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I Einleitung

Entzindliche Prozesse sind mit einer Vielzahl von Krankheiten assoziiert. Gerade im Bereich des
Herz—Kreislaufsystems erkranken jdhrlich Millionen von Menschen an kardialen, nephritischen
oder zerebralen Leiden, die nicht nur das GefiBsystem, sondern auch das Parenchym selbst
betreffen.

Trotz der modernen bildgebenden Verfahren wie beispielsweise der Computertomographie (CT),
Magnetresonanztomographie (MRT), Sonographie und der Positrononen-Emissions-Tomographie
(PET), ist zundchst nur eine anatomische und funktionelle Beurteilung der betroffenen Organe
moglich. Zur genauen Diagnosestellung sind hiufig invasive Eingriffe wie Biopsien nétig, um eine
Entziindung im Gewebe sicher nachweisen zu konnen. Diese Mallnahme ist zeitlich sehr
aufwindig und mit Kosten verbunden. Hiufig missen die entnommenen Gewebe zur
Aufarbeitung und Auswertung in spezielle Institute gebracht werden, was mit langen Wartezeiten
auf das Ergebnis verbunden ist. Trotz der schon heute weitreichenden technischen Moglichkeiten
ist es jedoch noch nicht gelungen eine sichere Methode zur Darstellung entziindlicher Prozesse im
Korper zu entwickeln. Idealerweise sollte dieses Verfahren schonend und wenig invasiv sein, um
zusitzliche Komplikationen zu vermeiden und um das weitere therapeutische Vorgehen nicht zu
behindern.

Von den oben genannten Methoden bietet die Kernspintomographie den besten Kontrast mit
ausgezeichneter Auflésung fir das Weichteilgewebe. Bei dieser Technik macht man sich die
Tatsache zunutze, dass der Korper zu tber 70% aus Wasser (H,O) besteht und die
Wasserstoffkerne ('H) mit hoher Empfindlichkeit detektiert werden konnen. Allerdings sind
kernspintomographische Methoden nicht auf den 'H-Kern beschriinkt, da auch andere Kerne wie
PC, *'P, “F gemessen werden konnen. Trotz der hervorragenden Auflésung im MRT lisst sich
jedoch mit konventionellen Techniken kein Kontrast zwischen entzindetem und gesundem
Gewebe im Protonenbild erzeugen.

Neuere Verfahren machen sich hierfiir die ,,Kontrastbeladung® von Zellen, die in entziindliches
Gewebe einwandern, zunutze. Zunichst sind dafiir superparamagnetische Fisenoxidpartikel
(SPIOs) verwendet worden, die eine hohe Affinitit zum Monozyten-Makrophagen-System
aufweisen (*?). Durch ihre lokale Disposition fithren sie zu Magnetfeldinhomogenititen, wodurch
es zur Ausloschung des MR-Signals kommt. Im 'H-Bild sind schwarze Areale durch die
Ablagerung dieser Nanopartikel zu erkennen. Dies ist zum Teil jedoch schwierig zu interpretieren,
da Signalausléschungen auch durch unspezifische Ursachen hervorgerufen werden kénnen.

Aus diesem Grunde ist in den letzten Jahren im Institut fir Herz- und Kreislaufphysiologie bzw.

molekulare Kardiologie der Heinrich-Heine-Universitit in Diusseldorf ein neues Verfahren
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entwickelt worden: Diese Methode ermdglicht die Darstellung inflammatorischer Prozesse mittels
PF-MRT mit einem eindeutig positiven Kontrast. Das "’F Fluorisotop (100% natiirliche Haufigkeit)
ist MR-aktiv und weist eine dhnliche Empfindlichkeit wie der 'H-Kern auf. Zudem erméglicht das
nahezu vollstindige Fehlen eines "F-Hintergrundes im Koérper eine hochspezifische Detektion von
in den Organismus eingebrachten fluorhaltigen Substanzen.

