Molekulare Bildgebung zwischen Forschung und Klinik

Ein Paradigmenwechsel

Mit neuen Technologien dringt die
medizinische Bildgebung auf die mo-
lekulare Ebene vor und induziert damit
womoglich einen Paradigmenwechsel
in Diagnostik und Therapie.

Der Begriff ,,Molekulare Bildgebung*
umschreibt die Diagnostik von Krank-
heiten auf der molekularen Ebene durch
den Einsatz bildgebender Verfahren. So
technisch diese Definition vordergriindig
klingen mag, so bedeutsam ist sie durch-
aus auch gesundheitspolitisch. Wihrend
noch vor wenigen Jahren in der kurativen
Medizin Bildgebung als rein deskriptives,
also morphologisch beschreibendes Ver-
fahren eingesetzt wurde, entwickelt sich
das Gesundheitssystem nun deutlich in
Richtung ,,priventiv und prophylaktisch®.
Bildgebung beschreibt heute eben nicht
mehr nur morphologische Phidnomene,
sondern er6ffnet vollkommen neue Ein-
blicke in die molekularen Mechanismen
der den Erkrankungen zugrunde liegenden
pathophysiologischen und biochemischen
Ereignisse und hat somit deutliche Aus-
wirkungen auf bisherige Therapie- und
Diagnostikverfahren.

Wo steht die molekulare Bildgebung
heute in vorklinischer Forschung, in der

Nacktmaus mit einem implantierten humanen Nierenzellkarzinom. Die Zellen wurden
im Labor mit einem fluoreszenzprotein-kodierenden Vektor transfiziert; eine zusétzliche
Antibiotika-Kassette selektiert durch gezielte Behandlung mit dem dazu passenden
Antibiotikum reine, fluoreszierende Zelllinien. Der Tumor befindet sich direkt unter der

Klinik und im Routinelabor? Um diese
Frage zu beantworten, sollten wir zuvor
noch einmal das Grundprinzip betrach-
ten. Eine Zielstruktur mit entsprechender
Spezifitit fiir die zu diagnostizierende
Erkrankung (wie beispielsweise ein Oli-
gonukleotid, Protein, Antikdrperfragment
oder Antikorper) wird durch Markierung
zu einem diagnostischen Werkzeug, das
dann optisch ausgelesen werden kann.
Dafiir stehen heute prinzipiell drei Ver-
fahren zur Verfiigung: Radionuklide, Mar-
kierungen fiir die Ultraschall-Technik und
Fluoreszenzmarker.

Radiologie und Sonografie
Radioaktiv markierte Sonden lassen
sich in der préklinischen Forschung und
klinischen Diagnostik u.a. mittels Posi-
tronen-Emissions-Tomographie (PET)
und single photon emission computed
tomography (SPECT) nachweisen. Da-
bei steht der hohen Empfindlichkeit im
picomolaren Bereich die (wenn auch nur
geringe bis méBige) Strahlenexposition
der Patienten gegeniiber. Kombiniert mit
Verfahren wie der Magnetresonanz-To-
mographie — gemil} dem Motto ,,best of
both worlds* —sind diese Verfahren heute
als multimodale Verfahren nicht nurin der

praklinischen Forschung, sondern auch
am Patienten im Einsatz.

Vorteil dieser Verfahren ist zweifelsohne
die Moglichkeit, den zu untersuchenden
Korper vollstindig zu penetrieren, was mit
Licht/Fluoreszenz nicht moglich ist. Die
Detektion von Fluoreszenz im Korperin-
neren scheitert an den physikalischen Li-
mitationen der Eindringtiefe von Licht.

Einen Ausweg aus dem Dilemma zwi-
schen Strahlenbelastung und Eindringtie-
fe konnten kiinftig Ultraschall-Verfahren
bieten. Mittels Koppelung der Targets an
z.B. luftgefiillte Nanopartikel lassen sich
mit der Sonografie dhnlich gute Ergeb-
nisse wie mit PET und SPECT bei hohen
Eindringtiefen und ohne Strahlenexpo-
sition erzielen. In der Erforschung und
Entwicklung neuer Ansitze leisten hier die
Kollegen Prof. Natziachristos (Miinchen)
und Prof. Kiessling (Aachen) hervorra-
gende Pionierarbeit.

Fluoreszenzmarker

Bereits heute haben auch fluoreszenzba-
sierte Verfahren in der dermatologischen
Krebsdiagnostik, Gynikologie (z.B. Mam-
ma-Diagnostik), Urologie (z.B. Diagnos-
tik Blasenkarzinom) und Neurochirurgie
(z.B. Definition von Resektionsgrenzen
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Laserbasierter Kleintierscanner. Die Maus wird in Nar-
kose von einem Nahinfrarot-Laser durchleuchtet, das
Bild aus Fluoreszenzsignalen vom Computer errechnet.
Man sieht das Wachstum eines Tumors liber die Zeit,

Haut auf der rechten Flanke. Seine GefédBversorgung fluoresziert nicht, da sie von der
Maus gebildet wurde. Mit diesem Modell lassen sich Tumoren, die noch nicht tastbar sind,
frihzeitig erkennen. Es erlaubt auch, pharmakologische Substanzen mit Auswirkungen
auf das Tumorwachstum oder die GefédBversorgung zu testen, z.B. Antiangiogenese-
Medikamente, die die Bildung von TumorgeféBen verlangsamen.

links friih, rechts spéter — die Fldche ist gréBer und
homogener. Die Farbskala korreliert mit der Zellzahl. Mit
NIR-fluoreszierenden Antikbrpern bzw. Medikamenten
lassen sich z.B. molekulare Verdnderungen am Tumor
und/oder Therapieeffekte verfolgen.
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beim Glioblastoma multiforme) Einzug
gehalten. In der Rheumatologie werden
laserbasierte Handgelenkscanner einge-
setzt,um die autoimmunologisch bedingte
Entziindung spezifisch zu detektieren, so
die Diagnose schneller und einfacher zu
stellen und vor allem friiher eine Therapie
zu ermoglichen, die irreversible Gelenk-
destruktionen vermeidet.

In einer unldngst an der Gottinger Uni-
versitidtsmedizin abgeschlossenen Studie
zur Zulassung eines solchen Gerites wur-
den viel versprechende Ergebnisse erzielt,
iiber die in der néchsten Trillium-Ausgabe
berichtet werden soll.

Multimodale Diagnostik

Der Trend geht dabei klar zur Kombina-
tion verschiedener technischer Verfahren
ineinem Gerét. Die Zukunft der klinischen
Diagnostik via molekularer und optischer
Bildgebung liegt sicher in ebendieser mul-
timodalen Verbindung verschiedener Tech-
niken wie der Kombination aus Ultraschall
und Fluoreszenz oder von MRT und PET.

Am Ubergang von der priklinischen
Forschung zur klinischen Diagnostik
werden fiir den Einsatz in der in-vivo
Bildgebung am lebenden Organismus
derzeit zahlreiche neue Produkte ent-
wickelt. Ein besonders aktueller Trend
ist der Wechsel von ,,klassischen Fluo-
rophoren im griin-rot Bereich hin zur
Nahinfrarot-Bildgebung (NIR). Um Zel-
len zum Leuchten zu bringen, schleust
man seit einiger Zeit fluoreszenzprote-
in-kodierende genetische Vektoren und
Fluoreszenzfarbstoffe ein. Zunehmend
werden klassische Produkte wie das grii-
ne Fluoreszenzprotein (z.B. eGFP) oder
dessen rote Derivate (z.B. DSRED) durch
Marker, die im NIR-Bereich leuchten,
verdringt.

Der Wechsel in den nahen Infrarotbe-
reich (> 650 nm) erlaubt eine tiefere op-
tische Penetration des zu untersuchenden
Gewebes und minimiert zudem stérende
Autofluoreszenzen. Daraus resultiert letzt-
lich ein besseres Signal-Rausch-Verhiltnis,
das wiederum zu einer priziseren und sen-
sitiveren in-vivo-Bildgebung fiihrt.

In der priklinischen Forschung an
Kleintieren, beispielsweise in der On-
kologie, ist der Einsatz von genetischen
fluoreszenzprotein-kodierenden Vek-
toren im NIR-Bereich von groflem
Vorteil, da mit steigender Zellzahl das
Fluoreszenzsignal des Tumors zunimmt.
Hier kommen intravitale Mikroskope
mit brillanten Optiken zum Einsatz,
die es ermoglichen, im lebenden Tier
einzelne markierte Tumorzellen in der
GefiBbahn in Echtzeit zu verfolgen und
dabei sogar subzelluldre Strukturen zu
erkennen.

Auch hier werden der-
zeit verschiedene Ver-
fahren zu multimodalen
Ansitzen kombiniert.
So niitzt die préiklinische
Forschung an der Gottin-
ger Universitdtsmedizin
neben intravitalen Mikro-
skopen vor allem laserba-
sierte Kleintierscanner
und einen Flachdetektor-
Volumencomputertomo-
graphen (fp-VCT) fiir
das Auslesen der Signale
(readout). Die zweidi-
mensionalen Bilder des
Laserscans konnen dann
mit den dreidimensio-
nalen Daten des fp-VCT
verrechnet und iiberlagert
werden, so dass Bilder
von faszinierender An-
schaulichkeit entstehen.

Auch in der mikrosko-
pischen Diagnostik wird
durch neue Verfahren die
optische Eindringtiefe in
Gewebe immer weiter
optimiert. So lassen sich
heute mit der Multipho-
tonen-Mikroskopie und
gut ausgestatteten kon-
fokalen Mikroskopen
Tiefen von bis zu einem
Millimeter erreichen. Die
optische Auflosung sol-
cher Systeme wird dabei
durchneue Entwicklungen
wie der Stimulated Emis-
sion Depletion (STED)-
Mikroskopie durch Prof.
Stefan Hell immer weiter
verbessert.

Laserbasierte Systeme
haben dabei ihre Stirke
in der hervorragenden
Bildqualitit und in der
Moglichkeit, 3D-Auf-
nahmen zu erzeugen.
Ihre Schwiche bleibt die

Echtzeitbildgebung, bedingt durch den
Scan in xy-Richtung und die Verwen-

dung von Photomultipliern
gegeniiber schnellen CCD-
Kameras.

Die Weiterentwicklung
der hier dargestellten Tech-
niken und ihre Auswirkung
auf die diagnostische Bild-
gebung und Labordiagnos-
tik bleibt extrem spannend.
Erkennbar ist schon jetzt,
dass die molekulare Bild-
gebung zu einem verbes-
serten Verstindnis vieler

Vergleich von konventioneller Réntgentechnik (oben) und Flachde-
tektor-Volumencomputertomografie (fo-VCT, unten) bei einem Tumor
in der Maus. Deutlich erkennbar sind in kontrastmittel-optimierter
Darstellung die unterschiedlichen Strukturen, deren differente Dichte
lUiber eine Falschfarbkodierung zum farbigen Bild fiihrt.

Pathomechanismen bei bislang schwer
zugénglichen chronischen Erkrankungen
fiihrt, und dass sie mit diesen Erkenntnis-
sen dann auch rasch Eingang in
die Klinik findet. So kann sie zu
einer fritheren Diagnostik und
individuelleren Therapie fiihren
und dazu beitragen, Spétscha-
den zu minimieren.

Dr. Johannes Wessels
Molecular & Optical Live Cell
Imaging, Universititsmedizin
Gottingen, johannes.wessels @
med.uni-goettingen.de
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Stammzelltransplantation

Die Erfolgsgeschichte der Transplantation blut-
bildender (hdmatopoetischer) Zellen begann mit
einem Ereignis, das die Welt erschiitterte: Nach
dem Abwurf der Atombomben von Hiroshima
und Nagasaki wurde rasch klar, dass radioaktive
Strahlung zur Zerstérung des Knochenmarks
fihren kann. Diesen Umstand macht man sich
heute bei der Leukdmiebehandlung therapeu-
tisch zunutze, wohl wissend, dass dabei nicht nur
die bésartigen Zellen, sondern auch die gesun-
den Stammzellen zugrunde gehen.

Ohne spezifische Therapie ware diese Kom-
plikation flir den Patienten tédlich, da er nicht
mehrin der Lage wére, Blutzellen jedweder Art
(rote, weiBBe und Blutplattchen) zu bilden. 1957
gelang die erste Ubertragung von stammzell-
haltigem Knochenmark von einem gesunden
auf einen leukamiekranken Zwilling, 1968 die
erste allogene Transplantation zwischen nicht
Verwandten. Heute gibt es in Deutschland tiber
100 Stammzell-Transplantationszentren.

Das klassische Verfahren ist die Uber-
tragung von stammzellhaltigem Blut
aus dem Knochenmark. Dem Spender
wird dabei mit einer kraftigen Nadel in
Vollnarkose etwa ein Liter Knochen-
mark-Blut-Gemisch entnommen, das
aufgereinigt und in einen Blutbeutel Uberflhrt
wird. Dieses Transplantat wird dann aus dem
Beutel Uber einen Katheter in den Empfanger
transfundiert.

Weniger eingreifend als diese Knochenmark-
spende ist die Blutstammzellspende. Dabei wird
dem Spender etwa eine Woche lang eine hor-
monartige Substanz (G-CSF) gespritzt, die be-
wirkt, dass Stammzellen aus dem Knochenmark
ins Blut ibergehen. Dort kénnen sie dann mittels
Apherese (Blutzellseparation) herausgefiltert
und in einen Blutbeutel Gberfiihrt werden.

Die transplantierten Stammzellen finden ihren
Weg von selbstin die Knochen des Patienten und
fangen nach etwa zehn Tagen mit der Produk-
tion neuer Zellen an. Dabei teilen sie sich nach
derzeitiger Auffassung “asymmetrisch”, das
heif3t eine der beiden Tochterzellen behalt ihre
blutbildenden Stammzelleigenschaften bei, die
andere reift zu einem der drei oben genannten
Zelltypen und wandert in den Blutkreislauf aus.

gh

Zichtung hamatopoetischer Stammzellen

Erste Erfolge

Blutbildende Stammzellen spielen
eine bedeutende Rolle bei der Leuki-
miebehandlung. AuBSerhalb des Korpers
lassen sie sich bislang nicht in ausrei-
chender Menge vermehren, aber die
Erforschung der optimalen Milieube-
dingungen macht Fortschritte.

Die hidmatopoetischen Stammzellen
(HSZ) sind die wohl bestuntersuchten
adulten Stammzellen tiberhaupt. Sie wer-
den seit iiber 30 Jahren fiir die Behandlung
von Leuk@miepatienten nach aggressiver
Strahlen- oder Hochdosis-Chemotherapie
eingesetzt, um die zerstorte Blutbildung
wieder herzustellen. In Zellpriparaten ent-
haltene HSZ haben
die Fihigkeit, iiber
den Blutkreislauf
in das Knochen-
mark des Patienten
einzuwandern, sich
dort einzunisten
und ihre normale
hédmatopoetische
Funktion aufzu-
nehmen; so leisten
sie einen entschei-
denden Beitrag
zur Heilung des
Patienten.

Da sich die ge-
sunden korperei-
genen HSZ des
Patienten nicht
vollstindig von den leukdmischen Zellen
trennen lassen, muss man in der Regel auf
Spendermaterialien zuriickgreifen. Neben
herkommlichen Knochenmarkspenden
setzen sich zunehmend Stammzellpra-
parationen durch, die nach Zytokin-Sti-
mulation aus peripherem Blut der Spender
durch Apherese isoliert werden oder aus
Resten von Nabelschnurblut stammen.
Zunehmend propagieren kommerzielle
Unternehmen zu diesem Zweck auch die
vorsorgliche Einlagerung korpereigener
(autologer) Nabelschnurstammzellen von
Neugeborenen, doch dies ist kritisch zu
sehen: Im Nabelschnurblut von spiter an
Leuké@mie erkrankten Kindern wurden be-
reits zum Zeitpunkt der Entnahme maligne
Zellen nachgewiesen.

Die grofle Hoffnung der Forscher ist
es natiirlich, diese Zellen auf3erhalb des
Korpers (ex vivo) zu ziichten. Entschei-
dend dabei ist, dass sie ihre Stammzellei-

genschaften behalten und nicht ausreifen.
Auch wenn inzwischen verschiedene Be-
dingungen beschrieben wurden, die die
Reifung in der Zellkultur deutlich ver-
langsamen, lassen sich HSZ auflerhalb
des Korpers leider immer noch nicht in
nennenswertem Maf3stab expandieren.

Aufgrund von Beobachtungen an trans-
plantierten Patienten und Versuchstieren
kann man zwar davon ausgehen, dass sich
menschliche HSZ grundsitzlich verviel-
faltigen konnen, aber bislang ist es den
Forschernnoch nicht gelungen, die in vivo
herrschenden Expansionsbedingungen in
der Zellkultur nachzustellen. Weltweit ar-
beitet man deshalb an der Aufkldrung der
Mechanismen, die die Stammzelleigen-
schaften in vivo erhalten und die Zellver-
mehrung steuern.

HSZ befinden sich normalerweise so-
wohl beim Menschen als auch bei der
Maus in bestimmten Regionen im Kno-
chenmark, den so genannten Stammzell-
nischen. Verschiedene Gruppen versuchen,
das biochemische Milieu dieser Nischen
zu charakterisieren, um es in Kultur besser
nachbilden zu kénnen.

Dr. Robert Oostendorp von der Tech-
nischen Universitidt Miinchen berichtete
bei dem IGLD Meeting 2009, dass seine
Arbeitsgruppe in der Mikroumgebung
der Knochenmarkszellen von Méusen
stromale Zellen fand, die 16sliches Sfrp1
(sezerniertes Frizzled-dhnliches Protein
1) produzieren. Es iibt einen deutlichen
Einfluss auf das Zellteilungs- und Diffe-
renzierungsverhalten von Stammzellen
aus und scheint eine notwendige Voraus-
setzung dafiir zu sein, die Zahl der mu-
rinen hdmatopoetischen Stammzellen in
vivo und in vitro zu erhalten.

Eigene Experimente

Oft wurde postuliert, dass sich Stamm-
zellen asymmetrisch teilen und eine der
entstehenden Tochterzellen die Stamm-
zellfahigkeit der Pluripotenz beibehilt,
wihrend die andere Tochterzelle zur Rei-
fung bestimmt ist. Solche asymmetrischen
Zellteilungen sind in Modellorganismen
wie der Fruchtfliege und dem Fadenwurm
sehr gut untersucht. Dort konnten auch
Proteine identifiziert werden, die wihrend
der Zellteilung ungleich auf die entstehen-
den Tochterzellen verteilt werden und fiir
das unterschiedliche Schicksal der beiden
Tochterzellen verantwortlich sind.

132

Trillium-Report 2009 7(3):132



Asymmetrische Teilung einer Stammzelle: Wéh-
rend das rot angeférbte Protein gleichméBig
auf beide Tochterzellen verteilt wird, erhélt nur
eine von beiden das griin angeférbte Protein.
Der blaue Farbstoff markiert die DNA der sich
teilenden Zelle.

Bei menschlichen hiamatopoetischen
Stammzellen suggerierten Beobachtungen

zwar ebenfalls die Fihigkeit zur asymme-
trischen Teilung, jedoch waren bislang
keine Proteine bekannt, die wie im Tier-
modell ungleich verteilt werden. Unsere
Gruppe tiberpriift derzeit das Modell der
asymmetrischen Zellteilung. Durch eine
Kombination durchflusszytometrischer
und mikroskopischer Techniken lieBen
sich vier Proteine identifizieren, die in
einigen hidmatopoetischen Stamm- und
Vorlduferzellen ungleich auf die bei der
Teilung entstehenden Tochterzellen ver-
teilt werden. In der Abbildung ist dies durch
die unterschiedliche Fluoreszenz der mar-
kierten Antikorper erkennbar. Durch dieses
Experiment konnten wir erstmals die aus
Tierversuchen postulierte asymmetrische
Verteilung von Proteinen in menschlichen
Stamm- und Vorlduferzellen belegen.

In weiterfiihrenden Studien untersuchen
wir nun die Funktion, die diese asymme-
trisch verteilten Proteine auf die beiden
Tochterzellen ausiiben. Wir hoffen, da-
durch mehr iiber die Biologie dieser Zellen
und ihre Ziichtung auflerhalb des Organis-
mus zu lernen.

Es ist sicherlich noch ein ldangerer
Weg, bis eine Stammzellexpansion im
klinischen Mafstab und unter klinisch
kompatiblen Bedingungen durchgefiihrt
werden kann. Wir sind aber optimistisch,
dass es uns Wissenschaftlern in der kom-
menden Dekade gelingen wird.

Priv.-Doz. Dr. rer. nat. Bernd Giebel
Institut fiir Transfusionsmedizin
Universitétsklinikum Essen
bernd.giebel @uk-essen.de

Effizienzgewinn durch vollstandige Automatisierung des mikroskopischen Sediments

Intelligenter Workflow im Harnlabor

SediMAX heifit der jiingste Urin-
Analyzer von A. Menarini Diagnostics.
Er bietet eine schnelle, anwender-
freundliche und zuverliissige Hightech
Anwendung fiir den herkommlichen
mikroskopischen Urinsediment-Un-
tersuchungsprozess. Diese Methode
erweist sich als essentiell fiir eine Viel-
zahl von Erkrankungen.

Eine intelligente Software identifiziert die
verschiedenen Zelltypen aufgrund morpholo-
gischer Kriterien.

Dank seines integralen Mikroskops und
seiner Bildverarbeitungs-Software kann
sediMAX eine Vielzahl von Partikeln
identifizieren. Daraus erstellt sediMAX
eine Zahlstatistik jedes Partikels der Probe
und liefert eine Gesamt-Interpretation der
Ergebnisse. Wahrend sediMAX die gesam-
te Arbeit sorgfiltig, prizise undrichtig (bis

zu 80 Proben / Stunde) erledigt, kann sich
der Anwender auf andere Labortitigkei-
ten konzentrieren. Das Besondere an dem
Sedimentanalyzerist sein Gedéchtnis. Nach
der Testdurchfiihrung unterstiitzen eine an-
wenderfreundliche PC-Bedienerfiihrung
und die komplett zugingliche Datenbank
mit den gesamten Bildern am Bildschirm
eine Nachbewertung der Proben fiir die pro-
blematischsten, vom System markierten
Fille. Die fiir die Erstellung der Diagnose
erforderliche Erfahrung des menschlichen
Anwenders und dessen Bewertung werden
auf diese Weise fiir die Nach-Evaluierung
von Proben auf dem Bildschirm systema-
tisch mit einbezogen und genutzt.

Die auf dem Monitor angezeigten Bil-
der entsprechen denen der herkdmmlichen
mikroskopischen Untersuchung. D.h., es
handelt sich um eine Gesamtgesichtsfeld-
Darstellung, mit der Moglichkeit, Einzel-
partikel noch zusétzlich heraus zu vergro-
Bern. Dieses einzigartige Merkmal erlaubt
auch mehr als einem Anwender gleichzei-
tig die Betrachtung des Bildschirms und
die Diskussion der Bilder. Daraus ergibt
sich der Zusatznutzen —den sediMAX fiir
Schulungszwecke einzusetzen.

Der sediMAX bietet in Kombination
mit dem Harnstreifen-Vollautomaten ein
System fiir den kompletten Harnbefund.
Verbunden werden die zwei Systeme mit-
tels einer mechanischen Verbindungsbrii-
cke. Mit der Kombination erhilt der An-

wender einen Gesamtbefund durch eine
chemische und eine Sediment-Analyse,
der ihm ein Hochstmaf an Sicherheit bei
der Interpretation bietet.

Nach der chemischen Analyse durch
den Harnstreifen- Vollautomaten kann mit-
tels eines integrierten PC-Interfaces eine
Zuweisung ausschlieBlich der positiven
Proben zum sediMAX fiir die Sediment-
Analyse erfolgen. Am Ende des Prozesses
erscheint der gesamte Befund sowohl aus
chemischer als auch Sediment-Analyse
simultan auf dem Bildschirm. In der Kopp-
lung bilden Harnteststreifenautomat und
sediMAX damit ein optimales Gespann zur
Erreichung von Qualitit, Ergebnissicher-
heit und schnellerer Befunderstellung.

Durch den vollautomatischen Kombina-
tionsbetrieb sowohl der Teststreifenana-
lytik als auch des Harnsediments wird die
erwiinschte Optimierung der Labororgani-
sation (Workflow-Optimierung) im Harn-
labor erreicht. Einfach, zuverldssig sowie
zeit- und kostensparend erfiillt sediMAX
die Anforderungen von Labors aller Gro-
Ben. Damit wird er sich in kiirzester Zeit
als unersetzlicher Bestandteil effizienter
Labore erweisen.

Dr. Christian Heller, Produktmanager
A. Menarini Diagnostics Deutschland
Division der BERLIN-CHEMIE AG
Glienicker Weg 125, 12489 Berlin
cheller @menarinidiagnostics.de
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