 30 µg mL-1 

Chloroamphenicol 80 µg mL-1 
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3.7.10.1 Minipräparation  

Kleine Mengen Plasmid wurden mit dem QIAprep Spin Miniprep-Kit (Qiagen) nach 

Angaben des Herstellers isoliert. Eingesetzt wurden 2 mL einer dicht gewachsenen 

LB-Kultur. 

3.7.10.2 Midipräparation 

Die Vermehrung der bakteriellen Klone erfolgte in 100 mL LB-Medium mit 

Antibiotikum ü.N. bei 37 °C und stetigem Schütteln (ca. 200 rpm) mit einem Inokulum 

von 0,5 % (v/v). Die Kultur wurde bei 6000 x g und 4 °C in einer Heraeus Multifuge 

1S-R für 20 min zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und das Plasmid mit 

dem Pure Link HiPure Plasmid Filter Purification Kit (Invitrogen) aus den Zellen 

isoliert. 

3.7.11 Transfektion von eukaryotischen Zellen 

3.7.11.1 Lipofektion 

2,5 x 105 Tumorzellen wurden pro Loch einer 24-Loch-Platte zum Transfizieren in 

DMEM ohne Zusätze ausplattiert und entweder sofort oder am nächsten Tag 

transfiziert. Dazu wurde 0,25-0,5 µg Plasmid DNA und 2,25 µL Metafectene (Biontex 

Laboratories, Martinsried) in 50 µL DMEM für 20 min bei RT inkubiert, bevor es 

langsam zu den Zellen getropft wurde. Am nächsten Tag fand ein Mediumwechsel 

auf 10 % FCS-DMEM statt und ein weiterer mit Antibiotikazusatz am darauf 

folgenden Tag. Die Konzentrationen der eingesetzten Antibiotika waren: 

Antibiotikum Konzentration 

G418 800 µg mL-1 

Puromycin 5 µg mL-1 

 

Für die Lipofektion von CGR8-Zellen war es nötig, das Protokoll zu optimieren. Die 

höchste Transfektionseffizienz ergab das Transfektionsmittel Metafectene Pro 

(Biontex Laboratories) in OptiPro Medium (Invitrogen). Die Transfektion erfolgte wie 

oben beschrieben. Für eine vorhergehende Bindung der DNA an Polyethylenimin 

(PEI, MW 25 kDa, Polysciences Inc., Eppelheim) wurde ein 7:1 molares Verhältnis 

von PEI und DNA verwendet, welches für 20 min bei RT inkubiert wurde. 

 

Die Lipofektion von Eisenpartikeln mit in dieser Arbeit hergestellten Liposomen ist in 

Kapitel 3.4 beschrieben. 
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3.7.11.2 Nukleofektion 

Die Nukleofektion wurde mit dem Maus NSC Kit von Lonza (Lonza, Köln) mit dem 

Programm A-33 nach Angaben des Herstellers durchgeführt. Es wurden pro Ansatz 

5 x 106 Zellen mit 5 µg zirkulärem Plasmid nukleofektiert. 

 

3.8 HIV-1-basierendes lentivirales System der 3. Generation 

Das verwendete Vektorsystem ist ein lentivirales Vektorsystem der 3. Generation mit 

erhöhter Sicherheit, das auch als selbst inaktivierendes Vektorsystem (SIN) 

bezeichnet wird. SIN-Vektoren verlieren ihre Promotoraktivität, der in der U3-Region 

des 5’LTR vorhanden ist nach der Replikation und Integration in das Genom der 

Wirtszelle [90]. Das rev-responsive Element wird durch das virale Rev Protein 

erkannt und übt eine essentielle Rolle bei der Regulation der viralen mRNA-

Produktion aus [91]. Die Retention des zentralen Polypurin Traktes von HIV-1 (cPPT) 

in der pol Region führt zu einem erhöhten nukleären Transport des Virus und erhöht 

die Transduktionseffizienz [92-93]. Die Integration des posttranslationalen 

Regulationselements (PRE) des Hepatitis B Virus führt zu einer erhöhten Expression 

des Transgens. Dieser Prozess basiert vermutlich auf einem verbesserten nukleären 

Export der mRNA [94].  

Die in dieser Dissertation verwendeten Vektoren sind Derivate des Vektors pRRL-

cPPT-X-PRE-SIN [95-96].  

Abbildung 3–3: Schematischer Aufbau des lentiviralen Vektorsystems: 
In die prälentivirale DNA (pLV-P-X) können die Reportergene (X) durch Klonierung eingefügt 
werden, wobei die Expression von dem stromaufwärts gelegenen Promotor (P) nach der 
Integration des Provirus reguliert wird (Bild A). Der Pfeil in Bild A zeigt die Transkription an. 
Bild B zeigt den schematischen Aufbau der drei Helferplasmide, die zur Produktion der Viren 
benötigt werden. RSV: Rous Sarcoma Virus-Promotor; RRE: Rev-responsives Element; 
cPPT: zentraler Polypurintrakt; PRE: posttranskriptionales regulatorisches Element; CMV: 
Cytomegalovirus-Promotor; VSV-G: Vesikular Stomatitis Virus Glykoprotein. Die 
Polyadenylierungssignale stammen vom Simian Virus 40 (SV 40) und vom humanen ß-
Globingen (hßG). Abbildung verändert nach [90].  
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Für die Herstellung der infektiösen Partikel wurden 293T-Zellen mittels der 

Kalziumphosphat-Methode mit dem Transfervektor, dem HIV-1 gag/pol 

Verpackungskonstrukt und dem rev-Expressionsplasmid transfiziert [96-99]. 

Abbildung 3–3 zeigt schematisch den Aufbau des lentiviralen Vektorsystems. 

 

Die für die Klonierungen verwendeten Vektorsysteme wurden freundlicherweise von 

Prof. Dr. Rob Hoeben, LUMC, Leiden, Niederlande zur Verfügung gestellt (Abbildung 

3–4). 

 

pLV-bc-Puro
8419 bp

CMV

IRES

Apa  I (7960)

Asc I (7573)

Bst 1107I (7609)

Bst XI (5172)

Cla  I (6937)

Eco  RV (7591)

Nhe  I (7675)

Not  I (5940)

Nsi  I (682)

Pst I (7564)

Sal  I (7598)

Tth 111I (71)

Xba  I (7643)

Xho  I (7635)

E14-pRRL-CMV
7324 bp

CMV

Asc I (4797)

Bst 1107I (4988)

Bst XI (2396)

Cla  I (4161)

Cpo  I (5734)

EcoR I (4790)

Kpn  I (5997)

Nhe  I (4836)

Not  I (3164)

Nsi  I (5230)

Pst I (4788)

Sma  I (4780)

Xho  I (4822)

pLV-CMV--bc-GFP
8484 bp

GFP

CMV

IRES

Amp

Apa  I (3657)

Asc I (3277)

Bst 1107I (3313)

Bst XI (5631)

Cla  I (2643)

Cpo  I (5390) Eco  RV (3295)

Msc I (4118)

Nhe  I (3379)

Nsi  I (4886)

Pst I (3268)

Sal  I (3302)

Xba  I (3347)

Xho  I (3339)

A B

C
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8419 bp
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Abbildung 3–4: Vektorkarten der verwendeten prälentiviralen Plasmide: 
Schematisch dargestellt sind die drei Plasmide, die zur Generierung der Lentiviren verwendet 
wurden. Das Plasmid pRRL-CMV weist eine Größe von 7324 bp auf (A). Neben dem CMV 
Promotor beinhaltet das Plasmid pRRLV-CMV-IRES-GFP neben dem CMV Promotor 
zusätzlich eine interne Ribosomale Eintrittsstelle und die cDNA für den Fluoreszenzreporter 
GFP (B). Die Gesamtgröße beträgt 8484 bp. In dem Plasmid pRRL-CMV-IRES-Puro wurde 
die cDNA für die Puromycin-N-Acetyltransferase kloniert ((Puro) C). 
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3.8.1.1 Generierung der infektiösen Viruspartikel 

Die Prälentivirale DNA wurde zusammen mit den drei Helferplasmiden mit der 

Kalziumphosphat-Methode in 293T-Zellen transfiziert, die über Nacht in T125-

Flaschen ausplattiert wurden. Nach 24 h fand ein Mediumwechsel statt, um die 

überschüssigen Plasmide und eventuell nach der Transfektion abgestorbenen Zellen 

zu entfernen. Das Medium wurde 48 h und 72 h nach der Transfektion gesammelt 

und anschließend mittels Spritzenvorsatzfiltern mit einer Porengröße von 0,45 µm 

Durchmesser gefiltert (Acrodisk-Spritzenvorsatzfilter, Pall, USA). Die gereinigten 

Mediumüberstände wurden bei -80 °C gelagert. 

In Einzelfällen wurde eine Konzentrierung der infektiösen Partikel vorgenommen. 

Dazu wurde eine Ultrazentrifugation des Kulturüberstandes bei 50 000 x g für 90 min 

durchgeführt und das Viruspellet bei einer Temperatur von 4°C gelöst. 

 

3.8.1.2 p24 HIV-1-ELISA zur Bestimmung der Viruskonzentration 

Innerhalb der viralen Hülle von HIV-1 befindet sich das Nukleokapsid, in dem sich die 

zwei einzelnen RNA-Stränge des HIV-Genoms befinden. Die äußere Schicht des 

Nukleokapsids ist aus p17 Proteinen aufgebaut, während die innere Schicht p24 

Proteine enthält [100]. 

Für die Bestimmung des Virustiters wurde der HIV-1 p24 Antigen ELISA-Test der 

Firma Zeptometrix, New York, USA nach Angaben des Herstellers verwendet. 

Prinzip: Mikrowells wurden mit einem monoklonalen Antikörper versehen, der 

spezifisch mit dem p24 gag Protein von HIV-1 reagiert. Bei der Inkubation der 

Kulturüberstände binden die viralen Antigene an den immobilisierten Antikörper und 

können mit einem hochtitrierten humanen anti-HIV-1 Antikörper, der biotinyliert ist, 

detektiert werden. Zur Detektion wird eine abschließende Inkubation mit der 

Streptavidin-Peroxidase vorgenommen und die OD450 kann mittels photometrischem 

Verfahren bei einer Wellenlänge von 450 nm bestimmt werden. Die resultierende 

OD450 ist proportional zur Menge des HIV-1 p24 Antigens in der Probe. 

 

3.8.1.3 Transduktion mit den infektiösen Partikeln 

Die zu transduzierenden Zellen wurden in 24-Lochplatten über Nacht mit einer 

Zelldichte von 5 x 104 Zellen 500 µL-1ausplattiert. Für die Transduktion wurden die 

viralen Partikel zusammen mit 8 µg mL-1 Polybren zu frischem Kulturmedium 

hinzugegeben und für 24 h inkubiert.  
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Die Berechnung der Virusmenge folgte einer Näherung. Die „multiplicity of infection 

rate“ (MOI) wurde als 1 definiert, wenn 1 ng virale Partikel mit 1500 Zellen inkubiert 

wurden. 

3.8.1.4 Überprüfung der Infektion 

24 bis 48 h nach der Transduktion konnte bei Verwendung von Fluoreszenzreportern 

die entsprechende Fluoreszenzemission mikroskopisch dokumentiert werden. Die 

Ermittlung der Transduktionseffizienz folgte nach Bestimmung der Gesamtzellzahl 

und der Fluoreszenzreporter+-Zellzahl. 

Bei Expression der firefly-Luziferase wurden die Zellen in 250 µL Lysepuffer 

aufgenommen, der die folgende Zusammensetzung hat: 

25 mM Trisphosphat, pH = 7,8 

2 mM DCTA 

2 mM DTT 

10 % Glycerol 

1 % Triton X-100 

 

Nach der Supplementation von 10 µL Luziferase-Assay Reagenz (Promega) wurde 

die Lichtreaktion mit dem Luminometer Lumat LB9501, Berthold Technologies, Bad 

Wildbad bestimmt.  

3.9 Biochemische Methoden 

3.9.1 Isolierung von Antikörpern 

Der 14C2 Robo3-Kulturüberstand wurde mit einer Amicon Ultrafiltrationssäule 

(Millipore) mit einer Porengröße von 10 000 Da 10 fach konzentriert. Die Antikörper 

wurden mit einer Protein A-Säule (Pierce) nach Angaben des Herstellers gereinigt.  

Der Überstand von 151-IgG wurde mit einer Amicon Ultrafiltrationssäule mit einer 

Poren-größe von 100 000 Da ebenfalls 10 fach konzentriert. Die Isolierung des 

Antikörpers erfolgte mittels einer Melongel-Säule (Pierce).  

Der Proteingehalt wurde mit einem BCA-Protein-Kit (Pierce), im Vergleich zu BSA als 

Standard, bestimmt.  

 

3.9.2 Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 

Zur Auftrennung von Proteinen wurde denaturierende Polyacrylamid-

Gelelektrophorese (SDS-PAGE) mit Gelen durchgeführt, die aus Sammelgel mit 4 % 
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und Trenngel mit 15 % einer Polyacrylamidlösung (Acrylamid/Bisacrylamid 37:1) 

bestanden [101]. Die Proben (Proteingemische jeweils 30 μg Protein; gereinigte 

Antikörper jeweils maximal 5 μg Protein) wurden vor dem Auftragen 5 min mit 

Auftragspuffer (Fermentas) und 1x Reduktionsreagenz (Fermentas) gekocht. Die 

Trennung der Proteine erfolgte in einem vertikalen Elektrophoresesystem der Firma 

Biorad (München) bei 200 V für 1 h in Laufpuffer (25 mM Tris; 190 mM Glyzin; 5 mM 

SDS). Als Molekulargewichtsmarker wurde das Proteingemisch Spectra™ Multicolor 

Broad Range Protein Ladder (Fermentas) verwendet. Nach der Elektrophorese 

wurden die Gele entweder im Western Blot weiterverarbeitet oder über Nacht in einer 

Coomassie-Blau-Färbelösung (0,25 % Coomassie Brillant Blau R-250 in 40 % 

Methanol und 7 % Eisessig) gefärbt und anschließend 3 h in 40 % Methanol und 7 % 

Eisessig entfärbt. Die Gele wurden zwischen zwei Zellulosemembranen eingespannt 

und über Nacht getrocknet. Die molekularen Massen der denaturierten Proteine 

wurden anhand der Eichproteine im Gel ermittelt. Für eine sensitivere Anfärbung der 

Proteine im SDS-Gel und für die Detektion PEGylierter Proteine wurde eine reverse 

Färbung mit Zink-Imidazol verwendet [102-103]. 

3.9.3 Western Blot 

Die mittels SDS-PAGE getrennten Proteine wurden auf eine Nitrozellulose Membran 

(Protran BA 85, Whatman, Dassel) transferiert. Die für den Western Blot benötigten 

Lösungen wurden folgendermaßen hergestellt: 

 

Lösung Konzentration Substanz 

Transferpuffer: 25 mM Tris 

 192 mM Glycin 

 20 % Methanol 

TBST, pH 7,6: 10 mM Tris 

 130 mM NaCl 

 1 % Tween 20 

Stammlösungen für 
die Chemilumines-
zenz-Detektion: 

   

 30 % H2O2 

 250 mM Luminol/DMSO 

 90 mM p-Coumarin-
säure/DMSO 

 100 mM Tris, pH 8,5 
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Dazu wurde die Membran kurz mit Wasser benetzt und für mindestens 15 min in 

Transferpuffer inkubiert. In einem Mini-Trans Blot System (BioRad) wurden zwischen 

jeweils zwei Lagen mit Transferpuffer getränktem 3MM Filterpapier (Whatman), die 

Membran und das Gel gelegt und in die Apparatur gespannt. Bei einer konstanten 

Spannung von 100 V wurden die Proteine für 1 h auf die Membran transferiert. Zum 

Anfärben der Proteine wurde die Membran zunächst mit 5 % fettreduziertem 

Milchpulver (Heirler Cenovis GmbH, Radolfzell) für 1 h inkubiert. Anschließend 

wurden die primären Antikörper in 5 % Milchpulver für 2 h bei RT auf jeweils eine 

Membran gegeben. Als sekundärer Antikörper wurde ein mit Meerrettichperoxidase 

(HRP) konjugierter Antikörper in 5 % Milchpulver eingesetzt. Die Detektion der 

Merrettichperoxidase wurde mit einer Detektionslösung (12 mL Tris, pH 8,5; 3,8 µL 

H2O2; 60 µL Luminol; 26,6 µL Coumarinsäure) für eine Minute inkubiert. Diese wurde 

aus den Stammlösungen frisch angesetzt. Ein Röntgenfilm (Sigma-Aldrich) wurde 

auf den Blotmembranen für eine Minute exponiert und in einer AGFA Curix 60 

Entwicklungsmaschine (AGFA, Köln) im Dunkeln entwickelt. 

 

Für die Überprüfung der Proteinmenge auf dem Blot wurde dieser mit einem 

Antikörper gefärbt, der ein konstitutiv exprimiertes Protein erkennt. Dazu war es 

notwendig, die Antikörper der ersten Färbung zu entfernen. Die dafür benötigten 

Lösungen waren folgende: 

Glycin Puffer, 
pH 2,5: 

0,2 M Glycin 

Tris, pH 7,5: 1 M Tris 

TBST (s.o.)    

 

Die bereits gefärbte Blotmembran wurde ü. N. in TBST gewaschen und anschließend 

in Glycin-Puffer für 2 x 15 min gegeben. Nach zwei Waschschritten für je 15 min mit 

Tris-Puffer konnte die Blotmembran mit TBST äquillibriert und erneut mit 

Milchpulverlösung geblockt werden. Für den Ladekontrollnachweis wurde der anti-α-

Tubulin-Antikörper (Klon DM1A, Calbiochem, Darmstadt) 1:3000 für eine Stunde 

inkubiert, der Blot gewaschen und mit einem anti-Maus-HRP-Antikörper (Amersham) 

1:2000 für eine Stunde inkubiert. Der Nachweis wurde wie schon bei der ersten 

Antikörperfärbung durchgeführt. 
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3.9.4 PEGylierung 

Zur Kopplung von PEG an BSA oder 151-IgG wurde 1 mg mL-1 PEG-NHS (Rapp 

Polymers, Tübingen) in PBS gelöst und mit der gleichen Menge Protein für 2-3 h 

inkubiert. Zum Entfernen unkonjugierten PEGs wurde die Lösung über eine Zeba 

Entsalzungssäule (Pierce) umgepuffert.  

3.9.5 Spektralphotometrische Eisenbestimmung 

Für eine quantitative Bestimmung des Eisengehaltes der Zellen wurden diese mit 

50 mM NaOH für 2 h lysiert. Wenn im Ergebnisteil nicht anders beschrieben, wurden 

25 000 Zellen in 1 µL NaOH verwendet. Das Volumen betrug zwischen 16 und 

20 µL. Für die Bestimmung des Eisengehaltes von eisenhaltigen Antikörpern oder 

Partikeln wurden diese ebenfalls mit 50 mM NaOH verdünnt. Die Inkubationszeit 

entfiel hierbei. 

Zur Quantifizierung wurde als Standard Eisen-(III)-Ammoniumzitrat (FAC) in einer 

Konzentrationsreihe von 0-500 µM im jeweils gleichen Volumen verwendet. 

Die Eisenbestimmung wurde nach Riemer et al verändert durchgeführt [104]. Die 

Proben wurden mit dem gleichen Volumen 10 mM HCl und einem Volumen einer 

Kaliumpermanganat Lösung gemischt (frisch angesetzte Lösung: 4,5 % KMnO4 in 

H2O und 1,4 M HCl im gleichen Verhältnis). Die Proben wurden für 2 h bei 60 °C 

unter Schütteln inkubiert und nach Abkühlung auf RT mit einer Eisendetektions-

Lösung (10 % (v/v)) für 30 min inkubiert. 

Die Eisendetektions-Lösung bestand aus: 

 

Konzentration Substanz 

2,5 M Ammoniumacetat 

1 M Ascorbinsäure 

6,5 mM Ferrozin 

6,5 mM Neocuproin 

 

50 µL der Probe wurde in eine 96 well Platte gegeben und die Absorption bei 570 nm 

im LB 940 Multimode Reader Mithras (Berthold Technologies, Bad Wildbad) 

bestimmt. 
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3.9.6 Messung der Luziferaseaktivität 

 

Die Messung der Luziferasereaktion im Berthold Plattenleser Mithras LB 940 erfolgte 

mit 2,5 x 105 Zellen in 250 µL PBS versetzt mit 200 µg mL-1 Luziferin. Die 

Luziferaseaktivität nach Zugabe von Luziferin wurde ebenfalls mittels des Photon 

ImagerTM der Firma Biospace, Paris, Frankreich (s. Kapitel 3.15) ermittelt. 

 

3.9.7 Liposomenherstellung 

5,9 mg 3β-[N-(N′,N′-Dimethylaminoethan)-Carbamoyl]-Cholesterol (DC-Chol) und 

4,6 mg Dioleylphosphatidylethanolamin (DOPE) wurden unabhängig voneinander in 

500 µL Chloroform gelöst, gemischt und unter N2-Bedampfung und Erwärmung 

getrocknet. Das Pellet wurde in 7 mL 20 mM HEPES-Puffer mit pH 7,8 gelöst und 

anschließend 1 mL der Lösung für 7-10 min sonifiziert. Die errechnete Konzentration 

betrug 1,5 µg mL-1. 

 

3.9.8 Kopplungsreaktionen 

3.9.8.1 Eisenpartikel 

Für die Kopplung von Eisenpartikeln an Antikörpern wurden folgende Lösungen 

verwendet: 

 

 Konzentration Substanz 

Kopplungspuffer 50 mM MES, pH 5,2 

 0,05 % Proclin 300 

Waschpuffer 10 mM Tris, pH 8,0 

 0,05 % BSA 

 0,05 % Proclin 300 

EDC-Lösung 1 mM 
N-Ethyl-N′-(3-
dimethylaminopropyl) 
Carbodiimid 

 

500 µL Eisenpartikel (Micromod, Rostock) mit 50 nm Durchmesser wurden bei 

20 000  g für 10 min zentrifugiert und mit 400 µL Kopplungspuffer gewaschen. Das 

Pellet wurde in 100 µL Kopplungspuffer resuspendiert und mit 20 µL EDC-Lösung für 

30 min unter Schütteln aktiviert. 100 µg Antikörper wurde hinzugegeben und ü. N. 

Bei 4 °C unter Schütteln inkubiert. Die nicht gekoppelten Antikörper wurden nach 
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Zentrifugation mit dem Überstand entfernt. Nach einmaligem Waschen mit 

Waschpuffer wurde das Pellet in 100 µL Waschpuffer resuspendiert.  

3.9.8.2 Fluoreszein 

10 mg mL-1 Fluoreszein-NHS (Pierce) wurde mit der gleichen Menge Liposomen 

oder SPIOs 1 h bei RT unter Schütteln inkubiert. Anschließend erfolgte eine 

Umpufferung in 20 mM Hepes. 

3.10 Immunzytochemie 

Mit der immunzytochemischen Technik können Proteine durch spezifische 

Antikörper- Reaktionen erkannt werden. Der bei der Antigen-Antikörperreaktion 

entstandene Komplex kann durch indirekte Nachweismethoden detektiert werden. 

Gegen den unmarkierten primären Antikörper wurde ein mit einem 

Fluoreszenzfarbstoff gekoppelter sekundärer Antikörper eingesetzt, der spezifisch 

gegen die Spezies, aus welcher der Primärantikörper gewonnen wurde, gerichtet 

war. 

 

3.10.1 Prinzip der Immunzytochemie und Durchführung der Methode 

Die auf Glasplättchen kultivierten Zellen wurden mit 4 % Paraformaldehyd fixiert. 

Anschließend wurde 1x für 4 min mit 0,05 M TBS gewaschen, um die überschüssige 

Fixierlösung gründlich aus den Schalen zu entfernen. Die fixierten und mit Puffer 

gewaschenen Präparate wurden vor der immunzytochemischen Untersuchung 

teilweise bei 4°C im Kühlschrank gelagert.  

Zur Permeabilisierung der Zellmembran wurde für 10 min mit 0,25 % Triton-X-100 in 

TBS inkubiert. Dieser Permeabilisierungsschritt entfiel bei Verwendung der 

Oberflächenantikörper. Die Zellen wurden anschließend 3x für 5 min mit 0,05 M TBS 

gewaschen und zur Blockierung unspezifischer Bindungsstellen mit einer 5 % 

Rinderserumalbumin- Lösung für einen Zeitraum von 30-60 min inkubiert. Die 

anschließende Inkubation mit dem primären Antikörper erfolgte für 2 h bei RT oder 

für einen Zeitraum von 10 h (über Nacht) bei 4 °C. Die Verdünnung des Antikörpers 

wurde dabei in einer 0,8 % BSA- Lösung in TBS vorgenommen. Nach drei- bis 

viermaligem Auswaschen des ungebundenen primären Antikörpers mit TBS erfolgte 

die Inkubation mit dem sekundären Antikörper für 60 min bei RT im Dunkeln. Die 

verwendeten Antikörper befinden sich in Tabelle 3–2 und Tabelle 3–3. 
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Tabelle 3–2: Verwendete primäre Antikörper in der Immunzytochemie oder für Western 
Blots 

Antikörper Firma Spezies Verdünnung 

Anti-Vimentin Sigma-Aldrich Monoklonal Maus 1:100 

Anti-Nestin Milipore Monoclonal Maus 1:125 

Anti-ß3-Tubulin Covance Polyclonal Kaninchen 1:1000 

Anti-Doublecortin (C-term) Santa Cruz Polyclonal Ziege 1:150 

Anti-GFAP Sigma Monoclonal Maus 1:1000 

Anti-GFAP DAKO Polyclonal Kaninchen 1:100 

Anti-MAP-2a,b,c Sigma Monoclonal Maus 1:1000 

Anti-Oct 3/4 Santa Cruz Polyclonal Kaninchen 1:200 

Anti-CD15 DSHB Monoclonal Maus 1:10 

Anti-HNK-1 DSHB Monoclonal Maus 1:10 

Anti-A2B5 DSHB Monoclonal Maus 1:10 

Anti-Hämagglutinin Roche Polyklonal Ratte 
IC: 1:100 

WB: 1:200 

Anti-Ferritin (schwere Kette) Santa Cruz Polyclonal Kaninchen 
IC: 1:100 

WB: 1:200 

Anti-Luziferase * Polyclonal Kaninchen 1:100 

Anti-FAK (pY397) Biosource Polyclonal Kaninchen 1:100 

Anti-alpha-Tubulin Calbiochem Monoklonal Maus WB: 1:3000 

Anti-PEG Epitomics  1:10 

Anti-EGFR (151-IgG) DSHB Monoclonal Maus 1:10 

Anti-CD4-FITC Miltenyi Biotec Monoclonal Maus 1:10 

Anti-CD4-SPIO Miltenyi Biotec Monoclonal Maus 1:10 

Anti-CD11b-SPIO Miltenyi Biotec Monoclonal Maus 1:10 

Anti-CD57-SPIO Miltenyi Biotec Monoclonal Maus 1:10 

Anti-Dextran-FITC StemCells Monoclonal Maus 1:20 

Anti-Dextran-PE ** Monoklonal Maus 1:10 

Anti-robo3 DSHB Monoclonal Maus  

*zur Verfügung gestellt von Prof. Dr. A. Jacobs, MPI für neurologische Forschung, Köln 
** zur Verfügung gestellt von Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach 
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Tabelle 3–3: Verwendete sekundäre Antikörper 

Sekundärer Fluoreszenzantikörper  Verdünnung 

Ziege anti-Maus IgG (H + L); DyLight 488 Pierce 1:1000 

Ziege anti-Maus IgG (H + L); DyLight 549 Pierce 1:1000 

Ziege anti-Kaninchen IgG (H + L); DyLight 488 Pierce 1:1000 

Ziege anti-Kaninchen IgG (H + L); DyLight 549 Pierce 1:1000 

Esel anti-Ziege IgG (H + L); Cy3 
Jackson 

ImmunoResearch 

1:150 

Esel anti-Ziege IgG (H + L); FITC 
Jackson 

ImmunoResearch 

1:125 

Ziege anti-Maus IgG (H + L); HRP Amersham 1:2000 

Ziege anti-Ratte IgG (H + L); HRP  1:3000 

Ziege anti-Kaninchen IgG (H + L); HRP Cell Signaling 1:2000 

 

Für eine Inkubation mit zwei Antikörpern wurden diese so ausgewählt, dass es bei 

den Spezies, aus der die Antikörper gewonnen wurden, zu keinen 

Übereinstimmungen kam. 

Bei diesen Doppelinkubationen folgte nach dem Auswaschen des ersten sekundären 

Antikörpers 30 min Inkubation mit 5 % BSA. Die darauf folgende Inkubation mit dem 

zweiten primären Antikörper, der in 50 mM TBS gelöst wurde, erfolgte wieder über 

einen Zeitraum von 10 h bei 4 °C oder für 2 h bei RT. Die weiteren Schritte sind 

identisch zu der Prozedur, die bereits nach der Inkubation des ersten primären 

Antikörpers angewendet wurde. 

Nach dem letzten Waschschritt wurden die Zellen zur Darstellung der Zellkerne mit 

dem Bisbenzimid Hoechst Dye 33342 in der Endkonzentration von 1 µg mL-1 in TBS 

inkubiert. Hoechst Dye 33342 ist ein spezifischer Farbstoff, der in adenosin- und 

thymidinreichen Regionen von doppelsträngiger DNA interkaliert. Nach dem 

Auswaschen wurden die mit Zellen bewachsenen Rundgläschen mit dem wässrigen 

Eindeckmedium Aqua Poly/Mount (Polysciences Europa GmbH, Eppelheim) auf 

Objektträgern fixiert. Die Lagerung der Präparate erfolgte bei 4 °C. 

 

Die Lagerung der Antikörper erfolgte nach Herstellerangaben entweder bei 4 °C oder 

-20 °C. 

- Für die Visualisierung der Aktinfilamente wurde Promofluor488-konjugiertes 

Phalloidinkonjugat (Promocell, Heidelberg) und Alexa644 konjugiertes 

Phalloidin verwendet. Vor der Inkubation wurde eine Permeabilisierung mit 

0,28 % Triton X-100 durchgeführt. Die Inkubation mit den konjugiertem-

Phalloidin wurde für 30-60 min durchgeführt. 
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- Zur Visualisierung der DNA wurden Einzelzellen für 10 min und Tumorzell-

aggregate bis zu 60 min mit dem DNA-interkalierenden Farbstoff Sytox green 

(Sigma-Aldrich) inkubiert. 

 

3.10.2 Übersicht über die Proteine, die von den verwendeten Antikörpern 
erkannt werden 

- Anti-Vimentin: Vimentin ist ein Intermediärfilament des Zytoskeletts und ist 

aus zwei alpha Helices aufgebaut [105]. Es konnte nachgewiesen werden, 

dass Gliome eine starke Vimentinexpression aufweisen und nur in 

Einzelfällen GFAP exprimieren [106]. 

- Anti-Nestin: Nestin ist ein Intermediärfilamentprotein, welches in neuralen 

Vorläuferzellen, radialen Gliazellen, Myoblasten, und in Zellen des 

Nebennierenmarks exprimiert wird. Nestin wird als Marker für neurale 

Vorläuferzellen, neuroepitheliale Zellen und Gliomzellen verwendet [107-109]. 

- Anti ß3-Tubulin: wird als neuronales Markerprotein verwendet. Die ß3-

Tubulin mRNA ist exklusiv in den Zellkörpern vorhanden, während das 

Protein sich sowohl in Axonen, als auch in Dendriten befindet. ß3-Tubulin 

gehört zu den neuronalen Markerproteinen, die schon früh in der 

Neurogenese nachgewiesen werden konnten. Die Expression beginnt erst 

kurz vor oder während der terminalen Mitose der Vorläuferzellen. Diese 

Expression wird durch Transkriptionsfaktoren reguliert, die bei der 

Determinierung der neuronalen Differenzierungsrichtung und bei frühen 

morphogenetischen Prozessen beteiligt sind [110-111]. Mehrere Arbeiten 

konnten zeigen, dass eine ß3-Tubulin-Expression auch bei nicht-neuronalen 

Zellen detektiert werden kann [112-113]. 

- Anti-Doublecortin (DCX): DCX spielt eine wichtige Rolle bei der Entwicklung 

des zentralen Nervensystems. Der Klon C-18 erkennt den C-terminalen Teil 

des humanen DCX-Proteins. Dieses mikrotubuliassoziierte Protein wurde in 

migratorisch aktiven neuronalen Vorläuferzellen nachgewiesen und konnte 

keine Koexpression mit den Proteinen Nestin und NeuN nachgewiesen 

werden [114]. 

- Anti-GFAP: Dieses Intermediärfilamentprotein wird als Astrozytenmarker 

verwendet [115]. 

- Anti-MAP-2: Die mRNA und das Protein sind häufig in den Dendriten von 

Neuronen lokalisiert. Es existieren drei MAP-2 Isoformen. Während sich 

MAP2a während der frühen postnatalen Periode nachweisen lässt, kann 
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MAP2b während der gesamten Gehirnentwicklung nachgewiesen werden. 

Die Expression von MAP2c findet sich in früheren Stadien der neuronalen 

Entwicklung [116]. Der hier in dieser Dissertation verwendete Antikörper 

erkennt alle drei MAP2-Isoformen. 

- Anti Oct 3/4: Oct 3/4 ist ein Transkriptionsfaktor, der in frühen embryonalen 

Zellen und Keimzellen exprimiert wird. Oct 3/4 ist ein Marker für die 

Pluripotenz von Mammalienzellen [117]. 

- Anti-SSEA-1 / anti CD15: Das “stage-specific embryonic antigen 1“ (SSEA-

1) ist das Antigen eines monoklonalen Antikörpers, der durch die 

Immunisierung mit den embryonalen Karzinomazellen F9 entwickelt wurde 

[118]. Es konnte gezeigt werden, das die Bindung des anti-SSEA-1 

Antikörpers durch ein Oligosaccharid, das die Lewis x–Struktur [Lex: Galß1-

4(Fucα1-3)GlcNacβ-] aufweist inhibiert wird[119]. SSEA-1 wird auch als 

CD15 bezeichnet. 

- Anti-HNK-1 / anti CD57: Das „human natural killer protein 1“ Antigen ist ein 

Karbohydratantigen, dessen Struktur als HSO3-3GlcAβ1-3Galβ1-4GlcNAc- 

identifiziert wurde [120-121]. HNK-1 ist ein Zelloberflächenmarker, der im 

Nervensystem exprimiert wird und bei der Migration von Neuralrohrzellen 

essentiell beteiligt ist [122-123].Der Antikörper des Klons TB03, der partiell in 

dieser Arbeit verwendet wurde, ist spezifisch für humanes HNK-1, 

kreuzreagiert aber auch mit HNK-1 aus Mäusen. 

- Anti-A2B5: A2B5 ist ein monoklonaler Antikörper, der von Eisenbarth et al 

1979 entwickelt wurde [124]. Die Antigene, die durch diesen Antikörper 

erkannt werden werden als Ganglioside der c-Serie bezeichnet und schließen 

GQ1c, GT1c und GT3 ein [125-126].  

- Anti-Hämagglutinin: Das HA-Epitop stellt ein 11 Aminosäuren langes Peptid 

dar, das als Fusionsprotein im Leseraster des fusionierten Proteins eingefügt 

wird und damit exprimiert wird [127]. Dadurch kann das fusionierte Protein 

entweder mit einem spezifischen Antikörper identifiziert, oder mittels 

affinitätschromatographischen Methoden isoliert werden. 

- Anti-Ferritin: Ferritin übernimmt durch Speicherung von Eisen die Rolle 

eines Eisenpuffers in Mammalienzellen. Der Antikörperklon H-53 erkennt die 

schwere Kette des Ferritinmoleküls der Spezies Maus, Ratte und Mensch 

[128]. 

- Anti-Luziferase: Balb/c Mäuse wurden mit der firefly-Luziferase immunisiert 

und die Milzzellen anschließend mit einer Myelomzelllinie zur Herstellung der 

Hybridomzelllinie LUC-1 fusioniert [129]. 
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- Anti-FAK: Die fokale Adhesionskinase ist eine Nicht-Rezeptortyrosinkinase 

mit einem Molekulargewicht von 125 kDa, die eine wesentliche Rolle bei der 

integrinvermittelten Signaltransduktion aufweist [130]. Die 

Autophosphorylierung an Tyrosin 397 führt zur Ausbildung einer hochaffinen 

Bindungsstelle für Src-Homologie-2 (SH2) Domänen [131]. 

- Anti-alpha-Tubulin: α- und β-Tubulin bilden Heterodimere, welche sich zu 

Mikrotubuli zusammenlagern. Die Markierung mit anti-α-Tubulin-Antikörpern 

ist durch die konstitutive Expression eine geeignete interne Kontrolle.  

- Anti-PEG: Polyethylenglykole sind eine Familie von langkettigen Polymeren, 

die an Glycerin gebunden sind und für die Modifikation von Biomolekülen 

verwendet werden [132]. KLH-PEG mit einer terminalen Methoxygruppe 

wurde als Immunogen für die Herstellung dieses Antikörpers verwendet. Der 

Antikörper erkennt spezifisch die terminale Methoxygruppe von 

unterschiedlich langen Polymeren (Datenblatt Epitomics). 

- Anti-EGFR: Das N-Octylglucosid-Protein aus der Plasmamembran von 

PC12-Zellen wurde als Immunogen für Balb/c-Mäuse verwendet. Die Zellen 

wurden mit der Myelomzelllinie Sp2/0-Ag14 fusioniert und somit die 

Hybridomzelllinie 151-IgG generiert [133]. 

- Anti-CD4: Auf humanen T-Helferzellen und Thymozyten stark exprimiert, 

während die Expression auf Monozyten und Dendritischen Zellen schwach 

ist.  

- Anti-CD11b: In Mäusen wird das CD11b-Antigen auf Monozyten, 

Macrophagen und Mikroglia exprimiert. 

- Anti-Dextran: Der Antikörper des Klons DX1 wurde durch Immunisierung von 

C58/J Mäusen mit Stearyl-Isomaltotetraose und anschließender Fusionierung 

der Milzzellen mit der Maus-Myelomzelllinie PAI-O generiert (Datenblatt 

StemCell Technologies). 

- Anti-Robo3: Der Antikörper wurde durch Klonierung eines extrazellulären 

Teils der robo3-Sequenz aus Drosophila melanogaster (Aminosäuren 317-

732), fusioniert an eine Sequenz für ein sechsfaches Histidin, generiert. 

Durch Immunisierung mit dem Plasmid und anschließender Fusionierung der 

Milzzellen mit Myelomzellen aus Maus, wurde die Hybridomzelllinie 14C9 

erstellt [134].  

3.11 FACS 

Für die FACS-Analytik wurden die unfixierten Zellen durch Accutasebehandlung 

vereinzelt und mit den entsprechenden primären Antikörpern für 30 min bei 37 °C 
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inkubiert. Als sekundärer Antikörper wurden die DyLight488 konjugierten Antikörper 

der Firma Pierce in der Verdünnung 1:1000, oder bereits FITC-konjugierte primäre 

Antikörper verwendet (Tabelle 3–2 und Tabelle 3–3). Zur Visualisierung der toten 

Zellen wurde während der Durchführung der FACS-Analytik eine Inkubation mit 

Propidium Iodid durchgeführt. Die Analysen wurden mit dem Gerät FACScan der 

Firma BD-Bioscience, Heidelberg durchgeführt, wobei mindestens 1 x 104 Zellen bei 

jeder Untersuchung berücksichtigt wurden. Die Auswertung der Daten erfolgte mit 

dem Programm CellQuest (BD Biosciences). 

3.12 Verarbeitung und Analyse von Geweben 

3.12.1 Fixierung und Anfertigung von Gefrierschnitten 

Methode 1: Gehirne wurden nach Perfusion der Tiere mit 4 % PFA entnommen und 

mit 4 % PFA über Nacht bei 4°C nachfixiert. Durch die Einwirkung einer 30 % 

Succroselösung wurde eine Gefrierprotektion vorgenommen. Die anschließende 

Lagerung erfolgte in einer Aluminiumverpackung bei -80 °C.  

Methode 2: Gehirne und Tumore wurden nach Tötung des Tieres chirurgisch 

entnommen und in einer -80 °C kalten Isopentanlösung über flüssigem Stickstoff 

eingefroren. Die Lagerung erfolgte bei -80 °C. 

Die Gefrierschnitte wurden mit einer Schichtdicke von 12 µm mittels eines Gefrier-

mikrotoms Modell CM 3050 der Firma Leica angefertigt und auf Poly-L-Lysin-

beschichteten Objektträgern durch Wärmeeinwirkung immobilisiert. In Einzelfällen 

wurden die Gehirne mittels eines Mikrotoms Modell SM 200012 der Firma Leica, 

dessen Klinge mit Trockeneis gekühlt wurde, geschnitten. Die Aufbewahrung der 

50 µm dicken Schnitte erfolgte bei 4 °C in einer Mischung von Ethylenglykol und 

Glyzerol.  

3.12.2 Paraffin-Einbettung  

Die Paraffineinbettung von explantierten Tumoren wurde in einem Einbettautomat 

Modell Shandon Ecxelsior der Firma ThermoFisher in entsprechenden 

Einbettkassetten vorgenommen. Durch Entwässerung mittels aufsteigender 

alkoholischer Reihe und Paraffineinbettung wurde durch ein automatisches 

Verfahren reguliert, dass 6 h dauerte. Die histologischen Schnitte wurden mit einer 

Schichtdicke von 8 µm an einem Mikrotom Modell HM355 der Firma Microm, das mit 

einem gekühlten Messer ausgerüstet war, durchgeführt. Schnittbänder wurden bei 

Raumtemperatur gelagert oder auf Poly-L-Lysin beschichteten Glasobjektträgern 

immobilisiert. 
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3.12.3 Hämatoxylin- und Eosin-Färbung 

Zellkulturen wurden nach der PFA-Fixierung in PBS bei 4 °C gelagert. Nach 

mehrmalig wiederholten Waschschritten mit dH2O wurde für maximal 30 s eine 

wässrige Eosinlösung inkubiert und durch mehrmalig wiederholte Waschschritte mit 

dH2O ausgewaschen. Zur kombinierten Hämatoxylin- und Eosinfärbung wurden 

Gefrierschnitte für etwa 3 min mit wässriger Hämatoxylinlösung und anschließender 

Inkubation mit Leitungswasser behandelt. Durch 30 s Inkubation mit Eosin wurde 

eine rötliche zytoplasmatische Färbung erlangt. Nach mehrmalig wiederholten 

Waschschritten mit dH2O wurde eine Entwässerung durch eine aufsteigende 

Alkoholreihe (50 %, 70 %, 96 %, 100 %) und Xylol erreicht. Die Konservierung 

erfolgte mit dem Einbettmedium Entellan. 

3.12.4 Berliner Blau-Färbung 

Die Reaktion ist ein histochemischer Nachweis für dreiwertiges Eisen und wurde 

bereits 1867 beschrieben [135].  

Die Reaktion folgt der Formel: 

 

4 FeCl3 + 3 K4Fe(Cn)6 → Fe4[Fe(Cn)6]3 + 12 KCl 

 

Angelehnt an dieses Protokoll wurde die Färbung wie folgt durchgeführt: 

Die fixierten Zellen/Gewebeschnitte wurden für 15 min mit Leitungswasser und 

anschließend für 3 x 5 min mit dH2O gewaschen. Eine K4Fe(Cn)6-Lösung (47 mM 

K4Fe(Cn)6 in H2O in einem 1:1 Verhältnis mit 2 % HCl) wurde für 30 min auf die 

Zellen/Gewebeschnitte gegeben und die blaue Färbung eisenhaltiger Zellen 

dokumentiert [136].  

Zur Verstärkung des Signals, kann die Färbung nach dreimaligen Waschen für 5 min 

mit dH2O mit 3-3´Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid (DAB) und H2O2 (1,9 mM DAB; 

30 % H2O2, Tabletten, Sigma Aldrich) verstärkt werden. Die DAB-Reaktion verläuft 

im Dunkeln bis zur deutlichen Braunfärbung (etwa 10 min) und wird mit dH2O 

gestoppt . 

3.13 Elektronenmikroskopie 

Für die elektronenmikroskopische Analyse wurde eine Negativkontrastierung mit 

einer 2 %igen wässriger Uranylazetatlösung für 10 min bei RT durchgeführt. Die 

Präparation erfolgte auf Netzen, die mittels Formvar (Polyvinyl Formal) beschichtet 

wurden. Die Analyse der Präparate erfolgte mit einem Elektronenmikroskop EM 901 
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der Firma Zeiss. Digitale Bilder wurde mit dem Kamerasystem Megaview III der 

Firma Olympus Soft Imaging Solutions, Münster aufgenommen und mittels ImageJ 

prozessiert.  

3.14 Mikroskopie und Software 

Die Immunfluoreszenzen wurden mittels eines Konfokalen-Laser-Scanning 

Mikroskops Modell DMRE der Firma Leica analysiert. Die Epifluoreszenzaufnahmen 

wurden mittels einer monochromen CCD-Kamera Modell DFC340 der Firma Leica 

aufgenommen.  

 

Phasenkontrast und Fluoreszenz von lebenden Zellen wurden mit dem Mikroskop 

Axiovert 40 CFL, Zeiss analysiert und mit einer Digitalkamera Leica DFC300FX 

(Leica, Solms) aufgenommen.  

 

Die Datenakquisition erfolge mittels des Programm Application Suite Version 2.8.1 

der Firma Leica. Die Nachbearbeitung der Bilder wurde mit dem Programm ImageJ 

Version 1.38n (National Institutes of Health, USA (http://rsb.nih.gov/ij/)) 

vorgenommen. 

 

MRT-Daten wurden mittels des Programms Paravision 4, Bruker BioSpin akquiriert 

und mit dem Programm ImageJ prozessiert. 

 

Die Berechnung der T2-Relaxationszeiten erfolgte mit dem Program IDL, Version 6.4, 

ITT Visual Information Solutions, USA. Der verwendete Algorithmus MPFIT basiert 

auf der Markwardt IDL Bibliothek [137]. 

 

Die 3-dimensionale Rekonstruktion der MRT-Daten erfolgte mit dem Software-Packet 

Amira, Version 3.1 (Mercury Systems Inc., Chelmsford, USA). 

 

Statistische Analysen und Graphische Darstellungen wurden mit dem Programm 

Origin, Version 8 (OriginsLab Corporation, Northampton, USA) durchgeführt. 

 

Für molekularbiologische Analysen wurden die Programme Chromas Lite, Version 

2.01, Technelysium Pty Ltd, Tewantin, Australien; AiO, Version 8, Konstanz; DNA 

Baser, Version 2.75.0, Heracle Software, Lilienthal verwendet 



Material und Methoden 

 

76 

3.15 Messungen mit den Photonen-Bildgebungssystemen 

Innerhalb der hier vorgelegten Dissertation wurden drei unterschiedliche Photonen-

Bildgebungsgeräte verwendet: 

1.) Photon ImagerTM der Firma Biospace Lab, Paris, Frankreich: 

Dieses Bildgebungssystem verwendet eine CCD-Kamera (1 x 106 Pixel, 

Pixelgröße beträgt 7,4 µm). Die Objektivlinse weist einen Durchmesser von 

24 mm auf. Die Blendenöffnung ist regulierbar zwischen 1,4 mm bis 22 mm. Die 

Illumination erfolgt mittels einer 150 W Halogenlampe. Zur Lichtverstärkung wird 

eine Gallium(III)-Arsenide enthaltende Bildverstärkungskomponente verwendet. 

Zur Lichtstreuung sind am Ende der Kaltlichtleiter Diffusoren installiert, die Licht 

in einem Winkel von 60° abstrahlen. Die Bildakquisition wurde mit dem 

Programm Photo Aquisition Version 2.6.4 vorgenommen. Die Nachbearbeitung 

erfolgte mit dem Programm PhotovisonPlus. Die erhaltenen Aufnahmen wurden 

in dem Dateiformat „textimage“ gespeichert und mit dem Program ImageJ 

ausgewertet. 

2.) NightOwl LC981 der Firma Berthold Technologies, Bad Wildbad: 

Es handelt sich um ein achromatisches, digitales Kamerasystem. Bei der 

Beleuchtung der in dieser Arbeit untersuchten in vitro Präparate wurde eine 

Ringbeleuchtung mit einem faseroptischen Kaltlichtleiter an die Kaltlichtquelle 

angeschlossen. Dies führte zu einer homogeneren Ausleuchtung des Blickfeldes. 

Genauere Untersuchungen zur Signaldetektion wurden von J. Scholzen 

durchgeführt [138]. 

3.) IVIS 200, Caliper Lifescience, Hopkinton, USA. Dieses Kamerasystem wurde 

für alle in dieser Dissertation erstellten Tierversuche verwendet. 

3.15.1.1 Auswerung der optischen Bildgebungsexperimente 

Zur Analyse der mit den Photonen-Bildgebungs-Systemen NightOwl und Photon 

ImagerTM akquirierten Aufnahmen wurden die innerhalb einer Messzeit detektierten 

Photonen verwendet. Die dargestellten Werte wurden in Photonen x Fläche 

dargestellt, wobei die verwendete Akquisitionszeit bei der Fluoreszenzbildgebung, 

wenn nicht anders vermerkt immer 30 s und bei der Biolumineszenzbildgebung, 

wenn nicht anders vermerkt immer 120 s betrug. Bei der Fluoreszenzbildgebung 

wurde, wenn nicht anders vermerkt eine Blendenöffnung von 2,8 verwendet. Diese 

Daten wurden innerhalb der hier vorgelegten Arbeit als Photonenflux [U.L.E.] 

definiert. 



Material und Methoden 

 

77

3.16 MRT 

Die in dieser Arbeit vorgestellten MRT-Experimente wurden an zwei horizontalen 

MRT-Systemen der Firma Bruker BioSpin, Ettlingen durchgeführt. Die Systeme 

unterscheiden sich in der Feldstärke, der Gradientenstärke und der verwendeten 

Hochfrequenzspulen. 

Für tierexperimentelle Studien wurde eine kontrolliert temperierbare Tierliege mit 

elektronischer Kontrolle der Atemfunktion verwendet (Medres, Köln). Die 

Dokumentation von Temperatur und Atemfrequenz wurde mit dem Programm 

DaisyLab durchgeführt.  

3.16.1 MRT-Systeme 

Bruker Biospec 117/16 USR ist ein aktiv abgeschirmter, supraleitender Magnet mit 

einem Innendurchmesser für Proben und Kleintiere von 155 mm. Die Feldstärke 

beträgt 11,7 Tesla und die Resonanzfrequenz 500 MHz. Der Innendurchmesser des 

Gradienten beträgt 90 mm mit einer Gradientenstärke von 750 mT m-1. Das digitale 

Signalverarbeitungssystem arbeitet bei der 1H-Resonanzfrequenz von 500 MHz und 

verwendet eine digitale Filterung, digitale Quadratur Demodulation und eine digitale 

Kontrolle zur Radiofrequenzstabilisierung. Die Empfangsbandbreite beträgt 5 Mhz. 

 

Bruker BioSpec 70/30 USR ist ein aktiv abgeschirmter, supraleitender Magnet mit 

einem Innendurchmesser für Proben und Kleintiere von 399 mm. Die Feldstärke 

beträgt 7,0 Tesla und die Resonanzfrequenz 200 MHz. Der Innendurchmesser des 

Gradienten beträgt 116 mm mit einer Gradientenstärke von 200 mT m-1. Die Das 

digitale Signalverarbeitungssystem arbeitet bei der 1H-Resonanzfrequenz von 

500 MHz und verwendet eine digitale Filterung, digitale Quadratur Demodulation und 

eine digitale Kontrolle zur Radiofrequenzstabilisierung. Die Empfangsbandbreite 

beträgt 5 Mhz. 

Für die tierexperimentellen Untersuchungen wurde zur Hochfrequenzanregung eine 

lineare Helmholzspule mit einem Innendurchmesser von 80 mm verwendet. Der 

Hochfrequenzempfang wurde durch eine Oberflächenspule mit einem Durchmesser 

von 30 mm realisiert. 

3.16.2 35 mm Phantomspule 

Die Oberflächenspule wurde im MPI für neurologische Forschung hergestellt und 

besteht aus einer kombinierten Sende- und Empfangsspule, die einen Innendurch-

messer von 35 mm aufweist. 
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Anhand eines Agarosephantoms, wie es für die in dieser Arbeit für die 

Probenanalyse verwendet wurde, wurde eine ein Signalintensitätsprofil der 

Oberflächenspule über eine Distanz von 280 mm erstellt (Abbildung 3–5 A und C). 

Die bestimmte Signalintensität wurde aufgrund von Minimum-Intensitäts-Projektionen 

aus einem 3D-Datensatz erstellt, in der 10 Schichten projiziert wurden (Abbildung 3–

5 B und C). 

Abbildung 3–5: Ermittlung des Spulenprofils durch Berechnung der Signalintensität. 
Die Signalintensität in einem Agarosephantom mit den zwei Schichten 1,5 mL Agarose in der 
Konzentration 1 % in PBS auf den Boden aufgebracht wurden. 1 mL Agarose in der 
Konzentration 0,5 % wurde anschließend auf diese Schicht aufgebracht.  
 

3.16.3 Auswertung der MRT-Daten. 

- Für die Anfertigung der Minimum-Intensitäts-Projektionen (MIP) bei T2*-

gewichteten Messungen wurde die erste Schicht, in der ein von der zu 

untersuchenden Probe detektierter Signalverlust beobachtet wurde, 

ausgewählt. Alle Schichten, zwischen dieser ersten Schicht und der letzten 

Schicht, in der noch ein Signalverlust detektierbar war, wurden für die 

Erstellung der MIP mittels des Programms ImageJ verwendet. 
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- Zur quantitativen Erfassung der mittels MRT erhobenen Daten, wurde die 

Signalintensität [U. E.] ermittelt. Dabei wurde eine Subtraktion von 

unspezifischen Hintergrundsignalen vorgenommen, wobei die auszu-

wertenden Flächen, oder die ausgewerteten Volumina identisch waren.  

- Zur Berechnung des Verhältnisses Kontrast : Gelrauschen wurde folgende 

Formel angewendet:  

 

 

 

Wobei SI die Signalintensität darstellt und σHintergrund die Standardabweichung von 

SIHintergrund ist. 

Die Anwendung der Formel ist expemplarisch in Abbildung 3–6 bei der Analyse 

von, in Agarose eingeschlossenen Zellen dargestellt.  

Abbildung 3–6: Schematische Darstellung zur Ermittlung des Verhältnisses 
Kontrast: Gelrauschen: 
Die gesamte Fläche, in der ein Signalverlust sichtbar ist, wird als ROI gewählt und 
das Signal bestimmt. Die gleiche Fläche wurde vom zellfreien Hintergrund für die 
Ermittlung des Signals gewählt. 

3.16.4 Verwendete Messsequenzen 

Nach der Positionierung der Spule im Isozentrum des Magneten erfolgte ein 

manueller Abgleich der der Sende- und Empfangsspule. Der Shim und, die Stärke 

des Resonanzfrequenzpulses und des Empfangsverstärkung wurden nach einem 

Protokoll von Bruker Biospin (Rheinstetten) in einer ersten Messung eingestellt. Die 

geometrischen Charakteristika wurden anhand der ersten Messung für alle 

Folgemessungen festgelegt. 

3.16.4.1 Messungen mit der 35 mm Spule: Gradienten-Echo-Sequenz 

Wenn im Ergebnisteil nicht anders angegeben, wurden die folgenden Einstellungen 

für die T2*-gewichtete Sequenz bei Messungen mit dem Bruker Biospec 117/16 USR 

verwendet: 

 

ergrundH

ergrundHobe SISI
nGelrauscheKontrast

int

intPr:
σ
−

=
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Fläche = 200 Pixel

Hintergrund
Fläche = 200 Pixel

Agarosphantom
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Hintergrund
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Einstellungen Parameter 

Echozeit TE Im Text angegeben 

Repetitionszeit TR 100 ms/200 ms 

Mittelungen  1 

Repetitionen 1 

Matrix 512 x 512 x 64 

FOV (field of view) 36 mm x 37,93 mm x 5 mm 

Auflösung 70 µm x 74 µm x 78 µm 

Bandweite 100 000 Hz 

Flipwinkel 30° 

Encoding: zero fill acceleration 2 

 

Durch die Verwendung des zero filling acceleration verkürzt sich die Messzeit um 

50 %. Es wurden vergleichende Untersuchungen durchgeführt. 
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3.16.4.2 Messungen mit der 35 mm Spule: Spin-Echo-Sequenz 

Zur Berechnung der T2-Relaxationszeiten wurde eine T2-Mappe erstellt. Die benötigte 

Messzeit betrug 21 min und 22 s. 

Es wurde die „multi slice, multi echo“-Sequenz (MSME) bei Messungen mit dem Bruker 

Biospec 117/16 USR mit den folgenden Parametern verwendet: 

Einstellungen Parameter 

Echozeit TE 11 ms, 22 ms, 33 ms, 44 ms, 55 ms, 

66 ms, 77 ms, 88 ms, 99 ms, 110 ms, 121 ms, 

132 ms, 143 ms, 154 ms, 165 ms, 176 ms 

Echos 16 

Repetitionszeit TR 5000 ms 

Mittelungen  1 

Repetitionen 1 

Matrix 256 x 256 

FOV (field of view) 37 mm x 37,9 mm x 6 mm 

Auflösung 72 µm x 74 µm x 94 µm 

Bandweite 50000,0 Hz 

Flipwinkel 90,0°/ 180° 

Encoding: zero fill 

acceleration 

2 

DummyScans 2 

 

3.16.4.3 7 mm Phantomspule 

Die Oberflächenspule wurde im MPI für neurologische Forschung hergestellt und besteht 

aus einer kombinierten Sende- und Empfangsspule, die einen Innendurchmesser von 7 mm 

aufweist. Details und Spulenprofil: siehe Kapitel 3.6.1.2. Die Proben wurden in 

Reaktionsgefäßen mit einem Durchmesser von 5 mm und einem maximalen Volumen von 

200 µL für die Messungen verwendet. 

Wenn im Ergebnisteil nicht anders angegeben, wurden die folgenden Einstellungen für die 

T2*-gewichtete Sequenz bei Messungen mit dem Bruker Biospec 117/16 USR verwendet:
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Einstellungen Parameter 

Echozeit TE Im Text angegeben 

Repetitionszeit TR 100 ms 

Mittelungen  1 

Repetitionen 1 

Matrix 256 x 256 x 128 

FOV (field of view) 4 mm x 4,85 mm x 4 mm 

Auflösung 20 µm x 20 µm x 31 µm 

Bandweite 50000 Hz 

Flipwinkel 30° 

Encoding: zero fill 

acceleration 

Im Text angegeben 

 

3.16.4.4 Tierexperimentelle Messungen mit dem Bruker BioSpec 70/30 USR 

3.16.4.4.1 Gradienten-Echo-Sequenz 

Für die T2* gewichtete Messsequenz wurden die folgenden Parameter verwendet: 

Einstellungen Parameter 

Echozeit TE 20 ms 

Repetitionszeit TR 180 ms 

Mittelungen  1 

Repetitionen 1 

Matrix 256 x 128 x 64 

FOV (field of view) 16 mm x 16 mm x 12 mm 

Auflösung 62 µm x 125 µm x 188 µm 

Schichtdicke 12 mm 

Bandweite 69444 Hz 

Flipwinkel 30° 

Die benötigte Messzeit betrug 24 min, 34 s.  
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3.16.4.4.2 Spin-Echo-Sequenz 

Für die T1 gewichtete Messsequenz wurden die folgenden Parameter mit der„multi slice, 

multi echo“-Sequenz (MSME) verwendet: Die benötigte Messzeit betrug 27 min, 18 s.  

Einstellungen Parameter 

Echozeit TE 10,1 ms oder 11,0 ms 

Repetitionszeit TR 100,0 ms oder 150 ms 

Mittelungen  2 

Repetitionen 1 

Matrix 128 x 128 x 64 

FOV (field of view) 25,5 mm x 18 mm x 10 mm 

Auflösung 199 µm x 141 µm x 156 µm 

Schichtdicke 10 mm 

Bandweite 50505 Hz 

Flipwinkel 90,0/180° 

3.16.4.4.3 Spin-Echo-Sequenz 

Zur Berechnung der T2-Relaxationszeiten wurde eine T2-Mappe erstellt. Die benötigte 

Messzeit betrug 8 min, 32 s. 

Es wurde die „multi slice, multi echo“-Sequenz (MSME) mit den folgenden Parametern 

verwendet: 

Einstellungen Parameter 

Echozeit TE 9 ms, 18,1 ms, 27,1 ms, 36,1 ms, 

45,1 ms, 54,2 ms, 63,2 ms, 72,2 ms, 

81,3 ms, 90,3 ms, 99,3 ms, 108,4 ms, 

117,4 ms, 126,4 ms, 135,4 ms, 144,5 ms 

Echos 16 

Repetitionszeit TR 4000 ms 

Mittelungen  1 

Repetitionen 1 

Matrix 96 x 128  

FOV (field of view) 16,9 mm x 16,8 mm  

Auflösung 199 µm x 141 µm x 156 µm 

Schichtdicke 0,501 mm 

Bandweite 39062,0 Hz 

Flipwinkel 90,0°/ 180° 
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3.17 Tierexperimentelle Studien 

Die Tierhaltung erfolgte in einem kontrollierten 12 h Hell- und 12 h Dunkelrhythmus. Die 

Versuchstiere hatten freien Zugang zu Nahrung und Flüssigkeit. 

Es wurden Nacktmäuse des Stammes nu/nu (Haarlan Winkelmann, Borchen) für die 

intrakraniellen und subkutanen Injektionen verwendet. Die intrakraniellen Injektionen von 

Zellen wurden in den Kortex oder das Striatum der Versuchstiere mittels einer stereo-

taktischen Halterung (World Pecision Instruments, Sarasot, USA) vorgenommen, wobei die 

jeweiligen Koordinaten anhand eines stereotaktischen Atlas bestimmt wurden [139]. Die 

Versuchstiere wurden mit einer intraperitonealen Injektion von 80 mg kg-1 Ketanest und 

16 mg kg-1 Romun anästhesiert. Die Injektion erfolgte mittels einer Hamilton Mikroliter-

Spritze (Hamilton, Bonaduz, Schweiz). Die Injektion der Zellen erfolgte in PBS mit einer 

elektronisch gesteuerten Mikropumpe (Type: Micron 4, World Pecision Instruments) über 

einen Zeitraum von 20 min mit einer Flussrate von 100 nL min-1. 

Bei den Untersuchungen mittels Magnet-Rsonanz-Tomographie und optischen Bildgebungs-

methoden wurde eine Anästhesie mit Isofluran 0,5 %–1,5 % durchgeführt. Die Isofluoran-

konzentration wurde anhand der ermittelten Vitalfunktionen des Versuchstieres individuell 

angepasst. 

Für die Durchführung von T1-gewichteten MRT-Messungen wurde in Einzelfällen eine 

peritoneale Injektion mit Magnevist (Schering, Berlin) durchgeführt. Dabei wurden 80 µl der 

gebrauchsfertigen Lösung verwendet. 

Zur Visualisierung der Luziferaseaktivität wurden 2 mg D-Luciferin intraperitoneal injiziert. 

Die Bildgebungsexperimente wurden 10 min nach der Injektion durchgeführt. 
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4 Ergebnisse 

4.1 Zelluläre Visualisierung mit optischen und MRT Bildgebungs-
methoden 

4.1.1 Entwicklung einer Untersuchungsplattform für die verbesserte 
Akquisition des Photonenfluxes 

Bei der Akquisition von emittierten Photonen aufgrund einer Fluoreszenzreporterexpression 

mittels eines Ganzkörper-Photonen-Bildgebungssystems stellen die Parameter Einstrahlung 

des Lichtes und der Abstand zum Kamerasystem kritische Faktoren dar. 

Innerhalb dieser Arbeit wurde eine Illuminationsplattform entwickelt, welche die maximal von 

der Firma Biospace Lab erreichte Auflösung und Fluoreszenzeinstrahlung verbessert. Die 

Plattform weist eine Bodenfläche von 8,5 x 8,5 cm2 auf, in deren Zentrum die zu 

untersuchende Probe platziert wurde. Es wurden für alle multimodalen in vitro 

Visualisierungsexperimente Zellkulturschalen mit dem Durchmesser von 35 mm verwendet. 

Die Fluoreszenzeinstrahlung wurde von insgesamt 12 Lichtfaserleitern, wie vom Hersteller 

vorgegeben, auf vier Lichtfaserbündel konzentriert. Der Abstand zur Kameralinse wird durch 

die Plattform um 10 cm verringert (Anhang I und Abbildung 4–1). 

Abbildung 4–1: Untersuchungsplattform für in vitro Experimente für den Einbau in das 
Biospace Lab-Photonen-Bildgebungssystem: 

Die entwickelte Untersuchungsplattform verringert den Abstand zur Kameralinse des Photonen-
Photonenbildgebungssystems um 10 cm. Schematische Übersicht der drei Tischpositionen (A). 
Das eingestrahlte Fluoreszenzlicht wird auf vier Kaltlichtleiter verteilt, um die im Mittelpunkt der 
Einstrahlung platzierte Probe optimal zu illuminieren (B). Eine nähere Ansicht verdeutlicht die 
Position der vier Kaltlichtleiter (C). Maßstab: Lineal mit einer Skalierung von 1 mm. 

 

Für die Funktionsüberprüfung und den Vergleich zur maximal vom Hersteller erreichbaren 

Detektion von Photonen wurde die Fluoreszenz- und Biolumineszenz-Bildgebung untersucht. 

Es wurde der maximal- und minimal erreichbare Abstand zur Kameralinse durch einen 

höhenverstellbaren Tisch verglichen und photographische Aufnahmen einer reflektierenden 

Oberfläche erstellt: Dadurch konnte eine qualitative Analyse des Lichtflusses jedes einzelnen 

Kaltlichtleiters erstellt werden.  
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Die Aufnahmen der Tischpositionen und der Illuminationsplattform sind quantitativ nicht 

vergleichbar, da für beide Untersuchungen aufgrund der kleineren Plattformfläche 

unterschiedlich reflektierende Materialien verwendet werden mussten. Bei der unteren 

Position des Tisches (maximaler Abstand zur Kamera) findet sich eine inhomogene 

Ausleuchtung des Untersuchungsbereichs durch die Kaltlichtleiter (Abbildung 4–2 A), bei 

denen die Differenz der Lichtabstrahlung zwischen der schwächsten- und der stärksten 

Abstrahlung um 76,87 % verringert war. Der Einsatz der Illuminationsplattform mit vier 

Lichtleitern führte zu einer homogenen Abstrahlung des Lichtes. Die Differenz zwischen dem 

höchsten- und niedrigsten Wert lag dort bei 16,37 %.  

Abbildung 4–2: Untersuchung der homogenen Beleuchtung des Untersuchungs-
bereiches  
Für die Analyse wurde die Tischposition des Photonen-Bildgebungssystems in der 
unteren Position (A), und nach Einbau der Illuminationsplattform (B) untersucht. Um die 
Charakteristika jedes einzelnen Kaltlichtleiters zu überprüfen, wurde die Reflektion von 
sichtbarem Licht auf der horizontalen, reflektierenden Oberfläche nach 4 s Beleuchtungs-
zeit untersucht. Die Skalierung der Bilder richtet sich nach dem maximal ermittelten 
Photonenflux der Aufnahme, bei denen die absoluten Werte durch die Verwendung 
unterschiedlicher Materialien nicht vergleichbar sind. 

 

Durch die Verwendung einer schwarzen Unterlage aus Pappe wurde eine diffuse Verteilung 

des Lichtes in allen drei untersuchten Positionen über den Untersuchungsbereich erhalten 

(Abbildung 4–3). Der Vergleich der Auflösung in den drei Positionen führt zu den Werten 

0,29 µm / Pixel auf der unteren Stufe (Abbildung 4–3 A1), 0,60 µm / Pixel auf der oberen 

Stufe (Abbildung 4–3 B1) und 1,1 µm / Pixel bei Verwendung der Illuminationsplattform 

(Abbildung 4–3 C1). Zur Verdeutlichung der Probenplatzierung wurde ein Pfeil mit einer 

Länge von 3,5 cm in Abbildung 4–3 eingezeichnet, der eindimensional die 35 mm 

Kulturschalen repräsentiert. Entlang dieses Pfeils wurde die Lichtintensität bestimmt, um 

einen Vergleich der Ausleuchtung in allen drei Positionen erzielen zu können. Deutlich wird, 

dass die Werte über die Distanz von 3,5 cm bei der oberen Tischposition im Vergleich zur 

unteren die höchste Schwankungsbreite aufweisen (Abbildung 4–3 A2 und B2). Bei 

Verwendung der Illuminationsplattform konnte eine erhöhte Illumination innerhalb des 

Blickfeldes festgestellt werden, und somit ein 3,5facher Anstieg der detektierten Photonen 

(Abbildung 4–3 C2). 
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Für die Fluoreszenzuntersuchung wurde eine Suspension von Mikropartikeln verwendet, die 

einen Durchmesser von 5 µm aufweisen und mit einem rot fluoreszierenden Fluorochrom 

konjugiert wurden (Abbildung 4–4).  

Abbildung 4–3: Quantitative Auswertung des Photonenfluxes von Licht im sichtbaren Wellen-
längenbereich mittels des Photonen-Bildgebungssystem: 
Verglichen wurden die Anzahl der detektierten Photonen in unabhängigen Lichteinheiten (U.L.E.) mit 
der unteren Tischposition (A), der oberen Position (B) und bei Verwendung der Illuminationsplattform 
(C). Aufgrund der vergleichenden quantitativen Analyse eines Bereiches, der eindimensional den 
Bereich anzeigt, in dem die Probenplatzierung stattfindet, konnte bei allen drei Positionen kein 
Unterschied in der homogenen Ausleuchtung festgestellt werden (A2, B2, C2). Die detektierten Werte 
bei Verwendung der Illuminationsplattform waren um den Faktor 3,5 höher. Maßstab in A1, B1, C1: 
2 cm. 

Es konnte bei einer Mikropartikelkonzentration von > 16,8 x 106 Partikeln in einem Volumen 

von 20 µL PBS bei Verwendung der Illuminationsplattform eine Sättigung der detektierten 

Werte beobachtet werden. Eine vergleichende Analyse mehrerer Verdünnungsreihen mit 

Mikropartikelkonzentrationen zwischen 5,3 x 105 und 16,8 x 106 Partikeln in einem 
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identischen Gesamtvolumen bei den drei unterschiedlichen Probenpositionen zeigte deutlich, 

dass zwischen der unteren und oberen, vom Hersteller vorgegebenen Tischposition kein 

signifikanter Unterschied in der Anzahl detektierter Photonen beobachtet werden konnte 

(Abbildung 4–4). Aufgrund einer Regressionsanalyse wurde für die untere Tischposition 

R2 = 0,862 und für die obere Position R2 = 0,884 ermittelt. 

 

Abbildung 4–4: Vergleichende Untersuchung der Photonen-
emission einer Mikropartikellösung bei drei verschiedenen 
Positionen:  
Verdünnungsreihen zwischen 5,3 x 105 und 16,8 x 106 Partikeln wurden 
in einem Volumen von 20 µL untersucht. Die Platzierung erfolgte in den 
Positionen, die in Abbildung 4–3, A1, B1 und C1 angegeben sind. Die 
Expositionszeit erfolgte für 1 s mit maximaler Fluoreszenzeinstrahlung. 
Als Anregungswellenlänge wurden 569 nm, für die Emissionswellen-
länge wurde 585 nm verwendet. Anzahl der Stichproben betrug n = 4. 

Bei beiden Positionen konnte keine Photonendetektion bei Partikelkonzentrationen zwischen 

5,3 x 105 und 2,1 x 106 festgestellt werden. Bei Verwendung der Illuminationsplattform 

konnten Partikelkonzentrationen zwischen 5,3 x 105 und 16,8 x 106 eindeutig detektiert 

werden.  
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4.1.2 Validierung der Sensitivität anhand eines zellulären Systems 

Um einen Vergleich mit einem zellulären System durchzuführen, wurden multizelluläre 

Aggregate der Zelllinie Gli36ΔEGFR-CMV-mCherry-Klon17 (Kapitel 4.2.1) in einem Agarose-

phantom auf der oberen Tischposition und auf der Illuminationsplattform platziert. Die 

Zelllinie weist die Expression des Fluoreszenzreporters mCherry unter Kontrolle des CMV-

Promotors auf. Die Photonenemission wurde nach Anregung mit Licht der Wellenlänge 

585 nm detektiert (Abbildung 4–5). Wie bei den fluoreszierenden Mikropartikeln konnte eine 

Zunahme der Sensitivität und der Auflösung bei Verwendung der Illuminationsplattform 

festgestellt werden. Die höhere Auflösung führte zu einer präziseren Abgrenzung einzelner 

Aggregate (weiße Pfeile in Abbildung 4–5). Einzelne, kleine multizelluläre Aggregate konnten 

ohne Verwendung der Plattform nicht visualisiert werden (gelber Pfeil in Abbildung 4–5 D).

Abbildung 4–5: Vergleichende Untersuchungen zur Detektion emittierter
Fluoreszenzstrahlung: 

Gli36ΔEGFR-CMV-mCherry-Klon17 wurden als multizelluläre Aggregate in einer
Zellkulturschale in Agarose eingebettet kultiviert. Der Durchmesser der Schale beträgt
35 mm. Zur vergleichenden Untersuchung wurde die Probe auf der oberen 
Tischposition (A) und auf der Illuminationsplattform (C) platziert. Zur Verdeutlichung 
der höheren Sensitivität und Auflösung wurde ein Bereich (weißer Pfeil in allen vier 
Bildern) aus der Probe vergrößert dargestellt (B, D). Der gelbe Pfeil in D weist auf ein 
Aggregat, welches nur mittels Verwendung der Illuminationsplattform von den
benachbarten Aggregaten zu diskriminieren ist Maßstab: A, C: 2 cm, B, D: 100 mm. 
Die Kalibrationsbalken definieren die maximal und minimal detektierten Photonen in 
unabhängigen Lichteinheiten (U.L.E.). 
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4.2 Kombination von Fluoreszenz- und MRT-Bildgebung im 
zellulären System: Erstellung einer fluoreszierenden Tumorzell-
linie  

4.2.1 Erstellung des Expressionsplasmids pcDNA3.1(+)-CMV-mCherry und der 
Zelllinie Gli36ΔEGFR-CMV-mCherry 

Aus dem Vektor pRSET-B-mCherry wurde das mCherry Gen durch eine Inkubation mit den 

Enzymen BamHI und EcoRI ausgeschnitten und in den Expressionsvektor pcDNA3.1(+) 

integriert (Abbildung 4–6).  

Abbildung 4–6: Vektorkarte von pcDNA3.1(+)-CMV-mCherry: 
Stromabwärts des CMV Promotors wurde das 718 bp lange Gen für 
mCherry eingefügt. Die Antibiotikaselektion wurde durch die β-
Lactamase (b-lac) im prokaryotischen System ermöglicht. Nach der 
Transfektion in eukaryotische Zellen wurde eine Selektion aufgrund der 
Neomycin-Phosphotransferase II (npt II) mit G418 durchgeführt. Die 
endgültige Plasmidgröße beträgt 6122 bp.  

Nach transienter Transfektion in Gli36ΔEGFR-Zellen und anschließender Selektion mit G418 

wurden stabil exprimierende, G418 resistente Zellen erhalten, die durch Einzelzellklonierung 

in 96-Lochplatten vereinzelt wurden. Es konnten n = 56 verschiedene G418-resistente 

Zellklone isoliert werden, die sich in ihrer Expressionsstärke und teilweise auch in der 

Morphologie deutlich unterschieden. Bei 10,7 % der Klone konnte keine mCherry-Expression 

nachgewiesen werden.  

Die Expression des mCherry-Proteins wurde von den drei Klonen #8, #17 und #26 im 

Photonen-Bildgebungs-System NightOwl überprüft, nachdem 5000 Zellen in einem Volumen 

von 5 µL auf schwarzen Testfilm aufgebracht und für 1 s angeregt wurden. Als 

Vergleichspräparationen dienten PBS und die initiale, G418-resistente Zelllinie Gli36ΔEGFR-

13-t1, von der die Einzelzellklonierungen durchgeführt wurden.  

Kl13-pCDNA3.1+-mCherry
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BamH I (1)
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Kl13-pCDNA3.1+-mCherry
6122 bp

mCherryCMV

b-lac

npt II

BamH I (1)

EcoR I (718)



Ergebnisse 

 

91

Die transformierte Zelllinie Gli36ΔEGFR-13-t1 wies einen 325 (± 62) % höheren Photonen-

flux im Vergleich zur PBS-Kontrolle auf. Bei Klon #17 konnte eine Erhöhung des Photonen-

fluxes von 997 (± 196) % im Vergleich zur PBS-Kontrolle detektiert werden (Abbildung 4–7).  

 

Abbildung 4–7: Determination der Photonenemission bei vier stabil 
mCherry+exprimierenden Gli36ΔEGFR Zelllinien: 
Der Photonenflux der drei G418 resistenten Einzelzellklonen #8, #17 und #26 
wurde im Vergleich zu der initialen, G418 resistenten Zelllinie Gli36ΔEGFR-13-
t1 und PBS als Kontrolle bestimmt. Die Werte wurden normalisiert auf die 
Photonenemission der PBS-Kontrolle. 100 % entsprechen somit 5,9 
Photonen cm-2 s-1. Anzahl unabhängiger Stichproben: n = 3. Verwendetes 
Visualisierungssystem: Berthold NightOwl. 
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4.2.2 3D-multizelluläre Aggregate für die optische- und MRT-Bildgebung 

Gli36ΔEGFR-mCherry exprimierende Zellen wurden in Suspension und als multizelluläre 

Aggregate kultiviert und mit optischen und MRT Methoden untersucht, um die minimal 

diskriminierbare Zellmenge und die Detektionscharakteristika zu ermitteln. 

 

Es wurde eine Einzelzellsuspension in PBS auf der Illuminationsplattform ausgebracht und 

für einen Zeitraum von 30 s mit maximaler Fluoreszenzstrahlung angeregt. Als Kontrolle 

diente das gleiche Volumen an PBS ohne Zellen.  

Abbildung 4–8: Ermittlung des Detektionslimits von Gli36ΔEGFR-mCherry+-Einzel-
zellsuspensionen mit optischer Bildgebung: 
Verdünnungen der Einzelzellsuspensionen wurden für einen Zeitraum von 30 s auf der 
Illuminationsplattform bestrahlt. In der Abbildung wurden pro Messung fünf Proben, die 
gleichmäßig auf der Plattform verteilt wurden, akquiriert und für die Quantifizierung 
verwendet. Als Kontrollbedingung wurde das identische Volumen PBS verwendet 
(unterste Reihe). Für die Analyse wurden die Pixelwerte an die kleinste Zellmenge 
angeglichen. Details: 30 s Exposition, Blende 2,8. 
 

Zur graphischen Visualisierung wurden die Helligkeitswerte der Pixel an die Aufnahme der 

niedrigsten Zellzahl angeglichen. Bei Zellzahlen über 247 Zellen 5 µL-1 ist eine eindeutige 

Diskriminierung des emittierten Lichtes von den Kontrollpräparaten möglich (Abbildung 4–8). 
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Die quantitative Analyse bestätigt den visuellen Eindruck und zeigt darüber hinaus einen 

linearen Zusammenhang bei der Korrelation zwischen Zellzahl (z) und Photonenflux (P; 

Abbildung 4–9 A). Die Regressionsfunktion wird durch 

   )7,76250(9,119859)5,9(6,715)( ±−±= zzP  

beschrieben. Der Korrelationskoeffizient beträgt R2 = 0,999. Zur eindeutigen Visualisierung 

des Bereiches zwischen 27 und 247 Zellen wurde dieser Bereich gesondert dargestellt 

(Abbildung 4–9 B).  

Abbildung 4–9: Quantitative Korrelation zwischen Photonenflux und Zellzahl im 
Suspensionsmodell:  
Die unterschiedlichen Zellmengen aus Abbildung 4–8 wurden mit dem Photonenflux 
korreliert. Die ausgewertete Fläche des Tropfens wurde anhand der niedrigsten Zellzahl 
ausgewählt und bei allen Messpunkten verwendet. Die Regressionsberechnung ergab 
einen Wert für R2 von 0,999. Zur exakten Fokussierung wurde der Bereich zwischen 27 
und 247 Zellen gesondert dargestellt (Box in A und Graphik B). Für die Berechnung 
wurden fünf Einzelwerte aus drei unabhängigen Experimenten verwendet. 
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4.2.3 Visualisierung von Endorem-markierten Zellen mit dem MRT: 
Bestimmung der maximal detektierbaren Zellmenge 

Zur Bestimmung des Detektionslimits im Suspensionsmodell mittels MRT wurden 

Zellmengen von 65 Zellen bis 2000 Zellen für einen Zeitraum von 24 h mit zwei 

Konzentrationen von Endorem inkubiert und auf eine Agaroseoberfläche in einem Volumen 

von 2 µL pipettiert. Die Analyse wurde bei 11,7 T mit einer Echozeit TE = 18 ms und 

Repetitionszeit TR = 100 ms durchgeführt. Die Zellkonzentrationen, die auf die 

Agaroseoberfläche aufgebracht wurden, wurden lichtmikroskopisch überprüft. Deutlich wird, 

dass Zellen, die mit der hohen Konzentration von 224 µg mL-1 Endorem inkubiert wurden in 

Zellkonzentrationen von 250 bis 2000 Zellen im Phantom detektierbar waren (Abbildung 4–

10 A). Nach Inkubation mit der geringeren Konzentration von 112 µg mL-1 Endorem konnte 

ein Detektionslimit von 500 Zellen ermittelt werden. Die Quantifizierung verdeutlicht einen 

linearen Zusammenhang des Kontrast zu Gelrauschen-Verhältnisses zu den einzelnen 

Endoremkonzentrationen, während die Kontrollzellen kein zellzahlabhängiges Verhältnis 

aufweisen (Abbildung 4–10 B). Eine Regressionskorrelation wurde wegen des hohen 

Standardfehlers nicht durchgeführt.  