Das Uberlagern von anatomischen 'H-MR Bildern mit den morphologisch korrespondierenden
PF-MR Bildern etlaubt dann eine genaue Lokalisation der Fluorablagerung im Kérper. Dies lisst

sich, wie in Abb. 1 ersichtlich, als sogenannter Hoz Spo abgrenzen ().

Hot Spot

2 mm

Abb. 1: Darstellung eines Hirninfarkts mittels 'H-MR Bild und korrelierender °F- Messung. Diese stellt
die L&sion als sogenannten ,Hot Spot* in rot dar. Daneben ein histologisch aufgearbeiteter Schnitt aus
dem zuvor gezeigten Areal in der Ubersicht. Die letzte Abbildung zeigt die Infiltration von Makrophagen
in das Randgebiet des Infarktes mittels immunhistologischer Farbung fir CD11b. (Flégel et al,
Circulation 2008)

Als Kontrastmittel wird eine Emulsion benutzt, die Perfluorcarbone (PFC) als Nanopartikel
verpackt, beinhaltet. Diese Substanzklasse ist biochemisch inert und Mitglieder dieser Familie wie
das Perfluordecalin, Perfluortripropylamin, Perfluordichloroctan und Perfluoroctylbromid
(Oxygent) sind bereits klinisch als Blutersatzstoffe eingesetzt worden (.

Fir die oben dargestellten Versuche wurde Perfluor-15-crone-5-ether verwendet, in dem alle 20
Fluorkerne chemisch dquivalent sind. Dadurch weist die Substanz ideale Eigenschaften zur
Detektion im ""F-MR auf. Nach intravendser Gabe der PFCs werden sie — ganz dhnlich wie die
oben erwihnten SPIOs - vom Monozyten-Makrophagen-System aufgenommen. Diese zur
zelluliren Abwehr geh6renden Zellen wandern nun mit den zuvor phagozytierten Nanopartikeln in
das entziindete Gewebe. Die inflammatorisch verinderten Areale konnen dann durch die
Kombination von 'H-MR Bildern und korrespondierenden "F-MR Bildern identifiziert werden
(siche Abb. 1)().

Aufbauend auf diesen initialen Befunden werden in der vorliegenden Arbeit vertiefende

Untersuchungen zur Darstellung inflammatorischer Prozesse mittels "F-MRT durchgefiihrt. Zum
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einen soll ndher beleuchtet werden, welche Makrophagen-Subpopulation zur Kontrastierung
entziindeter Areale im Hirn nach lokaler cerebraler Ischimie beitrigt. Zum anderen soll geklirt
werden, ob das vorgestellte Verfahren auch auf andere Organe wie beispielsweise die Niere
tbertragen werden kann. Des Weiteren soll untersucht werden, ob auch OrganabstofSungen, die
ebenfalls durch eine Immunantwort charakterisiert sind, mittels "F-MRT visualisiert werden
konnen.

Im Folgenden wird nun zunichst eine Ubersicht tiber wesentliche Aspekte im inflammatorischen
Geschehen gegeben, um anschlieBend deren Relevanz fiir die untersuchten Krankheitsmodelle
deutlich zu machen. Fir ein besseres Verstindnis der durchgefiihrten Versuchsmodelle wird im

Anschluss auf wichtige Details der einzelnen Krankheiten vertiefend eingegangen.



1.1 Ablauf einer Entzindung

Eine Entziindung kann durch eine Vielzahl von verschiedenen Noxen hervorgerufen werden.
Diese konnen mikrobieller, physikalischer, chemischer und ischimischer Art sein oder durch
Immunreaktionen verursacht werden. Die dadurch entstehende Gewebsdestruktion fithrt zu einer
Ausschiittung von Entziindungsmediatoren (Zytokine, Plittchen aktivierende Faktoren), die dem
Immunsystem chemotaktische Reize vermitteln. So sind die Abwehrzellen nun in der Lage zu dem
Ort des Geschehens zu wandern, den inflammatorischen Prozess einzudimmen und im besten Fall
zu beseitigen.
Im Mittelpunkt dabei stehen die Leukozyten (neutrophile Granulozyten, Monozyten/Makrophagen
und Lymphozyten), deren Reaktionen sich in sequentielle Schritte einteilen lassen:
* Margination, d.h. der Wechsel zwischen schnell flieBendem, zentralem Strombereich in
den randnahen, langsam fliefenden.
* Interaktion mit dem Endothel (endothelial-leukozytire-Interaktion) durch Adhisions-
molekiile wie den Selektinen und Integrinen.
* Diapedese, d.h. Einwanderung von Zellen in das Gewebe und Ausschiittung von
Chemokinen
* Phagozytose durch vorherige Opsonierung und Prisentation von Rezeptoren
Im Hinblick auf den Ablauf inflammatorischer Prozesse spielen zahlreiche Mediatoren eine
wichtige Rolle. In dieser Arbeit gilt ein besonderes Augenmerk bestimmten Chemokinen
(Makrophagen-chemoatraktiven Protein-1 (MCP-1 oder CCL2), dem Adenosin und den HLA-

Antigenen. Diese werden im Folgenden niher erldutert.

I.a: Makrophagen-chemoattraktives Protein-1 (MCP-1/CCL2)

Das Makrophagen-chemoattraktive Protein-1 (MCP-1 oder auch CCL2) ist vielfach in in-
flammatorischen Prozessen vertreten. Dieses Chemokin gehort zu einer Superfamilie pro-
inflammatorischer Proteine, die eine zellspezifische, direkte Migration in entztindliches Gewebe
fordern (°). Dabei gibt es vier Subfamilien (CC, CXC, CX3C und C) die sich biochemisch,
strukturell und auch funktionell unterscheiden ('). Die Chemokine férdern nicht nur die Migration
von Immunzellen, sondern wirken auf diese zusitzlich aktivierend. Die entsprechenden
Chemokinrezeptoren gehoren zu den G-Protein-gekoppelten Rezeptortypen, wobei der Signalweg
hiufig tiber heterotrimere G-Proteine ablauft.

MCP-1 spielt besonders bei der Regulation einer postischimisch induzierten Entzindung eine

Rolle. Es gehort zu der CC-Familie () und hat einen starken Einfluss auf die Rekrutierung von
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Monozyten, Makrophagen, neutrophilen Granulozyten und aktivierten T-Lymphozyten (). Der
entsprechende CCR2-Rezeptor ist verstirkt auf Hirnendothelzellen und auf Monozyten und
Makrophagen (') zu finden. Wihrend einer Entziindungsreaktion wird dieser Rezeptor
hochreguliert und es kommt zu einer vermehrten Freisetzung von CCL2 durch Astrozyten und
mikrovaskulire Endothelzellen im Gehirn. Die Interaktion von CCL2 und dessen Rezeptor
verindert dann die Morphologie des endothelialen Tight junction Proteins, welches fur die
Undurchlassigkeit der Bluthirnschranke (BHS) eine entscheidende Rolle spielt. Die vermehrte
Fragmentierung bzw. ein vollstindiger Verlust dieses interzelluliren Adhisionsmolekiils (') fithrt
zu einer vermehrten Penetrationsfihigkeit der BHS fiir Molekile und Immunzellen. Als Folge kann
eine verstirkte Infiltration von Monozyten und neutrophilen Granulozyten im entziindlichen
Gewebe nachgewiesen werden (*7).

Zur Untersuchung inwieweit dieser Signalweg dazu beitrigt ,kontrastbeladene Zellen® in
inflaimmatorische Areale zu ,locken, wurden in der Literatur in einem Modell iiber die fokale
cerebrale Ischimie zwei verschiedene Inhibitoren beschrieben. Zum einen MC21, welches eine
selektive Blockade von CCR2 verursacht, die die Internalisierung durch das MCP-1 verhindert (*)
und damit die Aktivitit der rezeptorexprimierenden Monozyten und Makrophagen herabsetzt.
Zum anderen wurden Clodronat-Liposomen (Clolip) fiir eine selektive Depletion der Makrophagen
verwendet. Dabei handelt es sich um Liposome, die Dichloromethylen-Bisphosphonate (Cl,MBP)
enthalten und von phagozytierenden Makrophagen aufgenommen werden. Im Inneren wird nun
durch den Einfluss von Phospholipasen das CLMBP freigesetz, das zur Apoptose der
Makrophagen fiihrt. Der genaue Mechanismus ist zurzeit jedoch noch nicht bekannt (**). Weitere
Leukozytenpopulationen wie neutrophile Granulozyten und Lymphozyten nehmen diese Substanz
nicht auf und bleiben primir funktionstiichtig. Sie werden sekundir durch die Depletion der
Makrophagen beeinflusst, da die Antigenprisentation und damit einhergehende Aktivierung durch
diese Zellen erfolgt. Durch die nun fehlende Antigenprisentation bleibt die Aktivierung der
Lymphozyten aus, wodurch der Teil der humoralen Abwehr ebenfalls herunterreguliert wird. Die
Makrophagen werden jedoch nur fiir ca. einen Tag eliminiert, da Clolip eine kurze Halbwertszeit im

Kreislauf und in den Korperflissigkeiten aufweist.

I. b: Adenosin
Das Adenosin ist ein Signalmolekil, das als Produkt des kaskadenférmigen Abbaus von
Adenosintriphosphat (ATP) entsteht. Damit es an den verschiedenen G-Protein-gekoppelten

Rezeptoren, den Adenosinrezeptoren, wirken kann, muss zunichst das ATP tber
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Ectonukleosid-Triphosphat-Diphosphohydrolase 1 (CD39) zu Adenosinmonophoshat (AMP)
abgebaut werden. AnschlieBend wird das AMP durch die Ecto-5-Nukleotidase (CDD73) zu
Adenosin dephosphoryliert. (siche Abb. 2)
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Abb. 2: Verstoffwechselung von Adenosinmonophosphat Uber das Enzym Ecto-5-Nukleotidase (CD73)
zu Adenosin. Nach enzymatischer Spaltung kann es an den gewebsspezifischen Rezeptor binden und
Uber die jeweilige Signalkaskade eine Inflammationshemmung verursachen.

Die Konzentration von ATP ist intrazellulir recht hoch und betrigt 3-10 mM. Extrazellulir
hingegen ist sie deutlich niedriger und liegt im Plasma bei etwa 400-700 nM. Die Konzentration
von Adenosin ist dagegen 10-mal geringer (40-80 nM) (). Dies kann sich im Verlauf einer
Entziindung, Ischimie oder Hypoxie dramatisch dndern. Die Rezeptoren, an die sich das Adenosin
bindet, sind membranstindig und G-Protein-gekoppelt. Diese koénnen einerseits einen
stimulierenden Einfluss tber die Adenylatcyklase oder tber die Phospholipase C haben,
andererseits kénnen sie durch eine Hemmung auch eine Signalweiterleitung verhindern (‘).

Je nach Organ und Rezeptortyp kann das Adenosin an den unterschiedlichsten Prozessen beteiligt
sein. So findet sich der A;-Rezeptor hauptsichlich im Gehirn, Immunsystem, Herz und in den

BlutgefiBen. Am Herzen ist er an der ischimischen Prikonditionierung (**"

) beteiligt. Auch eine
kardioprotektive Wirkung nach Herzinfarkt wird dem A,-Rezeptor zugeschrieben (). Eine
antiinflammatorische Wirkung wird tber den A,-Rezeptor vermittelt, da dieser die Degranulation
von Mastzellen, aber auch die Freisetzung von TNF-a durch Monozyten (*') und die Ausschiittung

von HO, von Neutrophilen hemmt (**). Auch im Rahmen der Apoptoseinduktion sind sowohl der
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Ay, der A, -, als auch der Aj-Rezeptor, die vornehmlich in Herz, Gehirn und Immunsystem
vorkommen, beteiligt.

Besonderes Interesse gilt hier jedoch der Ecto-5-Nukleotidase (CDD73), welche den Rezeptoren das
eigentliche Substrat Adenosin zur Verfigung stellt. Dieses Enzym katalysiert wie in Abb. 2
dargestellt den letzten Schritt des ATP-Abbaus tiber AMP zum Endprodukt Adenosin. Zur
Untersuchung der Relevanz dieses Stoffwechselweges wurde im Institut fir Herz-Kreislauf-
Physiologie eine transgene Maus generiert. Bei der sogenannten CD73-Knockout Maus wurde das
Enzym CD73 deletiert. Dadurch kommt es zu einer verminderten Bereitstellung von
extrazellulirem Adenosin, wodurch unter anderem die kardioprotektive und antiinflammatorische
Komponente ausgeschaltet ist. Im Rahmen dieser Arbeit soll untersucht werden, ob sich
Unterschiede im Ausmall der inflammatorischen Reaktion zwischen transgenen Tieren und
Wildtypen im MRT mithilfe der PFCs darstellen lassen. Hierzu wurde ein murines

Glomerulonephritismodell, das im Folgenden detailliert beschrieben wird, verwendet.

I c: HLA-Antigene

Bei einer Transplantatabstofung wird dem Humanen-Leukozyten-Antigen System (HLA) einen
besondere Bedeutung zugeschrieben. In der Transplantationsmedizin werden diese Antigene von
Spender und Empfinger auf deren Ubereinstimmung tiberpriift (gematched), um das Risiko fiir eine
Abstofung des Gewebes so gering wie moglich zu halten.

T-Zellen haben auf ihrer Oberfliche spezifische Rezeptoren, die dazu dienen bestimmte fremde
Antigene im Koérper zu erkennen und zu binden. Dies fihrt zur Aktivierung der T-Zelle und je
nach Klassenmerkmal (I oder II) zu einer verstirkten zelluliren Immunantwort oder zu einer
Aktivierung von B-Zellen mit Antikérperproduktion (AK-Produktion). T-Zellen erkennen ihr
Antigen jedoch nur, wenn es an ein ,,Major-Histocompatibility-Complex (MHC)“ Produkt
gekoppelt ist (MHC-Restriktion). Dabei handelt es sich um die oben bereits erwidhnten HILLA-
Proteine, die ein Produkt der MHC-Gene (auf Chromosom 6 lokalisiert) sind. So bendtigen die T-
Helferzellen Produkte der MHC-Klasse II (HLA-DP, -DQ, -DR) und zytotoxische T-Zellen der
MHC Klasse I (HLA-A, -B, -C). Dabei werden auf allen kernhaltigen Zellen des Korpers MHC-
Klasse I Antigene exprimiert, MHC-Klasse II hingegen nur auf bestimmten Zellen der
Immunabwehr (Monozyten, Makrophagen, B-Lymphozyten).

Die MHC-Restriktion kann zu starken AbstoBungsreaktionen fithren, wenn auch nur ein MHC-I
Antigen nicht identisch ist (Allo-Antigen). Daher werden sie auch als Transplantationsantigene

bezeichnet. Dadurch erkennen die T-Zellen des Empfingers die fremden HILA-Proteine des
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Spenders und koordinieren die nachfolgende Immunantwort zur Zerstorung des fremden
Gewebes. AnschlieBend folgt die Infiltration von Monozyten und Makrophagen zur Abriumung
des Zelldebris. Bei der hyperakuten AbstoBungsreaktion, die sich innerhalb von Minuten bis
Stunden manifestieren kann, liegen meist schon Allo-Antikérper (zytotoxische AK) vor, die tiber
eine Komplementaktivierung und Fibrinablagerung in Gefillen zu einem Verschluss und damit zu
einer Unterversorgung des Gewebes fithren ().

Die akute AbstoBung innerhalb von Tagen bis Wochen wird durch die Infiltration zytotoxischer T-
Lymphozyten in das Organ koordiniert. In der vorliegenden Arbeit wurde die spezifische
Detektion einer OrganabstoBung, die von Monozyten und Makrophagen begleitet wird, im
murinen Tiermodell mittels der oben beschriebenen ""F-Methode untersucht werden. Besonderes

Interesse galt der frithzeitigen Detektion des Beginns und der Progression der Abstoungsreaktion.
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1.2 Hirninfarkt

Jahtlich erleiden 180/100000 Menschen in Deutschland einen Apoplex. Davon sind im
Altersbereich von 55-64 Jahren 300/100000/Jaht betroffen; 800/100000/Jahr sind es mit 6574
Jahren. Minner sind haufiger betroffen als Frauen, wobei die Privalenz an einem Schlaganfall zu
erkranken mit dem 60. Lebensjahr fiir beide Gruppen steil ansteigt. Aus diesem Grund ist, nach der
koronaren Herzkrankheit (KHK) und dem Herzinfarkt, der Hirninfarkt eine haufige Todesursache
in Deutschland (*%).

Die Atiologie dieser Erkrankung kann vielseitig sein und geht mit zahlreichen Risikofaktoren, wie
zum Beispiel Rauchen und Ubergewicht, einher. Die Lokalisation des Verschlusses fithrt zu
unterschiedlichen Symptomatiken, wobei es Pridilektionsstellen gibt, an denen es besonders haufig
zu Gefilleinengungen kommt. Arterielle Embolien konnen ihre Genese im linken Vorhof bzw.
Herzohr durch Vorhofflimmern haben oder auf dem Boden von Klappenvitien bzw.
Endokarditiden entstehen. Ebenfalls konnen sie tber geloste, ulzerierte Plaques zu Stenosen
zentraler Gefalle fithren. Das Ausmal3 der resultierenden neurologischen Storung ist dabei abhingig
von der GroBe des ischimischen Hirnareals basierend auf der Lokalisation der Stenose, der
Blutviskositit sowie dem Vorhandensein kompensatorischer Anastomosen.

Durch eine Unterversorgung des betroffenen Gebiets entsteht ein Hirnddem. Dies ist definiert als
eine abnormale Akkumulation von Flussigkeit im Hirngewebe, die eine Volumenzunahme der
Zellen und des Gewebes bewirkt. Fur diese Ansammlung werden zwei Hauptursachen
unterschieden: Zum einen das zytotoxische Hirnddem, das durch eine metabolische Stérung zu
einer Schwellung der Zellkompartimente fithrt. Zum anderen das vasogen verursachte Odem, das
durch den Verlust der Bluthirnschranke (BHS) zu einer erhShten Permeabilitit von
Makromolekiilen fithrt (). Beim zytotoxischen Hirnddem kommt es wihrend der Ischimie zu
einer Verschiebung von interstitiellem Wasser in intrazellulire Kompartimente, verursacht durch
eine Hemmung des Elektronentransports und oxidativer Phosphorylierung. Aufgrund des Mangels
an ATP und Phoshokreatin sowie dem gleichzeitig in der Umgebung absinkenden pH, kénnen die
energieabhiingigen lonentransporter wie die Na'-K'-ATPase nicht mehr betrieben werden. Es
kommt zur Ansammlung von Na®, Cl' und Ca®" sowie zum Absinken der K'-Konzentration in der
Zelle, was zur anoxischen Depolarisation der Membran (*) und Verschiebung des osmotischen
Gardienten fithrt. Daraus resultiert ein vermehrter Einstrom von Wasser. Durch den nun
herrschenden anaeroben Metabolismus kommt es zu einer Laktatazidose. Der damit einhergehende
pH-Abfall fordert die Schwellung und fithrt zu einer Freisetzung von Radikalen und Eisen (*'). Das
vasogene Odem entsteht anschlieBend durch eine erhéhte Penetrationsfihigkeit der BHS. Thre

Funktion beruht auf der Interaktion interzelullirer Strukturen wie den Tight Junctions, sodass nur ein
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geringer Anteil an Molekilen iiber Ionentransporter, fenestriertes Endothel und durch Pinozytose
in das Gehirn eindringen kann. Damit stellt BHS fir das Hirngewebe einen wichtigen
Schutzmechanismus vor neurotoxischen Substanzen dar (*). Ein Zusammenbruch dieser geht mit
einem Verlust der Tight juctions einher, getriggert durch eine FElektrolytverschiebung, eine
zunchmende Auschiittung von freien Radikalen und eine aktive proteolytischen Degradation der
extrazelluliren Matrix. Die daraus resultierende vermehrte Durchlissigkeit von Makromolekiilen,
Entziindungszellen (vorwiegend neutrophile Granulozyten und Makrophagen) und Blutprodukten
fordert weiter das maligne Hirnodem. Besonders die Infiltration von neutrophilen Granulozyten
sowie Monozyten und die sich anschliefende inflammatorische Reaktion, fihrt mit der
Ausschiittung von TNF-o, Integrinen und Interleukinen (*), ebenso wie dem oben bereits
ausfithrlich erliuterten Chemokin CCL2 () zu einer vermehrten endothelialen Permeabilitit.
Zurzeit ist allerdings noch vollig unklar, inwieweit das Ausmal3 der entziindungsbedingten Antwort
den Grad der resultierenden Schidigung und das spitere Outcome beeinflusst.

Daher ist eine genaue Analyse der mit dem Hirnédem assoziierten Iaktoren tber die
Einwanderung von Entziindungszellen und deren Mediatoren von grundlegender Bedeutung, um
sowohl mogliche neue therapeutische Angriffspunkte zu identifizieren, als auch eine sensitive und
zeitnahe Diagnostik durchfithren zu kénnen. Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen
zur frithzeitigen und spezifischen Darstellung postischamisch verursachter inflammatorischer
Prozesse im Gehirn mittels ,,kontrastbeladener* Immunzellen durch das MRT sollen einerseits
einen Beitrag zur Etablierung einer neuen diagnostischen Modalitit leisten, andererseits einen
niheren Einblick in die an der Kontrastierung beteiligten Immunzellen geben. Wie oben bereits
beschrieben, erfolgt in unserem Experiment die Depletion einer Subpopulation von Immunzellen

durch die Gabe von Clolip sowie durch die Blockade des CCR2-Rezeptors mittels MC21.
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L.3. Glomerulonephritis

Circa 10% der Bevolkerung entwickeln in ihrem ILeben aufgrund einer Entziindung oder
chronischen Erkrankung (bspw. Diabetes mellitus, KHK) ein Nierenleiden. Dabei steht die
Glomerulonephritis (GN) im Vordergrund, die eine Reithe immunvermittelter Erkrankungen
umfasst. Diese fihren zu einer intraglomeruliren Inflammation sowie zellulirer Proliferation, was
letztendlich in einer Niereninsuffizienz enden kann (15 % der Falle).

Man unterscheidet die primir und die sekundir bedingte Glomerulonephritis. Die Primire ist
definiert als Erkrankung, die sich ohne Zeichen einer systemischen Beteiligung an den Glomeruli
abspielt. Im Gegensatz dazu wird die Sekundire durch verschiedene Systemerkrankungen
verursacht. Beispielhaft daftr sind Autoimmunerkrankungen wie der Lupus erythematodes, aber
auch postinfektidse, nicht vollstindig ausgeheilte Infektionskrankheiten wie eine Tonsillitis oder
eine Endokarditis lenta. Abzugrenzen davon sind die nicht-entziindlich bedingten
Glomerulopathien, die ihren Ursprung in einem Diabetes mellitus (diabetische Glomerulosklerose)
(*) oder einer Amyloidose haben. Durch die unterschiedlichen Ausléser sind eine Reihe
proinflammatorischer Mediatorsysteme an der Entwicklung der Entziindung beteiligt. So kommt es
zur Komplementaktivierung und einem Influx von Leukozyten, Monozyten und Makrophagen, wie
auch zur Ausschiittung proteolytischer Enzyme und Zytokinfreisetzung, die alle gemeinsam das
Ausmafl der Inflammation bestimmen (). Die Beteiligung von Adenosin und der Ecto-5-
Nukleotidase (CD73) an den entziindlichen Reaktionen, wie oben bereits ausfiihrlich erliutert,
spielt dabei wahrscheinlich eine wichtige Rolle. