Labeling and tracing MSCs in vivo
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Prologue
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Summary

Mucopolysaccharidosis type I (MPS-I), or Hurler syndrome, is a lysosomal storage disease due to mutations in the gene encoding (-L-iduronidase (IDUA), resulting in deficiency of (-L-iduronidase and accumulation of glycosaminoglycans (GAGs). Patients suffer from a range of clinical features like skeletal abnormalities, hepatosplenomegaly, severe mental retardation, dysostosis multiplex, corneal clouding, and when untreated, die before the age of 12 due, possibly to cardiac involvement.

To introduce (-L-iduronidase into the body, enzyme replacement therapy as well as blood -, bone marrow - and umbilical cord blood transplants are being explored. Cord blood -, bone marrow -, peripheral blood transplantations and enzyme replacement are therapies considered only moderately successful for affected patients, making the development of novel treatment necessary.
Stem cell transplantation (SCT) has been shown to be effective for several important clinical outcome parameters, with mental retardation as the most important one, the reported clinical outcome after successful SCT is variable among Hurler syndrome patients and there are still some limitations, like finding a matching donor. Enzyme replacement therapy (ERT) is a medical treatment replacing an enzyme in patients who lack this particular enzyme, getting the enzyme over the blood-brain barrier or into bones is the biggest problem with this therapy. 
Mesenchymal stromal cells (MSCs) are multipotent cells found in the bone marrow that can differentiate into different cell types like, adipocytes, chondrocytes and oseoblasts. The hypothesis is that some of the clinical features that come with the disease may be corrected by the infusion of (allogenic), multipotential, bone marrow-derived mesenchymal stromal cells.

To determine where the MSCs will home to after injection, we have labeled the MSCs and tested a variety of injection routes and compared them with each other. We also tested if age- and pre-treatment of the recipient had an effect on the overall homing of transplanted MSCs.

The intracardial injection route seems to be the most effective route to get the cells into the bones (0,2%) in comparison with an intravenous injection (0,05%). But due to the high mortality rate of a intracardial injection, more study is needed to determine the optimal conditions for this injection. Using younger recipients also increases the homing to the bones with 0,1% of transplanted MSCs found back in 3 weeks old mice and 1% of transplanted MSCs found back in neonatal mice. Pre-treatment of the mice did not have a significant effect on the overall homing of MSCs. These short-term studies suggests that the MSCs can not pass over the blood-brain barrier and deliver the enzyme to the central nervous system but there is still study needed on the long-term homing capacity of MSCs using a lentiviral construct and bioluminescence imager.

Samenvatting

Mocopolysaccharidoses type IH (MPS-IH), ook wel Hurler syndroom, is een lysosomale stapelingsziekte die veroorzaakt wordt door een defect in het gen coderend voor het enzym (-L-iduronidase (IDUA). Dit resulteert in een defect in dit enzym waardoor GAGs niet worden afgebroken en er een accumulatie plaats vindt van deze glycosaminoglycanen (GAG’s) in alle cellen. Hierdoor zijn ook alle organen aangedaan. Patiënten lijden aan tal van klinische verschijnselen als abnormale botgroei, vergrootte organen, mentale retardatie, dysostosis multiplex, vertroebeling van het cornea , veroorzaakt door het stappelen van glycosaminoglycanen. Zonder behandeling kunnen deze patiënten voor hun tiende levensjaar sterven. 

Om IDUA aan de cellen toe te voegen zijn behandelingen als enzym vervangingstherapie en bloed-, beenmerg- en navelstrengstamcel transplantaties toegepast. Navelstrengbloed-, beenmerg- en perifere stamcel transplantaties en enzym vervangingstherapie zijn technieken die niet optimaal zijn gebleken voor Hurler syndroom patiënten. Stamcel transplantatie heeft gunstige effecten laten zien voor de meeste klinische parameters, met mentale retardatie als belangrijkste. De klinische uitkomst na een stamcel transplantatie is variabel onder de verschillende Hurler patiënten en er zijn nog steeds problemen als het vinden van een matching donor. Enzym vervangingstherapie is een techniek dat een defect enzym in het lichaam vervangt door een werkende. Het enzym over de bloed-hersen barrière krijgen blijkt nog problematisch. Hierdoor is er een noodzaak voor de ontwikkeling naar nieuwe technieken.
Mesenchymale stromale cellen (MSCs) zijn multi-potente cellen die veelal in het beenmerg gevonden worden en kunnen differentiëren tot adipocyten, chondrocyten en osteoblasten. De hypothese is dat sommige defecten van de ziekte bestreden kunnen worden door de injectie van (allogene) multi-potente, van beenmerg afgeleide MSCs.

Om te bepalen waar MSCs heen gaan na infusie, moeten we de cellen aankleuren, inspuiten via verschillende injectie routes en post mortem onderzoek uitvoeren om de homing van de getransplanteerde MSCs te achterhalen, met name in de target organen als beenmerg en het brein.
De intracardiale injectie is het effectiefst om MSCs in het beenmerg te krijgen in vergelijking met de intraveneuze toedieningsroute. Maar door de hoge sterfte in deze groep is er meer studie nodig naar de optimale condities voor een intracardiale injectie. In jongere muizen zijn meer cellen terug gevonden met in de 3 weken oude groep 0.1% van het getransplanteerde aantal cellen en in muizenpups 1% van het getransplanteerde aantal cellen. Voorbehandeling van de muizen heeft geen significant effect op de homing van de getransplanteerde MSCs. Deze korte termijn studies suggesteren dat de MSCs niet de bloed-hersen barrière kunnen passeren om het enzym in het centrale zenuwstelsel af te geven. Er is meer studie nodig naar langdurige homing van MSCs gebruik makend van genetisch markeerde cellen door middel van bijvoorbeeld lentivirale transductie en het volgen van MSCs met een bioluminescentie imager.

Abbreviations

BLI  

Bioluminescense imaging

BSA 
 
Bovine serum albumin

C57Bl/6  
a common inbred strain of lab mouse
CMV

Cytomegalievirus
CNS 

Central nervous system

DMEM  
Dulbecco's Modified Eagle’s Medium
DMSO 
Dimethylsulfoxide

ERT 

Enzyme replacement therapy

FACS  
Fluoresence-activated cell sorting

FCS 
 
Fetal calf serum

GAGs 
Glycosaminoglycans

GFP  

Green fluorescent protein

GvHD 
Graft versus host disease

Gy  

Gray

HIV-1  
Human immunodeficiency virus type 1

HLA 

Human leukocyte antigen

IBMX  
Isobutylmethylxanthine

IDUA  
(-L-iduronidase
IMDM  
Iscove's Modified Dulbecco's Medium
i.v.

Intravenous
i.c.

Intracardiac
i.s.

Intraspleen
i.h.

Intrahepatic
i.f

Intrafemur
kg  

Kilogram

mg  

Milligram

MPS I-H 
Mucopolysaccharidosis type I

MPS I-S 
Scheie syndrome

nM 

Nanomolar

NO 

Nitric oxide

PBS 
 
Phosphate buffered saline

PSA 

Phosphate buffered saline azide

rpm 
 
Revolutions per minute

SCT 

Stem cell transplantation

tk 

Thymidine kinase

μl  

Microliter

μm  

Micrometer

μM  

Micromolar
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