Abbildung 4–10: Bestimmung der minimal detektierbaren Zellmenge im Suspensionsmodell 
mittels MRT: 

Verschiedene Zellkonzentrationen zwischen 65 und 2000 Zellen wurden untersucht. Die Kreise um 
die Zellmengen, die in einem Volumen von 2 µL auf die Agaroseoberfläche aufgebracht wurden, 
symbolisieren die Lokalisation der Proben. Dabei repräsentiert grün: Präinkubation mit der 
Konzentration 0 µg mL-1 Endorem, blau: Präinkubation mit 224 µg mL-1 Endorem und rot: 
Präinkubation mit 112 µg mL-1 Endorem. Die untersuchten Zellmengen sind: 1) 2000 Zellen, 2) 
1000 Zellen, 3) 500 Zellen, 4) 250 Zellen, 5) 125 Zellen, 6) 65 Zellen (A). Die quantitative Auswertung 
des Kontrast : Gelrauschen-Verhältnisses der untersuchten Proben verdeutlicht Abbildung B. Die 
MRT- Messungen wurden mit einer Echozeit TE = 18 ms, und einer Repetitionszeit TR = 100 ms 
durchgeführt. Die Anzahl der Stichproben beträgt n = 3. 

Um eine Verbesserung des Kontrast zu Gelrauschen-Verhältnisses und damit eine 

eindeutigere Identifikation der Proben zu erzielen, wurde die Repetitionszeit von 

TR = 100 ms auf TR = 200 ms erhöht und die Echozeiten im Bereich von TE = 5 ms bis 
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TE = 25 ms variiert. Die Verdopplung der Repetitionszeit bei gleicher Matrixgröße führte zu 

einer Verdopplung der benötigten Messzeit von 27 min auf 54 min. 

  

Abbildung 4–11: Quantitative Auswertung der Endorem- markierten Gli36ΔEGFR-Zellen im 
Suspensionsmodell in Abhängigkeit von der Echozeit TE: 
Zellen, die mit Endorem in den Konzentrationen 0 µg mL-1 (A1), 112 µg mL-1 (2) und 224 µg mL-1 (A3) 
inkubiert wurden, wurden im MRT mit den Echozeiten TE = 5 ms, TE = 12 ms, TE = 18 ms und 
TE = 25 ms untersucht. Die Repetitionszeit wurde mit TR = 200 ms durchgeführt. Zusätzlich wurde 
eine Messung mit TE = 18 ms, TR = 100 ms, Mittelungen = 8 durchgeführt. Das absolute 
Kontrast : Gelrauschenverhälnis wurde bestimmt (A1- A3). Visueller Vergleich der Detektionslimits der 
Zellkonzentrationen 2000 Zellen, 250 Zellen und 125 Zellen, welche mit 224 µg mL-1 Endorem 
inkubiert wurden (B). Der Ausschnitt im Bild TE = 5 ms wurde ergänzend vergrößert und mit einer 
mikroskopischen Phasenkontrastaufnahme der in Agarose eingeschlossenen Zellen korreliert (C1 und 
C2). Maßstabsbalken in C2: 100 µm. Die Anzahl der Stichproben war n = 1.  

Durch die Berechnung des Verhältnis Kontrast : Gelrauschen wurde deutlich, dass keine 

signifikante Korrelation bei den Kontrollzellen in Abhängigkeit zu den verschiedenen 
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Echozeiten existiert. (Abbildung 4–11 A1). Eine Vorinkubation mit Endorem in der 

Konzentration 112 µg mL-1 führt zu einer signifikanten Signalauslöschung bei den 

Zellmengen oberhalb von 250 Zellen (Abbildung 4–11 A2). Bei den niedrigen Zellmengen ist 

eine Detektion nur noch bei Zellen, die mit einer Endoremkonzentration von 224 µg mL-1 

inkubiert wurden möglich (Abbildung 4–11 A3). Zur zusätzlichen Verdeutlichung wurden die 

Proben mit der Zellmenge 125 Zellen, 250 Zellen und 2000 Zellen in Abhängigkeit von der 

Echozeit TE dargestellt (Abbildung 4–11 B). Dabei zeigt sich, dass eine Detektion von 

geringen Zellmengen nicht eindeutig durchgeführt werden konnte. Eine Korrelation mit einer 

mikroskopischen Phasenkontrastaufnahme (Abbildung 4–11 C1 und C2) der Zellen wurde 

erstellt, wobei Bereiche stärkerer Signalauslöschungen mit zellulären Ansammlungen 

übereinstimmen.  
Tabelle 4–1: Bestimmung des Regressions-
koeffizienten R-Quadrat: 

In Abhängigkeit von der Echozeit TE wurde eine 
Regressionsanalyse der in Abbildung 4–11 A dargestellten 
Daten durchgeführt. Av.= Mittelungen. 

Echozeit 0 µg mL-1 112 µg mL-1 224 µg mL-1

TE =   5 ms R2 = 0.4310 R2 = 0.0891 R2 = 0.3448 
TE = 12 ms R2 = 0.4280 R2 = 0.4726 R2 = 0.9618 
TE = 18 ms R2 = 0.5548 R2 = 0.6672 R2 = 0.9449 
TE = 25 ms R2 = 0.6243 R2 = 0.7726 R2 = 0.9792 
TE = 18 ms, 
Av. 8 

R2 = 0.1986 R2 = 0.8261 R2 = 0.9621

 

Zur Qualitätssicherung der erhobenen Daten wurde eine Regressionsanalyse durchgeführt 

(Tabelle 4–1). Dabei zeigt sich, dass der Regressionskoeffizient von den Kontrollen mit 

Werten zwischen 0,199 und 0,624 nicht für eine Regression ausreicht. Zellen, die mit der 

hohen Endoremkonzentration inkubiert wurden, lassen sich mit einer Echozeit von TE = 5 ms 

sehr gut darstellen, das Detektionslimit betrug in diesem Fall 500 Zellen. Es konnte eine von 

den gewählten Echozeiten abhängige Entwicklung des Verhältnisses Kontrast zu Gel-

rauschen bei beiden Endoremkonzentrationen nachgewiesen werden. 
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4.2.4 Quantifizierung des aufgenommenen Eisengehaltes mittels spektral-
photometrischen Methoden 

Nach einer Inkubationszeit von 20 h, wie für die hier beschriebenen Versuche verwendet, 

konnte kein Unterschied in der proliferativen Aktivität der Gli36ΔEGFR-mCherry-Klon 17-

Zellen in Gegenwart der beiden Kontrastmittelkonzentrationen und zwischen den beiden 

Kulturformen Suspensionskultur und adhärente Einzelzellkultur nachgewiesen werden. Nach 

der Inkubationszeit konnten nach dem enzymatischen Ablösen der Zellen von der 

Oberfläche nur ca. 50 % der ausplattierten Zellen durch Zellzählungen ermittelt werden. Für 

die Ermittlung der Eisenkonzentration wurden 4 x 105 Zellen für beide Kulturformen initial 

kultiviert (Abbildung 4–12).  

 

Abbildung 4–12: Spektralphotometrische Quantifizierung der intra-
zellulären Eisenkonzentration: 
Bei den beiden Varianten Aggregationskultur und adhärente Kulturform 
wurde nach einer Inkubationszeit von 20 h mit den beiden Endorem-
konzentrationen ein spektralphotometrischer Eisentest durchgeführt. In 
die Berechnung wurden n = 3 Stichproben aufgenommen. 

Die aufgenommene Eisenkonzentration bei beiden Gruppen unterschied sich signifikant von 

der Kontrollinkubation. Es konnte bei Einzelzellen, die mit Endorem in der Konzentration von 

112 µg mL-1 inkubiert wurden 305,7 (± 11,8) µM Eisen ermittelt werden, bei der Aggregat-

inkubation 185,7 (± 41,3) µM Eisen. Für die höhere Konzentration von Endorem konnte eine 

Eisenkonzentration von 406,6 (± 128,9) µM für Einzelzellen und eine Konzentration von 

372,9 (± 118,5) µM für Aggregate ermittelt werden. 
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4.2.5 Kultivierung und Visualisierung der multizellulären Aggregate 
(Spheroide) im Aggregatmodell 

4.2.5.1 Kultur der Zellen im Suspensionsmodell und Inkubation mit Endorem 

Einzelzellen wurden für einen Zeitraum von etwa 20 h auf nicht-adhäsiven Kulturschalen 

kultiviert, was zu einer spontanen Anlagerung der Zellen zu multizellulären Aggregaten 

führte. Diese Aggregate weisen innerhalb der ersten 24 h Kulturzeit eine lockere Aneinander-

lagerung auf, die sich mit zunehmender Kulturzeit verdichtet. Zur Untersuchung wurden 

Aggregate nach einer dreitägigen Kultivierungszeit in Paraffin eingebettet und Schnitt-

präparate mittels eines Mikrotoms angefertigt. Eine kombinierte Hämatoxylin- und Eosin-

färbung zur Visualisierung des Zellkerns und Zytoplasmas zeigt deutlich, dass die Zellen 

nach diesem Kultivierungszeitraum nahezu homogen in den Aggregaten verteilt sind 

(Abbildung 4–13). 

Abbildung 4–13: Lokalisation und Verteilung der Einzelzellen im 
multizellulären Aggregat: 
Nach einer dreitägigen Kultivierungszeit als frei flottierende Aggregate 
wurde die Anordnung der Zellen im multizellulären Aggregat nach 
Hämatoxylin- und Eosin-Färbung untersucht. Es findet sich eine nahezu 
homogene Verteilung der Zellen in hoher Dichte.  

Von Beginn der Aggregationsperiode an wurden die Zellen in Gegenwart von Endorem mit 

den Konzentrationen 112 µg x mL-1 und 224 µg x mL-1 kultiviert. Bei der Kontrollgruppe 

erfolgte keine Zugabe von Endorem. Es konnten während 20 h Kultivierung keine 

signifikanten Unterschiede in der Aggregatbildung zwischen den Gruppen beobachtet 

werden. Um die Effizienz der Endoremaufnahme und die zelluläre Verteilung zu 

untersuchen, wurden Einzelzellen nach der Inkubationsperiode und die Aggregate nach 

Plattierung auf einer adhärenten Oberfläche histochemisch untersucht. Dabei wurde die 

Berliner-Blau-Färbung verwendet, die sich durch die spätere Addition von Diaminobenzidin 

(DAB) und Wasserstoffperoxid noch weiter verstärken lässt.  

Nach Anfärbung mit Berliner-Blau bei der hohen Endoremkonzentration konnte eine 

Aufnahme der Partikel in den Zellen beobachtet werden (roter Pfeil in Abbildung 4–14). Nicht 

alle der untersuchten Zellen nahmen gleichmäßig viele Endorempartikel auf. Es konnten 

Zellen identifiziert werden, die keine zytoplasmatisch lokalisierten Partikel aufweisen 

(schwarzer Pfeil in Abbildung 4–14), oder Zellen, die viele Endorempartikel aufgenommen 
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haben (roter Pfeil in Abbildung 4–14). Diese inhomogene Aufnahme der superpara-

magnetischen Partikel wird bei Inkubation mit der geringeren Endoremkonzentration noch 

deutlicher (Abbildung 4–14 A2). Durch die Verstärkung der Berliner-Blau-Färbung mit DAB 

konnte ein sensitiverer Nachweis der Endorempartikel im Vergleich mit der nativen Berliner-

Blau-Färbung erzielt werden (Abbildung 4–14 B1-B3). Eine distinkte Lokalisation innerhalb 

der Zellen ist allerdings nach der Addition des DAB nicht mehr eindeutig möglich. In den 

unbehandelten Kontrollgruppen konnte kein Nachweis von eisenhaltigen Partikeln mit beiden 

verwendeten Techniken erbracht werden (Abbildung 4–14 A3 und B3).  

Nach der Adhäsion der multizellulären Aggregate konnte eine Migration der peripher im 

Aggregat lokalisierten Zellen auf der Oberfläche beobachtet werden. Bei der Begutachtung 

der DAB-verstärkten Berliner-Blau-Färbung fallen größere Akkumulationen von Endorem-

partikeln auf, die wahrscheinlich extrazellulär lokalisiert sind (Pfeil in Abbildung 4–14 C1). Die 

reduzierte Anzahl von superparamagnetischen Partikeln bei der niedrigen Endorem-

konzentration ist im Vergleich zur Einzelzellkultivierung weniger ausgeprägt. 

Abbildung 4–14: Histologische Färbung der mit Endorem inkubierten Gli36ΔEGFR-mCherry 
Zellen: 
Nach einer Inkubationszeit von 20 h wurden die mit verschiedenen Konzentrationen des 
Kontrastmittels Endorem inkubierten Einzelzellen mittels Berliner-Blau-Färbung (A1-A3) untersucht. 
Intrazellulär lokalisierte Partikel sind in vielen Zellen vorhanden (roter Pfeil in A1). Allerdings findet 
keine Aufnahme der Partikel in allen Zellen statt (schwarzer Pfeil in A1). Durch die Verstärkung der 
Berliner-Blau-Färbung mit DAB findet sich eine stärkere Anfärbung der mit Endorem inkubierten Zellen 
(B1-B3). Die nicht mit Endorem inkubierten Kontrollzellen wiesen bei beiden Kulturformen keine 
Färbung auf (B3, C3). Multizelluläre Aggregate wurden nach der Inkubationszeit auf eine adhärente 
Oberfläche plattiert. Die Berliner-Blau-Färbung und die mit DAB verstärkte Färbung weisen auf das 
Vorhandensein von Eisen hin (C1-C2). Unbehandelte Kontrollaggregate weisen ebenfalls keine DAB 
verstärkte Berliner-Blau-Färbung auf (C3). Eine Gegenfärbung mit Eosin wurde in A1-A3 durchgeführt. 
Maßstab: 50 µm. 
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4.2.5.2 Immunzytochemische Lokalisation und Verteilung von Endorempartikeln 

Zur detaillierten Analyse der Endoremverteilung innerhalb der Zellen wurden die vor-

inkubierten Einzelzellen und Aggregate immunzytochemisch untersucht. Verwendet wurde 

ein anti-Dextran-Antikörper, welcher die Oberflächenstruktur der superparamagnetischen 

Partikel erkennt. Deutlich erkennbar ist eine Agglutination der Endorempartikel intrazellulär 

und partiell auch extrazellulär (Abbildung 4–15 A). Bei hoher Vergrößerung der in die 

Peripherie migrierten Zellen wurde die perinukleäre Verteilung der Partikel deutlich. Die 

Visualisierung der Partikel mittels anti-Dextran-Antikörper und konfokaler Laserscanning 

Mikroskopie verdeutlicht den bereits mit der Berliner-Blau-Färbung beobachteten Effekt der 

inhomogenen Aufnahme und intrazellulären Verteilung der Partikel (Abbildung 4–15 C).  

Abbildung 4–15: Immunzytochemische Analyse der Lokalisation und Verteilung 
der Endorempartikel nach 20 h Inkubation: 
Für die Detektion der Endorempartikel wurde ein anti-Dextran-Antikörper (grün) 
verwendet (A). Bei höherer Vergrößerung ist die perinukleäre Verteilung der Partikel 
deutlich erkennbar sowie die nukleäre Lokalisation des mCherry-Proteins (B). Konfokale 
Laserscanning Mikroskopie (C) ermöglicht eine detaillierte Beurteilung der Endorem-
verteilung im Vergleich zur Fluoreszenzmikroskopie. Die inhomogene Aufnahme der 
Partikel ist nicht auf die Aggregationskultur beschränkt, sondern konnte auch nach 
Endoreminkubation in der Monolayerkultivierung detektiert werden (D). Um die Integrität 
der Intermediärfilamente nach der spontanen Aufnahme der Partikel zu beurteilen, wurde 
eine anti-Vimentinfärbung (grün) durchgeführt (E und F). Rot: mCherry. Visualisierung 
der Zellkerne mit Hoechst Dye 33342 (blau). Maßstab: A, C, D, E: 25 µm; B, F: 10 µm.  
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Diese Beobachtung konnte auch nach der Inkubation von Zellen, die in der Monolayerkultur 

inkubiert wurden, gemacht werden (Abbildung 4–15 D).  

Zur Visualisierung der Intermediärfilamente wurde eine immunzytochemische Färbung mit 

einem anti-Vimentin-Antikörper durchgeführt (Abbildung 4–15 E und F).  

 

Der Photonenflux von definierten Zellmengen mit Endorem inkubierter Zellen wurde in einem 

Plattenlesegerät bestimmt, um einen Einfluss des Kontrastmittels auf die Menge der 

emittierten Photonen nach Fluoreszenzanregung auszuschließen, Nach 24 h Inkubation der 

Einzelzellen mit den Konzentrationen von 112 µg x mL-1 und 224 µg x mL-1 Endorem konnte 

kein signifikanter Einfluss auf die emittierte Photonenmenge im Vergleich zu unbehandelten 

Kontrollzellen beobachtet werden (Abbildung 4–16). 

 

Abbildung 4–16: Ermittlung des Einflusses der intrazellulären 
Endorempartikel auf die Photonenemission und Detektion: 
Definierte Zellmengen wurden mit den 112 µg mL-1 und 224 µg mL-1 
Endorem inkubiert und in einem Plattenlesegerät untersucht. Es konnte 
kein negativer Einfluss auf die Detektion der emittierten Photonen im 
Vergleich zu unbehandelten Kontrollzellen beobachtet werden. Anzahl 
der unabhängigen Stichproben: n = 3. 
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4.2.5.3 Koregistrierung von Fluoreszenz- und MRT-Bildgebung 

Nach 20 h Inkubation mit den beiden Kontrastmittelkonzentrationen wurden die Zellen in 

einer 0,5 % Agarosematrix innerhalb einer Zellkulturschale eingebettet. Um eine 

ausreichende Nährstoffversorgung unter Sicherstellung optimaler optischer Eigenschaften zu 

gewährleisten, wurde die Agarose in 10 % FCS/DMEM gelöst und verwendet. Es wurde 

dabei auf die Verwendung von Phenolrot als pH-Indikator verzichtet.  

Durch die kurzzeitige Kultivierung in dieser Agarosematrix verändert sich die Lokalisation der 

Aggregate nicht mehr und bietet die Möglichkeit kombinierte Photonenflux- und MRT-

Akquisitionen durchzuführen. 

Unter Verwendung der Iluminationsplattform wurde eine Expositionszeit von 30 s als 

optimale Anregungszeit festgelegt. Nach einer vergleichenden Analyse verschiedener 

Blendenöffnungen wurde eine Blendenöffnung von 2,8 gewählt. Die Bestimmung des 

Photonenfluxes nach Fixierung der Zellen im Agarosephantom führt zu mehr als 50 % Ver-

ringerung der detektierbaren Photonen bei gleicher Anregungszeit und Anregungsenergie im 

Vergleich zu vitalen Zellen. Es wurden daher alle Fluoreszenzaufnahmen vor Fixierung der 

Zellen durchgeführt, während die MRT-Messung von der Fixierung nicht beeinflusst wurde. 

Die MRT-Untersuchungen wurden vergleichend mit den Echozeiten TE = 5 ms und 

TE = 18 ms durchgeführt. Die Ergebnisse einer Untersuchung, in der die optische 

Bildgebung mit der MRT-Bildgebung kombiniert wurde, sind in Abbildung 4–17 dargestellt. 

Eine Minimum-Intensitäts-Projektion der MRT-Aufnahmen wurde von den akquirierten 

Schichten für die Analyse verwendet. 

Abbildung 4–17: Koregistrierung des detektierten Photonenfluxes und der MRT-Aufnahmen: 
Multizelluläre mCherry+-Aggregate wurden in einer Agarosematrix in Gegenwart von Endorem 
kultiviert. Nach Anregung wurde der Photonenflux detektiert (A) und kann mit einer Minimum-
Intensitäts-Projektion der MRT-Aufnahmen (B) koregistriert werden (Box in A und B). Für die MRT 
Akquisition wurde eine 3D-Sequenz mit der Echozeit TE = 5 ms erstellt. Eine transversale Projektion 
verdeutlicht die unterschiedliche Lage der multizellulären Aggregate (C). Die Rasterdimensionen in A 
betragen 2 mm x 2 mm. 
 

A AB CAA ABAB CAA ABAB CAA ABAB C
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Die Position einzelner multizellulärer Aggregate konnte mit beiden Techniken eindeutig 

bestimmt werden (Box in Abbildung 4–17 A und B). Bei den mikroskopischen Analysen 

konnte die Lokalisation und Dokumentation der Aggregate anhand des in der Zellkultur-

schale vorhandenen Rasters eindeutig bestimmt werden. Aufgrund der verwendeten 3D-

Sequenz bei den MRT-Aufnahmen konnte die Position aller Aggregate in der Transversal-

ebene lokalisiert werden (Abbildung 4–17 C).  

Die MRT-Bilder weisen eine bessere Auflösung im Vergleich mit dem 2-dimensionalen 

optischen Bild auf, was mit höherer Vergrößerung unter Einbeziehung mikroskopisch 

angefertigter Phasenkontrastaufnahmen analysiert wurde (Abbildung 4–18).  

Abbildung 4–18: Detaillierter Vergleich von Fluoreszenzbildgebung, MRT-
Signal und mikroskopischer Phasenkontrastaufnahme: 
Multizelluläre Aggregate, die 3-dimensional in einer Fläche von 2 mm2 angeordnet 
waren, wurden detailliert untersucht. Dabei wurde die mCherry Fluoreszenz (A) 
und mikroskopische Aufnahmen (B) mit MRT-Bildern, die mit TE = 5 ms (C) und 
TE = 18 ms (D) aufgenommen wurden, verglichen. Maßstab in B: 240 µm. 

Es konnte eine präzise Übereinstimmung aller drei Bildgebungsmodalitäten nachgewiesen 

werden. Besonders deutlich ist die verringerte Auflösung bei der Fluoreszenzbildgebung im 

Vergleich mit den MRT-Aufnahmen in Abbildung 4–18 A und B. (orangene Pfeile). Die 

beiden Aggregate können klar bei der Echozeit TE = 5 ms voneinander abgegrenzt werden. 

Eine Erhöhung der Echozeit führt zu einer Abnahme der Signalintensität und deutlicheren 

Identifikation kleiner multizellulärer Aggregate (weiße Pfeile in Abbildung 4–18 A-D) mittels 

MRT. Die reduzierte Signalintensität bei höheren Echozeiten führt aber bedingt durch den 

erhöhten Suszeptibilitätseffekt auch zu einer undeutlichen Abgrenzung der einzelnen 

benachbarten Aggregate (oranger Pfeil in Abbildung 4–18 D). 

Aufgrund des MRT-Datensatzes, der mit der Echozeit von TE = 5 ms erstellt wurde, konnte 

nach elektronischer Segmentierung eine 3 dimensionale Rekonstruktion der Region aus 

Abbildung 4–17 erstellt werden (Abbildung 4–19). Die Verteilung der Aggregate in der 
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Transversalebene beträgt weniger als 1 mm, es wird jedoch der Vorteil der 3-dimensionalen 

MRT-Bildgebung im Vergleich mit der 2-dimensionalen optischen Bildgebung deutlich.  

Es wurde versucht, eine Korrelation zwischen detektiertem MRT-Signal und der 

mikroskopisch ermittelten Geometrie multizellulärer Aggregate nach Präinkubation mit 

Endorem zu erstellen. Eine Korrelation zwischen diesen beiden Messparametern war, mit 

der hier vorgestellten Methode nicht möglich. 

Abbildung 4–19: 3-dimensionale Rekonstruktion der MRT-Daten aus 
Abbildung 4–18: 
Aufgrund der mit der Echozeit von TE = 5 ms erhobenen Daten wurden von der 
Region in Abbildung 4–18 eine 3-dimensionale Rekonstruktion nach vorher-
gehender elektronischer Segmentierung erstellt. 

4.2.5.4 Korrelation des Fluoreszenzsignals mit dem Aggregatvolumen 

Der Photonenflux von einzelnen Aggregaten mit unterschiedlichen Durchmessern wurde von 

200 randomisiert gewählten multizellulären Aggregaten aus 14 unabhängig durchgeführten 

Einzelexperimenten bestimmt. Die mittleren Aggregatdurchmesser wurde mittels Mikroskopie 

bestimmt und aus diesen Werten das Aggregatvolumen errechnet.  

Abbildung 4–20: Korrelation zwischen sphärischem Aggregatvolumen 
und Photonenflux:  
Die verschiedenen Farben der Messpunkte reflektieren unabhängig 
voneinander erhobene Stichproben. Korreliert wurde das Volumen der 
multizellulären Aggregate mit dem individuell bestimmten Photonenflux.  
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Eine anschließende Regressionsanalyse der Daten führte zu einer linearen Korrelation mit 

einem Regressionskoeffizienten R2 = 0,9. Der lineare Zusammenhang zwischen der 

Fluoreszenzintensität (FI) und dem Aggregatvolumen (V) wird durch die Funktion 

VFI )13,032,6()506439601( ±+±=  

beschrieben (Abbildung 4–20).  

Die Volumenbestimmung wurde unter der vereinfachten Annahme gemacht, dass ein 

multizelluläres Aggregat eine Kugelform aufweist.  

 

4.2.5.5 Longitudinale Proliferationsanalyse mittels Photonenflux-Determinierung 

Die stationäre Fixierung der multizellulären Aggregate erlaubte eine longitudinale Analyse 

der Proliferationsdynamik individueller Aggregate. Es konnte die Zunahme des Photonen-

signals über einen Zeitraum von 5 Tagen untersucht und zu den jeweiligen Zeitpunkten mit 

dem mikroskopisch bestimmten mittleren Aggregatvolumen korreliert werden.  

Im zweitägigen Abstand wurde das Kulturmedium auf der Oberfläche der Agarosematrix 

erneuert. Es wurde in diesem Zusammenhang beobachtet, dass eine schnelle Diffusion von 

auf der Oberfläche lokalisierten Flüssigkeiten in den unteren Bereich der Agarosematrix 

stattfand. 

Eine repräsentative Analyse des ermittelten Photonenfluxes von vier isoliert voneinander 

lokalisierten Aggregaten über den gesamten Untersuchungszeitraum zeigt Abbildung 4–21. 

Der mittlere Durchmesser des kleinsten Aggregates vergrößerte sich in den fünf Tagen von 

49,5 µm auf 121,8 µm. Ein Aggregat mit einem initial größeren Durchmesser von 76,8 µm 

zeigte eine Zunahme auf 176,8 µm. Der Photonenflux der vier ausgewählten Aggregate 

wurde quantitativ ausgewertet und als Balkendiagramm in Abbildung 4–21 dargestellt. 

 

Für eine detaillierte Analyse des proliferativen Effektes auf die Ausbreitung des Kontrast-

mittels in einer longitudinalen Studie wurde zusätzlich zu den Photonensignal-Messungen 

die Veränderung der Signalintensität nach MRT-Untersuchungen bestimmt. Die Unter-

suchungen wurden im Abstand von 48 h durchgeführt und mit den beiden anderen Bild-

gebungsmodalitäten korreliert.  

Die Anregung mit der maximal möglichen Energie stellte sich bei Zeitwerten > 4 Tagen als 

problematisch für die Erfassung des Photonenfluxes heraus, da die eindeutige Abgrenzung 

benachbarter multizellulärer Aggregate nur noch bei etwa 80 % aller einzelnen Aggregate 

durchgeführt werden konnte. 
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Abbildung 4–21: Longitudinale Proliferationsanalyse des Photonenfluxes: 
Multizelluläre Aggregate wurden in einer Agarosematrix immobilisiert und über einen Zeitraum 
von 5 d der Photonenflux (A) und der minimale Aggregatdurchmesser (B) mikroskopisch 
bestimmt. Der Skalierungsbalken wurde für die Beurteilung an die maximalen Helligkeits-
werte/Pixel normiert. Die quantitative Auswertung der repräsentativ dargestellten Aggregate 
weist einen über den Zeitraum hinweg zunehmenden Photonenflux auf. Die zur Auswertung 
gemessenen Aggregate (1-4 in A) sind als einzelne Balken (C, schwarz, dunkelgrau, hellgrau, 
weiß) dargestellt. Maßstab in B: 120 µm. 

Bei den MRT-Messungen wurde eine Kombination aus den Echozeiten TE = 5 ms und 

TE = 18 ms durchgeführt. Die Repetitionszeit wurde konstant bei TR = 100 ms belassen. 

Verwendet wurde eine Flash3D-Sequenz, um einen 3-dimensionalen Datensatz über den 

gesamten Untersuchungszeitraum analysieren zu können. 

In diesen Experimenten wurden der Photonenflux und die korrelierenden mikroskopisch 

ermittelten Durchmesser von einer größeren Anzahl von Aggregaten individuell bestimmt, die 

sich im Gegensatz zu den in Abbildung 4–21 dargestellten Ergebnissen über einen größere 

Fläche verteilten. In der ersten Analyse wurde die Korrelation des Aggregatvolumens und 

des Photonenfluxes über den gesamten Kultivierungszeitraum von 96 h bestimmt, um die 

Linearität der Funktion auch bei Aggregaten mit großem Volumen überprüfen zu können. 

Dies konnte erfolgreich bei den beiden Messparametern gezeigt werden (Abbildung 4–22). 
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Der Photonenflux und die mittleren Aggregatdurchmesser nahmen bei allen untersuchten 

Proben im Untersuchungszeitraum kontinuierlich zu. 

Abbildung 4–22: Korrelation von Photonenflux und Aggregat-
volumen über vier Tage: 
Von 19 unabhängigen multizellulären Aggregaten wurden der 
Photonenflux und das korrespondierende Volumen in einem 
Zeitraum von vier Tagen ermittelt. Alle Messungen wurden in einer 
vergleichenden Analyse zusammengefasst. 

Die vergleichende Analyse der Aggregate untereinander zeigt die Variabilität der einzelnen 

Proliferationscharakteristika (Abbildung 4–23). Bei dem kleinsten der 19 Aggregate konnte 

nach vier Tagen Kultur in der Agarosematrix ein Volumen von 7340,5 µm3 und die 

korrelierende Photonenemission von 14 451 U.L.E. gemessen werden. Das Aggregat mit 

dem größten Volumen von 6,57 x 106 µm3 wies eine Photonenemission von 1,22 x 106 U.L.E. 

auf.  

Abbildung 4–23: Vergleichende Analyse der Proliferationscharakteristika multi-
zellulärer Aggregate in einem Zeitraum von vier Tagen: 
Von 19 unabhängigen multizellulären Aggregaten wurden über einen Zeitraum von 4 
Tagen der Photonenflux ermittelt. Aggregat #13 weist am Ende der Messzeit den 
geringsten Photonenflux auf, wohingegen Aggregat #8 die maximale Photonen-
emission von 1,22 x 106 U.L.E. aufweist. Die hellgrauen Balken repräsentieren die 
Werte am ersten Tag der Untersuchung, die grauen Balken die nach 48 h und die 
schwarzen Balken die Werte nach 96 h. 
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Abbildung 4–24: Analyse der MRT-Signalintensität über einen Zeitraum von vier Tagen: 
Die Signalintensität der 19 analysierten Aggregate wurde im Abstand von 48 h mit einer Echozeit von 
TE = 5 ms bestimmt. Im Kontrast zu dem kontinuierlich ansteigenden Photonensignal konnte hier kein 
zeitlicher Abfall der Signalintensität bei der individuellen Analyse der Aggregate dokumentiert werden 
(A). Die vergleichende Darstellung von drei repräsentativ ausgewählten multizellulären Aggregaten 
zeigt deutlich die nahezu konstante Signalintensität bei der Minimum-Intensitäts-Projektion der MRT-
Daten (B, roter Pfeil. Entspricht Aggregat Nr. 8 in A). Der gelbe Pfeil weist auf ein Aggregat hin, 
welches nach 144 h Kultivierung eine geringere Signalauslöschung als bei dem initialen Kulturzeit-
punkt aufweist. Darstellung der quantitativen Auswertung aller 19 Aggregate zu den verschiedenen 
Zeitpunkten mit berechneter Regressionsgerade (C). Dargestellt sind die Absolutwerte der ermittelten 
Signalintensität. Die Analyse der MRT-Daten wurde bei TE = 5 ms durchgeführt. Hellgraue Symbole 
und Regressionsgerade zeigen die Signalintensitäten bei 0 h, dunkelgraue Symbole: Zeitpunkt 48 h, 
schwarze Symbole: Zeitpunkt 96 h. 
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Im Gegensatz zum kontinuierlichen Anstieg der emittierten Photonen im Messzeitraum 

konnte bei der vergleichenden Analyse der ermittelten Signalintensität bei den MRT-

Messungen keine kontinuierliche Zunahme des Signals festgestellt werden (Abbildung 4–24 

A). Die absolute Signalintensität veränderte sich bei einem großen Anteil der untersuchten 

multizellulären Aggregate kaum, oder nahm ab. Dies ist exemplarisch an Aggregat #8 

gezeigt, das zu Beginn des Beobachtungszeitraums eine Signalintensität von | 89 269 U.E. | 

aufwies und nach 144 h Kultur einen Wert von | 86 031 U.E. | erreichte (roter Pfeil in 

Abbildung 4–24 B). Die Analyse eines weiteren Aggregates (gelber Pfeil in Abbildung 4–24 

B) wies eine Reduktion der absoluten Signalintensität am Ende des Beobachtungszeit-

raumes von 64,9 % auf, obwohl die emittierten Photonen und das Volumen deutlich 

anstiegen. 

Eine Regressionsanalyse der MRT-Ergebnisse in Abhängigkeit des Aggregatvolumens der 

aufeinander folgenden Tage zeigt eine Veränderung der Geradensteigung (Abbildung 4–24 

C). Die bei den unterschiedlichen Untersuchungszeitpunkten ermittelten linearen Funktionen 

sind in Tabelle 4–2 dargestellt. 

Tabelle 4–2: Funktionen und Regressionskoeffizienten R2 für die 
longitudinale Messung der MRT-Signalintensitäten: 
Korrespondierend zu Abbildung 4–24 C sind die Funktionen und Regressions-
koeffizienten R2 dargestellt. Signalintensität (S), Volumen (v) 

Zeitpunkt Funktion R2 

0 h )01,0(07,0)91,6356(94,22961)( ±−±−= vvS  0,63 

48 h )01,0(04,0)01,7520(37,8454)( ±−±−= vvS  0,71 

96 h )002,0(01,0)84,5297(22,9775)( ±−±−= vvS  0,72 
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4.2.5.6 Gamma-Bestrahlung multizellulärer Tumoraggregate zur Simulation einer 

Strahlenbehandlung 

Zur Untersuchung der Proliferationsdynamik und -inhibierung von in Agarose eingebetteten 

und immobilisierten Tumoraggregaten wurde eine Gammabestrahlung durchgeführt 

(Abbildung 4–25). Die Proliferation wurde anhand der Photonenemission bestimmt und mit 

dem mikroskopisch ermittelten Volumen der Tumoraggregate korreliert. Die Untersuchung 

wurde über einen Zeitraum von 180 h durchgeführt. Um eine eindeutige Identifikation der 

Aggregate über den gesamten Zeitraum zu gewährleisten, wurde die Anregungsenergie um 

50 % reduziert. Die Experimente mit den Gamma-Bestrahlungen wurden in zwei 

unabhängigen Stichproben durchgeführt. 

Abbildung 4–25: Bestrahlung der Tumorzellaggregate mit Gamma-
strahlen zur Simulation einer Strahlentherapie: 
Die Bestrahlung wurde mit den Einzeldosen 20 Gy und 50 Gy 
durchgeführt. Das Aggregatwachstum wurde über einen zeitlichen 
Verlauf von insgesamt acht Tagen (A, C, E: Tag 1; B, D, F: Tag 8) 
mikroskopisch und mittels Photonen Bildgebung dokumentiert. Die 
Bestrahlung fand 26 h nach der initialen Kultivierung statt. Die Bilder A 
und B dokumentieren einen repräsentativen Ausschnitt eines Bereiches 
in einer Kontrollpräparation, wohingegen C und D den Verlauf des Zell-
wachstums innerhalb des Untersuchungszeitraumes in der mit 20 Gy 
bestrahlten Probe, die Abbildungen E und F die Proliferation der mit 
50 Gy bestrahlten Probe darstellen. Der Farbcode wurde in allen 
Abbildungen auf die maximalen Werte, die im Skalierungsbalken 
abgebildet wurden, normiert. 

20000

15000

10000

5000

0

P
htonenflux

[U
.L.E

.]

20000

15000

10000

5000

0

20000

15000

10000

5000

0

P
htonenflux

[U
.L.E

.]



Ergebnisse 

 

111

24 h nach der Platzierung der Aggregate in der mit Kulturmedium angereicherten Agarose-

matrix, wurde die Bestrahlung mit den sublethalen Dosen 20 Gy und 50 Gy durchgeführt. 

Eine Kontrollpräparation wurde ohne die Durchführung der Strahlenbehandlung neben dem 

verwendeten Patientenbestrahlungsgerät platziert, um einen Einfluss der kurzzeitig 

stattfindenden Temperatur- und CO2-Abnahme auf die Proliferation der Tumorzellen 

auszuschließen.  

90 h nach der Bestrahlung konnte nur noch eine geringe proliferative Aktivität der bestrahlten 

Aggregate festgestellt werden (Abbildung 4–26). Nach diesem Zeitpunkt konnte allenfalls 

eine leichte Abnahme der Photonenemission beobachtet werden. Die Bestimmung der 

mittleren Aggregatdurchmesser nach acht Tagen Kulturzeit zeigte bei den Kontrollzellen im 

Vergleich zum initialen Durchmesser eine Volumenzunahme von 238 (± 48) %. Während der 

gleichen Beobachtungszeit konnte bei den mit 20 Gy bestrahlten Proben eine Volumen-

zunahme von 128 (± 10) % detektiert werden. Bei den den mit  50 Gy bestrahlten Zellen 

konnte kein signifikanter Unterschied bzgl. der Volumenzunahme im Vergleich zu den mit 

25 Gy bestrahlten Proben festgestellt werden. Die Volumenzunahme betrug in dieser Gruppe 

122,6 (± 48,8) % im Vergleich zum initialen Untersuchungszeitpunkt. 

Die Wachstumscharakteristik der unbehandelten Kontrollzellen korrespondiert zu den 

Werten, die in Abbildung 4–20 ermittelt wurden. 

Abbildung 4–26: Quantitative Auswertung des Photonenfluxes nach 
Gamma-Bestrahlung: 
Die Bestrahlung mit 20 Gy (rote Symbole) und 50 Gy (blaue Symbole) 
wurde 24 h nach der initialen Kultur in der Agarosematrix durchgeführt 
(Pfeil). Die Photonenemission repräsentativer Zellaggregate wurde über 
den Untersuchungszeitraum dokumentiert. Es findet sich eine verringerte 
Photonenemission in den behandelten Präparaten, während die 
Proliferation der Kontrollzellen zunimmt. Die Anregungsenergie wurde 
um 50 % reduziert, um eine exakte Identifikation benachbarter 
Aggregate im gesamten Untersuchungszeitraum sicherzustellen. Daher 
sind die ermittelten Werte nicht direkt mit den anderen Versuchen, die in 
dieser Arbeit durchgeführt wurden, vergleichbar.  
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4.2.6 Ermittlung der minimal detektierbaren Zellmenge multizellulärer 
mCherry+-Aggregate  

4.2.6.1 Korrelation von Photonenflux und absoluter Zellzahl multizellulärer 

Aggregate 

Für eine direkte Ermittlung der minimal detektierbaren Zellmenge und Diskriminierung von 

Aggregaten, bestehend aus weniger als 100 Zellen, wurden multizelluläre Aggregate auf 

einer Fibronektin beschichteten Oberfläche ausplattiert und nach einem Zeitraum von 4 h 

fixiert. Der Zeitpunkt von 4 h wurde in diesem Fall gewählt, um eine ausreichende Adhäsion 

der Zellen auf der Oberfläche zu gewährleisten und eine extensive Migration von Einzel-

zellen in die Peripherie des Aggregates zu unterbinden. Vor der Fixierung wurde der 

Photonenflux mittels Photonen-Bildgebungssystem bestimmt und diese Werte mit der 

absoluten Zellmenge nach Inkubation mit den DNA-interkalierenden Farbstoffen Hoechst 

Dye 33342 und Sytox green verglichen (Abbildung 4–27).  

Abbildung 4–27: Korrelation absoluter Zellmenge mit dem 
emittierten Photonensignal: 
Absolute Zellmengen der multizellulären Aggregate die aus 5 bis 50 
Zellen bestanden, wurden einzeln ermittelt und mit dem vor der Fixierung 
ermittelten Photonensignal verglichen. Eine Regressionsanalyse der 
bestimmten Werte wurde anhand des Datenmaterials durchgeführt. 
R2 = 0,696, Anzahl unabhängiger Stichproben: n = 3.  

Für diese Korrelationsmessung wurden 4-Loch-Multikammer-Systeme verwendet, da die 

Analyse der Agarosegele mittels konfokaler Lasermikroskopie und hoher mikroskopischer 

Vergrößerung aufgrund der Präparatedicke nicht möglich war. In diesem Zusammenhang 

wurden auch aufwändige Präparationen untersucht, bei denen kleine Mengen von multi-

zellulären Aggregaten in einem Volumen von 2 µL Agarose auf die Agarosegrundschicht im 

35 mm Schälchen aufgebracht wurden. Ein Vergleich der Hintergrundwerte mit dem 4-Loch-

Mulitkammer-System und der Agarosematrix ergab ein um etwa 66 % verringertes Signal für 
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das 4-Loch-Multikammer-System, was auf eine erhöhte Streuung der Photonen im 

Agarosegel hindeutet. 

4.2.6.2 Korrelation von Photonenflux, Signalintensität im MRT, Aggregatvolumen 

und absoluter Zellzahl im 35 mm-Agarosephantom 

Die Korrelation von absoluter Zellzahl mit dem mittleren Aggregatvolumen, dem 

Photonenflux und der Abnahme der Signalintensität im MRT kann im 4-Loch-Multikammer-

System nicht erhoben werden. Multizelluläre mCherry+-Aggregate wurden nach der 

Inkubation mit 224 µg x mL-1 Endorem in einer Agarosematrix eingebettet. Die Ermittlung des 

Photonenfluxes erfolgte im lebenden Zustand. Nach der Fixierung wurden NMR-Unter-

suchungen mit einer Echozeit von TE = 5 ms und TE = 18 ms durchgeführt und der minimale 

Durchmesser der Aggregate mikroskopisch bestimmt.  

Um eine Veränderung des Aggregatvolumens, bedingt durch die Fixierung mit 4 % 

Paraformaldehyd und die anschließende Lagerung der Präparate bei einer Temperatur von 

4°C auszuschließen, wurde der Aggregatdurchmesser über einen Zeitraum von vier Monaten 

verglichen. Dabei zeigte sich, dass eine minimale Zunahme zwischen 4 bis 8 µm möglich ist. 

Bei der Auswertung der folgenden Präparate war das Aggregatvolumen mit einer 

Abweichung von ± 2 µm vergleichbar zum unfixierten Zustand. 

Die absolute Zellzahl wurde nach einer nachträglichen Inkubation der Präparate mit dem 

DNA-interkalierenden Farbstoff Sytox green fluoreszenzmikroskopisch ermittelt und mit den 

anderen Bildgebungsmodalitäten verglichen (Abbildung 4–28 C und F2).   

Der mittlere Durchmesser einer einzelnen Zelle nach der Einbettung in die Agarosematrix 

betrug etwa 20 µm. Der zelluläre Durchmesser wird aufgrund des geringen Gesamtumfangs 

der Zelle hauptsächlich vom Zellkern dominiert (Abbildung 4–28 F2).  

Die MRT-Untersuchungen wurden mit den Echozeiten TE = 5 ms, 12 ms und 18 ms bei 

konstanter Repetitionszeit TR = 200 ms aufgenommen. Für die korrelierende Analyse 

wurden nur die Werte aus der Messung mit TE = 5 ms verwendet, da bedingt durch den 

höheren Suszeptibilitäts T2-Effekt bei höheren Echozeiten eine isolierte Lokalisation der 

einzelnen multizellulären Aggregate nicht mehr exakt möglich war. In einer vergleichenden 

Untersuchung zwischen den verschiedenen Echozeiten konnten alle Aggregate und 

Gruppen von Zellen < 10 Zellen jedoch deutlich mit TE = 5 ms identifiziert werden. 
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Abbildung 4–28: Korrelation aller Bildgebungsmodalitäten: 
Für die detaillierte Analyse wurden die multizellulären Aggregate in einer Agarosematrix 
eingebettet. Ausgewertet wurden die mittleren Aggregatdurchmesser anhand von 
Phasenkontrastaufnahmen (A), durch quantitative Auswertung der Zellkerne nach Sytox 
green Inkubation (C) und der mCherry-Fluoreszenz (E). Der Photonenflux nach 
Fluoreszenzanregung (B) wurde zusammen mit der Analyse der MRT-Aufnahmen, die 
mit einer Echozeit TE = 5 ms akquiriert wurden (D), quantitativ ausgewertet. Die höhere 
Vergrößerung eines Aggregates (Pfeil in E) zeigt die morphologische Struktur eines 
multizellulären Aggregates (F1). Eine deutliche Diskriminierung der einzelnen Zellkerne 
anhand der Sytox green Färbung ist möglich (F2, grün: Sytox green, rot: mCherry). 
Maßstab: A, C, E: 200 µm. F1 + F2: 50 µm. 

Die Korrelation des Photonenfluxes (P) zur absoluten Zellanzahl (z), die mikroskopisch 

bestimmt wurde, zeigt einen linearen Zusammenhang zwischen den beiden Modalitäten 

(Abbildung 4–29 A). Die Regressionsfunktion wird durch 

)93,2722(42,8572)21,234(7,4629)( ±−±= zzP  

beschrieben. Der Regressionskoeffizient betrug R2 = 0,90. Die exakte Abgrenzung der 

einzelnen Nuklei konnte bei Zellansammlungen von bis zu 24 Zellen in nahezu allen 

untersuchten Fällen durchgeführt werden. Makroskopisch bestehen diese Zellgruppen aus 

einschichtigen- bis zweischichtigen lockeren Ansammlungen von Einzelzellen. Aus diesem 

Grund wurde in Abbildung 4–29 A für die Regressionsanalyse ein lineares Modell zu Grunde 

gelegt. Aggregate, die aus 15 bis 20 Einzelzellen bestehen, weisen mittlere Durchmesser 

zwischen etwa 45 µm und 65 µm auf (Abbildung 4–29 B). Bei Zellansammlungen, die einen 

Durchmesser von > 70 µm aufweisen, muss von einem kubischen Zusammenhang zwischen 

Aggregatvolumen und Photonenflux ausgegangen werden (Abbildung 4–29 C). Als 
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minimales Detektionslimit, bei dem kleine Zellgruppen noch deutlich von den Hintergrund-

signalen diskriminiert werden konnten, wurden drei bis fünf Zellen identifiziert. Bei Zell-

mengen < 10 Zellen konnten Photonensignale nach der Subtraktion des Hintergrundsignals 

von < 10 000 U.L.E. eindeutig detektiert werden.  

Abbildung 4–29: Quantitative Analyse zur Korrelation der unterschiedlichen Bildgebungs-
modalitäten: 
Die Korrelation zwischen den einzelnen Bildgebungsparametern bei der Untersuchung von 
Zellmengen zwischen 3 und 25 Zellen führt zu einem linearen Zusammenhang des Photonen-
fluxes zur Zellzahl (A). Es wurde der mittlere Aggregatdurchmesser der kleinen Zellgruppen 
bestimmt und mit der mikroskopisch ermittelten Zellanzahl korreliert (B). Die weitergehende 
Analyse des Zusammenhangs zwischen mittleren Aggregatdurchmessern und dem Photonenflux 
verdeutlicht eine kubische Funktion bei mittleren Aggregatdurchmessern von> 70 µm (C). 
Bei der Analyse der Korrelation zwischen absoluter Zellzahl, mittlerem Aggregatdurchmessern 
und der Signalintensität, die mit einer Echozeit von TE = 5 ms mittels MRT-Untersuchung 
bestimmt wurde, konnte ein linearer Zusammenhang ermittelt werden (D, E). Dies gilt ebenfalls 
für die Korrelation von Photonenflux aufgrund der mCherry Fluoreszenz und der mit dem MRT 
bestimmten Signalintensitäten (F). 
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Das Detektionsminimum der Endorem inkubierten Zellen mittels MRT lag bei drei Zellen. 

Für die zukünftigen Anwendungen mit mCherry überexprimierenden Zellen mit in vivo 

anwendbaren Verfahren wurde eine Korrelation des Photonenfluxes (P) mit den im MRT 

detektierten Signalauslöschungen (s) erstellt (Abbildung 4–29 F). Die Regressionsfunktion 

wird durch 

)236,2007(084,15611)013,0(194,0)( ±+±−= ssP  

beschrieben. Der Regressionskoeffizient betrug 0,77.  

Die Signalintensitätsveränderung (S) bei den Echozeiten (x) TE = 5 ms, 12 ms und 18 ms 

wird in Abbildung 4–30 mit den mittleren Aggregatdurchmessern korreliert. Die Funktionen 

und Regressionskoeffizienten sind in (Tabelle 4–3) dargestellt. 
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Abbildung 4–30: Vergleich unterschiedlicher Echozeiten zur Detektion multizellulärer 
Aggregate: 
Um die Signalintensität bei unterschiedlichen Echozeiten zu ermitteln, wurde in einem vergleichenden 
Experiment mit den Echozeiten TE = 5 ms, TE = 12 ms, TE = 18 ms, TE = 30 ms jedes einzelne 
multizelluläre Aggregat separat analysiert.  

 

Tabelle 4–3: Ermittlung der Funktionen und Regressions-
koeffizienten R2 für die vergleichende Analyse unterschiedlicher 
Echozeiten: 

Echozeit Funktion R2 

5 ms )42,3407(29,23212)81,53(79,971)( ±+±−= xxS  0,84 

12 ms )79,4363(59,23929)91,68(45,1020)( ±+±−= xxS 0,78 

18 ms )06,4422(41,17655)83,69(53,875)( ±+±−= xxS  0,72 

30 ms )56,3288(72,10616)93,51(69,551)( ±+±−= xxS  0,65 
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4.2.7 Kultivierung der multizellulären Aggregate im modifizierten Agarose-
phantom zur Simulation optischer Absorption  

4.2.7.1 Fluoreszenz- und MRT-Bildgebungseigenschaften von in humanem Blut 

eingebetteten Zellaggregaten 

Hämoglobin und oxygeniertes Hämoglobin gehören zu den Molekülen, die in biologischen 

Geweben hauptsächlich für die Absorption im sichtbaren und nahinfraroten Wellenlängen-

bereich verantwortlich sind. Die beiden Makromoleküle weisen maximale Extinktions-

koeffizienten ε bei 400-420 nm und bei 530-550 nm auf. Um die optischen Eigenschaften der 

multizellulären Aggregate unter gewebeähnlichen Bedingungen zu simulieren, wurden die 

Tumoraggregate in einer Agaorsematrix suspendiert, die ein Gemisch von humanem Vollblut 

mit den Konzentrationen 1 % und 10 % enthielt. Anschließend wurden der Photonenflux, der 

Aggregatdurchmesser und die NMR- Eigenschaften bei 11,7 T bestimmt. 

Für diesen Versuch wurden Zellen verwendet, die mit Endorem in der Konzentration 

112 µg mL-1 für 48 h in Suspensionskultur kultiviert wurden. Die Anordnung der 

verschiedenen Blutkonzentrationen im Agaroseschälchen ist in Abbildung 4–31 dargestellt. 

Durchgeführt wurde eine makroskopische Dokumentation (Abbildung 4–31A), Fluoreszenz-

aufnahmen zur Detektion des mCherry-Proteins (Abbildung 4–31B), NMR-Untersuchung bei 

11,7 T mit der Flash-3D-Sequenz und einer Echozeit von TE = 12 ms (Abbildung 4–31C).  

Abbildung 4–31: Visualisierung der multizellulären Tumoraggregate im modifizierten Agarose-
phantom: 
Tumoraggregate wurden für 48 h in Suspensionskultur in Gegenwart von Endorem gebildet und 
anschließend in Agarose mit den unterschiedlichen Konzentrationen von 1 % (Aa) und 10 % (Ab) 
Vollblut kultiviert. Als Kontrolle wurde 0,5 % Agarose ohne Zusätze (Ac) verwendet. Die Detektion von 
mCherry wurde durch 30 s Exposition im Photonen-Bildgebungssystem erzielt (B), NMR-Aufnahmen 
wurden bei 11,7 T mit einer Flash-3D-Sequenz akquiriert. Die Echozeit betrug TE = 12 ms, 
TR = 200 ms mit einer Auflösung von 70 µm x 74 µm x 78 µm. (C). Die Pfeile weisen auf ein bereits 
makroskopisch sichtbares Aggregat hin und zeigen die Möglichkeit der Koregistrierung der einzelnen 
multizellulären Aggregate. Deutlich sichtbar ist die verringerte Detektierbarkeit der Aggregate anhand 
der Fluoreszenzaufnahme mit zunehmender Vollblutkonzentration. In der NMR-Aufnahme kann keine 
verringerte Signalintensität der Aggregate durch die Blutkonzentrationen detektiert werden. 
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Aufgrund der 28 h Kultivierung weisen die Aggregate größere Durchmesser als nach einer 

Kultivierungszeit von 20 h auf.  

In der makroskopischen Aufnahme (Abbildung 4–31 A) lassen sich einzelne Zell-

konglomerate bereits detektieren. Die einzelnen Messergebnisse können koregistriert 

werden (exemplarischer Pfeil in den drei Abbildungen). Die einzelnen Konzentrationen des 

Vollblutes sind in Abbildung 4–31 aufgrund der roten Färbung deutlich sichtbar. Dabei 

bezeichnet a) 1 % Vollblut, b) 10 % Vollblut und als Kontrollbedingung c) 0 % Vollblut. Bei 

der niedrigen Vollblutkonzentration lassen sich die Aggregate aufgrund des emittierten 

Lichtes im Vergleich mit der Kontrollbedingung eindeutig identifizieren. Dies ist bei 10 % Blut-

konzentration nur bei der Minderheit der Zellen möglich. 

4.2.7.2 Quantifizierung des Fluoreszenzsignals von standardisierten Mikropartikeln 

Zur quantitativen Analyse des Photonenfluxes im Photonen-Bildgebungssystem wurden 

Fluoreszenzpartikel verwendet, die einen Durchmesser von 5 µm aufwiesen. Die Anregung 

lag bei der Wellenlänge 569 nm, die Emission bei 585 nm. Eine Abhängigkeit des 

Fluoreszenzsignals wurde mit einer Verdünnungsreihe dieser Partikel in Reaktionsgefäßen 

bestimmt (Abbildung 4–32). Der Photonenflux nahm mit ansteigender Konzentration linear 

zu. 
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Abbildung 4–32: Bestimmung des Fluoreszenzsignals mit Fluoreszenz-
partikeln:  
Die Fluoreszenz wurde in unterschiedlichen Verdünnungen im Biospace Lab-Bild-
gebungssystem bestimmt. Die Anregung lag bei 100 %, die Belichtungszeit war 30 s. 
Der Regressionskoeffizient betrug R2 = 0,995. Anzahl der unabhängigen Stichproben 
n = 3. 

Des Weiteren wurde den Fluoreszenzpartikeln humanes Vollblut in unterschiedlichen 

Konzentrationen zugefügt, um die Inhibierung des Fluoreszenzsignals durch Blut zu 

bestimmen (Abbildung 4–33). Es konnte nachgewiesen werden, dass mit zunehmender 
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Konzentration von Vollblut eine Abnahme des Photonenfluxes eintrat. Ab einer Konzentration 

von 5 % konnte das emittierte Licht nicht mehr eindeutig bestimmt werden. 
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Abbildung 4–33: Inhibierung des Fluoreszenzsignals durch humanes Blut:  
Eine Partikelkonzentration von 5000 µg/mL wurde gewählt, um das Fluoreszenz-
signal dieser mit verschiedenen Vollblut-Konzentrationen im Photonen-
Bildgebungssystem zu bestimmen. Blut wurde in den Konzentrationen 1-10 % 
zugegeben. Eine Plateauphase trat bereits bei einer Blutkonzentration von 6 % auf. 
Die Anregungsstärke lag bei 100 %, die Belichtungszeit bei 30 s. Anzahl der 
unabhängigen Stichproben n = 3. 
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4.2.8 Langzeitkultivierung der multizellulären Aggregate in Gegenwart von 
Endorem 

Um den Einfluss einer längeren Kultivierungszeit der Aggregate in Gegenwart des Kontrast-

mittels Endorem auf die Signalauslöschung im MRT zu untersuchen, wurden Gli36ΔEGFR-

mCherry exprimierende Zellen für 5 Tage mit 224 µg x mL-1 Endorem inkubiert. Für die 

Quantifizierung der Signalintensität einzelner Aggregate wurden die Proben mit einer 

Echozeit von TE = 5 ms untersucht und anschließend mit dem mikroskopisch bestimmten 

mittleren Durchmesser korreliert. Multizelluläre Aggregate, die für 5 d in Suspension 

wuchsen und Aggregate, die nach einer viertägigen Kultivierungszeit ohne Endoremzugabe 

für 24 h mit Endorem inkubiert wurden, dienten als Vergleichsgruppen. 

Die Aggregation in Gegenwart von Endorem über den Zeitraum von 5 d führt zu einer 

starken Signalauslöschung bei der MRT-Untersuchung im Vergleich mit der Probengruppe, 

die lediglich für einen Tag mit Endorem nach einer viertägigen Aggregationsperiode inkubiert 

wurde. Bei den Kontrollzellen konnte, unabhängig von der Größe, kein Signalverlust bei den 

Echozeiten TE = 5 ms und 18 ms detektiert werden. Bei einigen Aggregaten konnte ein 

positiver Kontrast mit Werten bis zu 62 U.E. festgestellt werden. 

Die Aggregatdurchmesser aller Gruppen sind im Vergleich mit den 20 h bis 24 h 

Experimenten, die in dieser Arbeit hauptsächlich durchgeführt wurden mit Werten > 500 µm 

überdurchschnittlich groß. Für die Beurteilung, welcher Einfluss auf das MRT-Signal unter 

den beiden Kultivierungsbedingungen ausgeübt wird, wurde der mittlere Durchmesser der 

Aggregate mikroskopisch bestimmt und mit dem MRT-Signal verglichen. Aggregate mit 

gleichem- oder ähnlichem Durchmesser (Abbildung 4–34 A, Pfeile) weisen einen 

unterschiedlichen Signalverlust in Abhängigkeit von der Kultivierungszeit auf. Exemplarisch 

dargestellt wurde die ermittelte Signalintensität bei TE = 5 ms und TE = 18 ms von zwei 

Aggregaten, die beide einen mittleren Durchmesser von 212 µm aufweisen (Abbildung 4–34 

B, C, Pfeile). Die Signalintensität bei der niedrigeren Echozeit des Aggregats aus der 

Gruppe, die nur für 24 h inkubiert wurden, betrug -90 138 U.E. in einer Fläche von 12 Pixel. 

Bei der höheren Echozeit wurde die Signalauslöschung stärker. Wurden die Zellen 

kontinuierlich über die gesamte Kultivierungszeit in Gegenwart von Endorem kultiviert, zeigte 

sich bei der Echozeit von 5 ms eine Signalintensität von -323 234 U.E., die ebenfalls bei 

höherer Echozeit stärker wurde. Die Fläche, in der die Signalauslöschung bestimmt wurde, 

betrug in diesem Fall 49 Pixel.  

Bei der quantitativen Korrelation des Durchmessers und der Signalintensität konnte ein 

exponentieller Zusammenhang bei beiden Gruppen ermittelt werden. Die Aggregate, die 

kontinuierlich in Gegenwart von Endorem kultiviert wurden, zeigen dabei einen stärkeren 

Abfall in der Signalintensität (Abbildung 4–34 D). 
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Abbildung 4–34: Langzeitkultivierung multizellulärer Aggregate in Gegenwart von Endorem: 
Gli36ΔEGFR Zellen wurden für 5 d in Gegenwart von 224 µg mL-1 Endorem aggregiert (A, rechtes 
unteres Tertial) oder nach einer viertägigen Aggregationsperiode für zusätzliche 24 h mit der 
identischen Endoremkonzentration inkubiert (A, linkes Tertial). Bei unbehandelten Kontrollaggregaten 
konnte keine Abnahme der Signalintensität detektiert werden (A, rechtes oberes Tertial). 
Mikroskopische Aufnahmen wurden von den, in Agarose eingeschlossenen Aggregaten angefertigt 
und mit den korrespondierenden Bereichen kolokalisiert, die aufgrund der MRT-Untersuchung 
identifiziert werden konnten (B und C). Für die MRT-Untersuchungen wurde bei der konstanten 
Repetitionszeit TR = 200 ms die Echozeit TE = 5 ms und TE = 18 ms gewählt. Für die quantitative 
Auswertung wurde die Signalintensität der MRT-Daten, die mit einer Echozeit von TE = 5 ms 
akquiriert wurden, gewählt (D). Maßstab B, C: 100 µm. 

In der Gruppe, die lediglich einen Tag in Gegenwart von Endorem kultiviert wurde, befinden 

sich Aggregate, die neben der hypointensen Signalauslöschung durch das Kontrastmittel 

eine Signalintensitätszunahme im Zentrum des Aggregates aufweisen (Abbildung 4–35 A). 

Diese hyperintensen Bereiche konnten Aggregaten mit einem Durchmesser > 400 µm 

zugeordnet werden und treten in der Aggregatgruppe, die kontinuierlich mit Endorem 

inkubiert wurde, nicht auf (Abbildung 4–35 B). Dabei wurden multizelluläre Aggregate mit 

vergleichbaren oder größeren mittleren Durchmessern in die Analyse miteinbezogen, die 
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aufgrund von mikroskopischen Phasenkontrastaufnahmen ausgewählt wurden (Abbildung 4–

35 A1 + B1). Die Bereiche mit erhöhter Signalintensität sind auf den entsprechenden 

Minimum-Intensität-Projektionen nicht zu identifizieren, aber deutlich in Einzelbildern der 

jeweiligen Schicht zu finden (Abbildung 4–35 A, Sch.1 bis Sch. 8).Diese Detailaufnahmen 

zeigen die Abgrenzung des hyperintensen Bereiches von dem hypointensen Konturen des 

Aggregates.Die einzelnen Schichten wiesen dabei einen Abstand von 78 µm zueinander auf.  

Abbildung 4–35: Vergleichende Analyse hyperintenser Bereiche in multi-
zellulären Aggregaten: 
Zelluläre Aggregate mit einem mittleren Durchmesser > 400 µm, die für einen Zeitraum 
von 4 d aggregiert und anschließend mit Endorem inkubiert wurden, weisen einen 
zentral lokalisierten Bereich mit einer Signalintensitätszunahme auf. Bei Aggregaten 
vergleichbarer Größe tritt diese Signalzunahme nicht auf. A2 und B2 stellen Minimum-
Intensitäts-Projektionen der einzeln akquirierten Schichten (A, Sch.1-Sch.8 und B, 
Sch.1-Schi.8) dar. Der vertikale Balken in A2 stellt einen Steg des in die 
Zellkulturschalen eingelassenen Rasters dar. Die Schichtdicke betrug 78 µm. Maßstab: 
A1 und B1: 200 µm. 

Die hyperintensen Bereiche sind nicht ausschließlich zirkulär angeordnet, sondern können 

der geometrischen Form eines multizellulären Aggregates zugeordnet werden. Exemplarisch 

in (Abbildung 4–36) ist eine Aggregat, welches vermutlich aus der Fusion von mindestens 

zwei Einzelaggregaten entstanden ist, dargestellt, das einen Länge von 977 µm und eine 

Breite von 422 µm aufweist. Deutlich erkennbar ist die Übereinstimmung der mikroskopisch 

bestimmten Morphologie mit den Bereichen erhöhter Signalauslöschung, die mit dem MRT 

bestimmt wurden. 
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Abbildung 4–36: Korrelation zwischen mikroskopisch ermittelten 
Strukturen und den MRT-Daten: 
Ein Vergleich zwischen der Phasenkontrastaufnahme eines multi-
zellulären Aggregates lässt Rückschlüsse auf einen Zusammenhang 
zwischen zellulärer Struktur und der Signalauslöschung, die in der MRT-
Aufnahme beobachtet wurde, zu. Die Schichtdicke betrug 78 µm. Der 
vertikale Balken im linken Bild stellt einen Steg innerhalb der 
Kulturschale dar. Maßstab: A1 und B1: 200 µm. 
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4.3 Erstellung lentiviraler Plasmide und Viren für die Über-
expression optischer Reportergene 

4.3.1 Erstellung des Vektors pLV-CMV-mCherry-IRES-Puromycin 

Das 718 bp lange mCherry Gen wurde aus dem Vektor pcDNA-3.1(+) durch eine Inkubation 

mit den restriktionsenzymen NheI und XhoI ausgeschnitten und in die, mit SpeI und XhoI 

eröffnete, Multiple Klonierungsstelle (MCS) der prälentiviralen DNA pLV-CMV-IRES-

Puromycin-N-Acetyltransferase integriert. 

Abbildung 4–37: Vektorkarte von pLV-CMV-mCherry-IRES-
Puromycin: 
Nach dem Einfügen des 718 bp langen mCherry-Gens, stromabwärts 
des Zytomegalovirus-Promotors (CMV), weist das gesamte prälenti-
virale Plasmid eine Größe von 9197 bp auf. Die Puromycin-N-Acetyl-
transferase (pat) befindet sich stromabwärts der internen ribosomalen 
Eintrittstelle (IRES). Die lentiviralen Verpackungselemente wurden in 
der Abbildung nicht dargestellt. Die Ampicillinresistenz wird durch die β-
Lactamase (b-Lac) kodiert. 

Die Virusproduktion konnte, nach Transfektion des Drei-Plasmidsystems in 293T Zellen 

durchgeführt werden und ein Titer von 163 ng mL-1 produziert werden. Die Titerbestimmung 

erfolgte nach der Reinigung der infektiösen Partikeln mittels eines HIV-p24-ELISAs 

Die prinzipielle Transduktionseffizienz der infektiösen Partikel wurde an drei verschiedenen 

Zelllinien überprüft.  

Nach der Transduktion der murinen Brustkrebszelllinie SMF mit einer MOI von 5 für 24 h, 

konnte die optimale Puromycinkonzentration für die Selektionierung ermittelt werden 

(Abbildung 4–38). Die Abbildung verdeutlicht den Prozess der Erstellung der stabilen 

mCherry+- Zelllinie. Zwei Tage nach der viralen Infektion wiesen etwa 80 % der Zellen eine 

mCherry-Expression auf (Abbildung 4–38 A1 und A2). Die Anzahl der mCherry+-Zellen 

reduzierte sich im Verlauf der folgenden vier Tage auf < 50 %. (Abbildung 4–38 B1 und B2). 

Durch die Zugabe von 1 µg mL-1 Puromycin zum Kulturmedium konnten die mCherry--Zellen 

innerhalb von 4 d eliminiert werden (Abbildung 4–38 C1 und C2).  
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Abbildung 4–38: Lentivirale Transduktion der murinen Brustkrebszelllinie SMF mit 
LV-CMV-mCherry-IRES-Puromycin: 
Die lentivirale Transduktion wurde mit einer MOI von 5 durchgeführt. Etwa 80 % der 
Zellen exprimieren zwei Tage nach der Infektion das mCherry-Protein (Phasenkontrast-
aufnahme A1 und korrespondierende Fluoreszenzaufnahme A2). Im Verlauf der nächsten 
4 d reduzierte sich die Anzahl mCherry+- Zellen auf < 50 % (B1 und B2). Durch die 
Zugabe von 1 µg mL-1 Puromycin konnte innerhalb von 4 d eine Eliminierung der nicht-
transduzierten Zellen erreicht werden (C1 und C2). 

Es wurden mit dieser Zelllinie keine weiteren Versuche in dieser Arbeit durchgeführt. Die 

Zellen wurden an das Labor von Professor Peter Friedl, Universität Eindhoven, Niederlande 

abgegeben. 

Bei der Transduktion der immortalisierten humanen neuralen Vorläuferzelllinie hc-NCS-F7b, 

die bereits eine Expression von GFP aufwies, konnte der Einfluss von zwei verschiedenen 

Viruspartikelkonzentrationen auf die Expressionsstärke des mCherry-Proteins dokumentiert 

werden. Deutlich erkennbar ist die niedrigere Transduktionseffizienz und schwächere 

Expression nach Infektion mit der MOI von 1 im Vergleich zur doppelten Viruspartikel-

konzentration (Abbildung 4–39 A1-A3 und B1-B3). Die Transduktionseffizienz betrug etwa 

95 %. Diese hohe Transduktionseffizienz konnte ebenfalls nach der lentiviralen Infektion der 

humanen Glioblastomzelllinie Gli36ΔEGFR erreicht werden (Abbildung 4–39 C1 und C2). 
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B2B1

C1 C2

A1 A2

B2B1
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Abbildung 4–39: Transduktion einer humanen neuralen Vorläuferzelllinie und einer 
humanen Glioblastomzelllinie mit LV-CMV-mCherry-IRES-Puromycin: 
Eine immortalisierte neurale GFP+-Vorläuferzelllinie wurde mit einer MOI von 1 (A1-A3) des 
Lentivirus LV-CMV-mCherry-IRES-Puromycin transduziert. Die Zellen weisen nach der 
Transduktion eine starke Expression des mCherry Proteins auf (A1). Die Transduktionseffizienz 
ließ sich mit der doppelten Konzentration von Viruspartikeln steigern (B1). Zum Vergleich wurde 
die GFP-Expression dargestellt (A2 und B2). Die hohe Transduktionseffizienz des Virus von 
> 95 % konnte ergänzend auch nach der Infektion der Zelllinie Gli36ΔEGFR bestätigt werden (C1 
und C2). A3, B3, C2 stellen phasenkontrastmikroskopische Aufnahmen dar. A1, B1, C1: 
mCherry-Fluoreszenz; A2, B2: GFP-Fluoreszenz. 
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B1 B2 B3

C1 C2

A1 A2 A3

B1 B2 B3
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4.3.2 Erstellung des Vektors pLV-CMV-mCherry-IRES-GFP 

Das 718 bp lange mCherry Protein wurde aus dem Vektor pCDNA-3.1(+) durch einen 

Restriktionsverdau mit NheI und XhoI ausgeschnitten und in die mit SpeI und XhoI eröffnete 

Multiple Klonierungsstelle der prälentiviralen DNA pLV-CMV-IRES-GFP integriert. 

Abbildung 4–40: Vektorkarte von pLV-CMV-mCherry-IRES-GFP: 
Das Gen für mCherry wurde stromabwärts des CMV-Promotors kloniert. 
Eine Koexpression von mCherry und GFP wurde durch das IRES-
Element verwirklicht. Die Ampicillinresistenz wird durch β-Lactamase (b-
lac) kodiert. Die Gesamtgröße des Plasmids beträgt 9224 bp. 

Die Virusproduktion wurde nach Transfektion des 3-Plasmidsystems in 293T Zellen 

durchgeführt. Es konnte ein Titer von 221 ng mL-1 hergestellt und für weitere Transduktions-

experimente verwendet werden.  

293T-Zellen wurden mit dem Plasmid pLV-CMV-mCherry-IRES-GFP transfiziert. Die 

Expression der beiden Reporter konnte mit Fluoreszenzmikroskopie validiert werden 

(Abbildung 4–41 A). Die Transfektionseffizienz lag bei etwa 75 %. Alle untersuchten Zellen 

wiesen eine Expression des mCherry Proteins (Abbildung 4–41 A) und von GFP (Abbildung 

4–41 A) auf. Abbildung 4–41 A zeigt die Koexpression der beiden Proteine in den 

untersuchten Zellen (Abbildung 4–41 A).  

Die transfizierten Zellen wurden in einem Transplantationsexperiment verwendet. Bei einer 

Nacktmaus erfolgte eine intrazerebrale Injektion von 2,3 x 105 Zellen. Ergänzend wurden 

5,8 x 106 Zellen subkutan in die rechte Flanke der Maus implantiert. Die intrazerebral 

lokalisierte Expression von mCherry wurde in vivo mit dem Photonen-Bildgebungssystem 

nachgewiesen (Abbildung 4–41 B). Die subkutan injizierten Zellen konnten deutlich lokalisiert 

werden (oranger Pfeil in Abbildung 4–41 B). Eine GFP-Expression konnte sowohl bei dem 

intrazerebral lokalisierten Tumor, als auch bei dem subkutanen Tumor nicht nachgewiesen 

werden. 
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Abbildung 4–41: Intrazerebrale Transplantation und immunzytochemische Analyse von 
mCherry+ und GFP+-293T Zellen: 
293T-Zellen wurden mit dem Plasmid pLV-CMV-mCherry-IRES-GFP transfiziert und fluoreszenz-
mikroskopisch untersucht. Die Expression von mCherry (A1) und GFP (A2) konnte in etwa 75 % der 
Zellen nachgewiesen werden. Nach Anfärbung der Nuklei (A3) und der Überlagerung der Bilder 
konnte die Koexpression in allen transfizierten Zellen nachgewiesen werden (A4). Nach 
intrazerebraler- und subkutaner Transplantation der Zellen konnte eine schwache mCherry Expression 
intrazerebral (roter Pfeil in B) und eine stärkere Photonenemission subkutan (oranger Pfeil in B) 
nachgewiesen werden.  

Die Transduktionskompetenz der Lentiviren wurde an 293T-Zellen analysiert. Die Infektion 

der Zellen mit einer MOI von 1 resultierte in einer Transduktionseffizienz von > 90 % nach 

48 h (Abbildung 4–42). Es konnten keine zytotoxischen Effekte festgestellt werden.  

 

A B CA B C  

Abbildung 4–42: Transduktion von 293T-Zellen mit LV-CMV-mCherry-IRES-Puromycin: 
293T-Zellen wurden mit einer MOI von 1 transduziert. Die Transduktionseffizienz lag bei > 90 %. A) 
Phasenkontrastaufnahme; B) mCherry-Expression; C) GFP-Expression. 
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4.3.3 Erstellung des Vektors pLV-CMV-Luziferase-IRES-Puromycin 

Aus dem Vektor pGL3 wurde das Gen für die firefly-Luziferase durch eine Inkubation mit den 

Restriktionsenzymen XbaI- und XhoI geschnitten und nach Agarosegelreinigung in den 

Vektor pLV-IRES-Puromycin integriert (Abbildung 4–43).  

Abbildung 4–43: Vektorkarte des Plasmids pLV-CMV-Luziferase-
IRES-Puromycin: 
Das Gen für die firefly-Luziferase wurde aus dem Vektor pGL3 
geschnitten und in pLV-IRES-Puromycin ligiert. Die Gesamtgröße 
beträgt 10121 bp. . Die Ampicillinresistenz wird durch β-Lactamase (b-
lac) kodiert und die Puromycinresistenz durch die Expression der 
Puromycin-N-Acetyltransferase (pat). 

Durch die Virusproduktion in 293T-Zellen konnte ein Titer von 350 ng mL-1 isoliert werden, 

der für die weiteren Transduktionen zur Verfügung stand. 

Eine Transduktion der humanen Glioblastomzelllinie Gli36ΔEGFR wurde mit der MOI von 1 

und 5 durchgeführt. Diese, mit der niedrigen MOI transduzierte Zelllinien wurden in weiteren 

Experimenten in dieser Arbeit nach Einzelzellselektionen verwendet.  

Von 10 Klonen, die durch die Einzelzellselektionierung isoliert werden konnten, wurde 

innerhalb einer Verdünnungsserie die Zellzahl zu emittierten Photonen korreliert (Abbildung 

4–44). Bei allen Zellen konnte ein linearer Zusammenhang zwischen der Zellmenge und dem 

Photonenflux gefunden werden. Von den 10 Klonen wurde Klon #4 ausgewählt und 

anschliessend für Experimente verwendet. Von diesem Klon wurde eine weitere Einzelzell-

klonierung durchgeführt, aus der Klon #4/2N ausgewählt wurde. 
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Abbildung 4–44: Einzelzellklonierung und Charakterisierung des Photonenfluxes von 10 
Klonen der Zelllinie Gli36ΔEGFR-CMV-Luziferase: 
Es wurden 10 Klone der Zelllinie isoliert und eine Korrelation der Zellmenge und des Photonen-
fluxes vorgenommen (A) Es konnte ein linearer Zusammenhang zwischen der Zellmenge und 
dem detektierten Photonenflux dokumentiert werden (B). 
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4.4 Herstellung und Funktionsüberprüfung eines liposomalen 
Systems für den effektiven Transport von superpara-
magnetischen Eisenpartikeln 

4.4.1.1 Erstellung der Liposomenpräparationen 

Um eine effektive Aufnahme von superparamagnetischen Partikeln in Zellen zu erzielen, 

werden kommerziell erhältliche Lipofektionsmittel verwendet. Es wurden in dieser Arbeit 

durch eine Ultraschallbehandlung kationische Liposomen erstellt, die aus den beiden 

Komponenten 1,2-Dioleyl-sn-Glycero-3-Phosphatidylethanolamin (DOPE) und einem 

Cholesterol-Derivat (DC-Chol) bestehen. Durch die Generierung eigener liposomaler 

Trägersysteme wurden proteinbiochemische Modifikationen möglich, die mit kommerziell 

erhältlichen Transfektionsreagenzien nicht möglich waren. Im ersten Teil wurde ein 

Fluorochrom an die Kopfgruppen des Phospholipids kovalent gebunden. Im zweiten Teil 

wurde ein Fluoreszeinderivat durch Ausbildung einer Amidbindung an die aminoterminale 

Gruppe auf der Oberfläche des superparamagnetischen Partikels konjugiert. Der 

Schwerpunkt lag auf der Untersuchung, ob ein effektiverer Transport von superpara-

magnetischen Partikeln erfolgen kann, wenn die SPIOs während der ultraschallvermittelten 

Bildung der Liposomen in das Innere des Liposoms integriert werden. 

Das Syntheseschema inklusive der Modifikation mit dem Fluorochrom 5- (und 6-)-Karboxy-

fluoreszein-Succinimidylester ist schematisch dargestellt (Abbildung 4–45), wobei die 

aminoterminale Gruppe entweder die superparamagnetischen Partikel oder die Kopfgruppe 

des Dioleylphosphatidylethanolamins repräsentiert. 

Liposomen mit einem mittleren Durchmesser zwischen 150 nm und 300 nm können durch 

ein Gemisch des Cholesterinderivates 3ß[N-(N’,N’-Dimethylaminoethan)-carbamoyl] 

Cholesterol (DC-Chol) und 1,2-Dioleyl-sn-Glycero-3-Phosphorylethanolamin (DOPE) durch 

eine Ultraschallbehandlung gebildet werden. Nach der durchgeführten Ultraschallbehandlung 

konnte eine optische Klärung der Fettsäurelösung beobachtet werden, die eine erfolgreiche 

Suspendierung und Bildung der Liposomen andeutete.  

 

Die hergestellten Liposomen wurden für eine Lipofektion mit dem Plasmid pcDNA3.1-CMV-

mCherry in PC12-Zellen und 293T-Nierenzellen verwendet. 48 h nach der Transfektion 

konnte eine zytoplasmatische Expression des mCherry-Proteins nachgewiesen werden.  

Zur Überprüfung der Liposomenbildung wurden die Proben elektronenmikroskopisch mit 

Vergrößerungen zwischen 85 000x und 140 000x nach Negativkontrastierung mit 

Uranylacetat untersucht. Bei den Proben, die nur Fettsäuren enthielten, konnten keine 

organisierten Strukturen identifiziert werden. Bei den Proben, die nach der Ultraschall-
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behandlung untersucht wurden, konnten größere Ansammlungen von negativ kontrastierten 

Fettsäuren beobachtet werden, die eine organisierte Struktur mit Durchmessern von ca. 

200 nm aufwiesen (Abbildung 4–46).   

Abbildung 4–45: Präparation von Liposomen für den intrazellulären Transport von superpara-
magnetischen Partikeln und DNA: 
3ß[N-(N’,N’-Dimethylaminoethan)-carbamoyl] Cholesterol (DC-Chol) und 1,2-Dioleyl-sn-Glycero-3-
Phosphorylethanolamin (DOPE) wurden im Verhältnis 1,5 : 1 gemischt. Durch nachfolgende 
Ultraschallbehandlung bilden sich Liposomen, die für einen intrazellulären Transport von SPIOs 
verwendet werden können oder zusätzlich, mit der kovalenten Addition von dem Fluorochrom 5- (und 
6-)-Karboxyfluoreszein-Succinimidylester, modifiziert werden können. In dieser Arbeit wurde das 
Fluoreszein-Derivat zusätzlich an SPIOs, die eine aminoterminale Gruppe auf der Oberfläche tragen, 
gekoppelt (graue Kreise repräsentieren schematisch die SPIOs).  

Um einen intrazellulären Transport der Partikel lichtmikroskopisch nachzuweisen, wurden 

Liposomen mit SPIOs für 20 min bei Raumtemperatur inkubiert und zu 293T Zellen, die 

adhärent wuchsen, zugefügt. Zur Kontrolle wurde eine Inkubation mit den negativ geladenen 

superparamagnetischen Partikeln durchgeführt. Die DAB-verstärkte Berlinerblau-Färbung 
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zeigt deutlich ein Vorhandensein von zytoplasmatisch lokalisierten Eisenpartikeln an 

(Abbildung 4–47 A2 und A3). Nach Inkubation mit der doppelten Konzentration von 

Liposomen konnte visuell keine intensivere Berlinerblau-Färbung dokumentiert werden 

(Abbildung 4–47 C). 

Abbildung 4–46: Elektronenmikroskopischer Nachweis der Liposomen 
bildung: 
Durch eine Negativkontrastierung mit Uranylacetat wurde die Liposomen-
präparation vor der ultraschallvermittelten Liposomenbildung untersucht (A1 und 
höhere Vergrößerung A2). Nach der Ultraschallbehandlung bildeten sich 
kontrastreiche organisierte Strukturen aus, die auf eine erfolgreiche Bildung der 
Liposomen schließen lassen (B1 und höhere Vergrößerung B2). Maßstab: 
200 nm 

Abbildung 4–47: Histologische Untersuchung des Transportes superparamagnetischer 
Partikel: 
293T-Zellen wurden mit SPIOs, die eine negative Oberflächenladung aufwiesen, für 3 h inkubiert (A1). 
Unter diesen Bedingungen konnten mittels DAB-verstärkter Berliner-Blau-Färbung keine eisenhaltigen 
Partikel nachgewiesen werden. Nach 20 min Vorinkubation der SPIOs mit den generierten Liposomen 
(A2) konnte in nahezu 100 % eine erfolgreiche Aufnahme der Partikel beobachtet werden. Der 
Berliner-Blau-Nachweis wird nach Inkubation mit der doppelten Konzentration von Liposomen nicht 
deutlicher (A3).  
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4.4.1.2 Liposomal vermittelter Transport von superparamagnetischen Partikeln in 

PC12-Zellen 

Für die Inkubation der superparamagnetischen Partikel wurden zwei Strategien verwendet, 

bei der entweder die SPIOs nach der ultraschallvermittelten Liposomenausbildung 

zusammen mit diesen inkubiert wurden, oder bei der ultraschallvermittelten Liposomen-

ausbildung präsent waren. 

Die Inkubation der SPIOs mit bereits ausgebildeten Liposomen stellt das methodische 

Vorgehen bei Verwendung von kommerziell erhältlichen Transfektionsmitteln dar. Daher 

wurde zur Kontrolle und zum Vergleich der Transfektionseffizienz das Transfektionsreagenz 

Lipofectamin verwendet.  

Die Inkubationsdauer der unterschiedlichen Ansätze betrug in allen durchgeführten 

Versuchen drei Stunden. Die Zellen wurden anschließend mittels hochaufgelöstem MRT, 

spektralphotometrischem Eisentest und Immunzytochemie untersucht. Die Präsenz und 

Verteilung der einzelnen Zellen in den Proben, die für die MRT-Messungen verwendet 

wurden, wurde lichtmikroskopisch überprüft, um Zellkonzentrationsschwankungen beim 

Vergleich der unterschiedlichen Gruppen untereinander auszuschließen. 

Die Minimum-Intensitäts-Projektion der MRT-Aufnahmen, die mit einer Echozeit von 

TE = 18 ms durchgeführt wurden, zeigt bei den Inkubationsbedingungen, in denen SPIOs mit 

bereits ausgebildeten Liposomen inkubiert wurden, bei allen drei untersuchten Zellkonzentra-

tionen von 12 500 Zellen, 5000 Zellen und 1000 Zellen eine deutliche Signalauslöschung im 

Vergleich zum Hintergrund (Abbildung 4–48, Gruppe 1).  

Es wurden zwei verschiedene experimentelle Bedingungen gewählt, um den Einfluss der 

Ultraschallbehandlung auf die intraliposomale Inkorporation der SPIOs zu untersuchen. Ein 

Teil der SPIO-Partikel wurde während der Ultraschallbehandlung zugegeben und nach 

Ausbildung der Liposomen neun weitere Teile (Abbildung 4–48, Gruppe 2), oder die gesamte 

Konzentration der SPIOs wurde während der Ultraschallbehandlung der Lösung von DOPE 

und DC-Chol zugefügt. (Abbildung 4–48, Gruppe 3). Im Vergleich dieser beiden 

Präparationen zeigt sich, dass unter den Bedingungen von Gruppe 3 eine signifikant höhere 

Menge an Eisenpartikeln von den Zellen aufgenommen wurde.  

Zur Kontrolle wurde die Aufnahme von SPIOs, nach Inkubation mit DOPE und DC-Chol ohne 

eine Ultraschallbehandlung (Abbildung 4–48, Gruppe 4) und nach der Inkubation mit den 

SPIOs das Transfektionsmittel Lipofectamin (Abbildung 4–48, Gruppe 5) untersucht. Bei 

beiden Ansätzen konnte der Transport von Eisenpartikeln nachgewiesen werden, der aber 

deutlich geringer war als in Gruppe 3.  

Nach der Inkubation mit negativ geladenen Partikeln ohne die Zugabe der Liposomen konnte 

bei keiner Zellkonzentration eine Veränderung der Signalintensität im Vergleich zum 

Hintergrundsignal detektiert werden (Abbildung 4–48, Gruppe 6). 
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Abbildung 4–48: Analyse der intrazellulären Aufnahme von superparamagnetischen Partikeln 
bei Verwendung von DOPE und DC-Chol: 
PC12 Zellen wurden mit negativ geladenen superparamagnetischen Partikeln unter den folgenden 
Konditionen inkubiert und mittels MRT (A) mit der Echozeit TE = 18 ms untersucht: Gruppe 1: 
Liposomen nach der Ultraschallbehandlung mit SPIOs inkubiert; Gruppe 2: Liposomen während der 
Ultraschallbehandlung inkubiert mit einem Teil und anschließend mit neun Teilen der SPIO-
Konzentration; Gruppe 3: Zugabe der gesamten SPIO-Konzentration während der Ultraschall-
behandlung; Gruppe 4: DOPE + DC-Chol + SPIOs ohne anschließende ultraschallinduzierte 
Liposomenbildung; Gruppe 5: Verwendung des kommerziell erhältlichen Transfektionsreagenzes 
Lipofectamin; Gruppe 6: Inkubation der Zellen mit negativ geladenen SPIOs. Untersucht wurden die 
Zellmengen 12500 Zellen, 5000 Zellen und 1000 Zellen, jeweils in einem Volumen von 2 µL. 
Das Verhältnis Kontrast : Gelrauschen wurde als Grundlage für die quantitative Auswertung der 
erhobenen MRT-Daten verwendet (B). Dabei repräsentieren die Balkenfarben hellgrau 12500 Zellen, 
dunkelgrau 5000 Zellen und schwarz 1000 Zellen. 
Korrespondierend zu den MRT-Untersuchungen wurde der Eisengehalt der sechs Gruppen mittels 
spektralphotometrischer Eisentests untersucht (C). Es wurden 4 x 105 Zellen für die Eisenkonzen-
trationsbestimmung von jeder Gruppe eingesetzt. Die Experimente wurden in n = 3 unabhängigen 
Stichproben durchgeführt. 

Bei der detaillierten Beurteilung der Minimum-Intensitäts-Projektion fällt die punktuelle 

Verteilung der Bereiche erhöhter Signalauslöschung auf. Die PC12-Zellen weisen ein 

charakteristisches Wachstum in Zellgruppen auf. Um die Zellen für die Phantome, die für 

MRT-Untersuchungen verwendet wurden, möglichst homogen verteilen zu können, wurden 

verschiedene Zelldissoziationsansätze verglichen. Verwendet wurden Ca2+- und Mg2+-freies 

PBS, Ethylendiamintetraacetat, Accutase und Trypsin, jeweils gefolgt von einer 

mechanischen Behandlung mittels einer Pipette. In allen Ansätzen konnten die PC12-Zellen 

nicht effektiv voneinander getrennt werden, wodurch die Untersuchung von homogen 

verteilten Einzelzellsuspension nicht möglich war. 

1) Liposomen + SPIO

2) Liposomen + SPIO 
(Ultraschallbehandlung 1 : 10)
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Die Auswertung des quantitativen spektralphotometrischen Eisentests bestätigt in allen 

Gruppen die mit dem MRT erhaltenen Daten (Abbildung 4–48 C). Es konnte unter 

Verwendung der Bedingung von Gruppe 3 ein Eisengehalt von 899,8 µM Eisen in den Zellen 

nachgewiesen werden. Die Eisenkonzentration in der Gruppe 1 betrug 109,8 µM. Bei 

Inkubation der negativ geladenen SPIOs ohne Verwendung eines Transfektionsmittels wurde 

eine Eisenkonzentration von 4,8 µM festgestellt. 

Bei der fluoreszenzmikroskopischen Auswertung, unter Verwendung eines FITC-

konjugierten anti-Dextran-Antikörpers zur Lokalisation der superparamagnetischen Partikel, 

konnten die Analysen bestätigt werden. Die roten Pfeile in Abbildung 4–49 weisen auf die 

eindeutig identifizierbaren SPIO-Partikel oder auf zusammen gelagerte Komplexe von 

Partikeln hin. Bei der Inkubation der SPIOs, ohne Verwendung von DOPE + DC-Chol 

(Gruppe 4) oder Liposomen (Gruppe 6), konnten mit dem anti-Dextran-Antikörper keine 

Partikel nachgewiesen werden. 

Abbildung 4–49: Fluoreszenzmikroskopische Analyse zur Detektion der superpara-
magnetischen Partikel in den Zellen: 
Die immunzytochemische Analyse wurde an PC12 Zellen durchgeführt, die 3 h mit den 
superparamagnetischen Partikeln unter den Bedingungen, wie in der Abbildungslegende 
von Abbildung 4–48 angegeben, inkubiert wurden (Gruppen 1 bis 6). Der rote Pfeil weist 
auf einzelne oder kleinere Gruppen zusammengelagerter Dextran+ SPIOs hin. 
Farbnachweis: grün: FITC-konjugierter anti-Dextran-Antikörper; blau: Hoechst Dye 33342. 
Maßstab: 25 µm. 
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4.4.1.3 Aufnahme der superparamagnetischen Partikel in menschliche 293T-Zellen 

Um die universelle Anwendbarkeit der hergestellten Liposomenpräparationen zu überprüfen, 

wurden die Inkubationsexperimente an 293T-Zellen durchgeführt. Die 293T-Zellen zeichnen 

sich, im Gegensatz zu den PC12-Zellen, darüber hinaus durch ein größeres Zytoplasma zu 

Zellkern Verhältnis aus, welches für die Untersuchung des intrazellulären SPIO-Transportes 

und deren Visualisierung von Vorteil ist. 

Die Minimum-Intensitäts-Projektionen reflektieren eine zahlreiche Aufnahme der superpara-

magnetischen Partikel. Es wurden bei diesen Experimenten die Minimum-Intensitäts-

Projektionen von Messungen ausgewertet, die mit einer Echozeit von TE = 5 ms und 

TE = 18 ms durchgeführt wurden (Abbildung 4–50 A und B). Insgesamt sind die Zellen in den 

einzelnen Proben homogen verteilt. Der Anteil von Zellen, die in Gruppen angeordnet sind, 

tritt im Vergleich zu den PC12-Zellen in deutlich reduzierter Anzahl auf.  

In diesen Experimenten wurde die Echozeit von 5 ms in die Auswertungen einbezogen, da 

eine höhere Inkorporation von superparamagnetischen Partikeln, aufgrund des größeren 

Zytoplasma zu Zellkern Verhältnis, vorausgesetzt wurde. Die Verwendung einer kleineren 

Echozeit bietet die Möglichkeit einer Beurteilung der T2* Effekte aufgrund der SPIO-

Inkorporation. Wegen der erhöht auftretenden Suszeptibilitätsartefakte bei der Echozeit von 

TE = 18 ms ist dies nicht möglich (Abbildung 4–50 B). Die Gruppenaufteilung entspricht der 

Aufteilung der Experimente mit den PC12-Zellen. Die Detektion der Zellen mit der Echozeit 

von TE = 5 ms zeigt bei den Zellmengen ≥ 5000 Zellen in allen Gruppen eine deutlich 

niedrigere Signalintensität im Vergleich zum Hintergrundsignal aller fünf Gruppen. Die 

Kontrollzellen konnten bei keiner der untersuchten Zellkonzentrationen detektiert werden. 

Für die quantitative Auswertung wurde das Verhältnis Kontrast : Gelrauschen bestimmt. Die 

Verwendung der Liposomen, bei denen während des Ultraschallprozesses superpara-

magnetische Partikel inkubiert wurden, zeigt das größte Kontrast : Gelrauschen-Verhältnis 

(Abbildung 4–50 A und B, #3). Bei Zellmengen ≤ 1000 Zellen kann eine deutliche 

Identifikation der hypointensen Signale nur noch bei den Gruppen 3 und 5 bei der Echozeit 

von TE = 5 ms gemessen werden, während bei TE = 18 ms eine deutliche Abgrenzung vom 

Hintergrund möglich war (Abbildung 4–50 A und B). Bei den geringeren Zellzahlen von ≤ 200 

Zellen konnte eine eindeutige Detektion nur noch in den Gruppen 2, 3 und 5 bei beiden 

verwendeten Echozeiten erzielt werden. 

Die Untersuchung des Eisengehalts mit dem quantitativen Eisentest bestätigt die MRT-

Ergebnisse. Für die Untersuchung wurden 4 x 105 Zellen verwendet. Die aufgenommene 

Eisenmenge bei Gruppe 3 betrug 851,5 µM im Vergleich zu 476,8 µM in der Gruppe, in der 

die SPIOs nach der Ausbildung der Liposomen zugefügt wurden (Abbildung 4–50 C, #1). Bei 

Gruppe 5 konnte eine Eisenkonzentration von 736,5 µM detektiert werden.  
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Abbildung 4–50: Analyse der intrazellulären Aufnahme von SPIOs bei 293T-Zellen: 
293T-Zellen wurden mit SPIOs unter den folgenden Konditionen inkubiert und mittels MRT mit der 
Echozeit von TE = 5 ms und TE = 18 ms untersucht (A): Gruppe 1: Liposomen nach der Ultraschall-
behandlung mit SPIOs inkubiert; Gruppe 2: Liposomen während der Ultraschallbehandlung inkubiert 
mit einem Teil und anschließend mit neun Teilen der SPIO-Menge; Gruppe 3: Zugabe der gesamten 
SPIO-Menge während der Ultraschallbehandlung; Gruppe 4: DOPE + DC-Chol + SPIOs ohne 
anschließende ultraschallinduzierte Liposomenbildung; Gruppe 5: Verwendung von Lipofectamin mit 
Inkubation der SPIOs; Gruppe 6: Inkubation der Zellen mit negativ geladenen SPIOs ohne Liposomen, 
DOPE oder DC-Chol. Untersucht wurden die Zellmengen 12500 Zellen, 5000 Zellen, 2000 Zellen und 
200 Zellen jeweils in einem Volumen von 2 µL. Für die quantitative Analyse wurde das 
Kontrast : Gelrauschen Verhältnis berechnet. Eine deutlich höhere Menge an SPIOs konnte unter den 
Bedingungen von Gruppe 3 im Vergleich zu Gruppe 1 intrazellulär nachgewiesen werden (B1 und B2).  
4 x 105 Zellen der Gruppen 1-6 wurden mittels spektralphotometischem Eisentest untersucht. Die 
Ergebnisse der MRT-Untersuchungen konnten in den Gruppen 1-5 bestätigt werden. In der Gruppe 6, 
in der nur negativ geladene SPIOs inkubiert wurden, konnte kein Eisen detektiert werden (C). 
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4.4.2 Konjugation des Fluorochroms 5- (und 6-)-Karboxyfluoreszein-
Succinimidylester an Liposomen und superparamagnetische Partikel 

Unter Ausbildung einer kovalenten Bindung wurde NHS-Fluoreszein für die Konjugation der 

primären aminoterminalen Gruppe an der Kopfgruppe des Dioleylphosphatidylethanolamins 

verwendet. Durch die Verwendung eines Fluorochroms zur Markierung der Liposomen 

konnte die intrazelluläre Aufnahme der Liposomen untersucht werden (Abbildung 4–51).  

Abbildung 4–51: Konjugation der Kopfgruppen des Dioleylphospatidylethanolamins 
mit einem Fluoreszein-Derivat: 
Die primäre Aminogruppe der Kopfgruppe von Dioleylphosphatidylethanolamin wurde mit 
einem Fluoreszein-Derivat konjugiert und anschließend fluoreszenzmikroskopisch unter-
sucht. Eine deutliche zytoplasmatische Verteilung der Fluorezein+- Objekte lässt sich in 
der klassischen fluoreszenzmikroskopischen Aufnahme (A) und nach Laserscanning 
Mikroskopie (B) darstellen. Blau: Hoechst Dye 33342. 

In einem weiteren experimentellen Ansatz wurde eine direkte kovalente Bindung des 

Fluoreszeins an superparamagnetische Partikel erreicht, die eine NH2-Gruppe an der 

Oberfläche der aus Dextran bestehenden Hülle tragen. 

Die fluoreszeinmarkierten superparamagnetischen Partikel wurden nach Präinkubation mit 

Liposomen für 3 h auf den PC12 Zellen inkubiert, was zu einer intrazellulären Aufnahme 

führte (Abbildung 4–52). 

Abbildung 4–52: Konjugation des Fluoreszein-Derivats an superparamagnetische 
Partikel: 
PC12 Zellen wurden mit Liposomen und dem Fluoreszein konjugierten SPIOs (grün) für 
3 h inkubiert und die Fluoreszeinfärbung untersucht. Blau: Hoechst Dye 33342. Maßstab: 
15 µm. 

A BA B
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4.5  Überexpression der modifizierten schweren Kette des Ferritin-
moleküls für die MRT-Bildgebung 

4.5.1 Erstellung des Vektors pcDNA3.1-CMV-HA-Ferritin-IRES-Luziferase 

Die cDNA für die Expression des Ferritins wurde bereits mit der cDNA für die neun 

Aminosäure lange YPYDVPDYA-Peptidsequenz eines Epitops des Hämagglutinins (HA) aus 

dem Influenzavirus am 5’-Ende des Gens für die modifizierte schwere Kette des 

Ferritinmoleküls fusioniert [14]. In den Expressionsvektor pcDNA3.1(+) wurde das IRES-

Luziferase-Fragment durch einen Restriktionsverdau mit BamHI inseriert. Das mit HA 

fusionierte Gen für Ferritin wurde in den Expressionsvektor stromaufwärts von dem 

Fragment IRES-Luziferase ligiert. Durch eine Inkubation mit XhoI und XbaI und 

anschließender Ligation wurde der Expressionsvektor pcDNA3.1(-)-HA-Ferritin-IRES-

Luziferase erstellt, der für die Expressionsüberprüfung der beiden Reporter HA-Ferritin und 

firefly-Luziferase in transienten Transfektionen verwendet wurde (Abbildung 4–53). Die 

Plasmide wurden zur Überprüfung sequenziert. 

 

Abbildung 4–53: Vektorkarte der Plasmide pcDNA3.1(+)-IRES-Luziferase und pcDNA3.1(-)-
CMV-HA-Ferritin-IRES-Luziferase: 
Stromabwärts des CMV-Promotors befindet sich das Gen, welches für die modifizierte schwere 
Kette des Ferritinmoleküls kodiert. Am 5’-Ende ist die fusionierte cDNA kodierend für ein Epitop 
des Hämagglutinins des Influenzavirus lokalisiert. Stromabwärts des HA-Ferritins wurde in 
Abhängigkeit einer internen ribosomalen Eintrittsstelle (IRES) das Gen für Luziferase ligiert. Die 
Selektion der prokaryotischen Zellen, in die das Plasmid transformiert wurde, wird durch die 
Expression der β-Lactamase (b-lac) initiiert. Durch die Expression der Neomycin-Phospho-
transferase II (npt II) wird eine Selektionierung nach erfolgreicher Translation im eukaryotischen 
System erreicht. Die Gesamtgröße des Plasmids beträgt 8585 bp. 
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4.5.2 Erstellung der Vektoren pLV-CMV-HA-Ferritin-IRES-Luziferase-IRES-
Puromycin und pLV-CMV-HA-Ferritin-IRES-Luziferase-IRES-GFP 

Das Fragment HA-Ferritin-IRES-Luziferase wurde aus dem Plasmid pcDNA3.1(+)-HA-

Ferritin-IRES-Luziferase durch eine Inkubation mit den Restriktionsenzymen XhoI und XbaI 

ausgeschnitten und in die Vektoren pRRL-CMV-IRES-Puromycin (A) und pRRL-CMV-IRES-

GFP (B) integriert. Die MCS der beiden prälentiviralen-Vektoren wurden durch eine 

Inkubation mit den Enzymen SalI und XbaI geöffnet. Das kohäsive Ende, das durch SalI 

entsteht, ist kompatibel zu dem Ende, das durch XhoI entsteht (Abbildung 4–54). 
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Abbildung 4–54: Vektorkarte der Plasmide pLV-CMV-HA-Ferritin-IRES-Luziferase-IRES-
Puromycin und pLV-CMV-HA-Ferritin-IRES-Luziferase-IRES-GFP: 
Die MCS der Vektoren wurden durch eine Inkubation mit SalI und XbaI geöffnet. Das HA-Ferritin-
IRES-Luziferase-Fragment wurde dort eingebracht, sodass das Plasmid pLV-CMV-IRES-Luziferase-
IRES-Puromycin eine Größe von 11303 bp aufweist (A).Das Plasmid pLV-CMV-IRES-Luziferase-
IRES-GFP hat eine Größe von 11 369 bp (B). 

Beide Plasmide wurden in einer transienten Transfektion von 293T-Zellen überprüft.  

Von beiden Vektoren wurden Viruspartikel nach Transfektion mit dem 3-Plasmidsystem 

hergestellt. Der generierte Virustiter von LV-CMV-HA-Ferritin-IRES-Luziferase-IRES-

Puromycin betrug 76 ng mL-1 und der Virustiter von LV-CMV-HA-Ferritin-IRES-Luziferase-

IRES-GFP betrug 29,26 ng mL-1.  

Eine Transduktion mit einer MOI von 1 mit beiden Lentiviren wurde bei 293T-Zellen 

durchgeführt. Eine Expression von GFP konnte zwei Tage nach der Transduktion nachge-

wiesen werden. Die Expressionsstärke stieg bis zum vierten Tag an. Zu diesem Zeitpunkt 

wiesen etwa 20 % der Zellen die Expression von GFP auf (Abbildung 4–55 A1 und A2).  

Da bei der Transduktion mit den niedrigen Virustitern große Volumina verwendet werden 

müssen, kommen die zu transduzierenden Zellen mit einer hohen Konzentration von fötalem 

Kälberserum aus dem virushaltigen Kulturüberstand in Kontakt. Um dies zu umgehen, wurde 

eine Ultrazentrifugation durchgeführt und die Viruspartikel in Zentrifugationspuffer 

resuspendiert. 
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Unabhängig von der viralen Transduktion wurden 293T-Zellen mit dem Plasmid pLV-CMV-

HA-Ferritin-IRES-Luziferase-GFP und pLV-CMV-HA-Ferritin-IRES-Luziferase-Puromycin 

transfiziert. Als Kontrolle wurde pLV-CMV-Luziferase-IRES-Puromycin verwendet. 48 h nach 

der Transfektion konnte die Expression der Luziferase nach Inkubation mit Luziferin 

dokumentiert werden (Abbildung 4–55 B). Bei der Transfektionskontrollgruppe erfolgte 

lediglich eine Inkubation mit dem Transfektionsreagenz Metafectene. 

Die Expression des HA-Ferritins wurde durch eine immunzytochemische Analyse mit einem 

anti-HA-Antikörper validiert (Abbildung 4–55 C). Es konnte eine Koexpression von HA-

Ferritin und GFP nachgewiesen werden (Abbildung 4–55 C4). Zur Kontrolle wurden die 293T 

Zellen mit dem Plasmid pLV-CMV-IRES-GFP transfiziert, wobei keine HA-Ferritin-Expression 

nachgewiesen werden konnte (Abbildung 4–55 D). 
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Abbildung 4–55: Funktionsüberprüfung des Virus LV-CMV-HA-Ferritin-IRES-Luziferase-IRES-
GFP und der prälentiviralen DNA in 293T-Zellen: 
Vier Tage nach der Infektion mit LV-CMV-HA-Ferritin-IRES-Luziferase-IRES-GFP mit einer MOI von 1 
konnte eine spezifische GFP-Expression in 20 % der 293T-Zellen identifiziert werden. Die Pfeile 
weisen auf die identische Zelle in der Phasenkontrastaufnahme (A1) und der Fluoreszenzaufnahme 
(A2) hin. 
Eine Expression der Luziferase konnte nach Transfektion von pLV-CMV-Luziferase-IRES-Puromycin 
und den beiden Trippelreporterplasmiden dokumentiert werden. Die Aufnahmen wurden mit der 
BertholdNightOwl nach Zugabe von Luziferin angefertigt. (B). 
Die Expression von HA-Ferritin (rot) wurde durch eine immunzytochemische Analyse nach 
Transfektion von pLV-CMV-HA-Ferritin-IRES-Luziferase-IRES-GFP in 293T-Zellen erfolgreich 
untersucht (C1-C4). Bei einer Kontrolltransfektion mit pLV-CMV-IRES-GFP konnte das HA-
Fusionspeptid nicht nachgewiesen werden (D1-D4). Grün: GFP-Fluoreszenz. 
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4.5.3 Erstellung des Vektors pLV-CMV-HA-Ferritin-IRES-Luziferase 

In das Plasmid pRRL-CMV wurde, nach Inkubation mit XbaI und XhoI, das HA-Ferritin-IRES-

Luziferase-Fragment, welches ebenfalls mit beiden Enzymen inkubiert wurde, eingebracht 

(Abbildung 4–56). 

Abbildung 4–56: Vektorkarte des Vektors pLV-CMV-HA-Ferritin-IRES-
Luziferase: 
Durch Ligation des HA-Ferritin-IRES-Luziferase Fragments in das Plasmid pLV-CMV 
wurde das Plasmid generiert. Die endgültige Größe beträgt 10203 bp. Die 
Selektionierungsmöglichkeit im prokayotischen System wird durch die Expression 
von β-Lactamase (b-lac) erreicht. 

Die Expression der Luziferase wurde nach transienter Transfektion in 293T-Zellen zur 

Funktionsüberprüfung validiert. 

Nach der Transfektion mit dem 3-Plasmidsystem in 293T-Zellen zur Generierung infektiöser 

Partikel, konnte ein Virustiter von 417 ng mL-1 isoliert werden, der für die weiteren 

Transduktionen zur Verfügung stand. 

Gli36ΔEGFR Tumorzellen wurden mit verschiedenen Konzentrationen der Viruspartikel 

infiziert. Es wurden die MOI 0,2, MOI 1, MOI 2 und MOI 5 verwendet. Zwei Tage nach der 

Transduktion wurde die erste Passage der Zellen vorgenommen. Dabei wurden 10 % der 

gewonnenen Zellmenge für eine Bestimmung der Luziferaseaktivität nach Proteinextraktion 

verwendet. Es konnte eine deutliche und MOI abhängige Luziferaseaktivität bei den Zellen, 

die mit LV-CMV-HA-Ferritin-IRES-Luziferase transduziert wurden, nachgewiesen werden 

Abbildung 4–57). Bei den Kontrollpräparationen wurden untransduzierte Zellen und Zellen, 

die nur mit Polybren behandelt wurden, berücksichtigt. Die ermittelte Luziferaseaktivität bei 

diesen Kontrollproben betrug 160,5 (± 183,14) U.L.E. bzw. 94,5 (± 74,25) U.L.E. Bei den 

Zellen, die mit einer MOI von 1 transduziert wurden, konnte eine Luziferaseaktivität von 

1,36 x 107 (± 1 x 106) U.LE. ermittelt werden. Die detektierte Lichtemission nahm bei den 

beiden mit höherer MOI infizierten Zellen konzentrationsabhängig zu (Abbildung 4–57). 
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Es konnte in Abhängigkeit von der Virsupartikelkonzentration zwei Passagen nach der 

initialen Transduktion ein verändertes Adhäsionsverhalten bei den HA-Ferritin über-

exprimierenden Zellen beobachtet werden. Die Adhäsion an den Untergrund nahm mit 

ansteigender MOI im Vergleich zu den Kontrollzellen, die nur mit Polybren behandelt 

wurden, zu (Abbildung 4–58).  

Abbildung 4–57: Nachweis und Quantifizierung der Luziferaseexpression bei LV-
CMV-HA-Ferritin-IRES-Luziferase transduzierten Gli36ΔEGFR-Zellen: 
Zwei Tage nach der initialen Infektion mit dem Lentivirus LV-CMV-HA-Ferritin-IRES-
Luziferase konnte die Expression der Luziferase in Proteinpräparationen der Zellen 
nachgewiesen werden. Als Kontrollgruppen wurden nicht-transduzierte Zellen und Zellen, 
die lediglich mit Polybren behandelt wurden, berücksichtigt. Es konnte eine deutliche 
Abhängigkeit der Luziferaseaktivität von den MOIs beobachtet werden. 

In den mit der MOI 2 und MOI 5 transduzierten Zellen konnten 4 h nach der Aussaat eine 

quantitativ höhere Anzahl von abgeflachten Zellen mitlanggestreckten Zellfortsätzen 

beobachtet werden. Dieser Effekt konnte unabhängig von einer exogenen Supplementation 

von 2 mM Eisen(III)-Ammoniumzitrat (FAC) beobachtet werden. 

 

 

Abbildung 4–58: Verändertes Adhäsionsverhalten der mit LV-CMV-HA-Ferritin-IRES-Luziferase 
transduzierten Gli36ΔEGFR Tumorzellen: 
Vier Stunden nach Plattierung konnte ein stärkeres Adhäsionsverhalten bei den mit dem Virus LV-
CMV-HA-Ferritin-IRES-Luziferase transduzierten Zellen im Vergleich zu Kontrollzellen (A) beobachtet 
werden. Die Adhäsion korrelierte dabei mit der bei der Transduktion verwendeten 
Viruskonzentrationen der MOI 2 (B) und der MOI 5 (C). Bei den transduzierten Zellen wurde eine 
exogene Eisensupplementation durchgeführt. 
 

Eine immunzytochemische Analyse mit einem anti-HA-Antikörper nach Fixierung der Zellen 

verdeutlicht die Expression des HA-Ferritins in Abhängigkeit von der eingesetzten MOI. Mit 
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zunehmender MOI nimmt der Anteil HA-Ferritin+-Zellen zu. Eine deutlich homogenere 

Expression und Steigerung der Transduktionseffizienz konnte mit den MOI 2 und 5 erzielt 

werden. Es konnten keine HA-Ferritin+-Zellen in den unbehandelten Kontrollzellen 

(Abbildung 4–59 E) und den mit Polybren behandelten Zellen (Abbildung 4–59 F) identifiziert 

werden. Die Proliferationsgeschwindigkeit der transgenen Zellen ist deutlich verlangsamt, 

wie ein Vergleich der Abbildung 4–59 A-D zeigt. Bei der Zellzahlbestimmung betrug die 

ermittelte Zellmenge in den mit MOI 2 transduzierten Zellen 37,5 % im Vergleich zur 

unbehandelten Kontrolle. Nach der Transduktion mit MOI 5 betrug die ermittelte Zellmenge 

31,3 % der Kontrollzellen. Eine morphologische Veränderung konnte korrespondierend zu 

den Ergebnissen, die in Abbildung 4–58 dargestellt wurde bei den mit anti-HA-Ferritin+-

Antikörper inkubierten Zellen bestätigt werden (Abbildung 4–59 G und H).  

Abbildung 4–59: Immunzytochemische Analyse der HA-Ferritin-Expression in 
Abhängigkeit von der initialen Viruspartikelkonzentration: 
Gli36ΔEGFR humane Glioblastomzellen wurden mit einer MOI von 0,2 (A), einer MOI von 1 (B), 
einer MOI von 2 (C) und einer MOI von 5 (D) infiziert. Es konnte eine Expression bei Verwendung 
eines anti-HA-Antikörpers nachgewiesen werden. Bei den Kontrollpräparationen, die nicht mit 
dem Virus transduziert wurden (E) oder nur mit Polybren behandelt wurden (F), konnte keine 
Immunreaktivität nachgewiesen werden. Es konnten Unterschiede in der Zellmorphologie in 
Abhängigkeit von der zur Transduktion verwendeten Viruspartikelkonzentration dokumentiert 
werden, die mit höherer Vergrößerung deutlich zu erkennen sind (G-H). Mit der MOI 0,2 
transduzierte Zellen weisen eine runde, kontrahierte Morphologie auf (G). Die Zellen, die mit der 
MOI 2 transduziert wurden zeigen eine abgeflachte Morphologie mit lang gestrecktem Zellkörper 
und Ausbildung von Pseudopodien (H). Maßstab: A-F: 200 µm; G und H: 200 µm. 
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Aufgrund der fehlenden Möglichkeit zur Antibiotikaselektion wurden Zellen, die mit der MOI 1 

transduziert wurden, durch Kolonienisolation selektioniert. Die initialen Experimente wurden 

mit der Zelllinie 2/C3 durchgeführt.  

Durch die immunzytochemische Analyse mit einem anti-HA-Antikörper konnte die 

Expression von HA-Ferritin in der Zelllinie 2/C3 eindeutig identifiziert werden (Abbildung 4–

60 A). Bei untransduzierten Kontrollzellen konnte keine Immunreaktion nachgewiesen 

werden (Abbildung 4–60 B). Die Photonenemission der Zelllinie 2/C3 konnte nach Zugabe 

von D-Luziferin ermittelt werden (Abbildung 4–60 C). Der von 1 x 105 Zellen emittierte 

Photonenflux betrug 1,46 x 105 (± 27703,8) U.L.E.  

Abbildung 4–60:Detektion von HA-Ferritin und Quantifizierung der Luziferaseaktivität bei der 
2/C3-Zelllinie: 
Die HA-Expression konnte durch eine immunzytochemische Analyse in den 2/C3-Zellen detektiert 
werden (A,). In untransduzierten Kontrollzellen konnte keine Immunreaktion festgestellt werden (B). 
Die Luziferaseaktivität von 1 x105 2/C3-Zellen wurde nach Zugabe von D-Luziferin im Luminometer 
bestimmt (C). Farbnachweis: rot: anti-HA; blau: Hoechst Dye 33342. Maßstab: 50 µm. Anzahl 
unabhängiger Stichproben: n= 3. 
 

Es wurden Verdünnungsreihen mit Zellkonzentrationen zwischen 1 x 103 und 1 x 105 Zellen 

der Zelllinie 2/C3 erstellt. Als Kontrollen wurden die gleichen Zellkonzentrationen der 

untransduzierten Gli36ΔEGFR- und Luziferase+ 4/2 Zellen untersucht.  

Nach Zugabe von D-Luziferin wurde die Photonenemission für 60 s mit dem Photonen-

Bildgebungssystem der Firma Biospace Lab erfasst. Die maximale Photonenemission der 

Zelllinie 4/2N im Untersuchungszeitraum betrug bei der höchsten Zellkonzentration 

5,49 x 105 U.L.E. während die maximale Photonenemission bei der HA-Ferritin+ und 

Luziferase+-Zelllinie 2/C3 den Wert von 1 x 105 U.L.E. aufwies. Bei den untransduzierten 

Kontrollzellen konnte keine konzentrationsabhängige Veränderung der detektierten 

Photonen ermittelt werden. Die ermittelten Werte lagen zwischen 258,8 U.L.E. und 

658,9 U.L.E. 

Die gleichen Verdünnungsreihen wurden mit dem Berthold-Luminometer für einen Zeitraum 

von 10 s untersucht. Die ermittelte Photonenemission der Zelllinie 4/2 betrug bei 1,0 x 105 
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Zellen 1,9 x106 U.L.E. Die detektierten Photonen der anderen Zelllinien waren im Vergleich 

zu den mit dem Photonen-Bildgebungssystem dokumentierten Werten ebenfalls höher. 

Abbildung 4–61: Quantifizierung der Luziferaseexpression bei der Zelllinie 2/C3 und dem 
Klon 4/2: 
Die Expression der Luziferase wurde in Abhängigkeit von der Zellkonzentration bei den Luziferase+ 
Gli36ΔEGFR Klon 4/2- Zellen und den HA-Ferritin und Luziferase koexprimierenden Zellen der 
Zelllinie 2/C3 untersucht. Dabei wurde eine vergleichende Analyse der Photonenemission nach 
Inkubation mit D-Luziferin in dem Biospace Lab-Photonen-Bildgebungssystem (A, B) und dem 
Luminometer (C) vorgenommen. Die Luziferaseexpression des Klons 4/2 war bei der Unter-
suchung in beiden Systemen deutlich stärker als die Expression der Zelllinie 2/C3.  
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4.5.4 Supplementation von Eisen(III)-Ammoniumzitrat zu MRT-Bildgebungs-
zwecken 

HA-Ferritin- und Luziferase+-Gli36ΔEGFR-Tumorzellen der zelllinine 2C/3 wurden für 37 h in 

Vollmedium und zusätzlicher Supplementation von 2 mM Eisen(III)-Ammoniumzitrat 

kultiviert. Es wurden hochaufgelöste MRT-Untersuchungen und korrespondierende Berliner-

Blau-Färbungen angefertigt, um die Möglichkeit der MRT-Bildgebung durch eine verstärkte 

Eisenspeicherkapazität zu eruieren. 

Die DAB-verstärkte Berlinerblau-Färbung konnte deutlich eine höhere Konzentration von 

Eisen in der Zelllinie 2/C3 belegen (Abbildung 4–62). Dabei ließen sich Bereiche einer sehr 

intensiven Färbung (schwarzer Pfeil in Abbildung 4–62 A) von schwächer angefärbten Zellen 

unterscheiden, die eine perinukleäre Anreicherung aufwiesen (weißer Pfeil in Abbildung 4–

62 A). Die Intensität der Färbung unterschied sich deutlich von den untransduzierten 

Kontrollzellen (Abbildung 4–62 B). 

Abbildung 4–62: Histologischer Nachweis von zweiwertigem Eisen nach exogener 
Eisensupplementation: 
Nach 37 h Inkubation mit Eisen(II)-Ammoniumzitrat konnte mittels DAB-verstärkter 
Berlinerblau-Färbung eine Anreicherung von Eisenmolekülen in den 2/C3-Zellen nachge-
wiesen werden (A). Untransduzierte Kontrollzellen wiesen keine Anreicherung von Eisen auf 
(B).  

Für den Nachweis der Zellen mittels hochaufgelöstem MRT, die durch die Überexpression 

des Ferritins Eisen erhöht akkumulieren, wurden Phantomexperimente angefertigt, in denen 

4,5 x 104 und 1,5 x 105 mit 2 mM FAC präinkubierte 2/C3-Zellen und präinkubierte, 

untransduzierte Kontrollzellen verwendet wurden (Abbildung 4–63). In den Ergebnissen der 

T2*-gewichteten Messungen konnte kein Unterschied in der Signalintensität zwischen 

Probenlöchern des Phantoms festgestellt werden, in denen sich keine Zellen befanden und 

Probenlöchern, in denen Zellen platziert wurden, die nicht mit FAC inkubiert wurden 

(Abbildung 4–63). In transduzierten und untransduzierten Zellen konnte eine deutliche 

Anreicherung von Eisen nach der Inkubation beobachtet werden. 

Ein deutlicher Unterschied zwischen 4,5 x 104 HA-Ferritin+-Zellen und untransduzierten 

Kontrollzellen konnte bei der Inkubation mit 2 mM FAC dokumentiert werden. Der 

A BA BA B
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Unterschied in den Signalintensitäten wurde bei Untersuchung von 1,5 x 106 Zellen 

eindeutiger. Es konnten bei den 2/C3-Zellen nach Subtraktion der Hintergrund-

Signalintensität eine absolute Signalintensität von |11534| U.E. dokumentiert werden. Bei 

den untransduzierten Kontrollzellen betrug die Signalintensität |7521| U.E. Die quantitative 

Analyse des Verhältnisses Kontrast : Gelrauschen zeigt klar die gute Identifikations-

möglichkeit der mit Eisen angereicherten Zellen im Vergleich zu den untransduzierten 

Kontrollzellen und zum Hintergrund (Abbildung 4–63). Zusätzlich zu den Untersuchungen, 

die mit der T2*-gewichteten Gradienten-Echo-Sequenz angefertigt wurden, wurde eine 

quantitative Analyse mit einer Multi-Slice-Multi-Echo-Sequenz durchgeführt (Abbildung 4–

63). Durch die Berechnung der T2-Mappe einer einzelnen Schicht konnte keine klare 

Quantifizierung von T2 durchgeführt werden (Abbildung 4–63). Es wurden für die T2-Mappe 

drei unterschiedliche Berechnungen verwendet um die erhaltenen Daten zu validieren. 

 

Abbildung 4–63: MRT-Untersuchung der HA-Ferritin+- und Luziferase+-2/C3-Zellen nach 
Inkubation mit 2 mM Eisen(II)-Ammoniumzitrat: 
Eine deutliche Abgrenzung vom Hintergrund konnte bei den Zellkonzentrationen von 4,5 x 104 und 
1,5 x 105 der mit 2 mM FAC vorinkubierten Zellen vorgenommen werden (A1). Bei beiden Zell-
konzentrationen konnte eine Verringerung der Signalintensität bei den Zellen der Zelllinine 2/C3 nach 
der FAC-Inkubation im Vergleich zu den Kontrollzellen identifiziert werden. Die Quantifizierung durch 
die Berechnung des Verhältnisses Kontrast : Gelrauschen zeigte die Unterschiede zwischen den 
Kontrollzellen und den 2/C3-Zellen (A2). Es wurde durch Verwendung einer MSME-Sequenz die T2-
Zeit der Proben berechnet (B1 und B2). Es konnte keine eindeutige Aussage getroffen werden. 
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4.5.4.1 Intrazerebrale Transplantation von Gli36ΔEGFR-2/C3-Zellen  

Um die Eisenaufnahme der HA-Ferritin+-Zellen in vivo zu überprüfen, wurden native 

Gli36ΔEGFR-2/C3-Zellen und Kontrollzellen, die nicht in Gegenwart von FAC kultiviert 

wurden in einer Transplantationsstudie verwendet. 

Die Gli36ΔEGFR-2/C3-Zellen (2 x 105) wurden intrazerebral in den Kortex von zwei Nackt-

mäusen implantiert und für 10 Tage mittels Biolumineszenzdetektion untersucht. Drei Tage 

nach der Operation konnte bei Tier #1, das eine Injektion von 2/C3-Zellen in der rechten 

Hemisphäre und eine Injektion von untransduzierten Kontrollzellen auf der linken 

Hemisphäre erhielt, ein deutliches Biolumineszenzsignal von den HA-Ferritin+ und 

Luziferase+-Zellen detektiert werden (roter Pfeil in Abbildung 4–64 A). Es konnte keine 

Photonenemission von den Kontrollzellen akquiriert werden (grüner Pfeil in Abbildung 4–64 

A). Über den gesamten Untersuchungszeitraum nahm die mittlere Strahlungsdichte des 

Luziferase+-Tumors von Tier #1 zu. Der initial ermittelte Wert betrug 2,33 x 104 Photonen s-

1 cm-2 sr-1. Nach 10 Tagen konnten auf der gleichen Fläche 2,98 x 105 Photonen s-1 cm-2 sr-1 

detektiert werden. Dieses entspricht einer Zunahme des detektierten Photonenfluxes von 

2,83 x 105 Photonen s-1 am dritten Tag nach der Injektion und einer Zunahme von 

2,48 x 106 Photonen  s-1 am letzten Untersuchungstag.  

In den rechten- und linken Kortex des zweiten Tieres wurden beidseitig Gli36ΔEGFR-2/C3-

Zellen implantiert (Abbildung 4–64 B). Die Photonenemission des Tumors in der linken 

Hemisphäre am 3. Tag betrug 3,85 x 104 Photonen s-1 cm-2 sr-1 (roter Pfeil in Abbildung 4–64 

B, 3. Tag). Auf der rechten Hemisphäre konnte eine Lichtemission von 

1,92 x 104 Photonen s-1 cm-2 sr-1 detektiert werden (gelber Pfeil in Abbildung 4–64 B, 3. Tag). 

Beide Tumoren zeigten keinen stetigen Zuwachs über den gesamten Zeitraum bis zum 

achten Untersuchungstag. Die Quantifizierung der mittleren Strahlungsdichte in Abbildung 4–

64 C verdeutlicht graphisch das Tumorwachstum.  

Es wurde an dem Kamerasystem untersucht, welchen Einfluss die Wahl eines kleineren 

Gesichtsfeldes auf die Photonendetektion in vivo besitzt. Am 10. Tag nach Injektion wurden 

mit dem kleineren Gesichtsfeld 3,3 x 106 Ereignisse im rechten Tumor von Tier #1 detektiert 

(Abbildung 4–64 D), wohingegen nur 2,1 x 106 Ereignisse mit dem größeren Gesichtsfeld 

detektiert wurden (Abbildung 4–64 A, 10. Tag). Neben der exakteren Quantifizierung des 

Photonenfluxes ist eine deutliche Auflösungssteigerung bei Tier #2 sichtbar (Abbildung 4–64 

E).  

Die MRT-Untersuchungen mit Tier #1 und Tier #2 wurden bei einer Feldstärke von 7 Tesla 

durchgeführt. Die ersten T1- und T2-gewichteten Messungen wurden 4 h nach der 

Transplantation durchgeführt. Bei der T2 gewichteten Messung konnte ein deutlicher 

Signalverlust in beiden Hemisphären lokalisiert werden. Beide Zellinjektionen fanden sich in 

unterschiedlichen Schichten wieder (Abbildung 4–65 A). Eine Berechnung des Verhältnisses 
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Kontrast : Geweberauschen der erstellten Minimum-Intensitäts-Projektion zeigt einen 

Absolutwert von |9,67| für die Region, in der sich die Zellen in der linken Hemisphäre 

befinden. Die HA-Ferritin+- und Luziferase+-Zellen, die in der rechten Hemisphäre lokalisiert 

waren, weisen  

Abbildung 4–64: Intrazerebrale Transplantation der Gli36ΔEGFR-2/C3-Zelllinine: 
2 x 105 Gli36ΔEGFR-2/C3-Zellen wurden stereotaktisch in das rechte Striatum einer Nacktmaus 
implantiert. In die linke Hemisphäre wurde die gleiche Zellzahl von untransduzierten Kontrollzellen 
injiziert. Drei Tage nach der Operation erfolgte eine Biolumineszenzuntersuchung um die Aktivität der 
Luziferase zu bestimmen. Es konnte ein deutliches Biolumineszenzsignal in den HA-Ferritin+ und 
Luziferase+-Zellen im rechten Striatum identifiziert werden (roter Pfeil in A, 3 Tage). Keine Photonen-
emission konnte bei den Kontrollzellen detektiert werden (grüner Pfeil in A, 3 Tage). Bis zum 10. Tag 
der Untersuchung konnte eine kontinuierliche Zunahme der Photonenemission detektiert werden. In 
eine weitere Nacktmaus wurden in beide Hemisphären 2 x 105 Gli36ΔEGFR-2/C3-Zellen implantiert 
(roter und gelber Pfeil in B, 3 Tage). Es wurde bis zum achten Untersuchungstag eine Zunahme der 
emittierten Photonen detektiert. Eine Quantifizierung der mittleren Strahlungsdichte wurde getrennt für 
die Luziferase+-Tumoren erstellt (C). 
Durch die Verwendung eines kleineren Gesichtsfeldes für die Photonendetektion konnte eine 
Auflösungssteigerung erreicht werden (D und E). Die Expositionszeiten betrugen in allen 
Experimenten 60 s. Eine subkutane Injektion von 2 mg D-Luziferin wurde 10 min vor Beginn der 
Narkose durchgeführt. Verwendetes Photonenbildgebungssystem: Xenogen IVIS-200. Die mittlere 
Strahlungsdichte wurde für die Skalierung an den im Untersuchungszeitraum maximal detektierten 
Werten normiert. 
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einen Wert von |4,84| und eine Signalintensität von -8690 U.E. auf. Bei der Analyse der T1-

gewichteten Messsequenz (Abbildung 4–65 C) konnten die auf der linken Hemisphäre 

injizierten Kontrollzellen nicht identifiziert werden. Bei der Berechnung des Kontrast : 

Geweberauschen-Verhältnisses wurde ein absoluter Wert von |0,64| und eine 

Signalintensität von -7282 U.E. ermittelt. Ein deutlicher Signalverlust in der rechten 

Hemisphäre mit einem Kontrast : Geweberauschen-Verhältnisses von |2,87| konnte vom 

umliegenden Gehirngewebe diskriminiert werden. 

Abbildung 4–65: MRT-Analyse von Tier #1, 4 h nach Transplantation: 
Die MRT-Untersuchungen wurden bei einer Feldstärke von 7 Tesla durchgeführt. Die T2*-
gewichtete Untersuchung zeigt in beiden Hemisphären eine Signalauslöschung (grüner und 
roter Pfeil in A), die mit der Lokalisation der injizierten Zellen übereinstimmte. Dargestellt ist 
eine Auswahl der einzelnen Schichten aus des 3D-Datensatzes, von denen die nachfolgende 
Minimum-Intensitäts-Projektion angefertigt wurde. In dieser Minimum-Intensitäts-Projektion 
konnte das Volumen der Zellansammlungen dargestellt werden (grüner und roter Pfeil in B). 
Eine T1-gewichtete Messung zeigte nur die Position der HA-Ferritin- und Luziferase-
exprimierenden Zellen (grüner und roter Pfeil in C). 

In der Folgemessung am 6. Tag nach Transplantation konnten mittels T2-gewichteter 

Untersuchung beide Tumoren identifiziert werden (Abbildung 4–66 grüner und roter Pfeil in 

A). In der Minimum-Intensitäts-Projektion, die von den 15 Schichten in Abbildung 4–66 A 

angefertigt wurde, findet sich im linken Tumor eine Aussparung (gelber Pfeil in Abbildung 4–

67). Durch die Berechnung des Verhältnisses Kontrast : Geweberauschen konnte ein Wert 

von |14,4| und die Signalintensität von -5025 U.E. ermittelt werden. 
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Abbildung 4–66: MRT-Analyse von Tier #1 sechs Tage nach Transplantation: 
Sechs Tage nach der Injektion konnte die Lokalisation der Kontrollzellen (grüner Pfeil in A) 
und der HA-Ferritin- und Luziferase-exprimierenden Zellen (roter Pfeil in A) in beiden 
Hemisphären anhand der T2-gewichteten Messungen bestätigt werden. Der Tumor in der 
linken Hemisphäre weist einen Verlust in der Homogenität der Signalauslöschung auf 
(gelber Pfeil in A). In der Minimum-Intensitäts-Projektion, die aus den 15 Schichten, die in A 
dargestellt wurden, konnte das Volumen der Zellansammlungen dargestellt werden (B). 

Am 10. Tag der Untersuchungsreihe konnte eine massive Volumenvergrößerung beider 

Tumoren in der T2*-gewichteten MRT-Analyse beobachtet werden (Abbildung 4–67). 

Innerhalb des Kontrolltumors konnte eine distinkte Region mit erhöhter Signalintensität 

lokalisiert werden (gelber Pfeil in Abbildung 4–67 A). Bei der Bestimmung der Signal-

intensität konnte für den linksseitig lokalisierten Tumor ein Wert von -3357,3 U.E. ermittelt 

werden. Der Tumor auf der rechten Seite weist eine Signalintensität von -3468 U.E. auf.  

Zusätzlich zu der T2*-gewichteten Messung wurde eine T1-gewichtete Analyse nach der 

subkutanen Injektion von Gd-DTPA vorgenommen. Dargestellt ist eine Maximum-Intensitäts-

Projektion. Durch die Anreicherung von Gd-DTPA sowohl im Kontrolltumor, als auch im HA-

Ferritin+- und Luziferase+- Tumor, die sich in Abbildung 4–67 C als positive Signalintensität 

identifizieren lässt (Pfeile in Abbildung 4–67), kann eine Blut-Hirnschrankenstörung aufgrund 

geöffneter Tight Junctions angenommen werden. Das mit Zerebrospinalflüssigkeit gefüllte 
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Liquorsystem (blauer Pfeil in Abbildung 4–67) lässt sich eindeutig von dem umliegenden 

Gehirngewebe abgrenzen. Der flüssigkeitsgefüllte Hohlraum im linksseitig lokalisierten 

Tumor weist in der T1-gewichteten Messung ebenfalls eine positive Signalintensität auf 

(gelber Pfeil in Abbildung 4–67). 

Abbildung 4–67: MRT-Analyse von Tier #1 zehn Tage nach Transplantation und 
subkutaner Applikation von Gd-DTPA: 
Am 10. Untersuchungstag konnte eine massive Zunahme des Tumorvolumens beidseitig 
identifiziert werden (A). Im linken Tumor, der aus den Kontrollzellen gebildet wurde, kann ein 
Hohlraum mit erhöhter Signalintensität erkannt werden (gelber Pfeil in A). Die Minimum-
Intensitäts-Projektion der T2-gewichteten Messung verdeutlicht das gesamte Volumen der beiden 
Tumoren (B). Aufgrund einer subkutanen Applikation von Gd-DTPA kann eine Blut-
Hirnschrankenstörung in beiden Hemisphären identifiziert werden (grüner und roter Pfeil in C). 
Dargestellt ist eine Maximum-Intensitäts-Projektion. Der gelbe Pfeil weist auf die Region erhöhter 
Signalintensität im linken Tumor hin, der blaue Pfeil auf die Liquorräume des ersten und zweiten 
Ventrikels. 
 

Die Ergebnisse aus den T2*-gewichteten Analysen der beiden Tumore wurden in Abbildung 

4–68 dargestellt.  

Zusätzlich zu den T1- und T2*-gewichteten Messungen wurde eine Multi-Slice-Multi-Echo-

Sequenz verwendet, um die T2-Relaxationszeiten zu berechnen (Abbildung 4–69). Die 

kürzesten T2-Relaxationszeiten konnten bei beiden Tumoren in Schicht #4 ermittelt werden 

(Pfeil in Abbildung 4–69). Der linkshemisphärisch lokalisierte Tumor ist zu geringen Anteilen 
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in drei weiteren Schichten lokalisiert, wohingegen das Volumen des rechten Tumors auf zwei 

Schichten begrenzt ist.  

Abbildung 4–68: Quantifizierung der in vivo ermittelten Signalintensitäts-
veränderungen der Tumoren über den Untersuchungszeitraum: 
Die Signalintensitäten für beide Tumoren wurden über den Zeitraum von 10 Tagen 
ermittelt und vergleichend graphisch dargestellt. 

 

Abbildung 4–69: Ermittlung von T2 Werten des Gehirns von Maus #1: 
Durch die Analyse der T2-Mappe konnte die T2-Relaxationszeit von beiden Tumoren ermittelt 
werden. Dargestellt wurden die einzelnen Schichten (A) und eine Minimum-Intensitäts-Projektion 
der in A visualisierten Schichten (B). Der HA-Ferritin+ und Luziferase+ rechtsseitig lokalisierte 
Tumor (weißer Pfeil in B) weist einen signifikant niedrigeren T2-Wert auf als der rechtsseitig 
lokalisierte Kontrolltumor (roter Pfeil in B). 
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Anhand einer Minimum-Intensitäts-Projektion der in Abbildung 4–69 A dargestellten 

Schichten, wurde die T2-Relaxationszeit einzelner Bereiche im Gehirn berechnet. Für die 

liquorgefüllten Ventrikel konnte ein T2 = 132 ms berechnet werden.  

Es wurden T2-Relaxationszeiten zwischen T2 = 38 ms bis T2 = 49 ms in nativem 

Gehirngewebe detektiert. In dem Kontrolltumor auf der linken Seite (roter Pfeil in Abbildung 

4–69 B) konnte ein Mittelwert von T2 = 21,4 (± 2) ms aus dem Mittelwert von acht ROIs im 

Tumorbereich ermittelt werden. In dem HA-Ferritin+ und Luziferase+-Tumor in der rechten 

Hemisphäre wurde T2 = 14,6 (± 4) ms berechnet (weißer Pfeil in Abbildung 4–69 B). 

 

Bei der Analyse am 10. Untersuchungstag nach Transplantation von Tier #2 konnten mittels 

T2*-gewichteter Messungen in jeder Hemisphäre Bereiche mit einer stärkeren Signal-

auslöschung als im benachbarten Gehirngewebe identifiziert werden (Abbildung 4–70 A). Die 

Berechnung der T2-Relaxationszeit zeigt einen Bereich mit T2 = 11 ms in der rechten 

Hemisphäre (roter Pfeil in Abbildung 4–70 B), dessen Lokalisation übereinstimmt mit den 

Ergebnissen der T2 gewichteten Messung aus Abbildung 4–70 A. In der linken Hemisphäre 

konnte ein kleiner Bereich (gelber Pfeil in Abbildung 4–70 B) mit einem niedrigen T2-Wert 

identifiziert werden.  

Abbildung 4–70: Signalauslöschung und Ermittlung von T2 bei Tier #2, am 10. 
Untersuchungstag nach Transplantation der HA-Ferritin+ und Luziferase+-Gli36ΔEGFR-
Zellen: 
Die abschließenden MRT-Untersuchungen am 10. Untersuchungstag mittels T2-gewichteter 
Mess-Sequenz zeigen, sowohl in der linken Hemisphäre (gelber Pfeil in A) als auch in der 
rechten Hemisphäre (roter Pfeil in A), distinkte Bereiche mit niedrigen Signalintensitäten. Die 
Berechnung der T2-Zeit führte ebenfalls zur distinkten Lokalisation von Bereichen mit einem 
T2 < 15 ms (Pfeile in B). 
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4.5.5 Histologische Analyse der mit HA-Ferritin+- und Luziferase+-
Gli36ΔEGFR-Zellen transplantierten Nacktmaus 

Die histologische Analyse nach Perfusion des Tieres #1 mit 4 % Paraformaldehyd zeigt nach 

einer kombinierten Hämatoxylin und Eosin Färbung die beiden, in den Hemisphären 

lokalisierten Tumoren, die sich durch eine dichte und kondensierte Ansammlung von Zellen 

vom umliegenden Gehirngewebe abgrenzen. Im linken Tumor findet sich eine Zyste (roter 

Pfeil in Abbildung 4–71 A1). Durch eine DAB-verstärkte Berlinerblau-Färbung konnten auf 

den Gefrierschnitten, in denen beide Tumoren lokalisiert sind, eine deutliche Anreicherung 

von Berlinerblau+-Zellen in dem HA-Ferritin und Luziferase exprimierenden Tumor 

identifiziert werden (schwarzer Pfeil in Abbildung 4–71 A1-A3).  

Abbildung 4–71: Übersicht über die Lokalisation von Berlinerblau+-Zellen in beiden 
Tumoren: 
Nach Perfusion des Tieres am 10. Untersuchungstag konnte nach einer Hämatoxilin- und Eosin-
Färbung die beiden Tumoren identifiziert werden (blauer und schwarzer Pfeil in A1). Der rote Pfeil 
in A1 weist auf eine Kavität innerhalb des linksseitig lokalisierten Tumors hin. Eine Berlinerblau-
Färbung zeigte eine Anreicherung von Zellen mit erhöhtem Eisengehalt in dem HA-Ferritin und 
Luziferase-exprimierenden Tumor (A2-A3), die in dem Kontrolltumor nicht lokalisiert werden konnte. 
Aufnahmen mit höherer Vergrößerung bestätigen dies. In dem Kontrolltumor (B2-B3) kann keine 
Färbung mit Berliner-Blau erzielt werden, die Zellen im rechten Tumor weisen eine Verteilung der 
Berliner Blau+-Zellen (schwarze Pfeile in C2 und C3), außerhalb des Bereiches, in dem sich der 
Einstichkanal (roter Pfeil in C2 und C3) befindet, auf. 

In dem linksseitig lokalisierten Kontrolltumor konnten histologisch, auch bei höherer 

Vergrößerung, keine Berlinerblau+-Zellen lokalisiert werden (Abbildung 4–71 B1-B3). Die 

detaillierte Übersicht über die Verteilung der Berliner-Blau+-Zellen im rechten Tumor zeigt 
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deutlich, dass einige der im Tumor vorkommenden Zellen Eisen enthielten (Abbildung 4–71 

C2-C3). Auf zwei aufeinander folgenden Schnitten konnte eine Verteilung der Berlinerblau+-

Zellen innerhalb des Tumors dokumentiert werden, die sich außerhalb der Einstichstelle 

befinden (Abbildung 4–71 C2-C3). 

Anhand einer detaillierten Analyse einzelner Bereiche in dem Tumor, der HA-Ferritin- und 

Luziferase exprimierende Zellen enthält, konnte aufgrund der Morphologie der Zellen 

ausgeschlossen werden, dass es sich um Erythrozyten handelte (Abbildung 4–72 A-C). Die 

Zellen weisen einen Durchmesser von 6,1 µm bis 12 µm auf und besitzen teilweise Fortsätze 

(Pfeil in Abbildung 4–72 A). Es konnten Gefäße (blauer Pfeil in Abbildung 4–72 B-C) 

identifiziert werden, in deren Nähe ebenfalls Berliner-Blau+-Zellen lokalisiert sind (weiße 

Pfeile in Abbildung 4–72 B-C).  

Abbildung 4–72: Detaillierte morphologische Analyse der Berlinerblau+-Zellen im HA-Ferritin- 
und Luziferase exprimierenden Tumor: 
Innerhalb des Tumorgewebes der HA-Ferritin- und Luziferase-exprimierenden Zellen konnte eine 
Ansammlung DAB-verstärkter Berlinerblau+-Zellen identifiziert werden (A). Diese Zellen weisen eine 
Morphologie mit Fortsätzen und einem Durchmesser des Zellkörpers von 6,1  µm bis 12 µm auf 
(weißer Pfeil in A), die zu einem Teil auch mit Gefäßen (blaue Pfeile in B und C) kolokalisiert sind. 
Maßstab: 50 µm. 

Beide Tumoren konnten vom Hirngewebe durch einen Nachweis mit einem anti-Vimentin-

Antikörper zur Visualisierung der Intermediärfilamente der Tumorzellen deutlich vom 

benachbarten Gehirngewebe abgegrenzt werden (Gehirngewebe: weiße Sterne, 

Tumorgewebe: rote Sterne in Abbildung 4–73 A-C). Oftmals sind die Vimentin+-Zellen in 

direkter Nachbarschaft von Blutgefäßen lokalisiert (Pfeil in Abbildung 4–73 A). Die gleiche 

distinkte Abgrenzung zwischen Gehirngewebe und Tumorgewebe konnte im HA-Ferritin- und 

Luziferase-exprimierenden Tumor in der rechten Hemisphäre beobachtet werden. Zur 

Gegenfärbung wurde eine immunhistochemische Analyse mit einem anti-GFAP-Antikörper 

durchgeführt, der spezifisch Astrozyten markiert. Es konnten keine GFAP+-Zellen innerhalb 

des Tumorgewebes identifiziert werden (Abbildung 4–73 C). Dagegen finden sich im 

ventrikelumkleidenden Gehirngewebe und dem Tumor GFAP+-Astrozyten mit ausgeprägter 

radialer Morphologie (Pfeil in Abbildung 4–73 C). Zum Vergleich wurde eine Aufnahme der 

kortikalen Region gezeigt (Abbildung 4–73 D). 
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Abbildung 4–73 Immunhistochemischer Nachweis von Vimentin und GFAP: 
Durch eine immunhistochemische Analyse mittels anti-Vimentin-Antikörper (grün in A, B) konnte 
der linksseitig lokalisierte Kontrolltumor (A, roter Stern) vom Gehirngewebe (A, weißer Stern) 
abgegrenzt werden. Vimentin+-Zellen konnten nur innerhalb des Tumorgewebes lokalisiert werden 
und weisen teilweise eine Assoziation mit Blutgefäßen auf (roter Pfeil in A). Die gleiche Abgrenzung 
zwischen Gehirngewebe und Tumorgewebe konnte bei dem HA-Ferritin und Luziferase 
exprimierenden Tumor beobachtet werden (B). Eine Abgrenzung des Gehirngewebes von den 
Tumoren konnte mittels eines Astrozyten-spezifischen Nachweises unter Verwendung eines anti-
GFAP-Antikörpers (grün in C,D) vorgenommen werden. GFAP+-Zellen konnten in der Region 
zwischen Ventrikel (gelber Stern) und Tumorgewebe (C) und auch innerhalb des Kortex (D) 
detektiert werden. Die Nuklei wurden mit Hoechst Dye 33342 (blau) gefärbt. Maßstab: 25 µm.  

Für die Lokalisation und Identifizierung der HA-Ferritin- und Luziferase-exprimierenden 

Zellen innerhalb des rechtsseitig lokalisierten Tumors, wurde eine immunhistochemische 

Analyse mit einem anti-HA-Antikörper durchgeführt. Innerhalb des Kontrolltumors und des 

nativen Gehirngewebes konnten keine HA+-Zellen identifiziert werden (Abbildung 4–74 A).  

Es finden sich zahlreiche HA+-Zellen innerhalb des rechtsseitig lokalisierten Tumors, die 

teilweise mit Blutgefäßen assoziiert waren. Die Zellen weisen eine ausgeprägte Morphologie 

auf, die verglichen werden kann mit der in Abbildung 4–72 beobachteten Morphologie nach 

DAB-verstärkter Berliner-Blau-Färbung.  
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Abbildung 4–74: Immunhistochemischer Nachweis der Expression des HA-
Fusionsproteins: 
Bei einem immunhistochemischen Nachweis der HA-Expression konnten keine HA+-Zellen 
innerhalb des Kontrolltumors identifiziert werden (A). Zahlreiche HA+-Zellen befinden sich 
innerhalb des auf der rechten Hemisphäre lokalisierten Tumors, die teilweise mit Blutgefäßen 
assoziiert waren (Pfeil in B). und entlang des Ventrikels (D). Die HA+-Zellen weisen einen 
Nukleus und eine lang gestreckte Morphologie auf (Pfeil in D). Farbnachweis: rot: anti-HA; blau: 
Hoechst Dye 33342. Maßstab: 50 µm. 
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4.5.6 Einzelzellklonierung der Gli36ΔEGFR-2/C3-Zelllinie  

Durch immunzytochemische Inkubation mit dem anti-HA-Antikörper wurde beobachtet, dass 

sich innerhalb der Zellpopulation HA--Zellen befanden. Bei repetitiven Bestimmungen der 

Luziferaseaktivität konnte eine Abnahme des registrierten Photonenfluxes festgestellt 

werden. Es wurde von den 2/C3-Zellen eine anschließende Einzelzellklonierung 

vorgenommen und die Zellen expandiert. Die Auswahl der Klone für anschließende 

Experimente wurde aufgrund mehrfacher Bestimmung der Luziferaseaktivität über einen 

Zeitraum von 14 Tagen vorgenommen (Abbildung 4–75). Klon #5 und Klon #15 wiesen bei 

den Experimenten den kontinuierlich stabilsten und höchsten Photonenflux auf und wurden 

für alle weiteren Versuche in dieser Arbeit verwendet.  

Abbildung 4–75: Determination der Luziferaseaktivität von 10 HA-Ferritin-IRES-
Luziferase+-Gli36ΔEGFR-Klonen: 
Die Luziferaseaktivität von 10 Klonen der mit der MOI 1 viral transduzierten Gli36ΔEGFR-
Zellen wurde über 14 d analysiert. Für jede Einzelmessung wurden 5 x 104 Zellen eingesetzt 
und die nach Zugabe von Luziferin emittierten Photonen im Luminometer für 10 s integriert. 
Für die weiteren Experimente wurden die Klone #10 und #15 ausgewählt. In jeder einzelnen 
Messung wurde eine Doppelbestimmung der Luziferaseaktivität vorgenommen. Anzahl 
unabhängiger Stichproben: n = 3. 

Es wurde die Kinetik der Luziferasereaktion bei den Gli36ΔEGFR-HA-Ferritin-IRES-

Luziferase+-Klonen #5 und #15 im Vergleich zu der nicht-transduzierten Gli36ΔEGFR-

Zelllinie ermittelt (Abbildung 4–76). Bei dem Zeitpunkt 19 min nach der Zugabe von D-

Luziferin konnte bei Klon #5 die maximale Photonenemission von 1,8 x 105 (± 9670) U.L.E. 

detektiert werden. Die maximale Photonenemission von 2,8 x 105 (± 4847) U.L.E. konnte bei 

Klon #15 erst 70 min nach der Substrataddition dokumentiert werden. Bei den Kontrollzellen 

konnte im Untersuchungszeitraum keine Photonenemission (> 3882 (± 365) U.L.E.) 

festgestellt werden.  

Der Einfluss von Phenolrot als Medienkomponente auf die Entwicklung des Hintergrund-

signals konnte in einer konzentrationsabhängigen Untersuchung ausgeschlossen werden. 
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Abbildung 4–76: Kinetische Untersuchung der Luziferasereaktion: 
Die Luziferaseaktivität der HA-Ferritin+ und Luziferase+ Klone #5 und #15 
wurden im Vergleich zu untransduzierten Kontrollzellen in einer Messung 
über 120 min bestimmt. Jeweils vier Einzelmessungen wurden 
berücksichtigt. Anzahl unabhängiger Stichproben: n = 1. 

 

4.5.7 Immunzytochemische Charakterisierung der Expression von HA-Ferritin, 
Luziferase und der Intermediärfilamente in den Gli36ΔEGFR-HA-Ferritin-
IRES-Luziferase Zellen 

Die HA-Ferritin- und Luziferase-exprimierenden Klone #5 und #15 der transduzierten 

Gli36ΔEGFR Zelllinie wurden immunzytochemisch auf die Expression des N-terminal 

fusionierten Hämagglutinins (HA) und die Expression von Luziferase mit entsprechenden 

spezifischen Antikörpern untersucht. Zusätzlich wurden die untransduzierten Zellen und die 

lentiviral mit dem Virus LV-CMV-Luziferase transduzierten Gli36Δ-EGFR-Zellen untersucht. 

Zur Visualisierung der Intermediärfilamente wurde ein anti-Vimentin-Antikörper benutzt. 

Die Klone #5 und #15 zeigten eine starke Expression des HA-Ferritins, die keine zyto-

plasmatische Verteilungspräferenz erkennen ließ (Abbildung 4–77). Es konnte beim direkten 

Vergleich zwischen den beiden Klonen visuell kein Unterschied in der Expressionsstärke 

nachgewiesen werden. Allerdings wiesen einzelne Zellen innerhalb der Population eine 

starke Expression auf. Diese Zellen waren häufig oberhalb der Zellen auf der 

Kulturoberfläche angeordnet. Anhand der Hoechst Dye 33342 Färbung wird erkennbar, dass 

diese Zellen kondensierte DNA und einen verkleinerten Zellkern aufweisen. Die 

untransduzierten Kontrollzellen und die Luziferase+-Zellen weisen keine HA-Expression auf. 
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Abbildung 4–77: Immunzytochemischer Nachweis der Hämagglutininexpression: 
Es wurde mit einem spezifischen Antikörper die Expression von HA in den Zellen 
Gli36ΔEGFR-Ferritin-IRES-Luziferase-Klon #5 (A), Klon #15 (B) und als Kontrollzelllinien die 
untransduzierten Zellen (C) und der Luziferase+ Klon 4/2N (D) verwendet. Es konnte eine 
hohe Expression von HA bei den Klonen #5 und #15 nachgewiesen werden. In den 
Kontrollzelllinien wurde keine Expression von HA-Ferritin beobachtet. Die Pfeile in den 
Abbildungen A und B zeigen Zellen, die eine hohe Expression von HA-Ferritin aufweisen. 
Farbenzuordnung: rot: anti-HA, blau: Hoechst Dye 33342. Maßstabsbalken: 25 µm. 

Bei der Luziferaseexpression zeigen die Klone #5 und #15 eine schwächere Expression im 

Vergleich mit der Zelllinie 4/2N und ebenfalls eine homogene zytoplasmatische Verteilung 

(Abbildung 4–78), wobei das Enzym nicht im Zellkern lokalisiert war.  

Abbildung 4–78: Immunzytochemischer Nachweis der Luziferaseexpression: 
Es befindet sich eine Expression der Luziferase in dem Klon #5 (A), dem Klon #15 (B) und 
der Luziferase+-Zelllinie 4/2N (C). Im semiquantitativen Vergleich der Expressionsstärken fällt 
die stärkere Expression der Luziferase in den 4/2N-Zellen im Vergleich zu den beiden Klonen 
#5 und #15 deutlich auf. Es konnte bei der nicht-transduzierten Kontrollzelllinie keine 
Luziferaseexpression nachgewiesen werden (D). Farbzuordnung: rot: anti-Luziferase, blau: 
Hoechst Dye 33342. Maßstabsbalken: 25 µm. 
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Es konnte keine Luziferaseexpression bei den untransduzierten Kontrollzellen nachgewiesen 

werden.  

Die anti-Vimentinfärbung zeigt bei den Klonen #5, #15, sowie bei der Zelllinie 4/2N eine 

homogene zytoplasmatische Verteilung. Allerdings fällt bei allen drei Zelllinien, die entweder 

Luziferase oder die Reporterkombination HA-Ferritin und Luziferase überexprimieren, eine 

kleinere Morphologie der einzelnen Zellen im Vergleich mit den untransduzierten 

Kontrollzellen auf. Dies ist besonders deutlich anhand der Proportionen Zellkern zu Vimentin-

zytoskelett. Mitotisch aktive Zellen scheinen ein kleineres Zytoplasma aufzuweisen, 

wohingegen sich bei dem Nachweis von Vimentin im Vergleich zu der anti-HA Färbung kein 

entscheidender Unterschied in der Stärke der zellulären Anfärbung manifestiert (Pfeile in 

Abbildung 4–79). 

Um einen Nachweis der Überexpression der schweren Kette des Ferritinmoleküls zu 

erhalten, der unabhängig von der Expression des N-terminal fusionierten Hämagglutins ist, 

wurde ein gegen die schwere Kette des Ferritinmoleküls gerichteter, polyklonaler Antikörper 

verwendet. Dieser Antikörper erkennt einen Teil in der Aminosäuresequenz des Proteins, der 

weder C-terminal noch N-terminal lokalisiert ist. Nach der Analyse konnte kein Unterschied in 

der Expression und der subzellulären Lokalisation von HA-Ferritin bei der Verwendung 

dieses Antikörpers zwischen den Zelllinien festgestellt werden (Abbildung 4–80). 

Abbildung 4–79: Immunzytochemischer Nachweis der Intermediärfilamente 
anhand einer Vimentinfärbung:  
Es wurden mit einem spezifischen Antikörper, gerichtet gegen Vimentin, die 
Intermediärfilamente in den Klonen #5 (A), Klon #15 (B) und den Kontrollzelllinien 
4/2N und ΔWT nachgewiesen. Die Pfeile deuten auf mitotisch aktive Zellen, die ein 
kondensiertes Zytoplasma aufweisen. Farbenzuordnung: rot: anti-HA, blau: 
Hoechst Dye 33342. Maßstabsbalken: 25 µm. 
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Abbildung 4–80: Immunzytochemischer Nachweis der schweren Kette des Ferritin-
moleküls: 
Die vier Zelllinien wurden auf die Expression der schweren Kette des Ferritinmoleküls untersucht. 
Exemplarisch dargestellt sind die Klon #5-Zellen (A) und Wildtypzellen (B). Deutlich identifizierbar 
ist eine perinukleäre Expression von HA-Ferritin, die sich bei den zwei Zelllinien allerdings in der 
Expressionsstärke nicht unterscheidet. Farbenzuordnung: rot: anti-HA, blau: Hoechst Dye 33342. 
Maßstabsbalken: 15 µm. 

Mittels eines polyklonalen Antikörpers, der die Autophosphorylierungsstelle der fokalen 

Adhäsionskinase (FAK) an Tyrosin 397 detektiert, konnte die Lokalisation der FAK bei den 

Zellen des Klon #5 und Kontrollzellen untersucht werden (Abbildung 4–80). Beide Zelllinien 

wurden mit und ohne Supplementation von FAC kultiviert um eine Beteiligung der FAK bei 

dem beobachteten Adhäsionseffekten, die bei dem Klon #5 von der exogenen Eisen-

supplementation abhing, zu untersuchen. Bei beiden Zelllinien konnte unabhängig von der 

Kultivierungsart kein Unterschied in der Lokalisation der FAK festgestellt werden.  

- FAC + FAC

A B

C D

- FAC + FAC

A B

C D

Abbildung 4–81: Immunzytochemische Untersuchung der an Tyrosin 397 
phosphorylierten fokalen Adhäsionskinase: 
Die Expression der FAK an Gli36ΔEGFR-(A und B) und Klon #5-Zellen (C und D) 
wurde mit (B und C) und ohne (A und C) Supplementation von 2 mM FAC untersucht. 
Es konnten keine Unterschiede in allen vier Proben detektiert werden. Farben-
zuordnung: rot: anti-FAK, blau: Hoechst Dye 33342. Maßstabsbalken: 25 µm. 
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4.5.8 Überexpression des HA-Ferritin-Proteins  

Zur Überprüfung der erfolgten Expression des HA-Ferritin-Proteins in den HA-Ferritin-IRES-

Luziferase+-Gli36ΔEGFR-Klonen wurde Gesamtprotein der Zelllinien Gli36ΔEGFR, Klon 

4/2N, 2/C3 und Klon #5 elektrophoretisch aufgetrennt und mit anti-HA-Antikörper und anti-

Ferritin-Antikörper in einem Western Blot detektiert. Um sicherzustellen, dass gleiche 

Proteinmengen aufgetragen wurden, wurden die Antikörper anschließend vom Blot entfernt 

und das konstitutiv exprimierte Protein α-Tubulin auf dem gleichen Blot nachgewiesen 

(Abbildung 4–82). 

In der Zelllinie 2/C3 und dem Klon #5 war die Menge an Ferritin höher als in den beiden, 

nicht-überexprimierenden Zelllinien. Die Detektion mit dem anti-HA-Antikörper war bei den 

beiden HA-Ferritin exprimierenden Zelllinien stark. Die Ladekontrolle mit dem Nachweis von 

α-Tubulin ist bei allen Spuren gleich stark. 

4.5.9 Proliferation der HA-Ferritin+- und Luziferase+-Gli36ΔEGFR-Zellen in 
Abhängigkeit exogener Supplementation mit Eisen(III)-Ammoniumzitrat 

Bei der Kultur der Zellen konnten seit der initialen Transduktion mit dem Virus LV-HAFerritin-

IRES-Luziferase eine stärkere Adhäsion an die Kulturschalenoberfläche und eine verringerte 

Proliferationsrate beobachtet werden. Um diese Beobachtungen zu untersuchen, wurden die 

lentiviral transduzierten Zellen in Gegenwart von 500 µM Eisen(III)-Ammoniumzitrat (FAC) 

kultiviert, um eine exogene Eisenversorgung zu gewährleisten.  
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Abbildung 4–82: Nachweis der Expression von Ferritin in Gli36ΔEGFR, Klon 4/2N, der 
Zelllinie 2/C3 und dem Klon #5: 
Die Detektion von Ferritin (A), HA (B) und α-Tubulin (C und D) mit spezifischen Antikörpern 
wurde im Western Blot durchgeführt. Aufgetragen wurden Zellysate von Gli36ΔEGFR (Spur 1), 
Klon 4/2N (Spur 2), der Zelllinie 2/C3 (Spur 3) und dem Klon #5 (Spur 4). Pro Spur sind 30 µg 
Gesamtprotein aufgetragen. Während die Beladung der einzelnen Spuren gleich war (α-
Tubulin-Nachweis), war die Expression von Ferritin in der Zelllinie 2/C3 und dem Klon #5 
stärker. HA wurde nur in den beiden HA-Ferritin exprimierenden Zelllinien nachgewiesen. 
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Abbildung 4–83: Effekte der exogenen Eisen(III)-Ammoniumzitrat Supplementation auf die 
Proliferation der HA-Ferritin+- und Luziferase+-Gli36ΔEGFR-Klone: 

HA-Ferritin und Luziferase überexprimierende Gli36ΔEGFR-Zellen wurden in Gegenwart von 500 µM 
Eisen(III)-Ammoniumzitrat für 96 h kultiviert. Die Ermittlung der in dieser Zeit gebildeten 
Zellgenerationen konnte durch die Zugabe von FAC im Vergleich zu unbehandelten Bedingungen 
signifikant gesteigert werden. Es konnte kein signifikanter Einfluss der Supplementation auf die 
Proliferationsrate der untransduzierten Kontrollen detektiert werden (A). Um auszuschließen, dass die 
Zugabe von Eisen(III)-Ammoniumzitrat einen Einfluss auf die Detektion der emittierten Photonen 
ausübt, wurde nach Zugabe von D-Luziferin der Photonenflux registriert. Dabei konnte 
ausgeschlossen werden, dass die Supplementation einen negativen Einfluss auf die Photonen-
detektion hat (B). Anzahl unabhängiger Stichproben: n = 3. 

Es konnte kein signifikanter Unterschied in der Proliferationsaktivität der Kontrollzellen 

beobachtet werden, wenn diese mit Eisen(III)-Ammoniumzitrat Supplementation kultiviert 

wurden (Abbildung 4–83). In dem Untersuchungszeitraum von 96 h konnten bei Applikation 

von FAC 3,28 (± 0,28) Zellgenerationen dokumentiert werden. Ohne die exogene 

Supplementation konnten 3,0 (± 0,3) Zellgenerationen festgestellt werden. Bei den beiden 

HA-Ferritin exprimierenden Klonen #5 und #15 konnten signifikante Unterschiede erkannt 

werden. Bei exogener Zugabe von FAC stiegen bei Klon #5 die gebildeten Generationen um 

1,17 an. Bei Klon #15 konnte eine Zunahme um 1,1 Generationen beobachtet werden. 

Es konnte kein signifikanter Einfluss auf die Detektion emittierter Photonen, die bei der 

Luziferasereaktion gebildet wurden, mit der exogenen Zugabe von 500 µM Eisen(III)-

Ammoniumzitrat gemessen werden (Abbildung 4–83).  

Es ist anzumerken, dass sich die HA-Ferritin+- und Luziferase+-Zellen unter dem Einfluss von 

Enzymen mit proteolytischen und kollagenolytischen Aktivitäten leichter von der Zellkultur-

schalenoberfläche ablösten, wenn eine Kultivierung in Gegenwart von 500 µM Eisen(III)-

Ammoniumzitrat erfolgte. 

A Ko. Ko.
+ FAC

Klon #5 Klon #5
+ FAC

Klon #15 Klon #15
+ FAC

0

1

2

3

Ze
llg

en
er

at
io

ne
n

B Ko. Ko. 
+ FAC

Klon #5 Klon #5 
+ FAC

Klon #15 Klon #15 
+ FAC

0

1x105

2x105

Ph
ot

on
en

flu
x 

[U
.L

.E
.]

A Ko. Ko.
+ FAC

Klon #5 Klon #5
+ FAC

Klon #15 Klon #15
+ FAC

0

1

2

3

Ze
llg

en
er

at
io

ne
n

B Ko. Ko. 
+ FAC

Klon #5 Klon #5 
+ FAC

Klon #15 Klon #15 
+ FAC

0

1x105

2x105

Ph
ot

on
en

flu
x 

[U
.L

.E
.]



Ergebnisse 

 

168 

4.5.10 Supplementation von exogenem Eisen(III)-Ammoniumzitrat zu Bild-
gebungszwecken bei den Klonen #5 und #15 der Zelllinie Gli36ΔEGFR 

4.5.10.1 In vitro Validierung der Eisenaufnahme 

Die Klone #5 und Klone #15 wurden für 24 h in Gegenwart von 2 mM FAC kultiviert und 

mittels Berliner-Blau und DAB-verstärkter Berliner-Blau-Färbung untersucht. Als Kontroll-

gruppe wurde die lentiviral mit dem Virus LV-CMV-Luziferase transduzierte Zelllinie 

Gli36ΔEGFR-Klon 4/2N untersucht. Mittels der nicht verstärkten Berlinerblau-Färbung 

können deutlich zwei Typen der zytoplasmatischen Verteilung unterschieden werden. Es 

finden sich sehr stark markierte Zellen mit einer runden Morphologie (Abbildung 4–84 B2) 

und Zellen, die eine schwächere Anreicherung von Eisen und eine flachere Morphologie 

aufweisen. 

Abbildung 4–84: Untersuchung der Eisenspeicherung nach Inkubation mit Eisen(III)-
Ammoniumzitrat: 
Luziferase+ Kontrollzellen der Zelllinie 4/2N zeigten nach 24 h Inkubation mit 2 mM FAC eine deutlich 
geringere Anfärbung in der DAB-verstärkten Berlinerblau-Färbung (A1) im Vergleich mit der HA-
Ferritin- und Luziferase überexprimierenden Zelllinie Klon #5 (B1) und der Zelllinie Klon #15 (C1). 
Vergrößerungen dieser Bilder sind in A1, B1, C1. Die nicht DAB-verstärkte Berliner Blau-Färbung 
verdeutlicht die zytoplasmatische Verteilung (A2, B2, C2). Es können prinzipiell zwei unterschiedliche 
Zell-Morphologien unterschieden werden. Durch die Verwendung der DAB-Verstärkung werden auch  
kleinere zytoplasmatische Eisenvorkommen deutlicher sichtbar. Maßstab: A1, B1, C1: 100 µm; A2, 
A3, B2, B3, C2, C3: 50 µm. 
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Die Berlinerblau-Anfärbung der Klon #15 Zellen ist um ein vielfaches geringer, als bei Klon 

#5 (Abbildung 4–84 C1-C3). Die Berliner Blau+-Zellen weisen aber verglichen mit der 

Kontrollzelllinie eine stärkere Eisenspeicherung auf. 

Die mit 2 mM FAC inkubierten Kontrollzellen und HA-Ferritin+- und Luziferase+-Zellen wurden 

mittels T2*-gewichteter MRT-Messung bei einer Echozeit von TE = 18 ms untersucht 

(Abbildung 4–85).  

Die Kontrollzellen wiesen eine leichte Signalintensitätsveränderung auf, durch die sie 

deutlich vom Hintergrund unterschieden werden können (Abbildung 4–85 A). Klon #5 und 

Klon #15 wiesen eine starke Anreicherung von Eisen auf. Die Quantifizierung nach 

Berechnung des Verhältnisses Kontrast : Gelrauschen bestätigt die visuellen Eindrücke. Der 

Wert bei der Zelllinie Klon #5 betrug |9,7| (± 2,0) und bei Klon #15 |7,7| (± 0,3) Es konnte 

gegenüber der Kontrollzelllinie 4/2N, die ein Kontrast : Gelrauschen-Verhältnis von |1,0| (± 

0,8) aufwies, eine deutliche Steigerung der Detektion erreicht werden.  

Abbildung 4–85: Detektion der mit FAC inkubierten Kontrollzellen 4/2N und HA-Ferritin+- 
und Luziferase+-Gli26ΔEGFR-Zellen: 
Die MRT-Untersuchung mit einer Echozeit von TE = 18 ms führte zu einer klaren Identifikation 
von Klon #5 und Klon #15 durch die Verringerung der ermittelten Signalintensität im Vergleich 
zum Hintergrund und der Kontrollzelllinie 4/2N (A). Zur Quantifizierung wurde das Verhältnis 
Kontrast : Gelrauschen ermittelt (B). Die Anzahl der Stichproben war n = 3. 

Um die minimal detektierbare Zellmenge zu ermitteln, wurde eine Verdünnungsreihe der mit 

2 mM FAC inkubierten Zellen erstellt und mittels MRT untersucht (Abbildung 4–86). Eine 

Zellmenge von 30 000 Zellen konnte eindeutig von der Hintergrund-Signalintensität und von 

der Kontrollzelllinie 4/2N diskriminiert werden (Abbildung 4–86 A). Die minimal detektierbare 

Zellmenge betrug bei dieser Untersuchung für Klon #5 1500 Zellen. Die Signalintensitäten 

der mit FAC inkubierten Kontrollzelllinie unterschieden sich zwar signifikant vom Hintergrund, 

korrelierten aber nicht mit der in der Probe vorhandenen Zellzahl (Abbildung 4–86 B). Als 

Grundlage für die quantitative Auswertung wurde das Verhältnis Kontrast : Gelrauschen 

ermittelt. Bei Zellmengen > 3000 konnte bei den HA-Ferritin- und Luziferase exprimierenden 

Tumorzellen ein linearer Anstieg der Funktion beobachtet werden (Abbildung 4–86 B). 

4/2N Klon #5 Klon #15
0

5

10

| S
ig

na
l :

 G
el

ra
us

ch
en

 |

25000

18750

12500

6250

0

4/2N

Klon #5

Klon #15

Signalintensität [U
.E.]

A B 4/2N Klon #5 Klon #15
0

5

10

| S
ig

na
l :

 G
el

ra
us

ch
en

 |

25000

18750

12500

6250

0

4/2N

Klon #5

Klon #15

4/2N

Klon #5

Klon #15

Signalintensität [U
.E.]

A B



Ergebnisse 

 

170 

Abbildung 4–86: MRT-Untersuchung der beiden Zelllinien Gli36ΔEGFR- Klon 4/2N und 
Klon #5 nach exogener Eisensupplementation: 
Zellmengen zwischen 750 Zellen und 3 x 104 Zellen wurden in einem identischen Volumen 
mittels MRT untersucht (A). Die gewählte Echozeit betrug TE = 18 ms und die Repetitionszeit 
betrug TR = 200 ms. Es konnte eine eindeutige Identifikation der mit FAC inkubierten Zellen 
vorgenommen werden. Die Signalintensität der HA-Ferritin- und Luziferase-exprimierenden 
Tumorzellen war in diesem Experiment bei allen untersuchten Zellmengen signifikant im 
Vergleich zu den Kontrollzellen erniedrigt. Die Ermittlung des Verhältnisses 
Kontrast : Gelrauschen zeigt für die Kontrollzellen keine Korrelation zwischen untersuchten 
Zellmenge und Signalintensität (B).  

Zur unabhängigen Validierung der Eisenaufnahme nach Präinkubation mit FAC wurde die 

intrazelluläre Eisenkonzentration durch einen quantitativen Eisentest ermittelt. Innerhalb der 

Experimente konnte bei den 4/2N Kontrollzellen eine Eisenkonzentration von 74,7 

(± 36,3) µM nach 20 h Inkubation mit 500 µM FAC nachgewiesen werden (Abbildung 4–87 

A). Bei Klon #5 konnte ohne die Inkubation mit FAC eine Eisenkonzentration von 

39,8 (± 35,7) µM ermittelt werden und unterschied sich damit von den unbehandelten 

Kontrollzellen, die eine Konzentration von 15,9 (± 7,3) µM aufwiesen. Die Eisenkonzentration 

der mit 500 µM FAC inkubierten Klon #5 Zellen betrug 128,5 (± 70,1) µM. Die 

Eisenkonzentration der Kontrollzellen wurde durch die Inkubation mit FAC ebenfalls erhöht. 

Es konnte in dieser Gruppe ein Wert von 74,7 (± 36,3) µM ermittelt werden. Durch die 

Inkubation mit FAC konnte auch eine Zunahme der Eisenkonzentration des Klon #15 von 

19,7 (± 12,6) µM auf 91,5 (± 23,6) µM beobachtet werden.  

Durch die Untersuchung der zeitlich abhängigen Aufnahme von FAC konnte ein Profil der 

intrazellulären Eisenaufnahme erstellt werden (Abbildung 4–87 B). Innerhalb von 4 h konnte 

eine deutlich höhere Akkumulation von Eisen in den Zellen von Klon #5 beobachtet werden. 

Die Konzentration stieg von 36,25 µM auf 106,25 µM, während die Konzentration der 

Kontrollzellen sich nur von 18,25 µM auf 36,25 µM erhöhte. Die Aufnahme von Eisen stieg 

bis zum untersuchten Zeitpunkt von 55 h an. Die Eisenkonzentration bei Klon #5 betrug 

161,25 µM, während bei Klon #15 eine niedrigere Konzentration von 101,26 µM ermittelt 

wurde. Die Kontrollzellen unterschieden sich von beiden HA-Ferritin+-Zelllinien durch eine 

geringere Eisenspeicherung von maximal 86,25 µM nach 55 h Kultivierungszeit. 
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In einem weiteren vergleichenden Experiment mit den Konzentrationen 500 µM und 2 mM 

FAC konnte eine signifikant höhere Eisenspeicherung bei den Klonen #5 und #15 im 

Vergleich zum Klon 4/2N dokumentiert werden (Abbildung 4–87 C). Die Eisenkonzentra-

tionen von 8,61 µM nach 48 h Inkubation mit 500 µM FAC und 12,34 µM mit 2 mM FAC bei 

Klon #5 unterscheiden sich allerdings stark von den Konzentrationen, die sonst innerhalb 

dieser Arbeit beobachtet wurden. Bei Klon #15 wurden die Konzentrationen 11,59 µM bei der 

Inkubation mit 500 µM und 16,07 µM bei der Inkubation mit 2 mM FAC gemessen. 

Abbildung 4–87: Ermittlung der Eisenkonzentration mittels quantitativem Eisentest in 
vergleichenden Experimenten: 
Die intrazellulären Eisenkonzentrationen von dem HA-Ferritin+ und Luziferase+ Klon #5 und Klon #15 
wurden nach 20 h Inkubation mit 0,5 mM FAC mittels quantitativem Eisentest ermittelt (A). Es konnte 
eine signifikante Erhöhung der Eisenkonzentration der Klon #5 und Klon #15 Zellen im Vergleich mit 
der Kontrollzelllinie 4/2N bestimmt werden.  
In einer kinetischen Untersuchung über den Zeitraum von 55 h wurde ermittelt, dass bereits nach 4 h 
Inkubation die Eisenkonzentration der Klon #5 Zellen um den Faktor 2,9 gegenüber der Ausgangs-
konzentration anstieg (B). 
In Abbildung C und D wurden zwei Einzelexperimente mit den Konzentrationen 500 µM und 2 mM 
FAC für je 20 h Inkubation visualisiert, die die Variabilität der Experimente verdeutlicht. Anzahl 
unabhängiger Experimente: A: n = 3; B, C, D: n = 1. 

Ein negatives Beispiel bzgl. der Spezifität der inkorporierten Eisenkonzentration zeigt 

Abbildung 4–87 D. Es konnte keine erhöhte Eisenspeicherung bei den HA-Ferritin+ 

Tumorzellen im Vergleich mit der Kontrollzelllinie beobachtet werden. Nach 20 h Inkubation 
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mit den zwei Konzentrationen 500 µM und 2 mM FAC konnte bei den transgenen Zellen 

unabhängig von der FAC Konzentration eine geringere Eisenkonzentration von maximal 

37 µM bei einer Inkubation mit 2 mM FAC im Vergleich zu 57 µM bei den Kontrollzellen 

nachgewiesen werden.  

Abbildung 4–88: Vergleichende Untersuchung von FAC inkubierten Zellen mittels MRT: 
Es wurden drei unabhängige Experimente, in denen Zellkonzentrationen der Kontrollzelllinie 
und der Klone #5 und #15 zwischen 3000 Zellen und 40 000 Zellen mittels MRT untersucht 
wurden, verglichen. Eine deutliche Variabilität in der Detektionsfähigkeit der unterschiedlichen 
Präparationen mit jeweils gleicher FAC-Konzentration von 500 µM und gleicher Inkubationszeit 
(20 h) konnte ermittelt werden. Echozeit TE = 18 ms, TR = 200 ms; Anzahl unabhängiger 
Experimente: n = 3. 

Der Vergleich von drei unabhängig voneinander erstellten Experimenten, in denen mittels 

MRT die Zellmengen von 3000 Zellen, 15 000 Zellen und 40 000 Zellen verglichen wurden, 

zeigt eine Variabilität in der intrazellulären Anreicherung von Eisen innerhalb der 

Experimente und damit der Detektionsfähigkeit der HA-Ferritin+ und Luziferase+-

Tumorzellen. In Experiment #1 konnten 15 000 Zellen der Zelllinien Klon #5 und Klon #15, 

die mit 2 mM FAC für 24 h inkubiert wurden, aufgrund der niedrigen Signalintensität 

eindeutig vom Hintergrund und von der Kontrollzelllinie 4/ 2N unterschieden werden, 

(Abbildung 4–88, Exp.1). Die Signalintensität in einem weiteren Experiment wurde aufgrund 

der intrazellulär inkorporierten Eisenmenge bei den beiden HA-Ferritin-exprimierenden Zell-

linien verändert. Es konnte eine eindeutige Unterscheidung zwischen den Klonen und der 

Zelllinie 4/2N detektiert werden (Abbildung 4–88, Exp.2). In Experiment #3 wurden 4 x 104 

Zellen untersucht. Es konnte lediglich eine Veränderung der Signalintensität bei Klon #5 

identifiziert werden. Keine Akkumulation von Eisenatomen konnte bei Klon #15 und der 

Zelllinie 4/2N beobachtet werden (Abbildung 4–88, Exp.3). 
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4.5.10.2 Intrazerebrale Transplantation der HA-Ferritin+- und Luziferase+-Zelllinie 

Gli36ΔEGFR Klon #5 

In das rechte Striatum von zwei Nacktmäusen wurden 2 x 105 HA-Ferritin- und Luziferase-

exprimierende Gli36ΔEGFR-Klon #5 Zellen transplantiert. In die kontralaterale Hemisphäre 

wurde die identische Zellmenge der untransduzierten Gli36ΔEGFR-Klon4/2N-Zellen 

implantiert. Es wurde bei beiden Tieren im Anschluss an die Transplantation ein 

T2*gewichtetes MRT bei der Feldstärke von 7 Tesla durchgeführt. Beide Tiere wiesen 1 h 

nach der Implantation eine deutliche Signalauslöschung in beiden Gehirnhemisphären auf, 

die mit der Implantationsstelle übereinstimmte (Abbildung 4–89 A und C). Bei dem 

abschließenden MRT nach einem Zeitraum von 12 Tagen (Abbildung 4–89 B und D) konnte 

eine Veränderung der Signalintensität beobachtet werden. Bei den Kontrollzellen, die im 

linken Striatum implantiert wurden, war eine deutliche Reduktion der initial beobachteten 

Signalintesnsitätserniedrigung bei beiden Tieren beobachtbar (Abbildung 4–89 C und D), 

während in der rechten Hemisphäre hypointense Bereiche identifizierbar waren. Innerhalb 

des Beobachtungszeitraums konnte allerdings keine Zunahme der Signalauslöschung 

detektiert werden. 

Abbildung 4–89: Intrazerebrale Transplantation der Zelllinie GLi36ΔEGFR Klon #5 
in eine Nacktmaus:  
HA-Ferritin- und Luziferase-überexprimierende Gli36ΔEGFR Zellen wurden bei zwei 
Nacktmäusen in die rechte Hemisphäre implantiert. In der linken Hemisphäre erfolgte 
eine Injektion von Kontrollzellen. 1 h nach der Injektion  wurde eine Untersuchung mittels 
MRT durchgeführt (A und C), die mit identischen Parametern anch einem Zeitraum von 
12 Tagen wiederholt wurde (B und D). 
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4.6 Überexpression des humanen ΔCD4-Rezeptors in 293T-Zellen 
zur extrazellulären MRT-Bildgebung 

In einem experimentellen Ansatz soll die Verwendung eines trunkierten humanen ΔCD4-

Rezeptors, der in einem eukaryotischen System unter Kontrolle eines konstitutiv aktiven 

Promotors exprimiert wird, zu MRT-Bildgebungszwecken untersucht werden. Durch die 

Verwendung eines monoklonalen Antikörpers, an den superparamagnetische Partikel 

kovalent konjugiert wurden, soll eine spezifische Erkennung des extrazellulären Rezeptors 

erreicht werden und damit für die MRT-Bildgebung zur Verfügung stehen. In einem 

multimodalen Ansatz soll die Expression des manipulierten Rezeptors kombiniert werden mit 

der Expression der firefly-Luziferase und dem Fluoreszenzprotein mCherry. 

4.6.1 Klonierung der Expressionsplasmide und transiente Transfektion in 
menschlichen 293T-Tumorzellen 

Das Gen für den humanen ΔCD4 Rezeptor wurde aus dem Plasmid pMACS4.1 durch eine 

Inkubation mit HindIII geschnitten und die Überhänge mit T4-DNA-Polymerase aufgefüllt. 

Das resultierende 1,4 kbp lange Fragment wurde in den Vektor pcDNA3.1(+)-IRES-

Luziferase stromabwärts des CMV-Promotors eingebracht (Abbildung 4–90 A). Die Plasmide 

wurden zur Überprüfung sequenziert. 
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Abbildung 4–90: Klonierung der Expressionsplasmide pK79-ΔCD4 und pK79-ΔCD4-K201: 
Durch Ligation des 1,4 kbp langen cDNA, kodierend für den ΔCD4-Rezeptor, stromabwärts des CMV-
Promotors, wurde das Plasmid pK79-ΔCD4 generiert (A). Durch die Kombination der ΔCD4-Rezeptor-
sequenz mit dem Gen für die firefly-Luziferase stromabwärts einer internen ribosomalen Eintrittstelle 
(IRES), wird eine Untersuchung mittels Biolumineszenzdetektion nach Expression ermöglicht. Zur 
Selektionierung im eukaryotischen System wird die Expression der Neomycin-Phosphotransferase II 
unter Kontrolle des SV 40-Promotors verwendet. Das Plasmid weist eine Größe von 9388 bp auf. 
In einem weiteren Schritt wurde stromabwärts des SV40 Promotors die cDNA für eine interne 
ribosomale Eintrittstelle kombiniert mit der cDNA des mCherry Proteins und des Puromycinresistenz-
gens kloniert (B). Das resultierende Expressionsplasmid pK79-ΔCD4-K201 weist eine Größe von 
11260 bp auf. 
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Das komplette Plasmid pcDNA3.1-CMV-ΔCD4-IRES-Luziferase (pK79-CD4) weist eine 

Neomycin-Resistenz unter Kontrolle des SV40-Promotors zur Selektionierung der ΔCD4-

exprimierenden Zellen in einem eukaryotischen System auf.  

Durch Entfernung des Gens für die Neomycin-Phosphotransferase II und Integration der 

Reporterkassette mCherry-IRES-Puromycin-N-Acetyltransferase wurde mCherry als 

zusätzliches Fluoreszenzprotein eingebracht und die Möglichkeit der Selektionierung mittels 

des Antibiotikums Puromycin ermöglicht (Plasmid pK79-ΔCD4-K201). 

Für die initiale Überprüfung der Funktion des ΔCD4-Rezeptors, der C-terminal trunkiert und 

damit signaltransduktionsinkompetent exprimiert wird, wurden 293T-Zellen transient mit den 

Plasmiden pMACS 4.1 und pCDNA3.1(+)-CMV-mCherry kotransfiziert. Die Transfektions-

effizienz betrug für das Plasmid pCDNA3.1(+)-CMV-mCherry 60 % und für die Kotransfektion 

beider Expressionsplasmide 45 %. Die Quantifizierung wurde anhand der mCherry-Fluores-

zenz durchgeführt. Es konnte keine zytotoxische Wirkung anhand eines Trypanblau-

Ausschlusstestes bei der ersten Passage der Zellen beobachtet werden. Die mit pMACS4.1 

transfizierten Zellen wurden fixiert und immunzytochemisch untersucht. Dazu wurden die 

Zellen mit einem anti-CD4-Antikörper inkubiert, der kovalent mit superparamagnetischen 

Eisenpartikeln konjugiert war. Die Lokalisation des superparamagnetischen Partikels wurde 

mit einem Phycoerythrin konjugierten anti-Dextran-Antikörper visualisiert. Ein weiterer anti-

CD4-Antikörper, der an FITC gekoppelt war, zeigte, dass eine extrazelluläre, membran-

assoziierte Lokalisation des CD4-Rezeptors in den Zellen vorlag (Abbildung 4–91). Die 

Effizienz der Antikörperbindung des anti-CD4-SPIO-Antikörpers konnte als suboptimal 

eingestuft werden, da nur ein Bruchteil der CD4-Rezeptoren eine Kolokalisation mit dem 

SPIO-gekoppelten anti-CD4-Antikörper aufwies. 

Abbildung 4–91: Immunzytochemische Analyse der ΔCD4-Expression in 293T-Zellen: 
293T-Zellen wurden mit dem Plasmid pMACS4.1 transfiziert und nach Fixierung mit einem 
SPIO konjugierten anti-CD4-Antikörper inkubiert. Zum Nachweis der ΔCD4-Expression wurde 
ein FITC konjugierter anti-CD4-Antikörper verwendet (grün). Es konnte eine extrazelluläre 
Expression des ΔCD4-Rezeptors und eine partielle Kolokalisation mit superparamagnetischen 
Partikeln nachgewiesen werden. Die Detektion der SPIOs wurde durch einen Phycoerythrin 
konjugierten anti-Dextran-Antikörper ermöglicht (rot) Maßstab: 25 µm. 
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Um die Visualisierung der Antikörper-SPIO inkubierten Zellen mittels Magnetresonanz-

tomographie zu überprüfen, wurden 2500 und 5000 Zellen in einem Agarosephantom 

untersucht. Die Sequenz war eine Flash-3D mit der Echozeit TE = 18 ms, und der 

Repetitionszeit TR = 200 ms. Es konnte ein deutlicher Unterschied der Signalintensität bei 

den ΔCD4-exprimierenden Zellen im Vergleich zu den Kontrollen beobachtet werden 

(Abbildung 4–92). In einer weiteren Verdünnungsreihe, bei der die Anzahl der Mittelungen 

erhöht wurde und die Echo- und Repetitionszeit beibehalten wurden, konnte eine eindeutige 

Visualisierung von < 100 Zellen im Suspensionsmodell erreicht werden.  

Abbildung 4–92: MRT-Visualisierung der ΔCD4+-293T Zellen nach Inkubation mit 
dem SPIO konjugierten anti-CD4-Antikörper: 
2500 und 5000 ΔCD4+-293T-Zellen und ΔCD-Kontollzellen wurden nach 1 h Inkubation mit 
dem SPIO konjugierten anti-CD4-Antikörper (SPIO-AK) mittels MRT untersucht. Es konnte 
eine eindeutige Erniedrigung der Signalintensität bei ΔCD4+-Zellen im Vergleich zu den 
Kontrollzellen detektiert werden (A). In einem weiteren Ansatz wurde mit beiden Zell-
populationen eine Verdünnungsreihe erstellt (B). Die minimal detektierbare Zellmenge 
wurde auf < 100 Zellen bestimmt. In beiden Versuchen wurde keine klare Identifizierung 
der Kontrollzellen erreicht. Details der MRT-Untersuchung: A und B: Echozeit TE = 18 ms, 
Repetitionszeit TR = 200 ms. Mittelungen in A: n = 1; Mittelungen in B: n = 4. 

Zu beachten ist, dass für die Nachweise eine unsortierte Population von ΔCD4-Rezeptor 

überexprimierenden Zellen verwendet wurde. 

Im weiteren Schritt wurden Transfektionen mit dem Plasmid pK79-ΔCD4-201 in 293T Zellen 

vorgenommen. Die Zellen wurden aufgrund der Puromycin- Antibiotikaresistenz mit 

2,5 mg mL-1 Puromycin Kulturmedium selektioniert. Die Transfektionseffizienz lag nach der 

Optimierung des DNA-Lipofektionsmittel-Ansatzes und Optimierung des Reinheitsgehaltes 
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der DNA, bei 70 %. Es konnte kein zytotoxischer Effekt bei den transfizierten Zellen anhand 

des Trypanblau-Ausschlusstests beobachtet werden.  

Die Expression von mCherry und Luziferase wurde nach Inkubation mit D-Luziferin von 

1 x 104 Zellen im Luminometer untersucht (Abbildung 4–93). Es konnte eine Emission von 

2957,5 (± 758) U.L.E. der mCherry Fluoreszenz bei Zellen, die mit den Plasmiden pMACS4.1 

und pcDNA3.1(+)-CMV-mCherry kotransfiziert wurden, detektiert werden (Abbildung 4–93 

A). Bei 293T-Zellen, die mit dem Plasmid pK79-ΔCD4-K201 transfiziert wurden, konnte eine 

Emission von 2197,5 (± 239) U.L.E. dokumentiert werden. Ein Wert von 73 042,5 

(± 20 218) U.L.E. konnte bei der Untersuchung der Luziferasereaktion ermittelt werden. Das 

Signal der Kontrolltransfektion betrug 897,5 (± 475) U.L.E. (Abbildung 4–93 B). 

Abbildung 4–93: Vergleichende Quantifizierung der Expression von mCherry und der 
firefly-Luziferase nach Transfektion von 293T-Tumorzellen: 
Es konnte eine vergleichbare mCherry-Expression bei Zellen, die mit den Plasmiden 
pMACS4.1 und pcDNA3.1(+)-CMV-mCherry kotransfiziert wurden und den mit pK79-ΔCD4-
K201 transfizierten Zellen, detektiert werden (A). Die Luziferaseaktivität der mit pK79-ΔCD4-
K201 transfizierten Zellen war 120x höher als das detektierte Signal der Kontrolltransfektion 
(B). Verwendetes Untersuchungssystem: Berthold Mithras. Fluoreszenzdetektion: 1 s 
Expositionszeit; Biolumineszenz: 10 s Expositionszeit nach Inkubation mit 50 µg D-Luziferin. 

Nach der Selektionierung mittels Puromycin wurden immunzytochemische Untersuchungen 

durchgeführt, um die mCherry-, Luziferase- und ΔCD4-Expression zu validieren und deren 

Lokalisation innerhalb der Zelle zu überprüfen (Abbildung 4–94). 

Es wurde eine Koexpression von mCherry und dem ΔCD4-Rezeptor in allen Zellen 

beobachtet. Dabei zeigt die mCherry-Verteilung innerhalb der Zelle eine zytoplasmatische 

und nukleäre Lokalisation, wohingegen der ΔCD4-Rezeptor an der Zellmembran lokalisiert 

war (Abbildung 4–94 A). Die Expression der Luziferase, die mit einem polyklonalen anti-

Luziferase-Antikörper untersucht wurde, befindet sich homogen im Zytoplasma der Zelle 

verteilt und weist keine Zellkernlokalisation auf (Abbildung 4–94 B). Es konnte ohne die 

Präinkubation mit dem SPIO konjugierten anti-CD4-Antikörper keine spezifische 

extrazelluläre membranassoziierte Anfärbung mittels anti-Dextran-Antikörperinkubation 

beobachtet werden (Abbildung 4–94 C). Eine Präinkubation mit dem SPIO konjugierten anti-

CD4-Antikörper führte zu einem deutlichen Nachweis der Rezeptor- und Ligandenbindung 

(Abbildung 4–94 D). 
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Abbildung 4–94: Immunzytochemische Analyse der mCherry-, firefly-Luziferase- und der ΔCD4-
Expression in 293T-Tumorzellen, die mit dem Plasmid pK79-ΔCD4-K201 transfiziert wurden: 
Der CD4-Rezeptor wurde mit dem FITC konjugierten anti-CD4-Rezeptor-Antikörper extrazellulär 
detektier (A). Die mCherry Fluoreszenz (rot) ist zytoplasmatisch und nukleär lokalisiert (A-D). Die 
Expression der Luziferase (B) befindet sich im Zytoplasma der transfizierten Zellen. Zellen, die nicht 
mit dem SPIO-konjugierten anti-CD4-Antikörper präinkubiert wurden, zeigen nach Inkubation mit dem 
FITC-konjugierten anti-Dextran-Antikörper keine Rezeptor-Antikörper Interaktion (C). Die 
Präinkubation mit dem SPIO-gekoppelten anti-CD4-Antikörper zeigt eine deutliche Membran-
lokalisation der Partikel mit dem anti-Dextran-Antikörper (D). Farbnachweis: A: grün: anti-CD4; B: 
grün: anti-Luziferase; C: grün: anti-Dextran; D: grün: anti-CD4. Die Zellkerne wurden mit Hoechst Dye 
33342 visualisiert (blau). Maßstab: 25 µm. 

 

4.6.2 Einzelzellklonierung und Charakterisierung der Reporterexpression des 
Klons 293T-K79-ΔCD4-K201 #5  

Durch eine Einzelzellklonierung konnten sechs Klone isoliert werden, die sich in der 

Expressionsstärke des mCherry Proteins und der Luziferase unterschieden. Abbildung 4–95 

zeigt die Luziferaseaktivität gemessen in einem Abstand von 9 Tagen. Die weiteren 

Experimente in dieser Arbeit wurden mit dem Klon #5 durchgeführt, da die Zellen über einen 

Zeitraum von vier Monaten eine stabile Expression der Reporterproteine aufwiesen. 
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Abbildung 4–95: Luziferaseaktivität der ΔCD4+- und Luziferase+-293T-Einzelzellklone: 
Die Luziferaseaktivität von 5 ΔCD4- und Luziferase exprimierenden Klonen wurde im Luminometer in 
einem Zeitraum von 9 d untersucht. Klon # 5 wies bei den Messungen die höchste Luziferaseaktivität 
auf und wurde für die weiteren Experimente verwendet. Messungen wurden von jeweils 5 x 104 Zellen 
durchgeführt. Expositionszeit im Berthold Mithras Luminometer:10 s / Probe. Anzahl unabhängiger 
Stichproben: n = 2. 

Nach 1 h Inkubation mit dem SPIO-konjugierten anti-CD4-Antikörper wurden spektralphoto-

metrische Eisentests durchgeführt, um die Menge der ΔCD4-Rezeptor assoziierten 

Antikörper-SPIO-Komplexe zu bestimmen (Abbildung 4–96). Zur Kontrolle wurden 

293TΔCD4--Zellen mit dem SPIO konjugierten anti-CD4-Antikörper inkubiert, um die 

unspezifische Bindung des Antikörpers zu ermitteln. Es konnte eine Eisenkonzentration von 

15,1 (± 11,5) µM Eisen bei den Kontrollzellen und 102,1 (± 23,7) µM Eisen bei den ΔCD4+-

293T-Zellen detektiert werden (Abbildung 4–96 A). In einem zusätzlichen Nachweis wurden 

die ΔCD4+-293T-Zellen mit den unkonjugierten superparamagnetischen Partikeln inkubiert. 

Es konnte eine Eisenkonzentration von 54,2 µM bei diesen Zellen ermittelt werden 

(Abbildung 4–96 B). Um die unspezifische Bindungskapazität eines SPIO-konjugierten-Anti-

körpers zu überprüfen, wurde der für Mikroglia spezifische Antikörper anti-CD11b verwendet. 

Dieser Antikörper weist eine Speziesspezifität, gerichtet gegen humane und murine CD11b 

Proteine, auf. Es konnte nach Inkubation dieses Antikörpers eine Eisenkonzentration von 

22,5 µM detektiert werden (Abbildung 4–96 B). 
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Abbildung 4–96: Ermittlung der Eisenkonzentration nach spezifischer- und unspezifischer 
Antikörper-Rezeptor-Interaktionen mittels spektralphotometrischem Eisentest: 
293T-ΔCD4+-Zellen und Kontrollzellen wurden mit dem SPIO-konjugierten Antikörper anti-CD4 
inkubiert und die Eisenkonzentration mittels spektralphotometrischem Eisentest bestimmt. Es 
wurde bei den ΔCD4+-Zellen eine 6,8x höhere Eisenkonzentration als bei den Kontrollzellen 
ermittelt (A). Nach Inkubation der ΔCD4+-Zellen mit unkonjugierten superparamagnetischen 
Partikeln konnte eine Eisenkonzentration von 27,1 (± 38,4) µM ermittelt werden, wohingegen bei 
den Kontrollzellen kein Eisen nachgewiesen werden konnte (B). Bei Verwendung des Mikroglia 
spezifischen Antikörpers anti-CD11b-SPIO konnte eine Eisenkonzentration von 22,5 µM Eisen 
detektiert werden. Anzahl unabhängiger Stichproben: A: n = 4; B: anti-CD11b-SPIO n = 1 und 
SPIOΔCD4+/- n = 2. 
 

4.6.2.1 Immunzytochemische Analyse der 293T-K79-ΔCD4-K201-Klon #5-Zellen: 

ΔCD4+-Klon #5-Zellen und 293T-Kontrollzellen wurden als Einzelzellen auf einer adhärenten 

Oberfläche kultiviert und nach 1 h Inkubation mit SPIO-konjugierten-anti-CD4-Antikörper 

immunzytochemisch untersucht (Abbildung 4–97).  
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Abbildung 4–97: Immunzytochemische Analyse der 293T-ΔCD4+-Klon #5-Tumorzellen nach 
Inkubation mit dem SPIO-konjugierten anti-CD4-Antikörper: 
ΔCD4+-293T-Zellen (linke und mittlere Spalte) und 293T-Kontrollzellen (rechte Spalte) wurden für 1 h 
mit dem SPIO-konjugierten anti-CD4-Antikörper inkubiert und immunzytochemisch untersucht. Es 
konnte eine membranassoziierte Expression des ΔCD4-Rezeptors bei den transgenen Zellen mit einer 
Variabilität in der Expressionsstärke einzelner Zellen festgestellt werden (Pfeil in A und stärkere 
Vergrößerung in B). Keine CD4-Expression konnte bei den Kontrollzellen detektiert werden (C). Nach 
Inkubation mit einem FITC-konjugierten anti-Maus-Antikörper wurde eine Rezeptor-Antikörper-
Interaktion verifiziert. Es konnte eine membranassoziierte Lokalisation des anti-Maus-Antikörpers bei 
den ΔCD4+-Zellen festgestellt werden (D und stärkere Vergrößerung in E), wohingegen der Antikörper 
bei Kontrollzellen nicht nachgewiesen werden konnte (F). Nach Inkubation mit einem FITC-
konjugierten anti-Dextran-Antikörper konnte die Lokalisation der superparamagnetsichen Partikel bei 
den ΔCD4+-Zellen dokumentiert werden (G und stärkere Vergrößerung in H). Keine Dextran+-Färbung 
wurde bei den Kontrollzellen erfasst (I). Farbnachweis: A, B, C: anti-CD4 (grün); D, E, F: anti-Maus 
(grün); G, H, I: anti-Dextran (grün). In allen Bildern wurde mCherry in rot visualisiert. Detektion der 
Zellkerne mit Hoechst Dye 33342 (blau). Maßstab: A, C, D, F, G, I: 25 µm; B, E, H: 10 µm. 

Es konnte eine deutliche CD4-Expression nach Inkubation mit einem FITC-konjugierten anti-

CD4-Antikörper bei den Zellen des Klons #5 nachgewiesen werden, wohingegen keine 

Detektion bei den Kontrollzellen möglich war (Abbildung 4–97 A und C). Alle transgenen 

Zellen exprimieren den ΔCD4-Rezeptor, doch die Expressionsstärke innerhalb der Zellen 

variierte. Es finden sich vereinzelt Zellen, die eine wesentlich stärkere Expression aufweisen 

(Pfeil in Abbildung 4–97 A). In höherer Vergrößerung konnte bei einzelnen Zellen eine 

punktuelle, lokale Markierung mit dem FITC-konjugierten Antikörper beobachtet werden 

(Pfeil in Abbildung 4–97 B). Die mCherry-Expression ist bei Klon #5 Zellen zytoplasmatisch 

und auch innerhalb des Zellkerns detektierbar. Durch die Inkubation mit einem Alexa 488 
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konjugierten anti-Maus-Antikörper konnte bei den mit dem SPIO-anti-CD4-Antikörper 

inkubierten ΔCD4+-Zellen der anti-CD4-Antikörper nachgewiesen werden (Abbildung 4–97 

D). Dabei wurde festgestellt, dass die in Abbildung 4–97 A identifizierten Zellen mit hoher 

ΔCD4-Expressionsstärke auch mit einer höheren Konzentration von SPIO-

Antikörperkomplexen kolokalisiert waren (Pfeil in Abbildung 4–97 D). Die Anlagerung des 

SPIO-konjugierten Antikörpers trat bei einzelnen Zellen vermehrt homogen an der 

Zellmembran auf (Abbildung 4–97 E). Es konnten mit dem FITC-konjugierten anti-Maus-

Antikörper keine membranassoziierten Antikörper-SPIO-Komplexe bei den Kontrollzellen 

nachgewiesen werden (Abbildung 4–97 F). Durch die Inkubation mit einem FITC-

konjugierten anti-Dextran-Antikörper wurde die Lokalisation der superparamagnetischen 

Partikel verifiziert. Dabei wurde ebenfalls eine Zellmembran assoziierte Lokalisation der 

Partikel nachgewiesen, wohingegen keine Markierung bei den Kontrollzellen beobachtet 

wurde (Abbildung 4–97 G und I). Bei höherer mikroskopischer Vergrößerung konnten lokale, 

punktuelle anti-Dextran+-Strukturen erkannt werden (Abbildung 4–97 H). 
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4.6.2.2 Minimal detektierbare Zellmengenbestimmung nach SPIO gekoppelter 

Antikörperinkubation mittels MRT 

293T-ΔCD4+-Klon #5-Zellen wurden mit SPIO konjugierten anti-CD4-Antikörpern inkubiert 

und eine Verdünnungsreihe für die MRT-Untersuchungen auf eine Agaroseoberfläche 

aufgebracht. Die Ergebnisse einer Untersuchung mit den Parametern TE = 5 ms im 

Vergleich mit TE = 18 ms werden in Abbildung 4–98 dargestellt.  

Die Kontrollzellen, welche mit der gleichen Antikörperkonzentration inkubiert wurden wie die 

ΔCD4 exprimierenden Zellen, weisen keinen Signalverlust bei beiden untersuchten 

Echozeiten auf. Bei TE = 5 ms konnten Zellmengen von mehr als 6250 Zellen eindeutig 

detektiert werden, die Abgrenzung vom Hintergrund wurde allerdings mit abnehmender 

Zellkonzentration schwächer. Zellkonzentrationen von ≥ 6250 Zellen konnten mit der 

Echozeit von TE = 5 ms nicht mehr detektiert werden. Bei der höheren Echozeit von 

TE = 18 ms war eine eindeutige Identifizierung aller untersuchter Zellmengen möglich. Wie 

zu erwarten, wurde die Signalauslöschung mit abnehmender Zellzahl geringer.  

 

Abbildung 4–98: Quantifizierung der minimal detektierbaren Zellmenge mittels MRT: 
293T-ΔCD4- und 293T-Zellen wurden nach einer Antikörperninkubationszeit von einer 
Stunde mit dem MRT untersucht. Für die Analyse wurden zwei Echozeiten TE = 5 ms und 
TE = 18 ms gewählt. Die Repetitionszeit betrug bei beiden Untersuchungen TR = 200 ms. 
Die Kontrollzellen weisen bei beiden Echozeiten keine Signalauslöschung auf, wohingegen 
die ΔCD4-exprimierenden Zellen eine deutliche Signalauslöschung bei beiden Echozeiten 
aufweisen. Die Grauwerte beider Messungen wurden vor der Analyse angeglichen und 
normiert.  
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4.6.3 Kultivierung der 293T-K79-ΔCD4-K201 Zellen im Aggregatmodell  

4.6.3.1 Expression des ΔCD4 Rezeptors und Inkubation mit SPIO-konjugierten anti-

CD4-Antikörpern 

Nach einer Aggregation der ΔCD4+-Tumorzellen für 24 h bildeten sich multizelluläre 

Aggregate aus, die mit dem SPIO-konjugierten anti-CD4-Antikörper für 1 h oder 5 h inkubiert 

und anschließend immunzytochemisch untersucht wurden. Vor der Fixierung wurden die 

Aggregate für 24 h auf einer mit Fibronektin beschichteten Oberfläche ausplattiert, was zu 

einer Abflachung der Aggregate und Migration einzelner Zellen führte.  

Abbildung 4–99: Expression des trunkierten ΔCD4-Rezeptors in 293T-K79-ΔCD4-K201-Klon#5 
Aggregaten:  
Die immunzytochemische Analyse zeigt eine starke Expression des Rezeptors in den Zellen. Zur 
Visualisierung der Kerne wurde eine Hoechst Dye 33342 Färbung vorgenommen (A). Die konfokale 
Laserscanningmikroskopie verdeutlicht, dass 100 % der Zellen den CD4-Rezeptor exprimieren, dass 
jedoch erhebliche Unterschiede in der Expressionsstärke vorliegen (B). Es konnte keine ΔCD4 
Expression in den 293T Kontrollzellen detektiert werden (C). Die konfokale Mikroskopie durch ein 
Aggregat mit einer Einzelschichtdicke von 2,3 µm verdeutlicht die Unterschiede in der Morphologie 
und Expressionsstärke der ΔCD4+-Zellen (Abb. D1 und D2). Für die beiden Abbildungen wurde eine 
Maximum-Intensitäts-Projektion über jeweils drei Schichten angefertigt. Die Symbole in den Abb. D1 
und D2 verdeutlichen die untersuchten und abgebildeten Ebenen. Maßstab: A, C: 25 µm; B, D1, D2: 
50 µm. 
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Die fluoreszenzmikroskopische Untersuchung nach Inkubation mit dem FITC-konjugierten 

anti-CD4-Antikörper zeigt eine deutliche, membranassoziierte Expression des ΔCD4-

Rezeptors in den ΔCD4+-Zellen (Abbildung 4–99 A). Die konfokale Analyse verdeutlicht, 

dass alle untersuchten Zellen den ΔCD4-Rezeptor exprimieren, die Expressionsstärke 

allerdings variierte (Abbildung 4–99 B). Bei 293T Kontrollzellen konnte keine Expression des 

Rezeptors nach Inkubation mit dem anti-CD4-Antikörper detektiert werden (Abbildung 4–99 

C), Die Analyse eines multizellulären Aggregates und Darstellung einzelner Schichten aus 

dem Datensatz verdeutlicht zusätzlich die heterogene Expression des ΔCD4-Rezeptors. 

CD4+-Zellen finden sich gehäuft auf der Oberfläche des Aggregates (Pfeil in Abbildung 4–99 

D1). Die Zellen in tieferen Schichten zeigen ebenfalls eine Expression des ΔCD4-Rezeptors 

(Abbildung 4–99 D2). Durch eine Untersuchung mit dem FITC-konjugierten anti-Dextran-

Antikörper konnte die spezifische Reaktion des Antikörper-SPIO-Konjugates mit dem 

überexprimierten ΔCD4-Rezeptor nachgewiesen werden (Abbildung 4–100).  

Abbildung 4–100: Immunzytochemische Lokalisation der Antikörper-SPIO-
Komplexe: 
Mittels konventioneller Fluoreszenzmikroskopie nach Inkubation mit einem FITC-
konjugierten anti-Dextran-Antikörper, wurde die Lokalisation der SPIO-konjugierten Anti-
körper untersucht. Bei den 293T-Kontrollzellen konnte eine schwach positive Immun-
reaktion nach 1 h Inkubationszeit beobachtet werden (A). Eine längere Inkubation von 5 h 
führte zu keiner signifikanten Erhöhung von Dextran+-Strukturen (B). Bereits nach 1 h 
Inkubation fanden sich Dextran+-Strukturen bei den ΔCD4-überexprimierenden 293T-K79-
ΔCD4-K201-Klon #5-Zellen (C), deren Menge sich mit zunehmender Inkubationszeit 
erhöhte (D). Farbnachweis: FITC-konjugierter anti-Dextran-Antikörper: grün; Hoechst Dye 
33342: blau. Maßstab: 20 µm. 

Untersucht wurde zusätzlich der Einfluss einer Erhöhung der Inkubationszeit von 1 h auf 5 h 

bei 37°C auf die Interaktion der Rezeptoren mit den SPIO-konjugierten Antikörpern.  

Bei beiden untersuchten Zeitpunkten konnte bei den Kontrollzellen eine geringe Menge an 

anti-Dextran+-Strukturen identifiziert werden, deren Menge bei längerer Inkubationszeit von 
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5 h quantitativ nicht zunahm (Pfeil in Abbildung 4–100 A und B). Die fluorezenzmikros-

kopischen Aufnahmen zeigten eine deutliche Präsenz von Dextran+-Partikeln bei 1 h 

Inkubation der ΔCD4-überexprimierenden 293T Zellen (Abbildung 4–100 C). Mit 

zunehmender Inkubationszeit erhöhte sich die Menge von Dextran+-Strukturen und es 

konnte eine zellassoziierte Agglomeration der Antikörper-SPIO-Komplexe beobachtet 

werden (Pfeil in Abbildung 4–100 D). Eine zusätzliche Untersuchung mittels konfokaler 

Laserscanningmikroskopie zur Untersuchung der Verteilung der Partikel im 

dreidimensionalen Raum wurde angefertigt (Abbildung 4–101). Wie bei den fluoreszenz-

mikroskopischen Analysen, konnte eine minimale Anlagerung der Antikörper-SPIO-

Komplexe bei den Kontrollzellen dokumentiert werden (Pfeile in Abbildung 4–101 A und B).  

Abbildung 4–101: Untersuchung der Antikörper-SPIO-Komplexe nach 1 h und 5 h 
Inkubation mittels LSM: 
Die Lokalisation der SPIO-konjugierten Antikörper nach 1 h und 5 h Inkubationszeit führte 
bei der detaillierten Analyse mittels LSM zu keiner signifikanten Zunahme der Menge von 
Dextran+-Strukturen bei den 293T-Kontrollzellen (A und B). Eine deutliche homogene 
Verteilung der Dextran+-Partikel konnte bei den ΔCD4-überexprimierenden Zellen 
identifiziert werden. (weißer Pfeil in C), es wurde aber auch eine Zusammenlagerung der 
Partikel dokumentiert (roter Pfeil in C), die sich mit zunehmender Inkubationszeit verstärkte 
(Pfeile in D). Maßstab: 75 µm. 
 

Eine deutliche Präsenz von Dextran+-Strukturen wurde bei den ΔCD4+-Zellen nach 1 h 

Inkubation gefunden. Dabei wurde eine homogene Verteilung der Partikel in der Zelle 

dokumentiert (weißer Pfeil in Abbildung 4–100 C), die geringfügig vorkommende 

Agglomeration der Partikel konnte aber bereits zu diesem Zeitpunkt festgestellt werden (roter 

Pfeil in Abbildung 4–101 C). Eine deutliche Zunahme der Menge von Dextran+-Partikeln 

wurde nach 5 h Inkubationszeit beobachtet, wobei sich eine Zunahme der homogenen 

Verteilung der Partikel (weiße Pfeile in Abbildung 4–101 D), als auch eine Zunahme der 
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Zusammenlagerung erkennen ließ (roter Pfeil in Abbildung 4–101 D). Eine höhere 

Vergrößerung und ein direkter Vergleich von Fluoreszenz- und konfokaler Laserscanning-

mikroskopie zeigt eine membranassoziierte Lokalisation der SPIO-konjugierten Antikörper 

(Abbildung 4–102 A und B).  

Abbildung 4–102 Membranassoziierte Lokalisation der superpara-
magnetischen Partikel nach 5 h Inkubation mit dem Antikörper: 
In einzelnen Zellen befindet sich, korrespondierend zu der ΔCD4-Rezeptor-
lokalisation, eine extrazelluläre anti-Dextran Färbung. Der Vergleich zwischen 
Fluoreszenzmikroskopie (A) und LSM (B) zeigt die nahezu homogene 
Verteilung der superparamagnetischen Partikel an der Außenseite des 
Aggregates. Balken: A: 15 µm; B: 50 µm. 

4.6.3.2 FACS-Analyse der ΔCD4+-Zellen zur quantitativen Analyse der Rezeptor-

expression 

Es wurde eine FACS-Analyse mit den 293T-K79-ΔCD4-K201-Klon #5 Zellen nach Inkubation 

mit einem FITC-konjugierten anti-CD4-Antikörper durchgeführt, um die ΔCD4-Rezeptor-

expression zu quantifizieren. Bei den 293T-Kontrollzellen und den ΔCD4+-Zellen konnten 

zwei distinkte Populationen von den toten Zellen abgegrenzt werden, erstere waren in einem 

Anteil der gesamten Population von 85 % bei den 293T Kontrollzellen und 87 % bei den 

ΔCD4+-Zellen vertreten (Abbildung 4–103 A und B). Es wurde zusätzlich eine Analyse nach 

Inkubation mit Propidium Iodid durchgeführt, bei der die Kontrollzellen 5 % und die ΔCD4+-

Zellen 7 % Propidium Iodid+ waren (nicht gezeigt). Für die weiteren Analysen wurden nur 

vitale Populationen nach Ausgrenzung der toten Zellen verwendet. Bei Analyse der ΔCD4-

Rezeptorexpression mittels FITC-konjugierter anti-CD4-Antikörperinkubation konnte bei den 

ΔCD4+-Zellen eine distinkte Population, die 80 % der Gesamtpopulation betrug, FITC+ 

bezeichnet werden. 9 % der gesamten Population wurde als stark FITC+ identifiziert 

(Abbildung 4–103 C). Nach der Inkubation des SPIO-konjugierten anti-CD4-Antikörpers 

wurde das superparamagnetische Partikel mittels FITC-konjugiertem anti-Dextran-Antikörper 

identifiziert.  
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Abbildung 4–103: FACS-Analyse der ΔCD4+-Zellen zur quantitativen Analyse der Rezeptor-
expression und der Bindung der SPIO-konjugierten anti-CD4-Antikörper: 
Die vitalen Zellpopulationen der 293T-Kontrollzellen (A, in allen Abbildungen als rote Kurve 
visualisiert) und der ΔCD4+-Zellen (B, in allen Abbildungen als grüne Kurve visualisiert) wurden nach 
Bestimmung der Granularität (SSC) und der Zellgröße (FSC) von den toten Zellen diskriminiert.  
Eine Analyse der ΔCD4 Rezeptorexpression wurde mittels FITC-konjugierter Antikörperinkubation 
durchgeführt (C). Nach der Präinkubation mit dem SPIO-konjugierten anti-CD4-Antikörper konnte eine 
stark FITC+-Population nach Inkubation mit einem anti-Dextran-Antikörper detektiert werden (D). 
Durch die Inkubation mit einem Alexa 488 konjugierten anti-Maus Antikörper konnte keine 
Immunreaktivität ohne Präinkubation mit dem SPIO gekoppelten anti-CD4-Antikörper nachgewiesen 
werden. Bei 90 % der Zellen konnte nach der Präinkubation eine starke Alexa 488 Fluoreszenz 
detektiert werden. 

Es konnte eine distinkte Abgrenzung der 293T-Kontrollzellen von den ΔCD4+-Zellen anhand 

der Quantifizierung des FITC-Signals durchgeführt werden (Abbildung 4–103 D). Bei 54 % 

der ΔCD4+-Zellen konnte ein schwaches FITC-Signal identifiziert werden, während bei 29 % 

ein starkes FITC-Signal detektiert werden konnte. Durch Inkubation mit einem Alexa 488 

konjugierten anti-Maus Antikörper konnten die SPIO-konjugierten Antikörper unabhängig von 
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dem superparamagnetischen Partikel identifiziert werden. Zur Kontrolle wurden sowohl 

293T-Kontrollzellen, als auch ΔCD4+-Zellen, die nicht mit dem SPIO-konjugierten anti-CD4-

Antikörper präinkubiert wurden, mit dem Alexa 488 gekoppelten anti-Maus-Antikörper 

behandelt (Abbildung 4–103 E). Es konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den 

beiden Zelllinien beobachtet werden. Im Gegensatz dazu konnte eine deutliche FITC+-

Population ΔCD4-überexprimierender Zellen nach der Präinkubation mit SPIO-konjugiertem 

anti-CD4-Antikörper identifiziert werden (Abbildung 4–103 F). 90 % der Zellen wiesen über 

50 % der maximalen Fluoreszenzstärke aller untersuchten Zellen auf. 64 % dieser 

Zellpopulation ließen sich weiterhin noch in eine stark Alexa 488+-Population und 26 % in 

eine schwächere Alexa 488+-Zellpopulation unterteilen. 
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4.6.3.3 Multimodale Bildgebung von multizellulären Aggregaten im 35 mm-Agarose-

phantom 

Um die multimodalen Visualisierungseigenschaften der 293T-ΔCD4+ Zellen zu untersuchen, 

wurden multizelluläre Aggregate im Suspensionsmodell gebildet und anschließend für eine 

Stunde mit dem SPIO-konjugierten anti-CD-4 Antikörper inkubiert.  

Bei der Untersuchung konnte keine relevante Photonenemission nach der Applikation von 

20 µg mL-1 Luziferin bei den Kontrollzellen beobachtet werden. Deutliche Signale wurden bei 

den Luziferase-exprimierenden Zellen detektiert (Abbildung 4–104 A). Bei 30 s Anregung 

des gleichen Präparates mit Fluoreszenzlicht konnte eine schwache, aber deutliche 

Emission bei den mCherry+-Zellen nachgewiesen werden (Abbildung 4–104 B). MRT-

Untersuchungen wurden nach der Fixierung der Zellen mit den identischen 

Aufnahmesequenzen wie bei den Einzelzelluntersuchungen durchgeführt. Es konnte eine 

deutliche Lokalisation vieler vereinzelter hypointenser Bereiche bei den ΔCD4+-Zellen bereits 

mit einer Echozeit von TE = 5 ms identifiziert werden (Abbildung 4–104 C).  

Abbildung 4–104: Multimodale Bildgebung im Agarosephantom von 293T-ΔCD4 über-
exprimierenden Zellen: 
Multizelluläre Aggregate von 293T-ΔCD4-Zellen, wurden für einen Zeitraum von 1 h mit dem anti-
CD4-SPIO-Antikörper inkubiert. Anschließend fand eine Immobilisierung im 35 mm-Agarosephantom 
statt. Die Analyse der Reporterexpression und der Detektion wurde mit Biolumineszenz (A), 
Fluoreszenz (B) und MRT (nach Fixierung) mit den Echozeiten TE = 5 ms (C) und TE = 18 ms (D) 
durchgeführt. Für die Detektion der Luziferase wurde 20 µg mL-1 D-Luziferin auf die Agarose-
oberfläche gegeben. Die Fluoreszenzdetektion wurde in einem Zeitraum von 30 s mit der Blenden-
einstellung 2,8 durchgeführt. Bei der MRT-Untersuchung wurde die Echozeit bei der konstanten 
Repetitionszeit TR = 200 ms variiert.  
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Die dargestellten Bilder stellen minimale Intensitäts-Projektionen aus der Aufnahmesequenz 

dar, in der 12 Schichten kombiniert wurden. Jede einzelne Schicht weist eine Dicke von 

78 µm auf. Mit der Echozeit TE = 18 ms wurde eine stärkere Signalauslöschung im Vergleich 

zur niedrigeren Echozeit TE = 5 ms bei den ΔCD4+-Zellen erzielt (Abbildung 4–104). 

Bei einer detaillierten Betrachtung der einzelnen, mit den zwei Echozeiten akquirierten 

Schichten, konnte eine selektive Signalauslöschung an den Rändern verschiedener 

Aggregate festgestellt werden, die sich signifikant von benachbarten Hintergrundbereichen 

unterschieden (Abbildung 4–105).  

Abbildung 4–105: Detaillierte Analyse der MRT-Untersuchungen nach SPIO-konjugierter Anti-
körperinkubation von ΔCD4+-multizellulären Aggregaten: 
Nach der Inkubation mit dem SPIO-konjugerten-anti-CD4-Antikörper konnte bei den multizellulären 
Aggregaten, bestehend aus 293T-K79-ΔCD4-K201-Klon #5 Zellen, eine niedrigere, zirkulär 
angeordnete Signalintensität an den Aggregatgrenzen festgestellt werden. Abbildung A1-A4 zeigt die 
einzelnen Schichten mit einer Schichtdicke von 78 µm, die mit der Echozeit TE = 5 ms akquiriert 
wurden. Bei der höheren Echozeit von TE = 18 ms (B1-B4) wurde eine niedrigere Signalintensität 
ermittelt. Der an den Rändern auftretende Signalintensitätsverlust konnte nicht bei allen Aggregaten 
eindeutig in den Minimum-Intensitäts-Projektionen der Sequenz mit TE = 5 ms und TE = 18 ms (D) 
identifiziert werden. Bedeutung der Pfeile: s.Fließtext.  

Bei einer Echozeit von TE = 5 ms konnte der randständige Signalverlust bei einzelnen 

Aggregaten über teilweise drei akquirierte Schichten verfolgt werden (Pfeil in Abbildung 4–

105 A3). Bei der höheren Echozeit von TE = 18 ms konnte ein stärkerer Signalverlust 

beobachtet werden, der teilweise über vier Schichten lokalisierbar war (Pfeil in Abbildung 4–

105 B3). In den Minimum-Intensitäts-Projektionen konnte die zirkulär auftretende Signal-

auslöschung bei der niedrigen Echozeit kaum identifiziert werden (Abbildung 4–105 C), 

während durch den T2*-Effekt bei der höheren Echozeit die exakte Abgrenzung von den 

benachbarten Regionen nicht eindeutig möglich war (Abbildung 4–105 D). 
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4.6.3.4 Quantifizierung der Aggregate anhand der unterschiedlichen Bildgebungs-

methoden  

Die in Abbildung 4–104 mittels mCherry-Fluoreszenz, Biolumineszenz- und MRT-Techniken 

visualisierten ΔCD4+-Tumoraggregate und 293T-Kontrollzellen wurden quantitativ ausge-

wertet (Abbildung 4–106). Es wurde eine Korrelation mit dem mikroskopisch bestimmten 

Aggregatdurchmesser vorgenommen, was bei der Quantifizierung der Luziferasereaktion zu 

einem Regressionskoeffizienten von R2 = 0,72 führte (Abbildung 4–106 A). Es konnte bei der 

Korrelation zwischen dem berechneten Aggregatvolumen und dem auf der mCherry 

Expression basierenen Photonenflux ebenfalls ein linearer Zusammenhang gezeigt werden. 

Allerdings konnte für R-Quadrat lediglich ein Wert von 0,58 ermittelt werden (Abbildung 4–

106 B). bei den MRT-Aufnahmen, die mit der Echozeit von TE = 18 ms durchgeführt wurden, 

konnte eine exaktere Korrelation zwischen der ermittelten Signalintensitäz und dem 

Aggregatvolumen erstellt werden, als mit TE = 5 ms (Abbildung 4–106 C und D). 
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Abbildung 4–106: Quantitative Analyse der unterschiedlichen Bildgebungsreporter im Tumor-
aggregatmodell: 
Die Photonenemission der Tumoraggregate wurde nach Zugabe von D-Luziferin (A), und nach 
Anregung mit Licht der Wellenlänge 585 nm (B) untersucht und mit dem Aggregatvolumen korreliert. 
Die Signalintensitätsveränderungen aufgrund der Rezeptor-Antikörperbindung wurde mittels MRT-
Untersuchungen bei einer Echozeit von TE = 5 ms (C) und 18 ms (D) quantifiziert.  
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4.6.4 Subkutane Implantation der ΔCD4+-Luziferase+ und mCherry+-Zelllinie 
293T-K79-ΔCD4-K201-Klon #5 

4.6.4.1 Untersuchung der minimal detektierbaren Zellmenge nach Ausbildung von 

Tumoren in vivo  

Zellmengen zwischen 0,5 x 106 und 5 x 106 Zellen der Zelllinie 293T-K79-ΔCD4-K201-

Klon #5 wurden subkutan implantiert und mittels optischer Bildgebung untersucht (Abbildung 

4–107 A).  

Vier Tage nach der Transplantation konnte ein Photonenflux von 3,2 x 106 Photonen s-1 bei 

dem Tumor mit der initialen Zellzahl von 1 x 106 Zellen ermittelt werden (Abbildung 4–107 B). 

Mit zunehmender Zellzahl stieg auch die Menge der detektierten Photonen an. Bei dem 

Tumor mit der initial implantierten Zellzahl von 2,5 x 106 Zellen konnten 5,4 x 106 Ph s-1 

gemessen werden, bei dem Tumor mit der höchsten Zellzahl von 5 x 106 Zellen konnte ein 

Photonenflux von 7,6 x 107 Ph s-1 detektiert werden.  

Abbildung 4–107: Subkutane Implantation von 293T-K79-ΔCD4-K201 Zellen in eine Nacktmaus: 
Zellmengen zwischen 0,5 x 106 und 5 x 106 Zellen wurden subkutan in eine Nacktmaus transplantiert 
(A). Der Photonenflux der Biolumineszenz der einzelnen Tumoren wurde am 4. (B) und am 9. Tag (C) 
nach Injektion mittels Photonendetektionssystem untersucht. Eine graphische Darstellung der im 
Untersuchungszeitraum ermittelten Photonenflux-Werte zeigt Abbildung D. Details der Untersuchung: 
Verwendetes Bildgebungssystem: Xenogen IVIS 200; FOV: 12,8; f1, Expositionszeit 30 s. 
Kalibrationsbalken: Die dargestellten Werte wurden in allen Abbildungen auf die maximal und minimal 
detektierten Werte des Bildes B normiert. 

Der ermittelte Photonenflux des kleinsten Tumors betrug zum Untersuchungszeitraum 

2,13 x 10 5 Ph s-1 und konnte klar von dem Hintergrundwert von 3,8 x 104 Ph s-1, der in 
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direkter räumlicher Nachbarschaft des Tumors detektiert wurde, unterschieden werden. In 

der Nähe der Ohren traten allerdings starke Reflektionen auf, die eine eindeutige 

Abgrenzung erschwerten.  

Im weiteren Verlauf der Untersuchungen konnte eine Abnahme des Photonensignals der 

einzelnen Tumoren ermittelt werden. Eine photographische Übersicht gibt Abbildung 4–107 

C. Die quantitative Auswertung beider Untersuchungszeitpunkte wurde graphisch in 

Abbildung 4–107 D dargestellt. Es konnte in vivo mit der Filterkombination DsRed/DsRed 

keine eindeutige Identifizierung der Tumoren erzielt werden. 

4.6.4.2 Erweiterte Biolumineszenzbildgebung bei subkutanen Tumoren mit einer 

initialen Zellmenge von 5 x 106 Zellen 

In einem weiteren Experiment wurden subkutane Implantationen von 5 x 106 Zellen der 

293T-K79-ΔCD4-201-Klon #5 Zellen vorgenommen und zusammen mit transplantierten 

Zellen der Kontrollzelllinie 293T mittels optischen Bildgebungsmethoden untersucht 

(Abbildung 4–108).  

In Versuchstier #1 wurden im Kopfbereich 293T-K79-ΔCD4-201-Klon #5 Zellen implantiert 

und weitere zwei Kontrolltumoren im Körperbereich (Abbildung 4–108 A). Neun Tage nach 

der Transplantation wurde nach intraperitonealer D-Luziferininjektion der Photonenflux der 

einzelnen Tumoren erfasst (Abbildung 4–108 B und C). Die detektierten Photonenflux-Werte 

der beiden Kontrolltumoren betrugen 3,79 x 105 Ph s-1 bei Tumor #2 und 1,15 x 104 Ph s-1 bei 

Tumor #3. Damit unterschieden sich beide Werte nicht von einer Kontrollmessung, die in der 

Mitte zwischen beiden Kontrolltumoren platziert wurde. Der ermittelte Wert lag bei 

2,8 x 104 Ph s-1. Der Tumor, bestehend aus 293T-K79-ΔCD4-201-Klon #5 Zellen, konnte 

eindeutig anhand des Photonenfluxes identifiziert werden. Der ermittelte Photonenflux betrug 

4,98 x 107 Ph s-1. 

In Versuchstier #2 wurden im Hals- und im unteren Rückenbereich zwei Tumoren, 

bestehend aus 293T-K79-ΔCD4-201-Klon #5 Zellen, implantiert und im Kopfbereich 293T-

Kontrollzellen (Abbildung 4–108 D und E). Der ermittelte Photonenflux im Tumor #1 betrug 

3,4 x 104 Ph s-1 und unterschied sich wie bei Versuchstier #1 nur geringfügig von einer 

Kontrollmessung, bei der 4,2 x 104 Ph s-1 ermittelt wurden. Bei dem Luziferase+-Tumor #2 

konnte ein Photonenflux von 1,06 x 107 Ph s-1 detektiert werden. Tumor #3 wies mit einem 

Photonenflux von 1,82 x 107 Ph s-1 einen ähnlich hohen Wert auf (Abbildung 4–108 F). Es 

konnte mittels Fluoreszenzbildgebung keine klare in vivo Lokalisation der Tumoren aufgrund 

der Überexpression des mCherry-Proteins ermittelt werden. Nach Terminierung des 

Experimentes wurden alle Tumoren aus den Versuchstieren explantiert und nach erneuter 

Inkubation von D-Luziferin untersucht. Der Zeitpunkt der Untersuchungen nach Tod der Tiere 

betrug < 30 min.  
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Es konnte eine eindeutige Verifizierung der Emission von Photonen bei dem Tumor #1 des 

Versuchstieres #1 von 1554,77 U.L.E. im Vergleich zu den Kontrolltumoren, bei denen 

16,19 U.L.E und 0 U.L.E. detektiert wurden, vorgenommen werden. 

Abbildung 4–108: Subkutane Implantation der 293T-K79-ΔCD4-K201-Klon #5 Zellen in Nackt-
mäuse: 
5 x 106 293T-K79-ΔCD4-201-Klon #5 Zellen und die identische Menge an 293T-Kontrollzellen wurden 
subkutan in zwei Nacktmäuse injiziert (A und D) und 9 Tage nach der Transplantation mittels 
Photonenbildgebung untersucht. Nach der Injektion des Substrates D-Luziferin konnten die 
Luziferase+-Tumoren (Tumor #1 in Versuchstier #1 und Tumor #2 + Tumor #3 in Versuchstier #2) 
eindeutig anhand der emittierten Photonen detektiert und quantifiziert werden (B, C und E, F). Bei 
den 293T-Kontrolltumoren wurden ähnliche Werte wie beim Hintergrund gemessen. Details der 
Untersuchung: Verwendetes Bildgebungssystem: Xenogen IVIS 200; FOV: 12,8; f1, Expositionszeit 
60 s.  

Die emittierten Photonen der beiden Luziferase-überexprimierenden Tumoren von 

Versuchstier #2 wiesen eine höhere Photonenemission im Vergleich zu Tier #1 auf 

(Abbildung 4–109). Bei dem Luziferase+-Tumor #2 wurden 28 965,80 U.L.E. nachgewiesen, 

während bei Tumor #3 426 613,61 U.L.E. detektiert wurden, Die Expression des Cherry-

Proteins konnte erfolgreich nachgewiesen und von den Kontrolltumoren unterschieden 

werden. Zur Spezifitätsuntersuchung der mCherry-Detektion wurden Aufnahmen mit der 

Fluoreszenzfilterkombination 488 nm/530 nm, die spezifisch zur Detektion von GFP 

verwendet wird, eingesetzt. Unter diesen Bedingungen konnten keine signifikanten 

Unterschiede zwischen mCherry+-Tumoren und Kontrolltumoren festgestellt werden.  

Die Tumore #3 von Versuchstier #1 und #2 (Abbildung 4–109 C und D) wurden nach 

Parraffineinbettung und Anfertigung histologischer Schnitte mit einer kombinierten 

Hämatoxylin und Eosin Färbung behandelt. Die mittleren Durchmesser der Tumoren wurden 

bestimmt und mit der in vivo  und in vitro ermittelten Luziferaseaktivität korreliert. Es konnten 
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Durchmesser zwischen 3,44 mm und 4,37 mm ermittelt werden. Eine Korrelation mit den 

ermittelten Photonenflux-Werten war nicht möglich. Eine Übersicht über die ermittelten Daten 

zeigt Tabelle 4–4.  

Abbildung 4–109: Biolumineszenz- und Fluoreszenz-Untersuchung an explantierten Tumoren: 
Die Position der Tumoren in den Bildern entspricht der Position in den Mäusen (Abbildung 4–108). 
Die Tumoren aus den Versuchstieren #1 (A1-A4) und dem Tier #2 (B1-B3) wurden nach Terminierung 
des Experimentes explantiert. Anhand der photographischen Aufnahmen (A1 und B1) wurden die 
minimalen Durchmesser der einzelnen Tumoren bestimmt. Nach zusätzlicher Inkubation mit D-
Luziferin wurde das Biolumineszenzsignal detektiert (A2 und B2). Die Luziferase+-Tumoren konnten 
eindeutig von den Kontrolltumoren abgegrenzt werden, wobei Tumor #3 von Versuchstier #2 die 
höchste Photonenemission aufwies (B2, unten). Die mCherry-Expression konnte in allen mCherry+-
Tumoren eindeutig von den Kontrolltumoren unterschieden werden (A3 und B3). Zur Kontrolle wurde 
ein kleines Stück Muskelgewebe (links) untersucht. Zur Abschätzung von auftretender 
Autofluoreszenz in den Gewebestücken wurde die Filterkombination 488 nm/530 nm eingesetzt, die 
bei der Visualisierung des GFP verwendet wird (A4). Histologische Präparate mit einer Hämatoxylin- 
und Eosin-Färbung wurden von den Tumoren #3 des Versuchstiers #1 (C) und Versuchstiers #2 (D) 
angefertigt. Verwendetes Bildgebungssystem: Biospace Lab, Messung der Luziferasereaktion: 2 min, 
kein Filter; mCherry und GFP: 4 s Exposition. Maßstab in B1: 5 mm. 

Tabelle 4–4: Übersicht über die ermittelten Messwerte: 
Versuchstier / 
Tumor 

mittlerer 
Durchmesser 
[µm] 

Luziferase- 
aktivität in vivo 
[Ph s-1] 

Luziferase-
aktivität in vitro 
[U.L.E.] 

Emission 
mCherry in vitro 
[U.L.E.] 

#1 / T1 3904,96 4,98 107 1554,77 1,90 106 
#1 / T2 3845,83 3,79 105 16,19 6,26 105 
#1 / T3 3436,14 1,15 104 0,00 5,59 105 
     
#2 / T1 3960,12 3,40 104 438,93 1,19 106 
#2 / T2 4373,00 1,06 107 28965,80 2,12 106 
#3 / T3 4181,47 1,82 107 426613,61 3,43 106 
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4.7 Ultrahochaufgelöste Visualisierung von Endorem oder anti-
CD4-SPIO markierten Einzelzellen mittels MRT 

4.7.1 Untersuchung der Aufnahme von Endorem Partikeln in 293T Zellen im 
zeitlichen Verlauf 

Für eine longitudinale Erfassung der intrazellulären Endoremaufnahme wurden 293T-Zellen 

für 2 h, 4 h,  6 h und 24 h mit Endorem in der Konzentration 224 µg x mL-1 inkubiert. NMR 

Untersuchungen und korrespondierende Eisentests wurden durchgeführt, um die Aufnahme 

der Partikel zu untersuchen.  

Bereits bei dem ersten untersuchten Zeitpunkt von 2 h konnte ein signifikanter Anstieg der 

detektierten Eisenmenge bei den Endorem inkubierten Zellen im Vergleich zur 

unbehandelten Kontrollgruppe mittels quantitativer Eisenbestimmung und MRT-Messung 

beobachtet werden (Abbildung 4–110 A und B). Im weiteren zeitlichen Verlauf konnte keine 

kontinuierliche Zunahme der Eisenkonzentration beobachtet werden, auch eine direkte 

Korrelation zwischen den MRT-Messungen und der Bestimmung der Eisenkonzentration 

durch einen spektralphotometischen Test war nicht eindeutig, ein signifikanter Anstieg der 

Eisenmenge im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollzellen konnte allerdings bei jedem 

untersuchten Zeitpunkt detektiert werden. 

Abbildung 4–110: Bestimmung des Eisengehaltes von 293T-Zellen nach Inkubation mit 
Endorem mittels quantitativem Eisentest und MRT: 
Der Eisengehalt der mit Endorem inkubierten Zellen wurde mittels spektralphotometrischem Eisentest 
(A) und MRT-Messung (B) bestimmt. Die für beide Verfahren verwendete Zellkonzentration war 
identisch. Die MRT-Messung wurde bei TE = 18 ms und TR = 200 ms durchgeführt. Das 
Probenvolumen betrug 2 µL. Bei den Messungen wurden für die Zeitpunkte 0 h bis 6 h zwei 
unabhängige Stichproben verwendet. Die absoluten Beträge der ermittelten Signalintensität wurden 
verwendet. Für die Bestimmung der Eisenkonzentration nach 24 h Inkubation mit Endorem wurde eine 
Stichprobe verwendet. 

0 h 2 h 4 h 6 h 24 h
0

2000

4000

6000

8000

| S
ig

na
lin

te
ns

itä
t |

 [U
.E

.]

Zei t [h]

0 h 2 h 4 h 6 h 24 h
0

100

200

300

E
is

en
ge

ha
lt 

[µ
M

]

Zeit [h]

A B
0 h 2 h 4 h 6 h 24 h

0

2000

4000

6000

8000

| S
ig

na
lin

te
ns

itä
t |

 [U
.E

.]

Zei t [h]

0 h 2 h 4 h 6 h 24 h
0

100

200

300

E
is

en
ge

ha
lt 

[µ
M

]

Zeit [h]

A B



Ergebnisse 

 

198 

4.7.1.1 Hochaufgelöste MRT-Bildgebung von 293T-Zellen nach Inkubation mit 

Endorem mittels 5 mm Spule 

Für eine hochaufgelöste Visualisierung mittels MRT wurden die mit Endorem inkubierten 

Einzelzellen in einer Spule mit einem Durchmesser von 5 mm visualisiert. Die nominale 

Auflösung betrug in diesen Experimenten 20 µm x 20 µm x 39 µm. Bei der mikroskopischen 

Kontrolle konnte verifiziert werden, dass sich in der Probe mehrzellige Gruppen und 

Einzelzellen befanden. Eine direkte Korrelation von MRT und mikroskopischen Aufnahmen 

konnte aufgrund des verwendeten Probengefäßes nicht durchgeführt werden. 

Die Spule weist bei einer Messung, die ohne die Zugabe eines Kontrastmittel durchgeführt 

wurde, eine inhomogene Signalintensität auf, die in vertikaler Richtung zwischen 2000 U.E. 

und 12 500 U.E. schwankt. Die Signalintensitätsschwankung in horizontaler Richtung variiert 

zwischen 6000 U.E. und 12 000 U.E. und weist im Vergleich zu dem horizontalen 

Spulenprofil ein gleichmäßigeres Profil auf.  
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Abbildung 4–111: Analyse der Signalintensität der 5 mm Spule und Erstellung eines Spulen-
profils: 
Die verwendete Spule weist ein inhomogenes Profil auf. Die Signalintensitäten bei einer Messung, die 
ohne Kontrastmittel durchgeführt wurde, zeigt eine Schwankung der Signalintensität sowohl in 
horizontaler, als auch in vertikaler Richtung (Pfeile in A und quantitative Analyse in B und C). Die 
verwendeten Parameter der Flash-3D-Sequenz waren TE = 3,6 ms, TR = 100 ms.  

Für die Analysen zellulären Materials mit der 5 mm Spule wurde ein Analysebereich von 

107 Pixel x 63 Pixel (=6741 Pixel) in dem Bereich ausgewählt, den der rote Pfeil in Abbildung 

4–111 A markiert. Da sich innerhalb der Probe homogen verteilt Zellkonglomerate befanden, 

wurde zur quantitativen Analyse ein ROI mit 12 Pixeln verwendet. Dieses beruht auf der 
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Annahme, dass die T2* Effekte von mehreren Zellen eine Fläche von > 12 Pixeln einnehmen 

würden. Die Berechnung des Verhältnisses Kontrast : Gelrauschen ergab für die Kontroll-

gruppe (0 h Inkubation) einen Wert von 0,61 (± 0,51) U.E. Die ermittelten Werte bei den 

Endorem inkubierten Zellen zeigen zwischen 2,27 (± 1,76) U.E. und 3,79 (± 1,36) U.E. Die 

Standardabweichung war bei den Zellen, die für 24 h mit Endorem inkubiert wurden am 

geringsten (Abbildung 4–112 B). 

 

Abbildung 4–112: Lokalisation Endorem markierter Zellen mittels 5 mm 
Spule: 
Um eine hochaufgelöste Visualisierung der Endorem markierten Zellen zu erzielen, 
wurde eine Auflösung von 20 µm x 20 µm x 39 µm verwendet. Ein Bereich von 12 
Pixeln wurde in den ausgewählten Analysebereichen für die Bestimmung der 
Signalintensität (A) und die Berechnung des Verhältnisses von Kontrast : 
Gelrauschen (B) benutzt. Anhand der Messergebnisse konnte eine eindeutige 
Zuordnung von hypointensen Bereichen durchgeführt werden. In der quantitativen 
Analyse wurden 10 Einzelbereiche pro Zeitpunkt berücksichtigt. Die verwendeten 
Parameter der Flash-3D-Sequenz waren TE = 3,6 ms, TR = 100 ms. Ausgewertet 
wurden Minimum-Intensitäts-Projektionen von 30 Schichten. 
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4.7.2 Visualisierung von ΔCD4 überexprimierenden 293T Zellen mit der 5 mm 
Spule und Applikation von Gd-DTPA  

Für die Visualisierung von ΔCD4 überexprimierenden Zellen wurden die 293T-ΔCD4+-Zellen 

für eine Stunde mit dem anti-CD4-SPIO-Antikörper als Einzelzellen inkubiert und nach 

Fixierung mit der 5 mm Spule untersucht. Bei der mikroskopischen Beurteilung der Proben 

konnte verifiziert werden, dass sich zu 93,4 % Einzelzellen und zu 6,6 % kleinere Zell-

gruppen mit < 10 Zellen in den Proben befanden (Abbildung 4–113 A, B, Pfeile). Die MRT-

Untersuchungen wurden mit einer Echozeit von TE = 3,6 ms und TR = 100 ms durchgeführt.  

Abbildung 4–113: Lokalisation der untersuchten Zellen innerhalb 
des Probengefäßes für die 5 mm Spule:  
Die mit dem anti-CD4-SPIO-Antikörper inkubierten 293T-Zellen (A) 
und ΔCD4+-Zellen wurden nach der Fixierung durch die Agarosematrix 
im Probengefäß mit dem DNA-interkalierenden Farbstoff Sytox green 
(grün) inkubiert. Zu 93,4 % befanden sich Einzelzellen (Pfeile in A und 
B) in den Probengefäßen. Maßstab: 100 µm. 

In einer weiteren Untersuchung wurden die in Agarose eingebetteten Zellen nach den 

Messungen mit Gd-DTPA für 4 h inkubiert und erneut untersucht. Dabei wurden die 

Messungen nach einer Inkubation von 4 h begonnen, die sicherstellte, dass sich das Gd-

DTPA homogen in der Agarose verteilt hatte. Für die Messungen wurde eine Flash3D-

Sequenz verwendet, bei der die Repetitionszeit von TR = 100 ms konstant belassen wurde, 

die Echozeit aber zwischen TE = 3,6 ms und TE = 18 ms variiert wurde. Zusätzlich wurden 

Messungen mit der Einstellung „zero filling“ durchgeführt um eine Reduktion der Zeit zu 

erlangen, die für die Messung benötigt wurde. Tabelle 4–5 gibt darüber einen Überblick.  
Tabelle 4–5: Übersicht über die verwendeten Akquisitionsparamerer: 

Für die Untersuchungen mit der 5 mm Spule wurden verschiedene Parameter 
benutzt, die in (Abbildung 4–114) quantitativ ausgewertet wurden. 

Messung # Echozeit [ms] Kontrastmittel zero-filling Mittelungen 
benötigte 
Zeit [min] 

1 3,6 - Gd-DTPA ja 1 27 
2 3,6 + Gd-DTPA ja 1 27 
3 18 + Gd-DTPA ja 1 27 
4 3,6 + Gd-DTPA nein 2 109 

A BA B
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Bei den 293T-Kontrollzellen, die mit dem anti-CD4-SPIO konjugierten Antikörper inkubiert 

wurden, konnte in den Untersuchungen mit TE = 3,6 ms keine signifikante zellassoziierte 

Signalauslöschung beobachtet werden. Die Zugabe von Gd-DTPA führte zu einer 

signifikanten Erhöhung der Signalintensität bei allen verwendeten Messsequenzen 

(Abbildung 4–114). Besonders hervorzuheben ist die hohe Signalintensität bei TE = 18 ms 

(Abbildung 4–114, #3), da eine Erhöhung der Echozeit ohne Zugabe des Kontrastmittels mit 

einer starken Reduktion der Signalintensität einhergeht.  

Abbildung 4–114: Quantitative Auswertung der Signalintensität nach 
Zugabe von Gd-DTPA: 
Die Zugabe von Gd-DTPA führt zu einer signifikanten Erhöhung der Signal-
intensität in den Proben. Dargestellt sind die Mittelwerte von 20 Signal-
intensitätsmessungen bei den durchgeführten Akquisitionsparametern aus 
Tabelle 4–5. Es wurde eine Minimum-Intensitäts-Projektion von 4 Schichten 
durchgeführt. 

Eine 1 h Inkubation von ΔCD4 überexprimierenden 293T-Zellen mit dem anti-CD4-SPIO-

Antikörper und eine anschließende Untersuchung mit der 5 mm Spule, führte zu einer 

eindeutigen und qualitativ hochwertigen Visualisierung der Zellen, wenn Gd-DTPA als 

Kontrastmittel eingesetzt wird (Abbildung 4–115). Die Miniumum-Intensitäts-Projektionen von 

vier einzelnen Schichten vor der Zugabe des Kontrastmittels erlauben eine Lokalisation der 

Einzelzellen und kleineren Zellgruppen in der Agarosematrix (Abbildung 4–115 A). Eine 

detaillierte zelluläre Auflösung wird allerdings erst nach der Zugabe von Gd-DTPA möglich 

(Abbildung 4–115 B).  

Bei der vergleichenden Analyse des Gd-DTPA inkubierten Präparates fällt auf, dass die 

Zellen, die durch den Signalintensitätsabfall im MRT sichtbar werden, in drei Kategorien 

eingestuft werden können:  
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1.) Bereiche, die eine starke Signalauslöschung im Vergleich zum zellfreien Hintergrund 

aufweisen und im Gd-DTPA freien Präparat ebenfalls einen deutlichen hypointensen 

Bereich einnehmen (grüne Pfeile in Abbildung 4–115 A und B) 

2.) Zellen mit starker Signalauslöschung vor allem an den Rändern. Es findet sich ein 

hyperintenser Bereich im Zentrum der Zelle. Diese Zellen sind ebenfalls im Präparat 

ohne Gd-DTPA Zugabe identifizierbar, wobei allerdings Details nicht deutlich 

erkennbar sind (rote Pfeile in Abbildung 4–115 A und B). 

3.) Zellen mit schwachem Signalintensitätsverlust sind deutlich identifizierbar nach 

Inkubation mit Gd-DTPA und weisen ebenfalls einen deutlichen hyperintensen 

Bereich im Zentrum auf. Diese Zellen sind ohne die Zugabe von Gd-DTPA nicht 

identifizierbar (gelbe Pfeile in Abbildung 4–115 A und B). 

Abbildung 4–115: Vergleichende Visualisierung ΔCD4 überexprimierender 293T-Zellen nach 
Inkubation mit dem anti-CD4-SPIO-Antikörper:  
Nach 1 h Inkubation mit dem anti-CD4-SPIO-Antikörper wurden ΔCD4 überexprimierende 293T-Zellen 
im Agarosephantom mit der 5 mm Spule untersucht (A). Zusätzlich wurde die Agarosematrix mit Gd-
DTPA inkubiert und die Messungen wiederholt (B). Ein deutlicher Unterschied in der Identifikation von 
Einzelzellen ist nach der Gd-DTPA Inkubation erkennbar (Pfeile). Die gezeigten Messungen wurden 
mit einer identischen Messsequenz aufgenommen (TE = 3,6 ms, TR = 100 ms, Mittelungen: 2, kein 
„zero filling“).  

Die Einzelzellen aus Kategorie 2 sind durchschnittlich in drei bis vier Schichten lokalisiert. 

Die schwach hypointensen Zellen aus der Kategorie 3 sind durchschnittlich in einer bis zwei 

Schichten lokalisiert. Bei einer Schichtdicke von 39 µm bedeutet dieses, dass eine einzelne, 

extrazellulär schwach mit den superparamagnetischen Partikeln markierte Zelle in einer 

Fläche von 39 µm bis 72 µm eindeutig identifiziert werden kann (Abbildung 4–116 A). Bei der 

Detailanalyse der Schichten ist noch ein weiterer Effekt erkennbar, der in den Nachbar-

schichten auftritt, die auf Schichten folgen, in denen Zellen lokalisiert sind, die eine starke 

Signalauslöschung produzieren. In diesen benachbarten Bereichen treten hypertrophe 

Flecken mit einem zellulären Durchmesser auf, die ebenfalls nur auf eine singuläre Schicht 

begrenzt sind (rot-weißer Pfeil in Abbildung 4–116 A1). 
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Für die exakte Quantifizierung wurde das Verhältnis Kontrast : Gelrauschen von den Zellen 

aus Kategorie 2 und 3 bestimmt, nachdem aus verschiedenen Bereichen des gesamten 

Datensatzes jeweils aus vier Schichten Minimum-Intensitäts-Projektionen erstellt wurden. 

Das Kontrast : Gelrauschen-Verhältnis, ohne die Verwendung von Gd-DTPA, für die deutlich 

vom Hintergrund abgrenzbaren Einzelzellen der Kategorie 2 betrug |1,80| ± 0,87 U.E. Das 

Verhältnis Kontrast : Gelrauschen für Zellen der Kategorie 2 nach der Applikation von 

GdDTPA betrug |11,63| ± 4,19 U.E.. Die schwach hypointensen Zellen, die ohne Gd-DTPA 

Zugabe nicht identifizierbar waren, wiesen ein Kontrast : Gelrauschen-Verhältnis von |4,25| 

± 2,12 U.E auf (Abbildung4–116 B). 

Abbildung 4–116: Lokalisation und Identifikation der einzelnen Zellen in aufeinander 
folgenden Schichten: 
Vier aufeinander folgende Schichten mit einem Abstand von 39 µm zeigen die Lokalisation 
der Einzelzellen (A1-A4). Der gelbe Pfeil in A3 weist auf eine Zelle, die eine schwache 
Signalauslöschung bei TE = 3,6 ms hervorruft und nur in einer einzigen Schicht identifizierbar 
ist. Der rot-weiße Pfeil identifiziert einen Bereich mit einer Signalverstärkung, welche in den 
weiteren beiden Schichten als Signalverlust erkennbar wird (rote Pfeile). Der gelbe Pfeil weist 
auf eine einzelne, schwach markierte Zelle hin. 
Eine Quantifizierung der Zellen in den Kategorien 2 und 3 (B) zeigt das Verhältnis 
Kontrast : Gelrauschen mit/ohne Zugabe von Gd-DTPA. 
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4.8 EGF-Rezeptorexpression und Erstellung eines gekoppelten 
Antikörpers 

4.8.1 Antikörperproduktion, Reinigung und Kopplungsreaktion 

Hybridomzellen wurden initial in einem serumhaltigen Medium kultiviert und über einen 

Zeitraum von 4 Wochen an ein serumfreies Medium adaptiert. Dadurch wurde der Gehalt an 

unspezifischen Proteinen im Kulturmedium verringert und die spätere Reinigung der 

Antikörper erleichtert. Durch die Entfernung der serumeigenen Proteine wird zudem eine 

Erhöhung der Kopplung von superparamagnetischen Partikeln an die Antikörper erreicht. 

Abbildung 4–117 verdeutlicht den Gehalt an serumeigenen Proteinen im Vergleich zu den 

gereinigten Antikörpern nach der SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese und anschließender 

Coomassiefärbung.  

Abbildung 4–117: Denaturierende Polyacrylamidgelelektrophorese des EGFR-Antikörpers: 
Um den Gehalt an Antikörpern zu Serumproteinen zu beurteilen, wurde das gleiche Volumen in Spur 
1-4 aufgetragen. Auf Spur 1 des 15 % SDS-Gels wurde der Kulturüberstand des um 25 % serum-
reduzierten Mediums, auf Spur 2, der um 50 % reduzierte Kulturüberstand, auf Spur 3 der um 75 % 
reduzierte Überstand und auf Spur 4 serumfreier Kulturüberstand aufgetragen. Die Fraktion nach der 
MelonGel-Säule befindet sich in Spur 5 und der kommerziell erhältliche Überstand in Spur 6. Deutlich 
erkennbar ist die Reduktion der unspezifischen Serumproteine und die Anreicherung der beiden 
Antikörperbanden nach der Reinigung.  

Die ursprüngliche Konzentration von Rinderserum betrug 20 %, zusammengesetzt aus 15 % 

hitzeinaktiviertem Pferdeserum und 5 % hitzeinaktiviertem Kälberserum. Deutlich wird, dass 

bei identisch aufgetragener Proteinmenge der Anteil der unspezifischen Serumproteine 

subsequent reduziert wird und sich nunmehr eine Bande bei einem apparenten Molekular-

gewicht von etwa 65 kDa befindet (Spur 4). Nach der Reinigung durch die MelonGel-Säule 

werden zwei Banden angereichert, die sich bei etwa 55 kDa und 30 kDa befinden (Spur 5). 

Deutlich erkennbar ist der hohe Proteingehalt, der nach der Reinigung mit der MelonGel-

Säule eluiert werden konnte. Der kommerziell erhaltene Hybridomüberstand hat einen hohen 

Gehalt an Serumproteinen (Spur 6).  
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4.8.2 In vitro Validierung der Antikörperspezifität und SPIO-Antikörper 
Konjugierung in PC12-Zellen 

Die EGF-Rezeptorexpression wurde an unterschiedlichen Zellen mit dem ungereinigten 

Antikörper getestet, der aus der Hybridomzellproduktion erhalten wurde, um eine Funktions-

überprüfung durchzuführen. Als Positivkontrolle wurde ein kommerziell erworbener 

Überstand verwendet, mit dem auch durch semiquantitative Immunfluoreszenzanalysen eine 

Speziesreaktivität untersucht wurde (Tabelle 4–6).  

Tabelle 4–6: Speziesvergleich der Antikörperbindung und Auswahl eines 
geeigneten Testsystems anhand semiquantitativer immunzytochemischer 
Untersuchungen: 
An verschiedenen Zelllinien und aus Mäusen und Ratten isolierten primären Zellen 
wurden immunzytochemische Untersuchungen mit dem aus den Hybridomzellen 
gewonnenen anti-EGFR-Antikörper angefertigt. Die Immunglobulinkonzentration des 
Antikörpers, der für die Inkubationen verwendet wurde, betrug 68 µg mL-1. 

Zelllinie Spezies Ergebnis Stärke der 
Immunreaktion 

Primäre neurale 
Vorläuferzellen aus dem 
Kortex 

Maus Keine Immunreaktion - 

Primäre neurale 
Vorläuferzellen aus dem 
Kleinhirn 

Ratte Schwache, 
spezifische Reaktion 

+ 

Gli36ΔEGFR-Glioma Mensch Keine Immunreaktion - 
C6-Glioma Ratte Spezifische Reaktion ++ 

PC12 Phäochromozytom Ratte Spezifische Reaktion ++++ 
 

Es konnte keine spezifische Immunreaktion bei den primären neuralen Vorläuferzellen, die 

aus dem Kortex von embryonalen Mäusen zum Zeitpunkt E14,5 isoliert wurden, beobachtet 

werden. Des Weiteren konnte bei der humanen Glioblastomzelllinie Gli36ΔEGFR nach 

Antikörperinkubation ebenfalls keine Immunreaktion dokumentiert werden. Bei neuralen 

Vorläuferzellen, die aus dem postnatalen Kleinhirn von Ratten isoliert wurden und C6-Gliom-

zellen, konnte eine spezifische Markierung mit dem Antikörper erreicht werden. Nach 

Inkubation der PC12-Phäochromozytomzellen mit dem Antikörper wurde eine starke 

Anfärbung beobachtet. 

Die PC12-Zellen wurden als geeignetes Untersuchungssystem für die weiteren Versuche 

ausgewählt. Die Immunfluoreszenzfärbung in Abbildung 4–118 verdeutlicht die 

extrazelluläre, zellmembranassoziierte Lokalisation des Rezeptors.  

Die Zellen weisen auf den Kollagen beschichteten Zellkulturschalen eine spontane 

Zusammenlagerung auf, die eine Vereinzelung der Zellen sowohl mechanisch, als auch 

enzymatisch erschwerte. 
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Abbildung 4–118: Visualisierung der EGF-Rezeptorexpression in PC12 Zellen:  
Die PC12 Zellen weisen ein kleines Zytoplasma auf, in dem der Nukleus dominiert. 
Eine deutliche, membranassoziierte Immunfärbung konnte mit einer Verdünnung von 
1:25 erreicht werden. Grün: anti-EGFR, Blau Hoechst Dye 33342. Maßstab: 25 µm. 

Um die Visualisierung mittels MRT zu überprüfen, wurden Inkubationsexperimente mit dem 

aus serumfreier Kultur isolierten nativen Antikörper und Antikörper, der mittels Karbodiimid 

an superparamagnetische Partikel konjugiert wurde, vorgenommen.  

Innerhalb des Reinigungsprozesses wurden zwei unterschiedliche Zentrifugations-

geschwindigkeiten gewählt, die für die Pellettierung des SPIO-konjugierten Antikörpers 

eingesetzt wurden. Abbildung 4–119 verdeutlicht diesen Prozess anhand einer MRT-

Untersuchung nach 1 h Inkubation der PC12-Zellen mit dem Überstand, der nach der 

Zentrifugation mit 15 000 x g (Abbildung 4–119 A1) und 20 000 x g (Abbildung 4–119 B1) 

inkubiert wurde. 

Abbildung 4–119: MRT-Untersuchung nach Inkubation der PC12-Zellen mit dem 
SPIO-konjugierten anti-EGFR-Antikörper: 
Nach der Reinigung der Antikörper wurde eine Inkubation von PC12-Zellen mit den 
resultierenden Proben vorgenommen. Die 2 h Inkubation mit dem Überstand, der 
nach einer Zentrifugation mit 15 000 x g gewonnen wurde, erzeugt ein hypointenses 
Signal A1 im Vergleich mit dem stärker zentrifugierten Überstand (B1). Die 
spezifische Markierung der Zellen mit dem isolierten Antikörper-SPIO-Komplex (A2 
und B2) führt zu einer deutlichen Verringerung der Signalintensität im Vergleich mit 
dem Hintergrund und den Inkubationen mit dem Überstand. Die MRT-Untersuchung 
wurde mit einer FLASH-3D-Sequenz, TE=30 ms, TR=200 ms, Matrix 512 x 512 x 64 
Pixel, Mittelungen = 3 durchgeführt. 
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Deutlich erkennbar ist eine stärkere Immunmarkierung bei der niedrigen Zentrifugations-

geschwindigkeit in den drei untersuchten Proben nach der Überstandsinkubation. Die 

Zentrifugation mit 20 000 x g resultiert in einer Reduktion dieser Markierung mit dem 

Überstand und führte zu einer stärkeren Signalauslöschung nach Inkubation mit dem 

pellettierten SPIO-konjugierten Antikörpern (Abbildung 4–119 B2) im Vergleich zu der 

niedrigeren Zentrifugationsgeschwindigkeit (Abbildung 4–119 A2). 

Für die weiteren Inkubationen mit dem anti-EGFR-Antikörper wurde die hohe 

Zentrifugationsgeschwindigkeit gewählt und nur der pelletierte SPIO-Antikörperkomplex 

verwendet. Abbildung 4–120 A zeigt photographisch eine braune Färbung von PC12-Zellen 

nach 1 h Inkubation, die mit dem konjugierten Antikörper durchgeführt wurde. Bei den 

Kontrollzellen konnte keine Färbung der Zellen beobachtet werden (Abbildung 4–120 B). 

Abbildung 4–120: Inkubation von PC12-Zellen mit dem SPIO-konjugierten anti-
EGFR-Antikörper: 
Nach einer Inkubation von PC12 Zellen mit dem SPIO-konjugierten Antikörper wurde 
nach den Waschschritten eine photographische Aufnahme der Zellen angefertigt, die mit 
dem Antikörper-SPIO-Komplex inkubiert wurden (A). Bei Kontrollzellen, die mit dem 
negativ geladenen superparamagnetischen Partikel inkubiert wurden, konnte keine 
Färbung festgestellt werden (B). 

Es wurden weiterführende fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen zur Antikörper-

spezifität und Lokalisation nach Inkubation von PC12-Zellen durchgeführt (Abbildung 4–121). 

Dabei konnte ohne eine Präinkubation mit dem SPIO-konjugierten anti-EGFR-Antikörper 

eine deutliche Expression des Rezeptors nachgewiesen werden. Die Reaktion mit dem anti-

Dextran-Antikörper zeigt keine Immunreaktion (Abbildung 4–121 A). Nach einer 

Präinkubation mit dem Überstand, der bei einer Geschwindigkeit von 15 000 x g zentrifugiert 

wurde, konnten Dextran+-Partikel nachgewiesen werden, die mit dem EGFR kolokalisiert 

auftraten (Abbildung 4–121 B). Eine leichte punktuelle Verteilung rotfluoreszierender 

Strukturen, die homogen über die Kulturoberfläche verteilt auftraten, zeigt die Präsenz von 

unkonjugiertem Antikörper (nicht gezeigt). Die Inkubation mit dem pelletierten SPIO-anti-

EGFR-Antikörper-Komplex führte zu einer deutlichen Dextran+-Markierung der Zellen, die 

stärker als in Abbildung 4–121 B war (Abbildung 4–121 C). Es konnten auf der Kultur-

oberfläche homogen verteilt rot- und grünfluoreszierende Strukturen gefunden werden, die 

auf das Vorhandensein von freien SPIO-Antikörper-Komplexen hinwies.  
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Abbildung 4–121: Immunzytochemische Analyse der EGFR-Expression und Spezifität der 
SPIO-konjugierten anti-EGFR-Antikörper: 
PC12-Zellen wurden ohne Präinkubation mit SPIO-konjugierten Antikörpern mit einem kommerziell 
erworbenem anti-EGFR- und anti-Dextran-Antikörper inkubiert (A). Unter diesen Bedingungen konnte 
eine hohe Expression des EGF-Rezeptors nachgewiesen werden. Nach Präinkubation mit dem nach 
der Zentrifugation erhaltenen Überstand konnte eine Kolokalisation von EGF-Rezeptor und Dextran+-
Zellen nachgewiesen werden (B). Nach Verwendung des pelletierten Antikörpers wurde die 
Kolokalisation deutlicher und punktueller identifiziert (C). Die Analyse mittels konfokaler Laser-
scanningmikroskopie zeigt deutlich eine homogene Expression des EGF-Rezeptors (D1) und eine 
Kolokalisation der SPIO-Antikörper mit den Rezeptoren (D2 und D3). Farbnachweis: rot: anti-EGF-
Rezeptor; grün: anti-Dextran, blau: Hoechst Dye 33342. Maßstab: A, B, C: 25 µm; D1-D3: 15 µm. 

Es konnten auf der Kulturoberfläche homogen verteilt rot- und grünfluoreszierende 

Strukturen gefunden werden, die auf das Vorhandensein von freien SPIO-Antikörper-

Komplexen hinwies. Die erfolgreiche Antikörper-Rezeptorinteraktion konnte auch bei einer 

fünffachen Erniedrigung der Antikörpermenge erfolgreich nachgewiesen werden (nicht 

gezeigt).  

Für eine detaillierte Analyse wurden konfokale Laserscanningaufnahmen der in Abbildung 4–

121 C gezeigten Präparate angefertigt (Abbildung 4–121 D1-D3). Eine homogene Expres-

sion des EGF-Rezeptors konnte somit nachgewiesen werden (Abbildung 4–121 D1). Bei 

Beurteilung der anti-Dextran-Färbung fällt auf, dass nur ein Teil der EGF-Rezeptoren mit 

dem Antikörper-SPIO-Komplex interagierten (Pfeile in Abbildung 4–121 D2). 
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4.8.3 Bestimmung der minimal detektierbaren Zellmenge mittels MRT 

Die minimal mit dem MRT detektierbare Zellmenge, nach Präinkubation mit dem EGFR-

Antikörper, wurde durch die Anfertigung von Verdünnungsreihen bestimmt (Abbildung 4–

122). 

Abbildung 4–122: Bestimmung der minimal detektierbaren Zellmenge nach Markierung des 
EGF-Rezeptors: 
Nach 1 h Präinkubation der PC12-Zellen mit dem SPIO-konjugierten anti-EGFR-Antikörper wurden 
Verdünnungsreihen der Zellen erstellt (A). Als Kontrolle wurden die PC12-Zellen mit dem negativ 
geladenen COOH-superparamagnetischen Partikel inkubiert. Die akquirierten Bilder wurden durch 
Berechnung des Verhältnisses Kontrast : Gelrauschen quantifiziert (B). Anzahl unabhängiger Stich-
proben: n = 2. 

Zellzahlen zwischen 195 und 25 000 Zellen wurden für die Analysen verwendet und mit einer 

T2*-gewichteten Messsequenz untersucht (Abbildung 4–122 A). Zur Kontrolle wurden die 

PC12-Zellen mit den negativ geladenen superparamagnetischen Partikeln ohne den 

konjugierten Antikörper verwendet. Zur Quantifizierung wurde das Verhältnis 

Kontrast : Gelrauschen bestimmt (Abbildung 4–122 B). Die Kontrollproben wiesen Werte für 

das Kontrast : Gelrauschen zwischen |0,482 (± 0,30)| und |1,77 (± 0,15)| auf. Es konnte 

dabei keine Korrelation zu der untersuchten Zellmenge beobachtet werden. Bei der Zell-

inkubation mit dem SPIO-konjugierten anti-EGFR-Antikörper konnten Werte für das 

Kontrast : Gelrauschen zwischen |0,31 (± 0,29)| und |10,53 (± 0,52)| identifiziert werden. Bis 

zu einer Zellmenge von 781 Zellen konnte ein linearer Zusammenhang bei der Korrelation 

zugrunde gelegt werden. 
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4.8.4 Bestimmung der EGF-Rezeptorexpression im Mausgewebe mittels semi-
quantitativer PCR: 

Aus PC12-Zellen wurde Gesamt-RNA präpariert und nach cDNA-Synthese mittels EGFR-

spezifischer Oligonukleotide amplifiziert. Diese wurden exonübergreifend gewählt, um 

eventuelle Verunreinigungen von DNA in der Präparation identifizieren zu können. Als 

Kontrolle wurde Gesamt DNA isoliert und amplifiziert (Abbildung 4–123). 

Abbildung 4–123: Semiquantitative PCR von PC12 
Zellen zur Quantifizierung der EGF-Rezeptorexpression:  
Aus PC12-Zellen wurde Gesamt-RNA nach der Synthese 
der cDNA (B, Spur 1) und nach Isolation genomischer DNA 
(B, Spur 2) isoliert und mit EGFR-spezifischen Oligo-
nukeotiden amplifiziert.  

In PC12-Zellen wird der EGF-Rezeptor relativ stark exprimiert. Die Amplifikation von DNA 

zeigt, dass die Oligonukleotide Intronübergreifend gewählt wurden, da das Amplifikat länger 

ist als in der cDNA. Die cDNA weist ein Amplifikat mit einer Länge von etwa 500 bp auf, 

während die Länge für die DNA-Amplifikation bei etwa 750 bp liegt. 

4.9 PEGylierung von Makromolekülen als Modifikation für effiziente 
in vivo-Applikation 

Die kovalente Modifikation von Makromolekülen durch das langkettige Polymer Polyethylen-

glykol (PEG) führt zu einer Erhöhung des hydrodynamischen Radius, reduzierter Immuno-

genität und Schutz vor proteolytischer Spaltung.  

Die kovalente Kopplung von PEG soll zum ersten Test an nativen Zellen und Rinderserum-

albumin durchgeführt werden. Mit einem spezifischen Antikörper und einer modifizierten 

Proteinfärbung nach elektrophoretischer Trennung soll die erfolgreiche Kopplung verifiziert 

und anschließend auf die Modifikation eines monoklonalen Antikörpers zur Erkennung des 

extrazellulär exprimierten EGF-Rezeptors übertragen werden. Der Reaktionsablauf ist in 

Abbildung 4–124 schematisch dargestellt. 
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Abbildung 4–124: Schematische Darstellung der PEGylierung eines Moleküls mittels N-
Hydroxysuccimid (NHS) Ester-Aktivierung: 
Die PEGylierung des Moleküls R, welches eine aminoterminale Gruppe trägt, führt zu einem acylierten 
Produkt und der NHS-Abgangsgruppe. 

4.9.1 PEGylierung von PC12-Zellen zur Funktionsüberprüfung der Reaktion 
und Überprüfung eines spezifischen polyklonalen Antikörpers zur 
Detektion. 

Mit Paraformaldehyd fixierte Zellen wurden für einen Zeitraum von einer Stunde mit NHS-

PEG inkubiert und anschließend immunzytochemisch unter Verwendung des Antikörpers 

anti-PEG-47, welcher die Methoxygruppe des Polymers detektiert, untersucht. Es konnte bei 

Verwendung der Konzentrationen 1:25, 1:50 und 1:100 kein semiquantitativer Unterschied in 

der Stärke bemerkt werden. Die fluoreszenzmikroskopische Aufnahme in Abbildung 4–125 

zeigt die membranständige Lokalisation des Antikörpers.  

Abbildung 4–125: Nachweis der PEGylierung von PC12 Zellen mittels 
immunzytochemischer Markierung: 
Der spezifische polyklonale Antikörper anti-PEG-47 wurde für die Detektion der 
PEGylierung von PC12-Zellen verwendet. Erkennbar ist die membranständige 
Lokalisierung des Epitops. Die sekundäre Antikörperkontrolle war bei gleicher 
Expositionszeit negativ. Farbnachweis: Rot: anti-PEG-47, Blau: Hoechst Dye 
33342. Maßstab: 25 µm. 
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4.9.2 Konzentrationsabhängige PEGylierung von Rinderserumalbumin 

Zur Quantifizierung der Reaktion wurde Rinderserumalbumin (Fraktion V) PEGyliert und 

nach elektrophoretischer Trennung in einem 15 % SDS-Gel mittels einer Zink-Imidazol-

Proteinfärbung visualisiert (Abbildung 4–126). 

Abbildung 4–126: Proteinbiochemischer Nachweis der PEGylierung mittels Zink-Imidazol-
Färbung: 
In einer einstündigen Kopplungsreaktion wurden unterschiedliche Mengen des Polymers mit 1 mg 
Rinderserumalbumin inkubiert und das Protein auf einem 15 % SDS-Gel elektrophoretisch aufgetrennt 
(A). Als Kontrolle für die nachfolgende Detektion dient unkonjugiertes PEG (Spur 1) und ebenfalls 
unkonjugiertes BSA (Spur 2). Die ansteigenden PEG-Konzentrationen sind: 0,1 mg (Spur 3), 1 mg 
(Spur 4), 5 mg (Spur 5) und 10 mg (Spur 6). Die aufgetragenen Proteinmengen betrugen 1 µg/Spur.  
Zur besseren Visualisierung der kleinsten PEG-Konzentration von 0,1 mg wurden in einer weiteren 
Gelelektrophorese je 2,5 µg des unkonjugierten und konjugierten Rinderserumalbumins aufgetragen 
(B, Spur 1 und Spur 2).  

Ungebundenes PEG konnte durch die Zink-Imidazol-Färbung nicht nachgewiesen werden 

(Abbildung 4–126 A, Spur 1). Natives BSA weist nach der Elektrophorese eine Bande bei 

einem apparenten Molekulargewicht von 68 kDa auf (Abbildung 4–126 A, Spur 2). Durch die 

kovalente Modifikation mit dem Polymer wird bei etwa 70 kDa eine Bande sichtbar, deren 

Färbung sich konzentrationsabhängig verstärkt (Abbildung 4–126 A, Spur 3-5 und Pfeil). Die 

maximale Stärke wird bei der Konzentration von 5 mg PEG erreicht und wird bei der 

Kopplung von 10 mg PEG nicht intensiver (Abbildung 4–126 A, Spur 6). Um eine erfolgreiche 

Bindung bei der kleinsten verwendeten PEG-Konzentration von 0,1 mg nachzuweisen, 

wurde die aufgetragene Gesamtproteinmenge auf 2,5 µg erhöht (Abbildung 4–126 B, Spur 1 

und 2). Unter diesen Bedingungen wird die Bande des PEGylierten Albumins bei 68 kDa 

sichtbar. 
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4.9.3 PEGylierung des monoklonalen Antikörpers 151-IgG (anti-EGF-Rezeptor) 

Die PEGylierung des anti-EGFR-Antikörpers, der aus der serumfreien Hybridomzellkultur 

isoliert und gereinigt wurde, wurde im Konzentrationsverhältnis PEG : 151-IgG 1:1 durch-

geführt (Abbildung 4–127).  

Abbildung 4–127: PEGylierung des monoklonalen Antikörpers 151-IgG und Verifizierung nach 
SDS-PAGE mit der Zink-Imidazol-Färbung: 
Zwei Banden bei 26 kDa und 56 kDa repräsentieren die leichte- und schwere Kette des nativen Anti-
körpers (A, Pfeile A2 und B2, Spur 1) Bei dem 151-IgG-PEG-Konjugat wird eine zusätzliche Bande bei 
35 kDa und 68 kDa deutlich (A, Pfeile A1 und B1, Spur 2), die nach einer zusätzlichen Reinigung 
stärker erkennbar wurden (A, Pfeile A1 und B1, Spur 3). Unkonjugiertes PEG konnte nicht detektiert 
werden (A, Spur 4). Aufgetragen wurden 5 µg Gesamtprotein/Spur. Zur Verdeutlichung wurden 
verschiedene Konzentrationen des PEG konjugierten Antikörpers eingesetzt (B, Spur 1-4). Dabei 
wurden aufgetragen: Spur 1: 2,5 µg unkonjugiertes 151-IgG, Spur 2: 1 µg 151-IgG-PEG, Spur 3: 
2,5 µg 151-IgG-PEG, Spur 4: 5 µg 151-IgG-PEG. 

Durch die PEGylierung wird bei der schweren Kette des Antikörpers eine zusätzliche Bande 

bei einem apparenten Molekulargewicht von 68 kDa sichtbar (Abbildung 4–127 A, Spur 2, 

Pfeil A1), die in der Kontrolle (Abbildung 4–127 A, Spur 1) nicht erkennbar war. Nach einer 

zusätzlichen Reinigung mit einer Entsalzungssäule konnte diese Bande deutlicher 

identifiziert werden (Abbildung 4–127 A, Spur 3). Eine Veränderung an der leichten Kette des 

Antikörpers, die ein Molekulargewicht von etwa 26 kDa aufweist, konnte in diesem Versuch 

nicht beobachtet werden (Abbildung 4–127 A, Spuren 2 und 3). In einem Wiederholungs-

versuch konnte bei dem PEGylierten Antikörper neben der Bande bei 68 kDa (Abbildung 4–

127 B, Spuren 2-4, Pfeil A1 und A2) auch eine zusätzliche Bande bei der leichten Kette des 

Antikörpers identifiziert werden (Abbildung 4–127 B, Spuren 2-4, Pfeil B1 und B2). Beide 

Banden treten nicht bei dem unkonjugierten Antikörper auf (Abbildung 4–127 B, Spur 1). Die 

Intensität nimmt mit der aufgetragenen Gesamtproteinmenge des konjugierten Antikörpers 

zu. Unkonjugiertes PEG konnte nicht detektiert werden (Abbildung 4–127 A, Spur 4). 
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4.9.4 Immunzytochemische Detektion der konjugierten Makromoleküle nach 
einer Lebendzellinkubation 

Um zu überprüfen ob eine effektive Bindung des konjugierten Antikörpers an lebende Zellen 

erfolgen kann, wurden PC12-Zellen für eine Stunde mit dem PEGylierten Antikörper 151-IgG 

inkubiert und anschließend immunzytochemisch untersucht. Zur Kontrolle der Reaktion 

wurde PEGyliertes BSA, sowie freies PEG verwendet. Es konnte unter den lebenden 

Bedingungen eine spezifische Detektion des PEG durchgeführt werden (Abbildung 4–128).  

Abbildung 4–128: Immunzytochemische Detektion des PEGylierten Anti-
körpers 151-IgG und BSA-PEG nach Lebendzellinkubation: 
PC12-Zellen wurden für den Zeitraum von 1 h mit freiem PEG (A), PEGyliertem 
BSA (B), dem PEGylierten Antikörper 151-IgG (C) und als Kontrolle mit unkonju-
giertem BSA (D) inkubiert und immunzytochemisch mit dem polyklonalen 
Antikörper anti-PEG-47 untersucht. Es konnte eine spezifische Immunreaktion 
bei beiden PEGylierten Proteinen und bei der Inkubation mit freiem PEG 
beobachtet werden (A, B, C). Die Expositionszeiten bei der Aufnahme betrugen: 
A, B: 1 s, C, D: 2 s. Maßstab: 20 µm. 

Bei der Inkubation mit freiem PEG findet sich eher eine gleichmäßige Verteilung entlang der 

Zelloberfläche, (Abbildung 4–128 A) wohingegen bei der Inkubation mit PEGyliertem BSA 

und IgG-151 eine lokale Anhäufung zu beobachten ist (Abbildung 4–128 B und C). 
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4.10 Neurale Differenzierung der embryonalen Stammzelllinie CGR8 

4.10.1 Proliferations- und Differenzierungsbedingungen 

Die Proliferations- und Differenzierungseigenschaften der murinen pluripotenten Stammzell-

linie sollte untersucht werden. Durch die Anwendung und Modifikation publizierter Protokolle 

soll die neurale Differenzierung eingeleitet werden und die Expression von Karbohydrat-

epitopen der Laktoserie II untersucht werden. Durch die Produktion und Kopplung von 

Antikörpern kann somit die Verwendung dieser Epitope zu MRT-Bildgebungszwecken 

genutzt werden. 

4.10.2 Kultivierung der Zelllinie CGR8 im undifferenzierten Zustand 

4.10.2.1 Immunzytochemische Analyse der Expression von Differenzierungs-

markern 

Die CGR8-Zellen wurden initial in einem DMEM-Medium mit Zusatz von 10 % FCS und 

Leukämie Inhibitionsfaktor (LIF), welches vor Beginn der Kultivierung auf die Unterstützung 

des Wachstums von ES-Zellen getestet wurde, auf einer gelatinebeschichteten Kulturschale 

kultiviert. Eine Umstellung auf knockout DMEM, supplementiert mit 10 % KSR und LIF fand 

vor Beginn der Differenzierungsexperimente statt. Bezugnehmend auf die Etablierung von 

Protokollen für die Differenzierung in neurale Vorläuferstadien und spätere neuronale und 

astrogliale Subtypen wurde als Refererenzmodell die murine Stammzelllinie D3 kultiviert. Der 

in dieser Arbeit verwendete Klon weist eine Expression von GFP unter Kontrolle des β-Aktin 

Promotors auf. Es konnte durch die Verwendung des vollsynthetischen Mediums eine gute 

Proliferation beider Zelllinien dokumentiert werden. Mit der D3-Zellinie konnte erfolgreich die 

Differenzierungsfähigkeit in spontan aktive Kardiomyozyten überprüft werden (nicht gezeigt). 

Abbildung 4–129: Expression von CD15 und Oct 3/4 bei CGR8- und D3-ES-Zellen: 
Unter proliferativen Bedingungen konnte bei der embryonalen Stammzelllinie CGR8 eine Expression 
des Karbohydratepitops CD15 (A) und des Transkriptionsfaktors Oct 3/4 (B) nachgewiesen werden. 
Bei der Zelllinie D3GFP konnte ebenfalls CD15 (C) und Oct 3/4 (D) zusammen mit GFP identifiziert 
werden. Farbnachweis: A, C: rot: CD15; B, D: rot: Oct 3/4: C, D: grün: GFP; Kernfärbung mit Hoechst 
Dye 33342. Maßstab: 10 µm.  
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Die Expression des Transkriptionsfaktors Oct 3/4 und des Karbohydratepitops SSEA-1 

(Synonym CD15) wurde im undifferenzierten Stadium unter dem Einfluss von LIF mit 

immunzytochemischen Methoden untersucht (Abbildung 4–129).  

Die CGR8 ES-Zellen bildeten kleine mehrzellige Inseln aus, die deutlich CD15+ waren. Die 

CD15 Expression konnte exklusiv zellmembranassoziiert gefunden werden (Abbildung 4–

129 A). Der Transkriptionsfaktor Oct 3/4 war innerhalb des Zellkerns lokalisiert (Abbildung 4–

129 B). Bei den D3GFP-Zellen wurde ein identisches Expressionsmuster gefunden (Abbildung 

4–129 C und D). Die Expression des Intermediärfilaments Nestin, der neuronal exprimierten 

Proteine Doublecortin, alpha-Internexin und ß3-Tubilin, des astrozytär exprimierten Proteins 

GFAP wurden innerhalb der Experimente untersucht. Keines der Proteine konnte detektiert 

werden. 

4.10.2.2 RT-PCR-Analyse der ES-Zellen im undifferenzierten Zustand 

Die Expression verschiedener mRNAs, die Schlüsselrollen bei der Klassifizierung der 

Differenzierungszustände der embryonalen Stammzellen spielen, wurden nach Isolation und 

cDNA-Synthese untersucht (Abbildung 4–130). Es konnten die Transkripte für den 

Transkriptionsfaktor Oct 4 (Spur 2) und das saure Zinkfinger-Protein Rex-1 (Spur 3) 

nachgewiesen werden. Keine Transkripte ergaben die Amplifikate für das N-glykosylierte 

Transmembranprotein 5T4 (Spur 4), den Wachstumsfaktor FGF-5 (Spur 5), Zeta-Globin 

(Spur 6), den Wachstumsfaktor BMP-1 (Spur 7), das Intermediärfilament Nestin (Spur 8), 

Prominin-1 (Spur 9), Musashi-1 (Spur 10) und den astroglialen Marker GFAP (Spur 11). 

Zusätzlich wurde Aktin als interne Kontrolle amplifiziert (Spur 1). Die erwarteten Fragment-

längen sind dem Anhang II zu entnehmen. 
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Abbildung 4–130: RT-PCR-Analyse von Markertranskripten der ES-Zellen im undifferenzierten 
Zustand: 
Aus embryonalen Stammzellen, die kontinuierlich in Gegenwart von LIF kultiviert wurden, wurde die 
Gesamt-RNA isoliert und nach cDNA-Synthese mittels Polymerasekettenreaktion amplifiziert. 
Aufgetragen sind: Spur 1: Aktin, Spur 2: Oct 4, Spur 3: Rex-1; Spur 4: 5T4; Spur 5: FGF-5; Spur 6: 
Zeta-Globin; Spur 7: Bmp-1; Spur 8: Nestin; Spur 9: Prominin-1; Spur 10: Musashi-1; Spur 11: GFAP. 
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4.10.3 Induktion der neuralen Differenzierung 

4.10.3.1 Entwicklung eines neuralen Differenzierungsprotokolls und 

Charakterisierung der Zellen 

Zur Induktion der neuralen Differenzierung wurden die Zellen in dem Medium 

N2/B27/DMEM-F12/Neurobasal für einen Zeitraum von 5 oder 7 Tagen kultiviert, was zu 

einer Abnahme der Proliferation und morphologischen Veränderungen im Vergleich zu den 

proliferativen Kulturbedingungen führte. Die epitheliale Morphologie der undifferenzierten 

ES-Zellen (Abbildung 4–131 A) nahm ab und es konnte phasenkontrastmikroskopisch 

hellleuchtende, bipolare Zellen mit einer runden Morphologie beobachtet werden (Abbildung 

4–131 B).  

Abbildung 4–131: Phasenkontrastmikroskopische Dokumentation nach Einleitung der neuralen 
Differenzierung: 
Embryonale Stammzellen der Linie CGR8 wurden nach Kultivierung in undifferenzierten Zustand (A) 
für 7 d in dem Medium N2/B27/DMEM-F12/Neurobasal kultiviert, was zu einer deutlichen morpho-
logischen Veränderung führte (B). Eine anschließende Kultivierung in 10 % KSR-Medium ohne Zusatz 
weitere Wachstumsfaktoren führte zu einer heterogenen Zellpopulation (C), die nach weiterer 
Kultivierung auf Laminin beschichteter Oberfläche zur Ausbildung von Zellen mit neuronalen 
Strukturen führte (D).  

Eine anschließende Kultivierung in 10 % KSR Medium führte zu einer erneuten Abflachung 

der Zellen und teilweise auch zu einem Verlust der Adhäsionseigenschaften (Abbildung 4–

131 C). Eine anschließende Kultivierung der Zellen auf einer Laminin beschichteten 

Oberfläche führte zur Migration von Zellen, die eine neuronale Morphologie aufwiesen 

(Abbildung 4–131 D). Zur Kontrolle des Differenzierungsprotokolls wurden Kulturen für den 

gesamten Zeitraum in 10 % KSR Medium, ohne den Differenzierungsschritt durch 

Verwendung des Mediums  N2/B27/DMEM-F12/Neurobasal, kultiviert. Zusätzlich wurden die 

Differenzierungs-experimente mit der ES-Zelllinie D3GFP durchgeführt. Die 
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immunzytochemische Analyse nach Plattierung auf Laminin zeigte nach Inkubation mit dem 

anti-Nestin Antikörper unter beiden Differenzierungsbedingungen bei den beiden ES-

Zelllinien die Ausbildung von Nestin+-Zellen (Abbildung 4–132 A1, B1, C1). 

Abbildung 4–132: Immunzytochemische Analyse der ES-Zelllinien nach neuraler Induktion: 
Zellen der ES-Zelllinie CGR8 wurden nach der Initiierung der neuralen Differenzierung entweder durch 
die Medienkombination KSR KSR (A1-A3) oder N2/B27/DMEM-F12/Neurobasal KSR (B1-B3) 
immunzytochemisch untersucht. Zur Kontrolle der Verwendbarkeit dieses Differenzierungsprotokolls 
wurde zusätzlich die Zelllinie D3GFP mittels N2/B27/DMEM-F12/Neurobasal KSR differenziert (C1-
C3). Die Inkubation mit dem anti-Nestin-Antikörper zeigt bei allen drei Proben die zelluläre Expression 
des Proteins (A1, B1, C1). Wenige DCX+-Zellen konnten nach Verwendung der Medienkombination 
KSR KSR identifiziert werden (A2 und Kasten in A2). Deutlich mehr DCX+-Zellen, die 
Neuritennetzwerke ausbildeten konnten durch Verwendung des zweiten Differenzierungsmediums 
lokalisiert werden (B2, C2). Ein ähnliches Expressionsmuster konnte bei Beurteilung der MAP-2+-
Zellen gefunden werden (A3, B3, C3). Die Zellkerne wurden durch Inkubation mit Hoechst Dye 33342 
visualisiert. Maßstab: 25 µm.  

Unter den Kulturbedingungen KSR→KSR konnte eine schwache Expression des 

Doublecortinproteins nachgewiesen werden (Abbildung 4–132 A2). Die DCX+-Zellen zeigen 

eine isolierte Lokalisation in der Nachbarschaft zu größeren Aggregaten und wiesen eine 

bipolare Morphologie mit langen Neuriten auf (Kasten in Abbildung 4–132 A2). Zudem fiel 

eine prozentual häufige Anzahl von fragmentierten Zellkernen auf. Bei der Verwendung des 

N2/B27/DMEM-F12/Neurobasal Mediums und der zusätzlichen Kultivierung in 10 % KSR-

Medium konnte bei den CGR8-Zellen eine deutliche DCX-Expression in vielen Zellen 

nachgewiesen werden (Abbildung 4–132 B2). Diese Zellen zeigten eine Interkonnektivität 
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und waren gleichmäßig in den Präparaten verteilt. Die gleiche Beobachtung konnte bei den 

D3GFP-Zellen gemacht werden (Abbildung 4–132 C2). Zudem konnte eine Koexpression von 

DCX und GFP nachgewiesen werden. Der Anteil von MAP2+-Zellen in dem KSR KSR-

Ansatz war höher, als bei der Anzahl von Doublecortin-exprimierenden Zellen und nicht nur 

auf bipolare Zellen beschränkt (Abbildung 4–132 A3). Bei dem kombinierten Differenz-

ierungsprotokoll N2/B27/DMEM-F12/Neurobasal→KSR konnte ebenfalls ein hoher Anteil von 

MAP2+-Zellen nachgewiesen werden, die bei Verwendung der D3GFP-Zellen auch eine 

Kolokalisation beider Proteine zeigten (Abbildung 4–132 B2 und C3). Eine detaillierte Unter-

suchung der Expression von GFP unter Kontrolle des β -Aktin-Promotors zeigte in vielen 

differenzierten D3-Zellen eine Koexpression von GFP und Nestin (Abbildung 4–133 A). 

Abbildung 4–133: Detaillierte Untersuchung der Aktivität des β -Aktin Promotors unter 
Differenzierungsbedingungen der D3GFP-ES-Zellen: 
Unter den Differenzierungsbedingungen N2/B27/DMEM-F12/Neurobasal→KSR differenzierte D3GFP 
Zellen zeigen eine deutliche Koexpression von GFP und Nestin in dem größten Teil der Zellen mit 
neuronaler Morphologie (Pfeil in A). Die stark GFP+-Zellen weisen keine Koexpression auf (Pfeil in B). 
Bei der Untersuchung der DCX-Expression wurde eine Koexpression in dem größten Teil der Zellen 
mit neuronaler Morphologie gefunden (weißer Pfeil in C). Eine sehr schwache somatische GFP-
Expression konnte in einer Subpopulation von DCX+-Zellen nachgewiesen werden, die in den Neuriten 
kaum mehr beobachtbar war (gelber Pfeil in C). Die stark GFP+-Zellen weisen keine DCX-Expression 
auf (Pfeil in D). Farbnachweis: A, B: rot: Nestin; C, D: rot: Doublecortin; A, B, C, D: grün: GFP, blau: 
Hoechst Dye33342. Maßstab: 20 µm.  

Bei den GFP und Nestin koexprimierenden Zellen mit neuronaler Morphologie (Pfeil in 

Abbildung 4–133 A) war die Intensität der Färbung im Vergleich mit GFP+- und Nestin--Zellen 

(Pfeil in Abbildung 4–133 B) schwach ausgeprägt.  

Bei der Analyse der Doublecortinexpression wurden Zellen mit deutlicher DCX- und GFP-

Expression gefunden, die interneuronale Verbindungen ausgebildet haben (weißer Pfeil in 

Abbildung 4–133 C). Es wurden allerdings auch DCX+-Zellen identifiziert, die keine 

Expression von GFP aufwiesen (gelber Pfeil in Abbildung 4–133 C). Bei stark GFP+-Zellen 

konnte die Expression von Doublecortin nicht beobachtet werden (Abbildung 4–133 D). 
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4.10.3.2 Charakterisierung der Expression von Karbohydraten der Laktoserie II 

Die Expression der Karbohydrate der Laktoserie II im embryonalen Stammzellstadium und 

nach der Differenzierung mit dem kombinierten Differenzierungsprotokoll N2/B27/DMEM-

F12/Neurobasal→KSR. 

Die Untersuchungen wurden immunzytochemisch mit entsprechenden monoklonalen 

Antikörpern, die gegen die terminalen Oligosaccharide gerichtet waren, angefertigt. Im Detail 

wurden die nicht derivatisierte Form A2B5, die fukosylierte Form CD15 und sulfatierte und 

glukoronylierte Form HNK-1 untersucht. 

Abbildung 4–134: Expression von A2B5, CD15 und HNK-1 im undifferenzierten Zustand und 
nach neuraler Differenzierung: 
Unter proliferativen Bedingungen im undifferenzierten Zustand konnte eine Minderheit der gesamten 
ES-Zellpopulation als A2B5+ identifiziert werden (A1). Nach der neuralen Induktion fand eine 
morphologische Veränderung statt und der Anteil von A2B5+-Zellen erhöhte sich (B1). Bei etwa 80 % 
der undifferenzierten Stammzellen konnte die Expression von CD15 nachgewiesen werden (A2). Eine 
Abnahme der CD15+ Zellen konnte unter Differenzierungsbedingungen dokumentiert werden (B2). Im 
undifferenzierten Stadium konnten < 1 % HNK-1+-Zellen identifiziert werden (A3). Nach Verwendung 
des kombinierten Differenzierungsprotokolls stieg der Anteil der HNK-1 exprimierenden Zellen an und 
es konnten morphologische Veränderungen beobachtet werden (B3). Anzahl unabhängiger 
Stichproben: undifferenzierte Bedingungen: n = 2. Differenzierte Bedingungen: n = 1. Maßstab: 25 µm. 
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Unter proliferativen Bedingungen konnte eine Expression von A2B5 nachgewiesen werden 

(Abbildung 4–134 A1). Die Zellen zeichneten sich durch eine verzweigte und vielgestaltige 

Morphologie und eine zellmembranassoziierte Lokalisation des Karbohydratepitops aus. Die 

CD15 Expression beschränkte sich ebenfalls auf eine membranassoziierte Lokalisation 

(Abbildung 4–134 A2). etwa 80 % der embryonalen Stammzellen waren CD15+.  

Der Anteil an HNK-1+ Zellen konnte auf < 1 % der gesamten Population bestimmt werden 

(Abbildung 4–134 A3). Nach Einleitung der neuralen Induktion mit dem kombinierten 

Differenzierungsprotokoll wurde ein Anstieg der A2B5+ Zellen und eine morphologische 

Veränderung beobachtet (Abbildung 4–134 B1). Während unter den undifferenzierten 

Kulturbedingungen A2B5+-Zellen mit einem großen Zellkerndurchmesser vorkamen, konnte 

unter den Differenzierungsbedingungen unter anderem kleine, bipolare Zellen mit kleinem 

Soma und Nukleus identifiziert werden. Der Anteil der CD15+-Zellen nahm deutlich unter den 

Differenzierungsbedingungen ab. Die stark CD15 exprimierenden Zellen konnten auf < 10 % 

bestimmt werden, wobei die Zellen ebenfalls stark von der Morphologie unter 

undifferenzierten Bedingungen abwichen (Abbildung 4–134 B2).  

Der Anteil der HNK-1+-Zellen nahm unter den Differenzierungsbedingungen stark zu und 

wurde auf etwa 40 % bestimmt (Abbildung 4–134 B3). Die Zellen weisen keine einheitlichen 

morphologischen Charakteristika auf. 

Es wurde ein weit verzweigtes Fortsatzsystem und interzytoplasmatisches Netzwerk 

beobachtet, das sich um einen zentral lokalisierten Zellkern organisierte. Drei dominant 

vorkommende morphologische HNK-1+-Zelltypen wurden in hoher mikroskopischer 

Vergrößerung in Abbildung 4–135 dargestellt. Es wurden weit verzweigte Zelltypen 

gefunden, die ein kleines Soma und lange, neuritenartige Fortsätze aufweisen (Abbildung 4–

135 A). Ein anderer prominenter Zelltyp wurde in Abbildung 4–135 B dargestellt, der einen 

kleinen Zellkern mit weit ausgebreiteten Zytoplasmafortsätzen und ausgesparten Bereichen 

zeigt. Zellen mit großem Durchmesser des Zellkerns und des Somas, wurden in der 

Minderheit der HNK-1+-Population identifiziert (Abbildung 4–135 C). 

Abbildung 4–135: Detaillierte Analyse der HNK-1-Expression nach neuraler Differenzierung: 
Drei verschiedene, in den differenzierten Zellkulturen beobachtete HNK-1+-Zellentypen (rot) wurden 
identifiziert. Hoechst Dye 33342 (blau). Maßstab: 20 µm. 
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4.10.4 Differenzierung der ES-Zelllinie CGR8 im Suspensionsmodell  

Um eine direkte Differenzierung ohne den Umweg über die Etablierung einer proliferativen 

neuralen Vorläuferzelllinie zu erreichen, wurden die undifferenzierten ES-Zellen in einem 

spontanen Aggregationsansatz differenziert (Abbildung 4–136). Nach einer siebentägigen 

Differenzierung in 10 % KSR in Suspension wurde eine Differenzierung mit der Medium-

komposition ITSFn parallel zur Differenzierung in KSR untersucht (Abbildung 4–137).  

Abbildung 4–136: Schematische Übersicht über die 
Differenzierungsbedingungen in Suspension: 
Nach der initialen Kultivierung unter proliferativen Bedingungen 
wurden die Zellen für 7 Tage im Suspensionsmodell ohne die 
Zugabe von LIF kultiviert und anschließend auf bakterio-
logischen Schalen in den Medien KSR 10 % oder ITSFn 
kultiviert.  

In den Wachstumsbedingungen 10 % KSR bildeten sich multizelluläre Aggregate, die im 

Kultivierungszeitraum Durchmesser von über 500 µm erreichen (Abbildung 4–137 A und B). 

Die Umstellung der Kultur auf das selektive Medium ITSFn wurde durchgeführt, um eine 

effizientere Einleitung der Neurogenese zu erreichen. 

Es konnte beobachtet werden, dass die Zellen bereits in den bakteriologischen Schalen in 

dem ITSFn-Medium auf der Oberfläche adhärieren und die Migration von einzelnen Zellen 

aus dem zentralen Aggregat (Abbildung 4–137 C), sowie komplexe Neuritogenese 

beobachtbar ist (Abbildung 4–137 D).  

15% KSR + LIF 

10% KSR 

10% KSR ITSFn 

Laminin Laminin 
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Abbildung 4–137: Differenzierung der ES-Zellen CGR8 im Suspensionsmodell: 
Die Beobachtung mit dem Phasenkontrastmikroskop verdeutlicht den Unterschied der beiden 
Kultivierungsbedingungen KSR und ITSFn. Ohne Adhäsionseffekte proliferieren die 
multizellulären Aggregate in dem KSR Medium (A,B), während sich zwei Tage nach der 
Umstellung der Kultur auf das ITSFn Medium etwa 60 % der Aggregate auf der bakteriologischen 
Schale adhärieren und einzelne Zellen in die Umgebung migrieren (C), oder komplexes 
Neuritenwachstum erkennbar ist (Pfeile in D). Maßstab: 100 µm. 

Die Aggregate wurden zu verschiedenen Zeitpunkten auf Fibronektin beschichteten 

Oberflächen ausplattiert.  

Es konnte eine verzögerte Adhäsion bei den KSR- Aggregaten im Vergleich zu ITSFn auf 

der Laminin beschichteten Oberfläche beobachtet werden. Unter beiden Kultivierungs-

bedingungen fand eine Migration von Zellen und Neuriten in die Peripherie der Aggregate 

statt. Die Neuritogenese unter den Kulturbedingungen ITSFn konnte in einer Fotomontage 

(Abbildung 4–138) dokumentiert werden. Neuriten aus unterschiedlichen Aggregaten bilden 

intensive Verknüpfungen untereinander aus. Das Neuritengeflecht ist teilweise von äußerst 

komplexer Erscheinungsform.  

Abbildung 4–138: Visualisierung der Neuritogenese der differenzierten Aggregate: 
Um die Neuritogenese zu verdeutlichen, wurde unter Differenzierungsbedingungen eine 
Rekonstruktion der Neuriten vorgenommen. Dargestellt sind zwei Aggregate mit in die Peripherie 
migrierten Zellen mit teilweise neuronaler Morphologie und langen Neuriten. Maßstab: 30 µm. 
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Unter beiden Kulturbedingungen konnte ein extensives Neuritenwachstum in die Peripherie 

der Aggregate zwei Tage nach der Plattierung dokumentiert werden (Abbildung 4–139 A und 

B). Durch eine immunzytochemische Analyse, die durchgeführt wurde, um die Expression 

des Doubleortinproteins nachzuweisen, konnte nachgewiesen werden, dass die Zellen mit 

neuronaler Morphologie und die Neuriten DCX+ waren (Abbildung 4–139 C und D). 

Abbildung 4–139: Differenzierung der multizellulären Aggregate: 
Die Zellen wurden für 3 Tage in Suspension differenziert und beide Gruppen anschließend auf einer 
Laminin-Beschichtung für weitere zwei Tage in der Medienkomposition ITSFn kultiviert. Zwei Tage 
nach der Plattierung konnte bei den Kulturen, die in dem KSR-Medium (A) und in ITSFn-Medium (B) 
kultiviert wurden, ein Neuritenwachstum in die Aggregatperipherie beobachtet werden. Die 
immunzytochemische Analyse zum Nachweis des Doublecortin-Proteins bei den in KSR kultivierten 
Zellen (C) und bei den in ITSFn kultivierten Zellen (D) konnte die DCX-Expression nachweisen. 
Maßstab: A,B: 100 µm; C,D: 25 µm. 

Eine detaillierte Analyse der Expression zur neuronalen und astroglialen Differenzierung 

wurde bei Aggregaten vorgenommen, die für sieben Tage in der Suspensionskultur mit KSR-

Medium oder ITSFn kultiviert wurden. Die phasenkontrastmikroskopischen Aufnahmen 

zeigten ein verstärktes Migrationsverhalten in die Aggregatperipherie sowohl bei den KSR-

Bedingungen (Abbildung 4–140 A), als auch bei dem Medium ITSFn (Abbildung 4–140 B). 

Vier Tage nach der Plattierung konnte bei den Zellen aus dem KSR-Medium eine Ko-

Expression von Doublecortin in den Zellen mit neuronaler Morphologie beobachtet werden 

(Abbildung 4–140 C). Daneben konnten größere Zellen identifiziert werden, die DCX- waren 

und Nuklei mit großem Durchmesser aufwiesen (Pfeil in Abbildung 4–140 C). Es wurde ein 

stark ausgebildetes Netzwerk ß3-Tubulin+-Zellen identifiziert (Abbildung 4–140 D). Durch die 

Inkubation mit einem anti-GFAP-Antikörper konnten radiale und protoplasmatische 

Astrozyten identifiziert werden. Bei Kultivierung der Zellen in dem ITSFn-Medium wurden 

DCX+-Zellen identifiziert, die eine bipolare Morphologie aufwiesen (Pfeile in Abbildung 4–140 
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E). Die intrazelluläre Expression beider Proteine war nicht in allen Zellen identisch lokalisiert. 

Unter den ITSFn-Kultivierungsbedingungen konnten ß3-Tubulin+-Neurone und GFAP-

positive Astrozyten identifiziert werden (Abbildung 4–140 F). Der Anteil der Astrozyten in der 

gesamten Population war geringer im Vergleich zu der Differenzierung mit 10 % KSR. 

Abbildung 4–140: Immunzytochemische Analyse der differenzierten Aggregate: 
Aggregate aus der KSR-Differenzierungskultur (A) und der ITSFn-Kultur (B) wurden auf mit 
Laminin beschichteten Oberflächen für 4 Tage in den entsprechenden Medien kultiviert. Die 
immunzytochemische Analyse zeigt unter den KSR-Kulturbedingungen das Vorhandensein von 
DCX+ Zellen, aber auch grße Zellkerne, die auf nicht nuronalen Ursprung hinweisen (weißer Pfeil) 
(C). Es konnten weiterhin ß3-Tubulin+-Neurone und GFAP+-Astrozyten nachgewiesen werden 
(D). Bei den Differenzierungsbedingungen im ITSFn-Medium wurden DCX+-Zellen identifiziert 
(E). Dabei sind deutlich sehr feine- und dickere Neuriten identifizierbar (weiße Pfeile in E). ß3-
Tubulin+-Neurone und GFAP+-Astrozyten konnten nachgewiesen werden (F). Farbnachweis: C, 
E: grün: DCX; D, F: grün: GFAP, rot: ß3-Tubulin. Zellkerne wurden durch Inkubation mit Hoechst 
Dye 33342 visualisiert. Maßstab: A, B: 100 µm; E, F: 25 µm. 
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4.10.5 Generierung einer stabilen neuralen Vorläuferzelllinie aus den 
prädifferenzierten CGR8-Zellen 

4.10.5.1 Entwicklung und Charakterisierung der Kulturbedingungen 

Nach der initialen neuralen Differenzierung mittels des kombinierten N2/B27/DMEM-

F12/Neurobasal→KSR Differenzierungsprotokolls wurden die Kulturen umgestellt auf die 

Mediumkomposition N2/Euro, woraus eine stabil proliferierende Kultur resultierte, die für 

einen Zeitraum von > 6 Monaten kultiviert werden konnte. Die Zellen weisen eine rasche 

Proliferation mit einer mittleren Generationsverdopplung im Abstand von 14 h auf und 

zeichnen sich durch eine schwach epitheliale Morphologie aus (Abbildung 4–141 A und B). 

Die Kulturen konnten adhärent auf behandelten Kunststoffoberflächen in dem Medium N2/ 

Euro unter Zusatz der Wachstumsfaktoren FGF-2 und EGF kultiviert werden.  

Abbildung 4–141: Kultur der neuralen Vorläuferzellen N2/Euro #1: 
Durch Kultivierung der neural prädifferenzierten embryonalen Stammzelllinie CGR8 in 
dem Medium N2/Euro und der Supplementation der Wachstumsfaktoren EGF und 
FGF-2 konnte eine stabile neurale Vorläuferzelllinie generiert werden. Die Zellen 
weisen eine epitheliale Morphologie auf (A und jöhere Vergrößerung in B). 

 

4.10.5.2 Semiquantitative Analyse der Expression von Markerproteinen der 

neuralen Vorläuferzelllinie 

Ein mRNA-Expressionsprofil der Zelllinie N2/Euro #1 wurde nach Isolierung von RNA und 

anschließender cDNA-Synthese erstellt (Abbildung 4–142). Es konnten keine Transkripte 

des Transkriptionsfaktor Oct 3/4 (Spur 1), des sauren Zinkfinger-Protein Rex-1 (Spur 2), des 

Wachstumsfaktors FGF-5 (Spur 4), von Zeta-Globin (Spur 5), Musashi-1 (Spur 9) und vom 

astroglialen Marker GFAP (Spur 10) nachgewiesen werden. Transkripte für das N-

glykosylierte Transmembranprotein 5T4 (Spur 3), den Wachstumsfaktor BMP-1 (Spur 6), das 

Intermediärfilament Nestin (Spur 7) und Prominin-1 (Spur 8) konnten mittels der RT-PCR 

detektiert werden. Zusätzlich wurde Aktin als interner Standard amplifiziert (Spur 11). 
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Abbildung 4–142: mRNA-Expressionsprofil der Zelllinie N2/Euro #1 unter proliferativen 
Bedingungen: 
Aus der neuralen Vorläuferzelllinie N2/Euro #1, die unter proliferativen Bedingungen kultiviert wurde, 
wurde die Gesamt-RNA isoliert und nach cDNA-Synthese mittels Polymerasekettenreaktion 
amplifiziert. Aufgetragen wurden: Spur 1:Oct 3/4, Spur 2: Rex-1, Spur 3: 5T4; Spur 4: FGF-5; Spur 5: 
Zeta-Globin; Spur 6: Bmp-1; Spur 7: Nestin; Spur 8: Prominin-1; Spur 9: Musashi-1 Spur 10: GFAP; 
Spur 11: Aktin. 
 
 
 

4.10.5.3 Charakterisierung der Zelllinie N2/Euro #1 in der adhärenten Kulturform 

aufgrund der Expression neuraler Markerproteine 

Für die Charakterisierung der Expression von ausgewählten Markerproteinen wurden die 

Zellen auf mit Fibronektin beschichteten Deckgläschen für einen Zeitraum von 24 h plattiert 

und immunzytochemisch analysiert. Schwerpunkt der Untersuchungen waren die Marker-

proteine MAP-2 (erkannte Isoformen: a, b und c), Doublecortin, Nestin, ß3-Tubulin und 

GFAP. Um die Expression der Karbohydrate der Laktoserie im undifferenzierten Zustand zu 

untersuchen, wurden die beiden Epitope HNK-1 und CD15 ausgewählt. 

Alle Zellen exprimieren das Intermediärfilament Nestin, perinukleär findet sich eine starke 

Akkumulation von Nestin+-Filamenten (Abbildung 4–143 A). Unter den Proliferations-

bedingungen konnten keine ß3-Tubulin+-, Doublecortin+ und GFAP+-Zellen identifiziert 

werden (Abbildung 4–143 B-C). Es konnten einzelne intensiv MAP-2a,b,c exprimierende 

Zellen identifiziert werden, die im Vergleich mit dem Hauptanteil der Zellen eine auffällige 

Morphologie besitzen (Pfeil in Abbildung 4–143 D).  

Insgesamt zeigt sich eine ungewöhnlich starke Anfärbung aller Zellen in den untersuchten 

Präparaten. Die Antikörperkontrollen zeigten keine Bindung des Sekundärantikörpers. In 

einer detaillierten Betrachtung dieser Zellen zeigt sich eine heterogene und partielle 

Expression von MAP-2a,b,c. 
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Abbildung 4–143: Expression von Markerproteinen während der Proliferation der N2/Euro #1- 
Zellen in adhärenter Kultur: 
Einzelzellen wurden für einen Zeitraum von 24 h auf Fibronektin-beschichteter Oberfläche in N2-Euro-
Vollmedium kultiviert und immunzytochemisch analysiert. Alle Zellen weisen eine Expression des 
Intermediärfilaments Nestin auf (A, grün). Es konnte keine Expression von Doublecortin (grün) 
identifiziert werden (B). Das gleiche gilt für ß3-Tubulin (rot) und GFAP (C, grün). Eine intensive MAP-2 
Expression (grün) konnte bei einzelnen Zellen nachgewiesen werden (Pfeil in D). Aufnahmen stellen 
repräsentative Ergebnisse aus drei unabhängigen Experimenten dar. Die Expositionszeiten in B und C 
wurden mindestens doppelt so lange gewählt wie in A und D. Zellkerne wurden mit Hoechst Dye 
33342 visualisiert. Maßstab: 25 µm. 
 

In einer Zelle mit deutlich differenzierter Morphologie zeigt sich die Expression perinukleär, 

sowie deutlich in fein verästelten Neuriten (Abbildung 4–144 A). Die stark MAP-2a,b,c
+-Zelle in 

Abbildung 4–144 B exprimiert das Protein homogen im Zytoplasma und weicht stark von den 

sonst beobachteten Zellmorphologien ab. Interessant ist eine lokal begrenzte MAP-2a,b,c -

Expression des Neuriten der Zelle in Abbildung 4–144 C (Pfeil). 

Abbildung 4–144: Hochaufgelöste Mikroskopie zur Lokalisation von MAP-2a,b,c im Zytoplasma 
der neuralen Vorläuferzellen: 

Die Aufnahmen in hoher Vergrößerung zeigen repräsentative Beispiele zur Lokalisation von MAP-2a,b,c 
(grün) in den Zellen. Zellkerne wurden mit Hoechst Dye 33342 visualisiert. Maßstab: 10 µm. 
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4.10.5.4 Proliferation und Differenzierung der Zelllinie N2/Euro #1 im Sphäroid-

modell 

In den Experimenten wurden die neuralen Vorläuferzellen N2/Euro #1 auf Poly-HEMA-

beschichteten Zellkulturschalen für 4 Tage aggregiert. Dieses Modell soll die Differenzierung 

im multizellulären Aggregat im Vergleich zur Proliferationskultur vergleichend untersuchen 

und soll eine Grundlage für eine effizientere Elektroporation oder virale Transduktion im 

Vergleich mit 2-dimensionalen Kulturformen darstellen, um vor allem neuronal vor-

differenzierte oder differenzierte Neuronen zu transfizieren. 

Nach der viertägigen Aggregation unter den Bedingungen: 

1.) N2/ Euro Medium supplementiert mit 10 ng mL-1 FGF-2 und 5 ng mL-1 EGF 

2.) N2/ Euro Medium supplementiert mit 10 ng mL-1 FGF-2 

3.) 10 % KSR 

wurden die Zellaggregate auf den Oberflächenbeschichtungen Fibronektin und Laminin 

plattiert. Zu diesem Zeitpunkt konnten in den unterschiedlichen Gruppen deutliche 

Unterschiede in Bezug auf die mittleren Aggregatdurchmesser beobachtet werden. Während 

eine deutliche Größenabnahme durch den Entzug des Wachstumsfaktors FGF-2 im 

Vergleich zu dem kompletten Medium erkennbar ist (Abbildung 4–145 A, B), finden sich in 

dem 10 % KSR-Medium hauptsächlich kleine Zellgruppen, deren minimaler Durchmesser 

deutlich unterhalb von 50 µm liegt (Abbildung 4–145 C). Die Aggregate aus dem KSR-

Medium wurden für weitere Versuche nicht mehr verwendet. 

Abbildung 4–145: Morphologische Größenunterschiede nach 4 d Aggregationskultur:  
Nach der Kultivierungszeit in den drei unterschiedlichen Medien sind deutliche Größenunterschiede 
erkennbar. Während die Aggregate unter den proliferativen Bedingungen im N2/Euro Medium die 
größten Durchmesser aufweisen (A), führt die Deprivation von 10 ng mL-1 FGF-2 zu einer deutlichen 
Abnahme der minimalen Aggregatdurchmesser (B). Die Kultur in dem 10 % KSR-Medium führt zu 
Aggregaten, deren Durchmesser größtenteils unterhalb von 50 µm liegen (C). Maßstabbalken: 30 µm. 

Um eine detaillierte Charakterisierung der Durchmesser vorzunehmen, wurde von jeder 

Kultivierungsbedingung eine Analyse von 160 randomisiert ausgewählten Aggregaten aus 

zwei unabhängigen Experimenten vorgenommen. Dabei wurden die minimalen Durchmesser 

bestimmt und in sieben Klassen von jeweils 50 µm gruppiert (Abbildung 4–146). Diese 

Auswertung zeigt eine statistisch signifikante Verteilung der unterschiedlichen Kulturformen, 
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welche die mikroskopischen Beobachtungen unterstützt. Die Durchmesserverteilung der 

Aggregate unter proliferativen Bedingungen liegt hauptsächlich in dem Bereich 80 µm bis 

250 µm während der Entzug von FGF-2 eher zu multizellulären Aggregaten in dem Bereich 

50 µm bis 150 µm Durchmesser führt. Alle Aggregate im KSR-Medium weisen einen 

minimalen Durchmesser von < 100 µm auf. 

Abbildung 4–146: Bestimmung der minimalen Durchmesser der Aggregate 
nach einer 4 tägigen Kultivierungszeit:  
Es wurden die Durchmesser von 160 Aggregaten aus den jeweiligen Medien 
untersucht. Dargestellt sind die absoluten Häufigkeiten von Aggregaten aus zwei 
unabhängigen Experimenten. Deutlich erkennbar ist die Akkumulation der 
Aggregate nach Entzug des Wachstumsfaktors FGF-2 unterhalb von 150 µm, 
während die unter proliferativen Bedingungen kultivierten Zellen minimale 
Durchmesser zwischen 50 µm und 250 µm aufweisen. Die Aggregatgrößen der 
Zellen aus dem 10 % KSR Medium liegen alle in Klassen unterhalb von 100 µm. 

 

Die Zellen wurden für 24 h unter unterschiedlichen Kulturbedingungen auf den Oberflächen-

beschichtungen Fibronektin und Laminin ausplattiert, um morphologische Unterschiede nach 

der Aggregationskultur zu dokumentieren und immunzytochemisch die Differenzierung in 

DCX+- neuronale Zellen zu untersuchen. Es konnte bei dieser initialen Differenzierungsphase 

ein massives Ablösen von Zellen beobachtet werden, die sich anschließend frei flottierend im 

Medium befanden. 
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4.10.6 Charakterisierung der Proliferation und Differenzierung der Aggregate 

Es wurde die Expression der beiden neuralen Differenzierungsmarker Doublecortin und ß3-

Tubulin 24 h nach Plattierung in den beiden Medien, in denen die viertägige 

Suspensionskultur durchgeführt wurde, auf einer Fibronektin beschichteten Oberfläche 

ausplattiert (Abbildung 4–147). Die kleineren Aggregate aus der EGF deprivierten Kulturform 

wiesen auf dieser Oberflächenmatrix eine verringerte migratorische Aktivität zu den 

Aggregaten auf, die in dem EGF- und FGF-2 haltigen Medium kultiviert wurden. Es konnten 

unter den proliferativen Bedingungen DCX+-Neurone mit einer simplen, bipolaren 

Morphologie identifiziert werden (Abbildung 4–147 A). Der Anteil von ß3-Tubulin+-Neuronen 

war < 1 % der gesamten Zellen (Abbildung 4–147 C). Nach insgesamt 5 d Entzug des 

Wachstumsfaktors EGF konnte eine höhere Anzahl and DCX+- und ß3-Tubulin+-Neuronen 

detektiert werden (Abbildung 4–147 B und D). 

Abbildung 4–147: Charakterisierung der Doublecortin- und ß3-Tubulinexpression der 
Aggregate: 
Die Aggregate wurden nach 4 d in der Suspensionskultur auf einer mit Fibronektin beschichteten 
Oberfläche in den Medien, die auch in der Suspensionskultur verwendet wurden, ausplattiert und 
immunzytochemisch untersucht. Unter proliferativen Bedingungen konnte die Expression von 
DCX (A, grün) in einzelnen Neuronen nachgewiesen werden. Ein noch geringerer Anteil von 
Neuronen exprimierte ß3-Tubulin (C, rot). Nach insgesamt 5 d Entzug des Wachstumsfaktors 
EGF wurde ein höherer Anteil von DCX+-Neuronen (B, grün) und ß3-Tubulin+-Zellen (D, rot) 
detektiert. Die Zellkerne wurden mit Hoechst Dye 33342 in blau visualisiert. Maßstab: 25 µm. 

Zur weiteren Differenzierung wurden beide Gruppen von Suspensionsaggregaten auf einer 

mit Laminin beschichteten Oberfläche für 4 d in dem Kulturmedium B27/Euro kultiviert 

(Abbildung 4–148). Bei Aggregaten, die in dem Proliferationsmedium kultiviert wurden 

(Abbildung 4–148 A), konnten wenige DCX+-Zellen mit hauptsächlich einfach neuronaler 

Morphologie identifiziert werden. Der Anteil von ß3-Tubulin+-Neuronen und GFAP+-
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Astrozyten (Abbildung 4–148 B) war geringer im Vergleich zu den Aggregaten, die ohne EGF 

in der Suspension kultiviert wurden (Abbildung 4–148 C und D).  

Abbildung 4–148: Markerexpression nach 4 d Differenzierung in dem Medium 
B27/Euro: 
Multizelluläre Aggregate wurden nach 4 d Kultur in der Suspensionskultur auf mit 
Laminin beschichteten Oberflächen für weitere 4 d in dem Medium B27/Euro 
kultiviert. Aggregate, die sich unter proliferativen Bedingungen gebildet haben, 
differenzierten zu einem geringen Anteil in DCX+-Neurone (A). Wenige ß3-
Tubulin+- Zellen und GFAP+-Astrozyten konnten nachgewiesen werden (B). 
Aggregate, die sich unter Deprivierung von EGF gebildet haben, differenzierten zu 
einem höheren Prozentsatz in DCX+ Zellen (C). Es konnten ebenfalls ß3-Tubulin+- 
Zellen und GFAP+-Astrozyten nachgewiesen werden (D). Zellkerne wurden mit 
Hoechst Dye 33342 visualisiert. Maßstab: 25 µm. 

Eine Kultivierung nach der Ausplattierung in 10 % KSR führte zur Differenzierung von mehr 

DCX+-Neuronen bei Aggregaten, die unter proliferativen Bedingungen kultiviert wurden im 

Vergleich zu dem Medium B27/Euro (Abbildung 4–149 A). Es konnten mehr ß3-Tubulin+-

Neurone und komplex entwickelte GFAP-Astrozyten nachgewiesen werden (Abbildung 4–

149 B). Die Präkultivierung in dem EGF deprivierten Medium führte zu einer Erhöhung der 

Anzahl DCX-exprimierender Neurone (Abbildung 4–149 C) und ß3-Tubulin+-Zellen 

(Abbildung 4–149 D). Die Zellen wiesen eine komplexere Morphologie auf im Vergleich zu 

den nicht EGF deprivierten Kulturbedingungen.  
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Abbildung 4–149: Markerexpression nach 4 d Differenzierung in dem Medium 10 % 
KSR: 
Multizelluläre Aggregate wurden nach 4 d Kultur in der Suspensionskultur auf mit 
Laminin beschichteten Oberflächen für weitere 4 d in dem Medium 10 % KSR kultiviert. 
Aggregate, die sich unter proliferativen Bedingungen gebildet haben, differenzierten zu 
DCX+-Neurone, die eine komplexere Morphologie aufweisen, als bei den Kulturen, die in 
dem Medium B27/Euro kultiviert wurden (A). ß3-Tubulin-exprimierende Neurone und 
GFAP+-Astrozyten konnten nachgewiesen werden (B). Aggregate, die sich unter 
Deprivierung von EGF in der Suspensionskultur bildeten, differenzierten stärker in DCX+-
Zellen (C). Es konnten ß3-Tubulin+-Zellen und GFAP+-Astrozyten mit komplexer 
Morphologie nachgewiesen werden (D). Zellkerne wurden mit Hoechst Dye 33342 
visualisiert. Maßstab: 25 µm. 

4.10.7 Nukleofektion der multizellulären Aggregate 

Aggregate wurden mit dem Plasmid pcDNA3.1-CMV-mCherry und dem Plasmid pcDNA3.1-

CMV-K79-Δrobo3-IRES-Luziferase (siehe Kapitel 4.11.3) nukleofektiert und auf einer mit 

Fibronektin beschichteten Oberfläche plattiert. Nach der Nukleofektion konnte die Expression 

des mCherry-Proteins bereits nach 24 h detektiert werden. Die Transfektionseffizienz von 

Einzelzellen betrug etwa 90 %, wobei die Effizienz bei der Nukleofektion von Aggregaten nur 

etwa 40 % bis 50 % betrug. Die Expression von mCherry nahm innerhalb von 72 h nach der 

Nukleofektion stark ab. Besonders Zellen mit bipolarer neuronaler Morphologie zeigten nach 

diesem Zeitraum noch eine starke Expression des Fluoreszenzreporters. In drei unabhängig 

voneinander durchgeführten Stichproben konnten nach Nukleofektion und anschließender 

Supplementation von Neomycin zur Selektionierung keine stabil exprimierenden Zelllinien 

gewonnen werden.  

Die immunzytochemische Analyse mittels anti-DCX-Antikörper zeigte in vereinzelten 

Neuronen eine Koexpression von DCX und mCherry (weißer Pfeil in Abbildung 4–150 A), 

während prozentual mehr Neurone gefunden wurden, die mCherry+ waren, aber kein DCX 

exprimierten (gelber Pfeil in Abbildung 4–150 A). Die immunzytochemische Analyse der 
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Zellen, die mit dem Plasmid pcDNA3.1-CMV-K79-Δrobo3-IRES-Luziferase nukleofektiert 

wurden, zeigte nach Inkubation mit dem anti-robo3 spezifischen Antikörper vereinzelt Zellen, 

die den Oberflächenrezeptor stark exprimierten. Die Expression konnte membranassoziiert 

nachgewiesen werden (weißer Pfeil in Abbildung 4–150 B). Zur Visualisierung der Aktin-

filamente in Abbildung 4–150 B wurde FITC konjugiertes Phalloidin verwendet. 

Abbildung 4–150: Nukleofektion von Aggregaten der Zelllinie N2/Euro #1: 
In der Suspensionskultur gebildete Aggregate wurden mit den Plasmiden pcDNA3.1-CMV-
mCherry und dem Plasmid pcDNA3.1-CMV-K79-Δrobo3 nukleofektiert und auf einer 
Fibronektin beschichteten Oberfläche ausplattiert. Es konnten einzelne Neurone detektiert 
werden, die eine Koexpression von mCherry und DCX aufwiesen (A, weißer Pfeil). Der gelbe 
Pfeil weist auf eine Cherry+- und DCX--Zelle hin 
Nach Nukleofektion mit dem Plasmid pcDNA3.1-K79-Δrobo3 wurden nach einer immunzyto-
chemischen Analyse mit einem anti-robo3-Antikörper vereinzelt Zellen mit einer Expression 
des Oberflächenrezeptors identifiziert (B, Pfeil). Die Aktinfilamente wurden mit FITC-
konjugiertem Phalloidin (grün) visualisiert. Die Zellkerne wurden mit Hoechst Dye 33342 
visualisiert. Maßstab: 25 µm. 

Für den Nachweis der Luziferaseexpression wurden die nukleofektierte Aggregate mittels 

Photonenbildgebungssystem nach der Zugabe des Substrates untersucht (Abbildung 4–

151). Es konnte dabei keine Zellzahl ermittelt werden.  

Abbildung 4–151: Überprüfung der Luziferaseexpression mittels optischem 
Bildgebungssystem: 
Die Expression der firefly-Luziferase in multizellulären Aggregaten wurde nach Zugabe von 
D-Luziferin bestimmt. Für die Untersuchung wurde die 3 fach größere Menge an Kontroll-
aggregaten verwendet. 
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Im Vergleich zu den Kontrollzellen konnte eine schwache aber eindeutige Expression der 

Luziferase nachgewiesen werden. Die detektierten unabhängigen Lichteinheiten bei den 

Δrobo3+- und Luziferase+-Zellen betrugen in einem Bereich von 7200 Pixeln 1,4 x 105 U.L.E. 

Bei den Kontrollzellen wurden 3,0 x 104 U.L.E. in einem identisch großen Bereich detektiert.  

4.10.7.1 Charakterisierung der N2/Euro #1-Zellen in der adhärenten Kulturform 

aufgrund der Expression neuraler Markerproteine: Differenzierung 

Um die Differenzierung in neuronale und astrogliale Phänotypen in der Einzelzellkultur zu 

induzieren wurden die N2/Euro #1-Zellen auf einer mit Laminin beschichteten Oberfläche 

unter proliferativen Bedingungen ausgesät. Ein Mediumwechsel auf die zwei 

Differenzierungskonditionen B27/Euro und 10 % KSR fand nach weiteren 24 h Kultur statt. 

Durch eine immunzytochemische Analyse wurde die Expression von DCX, ß3-Tubulin und 

GFAP 4 Tage nach Einleitung der Differenzierung untersucht. Es konnten erhebliche 

Expressionsunterschiede der Markerproteine dokumentiert werden. Nur ein minimaler Teil 

der Zellen im B27/Euro Medium differenziert in schwach DCX+-Zellen (Abbildung 4–152 A). 

Bei den beobachteten Zellen handelt es sich morphologisch um simple, bipolare Zellen, die 

keine feinen Verzweigungen- oder Neuritenansammlungen aufweisen.  

Abbildung 4–152: Immunzytochemischen Analyse nach der viertägigen Differenzierung der 
neuralen Vorläuferzellen: 
Die Differenzierung wurde vergleichend in den zwei Medien B27/Euro (A, B) und 10 % KSR (C, D) 
durchgeführt. In dem B27/Euro Medium differenzieren nur wenige Zellen in DCX (A, grün)-
exprimierende Zellen. Es konnten wenige ß3-Tubulin+ (B, rot)- und keine GFAP+ (B, grün)-Zellen unter 
diesen Differenzierungsbedingungen gefunden werden. Im 10 % KSR- Medium befinden sich DCX (C, 
grün)-exprimierende Zellen. Die ß3-Tubulin+ (D, rot)-exprimierenden Zellen sind morphologisch 
komplexer ausgebildet. Unter dem Einfluss des KSR-Mediums differenzieren die neuralen 
Vorläuferzellen zu GFAP-exprimierenden Astrozyten (D, grün). Kernfärbungen wurden mit dem 
Hoechst Dye 33342 (blau) durchgeführt. Maßstab: 25 µm. 
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Ebenfalls konnten wenige ß3-Tubulin exprimierende Zellen und keine GFAP+-Astrozyten 

identifiziert werden (Abbildung 4–152 B). Auffällig ist der hohe Anteil an toten Zellen, der 

deutlich mit dem DNA-interkalierenden Farbstoff identifiziert werden kann. Ein hoher Anteil 

an fragmentierten Zellkernen konnte auch unter den Differenzierungsbedingungen 10 % 

KSR gefunden werden. Allerdings differenziert im KSR- Medium ein höherer prozentualer 

Anteil von Zellen in DCX-exprimierenden Neuronen (Abbildung 4–152 C).  

Abbildung 4–153: Detaillierte Untersuchung DCX-exprimierenden Zellen in der 
Differenzierungsphase mit 10 % KSR-Medium: 
Die DCX-exprimierenden Zellen weisen eine komplexe Morphologie auf. Maßstab: 
20 µm. 

Nur unter diesen Bedingungen konnten quantitativ mehr- und morphologisch komplexer 

gestaltete ß3-Tubulin+-Zellen und GFAP exprimierende Astrozyten identifiziert werden 

(Abbildung 4–152 D).  

In Abbildung 4–153 wurden exemplarisch zwei DCX+-Zellen dargestellt. Die Expression von 

DCX war in der linken Zelle stärker ausgeprägt, als in der rechten. 

Abbildung 4–154: Immunzytochemische Charakterisierung der Doublecortin-
Expression nach Differenzierung in B27 / Euro und 10 % KSR: 
Eine kombinierte Kultivierung der neuralen Vorläuferzellen in B27/ Euro und 10 % KSR 
resultierte in einer starken Expression neuronaler Marker DCX (grün). Maßstab: 25 µm.  

In einem weiteren Ansatz wurden die Kultivierungsbedingungen B27/Euro und 10 % KSR 

kombiniert, wobei die Zellen nach der proliferativen Kultur erst in dem Medium B27/Euro 

kultiviert wurden, gefolgt von einer Kultivierung in KSR (Abbildung 4–154). Es konnte unter 

diesen Bedingungen eine starke Expression von DCX beobachtet werden.  
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4.10.8 Expression von CD15 und HNK-1 unter proliferativen und 
differenzierenden Kulturbedingungen 

Die Karbohydratepitope HNK-1 und CD-15 befinden sich unter den proliferativen 

Bedingungen in Subgruppen der Zellen. Beide Epitope sind extrazellulär membranassoziiert 

lokalisiert (Abbildung 4–155 A und B).  

Abbildung 4–155: Lokalisation der beiden Karbohydratepitope HNK-1 und CD-15: 
HNK-1 (rot, A) und CD-15 (rot, B) weisen eine membranassoziierte Lokalisation in einzelnen 
Zellen auf. Zellkerne wurden mit Hoechst Dye 33342 visualisiert. Repräsentatives Beispiel 
aus n = 4 unabhängigen Stichproben. Maßstab: 25 µm. 

Eine Quantifizierung der HNK-1+-Zellen konnte in vier unabhängig voneinander 

durchgeführten Experimenten erstellt werden. Unter proliferativen Bedingungen exprimierten 

5,9 (± 3,3) % der neuralen Vorläuferzellen HNK-1.  

Abbildung 4–156: Expression der Karbohydratepitope CD15 und HNK-1 unter 
Differenzierungsbedingungen: 
Nach Einleitung der Differenzierung in dem Medium B27/Euro konnte nach vier Tagen 
eine starke Expression von CD15 in vielen Zellen nachgewiesen werden (A, rot: anti-
CD15). Die Expression von HNK-1 war im Vergleich zu CD15 in diesem Kulturmedium 
geringer ausgeprägt (B, rot: anti-HNK-1). Unter den Kulturbedingungen 10 % KSR konnte 
eine geringe Anzahl CD15+-Zellen (C, rot: anti-CD15) und eine hohe Anzahl HNK-1+-
Zellen nachgewiesen werden (D, rot: anti-HNK-1). Maßstab: 20 µm. 
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Die Expression von CD15 konnte in 2,6 (± 1,2) % der Zellen unter proliferativen 

Bedingungen nachgewiesen werden. Die Expression beider Karbohydratepitope wurde 

während der Differenzierung mittel B27/Euro und der Differenzierung in 10 % KSR-Medium 

untersucht (Abbildung 4–156).  

Die Expression von CD15 konnte bei der Differenzierung mittels B27/Euro in vielen Zellen 

lokalisiert werden, wobei die Expressionsstärke variierte. Stark CD15+ Zellen wiesen ein weit 

verzweigtes Fortsatzsystem auf und bildeten Verbindungen untereinander aus (Pfeil in 

Abbildung 4–156 A). Die Expression von HNK-1 konnte in stark verzweigten, morphologisch 

komplexen Zellen identifiziert werden (Abbildung 4–156 B). Unter den Differenzierungs-

bedingungen im KSR-Medium wurden weniger stark CD15+ Zellen als bei dem B27/Euro 

Ansatz gefunden (Pfeil in Abbildung 4–156 C). Eine intensive Expression von HNK-1 wurde 

in vielen Zellen, die eine neuronale Morphologie aufwiesen lokalisiert (Abbildung 4–156 D). 

Ein großer Anteil der HNK-1+ Zellen wies eine komplexe Morphologie auf.  

Durch eine Untersuchung zur Koexpression von HNK-1 und GFAP konnte gezeigt werden, 

dass HNK-1+ Zellen mit neuronaler Morphologie keine Koexpression mit GFAP aufwiesen 

(Abbildung 4–157 A und B). Es wurden zusätzlich HNK-1+ Zellen mit flächiger Morphologie 

beobachtet, die keine GFAP-Expression aufwiesen (Abbildung 4–157 C).  

Abbildung 4–157: Immunzytochemische Analyse der Expression von HNK-1 und 
GFAP: 
Es konnte unter den Kulturbedingungen 10 % KSR komplexe (A) und weniger komplex 
(B) entwickelte HNK-1+-Zellen (rot) mit neuronaler Morphologie nachgewiesen werden, 
die keine Expression von GFAP (grün) aufwiesen. HNK-1+ und GFAP--Zellen mit breitem 
Soma und epithelialer Morphologie konnten in selteneren Fällen identifiziert werden. In 
noch kleinerer Anzahl wurden HNK-1+ und GFAP+-Zellen identifiziert (gelber Pfeil in D). 
Der weiße Pfeil weist auf eine HNK-1- und GFAP+-Zellen hin. Maßstab: 20 µm. 
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In gering vorkommender Anzahl konnten HNK-1+-Zellen identifiziert werden, die eine starke, 

fibrilläre GFAP Expression aufwiesen (gelber Pfeil in Abbildung 4–157 D). Zum Vergleich 

wurde eine GFAP+-Zelle gezeigt, bei der keine HNK-1 Expression lokalisiert wurden konnte 

(weißer Pfeil Abbildung 4–157) 

4.10.8.1 Aufnahme von Endorem und MRT-Visualisierung der Zelllinie 

N2/Euro #1 

Um die Aufnahme von Endorempartikeln mit anschließender MRT-Visualisierung der 

neuralen Vorläuferzelllinie N2/Euro #1 zu untersuchen, wurden die Zellen in Gegenwart von 

300 µg mL-1 Endorem für 17 h als Monolayer kultiviert. Im Vergleich mit unbehandelten 

Kontrollzellen konnte eine verringerte Proliferationsrate festgestellt werden, sowie ein 

quantitativ höherer Anteil von Trypanblau+-Zellen (Abbildung 4–158). Morphologisch wurde 

eine Konzentrierung der Zellen in lang gestreckten Gruppen (Schläuchen) bei Inkubation mit 

Endorem beobachtet. Dieser Effekt konnte bei den Kontrollzellen nicht beobachtet werden 

Abbildung 4–158: Quantifizierung der vitalen Zellzahl nach Endoreminkubation:  
2 x 106 Zellen wurden für 17 h in Gegenwart von 112 µg mL-1 Endorem inkubiert und 
anschließend wurde die Zellzahl unter Berücksichtigung der lebenden- und toten Zellen 
anhand einer Trypanblau Ausschlußfärbung (TB) quantifiziert. In der Endorem 
inkubierten Gruppe konnte kein signifikanter Unterschied an TB*-Zellen im Vergleich mit 
den Kontrollen festgestellt werden. Die Proliferationsrate war bei den mit Endorem 
inkubierten im Vergleich zur Kontrollpopulation erniedrigt. Anzahl der unabhängigen 
Stichproben: n = 3 

Um die Aufnahme und zytoplasmatische Verteilung des Kontrastmittels zu ermitteln wurden 

immunzytochemische Untersuchungen mittels anti-Dextran-Antikörper durchgeführt. Zur 

Visualisierung der Aktinfilamente wurde eine Färbung mit Alexa 660 konjugiertem Phalloidin 

verwendet. Die Ergebnisse in Abbildung 4–159 bestätigen die Beobachtung aus der 

Zellkultur, dass sich die morphologische Anordnung der Zellen in der mit Kontrastmittel 

inkubierten Gruppe von den unbehandelten Kontrollen unterscheidet. Endorem wurde von 

dem größten Teil der Zellen aufgenommen und die Verteilung im Zytoplasma ist in kleinen 
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Gruppen sichtbar (Pfeile in Abbildung 4–159). Der anti-Dextran-Antikörper zeigt in den 

unbehandelten Kontrollen nur eine schwache unspezifische Fluoreszenz, bei sehr guter 

Visualisierung der Aktinfilamente. Nicht alle Zellen haben vergleichbare Mengen des 

Endorems aufgenommen, wie in der höheren Vergrößerung sichtbar wird. (roter Pfeil: starke 

Ansammlung; gelber Pfeil: geringe Ansammlung). Die starke körnige Hintergrundfärbung in 

Abbildung 4–159 A und D lässt sich auf die experimentellen Konditionen zurückführen, da 

die Zellen als Monolayer auf einer mit Fibronektin beschichteten Oberfläche inkubiert wurden 

und nicht durch enzymatischen Verdau vor der Fixierung abgelöst wurden.  

Abbildung 4–159: Immunzytochemische Analyse der Endoremaufnahme und Verteilung nach 
14 h Inkubation:  
In der immunzytochemischen Analyse zeigen die Endorempartikel (grün) eine Konzentration im 
Zytoplasma (A). Die stark körnige Hintergrundfärbung wird durch die experimentellen Bedingungen 
hervorgerufen, da die Zellen als Monolayer mit dem Kontrastmittel inkubiert wurden. Durch die 
Markierung der Aktinfilamente können die Zellmembranen deutlich vom extrazellulären Raum 
abgegrenzt werden (rot). Die Kontrollzellen zeigen keine Markierung mit dem anti-Dextran-FITC-
Antikörper bei gleicher Expositionszeit für die mikroskopische Aufnahme (B). Laser-Scanning 
Mikroskopie wurde zur detaillierten Untersuchung der Endoremverteilung verwendet (B). Der gelbe 
Pfeil in B weist auf die zytoplasmatische Verteikung der Endorem-Partikel hin. Bei stärkerer 
Vergrößerung lässt sich mittels Fluoreszenzmikroskopie deutlich eine ungleichmäßige Aufnahme der 
Partikel in einzelnen Zellen nachweisen (roter und gelber Pfeil in Abbildung D). Maßstab: A,B,C: 25 
µm; D: 10 µm. 

Um die MRT-Visualisierungseigenschaften zu untersuchen, wurde eine Verdünnungsreihe 

von 98 Zellen bis 12500 Zellen nach Fixierung im Agarosephantom erstellt. Visuell ließen 

sich einzelne hypointense Bereiche erkennen. Parallel dazu wurde eine quantitative 

Eisenbestimmung mit dem spektralphotometrischen Eisentest durchgeführt. Bei der MRT 

Analyse wurden die Meßparameter Echozeit TE = 18 ms, Matrizengröße und Mittelungen 
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konstant gehalten und nur die Relaxationszeit TR variiert. Bei der Beurteilung der beiden 

Relaxationszeiten kann eine minimal zu detektierende Zellmenge von 390 Zellen eindeutig 

bei den Repetitionszeiten TR = 200 ms und TR = 100 ms identifiziert werden (Abbildung 4–

160 A). Die Visualisierung von 196 Zellen gelingt mit der höheren Repititionszeit, eine 

eindeutige Identifizierung kann allerdings nicht durchgeführt werden. Die Berechnung des 

Kontrast zu Gelrauschen Verhältnisses ist in (Abbildung 4–160 B) dargestellt und bestätigt 

den optischen Eindruck bezüglich der minimal eindeutig identifizierbaren Zellmenge. Durch 

die spektralphotometrische Analyse konnte der Eisengehalt in den Zellen quantifiziert 

werden (Abbildung 4–160 C). In den mit Endorem inkubierten Zellen konnten 418,0 (± 32,9) 

µM Eisen detektiert werden. In der Kontrollgruppe wurde eine Eisenkonzentration von 4,8 (± 

7,1) µM Eisen ermittelt. 

Abbildung 4–160: Bestimmung der minimal detektierbaren Zellmenge der mit Endorem 
markierten Zellen mittels MRT:  
Für die Analyse wurde eine Verdünnungsreihe erstellt und mittels MRT untersucht: 1) 98 Zellen, 2) 
196 Zellen, 3) 331 Zellen, 4) 781 Zellen, 5) 1563 Zellen, 6) 3125 Zellen, 7) 6250 Zellen, 8) 12 500 
Zellen. Die Inkubation mit Endorem wurde für einen Zeitraum von 18 h mit dem Kontrastmittel 
durchgeführt. In der Kontrollpräparation konnte keine Veränderung der Signalintensität im Vergleich 
zum Hintergrund identifiziert werden (A). Es wurden bei identischem TE = 18 ms die 
Repetitionszeiten von TR = 100 ms (A) und TR = 200 ms (B) verglichen. Eine eindeutige 
Identifizierung gelingt bei beiden Repetitionszeiten bis zu einer Zellmenge von 391 Zellen. Der 
Eisengehalt der Zellen wurde mittels spektralphotometrischem Eisentest ermittelt (C). 
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4.10.8.2 Detektion von HNK-1 in neuralen Vorläuferzellen mit SPIO-konjugierten 

Antikörpern 

In diesem Versuchsteil wird die endogene Expression des HNK-1-Karbohydratepitops mit 

SPIO-konjugierten Antikörpern untersucht. Für die Detektion werden 4 Ansätze verwendet: 

1.) anti-HNK-1-Antikörper der Firma Miltenyi Biotech, konjugiert mit SPIO (Durchmesser 

50 nm) 

2.) anti-HNK-1-Antikörper aus eigener Hybridomkultur, der für die immunzytochemischen 

Analysen in dieser Arbeit verwendet wurde, nachträglich konjugiert an SPIO 

(Durchmesser 50 nm) 

3.) anti-HNK-1-Antikörper aus eigener Hybridomproduktion und Konjugierung an SPIO 

(Durchmesser 50 nm) 

Aus dem Überstand der serumfrei adaptierten Hybridomzelllinie TIB 200, die den 

monoklonalen Antikörper gegen das Epitop Sulfo-Glucuronyl-N-Acetyllactosamin (HNK-1) 

exprimiert, wurde der Antikörper isoliert. Nach erfolgter Isolierung mittels Protein A-Affinitäts-

chromatographie, wurde die Effizienz anhand eines SDS-Polyacrylamidgels überprüft 

(Abbildung 4–161). 

 

 

Um die Reinigungseffizienz im SDS-Gel vergleichen zu können, wurde das gleiche Volumen 

aufgetragen. Die Isolierung führt zur Anreicherung zweier Proteine, die ein apparentes 

Molekulargewicht von 80 kDa und etwa 20 kDa haben und von restlichen Proteinen isoliert 

wurden.  
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Abbildung 4–161: Elektropherogramm (SDS-PAGE) 
der Reinigung des HNK-1 Antikörpers: 
Spur 1: Kulturüberstand nach Ultrafiltration; Spur 2: nicht 
Protein A-affine Proteine; Spur 3: Fraktion 1 nach Protein 
A-Bindung; Spur 4: Fraktion 2; Spur 5: Fraktion 3; Spur 6: 
kommerzieller Kulturüberstand. 
Aufgetragen ist in Spur 1-5 das gleiche Volumen. In 
Spur 6 befinden sich 3 µg Gesamtprotein.  
M: Molekulargewichtsmarker.  
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Der Proteingehalt der Fraktionen wurde spektralphotometrisch bestimmt und der Ertrag 

ermittelt (Tabelle 4–7). 
Tabelle 4–7: Reinigung von HNK-1-Antikörpern. 

 Volumen 
(mL)

Protein 
(mg)

Ertrag
(%)

Überstand 4.00 5.30 100.0
Konzentrat 0.40 5.30 100.0
ungebunden 0.39 3.60 67.9
Fraktion 1 0.32 0.51 9.6
Fraktion 2 0.32 0.52 9.8
Fraktion 3 0.32 0.47 8.9

 

Abbildung 4–162: Immunzytochemische Analyse von drei unterschiedlichen anti-HNK1- 
Antikörpern, die mit einem superparamagnetischen Partikel konjugiert wurden: 
N2/Euro #1 Zellen wurden nach der Fixierung mit den unterschiedlichen Antikörper-SPIO-Komplexen 
inkubiert um die spezifische Erkennung des Antikörperkomplexes zu überprüfen und die Unterschiede 
in den biochemischen Präparationen aufzuzeigen. Als Kontrolle zu den selbst hergestellten 
Antikörpern wurde ein kommerziell erhältlicher Antikörper verwendet (A1-A3). Bei der Präparation in 
B1- B3 wurde ein bestehender Hybridomüberstand, der in allen in dieser Arbeit angefertigten 
Immunzytochemischen Nachweisen verwendet wurde konjugiert. Ein biochemisch von Serum-
proteinen gereinigter Antikörper und neuer Konjugation wurde in C1-C3 verwendet. Zur besseren 
Visualisierung wurde eine Fluoreszenzaufnahme dargestellt (A1, B1, C1). Die Präparate wurden mit 
dem konfokalen Lasermikroskop untersucht. Dabei wurden acht Einzelbilder akquiriert, aus denen 
eine repräsentative Schicht in A2, B2, C2 dargestellt wurde. Eine Projektion aller Schichten zeigt A3, 
B3, C3. Die Expositionszeiten wurden bei der Akquisition an die Stärke der Immunreaktion angepasst. 
Farbzuordnung: grün: anti-Dextran, rot: anti-Maus, blau: Hoechst Dye 33342.  
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Die immunzytochemische Analyse bei 1 h Inkubation neuraler Vorläuferzellen zeigt 

Unterschiede zwischen den verwendeten Antikörperkonjugaten auf (Abbildung 4–162). Bei 

der Analyse wurde für die Detektion des konjugierten Antikörpers ein anti-Maus-Antikörper 

mit konjugiertem Fluorochrom verwendet. Bei Kontrollzellen, die nicht mit dem primären 

Antikörper inkubiert wurden, konnte selbst bei langer Belichtungszeit kein Signal detektiert 

werden. Ebenfalls konnte nach Inkubation mit dem anti-Dextran-FITC-Antikörper keine 

Immunreaktion festgestellt werden. 

Für eine Eisenmarkierung des gereinigten HNK-1 Antikörpers wurde 0,1 mg der Fraktion 2 

an Eisenpartikel mit einem Durchmesser von 50 nm (SPIO) gekoppelt. Die Bindung an HNK-

1 positive Zellmembranen war dadurch nicht beeinträchtigt.  

Für eine Markierung der CD 15 positiven Zellen wurde ein kommerzieller erhältlicher SPIO 

konjugierter Antikörper verwendet. 

4.10.8.2.1 Markierung der Zelllinie N2/Euro #1 mit SPIO-konjugierten anti-CD15 und anti-

HNK-1 Antikörpern für die MRT-Visualisierung 

Je 50 000 N2/Euro #1-Zellen wurden für die Bildung zu Aggregaten über Nacht in N2/Euro 

oder 10 % KSR kultiviert und anschließend mit entweder HNK-1-SPIO, CD 15-SPIO oder nur 

SPIO für 1 h inkubiert. Der Eisengehalt wurde im MRT sichtbar gemacht (Abbildung 4–163).  

Proliferation

Differenzierung

HNK-1 CD 15 Kontrolle

Proliferation

Differenzierung

Proliferation

Differenzierung

HNK-1 CD 15 KontrolleHNK-1 CD 15 Kontrolle

 
Abbildung 4–163: Minimum-Intensitäts-Projektion des 
MRT der mit HNK-1 oder CD 15 inkubierten N2/Euro #1 
und den in 10 % KSR differenzierten Zellen:  
Aufgetragen sind etwa 10 000 Zellen als Aggregate, die mit 
dem jeweiligen Antikörper bzw. nur mit SPIO für 1 h inkubiert 
wurden. Die Messparameter der FLASH 3D Sequenz waren 
TE = 18 ms, TR = 200 ms, 4 Mittelungen.  

 

Die unter proliferativen Bedingungen kultivierten N2/Euro #1-Zellen lassen sich mit HNK-1-

SPIO und CD15-SPIO im MR detektieren, wohingegen die unter Differenzierungs-

bedingungen kultivierten Zellen hauptsächlich nur mit HNK-1-SPIO markiert wurden. Die 

hypointensen Bereiche der Kontrollinkubation sind mikroskopisch nicht mit Zellen assoziiert.  

Einzelzellen der N2/Euro #1 Zelllinie wurden mit HNK-1-SPIO, CD 15-SPIO und nur mit dem 

karboxylierten SPIO inkubiert und mit einer Magnet-Chromatographie sortiert. In den 
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N2/Euro #1-Zellen konnten etwa 5 % HNK-1+ Zellen und etwa 15 % CD15+ Zellen separiert 

werden. Die erfolgte Sortierung wurde im MRT überprüft (Abbildung 4–164). 

+/- - +

HNK-1

CD 15

+/- - ++/- - +

HNK-1

CD 15

HNK-1

CD 15

 
Abbildung 4–164: Minimum-Intensitäts-Projektion des MRT der Magnet-
Chromatographie von N2/Euro #1 Zellen mit HNK-1 und CD 15:  
Dargestellt sind die mit SPIO-Antikörpern inkubierten Zellen vor (+/-) und 
nach der Sortierung. Aufgrund der Sortierung wurde eine Fraktion erhalten, 
die keine Zellen mit assoziierten SPIOs enthält (-) und eine Fraktion mit 
SPIO-assoziierten Zellen (+) Unsortierte Zellen zeigen ein hypointenses 
Signal, wenn sie mit HNK-1 inkubiert wurden, die mit CD15 inkubierten 
Zellen sind schwach sichtbar. Nach der Sortierung wird eine Anreicherung 
der CD15+- und HNK-1+-Zellen deutlich. Aufgetragen wurden jeweils 50 000 
Zellen. Die Messparameter der FLASH 3D Sequenzen waren TE = 18 ms, 
TR = 200 ms, 4 Mittelungen. 

 

In den N2/Euro #1-Zellen zeigen die HNK-1+ Zellen einen stärkeren Signalverlust als die 

CD15+ Zellen. Dennoch lassen sich Zellen nach Inkubation mit dem CD15-SPIO Antikörper, 

der weniger Eisen enthält als der HNK-1-SPIO Antikörper (Material und Methoden; Tabelle 

3-1), Zellen anreichern und das hypointense Signal verstärken. Die beiden Negativfraktionen 

unterschieden sich nicht vom Hintergrund.  
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4.11 Applikation des Oberflächenrezeptors robo3 aus Drosophila 

melanogaster für die MRT-Bildgebung 

Zur Erweiterung der Experimente, die mit der Überexpression des ΔCD4-Rezeptors 

durchgeführt wurden, wurde das robo3 Protein aus der Fruchtfliege Drosophila melanogaster 

nach der Deletion der am 3’-Ende der cDNA lokalisierten zytoplasmatischen Domänen in 

CGR8 Zellen überexprimiert. Monoklonale Antikörper, gerichtet gegen einen Bereich 

innerhalb der extrazellulären Domäne wurden produziert und kovalent an karboxylierte 

superparamagnetische Partikel konjugiert. 

 

4.11.1 Sequenzanalyse und speziesübergreifende Homologieanalyse der robo3 
Rezeptoren  

Da das robo3-Protein in verschiedenen Spezies exprimiert wird, wurde vor Beginn der 

experimentellen Arbeiten eine Homologieanalyse durchgeführt. Das 1342 Aminosäuren 

umfassende robo3-Protein von  Drosophila melanogaster (Drme) wurde mit weiteren robo3-

Homologae aus verschiedenen Spezies verglichen (Tabelle 4–8). Dazu gehörten Anopheles 

gambiae (Anga), Danio rerio (Dare), Taeniopygia guttata (Tagu), Mus musculus (Mumu), 

Rattus norvegicus (Rano) und Homo sapiens (Hosa). 

Tabelle 4–8: Speziesübergreifende und vergleichende Homologieanalyse der robo3 
Rezeptoren: 
Eine Homologieanalyse mittels ClustalW wurde auf Aminosäureebene bei sechs verschiedenen 
Spezies durchgeführt. Angegeben sind die prozentualen score-Werte für die einzelnen Sequenzen 
der Insectae Drosophila melanogaster (Drme), Anopheles gambiae (Anga), den Actinopterygii Danio 
rerio (Dare), den Aves Taeniopygia guttata (Tagu) und die Mammaliae Mus musculus (Mumu), Rattus 
norvegicus (Rano) und Homo sapiens (Hosa) 

 Drme Anga Dare Hosa Mumu Rano Tagu 

Sequenzlänge 1342 919 956 1386 1344 1305 798 

Drme - 60 31 24 23 24 15 

Anga  - 34 31 31 30 14 

Dare   - 57 53 53 26 

Hosa    - 79 83 40 

Mumu     - 92 37 

Rano      - 36 

 

Für die Analysen wurde das Programm ClustalW verwendet, das ein multiples Alignment der 

unterschiedlichen Aminosäuresequenzen erstellt und die Homologie der Proteine 

untereinander anhand von prozentualen Score-Werten ermittelt. Es konnte herausgefunden 

werden, dass eine relativ hohe Homologie der Insekten untereinander existiert, die einen 

Score-Wert von 60 % aufweisen. Die Vertreter der Spezies Actinopterygii und Mammalia 
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weisen zu robo3 aus Drosophila melanogaster die Score-Werte zwischen 23 % und 31 % 

auf. Der geringste Score-Wert von 15 % konnte für Taeniopygiae guttata ermittelt werden. 

Bei einem Vergleich der Vertreter der Mammaliae untereinander konnten Homologie 

zwischen 79 % und 92 % ermittelt werden. 

Eine detaillierte Analyse der Antigenbindedomäne wurde in Abbildung 4–165 erstellt. Die 

Antigenbindedomäne befindet sich bei Drosophila melanogaster in dem Bereich AS 317 bis 

AS 732. Deutlich erkennbar ist an Position 14 bis 30 eine ausgeprägte Identität innerhalb der 

Vertebratae. Die beiden Vertreter der Arthropoden weisen untereinander eine geringere 

Homologie zueinander auf, als bei den Chordata, und unterscheiden sich wesentlich stärker 

von diesem Phylum. Zusammengefasst unter Ermittlung der Score-Werte wurden die 

Homologieanalysen in Tabelle 4–9. Es konnte eine Abnahme der Homologien bei den 

Vertretern der Insectae beim Vergleich der Score-Werte der Antigenbindestelle zu dem 

gesamten Protein identifiziert werden (Tabelle 4–8). Dieser Bereich zeigt im direkten 

Vergleich der Klassen untereinander höhere Score-Werte, als bei Betrachtung des gesamten 

Proteins (Tabelle 4–8).  

Tabelle 4–9: Vergleichende Analyse der Aminosäuresequenzen der Antigenbindestelle: 
Eine Homologieanalyse der Antigenbindestelle wurde auf Aminosäureebene bei sechs verschiedenen 
Spezies mittels ClustalW durchgeführt. Diese Domäne liegt innerhalb des Aminosäurebereiches As 
317 bis AS 732. Angegeben sind die prozentualen Score-Werte für die einzelnen Sequenzen der 
Familien, wie in Tabelle 4–8 aufgeführt. 

 Drme Anga Dare Hosa Mumu Rano Tagu 

Sequenzlänge 416 607 290 568 568 568 568 

Drme - 49 31 23 23 25 16 

Anga  - 35 26 25 25 24 

Dare   - 60 58 58 37 

Hosa    - 84 86 46 

Mumu     - 93 44 

Rano      - 43 
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Mm VAPGANVSFQCETKGNPPPAIFWQKEGSQVLLFPSQSLQPMGRLLVSPRGQLNITEVKIGDGG---YYVCQAVSVAGSILAKALLEIKGASIDGLPPIILQGPANQTLVLG-SSVWLPCR 116 
Rn AAPGENVSFQCETKGNPPPAIFWQKEGSQVLLFPSQSLQPMGRLLVSPRGQLNITEVKIGDGG---YYVCQAVSVAGSILAKALLEIKGASIDGLPPIILQGPANQTLVLG-SSVWLPCR 116 
Hs AAPGESVAFQCETKGNPPPAIFWQKEGSQVLLFPSQSLQPTGRFSVSPRGQLNITAVQRGDAG---YYVCQAVSVAGSILAKALLEIKGASLDGLPPVILQGPANQTLVLG-SSVWLPCR 116 
Dr SAQGRTVTFLCGTKGNPPPAVFWQKEGSQVLLFPSQPPSQSGRFSVSLSGELTITDVHSEDSG---YYICQAISVAGSILTKALLEVESTPSDRIPPIIRQGPANQTLAPG-TTAQLQCH 116 
Tg ITPGQSVTFQCQSKGNPPPAVFWQKEGSQTLLFPGQPPVPSGRVWVSPSGALTIINVQPGDAG---HYLCQAISVAGSVLARAGLEVTGAPTEFQPPVLSLLPANRTVLPAGATVRLPCG 117 
Dm VELGADTSFECRAIGNPKPTIFWTIKNNSTLIFPGAPPLDRFHSLNTEEGHSILTLTRFQRTDKDLVILCNAMNEVASITSRVQLSLD-SQEDRPPPIIISGPVNQTLPIK-SLATLQCK 118 
Ag VEAPHDVSFECKSEGRPKPTTFWSIEGNRTLIFPGTS-IDRFETTYTQESLTVLTLTQTTKSDNGLVIVCSAVNSVGSVSVRARLMVA-SQDDRPPPIIILGPTNQTLPSK-STVSMACN 117 
         .:* * : *.* *: **  :.. .*:**. .     .   :  .   :  .: .     :*.*:. ..*:  :. * :  :  :  **::   *.*:*:    : . : *       
Mm VIGNPQPNIQWKKDERWLQGDDSQFNLMDNGTLHIASIQEM-DMGFYSCVAKSSIGEATWNSWLRKQEDW--GASPGPATGPSNPPGPPSQPIVTEVTANSITLTWKPNPQSG-ATATSY 232 
Rn VIGNPQPNVQWKKDETWLQGDNSQFNLMDNGTLYIASVQEM-DMGFYSCVAKSSIGEATWNSWLRKREHW--GASPGPATEPGNPPGPPSQPIVTEVTTNSITLTWKPNPQSG-ARATSY 232 
Hs VTGNPQPSVRWKKDGQWLQGDDLQFKTMANGTLYIANVQEM-DMGFYSCVAKSSTGEATWSGWLKMREDW--GVSPDPPTEPSSPPGAPSQPVVTEITKNSITLTWKPNPQTG-AAVTSY 232 
Dr VMGNPLPSIQWERDGQRILGIDERISLMENGTLQITALQET-DSGAYTCVASSLSGETSWSGVLTVKESG--GLSASPVSEPYQLPGPPQKPVVTDVTRNSVTLTWQPNAHEGGAAVTSY 233 
Tg AHE-PPGSVEWLKDGSALVGVQPRASLLENGTLQISGLRVR-DSGLYKCVAPTPAGETHWGISLEVQD------------------------VVWLISSVYVNLFLH---VEG--TVLAT 206 
Dm AIGLPSPTISWYRDGIPVQ-PSSKLNITTSGDLIISDLDRQQDQGLYTCVASSRAGKSTWSGFLRIELPTNPNIKFYRAPEQTKCPSAPGQPKILNATASALTIVWPTSDKAGASSFLGY 237 
Ag AVGNPNPFISWYLDGNPVV-PSERINITENGTLLLRELEKGTDQGLYTCVASSRSGKSTWSAFLRVESPTNPNVNFYRAPEPSEFPSAPGKPQIVNISNSSITISWLPSIKSGASDINGY 236 
   .   *   : *  *   :   . : .   .* * :  :    * * *.*** :  *:: *   *  .                          :   :   :.:        *     . 
Mm VIEAFSQAAGNTWRTVADGVQLETYTISGLQPNTIYLFLVRAVGAWGLSEPSPVSEPVQTQ---------DSSLSRPAEDPWKGQRGLAEVAVRMQEPTVLGPRTLQVSWTVDGPVQLVQ 343 
Rn VIEAFSQAAGNTWRTVADGVQLETHTVSGLQPNTIYLFLVRAVGAWGLSEPSPVSEPVQTQ---------DSSLSRPVEDPWKGQQGLAEVAVRMQEPIVLGPRTLQVSWTVEGPGQLVQ 343 
Hs VIEAFSPAAGNTWRTVADGVQLETHTVSGLQPNTIYLFLVRAVGAWGLSEPSPVSEPVRTQ---------DSSPSRPVEDPWRGQQGLAEVAVRLQEPIVLGPRTLQVSWTVDGPVQLVQ 343 
Dr IIEAFSQSAGSTWQTVADFVKLEKHTATGLSPNTIYLFIVRAVNAYGLSDPSPISEP--------------------------------------------------------------- 290 
Tg VLQGLVPGVS-YRAEVAAATSAGVGARSAPVPIHIAPLVEQDVGPAGGSS---------------------------------------------------------------------- 255 
Dm SVEMYCTNQSRTWIPIASRLSEPIFTVESLTQGAAYMFIVRAENSLGFSPPSPISEPITAGKLVGVRDGSESTGTSQLLLSDVETLLQANDVVELLEANASDSTTARLSWDIDSGQYIEG 357 
Ag LIEVFSSDMAKGWTTVPFKVSSTSYSYSPISPNVSYIFIVRAENDQGLGIPSLMSDPVSIG--------REFNHGEDINLSEAQATLSSGQVVNLLEANATDATSVRLAWEIVNGQYVEG 348 
    ::      .     :.   .    :           :: :  .  * .                                                                         
Mm GFRVSWRIAGLDQGSWTMLDLQSPHKQSTVLRGLPPGAQIQIKVQVQGQEGLGAESPFVTRSIPEEAPSGPPQGVAVALGGDRNSSVTVSWEPPLPSQRNGVITEYQIWCLGNESRFHLN 463 
Rn GFRVSWRIAGLDQGSWTALDVQSPHKQSTVLRGLPPGSQIQIKVQVQGQEGLGAESPSVTRSIPEEAPSGPPQGVAVALGGDRNSSITVSWEPPLPSQQNGVITEYQIWCLGNESRFHLN 463 
Hs GFRVSWRVAGPEGGSWTMLDLQSPSQQSTVLRGLPPGTQIQIKVQAQGQEGLGAESLSVTRSIPEEAPSGPPQGVAVALGGDGNSSITVSWEPPLPSQQNGVITEYQIWCLGNESRFHLN 463 
Dr ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------ 
Tg ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------ 
Dm FYLYARELHSS-EYKMVTLLNKGQGLSSCTVPGLAKASTYEFFLVPFYKSIVGKPSNSRR-------------------------------------------------------------416 
Ag FYIYSRKVNSNGTYRTLTVLHGG-GASACTINGLEKFTEYEFFLVPFYKTIQGRPSNSRSTCTLEDVPTASPVNLEAVLLNTSAVYLKWEPPSNSTINGKLKHYHIIIRGYDVHNISKVL 467 
                                                                                                                            
Mm RSAAGWARSVTFSGLLPGQIYRALVAAATSAGVGVASAPVLVQLPFPPAAEPGPEVSEGLAERLAK---VLRKPAFLAGSSAACGALLLGFCAALYRRQKQRKELSHY------------ 568 
Rn RSAAGWARSVMFRGLLPGLLYRAIVAAATSAGVGVASAPVLVQLPFPPVAEPGPEVSEGL AERLSR---VLRKPAFLAGSSAACGALLLGLCAALYRRQKQRKELSHY------------ 568 
Hs RSAAGWARSAMLRGLVPGLLYRTLVAAATSAGVGVPSAPVLVQLPSPPDLEPGLEVGAGL AVRLAR---VLREPAFLAGSGAACGALLLGLCAALYWRRKQRKELSHY------------ 568 
Dr ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------ 
Tg -----------------------------------------------------------L TEHLAE---VARQPAFIAGVGGACWVILAAFAAWLYSRRRRKKELSHF------------ 301 
Dm ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------ 
Ag TNMTVDGEAPKLLLANLSAGVTYSVSIAASTKVGIGPYSIPSILRLDPHTRRLDHGYTRY PINHDYSHDILTQTWFIILLGSIIAIIVFLFGAIIIFRRIQFMKHSSLNNMHGNHAIGTV 587 
                                                                                                                             

Abbildung 4–165: Sequenzvergleich der Aminosäuren der Antigenbindestelle des Rezeptors robo3: 
Identische Aminosäuren wurden durch Sterne (*) symbolisiert, Doppelpunkte (:) repräsentieren konservierte Aminosäuren an gleicher Position. Semi-konservierte 
Aminosäure werden mit einem Unterpunkt (.) gekennzeichnet, während keine Identitäten mit einem Punkt (·) versehen wurden. Die Farbzuordnung und 
Abkürzung der einzelnen Aminosäuren ist dem Anhang III zu entnehmen. Die Nummerierung der Aminosäuresequenzen bezieht sich auf die erste Aminosäure 
der Antigenbindestelle des D. melanogaster robo3-Proteins (AS 317) 
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4.11.2 Produktion, biochemische Reinigung und Konjugation von superpara-
magnetischen Partikeln an den anti-robo3-Antikörper 

Der monoklonale Antikörper, gerichtet gegen einen Abschnitt der oben aufgeführten 

Antigenbindestelle, wurde von den Hybridomzellen 14C9 in das Kulturmedium sezerniert. Zu 

Beginn der Experimente wurden die Zellen an ein serumfreies Medium adaptiert. Der 

Antikörper, bestehend aus einer leichten Kette mit einem Molekulargewicht von 26 kDa und 

der schweren Kette mit einem Molekulargewicht von 52 kDa wurde mittels Protein A-

Affinitätschromatographie gereinigt. Die verschiedenen Reinigungsschritte wurden in 

Abbildung 4–166 nach elektrophoretischer Trennung mittels SDS-PAGE dargestellt.  

Abbildung 4–166: SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese der biochemischen 
Antikörperreinigung: 
Der in serumfreiem Medium produzierte robo3-Antikörper wurde nach Ultrafiltration durch 
Reinigung über eine Protein A-Säule von nicht-IgG-Proteinen isoliert. Aufgetragen wurden: 
Kulturüberstand nach Ultrafiltration (Spur 1), ungebundene Fraktion nach Protein A-Bindung 
(Spur 2); Elution der an Protein A gebundenen Antikörper (Spur  3-5). Kommerziell 
erworbener antikörperhaltiger Überstand (Spur 6). 

Der ungereinigte Überstand weist einen hohen Massenanteil von unbestimmten Proteinen 

auf (Abbildung 4–166, Spur 1). Der prozentual größte Anteil wies eine Größe von etwa 

60 kDa auf. Dieser 10 fach konzentrierte Überstand wurde nach der Durchführung einer 

Ultrafiltration erhalten. Die anschließende Affinitätschromatographie und Elution in drei 

Schritten führte zu einer Reduktion des Anteils von beiden Antikörperketten in der 

ungebundenen Fraktion (Abbildung 4–166, Spur 2). Es konnte in den drei Fraktionen nach 

der Affinitätschromatographie eine deutliche Anreicherung der IgG-Moleküle erreicht werden 

(Abbildung 4–166, Spur 3-5). Zum Vergleich wurde ein kommerziell erworbener Antikörper-

enthaltener Überstand aufgetragen (Abbildung 4–166, Spur 6). Der Anteil der schweren- und 

leichten Antikörperketten war im Vergleich zu den anderen aufgetragenen Proben deutlich 

geringer.  

Der durch Protein A-Chromatographie gereinigte Antikörper wurde mittels Karbodiimid an 

karboxylierte superparamagnetische Partikel konjugiert. 
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4.11.3 Deletion der am 3’-Ende der cDNA lokalisierten zytoplasmatischen 
Domänen des robo3-Proteins aus D. melanogaster 

Nach Überprüfung der Homologieverhältnisse wurden ein 281 Aminosäuren langer 

zytoplasmatischer Abschnitt deletiert, in dem sich die Autophosphorylierungsstellen zur 

Aktivierung der intrazellulären Signalkaskade befinden (Abbildung 4–167). Es wurde bei 

dieser Deletion darauf geachtet, einen möglichst großen Abstand zur Transmembrandomäne 

zu erhalten, um die Integration des Proteins in die Zellmembran zu gewährleisten. 
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Abbildung 4–167: Deletion der am 3’-Ende der cDNA lokalisierten zytoplasmatischen Domänen 
des robo3-Proteins: 
Zur Inaktivierung der zytoplasmatischen Signaltransduktion wurde an der Position AS 1061 eine 
Deletion C-terminalen Proteinbereiches vorgenommen. Abbildung modifiziert nach PFAM-Datenbank  

Um die Deletion durchzuführen wurde cDNA-Sequenz des Teilabschnittes mittels PCR 

amplifiziert. Das artifizielle Stopcodon TAG wurde an Basenpaar 3183 angefügt. Eine 

anschließende Integration der amplifizierten cDNA in das Expressionsplasmid pcDNA3.1(+)-

CMV-K79-IRES-Luziferase wurde durchgeführt (Abbildung 4–168 A). Um die Expression des 

Δrobo3-Proteins und der firefly-Luziferase unter einem gewebsspezifisch aktiven Promotor 

zu erzielen, wurde eine Substitution des CMV-Promotors gegen den humanen Doublecortin-

Promotor vorgenommen (Abbildung 4–168 B). Der Promotor weist eine Gesamtgröße von 

3500 bp auf, wodurch sich die Größe des pcDNA3.1(+)-CMV-K79-Δrobo3-IRES-Luziferase 

Plasmids von 11155 bp auf 13845 bp des pcDNA3.1(+)-DCX-K79-Δrobo3-IRES-Luziferase 

Plasmids erhöhte. Die Plasmide wurden zur Überprüfung sequenziert. 
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Abbildung 4–168: Genkarten der Plasmide pcDNA3.1(+)-CMV-K79-Δrobo3-IRES-
Luziferase und pcDNA3.1(+)-DCX-K79-Δrobo3-IRES-Luziferase:  
Die verkürzte cDNA für das robo3-Protein wurde nach PCR-Amplifikation in das Expressions-
plasmid pcDNA3.1(+)-CMV-K79-IRES-Luziferase integriert (A). Eine Substitution des CMV-
Promotors gegen den humanen Doublecortin-Promotors wurde durchgeführt (B). 
 

4.11.3.1 Generierung von Δrobo3- und Luziferase überexprimierenden CGR8 

Zellen unter Kontrolle der CMV- und Doublecortin-Promotoren 

Zur Transfektion der Plasmide wurde eine optimierte Transfektionsstrategie unter 

Verwendung des synthetischen Polymers Polyethylenimin (PEI) verwendet. PEI erleichtert 

den nukleomembranären Transport der gebundenen Nukleinsäuren und erhöht damit die 

Menge an genomisch integrierten DNA-Fragmenten. Zur Transfektionskontrolle und 

Quantifizierung des PEI-Einflusses auf die Expressionsrate wurde das Plasmid pcDNA3.1(-)-

CMV-mCherry verwendet. 48 h nach Transfektion mittels Metafectene und PEI betrug die 

Menge an mCherry+-Zellen 65 (± 6) %. Ohne die Supplementation von PEI konnten nur 

24 (± 4) % mCherry-exprimierende Zellen identifiziert werden. 

Aufgrund der Expression der Neomycin-Phosphotransferase II konnten nach einer 

Selektionierungsperiode mit G418 antibiotikaresistente Zelllinien isoliert werden. Der 

Schwerpunkt der weiteren Untersuchungen lag auf der Expressionsuntersuchung der 

Luziferase und der genomischen Integration. Es wurden innerhalb der hier vorgelegten 

Dissertation keine weiteren Experimente zur Differenzierung der CGR8 Zellen in neuronale 

Zelltypen durchgeführt. 

Die Expression der Luziferase wurde von 1 x 106 Zellen vor der Selektionierung und 

3,4 x 105 Zellen nach Selektionierung im Luminometer überprüft (Abbildung 4–169). Es 

konnten zum initialen Zeitpunkt 433 U.L.E bei der Zelllinie CGR8-CMV-K79-Δrobo3-IRES-

Luziferase detektiert werden. Nach der Selektionierung konnten bei einer geringeren 

Zellmenge 551 U.L.E gemessen werden Bei der identischen Anzahl von Zellen der Zelllinie 

CGR8-DCX-K79-Δrobo3-IRES-Luziferase konnten 18 U.L.E. ermittelt werden. Nach der 

Selektionierung wurde lediglich 1 U.L.E. festgestellt.  
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Abbildung 4–169: Luziferaseexpression der transfizierten CGR8-Zellen:  
Es wurden 7 Tage nach der Transfektion 1,0 x 106 Zellen der Zelllinien CGR8-CMV-K79-
Δrobo3-IRES-Luziferase und CGR8-DCX-K79-Δrobo3-IRES-Luziferase nach Addition von D-
Luziferin die Expression der Luziferase ermittelt (hellgrau). Nach Selektionierung mittels 
G418 wurden 3,4 x 105 Zellen beider Zelllinien erneut untersucht (dunkelgrau). 

Zur Bestätigung der stabilen genomischen Integration des Δrobo3-Gens konnte nach 

Isolation der Gesamt-DNA ein 600 bp langes Amplifikat in beiden Zelllinien detektiert werden 

(Abbildung 4–170). 

Abbildung 4–170: Nachweis des Δrobo3-Gens in der nukleären DNA der CGR8-Zellen: 
Mittels PCR wurde ein Fragment des Δrobo3-Gens in CGR8-CMV-K79-Δrobo3-IRES-Luzifer-
ase (Spur 2) und CGR8-DCX-K79-Δrobo3-IRES-Luziferase (Spur 3)-Zelllinien amplifiziert. 
Als Kontrolle wurde das zirkuläre pcDNA3.1-CMV-K79-Δrobo3-IRES-Luziferase-Plasmid 
verwendet (Spur 1). 

Weitere Arbeiten wurden mit den Δrobo3 und Luziferase überexprimierenden ES-Zellen 

innerhalb der hier vorgelegten Dissertation nicht durchgeführt und sind Gegenstand weiterer 

Untersuchungen.   
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5 Diskussion 

5.1 Zelluläre Visualisierung mit optischen und MRT Bildgebungs-
methoden 

Die Detektion von Biolumineszenz und Fluoreszenz mittels in vivo optischen Bildgebungs-

verfahren stellt eine Möglichkeit für die nicht-invasive Messung von optischen Reportern dar. 

In dieser Arbeit wurden drei Photonen-Bildgebungssysteme verwendet und für das System 

der Firma BioSpace Labs zusätzlich eine Illuminationsplattform für in vitro Versuche 

entwickelt. Die Illuminationsplattform verringert den Abstand zwischen zu untersuchender 

Probe und Kamerasystem um 10 cm, was zu einer deutlich höheren räumlichen Auflösung 

führte. Durch die Konzentration des Anregungslichts von 12 Kaltlichtfasern auf 4 

Kaltlichtfasern wurde zudem eine stärkere Anregung der Proben mit Fluoreszenzlicht und 

somit auch Emission des Lichtes von dem entsprechend angeregten Fluorochrom erreicht.  

Es wurde herausgefunden, dass die Abstrahlung des Lichtes in der vom Hersteller 

vorgegebenen Anordnung von Kaltlichtleitern zu einer inhomogenen Ausleuchtung des 

Blickfeldes führte. Durch die Verwendung der Illuminationsplattform wurde eine homogenere 

Ausleuchtung und Erhöhung des detektierten Photonenfluxes nach Anregung um den Faktor 

3,7 erreicht (Abbildung 4-3). Durch Verwendung einer standardisierten Mikropartikel-

suspension konnte eine lineare Korrelation zwischen Mikropartikelkonzentration und 

detektiertem Photonenflux nachgewiesen werden (Abbildung 4-4). Bei den durchgeführten 

Experimenten konnte gezeigt werden, dass mit den vom Hersteller vorgegebenen 

Einstellungen der höhenveränderlichen Plattform eine Detektion von Mikropartikeln 

< 2,1 x 106 nicht möglich war. Bei Verwendung der optimierten Bedingungen konnte eine 

Mikropartikelkonzentration von bis zu 5,3 x 105 Partikeln eindeutig von unspezifischen 

Hintergrundsignalen abgegrenzt und identifiziert werden. 

Die verbesserte Auflösung konnte bei der Verwendung eines zellulären Reportersystems 

verifiziert werden (Abbildung 4-5). Multizelluläre Tumorzellaggregate, bestehend aus Zellen, 

die eine Überexpression eines Fluoreszenzproteins aufweisen, wurden in einer Agarose-

matrix eingebettet und damit räumlich immobilisiert. Die höhere Auflösung und verbesserten 

Anregungsbedingungen führten zu einer präzisen Abgrenzung und Identifikation einzelner 

multizellulärer Aggregate und damit zu einer Erhöhung des detektierten Photonenfluxes. 

Einzelne, kleinere Aggregate konnten ohne die Verwendung der Illuminationsplattform nicht 

visualisiert werden. 

In dieser Arbeit wurde der Schwerpunkt auf die Detektion von Zellen gelegt, die den 

Fluoreszenzreporter mCherry überexprimieren. MCherry ist ein monomeres Protein aus der 

mFruit Serie von Roger Tsien, das eine höhere Photostabilität und eine höhere Anregungs-
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wellenlänge und Emission im Vergleich zu der ersten Serie der mFruit Proteine und dem 

Protein DsRed aufweist [140]. Die maximale Anregungswellenlänge beträgt bei dem 

mCherry-Protein 587 nm und die maximale Emission wurde bei 610 nm bestimmt. Die 

Helligkeit des Proteins beträgt 27 % der Helligkeit des DsRed-Proteins. Im Vergleich dazu 

beträgt die Helligkeit des Proteins dsTomato, ebenfalls aus der mFruits Serie 160 % von 

DsRed [141]. Die Verwendung von GFP und EGFP als Fluoreszenzreporter für in vivo 

Versuche weist Limitierungen auf, da in dem entsprechenden Emissionswellenlängenbereich 

der Proteine verstärkt Autofluoreszenz zu detektieren ist [142]. Die Verwendung von 

Fluoreszenzproteinen, die Emissionswellenlängen > 600 nm aufweisen hat sich für in vivo 

Bildgebungs-Versuche aufgrund des verminderten Anteils von Autofluoreszenz bei der 

Detektion und aufgrund niedrigerer Absorption im Gewebe, was zu einer erhöhten 

Lichtpenetration führt, bewährt [143]. 

In dieser Arbeit wurde die humane Glioblastomzelllinie Gli36ΔEGFR für die Überexpression 

des mCherry-Proteins verwendet. Diese Zelllinie weist eine Mutation im p53 Gen auf, die zu 

einer Inaktivierung des p53-Proteins führt [144]. Es konnte nachgewiesen werden, dass 

diese Art der Manipulation zu einer Erhöhung der Tumorigenität bei vielen Zelllinien nach der 

Injektion in das Gehirn von Nacktmäusen führt [145].  

Die mCherry überexprimierende Tumor-Zelllinie wurde nach einer Lipofektion mit dem 

zirkulären Expressionsplasmid pcDNA3.1(+)-CMV-mCherry und anschließender Einzelzell-

klonierung gewonnen. Die unterschiedlichen Klone wiesen verschiedene Expressionsstärken 

des mCherry Proteins auf, was anhand des detektierten Photonenfluxes in dem Photonen-

Bildgebungssystem NightOwl der Firma Berthold Technologies bestimmt wurde (Abbildung 

4-7). Es wurde der Klon #17 für alle weiteren in dieser Arbeit durchgeführten Versuche 

verwendet, da dieser den höchsten Photonenflux aller untersuchten Zelllinien aufwies. 

Es wurden Verdünnungsreihen der Zellen in einem Suspensionsmodell erstellt, wobei 

Zellmengen zwischen 27 Zellen und 2000 Zellen untersucht wurden (Abbildung 4-8). Eine 

eindeutige Identifizierung der kleinsten untersuchten Zellmenge von 27 Zellen konnte bei 

Verwendung der Illuminationsplattform im Photonen-Bildgebungssystem der Firma Biospace 

Lab deutlich vom Hintergrund diskriminiert werden.  

Die Verwendung des Verdünnungsmodells in Vertiefungen von Zellkulturplatten für eine 

Ermittlung der Korrelation zwischen Zellmenge und detektierbarem Photonenflux wurde in 

der Literatur beschrieben und vielfach angewendet [146-147]. Für die in dieser Arbeit 

erstellten Untersuchungen erwies es sich als vorteilhaft eine schwarze Klebefolie anstatt 

einer Zellkulturplatte zu verwenden, auf der einzelne Tropfen einer Zellsuspension 

aufgebracht wurden. Die Anwendung dieser Methode führte zu einer Reduktion von 

Reflexionen des ein- und abgestrahlten Lichtes in Vergleich zu getesteten Zellkulturschalen. 

Zusätzlich ist eine Konservierung der Proben möglich, wobei allerdings nach Flüssigkeits-
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entzug eine höhere Fluoreszenzemission im Vergleich zum ursprünglichen Zustand 

berücksichtigt werden muss. 

Für weitergehende Untersuchungen der multimodalen Koregistrierung, der Signalintensität 

mittels MRT und des Photonenfluxes mittels Photonen-Bildgebungssystem, wurden die 

Zellen in einer Agarosematrix eingeschlossen und untersucht. Agarose wird für die 

Erstellung von Phantomen für MRT-Untersuchungen seit langer Zeit verwendet und es 

konnte von Mitchell et al. Nachgewiesen werden, dass eine Beeinflussung des T2-Effekts 

durch die Agarose hervorgerufen wird, während der T1-Effekt unter anderem durch 

supplementierte Substanzen wie Kupfersulfat verändert wird [148]. In dieser Arbeit wurden 

alle Zellen in MRT-Phantomen mit Agarose eingeschlossen. Erweiterungen oder 

Veränderungen des verwendeten, auf reiner Agarose basierenden Modells sind möglich, um 

die T1- und T2-Werte an, im menschlichen Gewebe detektierte Messgrößen anzunähern 

[149]. In dieser Arbeit wurden allerdings auch Versuche mit in Agarose eingeschlossenen 

lebenden Zellen durchgeführt, wobei der Schwerpunkt auf eine nicht-toxische Matrix gelegt 

wurde und die verwendeten Parameter zwischen fixierten und lebenden Zellen vergleichbar 

sein sollten. Bei der Kultivierung lebender Zellen wurde 10 % FCS in DMEM supplementiert. 

Unterschiedliche Zellmengen von fixierten Zellen wurden in der Agarosematrix 

eingeschlossen und mittels MRT bei einer Feldstärke von 11,7 Tesla untersucht. Für die 

Visualisierung der Zellen wurde eine Markierung mit dem klinisch zugelassenen Kontrast-

mittel Endorem vorgenommen. Endorem (Feridex) besteht aus superparamagnetischen 

Partikeln mit einem Durchmesser von 120 nm bis 180 nm, die eine dextranhaltige Oberfläche 

aufweisen [150]. Die Eisenkonzentration der Partikelsuspension beträgt 11,2 mg mL-1 [151-

152]. Die mCherry+-Gli36ΔEGFR Zellen wurden mit zwei verschiedenen Konzentrationen 

des Kontrastmittels inkubiert, was zu einer intrazellulären Aufnahme der Partikel führte. Die 

minimal detektierbare Zellmenge der Zellen im MRT konnte nach Erstellung einer 

Verdünnungsreihe bei der niedrigen Endoremkonzentration bei 500 Zellen bestimmt werden. 

Bei Inkubation mit der höheren Endoremkonzentration konnten Zellmengen noch unterhalb 

dieser Grenze detektiert werden (Abbildung 4-10). Die Berechnung des Verhältnisses 

Kontrast : Gelrauschen von drei unabhängig voneinander durchgeführten Experimenten lässt 

den Schluss zu, dass ein linearer Zusammenhang zwischen der Zellzahl und dem Verhältnis 

Kontrast : Gelrauschen vorliegt. Eine gesicherte Aussage ist aufgrund der hohen Standard-

abweichung allerdings nicht möglich. Ein Vergleich von verschiedenen Echozeiten zeigte 

eine deutliche Zunahme des Verhältnisses Kontrast : Gelrauschen bei höheren Echozeiten 

bei mit Endorem inkubierten Zellen (Abbildung 4-11 A1-A3). Die Aufnahmen wurden mit 

einer Gradientenechosequenz durchgeführt. Die Echozeit wurde verändert, während die 

Relaxationszeit von TR = 100 ms beibehalten wurde. Jede Akquisition eines 3D-Datensatzes 

nahm einen Zeitraum von 27 min ein. Eine Erhöhung der Mittelungen führte zu einem 



Diskussion 

 

256 

generell höheren Verhältnis Kontrast : Gelrauschen, was sich bei einer Zellmenge von 2000 

Zellen in einem 1,6-fachen Unterschied im Vergleich zu einer Mittelung darstellte, aber auch 

zu einer Erhöhung der benötigten Messzeit auf 3,5 h. Bei der Beurteilung der Minimum-

Intensitäts-Projektionen der beiden Messungen mit TE = 18 ms und den Mittelungen n = 1 

und n = 8 konnte bei n = 1 Mittelungen nur ein minimaler Unterschied in der Identifikation 

und Abgrenzung der Zellen voneinander beobachtet werden, der die Erhöhung der Messzeit 

um das 8fache nicht rechtfertigt. Bei dem Vergleich der MRT-Aufnahmen mit einer phasen-

kontrastmikroskopischen Aufnahme konnte festgestellt werden, dass Bereiche, in denen 

Zellen in enger Nachbarschaft lagen oder sogar adhärierten, die stärkste Veränderung der 

Signalintensität hervorriefen, während einzeln verteilte Zellen nicht vom Hintergrund 

abgrenzbar waren (Abbildung 4-11 C1 und C2). Die MRT-Visualisierung von Zellen im 

Suspensionsmodell, die mit einem Kontrastmittel präinkubiert wurden, wurde vielfach 

beschrieben [153-156].  

In dieser Arbeit sollte der T2*-Effekt, der bei räumlich eng aneinander liegenden Zellen 

auftrat, systematisch untersucht werden. Eines der Hauptziele bei dieser Untersuchung war 

ein Zusammenhang zwischen Zellzahl- und MRT-Signalintensität bei Zellmengen unterhalb 

von 1000 Zellen zu bestimmen und der Frage nachzugehen, ob sich diese Zuordnung für 

eine Quantifizierung verwenden lässt und mit optischen Bildgebungsmethoden korreliert 

werden kann.  

Die paramagnetischen Substanzen reduzieren, in Abhängigkeit von ihrer Konzentration, 

sowohl T1 als auch T2. Aus der Theorie folgt, dass der Einfluss der Relaxativität R eines 

Kontrastmittels mit der Konzentration C auf T1 und T2 im Gewebe wie folgt beschrieben mit 

R1 und R2 als kontrastmittelspezifischeKonstanten wirkt [157]: 

CRTgemessenT *)( 1
1

1
1

1 += −−  

CRTgemessenT *)( 2
1

2
1

2 += −−  

Bei diesem Modell wird von einer homogenen Verteilung des Kontrastmittels ausgegangen. 

Die T2-Relaxation, die durch superparamagnetische Eisenoxidpartikel verursacht wird, wird 

allerdings von mehreren Größen beeinflusst, wozu der Partikeldurchmesser, die Material-

eigenschaften, die verwendete Echozeit und auch die räumliche Verteilung zählt [158]. Die 

magnetische Feldinhomogenität, die durch die superparamagnetischen Partikel verursacht 

wird, dominiert den transversalen Relaxationseffekt, wie durch die Solomon-Bloembergen 

Theorie verdeutlicht wird [159]. In der Arbeit von Tanimoto et al konnte nachgewiesen 

werden, dass mit einer Erhöhung der räumlichen SPIO Konzentration ein höherer T2-

Relaxationseffekt nachgewiesen werden konnte. Ähnliche Beobachtungen konnten ebenfalls 

bei einem Vergleich von isoliertem Leber- und Milzgewebe beobachtet werden [160]  

Um den quantitativen Eisengehalt nach Inkubation mit den zwei Eisenkonzentrationen bei 

Einzelzellen und im Aggregatmodell zu bestimmen, wurde ein spektralphotometrischer 
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Eisentest verwendet (Abbildung 4-12). Riemer et al konnte in einem Vergleich der 

Sensitivität des spektralphotometrischen Test und Atomabsorptionsspektroskopie keinen 

signifikanten Unterschied feststellen [104]. Es konnte nach der Inkubation der Zellen mit der 

niedrigen Endoremkonzentration eine geringfügig höhere Eisenkonzentration bei den 

Einzelzellen als bei den multizellulären Aggregaten nachgewiesen werden. Nach Inkubation 

mit der höheren Konzentration von Endorempartikeln war kein signifikanter Unterschied in 

der Eisenkonzentration zwischen Aggregationskultur und Einzelzellkultur detektierbar. 

Die Bildung von Aggregaten (Sphäroiden) in Suspensionskulturen stellt eine Kulturform dar, 

in der die einzelnen Zellen in einer 3-dimensionalen Anordnung organisiert sind und Zell-Zell-

kontakte und Zell-Matrix-Kontakte ausbilden [161-162]. Innerhalb der Sphäroide findet eine 

heterogene Organisation von proliferierenden, quieszenten und nekrotischen Zellen statt. 

Das 3-dimensionale Sphäroidmodell bildet ein Untersuchungssystem für normale und 

maligne Zellen und repräsentiert die in vivo Situation exakter, als es in einer 2-dimensionalen 

Kulturform möglich ist [163-164].  

Es konnten innerhalb dieser Arbeit multizelluläre Aggregate der mCherry+-Gli36ΔEGFR-

Zelllinie in Gegenwart von Endorem hergestellt werden. Mittels histologischem Verfahren 

wurde nachgewiesen, dass die Zellen auch innerhalb dieser komplexen Organisationsform 

bei beiden verwendeten Endoremkonzentrationen die Partikel intrazellulär aufnehmen. 

Mittels der Berliner-Blau-Färbung und durch immunzytochemische Detektion der Endorem-

partikel mit einem FITC-konjugierten anti-Dextran-Antikörper konnte die intrazelluläre 

Lokalisation und Verteilung der Partikel nachgewiesen werden (Abbildung 4-14 und 4-15). 

Deutlich ist mit beiden Visualisierungstechniken eine inhomogene Aufnahme der Partikel in 

den Zellen beobachtbar. Einzelne Zellen weisen eine hohe Konzentration der Partikel auf, 

während andere Zellen eine niedrige Konzentration, oder keine Partikel aufgenommen 

haben. Dieser Effekt konnte sowohl bei der 2-dimensionalen, als auch bei der 3-

dimensionalen Kulturform festgestellt werden (Abbildung 4-14 und 4-15). Die inhomogene 

Aufnahme der superparamagnetischen Partikel konnte auch in anderen, publizierten 

Arbeiten beobachtet werden [154, 165]. Die Integrität des Zytoskeletts wurde anhand einer 

immunzytochemischen Visualisierung nach Inkubation mit einem anti-Vimentin-Antikörper, 

der Intermediärfilamente markiert, vorgenommen.  

Da die multizellulären Tumoraggregate für die optische Detektion der mCherry-Expression 

verwendet wurden, wurde der detektierbare Photonenflux in Abhängigkeit von der 

inkubierten Endoremkonzentration ermittelt (Abbildung 4-16). Es konnte kein negativer 

Einfluss auf die Detektion festgestellt werden. Für die Koregistrierung der Fluoreszenz- und 

MRT-Signale wurden die mit Endorem inkubierten multizellulären Aggregate in einer mit 

fötalen Kälberserum angereicherten Agarosematrix immobilisiert. Es konnte eine exakte 

Zuordnung der Position einzelner Aggregate mit beiden Bildgebungsmodalitäten 
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vorgenommen werden (Abbildung 4-17). Ein Vergleich der lokalisierten hypointensen 

Bereiche bei den beiden verwendeten Echozeiten TE = 5 ms und TE = 18 ms mit den 

phasenkontrastmikroskopischen Aufnahmen zeigt deutlich, dass eine Identifikation kleiner 

Aggregate mittels optischen- und MRT-Bildgebungsmethoden möglich ist. Die räumliche 

Auflösung des MRT mit niedriger Echozeit ist bei der Analyse benachbarter Zellaggregate 

höher, als die Fluoreszenzbildgebung mittels des Photonen-Bildgebungssystems (weiße 

Pfeile in Abbildung 4-18). Aufgrund des 3-dimensionalen Datensatzes konnte nach 

elektronischer Segmentierung eine Rekonstruktion der Aggregate vorgenommen werden, 

welche die räumliche Distribution der Aggregate in allen drei Dimensionen berücksichtigt 

(Abbildung 4-19). Diese Analysen sind alleine aufgrund von Daten, die durch Fluoreszenz-

Bildgebung gewonnen wurden, nicht möglich. Durch Berechnung des Volumens der 

Aggregate aufgrund des mittleren Aggregatdurchmessers konnte eine lineare Korrelation 

zwischen dem Volumen und detektiertem Photonenflux erstellt werden (Abbildung 4-20). Die 

Volumenbestimmung wurde unter der Annahme durchgeführt, dass die einzelnen 

multizellulären Aggregate eine Kugelform aufweisen, was für Aggregate, deren Zellzahl 

unterhalb von 50 Zellen liegt nicht bestätigt werden konnte. Es wurden ebenfalls 

multizelluläre Aggregate mit größerem Durchmesser beobachtet, die von einer Kugelform 

abweichen.  

Im Vergleich mit der Anfertigung von Verdünnungsreihen zur Bestimmung der minimal 

detektierbaren Zellmenge berücksichtigt das hier vorgestellte Modell die räumliche Verteilung 

der Zellen und deren physiologische Interaktion. Durch die Möglichkeit der mikroskopischen 

Validierung der sowohl mittels MRT, als auch mit dem Photonen-Bildgebungssystem 

ermittelten Daten, kann eine exakte Zuordnung der Signalintensitäten zur Zellmenge 

vorgenommen werden.  

Durch die stationäre Fixierung der Aggregate konnte eine longitudinale Analyse der 

Proliferationsdynamik individueller Aggregate über einen Zeitraum von fünf Tagen 

durchgeführt werden (Abbildung 4-21 und 4-22). Bei der vergleichenden Untersuchung von 

19 individuellen Aggregaten über vier Tage konnten die individuellen Proliferations-

charakteristika der einzelnen Aggregate anhand des Photonenfluxes dokumentiert werden 

(Abbildung 4-23). Alle untersuchten Zellkonglomerate wiesen bei Versuchsabschluss einen 

höheren Photonenflux im Vergleich zu den initialen Bedingungen auf. Dieses steht im 

Gegensatz zu den mit der Echozeit von TE = 5 ms erhobenen MRT Daten. Es konnte dabei 

im Messzeitraum kein linearer Zusammenhang zwischen der Signalintensität und dem 

ermittelten Aggregatvolumen beobachtet werden (Abbildung 4-24). Interessanterweise 

konnte bei einigen Aggregaten eine fast vollständige Abnahme der Signalintensität mit dem 

MRT beobachtet werden, während ein kontinuierlicher Anstieg des Photonenfluxes detektiert 

wurde (Abbildung 3-24 B). Eine mögliche Erklärung dafür ist, dass mit jeder Zellteilung eine 
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Verteilung der initial von den Zellen aufgenommenen superparamagnetischen Partikel auf 

die Tochterzellen stattfindet [166]. Durch die Zellteilungen vergrößert sich das Volumen des 

beobachteten Aggregates und die nahe räumliche Anordnung der Partikel ist nicht mehr 

gegeben. Durch die Verwendung des vorgestellten Modells besteht die Möglichkeit, die 

Veränderung der mittels MRT erhobenen Signalintensitäten aufgrund der Distribution der 

Endorempartikel unter proliferativen Bedingungen mit dem optisch ermittelten Photonenflux 

zu korrelieren.  

Die Kultur von multizellulären Aggregaten und Analyse mittels multipler MRT-Messungen 

stellt eine Grundlage zur nicht-invasiven Beobachtung von zellulärer Aktivität dar. Das 

Wachstums- und Invasionsverhalten von multizellulären Tumorsphäroiden mit Durchmessern 

zwischen 400 µm und 1 mm wurde bereits 1995 von Brandl et al beschrieben [167]. Es 

handelt sich bei dieser Studie allerdings nicht um eine Untersuchung, bei der einzelne, 

individuelle Aggregate über einen Zeitraum hinweg beobachtet wurden. Die Tumorzellen 

wurden mit fötalen Rattenhirnaggregaten in Suspensionskultur konfrontiert und zu den 

Zeitpunkten 24 h, 48 h und 72 h mittels MRT untersucht. Es konnte eine klare Abgrenzung 

der beiden Gewebearten anhand der Bestimmung der T2-Relaxationszeit durchgeführt 

werden. In einer kürzlich erschienenen Publikation von Huang et al wurde das Wachstum 

von Gliomzellen in einem Zeitraum von 12 h, die in einer mit Gadolinium-DTPA ange-

reicherten Kollagen I-Matrix eingebettet wurden, beschrieben [168]. Die Zellen wurden nicht 

vor den Untersuchungen mit einem MRT-Kontrastmittel inkubiert, wie es für in vivo Versuche 

nötig ist. In einer Studie von Bernas et al wurde die Invasionscharakteristik in einem 

Kollagen I Gel von einzelnen Gliomzellen, die mit fluoreszierenden, superparamagnetischen 

Partikeln mit einem Durchmesser von 0,9 µm inkubiert wurden, untersucht [169]. 

Durch die Bestrahlung mit den sublethalen Dosen 20 Gy und 50 Gy der in der Agarosematrix 

eingebetteten Tumorzellaggregate konnte eine Abnahme der proliferativen Aktivität mittels 

Analyse des Photonenfluxes festgestellt werden (Abbildung 4-25). 90 h nach der Bestrahlung 

konnte nur noch eine geringe Proliferation festgestellt werden, während die Wachstums-

charakteristika der unbehandelten Kontrollzellen mit den Werten aus Abbildung 4-20 

korrespondierten. Fehlauer et al konnte nach einer Bestrahlung von Tumorzellaggregaten in 

Suspension mit 10 Gy innerhalb der ersten 10 Tage nach Behandlung eine deutlich 

verminderte Proliferation der Aggregate beobachten [170], was die in dieser Arbeit erstellten 

Ergebnisse unterstützt. In weiterführenden Untersuchungen zwischen 10 bis zu 20 Tagen 

nach der Bestrahlung konnte in der Publikation von Fehlauer et al eine erneute Zunahme der 

proliferativen Aktivität beobachtet werden. Ein weiterer Vorteil der in dieser hier vorgelegten 

Dissertation vorgestellten Methodik der Bestrahlung immobilisierter, mCherry+-Tumor-

aggregate besteht darin, dass innerhalb einer geringen Messzeit eine sehr große Anzahl 

heterogener Tumorzellaggregate quantifiziert und individuell untersucht werden kann. Durch 
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eine zusätzliche Transfektion der Zellen mit der cDNA für die firefly-Luziferase könnte 

aufgrund der ATP-Abhängigkeit der Enzymreaktion der Anteil vitaler Zellen und deren 

physiologische Eigenschaften untersucht werden [171-173]. Glioblastomzellen weisen eine 

erhöhte Radioresistenz gegenüber Strahlenbehandlungen auf, die mit einer Erhöhung der 

CD133+ exprimierenden Zellpopulation einhergeht [38, 174]. Eine interessante Studie zeigte 

bereits 5 h nach Bestrahlung mit einer Isodosis von 10 Gy apoptotische Prozesse in einer 

distinkten Population von neuralen Vorläuferzellen im hippokampalen Gyrus dentatus [175]. 

In einer Studie von Thorsen et al wurde eine selbst hergestellte Schale für die Bestrahlung 

von Glioblastomzellen, die aus Primärtumoren von Patienten isoliert wurden und als multi-

zelluläre Aggregate kultiviert wurden, vorgestellt. Die Bestrahlung wurde mit den Isodosen 

12 Gy und 24 Gy mit einem Gamma knife, das für neurochirurgische Präzisionsoperationen 

verwendet wird, durchgeführt. In dieser Studie konnte nach Transplantation der Aggregate in 

das Gehirn von Nacktmäusen eine von der Bestrahlungsdosis abhängige Inhibierung des 

Tumorwachstums beobachtet werden [160]. Innerhalb der hier vorgestellten Arbeit wurden 

keine weiteren histologischen Untersuchungen mit den Tumoraggregaten erstellt. Durch die 

Möglichkeit der optischen, nicht-invasiven Bildgebung wäre es möglich, Schlüsselmoleküle 

innerhalb des apoptotischen Signalweges mittels optischer Bildgebung zu analysieren. In 

einer kürzlich erschienenen Arbeit wurden die Beteiligungen der Proteine γH2AX und 

aktiviertes PARP-1, die aufgrund von niedrigen Bestrahlungsdosen von 5 Gy aktiviert 

werden, immunzytochemisch nach Paraffineinbettung in Tumorsphäroiden einer Brustkrebs-

zelllinie als verlässliche Markerproteine für Apoptose vorgestellt [176]. Eine weitere 

Applikation des vorgestellten Modells ist, dass einzelne Sphäroide, die über einen langen 

Zeitraum hinweg charakterisiert wurden, aus der Matrix isoliert werden können und entweder 

für eine weitere Kulturapplikation oder eine Charakterisierung des mRNA-Expressionsprofils 

zur Verfügung stehen.  

Für die Ermittlung der exakten minimal detektierbaren Zellmenge mittels optischen- und 

MRT-Methoden wurden multizelluläre Aggregate mit dem DNA-interkalierenden Farbstoff 

Sytox green inkubiert und die Zellzahl anhand der Auszählung der Nuklei von multizellulären 

Aggregaten mit einer Gesamtzellzahl < 25 Zellen bestimmt (Abbildung 4-28). Die mittleren 

Aggregatdurchmesser wiesen in der Agarosematrix Werte zwischen 14 µm und 20 µm auf. 

Kleinere Aggregate, die aus 15 bis 20 einzelnen Zellen bestehen, weisen mittlere maximale 

Durchmesser zwischen 45 µm und 65 µm auf, wobei die Packungsdichte hoch ist (Abbildung 

4-29 B). Die einzelnen Zellen bei Aggregaten mit Zellzahlen bis zu 25 µm konnten sehr gut 

manuell ausgezählt werden, da sie sich auf ein bis zwei Zelllagen beschränken. Bei 

größeren Zellmengen konnte diese Methoden aufgrund der mehrdimensionalen Anordnung 

nicht mehr durchgeführt werden. Als alternatives Modell für die Korrelation zwischen Zell-

menge und Photonenflux wurden Aggregate in 4-Loch-Multikammersystemen ausplattiert 
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und mittels konfokaler Laserscanning-Mikroskopie analysiert (Abbildung 4-27). Die 

Ergebnisse dieser Untersuchung unterstützen die in Abbildung 4-29 erhobenen Daten. Für 

die Bestimmung von Zellmengen < 20 Zellen konnte ein linearer Zusammenhang zwischen 

ermitteltem Photonenflux und absoluter Zellzahl ermittelt werden, wohingegen bei größeren 

Zellmengen von einer kubischen Funktion zwischen ermitteltem Photonenflux und absoluter 

Zellzahl ausgegangen werden musste (Abbildung 4-29 C). Die minimale Zellzahl, die anhand 

von Photonenfluxmessungen eindeutig von unspezifischen Hintergrundsignalen diskriminiert 

werden konnte, lag bei drei Zellen.  

Es konnte darüber hinaus eine Korrelation zwischen der mittels MRT bestimmten Signal-

intensität, dem mittleren Aggregatdurchmesser und der absoluten Zellzahl ermittelt werden 

(Abbildung 4-29 D bis F).  Bei einem Vergleich der Echozeiten TE = 5 ms bis TE = 30 ms 

konnte anhand der Abnahme der Regressionskoeffizienten mit zunehmendem TE gezeigt 

werden, dass sich die kleinste verwendete Echozeit für die Korrelation zwischen Aggregat-

durchmesser und ermittelten Signalintensitäten am besten eignete (Abbildung 4-30 und 

Tabelle 4-3). 

In Untersuchungen mit peritonealen Makrophagen und humanen pro-monozytischen Zellen 

wurde ein linearer Zusammenhang zwischen der Aufnahme von eisenhaltigen Partikeln und 

der Inkubationszeit und Konzentration in diesen Zelltypen gefunden [177-178]. Es konnte in 

der Arbeit von Bowen et al gezeigt werden, dass eine Veränderung in R2 von der Verteilung 

der Eisenoxid-Partikel und der Konzentration abhängt, während die Veränderung von R2’ nur 

von der Partikelkonzentration beeinflusst wird. Für die Berechnungen wurden Zellmengen 

zwischen 1 x 106 und 16 x 106 Zellen, die mit superparamagnetischen Partikeln mit einem 

Durchmesser von 20 nm inkubiert wurden, verwendet [178]. In der vorliegenden Arbeit 

konnte ein linearer Zusammenhang zwischen der Zellzahl und der Abnahme der Signal-

intensität bei einer Echozeit von TE = 5 ms bei Zellmengen zwischen 3 und 25 Zellen 

erreicht werden. Der Schwerpunkt lag auf der Kodetektion und Korrelation zwischen dem 

optischen Signal, das linear mit einer Erhöhung der Zellzahl ansteigt und dem mittels MRT 

ermittelten Signalintensitäten. Für zukünftige in vivo Anwendungen könnte der Zusammen-

hang zwischen ermitteltem Photonenflux und MRT-Signalintensität, wie in Abbildung 4-29 F 

gezeigt, sehr interessant sein. In den vergangenen Jahren wurden mehrere Publikationen 

veröffentlicht, in denen eine Einzelzellvisualisierung in vitro mittels MRT erreicht wurde [166, 

179-181]. In einigen dieser Studien wurde eine Vorinkubation mit einem fluoreszierenden 

Farbstoff vorgenommen oder, wie in der Arbeit von Peldschus et al eine GFP+-Zelllinie 

verwendet [181]. In diesen Publikationen wurde die Fluoreszenz allerdings nicht für eine 

Korrelation zwischen Zellzahl und MRT-Signalveränderung verwendet, sondern diente nur 

der Lokalisation von Einzelzellen in der MRT-Probe. Eine interessante Publikation von Lewin 

et al zeigte die Verwendung von HIV-Tat-Peptid derivatisierten superparamagnetischen 
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Partikeln mit einem Durchmesser von 45 µm für die Visualisierung von C17.2-Zellen und 

CD4+-Lymphozyten. Einzelne Zellen konnten deutlich identifiziert werden und nach der 

Injektion von CD34+-Zellen in NOD/SCID-Mäuse effektiv aus dem Knochenmark der 

Versuchstiere mit magnetchromatographischen Methoden reisoliert werden [182]. 

Die Bestimmung eines Detektionslimits für Zellen, die mit superparamagnetischen Eisen-

partikeln vorinkubiert wurden, wird unter anderem durch die Parameter Feldstärke, 

Kontrast : Gelrauschen, die verwendete Pulssequenz und die Akquisitionsparameter 

beeinflusst [183]. In Studien von Foster et al und Heyn et al konnte durch die Verwendung 

der 3D-FIESTA-Sequenz einzelne, mit SPIOs präinkubierte Zellen in vitro und in vivo 

identifiziert werden [183-185].  

Zur Simulation von Absorption und Streuung von emittiertem Licht, wie es in Geweben 

vorkommt, wurden mCherry+ multizelluläre Aggregate mit verschiedenen Konzentrationen 

von heparinisiertem Vollblut gemischt und in einem Agarosephantom sowohl mit optischen- 

als auch mit MRT-Methoden untersucht (Abbildung 4-31). Die Verwendung von Vollblut 

wurde als etabliertes Modell bereits vielfach verwendet, da realistische Gewebespektra 

erhalten werden können. Allerdings ist die Stabilität und damit die Haltbarkeit des optischen 

Gewebephantoms begrenzt [186-187]. Es konnte eine deutliche Abnahme des detektierten 

Photonenfluxes von den multizellulären Aggregaten bei den Konzentrationen 1 % und 10 % 

humanem Vollblut detektiert werden (Abbildung 4-31). Die Konzentration von 10 % Vollblut 

liegt deutlich über dem Gesamt-Blutvolumen von 4 %, das im Gehirn bestimmt worden ist 

[188]. Bei der MRT-Messung konnte kein Unterschied bei den verschiedenen Konditionen 

ermittelt werden. Hämoglobin und oxygeniertes Hämoglobin gehören zu den Molekülen, die 

in biologischen Geweben hauptsächlich für die Absorption im sichtbaren und nahinfraroten 

Wellenlängenbereich verantwortlich sind. Zur detaillierten Untersuchung wurde eine 

Suspension von Mikropartikeln, die mit einem rot fluoreszierenden Fluorochrom konjugiert 

wurden, verwendet. Ohne die Applikation von Vollblut konnte bei Mikropartikel-

konzentrationen zwischen 0 und 6000 µg mL-1 eine lineare Korrelation mit dem detektierten 

Photonenflux ermittelt werden (Abbildung 4-32). Bei der Suspension der Mikropartikel in 

Vollblut wurde innerhalb der Konzentrationen von 2 %- 5 % Vollblut eine deutliche Abnahme 

des detektierten Photonenfluxes detektiert (Abbildung 4-33). Bei Konzentrationen zwischen 

5 % und 8 % konnte ein Photonenflux von etwa 4900 U.L.E. bei jeder untersuchten Blut-

konzentration detektiert werden. Bei den in Abbildung 4-33 dargestellten Werten für den 

Photonenflux wurden die unspezifisch detektierten Hintergrundwerte bereits subtrahiert, so 

dass von einer unspezifischen Streuung des emittierten Fluoreszenzlichtes ausgegangen 

werden muss. Bei einer Konzentration von 100 % Vollblut konnten die detektierten 

Photonenwerte nicht mehr vom Hintergrund diskriminiert werden. Eine genauere Analyse 
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innerhalb des Bereiches 10 % und 99 % Vollblut wurde nicht durchgeführt und muss in 

zukünftigen Experimenten berücksichtigt werden. 

Um den Einfluss einer länger als 20 h anhaltenden Inkubationszeit mit Endorem auf die 

Signalauslöschung der multizellulären Aggregate zu untersuchen, wurden die Gli36ΔEGFR-

mCherry+ Zellen für 5 Tage in Gegenwart von 224 µg mL-1 Endorem kultiviert, was zu 

mittleren Durchmessern von bis zu 1 mm führte. Ein weiterer Schwerpunkt der Experimente 

lag auf der Fragestellung, ob eine Diffusion von superparamagnetischen Partikeln in das 

Zentrum von großen Aggregaten stattfinden kann, wie für die Substanzen Vinblastin und 5-

Fluoruracil beschrieben wurde [189]. Es konnte in den durchgeführten Experimenten 

nachgewiesen werden, dass ein deutlich stärkerer Einfluss auf den detektierten Signalverlust 

bei Aggregaten, die kontinuierlich in Gegenwart des Kontrastmittels kultiviert wurden, 

ausgeübt wurde als wenn das Kontrastmittel nach einer Kultivierungszeit von 4 d für 24 h 

appliziert wurde (Abb. 34). Bei dem Vergleich der beiden Echozeiten konnte bei TE = 5 ms 

wie in bereits beschriebenen Experimenten ein ausreichend starker Kontrast erzielt und eine 

Abgrenzung benachbarter Aggregate sichergestellt werden (Abbildung 4-34 B und C). Durch 

den ausgeprägten Blooming-Effekt konnte bei den Aggregaten, die kontinuierlich in Gegen-

wart von Endorem kultiviert wurden bei der höheren Echozeit keine distinkte Lokalisation 

einzelner Aggregate durchgeführt werden. Aufgrund der Analyse der einzelnen Schichten mit 

einer Schichtdicke von 78 µm konnte festgestellt werden, dass bei der zusätzlichen 24 h 

Inkubation mit Endorem nur in dem äußeren Rand der Aggregate eine MRT-Signal-

auslöschung festgestellt werden konnte, während ein hyperintenser Bereich im Zentrum des 

Aggregates beobachtet wurde (Abbildung 4-35 A). Bei den Aggregaten, die kontinuierlich in 

Gegenwart des Kontrastmittels kultiviert wurden, konnten diese Effekte nicht beobachtet 

werden (Abbildung 4-35 B). Durch diese selektive Signalauslöschung am Aggregatrand 

konnten geometrische Übereinstimmungen zwischen MRT-Aufnahmen und mikroskopischen 

Aufnahmen beobachtet werden (Abbildung 4-36). 

Die Untersuchung von Aggregaten mit einem Durchmesser zwischen 400 µm und 1 mm 

bietet die Möglichkeit, das Diffusionsverhalten von Kontrastmitteln zu untersuchen, wie in 

dieser hier vorgelegten Arbeit gezeigt werden konnte. Kotitschke et al konnte 1H NMR-

spektroskopische Untersuchungen an multizellulären Aggregatsuspensionen durchführen 

und dabei Unterschiede bei einzelnen Metaboliten zwischen 3-dimensionaler und 2-

dimensionaler Kultur vergleichen [190]. Eine zukünftige Applikation des, in dieser Arbeit 

vorgestellten Modells, in der einzelne, in der Agarosematrix immobilisierte Aggregate 

kontinuierlich untersucht werden können, wäre individuelle Aggregate mit spektroskopischen 

Untersuchungen im zeitlichen Verlauf zu beobachten. Es lassen sich nekrotische Areale 

innerhalb des multizellulären Tumoraggregates nachweisen, die eine ausschließliche 

Beschreibung des Proliferationsverhaltens der Aggregate aufgrund von mittleren Durch-
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messern und berechnetem Volumen erschweren [191]. Nach einer längeren Kultivierungszeit 

und dem Auftreten eines nekrotischen Zentrums wurde eine Repopulation des nekrotischen 

Areals beschrieben, die mit der Expression von VEGF innerhalb dieser Zone korrelieren 

könnte [191-192]. Das multizelluläre Aggregationsmodell weist ein erstklassiges Modell für 

die Untersuchung heterologer Zell-Zellinteraktionen in der Tumorbiologie auf [193]. Darüber 

hinaus können neurale Vorläuferzellen im 3-dimensionalen Aggregatmodell kultiviert werden, 

wobei auch eine heterogene Zusammensetzung und die Präsenz von apoptotischen Zellen 

beschrieben wurde [194-195]. Experimentelle neurobiologische Fragestellungen, wie das 

Verhalten von neuralen Vorläuferzellen in räumlicher Nachbarschaft zu nekrotischen 

Arealen, wie beim Schlaganfall in vivo beschrieben, könnten mittels des in dieser 

Dissertation vorgestellten Modells in zukünftigen Arbeiten experimentell untersucht werden. 

Damit bietet sich eine ähnliche Untersuchungsplattform, wie bei den Tumoraggregaten, die 

mit den in vorliegender Arbeit vorgestellten Methoden zur Kombination verschiedener Bild-

gebungsmodalitäten im zeitlichen Verlauf und unter Verwendung von molekularbiologischen 

Visualisierungstechniken untersucht werden können.  

5.2 HIV-1 basierende lentivirale Systeme zur effektiven 
Transduktion unterschiedlicher Zelltypen  

Im Rahmen der vorgestellten Arbeit wurde prälentivirale DNA und aktive Lentiviren mit 

verschiedenen Reportergenen für die optische Bildgebung generiert. Lentivirale Systeme 

basieren auf dem humanen Immunodefizienz Virus-1 (HIV-1). In der vorliegenden Arbeit 

wurde ein lentivirales System der 3. Generation verwendet. Für die Herstellung der 

infektiösen Partikel wurden 293T-Zellen mittels der Kalziumphosphat-Methode mit dem 

Transfervektor, dem HIV gag/pol Verpackungskonstrukt, einem rev-Expressionsplasmid und 

dem VSV-G Expressionsplasmid transfiziert [97-98].  

Die Expression des Fluoreszenzproteins mCherry wurde mit der Expression Puromycin-N-

Acetyltransferase durch eine interne ribosomale Eintrittstelle verknüpft. Die prinzipielle 

Transduktionseffizienz des generierten Virus wurde an der murinen Brustkrebszelllinie SMF, 

an einer immortalisierten humanen neuralen Vorläuferzelllinie und an der humanen Glio-

blastomzelllinie Gli36ΔEGFR überprüft. Alle drei Zelllinien wurden mit einer „multiplicity of 

infextion rate“ (MOIs) zwischen 1 und 5 transduziert, was in einer Transduktions-Effizienz 

zwischen 80 % und 95 % resultierte. Bei der Verwendung einer MOI von 1 wird rechnerisch 

davon ausgegangen, dass ein Virus eine Zelle transduziert. Daraus folgt, dass bei der 

Verwendung einer höheren MOI mehrere infektiöse Partikel eine einzelne Zelle 

transduzieren können. Mit der Supplementation von 1 µg mL-1 Puromycin konnte bei der 

SMF-Brustkrebszelllinie eine effektive Selektionierung aufgrund der Expression der 

Puromycin-N-Acetyltransferase, die stromabwärts der internen ribosomalen Eintrittstelle 
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lokalisiert ist, nachgewiesen werden (Abbildung 4-38). Sechs Tage nach Beginn der 

Selektionierung konnte eine stabil mCherry exprimierende Zelllinie gewonnen werden. Die 

effiziente Selektionierung mittels Puromycin konnte in anderen Arbeiten bereits dokumentiert 

werden [196]. In der hier vorgelegten Dissertation wurde in allen lentiviralen Plasmiden, in 

denen eine Antibiotikaresistenz verwendet wurde, die Puromycin-N-Acetyltransferase 

gewählt, um die spätere Möglichkeit einer effektiven Selektionierung bei einer Transduktion 

von neuralen Vorläuferzellen auszunutzen, die unterschiedliche Generationsverdopplungs-

raten, auch < 20 h aufweisen [197]. Um die Ko-Expression zweier optischer Bildgebungs-

reporter zu untersuchen, wurde unter Kontrolle des CMV Promotors mCherry kloniert und 

zusätzlich stromabwärts eines IRES-Elementes das grün fluoreszierende Protein GFP 

verwendet (Abbildung 4-40). Die Expression beider Fluoreszenzproteine konnte nach der 

Transfektion von 293T-Zellen in jeder Zelle deutlich nachgewiesen werden (Abbildung 4-41 

A). Nach der intrazerebralen und subkutanen Transplantation der Zellen in eine Nacktmaus 

konnte die Lokalisation der Tumoren anhand der mCherry-Fluoreszenz in vivo bestimmt 

werden. Es konnte allerdings keine spezifische Emission des grün fluoreszierenden Proteins 

im lebenden Versuchstier detektiert werden (Abbildung 4-41 B). Dieses Tierexperiment 

wurde nur einmalig durchgeführt und die resultierenden Ergebnisse können daher nicht zur 

Formulierung einer allgemeingültigen Aussage verwendet werden. Die GFP-Expression ist 

im Vergleich zur Expression des mCherry Proteins schwächer, was ebenfalls nach 

Transduktion von 293T-Zellen mit einer  MOI von 1 mit dem aktiven Virus dokumentiert 

werden konnte (Abbildung 4-42). Es wurden bei Verwendung des IRES Elementes in 

bicistronischen Reportervektoren unterschiedliche Aktivitäten, die zwischen 6 % und 100 % 

liegen, für den Reporter stromabwärts des IRES-Elements relativ zum Reporter, der strom-

aufwärts lokalisiert ist liegen, berichtet [198-201]. Es wurden Differenzen in den Sequenzen 

der unterschiedlich verwendeten pIRES-Plasmiden festgestellt, die zu schwach aktiven 

IRES-Elementen, im Vergleich zur originalen Sequenz des IRES Elements aus dem 

Enzephalomyelitisvirus, führten [202]. Es konnte gezeigt werden, dass das IRES-Element 

aus dem Enzephalomyelitisvirus zu einer höheren Initiierung der ribosomalen Translation 

führt, als jedes andere bekannte IRES-Element oder eine 7-Methyl-Guanosin-Kappe 

beinhaltende mRNA [198]. Die in vorliegender Arbeit verwendete IRES-Sequenz entsprach 

der orginalen Sequenz des IRES-Elementes, wie durch durchgeführte Sequenzanalysen 

bestätigt werden konnte. 

Da in der vorliegenden Arbeit unter Verwendung eines IRES Elementes eine Koexpression 

von HA-Ferritin und Luziferase durchgeführt wurde (Siehe Kapitel 4.5), wurde als Kontroll-

vektor und Kontrollvirus ein Luziferase und Puromycin koexprimierender Vektor generiert 

(Abbildung 4-43). Nach Selektionierung mittels Puromycin wurde eine Einzelzellklonierung 

durchgeführt, um Zelllinien zu isolieren, die konstant hohe Expressionsstärken des Reporters 
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aufweisen. Eine Übersicht von 10 unterschiedlichen Zellklonen wurde in Abbildung 4-44 

vorgestellt. Die Durchführung von Einzelzellklonierungen stellt eine zeitaufwändige Prozedur 

dar und kann nicht bei Zellen, die eine definierte Zelldichte für die Mitose benötigen, 

angewendet werden [203]. Eine interessante Ergänzung zur Isolation von transfizierten oder 

transduzierten Zelllinien wurde von Wirth et al 1988 vorgestellt, in der zwei unterschiedliche 

Antibiotikaresistenzgene für die Selektionierung von Zellen, die eine große Anzahl von 

Kopien in das Genom integriert haben, verwendet werden [204]. 

Für die Pseudotypisierung der lentiviralen, infektiösen Partikel wurde das Oberflächen-

glykoprotein des Rhabdovirus vesikulären Stomatitisvirus (VSV-G) verwendet, da dieses 

Protein eine hohe Stabilität aufweist und die Infektion unterschiedlicher Zell- und Gewebe-

typen durch die Interaktion mit einem Zellmembranlipid gewährleistet [205-206].  

 

5.3 Herstellung und Funktionsüberprüfung eines liposomalen 
Systems für den effektiven Transport von superpara-
magnetischen Partikeln 

In der hier vorgelegten Arbeit wurden grundsätzliche Arbeiten zur effektiven Aufnahme von 

karboxylierten superparamagnetischen Partikeln mit einem selbst hergestellten liposomalen 

Transfersystem vorgestellt. Durch die Verwendung des Cholesterinderivates 3ß[N-(N’,N’-

Dimethylaminoethan)-carbamoyl]-Cholesterol (DC-Chol) und des Phospholipids 1,2-Dioleyl-

sn-Glycero-3-Phosphorylethanolamin (DOPE) konnten Liposomen mit einem Durchmesser 

von 150 nm bis 200 nm hergestellt werden. Die durch Ultraschallbehandlung gebildeten 

Liposomen wurden mittels Negativ-Kontrastierung elektronenmikroskopisch validiert 

(Abbildung 4-46). Es konnte nach Inkubation von 293T-Zellen gezeigt werden, dass für eine 

intrazelluläre Aufnahme der superparamagnetischen Partikel die Vorinkubation der Partikel 

mit den generierten Liposomen nötig ist (Abbildung 4-47). In verschiedenen Arbeiten wurde 

eine effektive Aufnahme von eisenhaltigen Partikeln unter Verwendung von kommerziell 

erhältlichen Lipofektionsmitteln beschrieben, wobei jedoch in diesen Fällen die Liposomen 

mit den eisenhaltigen Partikeln suspendiert und anschließend appliziert wurden [154, 207-

208]. Neue Entwicklungen führen zu der Generierung von superparamagnetischen Partikeln, 

bei denen Oberflächenmodifikationen durchgeführt wurden oder zur Verwendung von viralen 

Oberflächenproteinen, durch die eine Lipofektion nicht mehr notwendig ist [209-210]. In der 

vorliegenden Arbeit wurde der Schwerpunkt darauf gelegt, die liposomal vermittelte 

intrazelluläre Aufnahme von Eisenoxidpartikeln in einer etablierten neuronalen Zelllinie und 

den 293T-Zellen zu steigern und mittels Hochfeld-MRT zu quantifizieren. Die Addition der 

SPIOs zu unterschiedlichen Zeitpunkten in der Präparation der Liposomen wurde analysiert 

(Abbildung 4-48). Anhand von Minimal-Intensitäts-Projektionen mit anschließender Analyse 
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des Verhältnisses Kontrast : Gelrauschen der T2*-gewichteten MRT-Aufnahmen von 

erstellten Verdünnungsreihen konnte herausgefunden werden, dass die Zugabe zum 

Zeitpunkt der ultraschallvermittelten Liposomenausbildung zur effektivsten intrazellulären 

Aufnahme der Partikel führte. Die Quantifizierung des intrazellulären Eisengehaltes mittels 

spektralphotometrischer Methoden und die immunzytochemische Analyse unter Verwendung 

eines anti-Dextran-Antikörpers bestätigen die MRT-Analysen (Abbildung 4-48 C und 

Abbildung 4-49). Zum Vergleich des selbst hergestellten Lipofektionsmittels wurde das 

kommerziell erhältliche Lipofectamin verwendet. In dem direkten Vergleich konnte eine 

höhere Effizienz der Aufnahme von SPIOs mit dem selbst hergestellten Lipofektionsmittel 

erreicht werden. Lipofectamin ist ein vielfach verwendetes und hocheffektives Lipofektions-

mittel, das aus dem zwei Komponenten DOPE und (2’-(1’’,2’’-Dioleoyloxypropyldimethyl)-

Ammoniumbromid)-N-Ethyl-6-Amidospermin Tetratrifluorsäure im Mischungsverhältnis 1 : 3 

besteht [211-212]. Rudelius et al konnte mittels eines Gemisches von Lipofectamin und 

Lipofektin zur Lipofektion von Gd-DTPA Markierungseffizienzen von bis zu 83 % in einer 

murinen embryonalen Stammzelllinie erreichen [211]. Mit dem selbst generierten 

Lipofektionsmittel, das in der hier vorgelegten Dissertation verwendet wurde konnten bei 

PC12-Zellen und 293T-Zellen eine Transfektionseffizienz bei Verwendung von superpara-

magnetischen Partikeln von etwa 90 % erreicht werden. Die Applikation des Systems bei 

embryonalen Stammzellen und neuralen Vorläuferzellen wird Gegenstand weiterer 

Untersuchungen sein.  

Die 293T-Zellen zeichnen sich durch ein vielfach höheres Zytoplasma zu Zellkern-Verhältnis 

im Vergleich zu den PC12-Zellen aus, die wesentlich kleinere Durchmesser aufweisen. Der 

liposomal vermittelte Transport wurde mit dem selbst hergestellten Lipofektionsmittel bei 

diesen Zellen untersucht und es konnte überraschenderweise herausgefunden werden, dass 

im Vergleich der 293T-Zellen mit den PC12 Zellen ein doppelt so hohes Verhältnis des 

Kontrast : Gelrauschens bei den 293T-Zellen beobachtet wurde, der Eisengehalt aber 

nahezu identisch war. Dieses Ergebnis ist wahrscheinlich durch den größeren Durchmesser 

der 293T-Zellen zu den PC12-Zellen erklärbar. Liposomen können auf einfache Weise mit 

Fluorochromen dotiert werden, so dass die intrazelluläre Verteilung und Lokalisation mittels 

Fluoreszenzmikroskopie verfolgt werden kann [213]. Das Fluorochrom 5-(und 6-)-Carboxy-

fluoreszein-Succinimidyl-Ester wurde sowohl für die Konjugation der primären amino-

terminalen Gruppe an der Kopfgruppe des Dioleyphosphatidylethanolamins verwendet, als 

auch für eine direkte Konjugation an superparamagnetische Partikel (Abbildung 4-51 und 

Abbildung 4-52). Nach Inkubation von PC12-Zellen konnte eine intensive Fluoreszenz 

visualisiert werden, welche die intrazelluläre Aufnahme der Partikel beweist und sich damit 

die intrazelluläre Loaklisation unabhängig von immunzytochemischen Nachweisen auch 

unter vitalen Bedingungen durchführen lässt. 
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5.4 Überexpression polycistronischer mRNA mittels lentiviraler 
Transduktion 

In der hier vorgestellten Arbeit wurde die N-terminal mit Hämagglutinin fusionierte schwere 

Kette des humanen Ferritinmoleküls für die MRT-Bildgebung verwendet. Es konnten sowohl 

Expressionsplasmide, als auch aktive Lentiviren generiert werden, die durch Verwendung 

einer internen ribosomalen Eintrittsstelle die Expression des HA-Ferritins mit der Expression 

der firefly-Luziferase verbinden (Abbildung 4-53 und Abbildung 4-54). Zusätzlich zu diesen 

bimodalen Vektoren und Lentiviren wurden zwei multicistronische Lentiviren konstruiert, in 

denen die zusätzliche Einführung eines weiteren IRES-Elements die Expression der 

Puromycin-N-Acetyltransferase (Abbildung 4-54 A) oder des grün fluoreszierenden Proteins 

(Abbildung 4-54 B) kontrolliert. Es konnte bei der Produktion der Viren in 293T-Zellen eine 

deutliche Abnahme des Virustiters auf 76 ng mL-1 bei dem Virus mit der Puromycin-N-Acetyl-

transferase und eine Abnahme des Virustiters auf 29 ng mL-1 bei dem GFP enthaltenden 

Virus ermittelt werden. Die Viruskonzentrationen wurden in allen Fällen mittels einer p24-

HIV-ELISA bestimmt und es wurde die identische Ausgangsmenge der Komponenten des 3-

Plasmidsystems verwendet. Bei der Produktion von Viren, die ein translationales cis-acting 

Element enthielten, wurden üblicherweise Virustiter von > 200 ng mL-1 erzielt. Zhu et al 

konnte bei der Expression einer polycistronischen mRNA durch ein IRES-Element keine 

Reduktion des Virustiters feststellen [214]. Somit können die niedrigen Virustiter, die bei 

Expression der polycistronischen mRNA auftraten, ein Hinweis darauf sein, dass die 

zusätzliche IRES-Element abhängige Expression von drei Cistronen bei der Virusproduktion 

problematisch wirken kann. 293T-Zellen wurden mit einer MOI von 1 mit dem LV-CMV-HA-

Ferritin-IRES-Luziferase-IRES-Puromycin-N-Acetyltransferase und dem LV-CMV-HA-

Ferritin-IRES-Luziferase-IRES-GFP transduziert. Zwei Tage nach Transduktion konnte eine 

deutliche Expression des GFP fluoreszenzmikroskopisch detektiert werden (Abbildung 4-55 

A). In bisher publizierten Arbeiten wurden hauptsächlich bicistronische Lentiviren für die 

Expression der polycistronischen mRNA generiert, in denen ein IRES-Element als cis-acting 

Element verwendet wurde [214-218]. Es wurden bisher wenige Arbeiten publiziert, in denen 

multicistronische HIV-1 basierende Lentiviren mit der Expression von mehr als zwei mRNAs 

generiert- und verwendet wurden. Chinnasamy et al konnte die erfolgreiche Generierung von 

aktiven tricistronischen Lentiviren, unter Verwendung des humanen Phosphoglyzerat-

Promotors, eines IRES-Elementes und des Spaltungsfaktor 2A zeigen [219]. Der Spaltungs-

faktor 2A wurde aus dem Maul- und Klauenseuche-Virus, einem Picornavirus isoliert und 

kann zur unabhängigen Expression zweier funktionsfähiger Proteine von einer multi-

cistronischen mRNA verwendet werden [220]. Es wurden weiter Arbeiten zur Generierung 

trimodaler Viren in den letzten Jahren publiziert, bei denen allerdings keine zwei IRES-

Elemente verwendet wurden, sondern eine Kombination zweier cis-acting-Elemente [221-
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223]. Die in vorliegender Arbeit dargestellten Ergebnisse zur Generierung multicistronischer 

Lentiviren sind damit die ersten Ergebnisse zur Verwendung von zwei IRES-Elementen und 

dem CMV-Promotor zur Expression einer polycistronischen mRNA. Unabhängig von der 

viralen Transduktion konnte die Expression aller drei Reporterproteine nach Transfektion in 

293T-Zellen nachgewiesen werden (Abbildung 4-55 B und C). 

5.5 Überexpression der schweren Kette des Ferritinmoleküls in 
humanen Gli36ΔEGFR Glioblastomzellen 

Durch die Klonierung der HA-Ferritin-IRES-Luziferase-Reporterkasette in einen 

prälentiviralen Vektor ohne ein weiteres IRES Element und ohne das Puromycin-N-Acetyl-

transferasegen, konnte bei der Lentivirusproduktion in 293T-Zellen ein Virustiter von 

417 ng mL-1 erzielt werden. Die humane Glioblastomzelllinie Gli36ΔEGFR wurde mit 

unterschiedlichen MOI transduziert. Nach der Extraktion der zellulären Proteine konnte über 

eine Bestimmung der Luziferaseaktivität die erfolgreiche Transduktion verifiziert und eine von 

der viralen Partikelkonzentration abhängige Expression der Luziferase beobachtet werden 

(Abbildung 4-58). Bei den HA-Ferritin+- und Luziferase+-Tumorzellen wurde ein verändertes 

Adhäsionsverhalten und eine reduzierte proliferative Aktivität der transduzierten Zellen 

dokumentiert. Vier Stunden nach der Aussaat konnten in den transduzierten Zellen ein 

erhöhter Anteil von Zellen mit flacher, epithelialer Morphologie detektiert werden (Abbildung 

4-59). Die beobachteten Effekte sind mit hoher Wahrscheinlichkeit auf die Expression des 

HA-Ferritins zurückzuführen, da die immunzytochemische Analyse mittels eines Häm-

agglutinin spezifischen Antikörpers die Expression des Hämagglutinins in Zellen mit einer 

Morphologie, die den Zellen aus Abbildung 4-58 entsprechen, zeigt (Abbildung 4-59). Dabei 

ist ein deutlicher Unterschied zwischen der MOI von 0,2- und 5 erkennbar (Abbildung 4-59 G 

und 4-59 H). Cozzi et al konnte bei der Überexpression der schweren Kette des humanen 

Ferritins in Hela-Zellen ebenfalls eine Reduktion der Proliferation feststellen, die durch eine 

exogene Eisensupplementation über einen Zeitraum von 4 d wieder aufgehoben werden 

konnte [224]. Eine exogene Supplementation mit 2 mM FAC, die in diesem initialen 

Experiment kurz nach der Transduktion, durchgeführt wurde, führte zu einer Steigerung der 

Proliferation (exakte Analyse zur Supplementation von FAC: Kapitel 4.5.4) Es ist bekannt, 

dass Tumorzellen, die eine hohe Generationsverdopplungszahl aufweisen, eine erhöhte 

Ribonukleotid Reduktase Aktivität und damit einen erhöhten Eisenmetabolismus aufweisen 

[225]. Durch die Applikation des Eisenchelators Desferrioxamin konnte eine Arretierung des 

Zell-Zyklus in der G1-Phase bei Gliomzellen nachgewiesen werden [226]. Desferrioxamin 

wurde zur klinischen Behandlung von Neuroblastomen und akuter Leukämie verwendet, es 

bestehen allerdings Hinweise darauf, dass eine Verwendung dieses Eisenchelators bei 

Gliomen nicht angezeigt ist [227-229]. Innerhalb der hier vorgelegten Arbeit wurden in vitro 
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Experimente mit Desferrioxamin durchgeführt, um die zytoplasmatisch lokalisierten und nicht 

Ferritin-gebundenen Eisenatome zu entfernen. Es konnte allerdings bei Bildgebungs-

experimenten nach exogener Supplementation von FAC kein Unterschied beobachtet 

werden. Dieses Ergebnis ist damit begründbar, dass 1 Molekül Desferrioxamin 1 Eisenatom 

cheliert, der Komplex aber nicht mehr die Zellmembran passieren kann und damit 

zytosolisch arretiert wurde.  

Aufgrund der fehlenden Möglichkeit der Antibiotikaselektion wurden die Zellen, die mit der 

MOI 1 tranduziert wurden, durch Kolonienisolation selektioniert und eine Zelllinie 

Gli36ΔEGFR-2/C3 gewonnen, die eine starke Expression der Luziferase und des HA-

Ferritins aufwies (Abbildung 4-60). Bei der Kolonienisolation wurden mittels eines 

Filterpapiers Zellkolonien selektiv von den anderen Kolonien getrennt und expandiert. Die 

Methode stellt eine Alternative zur Verwendung von Klonierungszylindern dar, wobei die 

Handhabungsschritte ähnlich sind [230]. Zur Bestimmung der mittels Biolumineszenz-

Bildgebung minimal detektierbaren Zellmenge wurden Verdünnungsreihen zwischen 1 x 105 

Zellen und 1000 Zellen erstellt. Als Referenzzelllinie wurde die, ebenfalls lentiviral 

transduzierte Zelllinie 4/2 verwendet, die eine wesentlich stärkere Luziferaseexpression im 

Vergleich zu der Zelllinie 2/C3 aufwies (Abbildung 4-61). 5000 Zellen der HA-Ferritin+- und 

Luziferase+-Zelllinie konnten unter Verwendung eines Luminometers und des Photonen-

Bildgebungssystems vom Hintergrund unterschieden werden.   

Die HA-Ferritin und Luziferase überexprimierenden Gli36ΔEGFR-Zellen wurden in einem 

serumhaltigen Medium mit zusätzlicher Supplementation von 2 mM FAC kultiviert und mittels 

DAB verstärkter Berliner-Blau-Färbung (Abbildung 4-62) und MRT mit einer Echozeit von 

TE = 18 ms untersucht (Abbildung 4-63). Nach 37 h Inkubation der Zellen konnte bei den 

HA-Ferritin überexprimierenden Zellen eine starke zelluläre Akkumulation von Eisen im 

Vergleich zu den HA-Ferritin--Tumorzellen beobachtet werden. Die MRT-Analyse zeigte 

deutlich, dass HA-Ferrtin+-Zellen eine stärkere Abnahme der Signalintensität aufwiesen als 

Kontrollzellen, wenn diese in Gegenwart von FAC kultiviert wurden. Auffällig dabei ist 

allerdings, dass die Kontrollzellen ebenfalls im Vergleich zu Zellen, die nicht mit FAC 

inkubiert wurden, verstärkt Eisen aufgenommen haben. Die Berechnung der T2-Relaxations-

zeit von allen untersuchten Proben konnte die Unterschiede, die bei Analyse der Signal-

intensitäten eindeutig dargestellt wurden, nicht belegen. Ein Grund für die Diskrepanz der 

Daten, die mit der T2-Mappe und der FLASH-3D Sequenz erhoben wurden, liegt mit hoher 

Wahrscheinlichkeit an einer verringerten Sensitivität der Multi-Slice-Multi-Echo-Sequenz, die 

eine Spin-Echo-Sequenz darstellt und damit T2-gewichtet ist [231]. Durch die starke T2*-

Gewichtung der Gradienten-Echo-Sequenz können die auf dem inkorporierten Eisen 

beruhenden, erniedrigten Signalintensitäten deutlich dargestellt werden. Die starke Eisen-

aufnahme bei den Kontrollzellen ist mit hoher Wahrscheinlichkeit darauf zurückzuführen, 
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dass die Kontrollzellen nach einer exogen hohen Eisenkonzentration ebenfalls verstärkt 

Eisen aufnehmen und intrazellulär akkumulieren. Es konnte von Hoepken et al gezeigt 

werden, dass bei Astrozyten, die mit einer Konzentration von 100 µM FAC inkubiert wurden, 

innerhalb von 8 h ein 5facher Anstieg des Eisengehaltes auftritt. Bei exogener 

Supplementation von 1 mM FAC wurde sogar ein 17facher Anstieg dokumentiert [232]. 

Zusätzlich wurde in dieser Publikation nachgewiesen, dass induziert durch die Applikation 

des FAC eine starke Expression des endogenen Ferritin Moleküls hervorgerufen wird, die 

eine globale zytoplasmatische Verteilung erkennen lässt und ohne die Eisensupplementation 

nicht auftrat. Der Aufnahmemechanismus von FAC in die Zelle wurde bisher nicht aufgeklärt, 

die Aufnahme scheint allerdings unabhängig von der Expression des Transferrinrezeptors zu 

sein [233]. Es konnte nachgewiesen werden, dass eine exogene Supplementation von FAC 

zu einer Herabregulierung der Transferrinrezeptorexpression führt [232]. Die Transferrin-

rezeptor unabhängige Aufnahme des Eisens könnte über den Eisentransporter DMT1 

vermittelt werden [234].  

Im Verlauf der Untersuchungen konnte aufgrund repetitiver Bestimmungen der Luziferase-

aktivität und immunzytochemischer Untersuchungen herausgefunden werden, dass die 

2/C3-Zellen eine Kontamination von nicht-viral-transduzierten Zellen aufwiesen, die aufgrund 

der höheren Proliferationsrate die HA-Ferritin+- und Luziferase+-Zellen verdrängten 

(nachfolgende Einzelzellklonierung: Kapitel 4.5.6). 

Die Zelllinie Gli36ΔEGFR-2/C3 wurde in einer intrazerebralen Transplantationsstudie 

verwendet. Nacktmäusen wurden in den Kortex 2 x 105 Zellen der HA-Ferritin- und 

Luziferase überexprimierenden Zellen und Kontrollzellen implantiert und mittels Biolumines-

zenzuntersuchungen analysiert (Abbildung 4-64). In der Zellkultur wurde vor der Operation 

keine Supplementation von FAC vorgenommen. Bei dem Versuchstier #2 wurden in beide 

Hemisphären HA-Ferritin+- und Luziferase+-Tumorzellen implantiert, wohingegen bei 

Versuchstier #1 in die linke Hemisphäre Kontrollzellen transplantiert wurden (Abbildung 4-64 

B). In beiden Versuchtieren konnte 3 Tage nach der Transplantation in den Luziferase-

exprimierenden Tumoren ein klares Lichtsignal nach subkutaner Injektion von D-Luziferin 

detektiert werden. Bei Versuchstier #2 konnte am 6. Untersuchungstag eine maximale Licht-

emission festgestellt werden, die im weiteren Verlauf des Experimentes abnahm. Bei 

Versuchstier #1 konnte eine kontinuierliche Zunahme der Lichtemission innerhalb des 

gesamten Versuchszeitraumes detektiert werden, weshalb der Untersuchungsschwerpunkt 

auf dieses Tier gelegt wurde. Innerhalb des Untersuchungszeitraumes wurde bei dem 

Luziferase+-Tumor eine Zunahme der detektierten Photonen um das 8,8fache berechnet, 

was auf eine Proliferation der Tumorzellen hindeutet. Die Verwendung der Lichtemission der 

firefly-Luziferase für das Tumorwachstum und die Korrelation zwischen Lichtemission und 

Tumorwachstum konnte vielfach in der Literatur beschrieben werden und wird aufgrund der 
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ATP-Abhängigkeit der Reaktion zur tierexperimentellen Validierung von anti-Tumortherapien 

verwendet [24, 235-236]. Vier Stunden nach der beidseitigen Zellinjektion wurde eine MRT-

Untersuchung durchgeführt und es konnte sowohl bei den Kontrollzellen, als auch bei den 

HA-Ferritin+- und Luziferase+-Tumorzellen deutliche hypointense Regionen im Bereich des 

Einstichkanals mittels einer T2*-gewichteten Gradienten-Echo-Sequenz mit einer Echozeit 

von TE = 20 ms detektiert werden (Abbildung 4-65 A und B). Zusätzlich wurde zu diesem 

Zeitpunkt eine Spin-Echo-Sequenz, die eine T1-Gewichtung aufweist, durchgeführt 

(Abbildung 4-65 C). In der Minimum-Intensitäts-Projektion, die von den Schichten, in denen 

eine Signalauslöschung detektiert wurde, angefertigt wurden, konnte eine deutliche 

Abnahme der Signalintensität in der rechten Hemisphäre lokalisiert werden. Im Verlauf des 

gesamten Untersuchungszeitraumes konnte eine Reduktion der Signalintensität bei beiden 

Tumoren beobachtet werden. Eine quantitative Übersicht wurde in Abbildung 4-68 

dargestellt. Am letzten Untersuchungstag wurde eine umfassende MRT-Untersuchungsreihe 

nach intraperitonealer Applikation von Gd-DTPA vorgenommen. Aufgrund einer Blut-Hirn-

Schrankenstörung gelangt Gd-DTPA in den interstitiellen Raum und kann daher zur 

Darstellung des Tumorgewebes in T1-gewichteten MRT-Aufnahmen verwendet werden [237]. 

In den T2*-gewichteten Aufnahmen konnten beide Tumore aufgrund eines starken Signal-

verlusts identifiziert werden (Abbildung 4-67 A und B). Aufgrund der Injektion des Kontrast-

mittels konnte innerhalb des ventrikulären Systems eine hohe Signalintensität dokumentiert 

werden. Im linkshemisphärisch lokalisierten Kontrolltumor konnte ein ebenfalls hyperintenses 

Areal detektiert werden, dass mit größter Wahrscheinlichkeit eine flüssigkeitsgefüllte Zyste 

darstellt, die eine Verbindung zum Liquorsystem aufweist. In den T1-gewichteten Aufnahmen 

können die Struktur und die geometrische Organisation beider Tumore aufgrund einer 

vorliegenden Blut-Hirn-Schrankenstörung eindeutig bestimmt werden. Der Kontrolltumor 

stellt sich als nahezu ovale Struktur dar, während der rechtshemisphärisch, aus HA-Ferritin+- 

und Luziferase+-Tumorzellen bestehende Tumor eher eine stäbchenförmige Struktur 

aufweist (Abbildung 4-67 C). Mittels einer Spin-Echo-Sequenz wurde die T2-Relaxationszeit 

in beiden Tumoren bestimmt, wobei bei der Auswahl von 8 statistisch verteilten, einzelnen 

ROIs eine signifikant niedrigere T2-Relaxationszeit von 6,7 ms im HA-Ferritin exprimierenden 

Tumor im Vergleich zum Kontrolltumor bestimmt werden konnte (Abbildung 4-69). Die T2-

Relaxationszeiten der flüssigkeitsgefüllten Hohlräume und des umliegenden Gehirngewebes 

entsprechen den in der Literatur publizierten Werten. Bei der abschließenden Untersuchung 

im Versuchstier #2 konnten sowohl bei den T2*-gewichteten Aufnahmen, als auch bei der 

Berechnung der T2-Relaxationszeit zwei distinkte Bereiche lokalisiert werden, die T2-

Relaxationswerte aufweisen, die dem HA-Ferritin+-Tumor in Versuchstier #1 entsprachen. 

Die räumlichen Dimensionen beider Tumore waren wesentlich kleiner und korrelierten somit 

mit den in Abb. 65 B und E dargestellten Biolumineszenz-Daten. 
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Nach der Terminierung des Versuches wurde eine histologische Färbung des Gehirns von 

Versuchstier #1 durchgeführt, bei der mittels DAB-verstärkter Berlinerblau-Färbung die 

Präsenz von stark eisenhaltigen Zellen im rechtshemisphärisch lokalisierten Tumor 

nachgewiesen wurde (Abbildung 4-71). Die Abgrenzung der Tumore vom umliegenden 

Gehirngewebe konnte durch eine Hämatoxylin- und Eosin-Färbung erreicht werden. Die 

detaillierte Analyse der Berliner-Blau+-Zellen konnte nachweisen, dass es sich nicht um 

Erythrozyten handelte (Abbildung 4-72). Teilweise findet sich eine Lokalisation dieser Zellen 

in direkter räumlicher Nachbarschaft zu Gefäßen (Abbildung 4-72 C). Genove et al 

verwendete einen Adenovirus zur intrazerebralen in vivo Infektion und späteren Über-

expression der leichten und schweren Kette des humanen Ferritinmoleküls [238]. Die Zellen 

wurden mittels MRT-Aufnahmen und anschließender Berliner-Blau-Färbung identifiziert. Die 

inhomogene Eisenverteilung und die morphologische Struktur ähneln den bereits 

vorgestellten Ergebnissen. Im Kontrolltumor konnten keine Berliner-Blau+-Zellen detektiert 

werden. Anhand des kreisrunden, ausgesparten Bereiches in dem Kontrolltumor, der mit 

hoher Wahrscheinlichkeit die bei den MRT-Aufnahmen beobachtete Zyste darstellt, konnte 

verifiziert werden, dass die histologischen Schnitte mit den Schichten der MRT-Aufnahmen 

übereinstimmten. Die räumliche Struktur der beiden Tumore entspricht exakt der räumlichen 

Verteilung, die nach der Gd-DTPA-Injektion in den T1-gewichteten MRT-Aufnahmen 

nachgewiesen wurde (Abbildung 4-67). Mittels einer immunhistochemischen Analyse 

konnten die Tumorzellen durch die Expression von Vimentin vom umliegenden 

Gehirngewebe abgegrenzt werden, welches GFAP+-Astrozyten enthält (Abbildung 4-73). 

Reifenberger et al konnte nachweisen, dass Gliome eine starke Expression des Intermediär-

filaments Vimentin aufweisen und nur in Einzellfällen GFAP exprimieren [106]. Mittels des N-

terminal fusionierten Hämagglutinins konnte ein Nachweis der HA-Ferritin+-Tumorzellen 

erbracht werden (Abbildung 4-74). Auffällig bei den Berliner-Blau-Färbungen und dem 

Nachweis von Hämagglutinin ist, dass nicht alle Zellen des rechtshemisphärischen Tumors 

positiv für die beiden Nachweise waren. Eine partielle Erklärung dafür könnte die in vitro 

schon festgestellte Tatsache sein, dass die Zelllinie 2/C3 eine Kontamination mit nicht-

transduzierten Zellen aufwies. Es konnte innerhalb der hier vorgelegten Dissertation nicht 

geklärt werden, worauf die starke hypointense Darstellung des Kontrolltumors beruhte. Eine 

mögliche Erklärung dafür beruht auf der Wahl der langen Echozeit TE = 20 ms, durch welche 

die MRT-Aufnahmen sehr stark T2*-gewichtet wurden. Dafür würden auch die Ergebnisse 

sprechen, die durch die Wahl der T1-gewichteten Spin-Echo-Sequenz am ersten 

Untersuchungszeitpunkt ermittelt wurden.  

Durch eine Einzelzellklonierung der Zelllinie 2/C3 konnten 20 einzelne Klone isoliert werden, 

von denen die Luziferaseaktivität von 10 Klonen über einen Zeitraum von 14 d analysiert 

wurde (Abbildung 4-75). Dabei wurden die Klone #5 und #15 aufgrund der hohen Luziferase-
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aktivität und Stabilität für die weiteren Versuche ausgewählt. Bei der zellulären immunzyto-

chemischen Charakterisierung der Zellen konnte gezeigt werden, dass HA-Ferritin ubiquitär 

im Zytoplasma der Klone #5 und #15 lokalisiert werden konnte. Die ursprüngliche Zelllinie 

Gli36ΔEGFR und die Luziferase+-Zelllinie 4/2N zeigten keine anti-HA-Immunreaktivität 

(Abbildung 4-77). In der Literatur konnte keine Publikation gefunden werden, welche die 

Lokalisation der schweren Kette des Ferritinmoleküls nach Überexpression immunzyto-

chemisch in vitro charakterisiert hat. Daher sind die in dieser Dissertation vorgestellten Daten 

die ersten. Endogen gebildetes Ferritin konnte in Lysosomen, Mitochondrien und ubiquitär im 

Zytosol nachgewiesen werden [239-240]. Nach Inkubation der zwei Leberzelllinien HepG2 

und Hep3B mit FAC, konnte eine Verteilung von Ferritinmolekülen im Zytoplasma gefunden 

werden. Als zusätzlicher Effekt der starken exogenen Eisensupplmentation wurde die 

Präsenz von Hämosiderin-enthaltenden Körperchen beobachtet [240]. Die Expression der 

firefly-Luziferase wurde durch Verwendung eines spezifischen Antikörpers validiert 

(Abbildung 4-78).  Es konnte eine semiquantitativ starke Expression in der Zelllinie 4/2N 

nachgewiesen werden, wohingegen keine Expression des Enzyms in den untransduzierten 

Kontrollzellen gefunden wurde. Die Expression der Luziferase in Klon #5 konnte wie bei dem 

anti-Hämagglutinin Nachweis ubiquitär im Zytoplasma gefunden werden. Die 

Expressionstärke von Klon #15 war geringer, als bei Klon #5, was mit den Daten, die mittels 

Luminometer-Untersuchung nach Applikation von D-Luziferin erhoben wurden, 

übereinstimmt (Abbildung 4-76). Das Intermediärfilament Vimentin konnte in allen 

untersuchten Zelllinien detektiert werden (Abbildung 4-79).  

Es konnte bei den beiden Klonen #5 und #15 eine verringerte Proliferationsrate im Vergleich 

zu der untransduzierten Gli36ΔEGFR-Zelllinie beobachtet werden. Durch die 

Supplementation des Kulturmediums mit 500 µM FAC konnte dieser Effekt wieder 

aufgehoben werden (Abbildung 4-83 A). Cozzi et al konnte diesen Effekt bei der Über-

expression der schweren Kette des Ferritinmoleküls ebenfalls beobachten und durch die 

Supplementation von 100 µM wieder eine Proliferationsrate, wie bei den Kontrollzellen 

dokumentiert, herstellen [224]. Weiterhin konnte nachgewiesen werden, dass dieser 

proliferationssenkende Effekt auf dem vermehrten Einbau von Eisenatomen in das Ferritin-

molekül beruhte, indem eine mutierte schwere Kette überexprimiert wurde, die zwei 

Mutationen aufwies. Die Ferroxidaseaktivität wurde durch eine Substitution der AS 62 von 

Glutaminsäure zu Lysin und an AS 65 von Histidin zu Glyzin inhibiert [241]. Die schwere 

Kette des Ferritinmoleküls weist ein Ferrooxidase-Zentrum auf, das den Einbau von Eisen-

atomen in das Molekül fördert [242-243]. Die Proliferationsaktivität dieser Zellen wies keinen 

Unterschied zu den Kontrollzellen auf und konnte durch die Applikation von FAC auch nicht 

weiter gesteigert werden [224]. Kontrovers zu diesen Ergebnissen konnte in der Arbeit von 

Cohen et al, in der die schwere Kette des Ferritinmoleküls in C6-Gliomazellen überexprimiert 
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wurde, keine Veränderung der proliferativen Aktivität festgestellt werden [14]. Picard et al 

konnte in MEL-Zellen ebenfalls keine Veränderung der Proliferationseigenschaften 

beobachten [244].  

In den in dieser Dissertation vorgestellten Ergebnissen konnte bei den Kontrollzellen wie 

auch in der Literatur beschrieben keine signifikante Steigerung der Proliferation durch 

exogene Eisensupplementation erreicht werden (Abbildung 4-83 A). Durch die Addition des 

FAC konnte keine Änderung in der Detektierbarkeit der Zellen nach der Inkubation von D-

Luziferin beobachtet werden (Abbildung 4-83 B).  

Die kurz nach der initialen Transduktion mit dem Lentivirus dokumentierten Effekte auf die 

Substratadhäsion konnten bei den regulären Passagen der Zellen beobachtet werden. Nach 

der Behandlung mit proteolytischen und kollagenolytischen Enzymen wurde bei Klon #5 und 

Klon #15 eine sehr viel stärkere Substratanheftung beobachtet als bei den Gli36ΔEGFR-

Kontrollzellen oder wenn bei den beiden HA-Ferritin+- und Luziferase+-Zelllinien eine 

Supplementation mit 500 µM Eisenzitrat durchgeführt wurde. Es wurden präliminäre 

Analysen durchgeführt, in denen die Zellen mit und ohne Supplementation mit FAC auf 

beschichteten Oberflächen ausplattiert wurden. Zu verschiedenen Zeitpunkten wurde die 

Adhäsion spektralphotometrisch nach Behandlung mit Kristallviolett bestimmt [245]. Als erste 

Ergebnisse konnte beobachtet werden, dass die HA-Ferritin+-Zellen in Abwesenheit von FAC 

in kürzerer Zeit auf einer mit Fibronektin oder Laminin beschichteten Oberfläche adhärent 

wurden, als die Kontrollzellen. Weitere Analysen werden dazu durchgeführt werden. In der 

Literatur wurden bisher keine Ergebnisse publiziert, die einen Zusammenhang zwischen 

Substratadhäsion und Eisenhaushalt von Gliomzellen beschreiben. Die in dieser Dissertation 

erhobenen Ergebnisse weisen auf einen Zusammenhang zwischen Substratadhäsion und 

Eisenhaushalt bei Gliomzellen hin. Von Elstner et al konnte nachweisen, dass eine Eisen-

deprivation, hervorgerufen durch die in vitro Behandlung von Glioblastomzellen mit Desferri-

oxamin, zu einem erhöhten Invasionsverhalten der Zellen führte [229]. Eine Addition von 

FAC führte in den publizierten Experimenten zu einer Inhibition des invasiven Verhaltens. 

Interessanterweise konnte Benoliel et al an Adhäsionstudien von humanen Zellen, die von 

primären Darmtumorresektionen von Patienten isoliert wurden, zeigen, dass die mit 

zunehmender Malignität oder schlechterer Prognose für den Patienten die Adhäsions-

fähigkeit der Zellen anstieg [246]. 

Um die Adhäsionseffekte auf molekularer Ebene und ihre Bedeutung in der intrazellulären 

Signalkaskade detaillierter zu untersuchen, wurde die Beteiligung der fokalen Adhäsions-

kinase (FAK) bei dem Substrat-Adhäsions-Prozess analysiert (Abbildung 4-81). Die fokale 

Adhäsionskinase gehört zur Familie der Nicht-Rezeptor-Tyrosinkinasen, die durch die 

Integrine αvβ3, αvβ5 und den EGF-Rezeptor aktiviert werden kann [247]. Es konnte 

nachgewiesen werden, dass aktivierte FAK mit ß1-Integrin Heterodimeren assoziiert ist und 
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an der Zellmembran akkumuliert [248]. In der vorliegenden Arbeit wurde die Lokalisation der 

an Tyrosin 397 phosphorylierten (pY397) FAK immunzytochemisch in den HA-Ferritin über-

exprimierenden Gli36ΔEGFR-Zellen und Kontrollzellen untersucht. Dabei wurde der Einfluss 

einer Supplementation mit Eisen(III)-Ammoniumzitrat analysiert. Bezüglich der Lokalisation- 

und der Expressionsstärke konnte bei allen vier untersuchten Konditionen kein Unterschied 

beobachtet werden (Abbildung 4-81). 

Für die Bildgebungsexperimente wurden die Zellen, wie bei der Zelllinie 2/C3 schon 

durchgeführt (siehe Kapittel 4.5.4) mit 2 mM FAC inkubiert. Die Berlinerblau und DAB-

verstärkte Färbung konnte bei den Klonen #5 und #15 eine deutliche Akkumulation von intra-

zellulärem Eisen im Vergleich zu der Kontrollzelllinie 4/2N nachweisen (Abbildung 4-84). Es 

wurde eine kontinuierliche Verteilung von intrazellulärem Eisen mittels der DAB-verstärkten 

Berliner-Blau-Färbung beobachtet sowie runde Zellen, die eine sehr starke Anfärbung 

aufwiesen. Diese in vitro erhobenen Ergebnisse stimmen mit den in vivo beobachteten 

Ergebnisse nach Transplantation der Zelllinie 2/C3 überein (Abbildung 4-71 und 4-72). Zellen 

mit identischer Morphologie wurden in der Publikation von Bishop und Robinson nach der 

intrakortikalen Mikroinjektion von FAC in Ratten beschrieben [249]. Im Rahmen der hier 

vorgelegten Arbeit wurde nicht untersucht, ob diese stark eisenhaltigen Zellen einen 

apoptotischen oder nekrotischen Zustand aufweisen. Die Untersuchung auf die Expression 

der aktivierten Caspase 3 oder Anexin V könnte hierfür durchgeführt werden. Bei der 

Analyse der mit FAC inkubierten Zellen mittels Hoechst Dye 33342 konnte allerdings keine 

erhöhte Anzahl von fragmentierten Zellkernen beobachtet werden, wie es für apoptotische 

Zellen beschrieben wurde und ein anerkanntes Nachweisverfahren darstellt [250-251]. Bei 

den nachfolgenden MRT-Aufnahmen konnte eine deutlich niedrigere Signalintensität bei den 

beiden Klonen im Vergleich zu den Kontrollzellen detektiert werden. Bei Klon #5 konnte eine 

5fach niedrigere Signalintensität im Vergleich zu den Kontrollen berechnet werden 

(Abbildung 4-85 A). Durch die Berechnung des Verhältnisses Kontrast : Gelrauschen wurden 

diese Ergebnisse bestätigt (Abb 4-85 B). Durch die Anfertigung einer Verdünnungsreihe der 

mit FAC inkubierten Zellen konnte die minimal detektierbare Zellmenge bestimmt werden, 

die bei den Klon #5 bei 1500 Zellen lag (Abbildung 4-86). Unabhängig von den MRT-

Analysen wurden spektralphotometrische Eisentests durchgeführt, um die intrazelluläre 

Eisenmenge zu bestimmen (Abbildung 4-86 A). Die Eisenkonzentration der beiden HA-

Ferritin-überexprimierenden Klone war unabhängig von einer FAC-Supplementation in den 

untersuchten Proben im Vergleich zu den Kontrollzellen höher. Durch die FAC-

Supplementation konnte ein höherer intrazellulärer Eisengehalt als bei den Kontrollzellen 

detektiert werden. Allerdings erhöhte sich der Eisengehalt bei Kontrollzellen ebenfalls stark 

in dem Untersuchungszeitpunkt. Bei den drei unabhängigen Experimenten, die der 

Abbildung 4-87 A zugrunde gelegt wurden, war die Eisenkonzentration der HA-Ferritin über-
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exprimierenden Zellen in jedem Fall höher, als die bei den Kontrollzellen ermittelten Eisen-

mengen. Die hohe Standardabweichung reflektiert die unterschiedliche Eisenakkumulation, 

die in nahezu allen durchgeführten Experimenten beobachtet wurde. Es konnte in den drei 

einzelnen Experimenten jeweils eine 1,8fache, eine 2fache und eine 4fache Erhöhung des 

Eisengehaltes in den HA-Ferritin+-Zellen gegenüber den Kontrollzellen festgestellt werden. 

Um dies zu verdeutlichen, wurde in Abbildung 4-87 C ein Experiment dargestellt, in dem die 

Eisenkonzentration der HA-Ferritin+-Tumorzellen im Vergleich zu den Kontrollzellen deutlich 

höher war, aber die Eisenkonzentrationen im Vergleich zu den in dieser Arbeit sonst 

festgestellten Konzentrationen sehr gering waren. In etwa 10 % aller durchgeführten 

Experimente konnte bei den Kontrollzellen eine höhere Eisenkonzentration nach der 

Inkubation mit FAC festgestellt werden (Abbildung 4-87 D). Die intrazelluläre Eisen-

akkumulation war bei den Zellen des Klons #15 schwächer ausgeprägt als bei den Zellen 

des Klons #5. Durch eine Untersuchung des zeitlichen Verlaufes der FAC-Inkubation konnte 

herausgefunden werden, dass bereits nach einem Zeitraum von 4 h bei den Klon #5-Zellen 

die Eisenkonzentration um den Faktor 3 gegenüber der Ausgangskonzentration anstieg. Die 

höchste Eisenkonzentration wurde nach einem Zeitraum von 55 h gemessen. Alle ermittelten 

Eisenkonzentrationen bei den beiden HA-Ferritin+-Zelllinien waren zu jedem Zeitpunkt 

größer, als bei den Kontrollzellen (Abbildung 4-87 B). Die Variabilität der Eiseninkubations-

experimente konnte ebenfalls anhand von MRT-Aufnahmen bestätigt werden (Abbildung 4-

88). Partiell lassen sich die in Abbildung 4-87 und Abbildung 4-88 beschriebenen Effekte 

bzgl. der Eisenaufnahme der Kontrollzellen über die Tatsache erklären, dass eine exogen 

zugefügte Eisenkonzentration in Form von FAC von kultivierten Astrozyten in einer 

konzentrations- und zeitabhängigen Weise aufgenommen wird [232]. Die in dieser Arbeit 

supplementierte Eisenkonzentration von 2 mM ist höher, als unter normalen, physiologischen 

Umständen in vivo beobachtet wurde. Unter physiologischen Umständen findet sich eine 

Konzentration 9 µM bis 30 µM von Transferrin-gebundenem Eisen [249], wohingegen die 

hämoglobinunabhängige Eisenfraktion im Zerebralkortex 650 µM beträgt, was nahezu 

identisch mit der Eisenkonzentration ist, die im Parietalkortex von Ratten ermittelt wurde 

[252-253]. Aus diesen Konzentrationen ist ersichtlich, dass die für die Experimente 

verwendete Konzentration von 500 µM innerhalb des physiologischen Bereichs liegt. 

Interessanterweise steigen unter pathophysiologischen Bedingungen die Eisen-

konzentrationen stark an und somit die verfügbare Eisenmenge, die von Zellen 

aufgenommen werden kann. So wurde in den neuritischen Plaques bei Patienten mit Morbus 

Alzheimer eine Konzentration von 1 mM Eisen gefunden. Bei Patienten mit Morbus 

Parkinson wurden erhöhte Eisenkonzentrationen und erhöhte Ferritinkonzentrationen in den 

dopaminergen Neuronen der Substantia nigra nachgewiesen [254]. Nach der Injektion von 

FeCl3 in die Substantia nigra konnten parkinsonähnliche Symptome ausgelöst werden und 
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es wurde eine Degeneration von nigrostriatalen Neuronen beobachtet [255-256]. Im 

humanen Vollblut wurde eine Konzentration von 8,5 mM Eisen ermittelt, die im Falle eines 

Schlaganfalls in exogenen Kontakt mit Astrozyten und Neuronen kommt und damit 4fach 

höher liegt, als die höchste in dieser Arbeit eingesetzte Eisenkonzentration [232]. Die 

verstärkte Möglichkeit der Aufnahme von Eisen bei hoher exogener Konzentration könnte 

eine Erklärung sein, warum die Kontrollzellen ebenfalls eine hohe Eisenkonzentration nach 

FAC-Inkubation aufweisen. Zusätzlich wurde ermittelt, dass invasiv wachsende Glioblastom-

zellen eine hohe Ferritinkonzentration im Vergleich zu anderen Gliomzellen besitzen [257]. 

Eine Hochregulation von Ferritin nach Inkubation mit FAC wurde in Leberzellen in vitro und 

für Gehirnzellen in vivo bereits beschrieben [240, 249]. Ein erhöhter Ferritingehalt konnte 

ebenfalls bei Astrozyten nach der Inkubation mit Hämin oder Hämoglobin dokumentiert 

werden [258-259]. Es konnte weiterhin gezeigt werden, dass nach der exogenen Applikation 

von Eisen bei Leberzellen die maximale Rate der Ferritinsynthese bereits nach 5 h erreicht 

wurde [260]. Erschwerend für die zelluläre Regulation ist weiterhin, dass in der 

kontinuierlichen Präsenz von endogen vorhandenem FAC kein Ferritinumsatz mehr 

stattfindet. Die Studie von Truty et al konnte zeigen, dass bei kultivierten Leberzellen ohne 

eine exogene FAC Konzentration von 180 µM die Halbwertszeit von 35S-Ferritin 19-20 h 

beträgt und mit Eisensupplementation kein Umsatz mehr stattfindet [261]. Dieser fehlende 

Umsatz hatte einen direkten Einfluss auf den Haushalt von 55Fe, das in der FAC-

Abwesenheit ebenfalls eine Halbwertszeit von 20 h aufwies. Bei FAC-Supplementation 

verblieb das 55Fe in den Zellen. 

Aufgrund des Literaturvergleiches kann zu dem Schluss gekommen werden, dass sowohl 

von den HA-Ferritin+-Zellen, als auch von den Kontrollzellen wegen der endogenen 

Regulation des Eisenhaushaltes stark erhöhte Eisenmengen innerhalb der Zellen erklärbar 

sind.  

Es konnte in der hier vorgelegten Dissertation eindeutig mittels Western Blot nachgewiesen 

werden, dass in den HA-Ferritin+- und Luziferase+-Zellen eine höhere Ferritinkonzentration 

aufgrund der Überexpression der schweren Kette vorliegt (Abb 4-82). Cozzi et al hat die 

schwere Kette des humanen Ferritinmoleküls in Hela Zellen überexprimiert und die Zellen für 

18 h mit 1 µM 55Fe-Transferrin inkubiert. Es konnte in dieser Publikation eine 14-16fach 

höhere Konzentration der schweren Ferritinkette aber nur eine etwa 1,8fach höhere Eisen-

konzentration festgestellt werden [224].  

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass die in dieser Dissertation vorgelegten 

Ergebnisse zur Überexpression der schweren Kette des Ferritinmoleküls viel versprechende 

Ergebnisse für MRT-Bildgebungszwecke im Vergleich zu Kontrollzellen erzielten und die 

MRT-Nachweisgrenze der HA-Ferritin+-Gli36ΔEGFR Zellen im Vergleich zu publizierten 

Ergebnissen wesentlich geringer lag [14, 238, 262]. Deutlich wurde jedoch auch, dass die 
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Ergebnisse nicht in allen Fällen reproduzierbar waren und innerhalb der Experimente nicht 

geklärt werden konnte, aufgrund welcher biologischen Regulation diese Diversität beruhte. 

Ein wesentlicher Erfolg konnte bei in vivo-Bildgebungsexperimenten erzielt werden, der 

weiterverfolgt werden kann, wenn die Bildgebungsmethodik optimiert wird. Dazu gehört die 

Wahl einer kleineren Echozeit bei Verwendung der Gradienten-Echo-Sequenz. Es konnte 

gezeigt werden, dass die Überexpression der Luziferase mit optischen Bildgebungs-

methoden analysiert werden konnte und das intrazerebrale Tumorwachstum reflektiert. Als 

interessanter biochemischer Aspekt konnte ein Einfluss des Eisenhaushaltes der Glio-

blastomzellen auf deren Adhäsionsverhalten beobachtet werden, der durch eine gezielte 

Untersuchung der Signaltransduktionsmechanismen weiterhin untersucht werden wird. 

Dieser postulierte Zusammenhang ist ein gänzlich neuer Aspekt in der Tumorbiologie und 

wird in weiterführenden Experimenten untersucht werden. Für diese Experimente können 

Tumorzellen verwendet werden, die aus primären humanen Glioblastomen isoliert und 

expandiert werden. 

5.6 Überexpression des humanen ΔCD4-Rezeptors in 293T-Zellen 
zur extrazellulären MRT-Bildgebung 

Innerhalb der vorliegenden Arbeit wurde die Verwendung des überexprimierten humanen 

ΔCD4-Rezeptors für MRT-Bildgebungszwecke vorgestellt.  

Der Rezeptor wurde unter Kontrolle des CMV-Promotors und unter der Verwendung eines 

IRES-Elements mit der Expression der firefly-Luziferase kombiniert (Abbildung 4-90 A). In 

einer Weiterentwicklung des Expressionsplasmids wurde unter Kontrolle des SV40-

Promotors die cDNA für das mCherry-Protein und die Puromycin-N-Acetyltransferase 

eingefügt (Abbildung 4-90 B). Die Wahl zweier unabhängiger Promotoren für die Expression 

der beiden Reporter bzw Reporter und Selektionierungskassette eröffnet die Möglichkeit des 

Austausches entweder des CMV-Promotors oder des SV40-Promotors gegen einen 

gewebsspezifisch exprimierten Promotor. Die initiale Transfektion des Plasmids pcDNA3.1-

CMV-ΔCD4-IRES-Luziferase (pK79-ΔCD4) wurde in 293T-Zellen durchgeführt. Nach 

Inkubation der Zellen mit einem SPIO konjugierten spezifischen anti-CD4-Antikörper und 

einem anti-CD4-FITC konjugierten Antikörper konnte die erfolgreiche Expression des 

Rezeptors immunzytochemisch überprüft werden (Abbildung 4-91). Die Inkubation mit dem 

SPIO-konjugierten Antikörper konnte ebenfalls an der Zelloberfläche nachgewiesen werden. 

Allerdings war die Markierungseffizienz in diesen initial transfizierten Zellen nicht effektiv 

genug. Die Inkubationsbedingungen wurden in späteren Experimenten auf eine Inkubations-

zeit von 1 h unter Bewegung der Proben festgelegt. Zur Detektion der Zellen mittels hoch-

aufgelöstem MRT unter Verwendung einer T2*-gewichteten Gradienten-Echo-Sequenz 

wurden oberflächenmarkierte Zellen nach Fixierung verwendet. Die minimal detektierbare 
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Zellmenge betrug in diesen Experimenten 100 Zellen (Abbildung 4-92). In einem weiteren 

Schritt wurden Transfektionen mit dem komplexeren Plasmid pK79-ΔCD4-K201 in 293T-

Zellen vorgenommen. Die zusätzliche Expression des mCherry-Proteins wurde mittels 

Plattenlesegerät und Immunzytochemie analysiert (Abbildung 4-93 und Abbildung 4-94). 

Dabei konnte eine membranassoziierte Expression des ΔCD4-Rezeptors bestätigt werden 

(Abbildung 4-94 A). Die Expression der Luziferase konnte mittels eines spezifischen 

Antikörpers im Zytosol nachgewiesen werden. Die Expression des Fluoreszenzproteins 

mCherry variierte beträchtlich in den Zellen und konnte sowohl zytoplasmatisch, als auch 

nukleär nachgewiesen werden (Abbildung 4-94 D). Mittels einer Einzelzellklonierung konnten 

Klone isoliert werden, die bei der Bestimmung der Luiziferaseaktivität signifikante 

Unterschiede in der Luziferaseaktivität aufwiesen (Abbildung 4-95). Für die weiteren in der 

Dissertation vorgestellten Versuche wurde der Klon #5 ausgewählt, da dieser die höchste 

Luziferaseaktivität aufwies. Durch spektralphotometrische Analysen konnte gezeigt werden, 

dass die erfolgreiche Bindung des SPIO-konjugierten Antikörpers an den ΔCD4-Rezeptor in 

einer detektierten Eisenmenge von 102 µM Eisen resultierte, während bei den Kontrollzellen 

nur 15 µM Eisen detektiert werden konnte. Die Inkubation mit unkonjugierten, karboxylierten 

superparamagnetischen Partikeln und einem gegen humane und murine CD11b gerichteten 

Antikörper führte bei den ΔCD4+-Zellen zu einer Bindung an der Zelloberfläche. Die ermittelte 

Eisenkonzentration war allerdings 4fach gegenüber der spezifischen Reaktion erniedrigt 

(Abbildung 4-96 B). Interessanterweise konnte keine unspezifische Interaktion der 

carboxylierten superparamagnetischen Partikel mit den ΔCD4--293T-Zellen beobachtet 

werden, was dafür spricht, dass die starke Überexpression des ΔCD4-Rezeptors dafür 

verantwortlich ist.  

Bei der immunzytochemischen Analyse der Zellen des Klons #5 konnte im Gegensatz zu der 

initialen Transfektion (Abbildung 4-91) in allen Zellen die Koexpression des Fluoreszenz-

reporters mCherry und des ΔCD4-Rezepotrs nachgewiesen werden (Abbildung 4-97). 

Auffällig ist hier, dass einzelne Zellen eine wesentlich stärkere Expression des Rezeptors 

aufweisen.  

Die MRT-Auswertung wurde mit einer Gradienten-Echo-Sequenz mit den beiden Echozeiten 

TE = 5 ms und TE = 18 ms mit ΔCD4+-Zellen und ΔCD4--Kontrollzellen nach Inkubation mit 

dem SPIO-konjugierten Antikörper durchgeführt (Abbildung 4-98). Selbst bei der höchsten 

untersuchten Zellmenge von 2,5 x 104 Zellen konnte bei den Kontrollzellen keine Signal-

intensitätsveränderung bei beiden verwendeten Echozeiten ermittelt werden, während mit 

der Echozeit von TE = 5 ms minimal 6250 ΔCD4+-Zellen klar vom Hintergrund unterschieden 

werden konnten. Durch Verwendung der stärker T2*-gewichteten Echozeit von TE = 18 ms 

konnte die kleinste untersuchte Zellmenge von 3125 Zellen klar vom Hintergrund abgegrenzt 

werden. Dieses Ergebnis ist als äußerst erfolgreich einzustufen, da bereits bei vorherigen 
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Untersuchungen gezeigt werden konnte, dass die Verwendung von kurzen Echozeiten 

bezüglich der Auflösung und der Lokalisation deutliche Vorteile bei in vitro- und in vivo-

Anwendungen besitzt. 

Die ΔCD4-überexprimierenden Zellen wurden mittels FACS-Analyse untersucht, um die  

semiquantitativen immunzytochemischen Beobachtungen quantitativ abzusichern (Abbildung 

4-103). Bei etwa 80 % der gesamten vitalen Zellpopulation konnte die Expression des ΔCD4-

Rezeptors nachgewiesen werden, wobei die Expression eher schwach war. Allerdings 

konnte bei 9 % der Zellen eine sehr starke Expression nachgewiesen werden, was mit den 

immunzytochemischen Beobachtungen, die in der Fluoreszenzmikroskopie erhoben wurden, 

übereinstimmt. Die ΔCD4--Zellen zeigten bei allen untersuchten Proben immer eine 

identische Verteilung, sodass daraus gefolgert werden kann, dass keine Immunreaktion mit 

den für die FACS-Analyse verwendeten Antikörpern stattfand. Nach der Präinkubation mit 

dem SPIO-konjugierten anti-CD4-Antikörper konnten ebenfalls zwei Populationen dargestellt 

werden, wobei eine Population eine wesentlich stärkere Fluoreszenz aufwies als die andere 

(Abbildung 4-103 D). Dieses Ergebnis stimmt mit den in Abbildung 4-103 C dargestellten 

Untersuchungen überein, da davon ausgegangen werden kann, dass die vermehrt ΔCD4-

Rezeptor überexprimierenden Zellen auch eine große Anzahl von SPIO-konjugierten 

Antikörpern nach der Inkubation an der Zelloberfläche aufweisen. Zur unabhängigen Über-

prüfung der Bindung des SPIO-konjugierten Antikörpers an den ΔCD4-Rezeptor  wurde ein 

Alexa 488 konjugierter anti-Maus-Antikörper verwendet (Abbildung 4-103 F). Es konnten wie 

in der vorherigen FACS Analyse wieder zwei Populationen voneinander unterschieden 

werden, die allerdings keine so deutliche Trennung im Vergleich zur Analyse mittels anti-

Dextran- und anti-CD4-Antikörper aufwiesen. Des Weiteren wies ein höherer Anteil von 

Zellen eine starke Fluoreszenz auf, was dafür spricht, dass der anti-CD4-Antikörper an den 

Rezeptor gebunden hat, aber eine geringe Anzahl von konjugierten SPIOs aufwies. Es 

konnte nachgewiesen werden, dass die Eisenkonzentration der SPIO konjugierten anti-CD4-

Antikörper im Vergleich zu den in dieser Dissertation selbst hergestellten Konjugationen um 

etwa den Faktor 30 geringer war (siehe Tabelle 3-1 in Abschnitt: Material und Methoden).  

Zur kombinierten Analyse der Expression aller drei Reporterproteine wurden die Zellen als 

multizelluläre Aggregate im Suspensionsmodell kultiviert und immunzytochemisch untersucht 

(Abbildung 4-99). Es konnte mittels konfokaler Laserscanning-Untersuchungen eine 

deutliche Zunahme der spezifisch gebundenen SPIO konjugierten anti-CD4-Antikörper 

innerhalb von 5 h Inkubationszeit nur bei den ΔCD4+-Zellen nachgewiesen werden. Die 

Antikörperinkubation wurde bei den ΔCD4+- und ΔCD--Zellen bei einer Temperatur von 37 °C 

durchgeführt, um zu ermitteln, ob eine unspezifische Antikörperbindung unter Bedingungen, 

die der Körpertemperatur entsprechen, ansteigt. Bei den Kontrollzellen konnte keine 

Zunahme der Immunreaktivität beobachtet werden, was als Beweis dafür gelten soll, dass 
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keine starken unspezifischen Bindungen unter der gewählten Temperatur ausgebildet 

werden. 

Die Visualisierung der Fluoreszenz und Biolumineszenz mittels des Photonen-Bildgebungs-

systems zeigte eine lineare Korrelation zwischen dem Fluoreszenz oder Biolumineszenz 

ermittelten Photonenflux und dem Aggregatvolumen (Abbildung 4-106 A und B). Es konnte 

mit den beiden Echozeiten TE = 5 ms und TE = 18 ms ebenfalls eine negative Korrelation 

der Signalintensität mit dem Aggregatvolumen beobachtet werden, wobei mit der längeren 

Echozeit eine exaktere Korrelation erzielt wurde (Abb. 106 C und D). Diese Ergebnisse 

stehen im Gegensatz zu den Gli36ΔEGFR-CMV-mCherry+ Aggregatversuchen, die in Kapitel 

4.2.5 beschrieben wurden. In diesen Experimenten konnte eine wesentlich bessere 

Lokalisation und Abgrenzung von benachbarten Strukturen mittels einer Echozeit von 

TE = 5 ms im Vergleich mit TE = 18 ms erzielt werden. Eine Erklärung bei den hier 

beschriebenen Beobachtungen findet sich bei der Struktur der Signalintensitätsveränderung, 

die exemplarisch in Abbildung 4-105 dargestellt ist. Wie bereits bei den immunzyto-

chemischen Analysen beschrieben, findet sich eine selektive Anlagerung des SPIO-

konjugierten Antikörpers an der Oberfläche der Aggregate, was bei den MRT-Unter-

suchungen zu einer selektiven Auslöschung im Randbereich führte und als Ring um den 

Mittelpunkt des multizellulären Aggregates dargestellt wurde. Bei einer Erhöhung der Echo-

zeit findet eine stärkere Signalauslöschung augrund des Blooming-Effektes statt (Abbildung 

4-106 B und D). Aufgrund der in Abbildung 4-106 C und D dargestellt Daten muss gefolgert 

werden, dass für eine Korrelation zwischen Aggregatdurchmesser und Signalintensität in 

diesem speziellen Fall eine höhere Echozeit gewählt werden muss. 

Die Entwicklungen zur Verwendung von überexprimierten, signalinkompetenten Ober-

flächenproteinen, die für MRT-Bildgebung verwendet werden können, wurden bisher in 

wenigen Publikationen in der Literatur vorgestellt. So et al beschrieb 2005 die Über-

expression des trunkierten murinen Histokompatibilitätsklasse 1 H2Kk-Antigens in Hela 

Zellen [263]. Das H2Kk-Antigen wurde wie der signalinkompetente humane anti-CD4-

Rezeptor, der in dieser Dissertation verwendet wurde, von der Firma Miltenyi Biotec 

bezogen. Die Transfektionseffizienz in den Hela-Zellen betrug etwa 35 % und die Zellen 

wurden nicht weiter isoliert. Innerhalb der Arbeit konnte mittels in vitro MRT-Messungen nach 

Inkubation mit einem SPIO-konjugierten Antikörper 3 x 106-4 x 106 transfizierte Zellen 

deutlich von Kontrollzellen unterschieden werden.  

Eine interessante Publikation von Winnard et al konnte die Verwendung des trunkierten 

humanen Typ II Transmembranproteins, das zudem mit dem Fluoreszenzprotein mCherry 

fusioniert wurde, für die MRT- und Fluoreszenzbildgebung zeigen [264]. Nach der Injektion 

von stabilen Zellklonen in thorakales Fettgewebe konnte die Emission des mCherry-Proteins 

detektiert werden. Die T2*-gewichteten MRT-Untersuchungen wurden nach Inkubation mit 
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SPIO-konjugierten Antikörpern durchgeführt und konnten einen deutlichen Signalverlust bei 

den transgenen Zellen im Vergleich zu Kontrollzellen nachweisen. Leider wurde in der 

Publikation nicht die Zellmenge angegeben, die bei den MRT-Untersuchungen verwendet 

wurde. Eine weitere Publikation, die 2006 von Mäntylä et al veröffentlicht wurde, konnte 

erfolgreich die Überexpression eines mit Avidin modifizierten Scavidin-Rezeptors in Nabel-

schnurblutzellen zeigen [15]. Es wurden in vitro MRT-Ergebnisse nach der Inkubation mit 

biotinylierten SPIOs durchgeführt, bei der die Rezeptor-überexprimierenden Zellen 

detektierbar waren. Eine fehlende Angabe über die verwendeten Zellmengen erschwert 

einen Vergleich mit den in dieser Dissertation vorgestellten Ergebnissen erheblich.  

Um die Anordnung und Lokalisation der extrazellulär gebundenen superparamagnetischen 

Partikel, die in der Abbildung 4-105 an der Oberfläche der multizellulären Aggregate 

visualisiert wurden, detaillierter zu untersuchen, wurden hochaufgelöste MRT-Experimente 

durchgeführt. Für diese Experimente wurde eine Oberflächenspule mit einem Durchmesser 

von 5 mm verwendet. Die Auflösung betrug 20 µm x 20 µm x 39 µm bei einer Messzeit von 

27 min für die Akquisition eines 3-dimensionalen Datensatzes. Für Kontrolluntersuchungen 

wurden Endorem markierte 293T-Zellen verwendet, von denen detaillierte Untersuchungen 

über die intrazelluläre Aufnahme der superparamagnetischen Partikel durchgeführt wurden 

(Abbildung 4-110). Es konnte mittels spektralphotometrischem Eisentest und MRT-

Aufnahmen nachgewiesen werden, dass bereits nach einer Inkubationszeit von 2 h eine 

deutliche, zelluläre Aufnahme von Endorem-Partikeln stattfand und sich im weiteren Verlauf 

nicht mehr signifikant veränderte. Bei den MRT-Analysen von Einzelzellen, die mittels der 

5 mm Spule angefertigt wurden, konnte vereinzelt nach der Inkubationszeit von 2 h und nach 

24 h zirkulär um die Zellen angeordnete Signalauslöschungen mit einer Echozeit von 3,6 ms 

beobachtet (Abbildung 4-112). ΔCD4+-Einzelzellen, die mit dem SPIO-konjuguierten anti-

CD4-Antikörper markiert wurden, weisen im Vergleich mit den Endorem inkubierten Zellen 

einen geringeren Signalintensitätsverlust auf, was auf die geringere mit den Zellen 

assoziierte Eisenmenge zurückzuführen ist (Abbildung 4-115 A). In den durchgeführten 

Experimenten wurde die Agarose mit  Gd-DTPA substituiert, was zu einer deutlichen 

Verbesserung des Verhältnisses Kontrast zu Gelrauschen führte (Abbildung 4-115 B).  

In Abbildung 4-115 konnte eindrucksvoll dokumentiert werden, dass etwa 90 % der in der 

Probe vorhandenen Zellen ohne die Verwendung des Gd-DTPA nicht visualisierbar waren. 

Aufgrund des Durchmessers, der deutlich zirkulär angeordneten hypointensen Auslöschung 

und einer Beurteilung der Zellen anhand einer Sytox green Kernfärbung (Abbildung 4-113) 

kann mit hoher Wahrscheinlichkeit davon ausgegangen werden, dass es sich hierbei um 

Einzelzellen handelte. Für in der Literatur beschriebene MRT-Phantomexperimente wurde 

bereits die Verwendung von Gd-DTPA zur Reduzierung der T1-Relaxationszeit der Matrix 

gezeigt [168, 265-266]. Es konnte allerdings keine publizierte Arbeit gefunden werden, die 
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den zirkulären Signalauslöschungseffekt, der durch die Verwendung von SPIO-konjugierten 

Antikörpern sowohl bei kleinen multizellulären Aggregaten, als auch bei Einzelzellen 

hervorgerufen wird, beschrieben hat. Aufgrund des technischen Aufbaus der Oberflächen-

spule konnte keine Korrelation zwischen mikroskopischen und MRT-Aufnahmen erstellt 

werden, was zur Interpretation der in Abbildung 4-115 dargestellten Ergebnisse von 

deutlichem Vorteil wäre.  

Zellmengen zwischen 0,5 x 105 und 5 x 106 ΔCD4+-293T-Zellen wurden zur in vivo-Detektion 

der exprimierten Luziferase subkutan in Nacktmäuse injiziert (Abbildung 4-107). Vier Tage 

nach der Transplantation konnte bei allen Tumoren ein deutlicher Photonenflux detektiert 

werden. In weitergehenden in vivo Versuchen konnte die spezifische Detektion der 

subkutanen Tumore mittels Biolumineszenzbildgebung bestätigt werden. Eine Visualisierung 

der mCherry-Emission war zwar in vivo nicht möglich, jedoch konnte eine eindeutige 

Fluorezenzemission des mCherry Proteins nach Explantation der Tumore dargestellt werden 

(Abbildung 4-109). Diese präliminären Experimente dienten der Vorbereitung einer in vivo 

Applikation der SPIO-konjugierten anti-CD4-Antikörper nach subkutaner Injektion von K79-

ΔCD4-K201-293T-Zellen.  

Die Speziesspezifität ist ein wichtiger Faktor, der bei einer in vivo Verwendung sichergestellt 

werden muss, um eine spezifische Interaktion mit den ΔCD4+-Zellen zu gewährleisten und 

die Interaktion mit endogen CD4 exprimierenden Zellen zu unterbinden. Der humane anti-

CD4 Antikörper des Klones M-T466, der innerhalb der hier vorgelegten Dissertation 

verwendet wurde, weist laut Informationen der Firma Miltenyi Biotech keine immunologische 

Kreuzreaktivität mit Mäusen und Ratten auf. Es konnte eine geringe Kreuzreaktivität mit 

Rhesus Affen festgestellt werden. Für zukünftige in vivo Anwendungen wird ein humaner 

anti-CD4-Antikörper des Klones MAX16H5 verwendet werden, der sich durch eine hohe 

Spezifität und Bindungskonstante auszeichnet [267-268].   

Weissleder et al konnte mittels MRT nach der Transplantation von 9L-Gliosarcomen, die den 

Transferrinrezeptor überexprimierten, durch die intravenöse Injektion von superpara-

magnetischen Transferrinkonjugaten die Tumoren nachweisen [13]. Dabei wiesen die super-

paramagnetischen Partikel einen mittleren Durchmesser von 3 nm auf, was deutliche 

Vorteile bei der Verteilung der Konjugate hat. Durch eine Optimierung der Konjugation 

konnte Hogemann et al mit den Transferrin-SPIO-Konjugaten eine verbesserte Rezeptor-

Konjugat-Interaktion und Reduktion der zu applizierenden konjugierten eisenhaltigen Partikel 

nachweisen [269]. Es wurden zahlreiche Arbeiten in den letzten Jahren zur in vivo 

Visualisierung von endogen exprimierten Rezeptoren mittels MRT publiziert. Die 

untersuchten Oberflächenproteine umfassen unter anderem den Her-2/neu-Rezeptor [270-

271], den Folatrezeptor [272-273] und αvβ3-Integrine [274]. Eine Übersicht über weitere 
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Arbeiten zur spezifischen Markierung von Oberflächenproteinen findet sich in der Publikation 

von Peng et al [275].  

5.7 EGF-Rezeptorexpression und Generierung SPIO-konjugierter 
Antikörper 

Innerhalb der vorliegenden Arbeit wurden Experimente zur spezifischen Detektion des EGF-

Rezeptors an PC12-Zellen durchgeführt. Die PC12-Zelllinie ist eine etablierte Phäochromo-

zytomzelllinie, die aus dem Nebennierenmark von Ratten isoliert wurde und eine starke 

Expression des EGF-Rezeptors aufweist [276-278]. Durch die Adaptierung von Hybridom-

zellen, die den anti-EGFR in das Kulturmedium sezernieren, an serumfreie Bedingungen 

wurde eine Grundlage für anschließende biochemische Reinigungs- und Konzentrations-

schritte gelegt. Mittels denaturierender Polyacrylamidgelelektrophorese konnte die 

erfolgreiche Reinigung des Antikörpers überprüft werden (Abbildung 4-117). Nach der 

Inkubation verschiedener Zelllinien und primär isolierter Zellen konnte semiquantitativ 

gezeigt werden, dass bei den PC12-Zellen die stärkste Immunreaktion von allen 

untersuchten Zellen stattfand (Tabelle 4-6 und Abbildung 4-118). Dieses ist ein erster 

Hinweis auf die Speziesspezifität, da einzig bei Rattenzellen eine Bindung des Antikörpers 

nachgewiesen werden konnte. Zur unabhängigen Validierung der EGFR-Expression wurde 

die cDNA amplifiziert und damit die mRNA Expression nachgewiesen. Die Oligonukleotide 

wurden intron-übergreifend gewählt, so dass eine DNA-Kontamination ausgeschlossen 

werden konnte (Abbildung 4-123). Die gereinigten Antikörper wurden mittels Carbodiimid 

Reaktion mit carboxylierten superparamagnetischen Antikörpern mit einem mittleren Durch-

messer von 50 nm konjugiert. Durch die Verwendung eines FITC-konjugierten anti-Dextran-

Antikörpers, der die Oberfläche der eisenhaltigen Partikel erkennt und eines Alexa 549 

konjugierten anti-Maus Antikörpers konnte die Kolokalisation der mit SPIOs konjugierten 

anti-EGFR-Antikörpern nach Inkubation der PC12-Zellen mittels konfokaler Laserscanning-

Mikroskopie nachgewiesen werden (Abbildung 4-121). Bei der MRT-Analyse von PC12-

Zellen, die mit SPIO-konjugierten-Antikörpern inkubiert wurden, konnte bis zu einer 

Zellmenge von 781 Zellen ein linearer Zusammenhang zwischen der Zellmenge und dem 

Verhältnis Kontrast zu Gelrauschen beobachtet werden (Abbildung 4-122). Es konnten bis zu 

390 Zellen deutlich vom Hintergrund detektiert werden.  

In bereits publizierten Arbeiten zur Visualisierung des EGF-Rezeptors wurde von Tseng et al 

eine Konjugation des Liganden an gelatinehaltige Partikel mit einem Durchmesser von 

220 nm für eine Detektion von Adenokarzinomen der Lunge vorgenommen [279]. Iznaga-

Escobar et al konjugierte einen humanen EGF-Rezeptor-Antikörper mit 99mTechneticum und 

wies die Biodistribution nach intravenöser Applikation in vier Patienten nach [280-281]. 

Rosethal et al und Ke et al konjugierten Fluorochrome an einen EGF-Rezeptor Antikörper 
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und untersuchten Versuchstiere mittels optischen Bildgebungsmethoden [282-283]. In einer 

Studie, die 2009 von Yang et al publiziert wurde, konnte die Konjugation einer Einzelkette 

eines EGF-Rezeptor-Antikörpers an Quantum dots gezeigt werden. Die MRT-Visualisierung 

von 1 x 107 markierten Tumorzellen in vitro und die MRT-Visualisierung eine Woche nach 

Implantation von 1 x 107 Tumorzellen in den Pankreas von Mäusen konnte erfolgreich 

nachgewiesen werden [284]. Die Verwendung von Quantum dots für die Fluoreszenz-Bild-

gebung besitzt gegenüber der Verwendung von Fluorochromen deutliche Vorteile unter 

anderem bezüglich der Photostabilität und Helligkeit der Partikel [285].  

5.8 PEGylierung von Makromolekülen als Modifikation für 
effiziente in vivo Anwendungen 

Für die weitere in vivo Anwendung scheint es erforderlich, die Antikörper-SPIO-Komplexe zu 

stabilisieren. SPIOs tendieren zur Aggregation und zur Anlagerung an Plasmaproteine, was 

von Makrophagen schnell erkannt wird [286]. Biokompatible „Schutzhüllen“ sind daher von 

großem Interesse und die Modifikation mit PEG hat sich als sehr erfolgreich herausgestellt 

[287]. Die reduzierte immunogene Antwort auf PEGylierte Proteine ist schon früh an BSA 

oder Katalase analysiert worden [288-289]. Auch wurde in diesen Arbeiten das veränderte 

Laufverhalten bei der Elektrophorese beschrieben, welches bei den SDS-Gelen in 

Abbildungen 4-126 und 4-127 deutlich wird. Der immunogene Schutz und die Erhöhung der 

Halbwertszeit von Pharmazeutika, Proteinen oder auch DNA-Komplexen ist allerdings von 

dem gewählten Molekulargewicht des Polyethylenglykols abhängig [290]. So scheint PEG 

mit einem Molekulargewicht unter 5000 Da schnell immunogen degradiert zu werden, 

während PEG mit einem Molekulargewicht über 5000 Da für mehrere Tage stabil im Blut 

bleibt und das konjugierte Protein vor dem Abbau schützt. Dadurch wird zudem die 

Wahrscheinlichkeit der Durchquerung der Blut-Hirn-Schranke erhöht [291]. Das Polymer hat 

weiterhin den Vorteil, dass es mit verschiedenen Seitengruppen erhältlich ist, so dass neben 

kovalenten Bindungen an Proteinen auch weitere Modifikationen, wie die Konjugation an 

Fluorochromen, Lokalisationssequenzen [292], etc., möglich sind.  

Durch die PEGylierung der Antikörper scheint die Bindungsaffinität nicht beeinflusst 

(Abbildung 4-128). So konnte  eine erfolgte Bindung des anti-EGFR-Antikörpers an PC12-

Zellen mit einem PEG-spezifischen Antikörper nachgewiesen werden. Eine weitere 

interessante Anwendung der PEGylierung stellt die direkte PEGylierung von Zellen, wie bei 

den PC12-Zellen durch kovalente Konjugation des PEG an die Zellmembran in Abbildung 4-

125, vor einer in vivo Transplantation dar. Eine PEGylierung wurde an Lymphozyten und 

pankreatischen Inselzellen in vitro vorgenommen und es konnte nach der Transplantation 

PEGylierter Inselzellen in Ratten eine Reduktion der immunogenen Wirkung des Trans-

plantates festgestellt werden, ohne dass eine immunsuppressive pharmakologische 
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Therapie benötigt wurde [293-296]. Dieses Konzept der zellulären PEGylierung könnte in 

weiterführenden Experimenten auf die Transplantation von neuralen Zellen in das zentrale 

Nervensystem übertragen werden. Auch wenn das Gehirn als immunpriviligierte Zone gilt, 

konnte doch nach der Xenotransplantation von neuralen Zellen in das adulte Ratten- oder 

Mäusegehirnen ohne die Durchführung einer Immunsuppression eine Abstoßungsreaktion 

innerhalb der ersten zwei bis vier Wochen beobachtet werden [297-298]. Erste Konzepte zur 

Transplantation von neuralen Vorläuferzellen, die in einer photopolymerisierten PEG und 

Poly-L-Lysin-Matrix transplantiert wurden, wurden in der Literatur im Jahr 2007 veröffentlicht 

[299]. Eine direkte PEGylierung der neuralen Vorläuferzellen wurde allerdings noch nicht 

durchgeführt. 

5.9 Neurale Differenzierung der embryonalen Stammzelllinie 
CGR8 

Die Kultivierung der embryonalen Stammzelllinie CGR8 wurde von einem serumhaltigen 

Medium auf das Medium 10 % KSR und die Supplementation von LIF umgestellt. Die 

Vorteile bei Verwendung des synthetisch hergestellten KSR-Mediums anstelle des FCS-

haltigen Mediums für die serumfreie Kultivierung verschiedener embryonaler Stammzelllinien 

konnten in mehreren Publikationen bereits nachgewiesen werden [300-302]. Zur Etablierung 

des neuralen Differenzierungsprotokolls wurde ein GFP+-Klon der murinen Stammzelllinie D3 

verwendet. Die Expression von GFP wird in dieser Zelllinie von dem β-Aktin-Promotor 

kontrolliert und die Fähigkeit der neuralen Differenzierung dieser Zelllinie wurde bereits 

beschrieben [303]. Hoehn et al konnte nach Markierung mit dem MRT-Kontrastmittel 

Sinerem und Transplantation von Zellen dieser GFP-exprimierenden Zelllinie die 

migratorische Aktivität im Rattengehirn nach einem experimentell induzierten Schlaganfall 

nachweisen [304].  

Innerhalb der hier vorgelegten Dissertation konnte eine Expression des Karbohydratepitops 

CD15 und des Transkriptionsfaktors Oct 3/4 in beiden ES-Zelllinien nachgewiesen werden 

(Abbildung 4-129). Es wurde eine umfangreiche mRNA-Expressionsanalyse von den CGR8-

Zellen im undifferenzierten Zustand erstellt (Abbildung 4-130), bei der die Transkripte für den 

Transkriptionsfaktor Oct 3/4 und das saure Zinkfingerprotein Rex-1 nachgewiesen wurden. 

Die Expression dieser Transkripte und des Karbohydratepitopes CD15 (SSEA-1) weisen den 

pluripotenten Zustand der embryonalen Stammzelllinie nach [305-307]. Keine Transkripte 

wurden für den Wachstumsfaktor FGF-5, Zeta-Globin, den Wachstumsfaktor BMP-2, das 

Intermediärfilament Nestin, das cholesterinbindende Glykoprotein Prominin-1, das RNA-

Bindeprotein Musashi-1 und den astroglialen Marker GFAP identifiziert. Des Weiteren wurde 

keine Expression des 5T4 Onkotrophoblasten Antigens identifiziert. Es konnte nachgewiesen 

werden, dass das glykosylierte Transmembranprotein 5T4 nach der Initiierung der 
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Differenzierung in Zelltypen der drei Keimblätter Mesoderm, Ektoderm und Entoderm stark 

exprimiert wird, während die anderen untersuchten Transkripte spezifischer exprimiert 

werden [308]. Die fehlende Expression dieser Markertranskripte stellt einen weiteren Beweis 

für den pluripotenten Zustand der kultivierten embryonalen Stammzellen dar [108, 309-313]. 

Zur Induktion der neuralen Differenzierung wurden die Zellen der Zelllinien D3GFP und CGR8 

in der Medienkombination N2/B27/DMEM-F12/Neurobasal für einen Zeitraum von fünf bis 

sieben Tagen kultiviert, was zur neuralen Induktion führte (Abbildung 4-131). Das 

beschriebene Differenzierungs-Protokoll wurde von Ying et al im Jahre 2003 entwickelt [314]. 

In dieser Publikation konnte bei 46C-ES-Zellen nachgewiesen werden, dass eine Expression 

des frühen neuroektodermalen Markers Sox-1 nach einer Kultivierungszeit von 4 Tagen bei 

über 60 % der Zellen festgestellt wurde und nach fünf Tagen Zellen mit neuronaler 

Morphologie beobachtet werden konnten. Es konnte gezeigt werden, dass durch die 

Verwendung der Kombination der beiden Supplemente N2 und B27 keine Selektionierung 

von Zellen der neuroektodermalen Zelllinie innerhalb der ersten vier Tage stattfindet, 

sondern dass bei einer Plattierung auf Laminin- oder Fibronektinoberflächen große Mengen 

von Sox-1--Zellen gebildet werden. Das N2-Medium wurde von Bottenstein und Sato 

entwickelt und besteht nur aus den vier Komponenten Insulin, Holotransferrin, Putreszin und 

Natriumselenit, während das B27-Supplement etwas komplexere Inhaltsstoffe aufweist [315-

316]. Das B27-Supplement wurde 1993 von Brewer et al vorgestellt und ursprünglich in 

Kombination mit dem Neurobasal-Medium für die Kultur von hippokampalen Neuronen 

entwickelt [317-318]. Die Kombination des N2-Supplements und DMEM-F12 wurde bereits 

1992 von Rynolds und Weiss für die Isolation von neuralen Vorläuferzellen aus dem Striatum 

von Ratten verwendet [195].  

Die Zellen wurden nach der Differenzierung in dem N2/B27/DMEM-F12/Neurobasal-Medium 

für weitere sieben Tage in dem Medium 10 % KSR kultiviert, was zu einer effektiven 

Differenzierung in Nestin+-, Doublecortin+- und MAP2+-Zellen führte (Abbildung 4-132 B und 

C). Zur Kontrolle des verwendeten Differenzierungsprotokolls wurden die Zellen anstatt der 

Kultivierung in dem N2/B27/DMEM-F12/Neurobasal-Medium kontinuierlich in 10 % KSR 

kultiviert, was zu einer geringeren Differenzierung in Doublecortin+- und MAP2+-Zellen führte 

(Abbbildung 4-132 A). Ein erster Schluss aus diesen Experimenten ist, dass das KSR-

Medium nicht ausschließlich die frühe neuronale Differenzierung unterstützt, aber die 

Proliferation von neuroepithelialen Zellen fördert. Diese Ergebnisse werden durch die 

Publikation von Dhara et al unterstützt, bei der in vergleichenden Differenzierungen von 

humanen embryonalen Stammzellen gezeigt werden konnte, dass eine Kultivierung der 

menschlichen ES-Zellen in einem Medium mit dem N2-Supplement zu einer starken 

Expression von Musashi-1+-Zellen und einem hohen prozentualen Anteil Nestin+-Zellen 

führte [319]. Diese Nestin+-Zellen wiesen allerdings keine proliferative Aktivität mehr auf. 
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Durch eine Kultivierung in einem Medium mit 20 % KSR konnten proliferativ aktive Nestin+-

Zellen gewonnen werden. Die KSR-Supplementation wurde ebenfalls von Lenka uns 

Ramasamy 2007 bei der neuralen Differenzierung von murinen embryonalen Stammzellen 

nach einer Präkultivierung in 10 % FCS ohne den Zusatz von LIF gezeigt [320].  

Die detailliertere Untersuchung der GFP-Expression unter Kontrolle des β-Aktin-Promotors 

führte zu dem Schluss, dass zwar ein großer Anteil der Nestin+-Zellen GFP+ war, dass die 

GFP-Expression aber teilweise sehr schwach ausgeprägt war (Abbildung 4-133). Diese 

Ergebnisse zur GFP-Expression sind mit denen in der Publikation von Arnhold et al 

vergleichbar. Die Autoren beschrieben im Jahr 2000 ebenfalls die unterschiedliche 

Expressionsstärke der GFP-Fluoreszenz unter Kontrolle des β-Aktin-Promotors, konnten 

aber keine GFP--Zellen identifizieren [303].  

Die Expression der Glykokonjugate CD15, HNK-1 und des A2B5-Antigens wurde während 

der Entwicklung der CGR8-ES-Zellen untersucht. Eine A2B5-Expression konnte bei wenigen 

Zellen im undifferenzierten embryonalen Stammzellstadium identifiziert werden. Nach der 

Differenzierung mittels N2/B27/DMEM-F12/Neurobasal-Medium und anschließender 

Kultivierung in 10 % KSR konnte eine Erhöhung des Anteils der A2B5+-Zellen beobachtet 

werden (Abbildung 4-134 A1 und B1). Die Antigene, die von dem anti-A2B5-Antikörper 

erkannt werden, wurden als die c-Serien Ganglioside beschrieben und werden während der 

Entwicklung unter anderem auf glialen Vorläuferzellen exprimiert [126, 321]. In Mäusen 

konnte die Expression von A2B5 allerdings auch auf neuronalen Vorläufern beschrieben 

werden [50, 124]. Das in dieser Dissertation beobachtete Expressionsmuster kann durch die 

wahrscheinliche Präsenz des A2B5-Antigens auf Gliavorläuferzellen und die Abwesenheit im 

undifferenzierten Zustand erklärt werden. Mujtaba et al konnte nach der Differenzierung von 

ES-Zellen der D3-Zelllinine gliale Vorläuferzellen beschreiben und mittels Immunopannig 

isolieren, die A2B5+ waren und keine Expression von E-NCAM aufwiesen [50].  

Es konnte eine starke Abnahme der CD15+-Zellen nach der Differenzierung beobachtet 

werden, während etwa 80 % der undifferenzierten ES-Zellen eine zellmembranassoziierte 

Expression aufwiesen (Abbildung 4-134 A2 und B2). Die Expression von HNK-1 in 

undifferenzierten ES-Zellen betrug unter 1 % und stieg deutlich nach der Differenzierung 

mittels des N2/B27/DMEM-F12/Neurobasal-Medium und anschließender Kultivierung in 

10 % KSR auf etwa 40 % an (Abbildung 4-134. A3 und B3). Die abnehmende Expression 

von CD15 und Zunahme von HNK-1 wurde von Chou et al 2003 nach der retinsäure-

vermittelten Differenzierung in P19 Zellen gefunden, was die in dieser vorgelegten 

Dissertation erhobenen Ergebnisse unterstützt [322]. Die Glykosylierung von Zellober-

flächenproteinen mit HNK-1 besitzt eine wesentliche Bedeutung bei neuronalen Zell-Zell-

Erkennungsvorgängen, Adhäsionsprozessen und der neuronalen Migration und konnte als 

wesentliches Merkmal bei der Synaptogenese identifiziert werden [323-325]. Aufgrund der 
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neuronalen Spezifikation der HNK-1 Expression innerhalb des zentralen Nervensystems 

wurde innerhalb dieser Dissertation ein Schwerpunkt auf die Expression der Karbohydrat-

epitope CD15 und vor allem HNK-1 gelegt, die zu einem späteren Zeitpunkt auch für die 

MRT-Bildgebung und magnetchromatographische Methoden genutzt wurden (siehe Kapitel 

4.10.8.2). 

5.9.1 Differenzierung der ES-Zelllinie CGR8 im Suspensionsmodell 

Um eine direkte Differenzierung in einem Suspensionsmodell zu erreichen, wurden die 

undifferenzierten ES-Zellen der Zelllinie CGR8 für sieben Tage auf bakteriologischen Kultur-

schalen in 10 % KSR differenziert und anschließend entweder in 10 % KSR oder in dem 

Medium ITSFn kultiviert. Die Verwendung der Suspensions-Kulturform führt zur spontanen 

Ausbildung von “embryoid bodies” ohne Verwendung der “hangig-drop”-Methode, in der die 

ES-Zellen in einem kleinen Mediumvolumen für 2 Tage aggregieren, bevor diese in ein 

größeres Volumen zusammen überführt werden [326]. Das chemisch definierte ITSFn-

Medium wurde in diesem kombinierten Ansatz zur Selektionierung von Nestin+-Zellen 

verwendet [327-329]. Es fand eine Ausbildung von frei im Medium flottierenden aggregierten 

Zellen statt, die nach der Umstellung der Kulturbedingungen auf das ITSFn-Medium, 

wahrscheinlich aufgrund der Supplementation mit Fibronektin, auf der anti-adhäsiven 

Oberfläche der Kulturschalen adhärierten. Es konnte die Migration von einzelnen Zellen mit 

neuronaler Morphologie in der Peripherie der Aggregate und die Ausbildung von Neuriten 

beobachtet werden, die nach Ausplattierung auf einer Laminin-beschichteten Oberfläche 

verstärkt auftraten (Abbildung 4-137 und Abbildung 4-138). Aufgrund der immunzyto-

chemischen Charakterisierung der Zellen konnte festgestellt werden, dass der Anteil von 

Doublecortin+-Zellen und die Komplexität der neuronalen Netzwerke in den Zellen aus der 

ITSFn-Kultur im Vergleich mit der Suspensionskultivierung in 10 % KSR erhöht war 

(Abbildung 4-140). In detaillierteren Analysen konnte eindeutig festgestellt werden, dass 

nach der Kultivierung in dem ITSFn-Medium der Anteil von Zellen, die keine Expression von 

neuronalen oder astroglialen Markern aufweisen, gegenüber der Kultivierung in 10 % KSR 

erniedrigt war (Abbildung 4-140). Die Erniedrigung des Anteils von Zellen, die keine neurale 

Spezifizierung aufweisen, hat bei der Verwendung von Zellen, die aus ES-Zellen generiert 

wurden, für Transplantationen in das Nervensystem entscheidende Konsequenzen, da die 

Ausbildung von Teratokarzinomen verringert wird [330-331] Mit dem vorgestellten 

Differenzierungsansatz konnte eine effiziente Differenzierung in Doublecortin+-, ß3-Tubulin+- 

und GFAP+- Zellen erreicht werden.  
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5.9.2 Generierung einer stabilen neuralen Vorläuferzelllinie aus den prä-
differenzierten CGR8-Zellen 

Für die Etablierung von neuralen Vorläuferzellen aus den ES-Zellen wurde ein weiterer 

experimenteller Ansatz durchgeführt, der zur Generierung einer proliferativ aktiven neuralen 

Vorläuferzelllinie führte. Nach Kultivierung der undifferenzierten ES-Zellen in dem 

N2/B27/DMEM-F12/Neurobasal-Medium und anschließender Kultivierung in dem Medium 

10 % KSR wurden die Zellen in dem Medium N2-Euromed mit der Supplementation der 

Wachstumsfaktoren FGF-2 und EGF kultiviert (Abbildung 4-141). Die Verwendung dieses 

Medium wurde von Conti et al vorgestellt [332]. Im Gegensatz zu den in dieser Publikation 

vorgestellten Daten konnte bei der Umstellung des Mediums auf das N2-Euromed-Medium 

direkt nach der Kultivierung in dem N2/B27/DMEM-F12/Neurobasal-Medium keine neurale 

Vorläuferzelllinie generiert werden, sondern erst nach der kurzzeitigen Kultivierung in 10 % 

KSR. Innerhalb der Publikation von Conti et al konnte gezeigt werden, dass durch die 

Verwendung des N2-Euromed-Kulturmediums das Wachstum von residierenden, undifferen-

zierten ES-Zellen nicht unterstützt wird. Bei der immunzytochemischen Analyse der Zellen 

konnte die Expression des Intermediärfilaments Nestin in allen Zellen festgestellt werden, 

was ein Beleg für den neuralen Vorläuferzellcharakter dieser Zellen ist (Abbildung 4-143). 

Bei der Erstellung eines mRNA-Expressionsprofils der Zelllinie N2/Euro #1 konnte eine semi-

quantitativ starke Expression des Transkriptes für Nestin und eine schwache Expression von 

Prominin-1 und FGF-5 beobachtet werden (Abbildung 4-142). Eine FGF-5 Expression konnte 

in pluripotenten Zellen nach der primitiven Ektodermausbildung in Koexpression mit Oct 4 

beschrieben werden [333]. Die höchste Expression wurde in dieser Publikation in “embryoid 

bodies” zwischen dem zweiten und dritten Tag der Differenzierung beobachtet. Anschließend 

folgte eine Abnahme der Expression von FGF-5 und Oct 4, was ein deutlicher Hinweis für die 

weitergehende Entwicklung der Zellen ist und mit hoher Wahrscheinlichkeit für die schwache 

Expression, die in der hier vorgelegten Doktorarbeit beobachtet wurde, verantwortlich ist. 

Interessant wäre die Überprüfung der mRNA-Expression von FGF-5 nach der siebentägigen 

Differenzierung in dem N2/B27/DMEM-F12/Neurobasal-Medium. In diesem Differenzierungs-

stadium ist eine starke Expression von FGF-5 sehr wahrscheinlich. Besonders 

hervorzuheben ist die starke Bande beim Nachweis des Transkripts für das onkofötale 

Antigen 5T4 bei 500 bp (Abbildung 4-142, Spur 3). Bei der Charakterisierung der 5T4 

mRNA-Expression im undifferenzierten ES-Zell-Stadium konnte das Transkript nicht 

nachgewiesen werden, während eine semiquantitativ starke Expression bei der N2/Euro #1 

Zelllinie nachgewiesen werden konnte. Dieses Ergebnis unterstützt zusammen mit der 

Abwesenheit von Markertranskripten, die charakteristisch für das undifferenzierte ES-Zell-

Stadium sind, die erfolgreiche Generierung einer neuralen Vorläuferzelllinie. Mittels der 

immunzytochemischen Analyse konnte keine Expression von ß3-Tubulin, GFAP und 
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Doublecortin in den Zellen festgestellt werden (Abbildung 4-143 B und C). Insgesamt fand 

sich eine leichte, homogene Anfärbung der Zellen nach Inkubation mit dem MAP-2 

Antikörper (Abbildung 4-143 D). Es konnten einzelne, stark MAP-2 exprimierende Zellen 

identifiziert werden, die sich in der Expressionsstärke deutlich von den anderen 

beobachteten Zellen unterschieden (Abbildung 4-143 D und Abbildung 4-144). Bei der 

Beurteilung der MAP-2 Expression muss allerdings die Spezifität des zur Untersuchung 

verwendeten Antikörpers berücksichtigt werden. MAP-2 Proteine sind bei der Genese der 

neuronalen Zellpolarität beteiligt und spielen eine kritische Rolle bei der Mikrotubuli-

organisation und Stabilität [334-335]. Es konnte gezeigt werden, dass die drei Hauptformen 

MAP-2a, -b und –c in einer chronologischen Reihenfolge bei der neuronalen Entwicklung in 

einer embryonalen Karzinoma-Zelllinie exprimiert werden [336]. Die Expression von MAP-2c 

beginnt schon früh nach der neuronalen Induktion, während die beiden anderen Proteine zu 

späteren Entwicklungsstadien exprimiert werden [336]. Die Expression von MAP-2c kann 

ebenfalls mit dem Prädispositionsgrad der Zellen korreliert werden, da die MAP-2c-Isoform 

von vielen primitiven Zelltypen und immaturen Neuronen exprimiert wird [337-338]. Der in 

dieser Dissertation verwendete Antikörper erkennt alle drei Hauptformen, so dass eine 

Unterscheidung des Differenzierungsgrades der neuralen Vorläuferzellen aufgrund der 

beobachteten MAP-2-Expression nicht diskriminiert werden kann.  

5.9.3 Proliferation und Differenzierung der Zelllinie N2-Euro #1 im Sphäroid-
modell 

Die spontane Ausbildung von multizellulären Aggregaten der Zelllinie N2-Euro #1 wurde 

durch Kultivierung auf einer anti-adhäsiven Beschichtung in drei verschiedenen Medium-

kompositionen untersucht. Es konnten signifikante Unterschiede in den mittleren Durch-

messern der Aggregate nach einer viertägigen Kultivierungszeit festgestellt werden 

(Abbildung 4-145 und Abbildung 4-146). Die Proliferation der neuralen Vorläuferzellen wurde 

durch die Supplementation mit den Wachstumsfaktoren FGF-2 und EGF unterstützt, was 

anhand von mittleren Durchmessern bis zu 250 µm unterstützt wird. Durch die Deprivation 

von EGF verkleinerte sich der mittlere Durchmesser der Aggregate, was auf eine geringere 

proliferative Aktivität hindeutete. Die Kultur in 10 % KSR wies mittlere Durchmesser deutlich 

unterhalb 100 µm auf und die Zellen wiesen keine intakte Morphologie mehr auf (Abbildung 

4-145 und Abbildung 4-146 C). Aus diesen Beobachtungen kann die Schlussfolgerung 

gezogen werden, dass in dem neuralen Vorläuferzellstadium keine Unterstützung der 

Proliferation durch das 10 % KSR-Medium mehr stattfindet. Bei der immunzytochemischen 

Charakterisierung der Aggregate konnte sowohl nach Kultivierung in Gegenwart beider 

Wachstumsfaktoren, als auch nach Deprivation von EGF das Vorhandensein Doublecortin 

und ß3-Tubulin exprimierender Zellen beobachtet werden (Abbildung 4-147). Der Anteil der 
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neuronalen Zellen war in der EGF-deprivierten Gruppe geringfügig erhöht. Es konnten in 

keiner Gruppe GFAP+-Zellen identifiziert werden.  

Eine viertägige Differenzierung auf Laminin-beschichteten Oberflächen in dem Medium 

B27/Euromed führte zu einem hohen Zellsterben innerhalb der ersten 12 h nach 

Veränderung der Kulturbedingungen. Nach der Differenzierung der Aggregate, die in dem 

Komplettmedium kultiviert wurden, konnten wenige schwach Doublecortin+-Neurone 

identifiziert werden (Abbildung 4-148 A und B). Nach der Suspensionskultivierung in dem 

EGF deprivierten Medium wurde ein größerer Anteil von Doublecortin+- ß3-Tubulin+- und 

GFAP+-Zellen gefunden (Abbildung 4-148 C und D). Eine Kultivierung der Aggregate in 10 % 

KSR-Medium, das aufgrund seiner komplexen Zusammensetzung und den anti-proliferativen 

Eigenschaften ausgewählt wurde, führte zur Ausbildung von komplex entwickelten 

Doublecortin+-Neuronen (Abbildung 4-149 A und C). Es wurden im Vergleich zu der 

Differenzierung im B27-Euromed-Medium mehr ß3-Tubulin+-Neurone und komplexer 

entwickelte GFAP+-Astrozyten identifiziert (Abbildung 4-149 B und D). Vergleichend zu den 

Ergebnissen in dem B27/Euromed-Medium war der Differenzierungsgrad der Neurone nach 

der Suspensionskultivierung in EGF-deprivierten Medium höher als nach Kultivierung in dem 

EGF und FGF-2 supplementierten Medium. Der hohe Anteil von sterbenden Zellen während 

der frühen Phase der Differenzierung wurde innerhalb der hier vorgelegten Dissertation nicht 

genauer untersucht. Es ist zwar bekannt, dass neurale Vorläuferzellen, die aus dem Gehirn 

von Ratten isoliert und in Kultur expandiert wurden, nach Entzug des Wachstumsfaktors und 

damit der Einleitung der Differenzierung absterben, aber die in der Literatur gefundenen 

prozentualen Anteile an der Gesamtpopulation wurden geringer beschrieben, als es bei den 

hier vorgelegten Experimenten beobachtet wurde [87]. Es konnte die Beobachtung gemacht 

werden, dass der Anteil von  absterbenden Zellen bei der Kultivierung in 10 % KSR geringer 

war, als bei Differenzierung in dem B27/Euro-Medium. Zusätzlich wurde eine Applikation von 

10 % FCS durchgeführt, wobei in diesem Fall keine apoptotischen Zellen identifiziert werden 

konnten. Diese Beobachtungen deuten darauf hin, dass die Differenzierungsbedingungen 

nicht optimal gewählt wurden. Ein weiterer Grund für die hohen Apoptoseraten kann auch in 

der Wahl einer ungünstigen Zelldichte liegen, die unter anderem bei kortikalen Stammzellen 

auch einen Einfluss auf die Differenzierungsrichtung ausübt [339]. 

Mit der Etablierung des Suspensionsmodells sollten drei Grundlagen für weitere Versuche 

geschaffen werden: 

1.) Basierend auf den in Kapitel 4.2 beschriebenen Bildgebungsexperimenten, die mit 

multizellulären Tumorzellaggregaten durchgeführt wurden und deutliche Vorteile bei 

den Bildgebungseigenschaften gegenüber Suspensionskulturen aufwiesen, sollten 

für MRT und optische Untersuchungen, die mit der N2/Euro #1 Zelllinie durchgeführt 
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werden, ebenfalls die Möglichkeit einer multizellulären Aggregat- oder Neuro-

sphären-Kultur evaluiert werden. 

2.) Bei der Transplantation von neuralen Vorläuferzellen, die aus dem Gehirn isoliert 

wurden und nach einer Expansion in Kultur für Transplantationen verwendet wurden, 

kommen die Möglichkeiten in Betracht, die Zellen als Einzelzellsuspension oder als 

Neurosphären zu transplantieren [340-345]. Johann et al konnte in einer 

vergleichenden Untersuchung mit neuralen Vorläuferzellen in das Striatum von 

Mäusen zeigen, dass nach Injektion von Neurosphären bessere Überlebensraten 

der Zellen dokumentiert werden konnten, als wenn eine Einzelzellsuspension 

verwendet wurde [346]. Durch die Etablierung der Suspensionskultivierung und der 

Differenzierung in der Suspension können die Zellen der Zelllinie N2/Euro #1 für 

Transplantationsversuche verwendet werden. 

3.) Durch die Kultivierung der N2/Euro #1-Zellen in multizellulären Aggregaten mit 

kleinen Durchmessern kann ein Transfer der Zellen in Elektroporationsküvetten 

stattfinden, ohne dass eine vorherige Ablösung der Zellen vom Untergrund nötig ist. 

Durch die Möglichkeit der neuralen Prädifferenzierung können mittels des Aggrega-

tionsmodells auch Neurone elektroporiert werden. Eine spezielle Elektroporations-

methode, die Nukleofektion, wurde daher experimentell detaillierter untersucht. 

5.9.4 Nukleofektion der multizellulären Aggregate 

Die Lipofektion von neuralen Vorläuferzellen und Neuronen zur Einschleusung von 

Plasmiden konnte zwar erfolgreich in verschiedenen publizierten Ansätzen gezeigt werden, 

weist allerdings eine geringe Transfektionseffizienz auf [347]. Chesnulevicius et al verglich 

die Anwendung von Lipofektion, Elektroporation und Nukleofektion bei neuralen Stamm-

zellen und konnte den Schluss ziehen, dass die Nukleofektion die effizienteste nicht-virale 

Transfektionsmethode darstellt [347]. Die effiziente Verwendung der Nukleofektion bei ES-

Zellen konnte ebenfalls beschrieben werden [348-350]. Die Nukleofektion stellt eine 

erweiterte Methode der Elektroporation dar, bei der ein Zelltyp-spezifischer Puffer und hohe 

elektrische Spannungen mit kleiner Pulsdauer zur Elektroporation verwendet werden [351]. 

Wahrscheinlich aufgrund der hohen Feldstärke wird ein Transfer der eingesetzten DNA, 

entweder durch eine transiente Permeabilisierung oder Veränderung der Kernporenstruktur, 

in den Nukleus gewährleistet [351-352].  

In der hier vorgelegten Dissertation wurden die Plasmide pcDNA3.1-CMV-mCherry und 

pcDNA3.1-CMV-K79-Δrobo3-IRES-Luziferase (siehe Kapitel 4-11) in N2/Euro #1 Aggregate 

nukleofektiert. Einen Tag nach der Nukleofektion konnte die Expression des mCherry-

Proteins in den Zellen detektiert werden, was ein Hinweis auf einen effizienten Zellkern-

transfer darstellt. Die Transfektionseffizienz bei der Nukleofektion von Aggregaten betrug 

etwa 40 % bis 50 % und lag damit deutlich niedriger als bei der Nukleofektion von Einzel-
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zellen, die als Referenz eingesetzt wurden. Bei den durchgeführten Experimenten konnte 

zwar kurz nach der Nukleofektion eine starke Expression des Fluoreszenzreporters detektiert 

werden, allerdings nahm diese auch innerhalb von zwei bis drei Tagen wieder stark ab. 

Aufgrund dieser Tatsache war es nicht möglich, eine stabile Zelllinie durch Antibiotika-

Selektionierung zu generieren. Die immunzytochemische Analyse nach Plattierung der 

Aggregate auf Laminin-beschichteten Oberflächen konnte eine Koexpression vom mCherry 

und Doublecortin nachweisen (Abbildung 4-150 A). Deutlich erkennbar ist die geringe Anzahl 

der mCherry+-Zellen, die auf die schnelle Abnahme der Expression zurückzuführen ist. Die 

mCherry-Expression in Doublecortin+-Zellen stellt einen wichtigen Hinweis dafür dar, dass 

der CMV-Promotor auch nach der Differenzierung in Neurone noch aktiv ist. Wang et al 

konnte in einer vergleichenden Analyse der EGFP-Expression während der undifferenzierten 

ES-Zellkultur und nach der Differenzierung in neuronale Zellen unterschiedliche 

Expressionsstärken bei Verwendung von drei Promotoren beschreiben. Dabei zeigte der 

CMV-Promotor im Vergleich zu EF1α und PGK die schwächste Expression nach der 

neuronalen Differenzierung [353].  

In Abbildung 4-150 B konnte die erfolgreiche, membranassoziierte Expression des Δrobo3-

Rezeptors dokumentiert werden. Im Vergleich zu der Expression des mCherry-Proteins lag 

die Expressionseffizienz des Δrobo3-Rezeptors deutlich niedriger. Dies kann auf die 

Verwendung eines IRES-Elementes und die Expression eines Oberflächenproteins 

zurückgeführt werden, da diese Elemente die Nukleofektionseffizienz verringern [354]. 

Eindeutig konnte die Expression der Luziferase nach Inkubation der nukleofektierten 

Aggregate mittels optischer Bildgebung dokumentiert werden (Abbilung 4-151). 

Durch die vorgestellten Experimente konnte eine eindeutige Verwendung des Aggregations-

modells für in vitro-Applikationen beschrieben und eine Grundlage für zukünftige in vivo-

Applikationen gelegt werden. Zur Charakterisierung der CD15- und HNK-1-Expression unter 

Proliferations- und Differenzierungsbedingungen wurden die adhärenten N2/Euro #1 

Kulturen in ihrer Differenzierungsfähigkeit charakterisiert. Dabei konnte nach der 

Differenzierung auf Laminin beschichteten Oberflächen in dem Medium B27-Euromed eine 

geringe Differenzierung in Doblecortin-exprimierende Neurone und wenige ß3-Tubulin+-

Neurone beobachtet werden (Abbildung 4-152). Keine GFAP+-Astrozyten konnten 

identifiziert werden. Bei Verwendung des 10 % KSR-Mediums konnten komplex 

differenzierte Doublecortin+-Zellen, ß3-Tubulin+-Neurone und protoplasmatische Astrozyten 

in den Kulturen identifiziert werden. Damit stimmen diese Beobachtungen mit den 

Ergebnissen, die in der Suspensionskultur beschrieben wurden, überein. Durch Verwendung 

eines kombinierten Differenzierungsprotokolls, in dem das B27-Euromed-Medium und 10 % 

KSR verwendet wurden, konnte eine Steigerung der Doublecortin-Expression erreicht 

werden (Abbildung 4-154).  
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Eine Expression von CD15 konnte unter proliferativen Bedingungen in etwa 3 % der N2/Euro 

#1-Zellen nachgewiesen werden, während 6 % der Zellen HNK-1 Expression aufwiesen 

(Abbildung 4-155). Morphologisch zeichneten sich die die CD15+- und HNK-1+-Zellen durch 

eine wenig komplex gestaltete Zellarchitektur, mit der Ausbildung von kleinen Fortsätzen, 

aus. Nach der Differenzierung nahm der Anteil von CD15+-Zellen stark zu, wobei ebenfalls 

eine morphologische Veränderung beobachtet werden konnte (Abbildung 4-156). Der größte 

Anteil der Zellen wies komplexe Verzweigungen auf. Interessanterweise konnten nach der 

Differenzierung im 10 % KSR-Medium weniger CD15+-Zellen identifiziert werden, als bei der 

Differenzierung im B27/Euro-Medium, in dem der Anteil von GFAP+-Astrozyten deutlich 

geringer bei der Differenzierung in 10 % KSR war. Im Vergleich zu der Verteilung von 

CD15+-Zellen unter proliferativen Bedingungen, wurde ein größerer Anteil von HNK-1+-Zellen 

mit ausgeprägter neuronaler Morphologie gefunden (Abbildung 4-156). Unter Differen-

zierungsbedingungen konnten eine deutliche Zunahme der HNK-1-Expression beobachtet 

werden, die mit einer Zunahme des morphologischen Komplexitätsgrades einherging 

(Abbildung 4-156 und Abbildung 4-157). Bis auf seltene Ausnahmen konnte die HNK-1-

Expression GFAP--Zellen mit neuronaler Morphologie zugeordnet werden (Abbildung 4-157 

A und B). Es konnten wenige Zellen gefunden werden, die eine flache epitheliale Struktur 

aufwiesen und in noch wenigeren Zellen eine GFAP- und HNK-1-Koexpression zeigten 

(Abbildung 4-157 D). Dabei war die HNK-1 Expression geringer als die GFAP-Expression 

und konnte verstärkt im peripheren Teil der Astrozyten identifiziert werden. Die Koexpression 

von GFAP und HNK-1 in Astrozyten konnte von Kobayasi et al bei einer Subpopulation von 

Typ 1b-Astrozyten, die aus dem humanen optischen Nerv isoliert wurden, gefunden werden 

[355]. In dieser Publikation wurde ein Antikörper verwendet, der ein Antigen erkennt, das mit 

HNK-1 und NCAM assoziiert ist. Verschiedene Adhäsionsmoleküle wie NCAM, L1 und P0, 

extrazelluläre Matrixproteine wie Phosphacan weisen eine Glykosylierung auf, die von dem 

anti-HNK-1-Antikörper erkannt wird [325]. Des Weiteren konnte eine Assoziation mit der 

Migration von Neuralleistenzellen und der Neuronen-Gliazellen Adhäsion für HNK-1 

beschrieben werden [123, 325].  

Die CD15-Expression wurde aufgrund von Untersuchungen an neuralen Stamm- und 

Vorläuferzellen als spezifischer Marker für diese Zelltypen vorgestellt [356]. Diese 

publizierten Ergebnisse werfen die Frage auf, warum in den proliferierenden neuralen 

Vorläuferzellen der Zelllinie N2/Euro #1 der prozentuale Anteil von CD15+-Zellen in drei 

unabhängig untersuchten Stichproben nur 3 % an der gesamten Population betrug.  

Bei den vorgestellten Ergebnissen zur CD15- und HNK-1-Expression unter Differenzierungs-

bedingungen muss die Anmerkung gemacht werden, dass die Anzahl der unabhängig 

untersuchten Stichproben im Vergleich zu den Proliferationsbedingungen geringer war und 

eine Quantifizierung der vorgestellten Ergebnisse in weiteren Experimenten folgen muss. 
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Eine weiterführende Untersuchung, die mit der N2/Euro #1 Zelllinie durchgeführt werden 

kann, ergibt sich aus Beobachtungen, die von Ward et al publiziert wurden [308]. Es konnte 

festgestellt werden, dass nach einer FACS-Sortierung von undifferenzierten ES Zellen der 

Zelllinie 129 mittels SSEA-1 die SSEA-1+- Zellen keine 5T4-Expression aufwiesen. Nach der 

sechstägigen Differenzierung durch LIF-Entzug konnte eine SSEA-1+- und 5T4+-Population 

von Zellen identifiziert werden, die einen geringen Grad von pluripotenten Eigenschaften 

aufwiesen. In der Publikation von Ward wurden die Eigenschaften dieser Population nicht 

weiter untersucht. Interessant wäre es, die SSEA-1+-Zellen, die sich in der N2/Euro #1-

Zelllinie befinden, auf die Expression von 5T4 zu untersuchen, da es sich hier um einen 

Marker handelt, der in Zellen aller drei Keimblätter vorkommt. 

Die beiden Karbohydratepitope CD15 und HNK-1 wurden aufgrund ihrer für neurobiologische 

Fragestellungen interessanten Expressionscharakteristika für weitere, unter anderem auch 

MRT-Bildgebungsapplikationen ausgewählt. Da in den bisherigen Ergebnissen, die in dieser 

Dissertation vorgestellt wurden, noch keine MRT-Experimente mit der N2/Euro #1 Zelllinie 

durchgeführt wurden, wurde die Markierungsfähigkeit mit dem Kontrastmittel Endorem 

untersucht. Die Inkubation mit 300 µg mL-1 Endorem führte zu einer geringen, aber 

signifikanten Abnahme der Proliferation im Vergleich mit den unbehandelten Kontrollzellen 

(Abbildung 4-158). Der Anteil von Trypanblau+-Zellen stieg ebenfalls an, kann aber als 

vernachlässigbar gelten. Mittels immunzytochemischer Analyse nach Inkubation mit dem 

FITC-konjugierten anti-Dextran-Antikörper und der Visualisierung der Aktinfilamente mittels 

Rhodamin-konjugiertem Phalloidin, konnte die Aufnahme der eisenhaltigen Partikel nachge-

wiesen werden (Abbildung 4-159). Die effektive Aufnahme konnte ebenfalls mit dem 

spektralphotometrischen Eisentest verifiziert werden, bei dem eine 87fach höhere Eisen-

konzentration bei den mit Endorem inkubierten Zellen im Vergleich zu den Kontrollzellen 

beobachtet wurde. Bei der MRT-Untersuchung, die mit einer Gradienten-Echo-Sequenz 

durchgeführt wurde, konnten 196 Zellen deutlich vom Hintergrund differenziert werden 

(Abbildung 4-160). 

Für die MRT-Experimente, die mittels des HNK-1-Antikörpers durchgeführt werden sollten, 

wurde die Hybridomzellkultur von TIB 200 Zellen etabliert. Durch die Adaptierung der 

Hybridomzellen an serumfreie Bedingungen und die anschließende biochemische Reinigung 

und Konzentration, konnte der Antikörper isoliert werden. Mittels denaturierender Polyacryl-

amidgelelektrophorese wurde der Erfolg der Antikörperreinigung überprüft (Abbildung 4-161). 

Die Konjugation mit karboxylierten superparamagnetischen Partikeln wurde mit der 

Carbodiimid-Reaktion vorgenommen und immunzytochemisch mit zwei weiteren Antikörper-

SPIO-Präparationen verglichen (Abbildung 4-162). Bei der Untersuchung konnte herausge-

funden werden, dass der Anteil von eisenhaltigen Partikeln in der selbst hergestellten 

Antikörper-SPIO-Präparation am höchsten war. Die Vergleichsantikörper waren ein SPIO-
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Antikörperkomplex der von der Firma Miltenyi Biotech bezogen wurde und ein Hybridom-

überstand, der uns freundlicherweise von Prof. K. Addicks, Institut für Anatomie I, Uniklinik 

Köln überlassen wurde und nachträglich mit den SPIOs konjugiert wurde. Bei dieser 

Antikörper-SPIO-Konzentration konnte bei der SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese eine 

niedrigere Antikörperkonzentration im Vergleich zu dem gereinigten und konzentrierten 

Antikörper detektiert werden. Eine zukünftige weitere Untersuchung sollte die Affinität der 

Antikörper betreffen, da sich die Intensität der Färbung in Abildung 4-162 stark bei den drei 

eingesetzten Antikörpern unterscheidet. 

Multizelluläre Aggregate wurden mit den SPIO-konjugierten anti-HNK-1- und CD15-Anti-

körpern inkubiert, die unter Differenzierungs- und Proliferationsbedingungen kultiviert wurden 

(Abbildung 4-163). Es konnte bei den MRT-Untersuchungen ein starker Signalverlust bei den 

HNK-1 inkubierten Zellen unter proliferativen Bedingungen identifiziert werden. CD15+-

Aggregate waren im Vergleich zu den HNK-1+-Aggregaten quantitativ schwächer. Diese 

Ergebnisse stützen die Daten, die bei den immunzytochemischen Untersuchungen erhoben 

wurden. Unter differenzierten Bedingungen konnten keine CD15+-Zellen identifiziert werden. 

Der Anteil von HNK1-markierten Zellen entsprach etwa der Menge, die unter proliferativen 

Bedingungen identifiziert wurden. Zur Kombination der MRT-Analyse und der Anwendung 

der Magnetchromatographie wurden proliferierende N2/Euro #1 Zellen mit den SPIO-

konjugierten anti-HNK-1- und CD15-Antikörpern inkubiert und damit die beiden Zell-

populationen voneinander isoliert. Deutlich konnte bei der MRT-Untersuchung eine 

Anreicherung der Zellpopulationen beobachtet werden (Abbildung 4-164). Die Anwendung 

der Zellsortierung mittels SPIO-konjugierten Antikörpern, die gegen Zelloberflächenproteine 

gerichtet sind, bietet die Grundlage zur Untersuchung von isolierten, spezifischen Zell-

populationen.  

sLex kommt auf der Oberfläche von Neutrophilen und Monozyten, einer Subgruppe der 

Leukozyten, vor und kann mit E- oder P-Selektin, die von aktivierten Endothelzellen 

exprimiert werden, interagieren. Durch diese Expression während der frühen inflamma-

torischen Antwort nach einer Entzündungsreaktion oder Gewebeschädigung wird eine 

Interaktion mit im Blut zirkulierenden Leukozyten mediiert [357-358]. Kogan et al konnte 

substituierte Biphenyle herstellen, die durch eine Palladium mediierte Biarylkopplungs-

reaktion entstanden sind, welche die Bindung von E- oder P-Selektin an das sLex-Tetra-

saccharid verhindern [359]. Eine der wirkungsvoll identifizierten Substanzen war das 3-(2-α-

D-Mannopyranosyloxyphenyl)-Phenylessigsäure-Motiv, das von Fu et al neusynthetisiert und 

mit einer Aminogruppe zur Derivatisierung von DTPA versehen wurde [357]. Durch die 

Komplexierung mit Gadolinium konnte dieses E- und P-Selektin spezifische Kontrastmittel, 

das allerdings im Vergleich mit Gd-DTPA eine deutlich niedrigere Protonenrelaxation 

aufweist, für MRT-Visualisierungsexperimente verwendet werden [360]. In den letzten 
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Jahren wurde das vorgestellte Kontrastmittel in einigen sehr interessanten Experimenten in 

vivo zur Detektion der E- und P-Selektin-Expression nach experimentellem Schlaganfall und 

nach Entzündungsreaktionen eingesetzt [361-363]. Im Hinblick auf die Verwendung von 

CD15- und HNK-1-Antikörpern in vorliegender Arbeit stellen diese vorgestellten Veröffent-

lichungen eine interessante Grundlage zur potentiellen in vivo Applikation dar. Die 

Verwendung der spezifischen Antikörper eröffnet darüber hinaus eine weitergehende 

Anwendung, als es mit dem derivatisierten 3-(2-α-D-Mannopyranosyloxyphenyl)-Phenyl-

essigsäure-Motiv möglich ist, welches auf eine spezifische Interaktion mit E- und P-Selektin 

hin entworfen wurde.  

5.9.5 Applikation des Oberflächenrezeptors robo3 aus Drosophila 

melanogaster für die MRT-Bildgebung  

Zur Weiterentwicklung der extrazellulären Markierung von Zellen, die im Kapitel 5.6 

ausführlich behandelt wurde, konnte im Folgenden die Expression eines weiteren Rezeptors 

ermöglicht werden. Die Wahl eines geeigneten Rezeptors hing zum einen von der Verfügbar-

keit einer Hybridomzelllinie ab, zum anderen davon, dass der zu exprimierende Rezeptor 

möglichst keinen Einfluss auf die Zellen haben sollte. Der Roundabout-Rezeptor (Robo3) 

aus Drosophila melanogaster erfüllte beide Kriterien. Die Regulierung der Expressionen von 

Robo1-3 in Drosophila ist verantwortlich für das Wachstum der Wachstumskegel von 

Neuronen über die Mittellinie oder das Verbleiben auf ipsilateraler Seite. So exprimieren 

ipsilaterale Neurone in der Entwicklung stärker Robo1 als kommissurale Neurone beim 

Überqueren der Mittellinie. Nach erfolgter Kreuzung letzterer wird die Expression von Robo1 

erhöht, damit eine Rückkreuzung verhindert wird. Die Expression ist durch das Protein 

Commissureless (Comm) reguliert und das lokale Wachstum durch Inhibitoren (wie Slit) oder 

Aktivatoren (Netrine) gelenkt [364]. Bei der ausbleibenden Expression von Comm wird nach 

erfolgter Überkreuzung die exakte longitudinale Lage durch das Zusammenspiel der Robo1-

3 Rezeptoren bestimmt [365]. 

Während Robo1 und Robo2 zu den Rezeptoren in Vertebraten sehr ähnlich sind, gibt es für 

Robo3 ein Homolog in Vertebraten (Rig-1), welches sich stärker von dem in Drosophila 

unterscheidet [366].  

Rig-1 scheint die Rolle von Comm in Vertebraten zu übernehmen. Es wird ausschließlich in 

kommissuralen Axonen vor der Mittellinienkreuzung exprimiert, um die Neuralplatte zu 

erreichen. Anschließend wird der Kontakt zur Neuralplatte gelöst, um ein erneutes Kreuzen 

zu verhindern [367]. Dieser Mechanismus kann durch Rig-1 über die veränderte Perzeption 

von Slit als Liganden vollzogen werden, so wie es auch von Comm in Drosophila reguliert 

wird. 

Durch die unterschiedlichen Mechanismen und die geringe Homologie von Robo3 und Rig-1, 

wie es auch in Abbildung 163 und den Tabellen 4-8 und 4-9 beschrieben wurde, hat die 



Diskussion 

 

300 

Überexpression von Robo3 aus Drosophila melanogaster mit hoher Wahrscheinlichkeit keine 

Auswirkungen auf Vertebratenzellen. Die in Abbildung 163 dargestellte Antigenbindestelle 

des Antikörpers, der von den Hybridomzellen sezerniert wird, zeigt zudem kaum identische 

Aminosäuren zwischen Drosophila- und Vertebraten-Robo3-Proteinen. Die fehlende 

Interaktion des Antikörpers mit Robo3-Homologen aus Mammalienzellen muß in zukünftigen 

Experimenten mittels proteinbiochemischen Methoden bestätigt werden.  

Durch die Deletion eines langen Bereiches der zytoplasmatischen Domäne des Robo3-

Proteins wird zusätzlich eine mögliche Signalweiterleitung nach Bindung eines Liganden 

unterbrochen. Die Autophosphorylierungsstellen von Robo3 werden in diesem Fall nicht 

mehr exprimiert. Diese trunkierte Sequenz wurde in zwei Plasmide kloniert, die eine 

konstitutive und eine entwicklungs- und zellspezifische Expression von Robo3 ermöglichen 

(Abbildung 4-168). Durch die Verknüpfung der Expression von Robo3 mit firefly-Luziferase, 

kann die Aktivierung beider Promotoren detektiert werden. Für die konstitutive Expression 

wurde der CMV-Promotor gewählt und für die zellspezifische Expression in neuronalen 

Zellen der Promotor für das humane Doublecortingen. Dieses mikrotubuliassoziierte Protein 

wurde in migratorisch aktiven neuronalen Vorläuferzellen nachgewiesen und spielt eine Rolle 

bei der humanen Lissencephalie, die auf einer neuronalen Migrationsstörung während der 

Gehirnentwicklung beruht [368-370]. Die Expression von Doublecortin konnte nicht in einer 

Koexpression mit Nestin oder dem Protein NeuN, das in reifen Neuronen exprimiert wird, 

nachgewiesen werden [114]. Eine Koexpression mit ß3-Tubulin wurde in Zellen, die aus dem 

embryonalen Mausgehirn isoliert wurden, aber beobachtet [114].  

Zur Transfektion der Plasmide in CGR8-Zellen musste eine optimierte Transfektionsstrategie 

gesucht werden, da sich diese Zellen nicht mit üblichen Transfektionsmitteln oder mit 

Nukleofektion transfizieren ließen. Polyethylenimin ist ein Polymer aus Ethylenimin, welches 

in wässriger Lösung als Polykation mit einer sehr hohen Ladungsdichte vorliegt [371]. Die 

Eigenschaft, die negative Ladung der DNA zu neutralisieren, ermöglicht den Eintritt des 

Polyplexes in die Zellmembran. Nach der Endozytose gelangt der PEI/DNA-Komplex direkt 

an den Zellkern [372], indem wahrscheinlich die Affinität zu den negativ geladenen Phospho-

lipiden der Zellkernmembran des Polyplexes für eine Zellkernmembranbindung ausreicht. 

Unterschiedliche Verhältnisse zwischen DNA und verschieden großen, linearen oder 

verzweigten PEI-Molekülen wurden für viele Zelltypen bestimmt, was einen großen Einfluss 

auf die Transfektionseffizienz hat [373]. Sogar Sphäroide können mit relativ gutem Erfolg 

schonend genetisch verändert werden [374]. Zudem besteht die Möglichkeit, PEI mit 

gewöhnlichen Transfektionsmitteln zu mischen [375].  

Nach Optimierung der Transfektion beider robo3-Plasmide unabhängig in CGR8-Zellen 

konnte die Integration der robo3-Sequenz in die Zellen nachgewiesen werden (Abbildung 4-

170). Die Aktivität der firefly-Luziferase in den mit CMV-robo3-Luziferase transfizierten Zellen 
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konnte eindeutig nachgewiesen werden (Abbildung 4-169). Weitere Experimente, vor allem 

eine proteinbiochemische Validierung der von dem Doublecortinpromotor vermittelten 

Reporterexpression konnten in dieser hier vorgelegten Dissertation nicht durchgeführt 

werden und ist Gegenstand der weiteren Arbeiten. 

Ladewig konnte vor kurzem die Sortierung von DCX-GFP exprimierenden neuronalen 

Vorläuferzellen, die aus humanen Stammzellen generiert wurden, mittels FACS zeigen [376]. 

Durch die Klonierung des Δrobo3-Proteins unter Kontrolle des Doublecortin Promotors 

stehen vielfältige Applikationsmöglichkeiten für die multimodale Bildgebung mittels hoch-

aufgelöstem MRT in Kombination mit der Überexpression der firefly-Luziferase und zur 

magnetchromatographischen Isolation von Doublecortin+-Zellen zur Verfügung [33].  
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Anhang 

I Konstruktion der Illuminationsplattform 

Die Plattform wurde innerhalb dieser Arbeit entwickelt. Der Entwurf und die technische 

Erstellung wurde von der Firma Biospace Lab, Paris, Frankreich durchgeführt. 

Der Aufbau der Plattform wird in Abbildung I dargestellt. 

 
Abbildung I: Übersicht über die technischen Details der Illuminationsplattform: 

1) Bodenplatte zur Aufstellung auf dem höhenverstellbaren Tisch des Kamerasystems 
2) Befestigung der Kaltlichtleiterhalterung an die Bodenplatte 
3) Halterung der Kaltlichtleiter und der oberen Plattform, auf der die Proben platziert werden.  
4) Oberfläche der Bodenplatte  
5) Schrauben zur Befestigung 
6) Befestigung der oberen Plattform 
7) Die Plattform wurde aus schwarzem Plexiglas gefertigt. Eine Abdeckung mit schwarzer Pappe 

wurde bei allen Experimenten durchgeführt. 
 

Durch Verwendung der Illuminationsplattform wird die Distanz zur Kamera um 10 cm 

verringert. Eine seitliche Aufsicht mit den Abmessungen der oberen Plattform für die 

Platzierung der Proben zeigt Abbildung II. 
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II 

 

Abbildung II: Details der Illuminationsplattform:  
Die Aufsicht auf die obere Plattform verdeutlicht die Abmessungen der Platte, auf der die Probe 
platziert wird (A). Die seitliche Aufsicht verdeutlicht die Abmessungen der Illuminationsplattform (B). 
Die Kaltlichtleiter werden in einem Winkel von 125° angebracht um die gleichmäßige Ausleuchtung 
der Probe sicherzustellen (C). 
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II Oligonukleotidliste 
 

 

 

Tabelle: Verwendete Oligonukleotide  

Name Sequenz (5´-3´) Tm 
(°C) 

Lese- 
richtung* 

Beschrei- 
bung 

Fragment- 
länge (bp) 

C27 ATGGCCATCATCAAGGAGTT 58 s mCherry 
C28 ACTGTGCTGGATATCTGCAG 60 as mCherry 709 

C3 TACCCATACGATGTTCCAGATTA 64 s Ferritin-
pGEM 

C4 AAGTTGGTCACGTGGTCACCCA 68 as Ferritin 
pGEM 

491 

C7 ATCAACCGCCAGATCAACCT 60 s Ferritin Mm 
mRNA 

C8 TGTTCACTCAGATAATACGTC 58 as Ferritin Mm 
mRNA 

365 

C9 AACTGCATAAGGCTATGAAGA 58 s Luziferase 
C10 TAAGACCTTTCGGTACTTCGT 60 as Luziferase 1506 

C29 GCCCTGCAGAAGGAGCTAGAAC 70 s Oct3/4 Maus 
C30 GGAATACTCAATACTTGATCT 56 as Oct3/4 maus  459 

C42 AACTGCCGAGTCTCAGATACC 55 s 5T4 maus 
C43 ATGATACCCTTCCATGTGATCC 55 as 5T4 maus 506 

C44 GGCAGAAGTAGCGCGACGTT 50 s Fgf-5 maus 
C45 TCCGGTTGCTCGGACTGCTT 50 as Fgf-5 maus 537 

C46 GAGATGAGTGGGAAAACG 55 s Bmp-2 maus 
C47 GCAGTAAAAGGCATGATAGC 55 as Bmp-2 maus 606 

C48 GATGAAGAATGAGAGAGC 55 s Zeta-globin 
maus 

C49 AGTCAGGATAGAAGACAGG 55 as Zeta-globin 
maus 

406 

C50 TGACCCTAAAGCAAGACG 54 s Rex-1 maus 
C51 ATAAGACACCACAGTACACACC 54 as Rex-1 maus 414 

S9 ATGTGAAGTGTGGCCATCTG 
 60 s EGFR Maus 

S10 AGGAGACTAAGAAGTGCTGA 58 as EGFR Maus  
312 

S11 CCTGCAAGTGAGATCTCATC 60 s EGFR Ratte 
S12 CATCTATGTTGTCCTCTGTC 58 as EGFR Ratte 490 

S13 AAGAGACAGAGGAGTGGTAT 58 s GFAP Maus 
S14 GTCCTTAATGACCTCACCAT 58 as GFAP Maus 518 

S15 ATGCCTTCATGCTGGGTATT 58 s Musashi 
Maus 

S16 TATGAGATGCACGGAATCTG 58 as Musashi 
Maus 

198 

S17 TGTCAAGGTCCAGGATGTCA 60 s Nestin Maus 
S18 GCTCTAGTCCATTCTCCATC 60 as Nestin Maus 335 

S19 GCTGCAAGGTCCAGGATATT 60 s Nestin Ratte 
S20 TCCTGTCCTTGTAATAGGAG 58 as Nestin Ratte 439 

S21 TCCTGTGCAGCAATCACTGA 60 s Prominin 
Maus 

S22 CACAGTCTCAACATCGTCGT 60 as Prominin 
Maus 

445 

S25 CAGGTCATCACTATTGGCAA 58 s beta-Aktin 
Maus 

S26 ATCGTACTCCTGCTTGCTGA 60 as beta-Aktin 
Maus 

354 
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IV 

S27 GTCTTTACGGATGTCAACG 56 as beta-Aktin 
Ratte 

S28 TCATGTTTGAGACCTTCAA 52 s beta-Aktin 
Ratte 

512 

C11 TCGGCTAGCTATCTTAAGGCGAAATAC
TGT 56 s Robo3 Start 

+ NheI 

C12 TCGGCTAGCATTGGCCACCACATTGG
TG 58 as Robo3 Ende  

+NheI 

3202 

C5 TTATCTTAAGGCGAAATACTGT 58 s robo3 + AflII  

C6 TACTTAAGCTAATTGGCCACCACATTG
GTG 58 as 

robo3 mit 
Stopcodon 
und AflII 

3196 

C55 ATCGCTATTACCATGGTGATG 60 s CMV  
oligo 
dT TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTV     

*s: Sinnrichtung,  
as: nicht Sinnrichtung. Die Sequenz der as Oligonukleotide ist das reverse Komplement der 
Zielsequenz. 
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III Vergleich der Robo3 Aminosäuresequenzen 
Mm -------------------MSEAEGSLTLQSKPGLPPVALPGYLELPSSP---GSRVGPEDAMPRIVEQPPDLVVSRGEPATLPCRAEGRPRPNIEWYKNGARVATAREDPRAHRLLLPS 98 
Rn --------------------------------------------------------------MPRIVEQPPDLLVSRGEPATLPCRAEGRPRPNIEWYKNGARVATAREDPRAHRLLLPS 58 
Hs MLRYLLKTLLQMNLFADSLAGDISNSSELLLGFNSSLAALNHTLLPPGDPSLNGSRVGPEDAMPRIVEQPPDLLVSRGEPATLPCRAEGRPRPNIEWYKNGARVATVREDPRAHRLLLPS 120 
Tg ---------------------------------------------------------------------------------------------------------------------MPS 3 
Dr MLRYLIKTLLQMNLFTDTIR-DATNGTDLFFNISSIPSFNSSLLDWANFTGLNGSRPRLEDAAPRIVEHPSDLIVSKGEPATLNCKAEGRPTPMVEWYKDGERVETDREDPRSHRMLLPS 119 
Dm -----------------------------------------MDLRFVFIVFLLKWTHAQGSHPPRIVEHPIDTTVPRHEPATLNCKAEGSPTPTIQWYKDGVPLKILPG---SHRITLPA 76 
Ag -----------------------------------------IKVKSHFPLFFLFTALQN----PRIIEHPIDTTVPRHEPATLNCKAEGIPQPTIQWYKDGAPLKILQG---SHRIALPA 72 
                                                                                                                        :*: 
 
Mm GALFFPRIVHGRRSRPDEGVYTCVARNYLGAAASRNASLEVAVLRDDFRQSPGNVVVAVGEPAVMECVPPKGHPEPLVTWKKGKIKLKEE--EGRITIRGGKLMMSHTFKSDAGMYMCVA 216 
Rn GALFFPRIVHGRRSRPDEGVYTCVARNYLGAAASRNASLEVAVLRDDFRQSPGNVVVAVGEPAVMECVPPKGHPEPLVTWKKGNTKLKEE--EGRITIRGGKLMMSHTFKSDAGMYMCVA 176 
Hs GALFFPRIVHGRRARPDEGVYTCVARNYLGAAASRNASLEVAVLRDDFRQSPGNVVVAVGEPAVLECVPPRGHPEPSVSWRKDGARLKEE--EGRITIRGGKLMMSHTLKSDAGMYVCVA 238 
Tg -----------------------------EAAPCCRTPVPISILS-------------ACIPIQLPCPLHKGDP-------------------GGLIRRGGK------------------ 44 
Dr GSLFFLRIVHGRRSKPDEGVYVCVARNYLGEAVSRNASLEVAILRDDFRQTPSDVVVAAGEPAVMECIPPRGHPEPTISWKRNNVKVNDK--DERITIRGGKLMISNTRKSDAGMYVCVG 237 
Dm GGLFFLKVVNSRR-ETDAGIYWCEAKNELGVARSRNATLQVAVLRDEFRLEPQNTRIAQGDTALLECAAPRGIPEPTVTWKKGGQKLDLEGSKRVRIVDGGNLAIQDARQTDEGQYQCIA 195 
Ag GGLFFLKVVNSRR-ESDAGVYWCEARNENGIARSRNATLQVAVLREEFRLEPQHTRVAQGETVLLECGPPKGIPEPTLWWRKNGQKLEVEASKRIRIVDGGNLAIQDVRQTDEGQYQCIA 191 
                                  * . .:.: :::*                .   : *   :* *                         **:                   
 
Mm SNMAGERESGAAELVVLERPSFLRRPINQVVLADAPVNFLCEVQGDPQPNLHWRKDD--GELPAGRYEIRSDHSLWIDQVSSEDEGTYTCVAENSVGRAEASGSLSVHVPPQFVTKPQNQ 334 
Rn SNMAGERESGAAELVVLERPSFLRRPINQVVLADAPVNFLCEVQGDPQPNLRWRKDD--GELPTGRYEIRSDHSLWIEQVSAEDEGTYTCVAENSVGRAEASGSLSVHVPPQFVTKPQNQ 294 
Hs SNMAGERESAAAEVMVLERPSFLRRPVNQVVLADAPVTFLCEVKGDPPPRLRWRKED--GELPTGRYEIRSDHSLWIGHVSAEDEGTYTCVAENSVGRAEASGSLSVHVPPQLVTQPQDQ 356 
Tg -----------------------------------------------------------------RWEVLPDNTLRISRLRVEDEGTYTCVADNSVGRSEASGTLTVHVPPQLVTGPQDQ 99 
Dr TNMVGEKDSDPAELVVFERPMFVRRPVNQVVLADDTVDFQCEVQGDPAPTIRWKKEE--GELPRGRFEIRADNSLRLTQVKAEDEGSYTCLSENSVGKAEASGSLQVHVPPQIVVRPRDQ 355 
Dm KNPVGVRESSLATLKVHVKPYIIRGPHDQTVLEGASVTFPCRVGGDPMPDVLWLRTASGGNMPLDRVSVLEDRSLRLERVTIADEGEYSCEADNVVGAITAMGTLTVYAPPKFIQRPASK 315 
Ag KNLVGVRESATAFLKVHVKPFLIRGPHDQTVVEGTSVTFQCRVGGDPMPDVLWRRSASGGNMPLNRVHILEDRSLRLEDVVLDDEGEYSCEADNAVGAISATGTLTVHSPPHLSIRPVPQ 311 
                                                                    *  :  *.:* :  :   *** *:* ::* **   * *:* *: **::   *  : 
 
Mm TVAPGANVSFQCETKGNPPPAIFWQKEGSQVLLFPSQSLQPMGRLLVSPRGQLNITEVKIGDGG---YYVCQAVSVAGSILAKALLEIKGASIDGLPPIILQGPANQTLVLG-SSVWLPC 450 
Rn TAAPGENVSFQCETKGNPPPAIFWQKEGSQVLLFPSQSLQPMGRLLVSPRGQLNITEVKIGDGG---YYVCQAVSVAGSILAKALLEIKGASIDGLPPIILQGPANQTLVLG-SSVWLPC 410 
Hs MAAPGESVAFQCETKGNPPPAIFWQKEGSQVLLFPSQSLQPTGRFSVSPRGQLNITAVQRGDAG---YYVCQAVSVAGSILAKALLEIKGASLDGLPPVILQGPANQTLVLG-SSVWLPC 472 
Tg AITPGQSVTFQCQSKGNPPPAVFWQKEGSQTLLFPGQPPVPSGRVWVSPSGALTIINVQPGDAG---HYLCQAISVAGSVLARAGLEVTGAPTEFQPPVLSLLPANRTVLPAGATVRLPC 216 
Dr ISAQGRTVTFLCGTKGNPPPAVFWQKEGSQVLLFPSQPPSQSGRFSVSLSGELTITDVHSEDSG---YYICQAISVAGSILTKALLEVESTPSDRIPPIIRQGPANQTLAPG-TTAQLQC 471 
Dm SVELGADTSFECRAIGNPKPTIFWTIKNNSTLIFPGAPPLDRFHSLNTEEGHSILTLTRFQRTDKDLVILCNAMNEVASITSRVQLSLD-SQEDRPPPIIISGPVNQTLPIK-SLATLQC 433 
Ag VVEAPHDVSFECKSEGRPKPTTFWSIEGNRTLIFPGTS-IDRFETTYTQESLTVLTLTQTTKSDNGLVIVCSAVNSVGSVSVRARLMVA-SQDDRPPPIIILGPTNQTLPSK-STVSMAC 428 
          .:* * : *.* *: **  :.. .*:**. .     .   :  .   :  .:    .     :*.*:. ..*:  :. * :  :  :  **::   *.*:*:    : . : * 
 
Mm RVIGNPQPNIQWKKDERWLQGDDSQFNLMDNGTLHIASIQEM-DMGFYSCVAKSSIGEATWNSWLRKQEDWGASPGPATGPSN---PPGPPSQPIVTEVTANSITLTWKPNPQSGATATS 566 
Rn RVIGNPQPNVQWKKDETWLQGDNSQFNLMDNGTLYIASVQEM-DMGFYSCVAKSSIGEATWNSWLRKREHWGASPGPATEPGN---PPGPPSQPIVTEVTTNSITLTWKPNPQSGARATS 526 
Hs RVTGNPQPSVRWKKDGQWLQGDDLQFKTMANGTLYIANVQEM-DMGFYSCVAKSSTGEATWSGWLKMREDWGVSPDPPTEPSS---PPGAPSQPVVTEITKNSITLTWKPNPQTGAAVTS 588 
Tg GAHE-PPGSVEWLKDGSALVGVQPRASLLENGTLQISGLRVR-DSGLYKCVAPTPAGETHWG---------------------------------------------------------- 276 
Dr HVMGNPLPSIQWERDGQRILGIDERISLMENGTLQITALQET-DSGAYTCVASSLSGETSWSG--------------------------------------------------------- 533 
Dm KAIGLPSPTISWYRDGIPVQ-PSSKLNITTSGDLIISDLDRQQDQGLYTCVASSRAGKSTWSGFLRIELPTNPNIKFYRAPEQTKCPSAPGQPKILNATASALTIVWPTSDKAGASSFLG 552 
Ag NAVGNPNPFISWYLDGNPVV-PSERINITENGTLLLRELEKGTDQGLYTCVASSRSGKSTWSAFLRVESPTNPNVNFYRAPEPSEFPSAPGKPQIVNISNSSITISWLPSIKSGASDING 547 
    .   *   : *  *   :   . : .   .* * :  :    * * *.*** :  *:: *.                                                           
 
Mm YVIEAFSQAAGNTWRTVADGVQLETYTISGLQPNTIYLFLVRAVGAWGLSEPSPVSEPVQTQDSSLSRPAEDPWKGQRGLAEVAVRMQEPTVLGPRTLQVSWTVDGPVQLVQGFRVSWRI 686 
Rn YVIEAFSQAAGNTWRTVADGVQLETHTVSGLQPNTIYLFLVRAVGAWGLSEPSPVSEPVQTQDSSLSRPVEDPWKGQQGLAEVAVRMQEPIVLGPRTLQVSWTVEGPGQLVQGFRVSWRI 646 



Anhang 

 

VI 

Hs YVIEAFSPAAGNTWRTVADGVQLETHTVSGLQPNTIYLFLVRAVGAWGLSEPSPVSEPVRTQDSSPSRPVEDPWRGQQGLAEVAVRLQEPIVLGPRTLQVSWTVDGPVQLVQGFRVSWRV 708 
Tg --------------------ISLEVQDVVWLIS-SVYVNLFLHV---------------------------------------------------------------------------- 299 
Dr ---------------------VLTVKESGGLSASPVSEP--------------------------------------------------------------------------------- 551 
Dm YSVEMYCTNQSRTWIPIASRLSEPIFTVESLTQGAAYMFIVRAENSLGFSPPSPISEPITAGKLVGVR---------------------------------------------------- 620 
Ag YLIEVFSSDMAKGWTTVPFKVSSTSYSYSPISPNVSYIFIVRAENDQGLGIPSLMSDPVSIG---------------------------------------------------------- 609 
                                 :                                                                                           
 
Mm AGLDQGSWTMLDLQSPHKQSTVLRGLPPGAQIQIKVQVQGQEGLGAESPFVTRSIPEEAPSGPPQGVAVALGGDRNSSVTVSWEPPLPSQRNGVITEYQIWCLGNESRFHLNRSAAGWAR 806 
Rn AGLDQGSWTALDVQSPHKQSTVLRGLPPGSQIQIKVQVQGQEGLGAESPSVTRSIPEEAPSGPPQGVAVALGGDRNSSITVSWEPPLPSQQNGVITEYQIWCLGNESRFHLNRSAAGWAR 766 
Hs AGPEGGSWTMLDLQSPSQQSTVLRGLPPGTQIQIKVQAQGQEGLGAESLSVTRSIPEEAPSGPPQGVAVALGGDGNSSITVSWEPPLPSQQNGVITEYQIWCLGNESRFHLNRSAAGWAR 828 
Tg -------------------------------------------------------------------------------------------------------------------EGTVL 304 
Dr ---------------------------------------------------------------------------------------------------------------------YQL 554 
Dm --------------------------------------------------------------------------------------------------------DGSESTGTSQLLLSDV 636 
Ag ----------------------------------------------------------------------------------------------------------REFNHGEDINLSEA 623 
                                                                                                                             
 
Mm SVTFSGLLPGQIYRALVAAATSAGVGVASAPVLVQLPFPPAAEPGPEVSEGLAERLAKVLRKPAFLAGSSAACGALLLGFCAALYRRQKQRKELSHYTASFAYTPAVSFPHSEG-LSGSS 925 
Rn SVMFRGLLPGLLYRAIVAAATSAGVGVASAPVLVQLPFPPVAEPGPEVSEGLAERLSRVLRKPAFLAGSSAACGALLLGLCAALYRRQKQRKELSHYTASFAYTPAVSFPHSEG-LSGSS 885 
Hs SAMLRGLVPGLLYRTLVAAATSAGVGVPSAPVLVQLPSPPDLEPGLEVGAGLAVRLARVLREPAFLAGSGAACGALLLGLCAALYWRRKQRKELSHYTASFAYTPAVSFPHSEG-LSGAS 947 
Tg ATVLQGLVPGVSYRAEVAAATSAGVGARSAPVPIHIAPLVEQDVGPAGGSSLTEHLAEVARQPAFIAGVGGACWVILAAFAAWLYSRRRRKKELSHFTASFAYTPTGKPVSAAGSQYGLS 424 
Dr PGPPQKPVVTDVTRNSVTLTWQPNAHEGGAAVTSYIIEAFSQSAG-----STWQTVADFVKLEKHTATGLSPNTIYLFIVRAVNAYGLSDPSPISEPVRTQDVSPTGQGVDHRQVQRELG 669 
Dm ETLLQANDVVELLEANASDSTTARLSWDIDSGQYIEGFYLYARELHSS-EYKMVTLLNKGQGLSSCTVPGLAKASTYEFFLVPFYKSIVGKPSNSRRMRTLEDVPEAPPYGMEAIQFNRT 755 
Ag QATLSSGQVVNLLEANATDATSVRLAWEIVNGQYVEGFYIYSRKVNSNGTYRTLTVLHGG-GASACTINGLEKFTEYEFFLVPFYKTIQGRPSNSRSTCTLEDVPTASPVNLEAVLLNTS 742 
                .  .: :                                   :          :            . .            *.   :    *                
 
Mm SRPPMGLGPAAYPWLADSWPHPPRSP----SAQEPRGSCCPSNP---DPDDRYYNEAGISLYLAQTARGANASGEGPVYSTIDPVGEELQTFHGGFPQHSSGDPSTWSQYAPPEWSEGDS 1038 
Rn SRPPMGLGPAAYPWLADSWPHPSRSP----SAQEPRGSCCPSNP---DPDDRYYNEAGISLYLAQTARGANAPGEGPVYSTIDPVGEELQTFHGGFPQHSSGDPSTWSQYAPPEWSEGDS 998 
Hs SRPPMGLGPAPYSWLADSWPHPSRSP----SAQEPRGSCCPSNP---DPDDRYYNEAGISLYLAQTARGTAAPGEGPVYSTIDPAGEELQTFHGGFPQHPSGDLGPWSQYAPPEWSQGDS 1060 
Tg LPSPPSLSTVSFPAPVRSNPRAAAGGGYPWLVDAWRGGSTASSAGCLGSTERYYNDAGITRYIAQTEQFGVGAGEGPVYSSIADDSEEICTFPRPFSQYGTSYPGGGSQPMDAAASQVPR 544 
Dr EMSVQLHEPVLLTASSVKISWNVDRQ-----SQYIQG------------YRLLYRPVGGSWSQQEVKG---ATERSAVIANLLKGTEYEIKIRPYFNEFQGLDSRSQTLRTPEEVPSAPP 769 
Dm SVFLKWLPPQPNRTRNGILTSYNVVVKGLDVHNTTRIFKNMTIDAAAPTLLLANLTTGVTYYIAVAAATRVGVGP-FSKPAVLRIDARTQSLDTGYTRYPISRDIADDFLTQTWFIVLLG 874 
Ag AVYLKWEPP-SNSTINGKLKHYHIIIRGYDVHNISKVLTNMTVDGEAPKLLLANLSAGVTYSVSIAASTKVGIGP-YSIPSILRLDPHTRRLDHGYTRYPINHDYSHDILTQTWFIILLG 860 
           .                       :  :                    .* :     .     .       . :         :   : ..                      
 
Mm G-ARGGQGKLLGKPVQMPSLSWPEALPPPPPSCELSCPEGPEEELKGSSDLEEWCPPVPEKSHLVGSSSSGACMVAPAPRD--------------------------------TPSPTSS 1125 
Rn G-ARGGKGKLLGKPVQMPSLSWPEALPPPPPSCELSCPEGPEEELKGSSDLEEWCPPMPEKKHLIDSRSSGACMVAPARGE--------------------------------TPSPTSS 1085 
Hs G-AKGGKVKLLGKPVQMPSLNWPEALPPPPPSCELSCLEGPEEELEGSSEPEEWCPPMPERSHLTEPSSSGGCLVTPSRRE--------------------------------TPSPTPS 1147 
Tg GRAEHGARAKLGQAVKAPVVSWTELLPPPPSASELSQCAQEEEKEEEEED---------EEEDLAERRAPHG-VSTPPRAP--------------------------------SPSVTPD 622 
Dr R-AVNVATVKLSNSSSIS-VSWQ----PPPTDMQNGVIQEYKVWCLGNDS---------QTRYNINQTVDGSVLSTVLKGL--------------------------------LPGVLYQ 842 
Dm S-IIAIIVFLLGALVLFKRYQFIKQTSLGSLHGNHAIGTVRKFPTLPLNGGGAVGAGGSNSTAAAGQSGHGLWIDPTSGVWRQAAGGGNPGGVGSCTTKEQLPGYAQATAQQGQQPTLLP 993 
Ag S-IIAIIVFLFGAIIIFRRIQFMKHSSLNNMHGNHAIGTVRKFPTLPLNP-------------------NGVWIDPGGG----------------------------------------- 919 
             :.        .:           : .     :      .                        : .                                             
 
 
Mm YGQQSTATLTPSPPDPPQPPTDIPHLHQMPRRVPLGPSSPLSVSQPALSSHDGRPVGLGAGPVLSYHASPSPVPSTASSAPGRTRQVTGEMTPPLHGHRARIRKKPKALPYRREHSPGDL 1245 
Rn YGQQSTATLTPSPPDPPQPPSDIPHLHQMPRRVPLGPSSPLSVSQPALSSHDGRPVGLGAGPIVSYHPSPSPVPSTASSAPGRTRQVTGEMTPPLHGHRARIRKKTKALPHRREHSPGDL 1205 
Hs YGQQSTATLTPSPPDPPQPPTDMPHLHQMPRRVPLGPSSPLSVSQPMLGIREARPAGLGAGPAASPHLSPSPAPSTASSAPGRTWQGNGEMTPPLQGPRARFRKKPKALPYRRENSPGDL 1267 
Tg -GSEGRPPRAPCPPGTGKTRGVISKSRLKPK-----------------CSRYRREKQMG-------ELPPPPLP-----PPGETPGPCPELEP-----SGTERRKPQHRP-RDKSSGGVT 706 
Dr VEVAAVTS-----AGVGKHSQPVS-----------------------------VLIKL----------------------PAEQPTVTG------------GGSESEENVSLAEQITDVV 894 
Dm DYERLSPLNMPDYAEVACSTFKSPTHGAPPMGGGGGGQSASLYDSCGAYATTNVVANVKLYQNRYATKPNQSSGSNNNNHQGNDYQSTGMYSAPPSAHYGCLEPKQQQQQQQPNLMTTST 1113 



Anhang 

 

VII

Ag ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------ 
                                                                                                                            
 
Mm PPPPLPPPELRDKLALGS-AGSRQHVFPRARAQWGEESGAGSASRG---------------PTSSQRGPHPDGKESQGR--GRGLEACRSPNSPQLPLDSCIWSTLKLSLVSFIPSK--- 1344 
Rn PPPPLPPPEEETSWPLGLRAAGSMSSLEREHSGERRVAQAVPLGAQ---------------PPGAQRGPHPDGKESQGN--GRGLEACRSPQSPQIQLDSRVWSTLILSLISFTSSK--- 1305 
Hs PPPPLPPPEEEASWALELRAAGSMSSLERERSGERKAVQAVPLAAQRVLHPDEEAWLPYSRPSFLSRGQGTSTCSTAGSNSSRGSSSSRGSRGPGRSRSRSQSRSQSQRPGQKRREEPR- 1386 
Tg ASPSLVPCPADEATPYSKASCPPRGPVSGSCSTTGSASSRG---------------------SGGSRGHGSGRNRTPGT----GRTPGHRGRTPGHRGEGTGRTPAAPFPCPPQEKR--- 798 
Dr KQPAFIAGIGGACWVILMGFSVWIYCRRKKRKELSHYTASFAYTPA----------------VGFPHGESSGLNGRPG------------------------------------------ 956 
Dm ASTAILTNSPAKVKKINITENKMDQLEGKSERTNPFNQQQQLLLASNALKQGLGAYANTTLAAQMASGGGAGTLRRQRQPKTLYKSENNILGKSGLRQNTMNASVGAPSNGQMDFLTGGP 1233 
Ag ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------ 
                                                                                                                            
 
Mm ------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
Rn ------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
Hs ------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
Tg ------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
Dr ------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
Dm PSEGGDFSGLGLCNSTNQLLNDWASSASIAAPGDYHFGSKQPSKQHLYVKAKDGTWSAVSSDAYQSFKHQQQHHPFLAGSGDNTKSLASVNSLAGDSKFLSSFGSSANV 1342 
Ag ------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
                                                                                                                 
 
Farbkodierung: in Rot sind kleine, kleine hydrophobe und aromatische Aminosäuren dargestellt. In Magenta sind basische Aminosäuren, in Blau saure 
Aminosäuren und in Grün hydroxyl-, aminhaltige und basische Aminosäuren gezeigt. Alle anderen Aminosäuren sind in Grau dargestellt. 
Symbole: `*´ bedeuten identische Aminosäuren in allen Sequenzen, `:´ konservierte Substitutionen, `.´ semikonservierte Aminosäuren. 
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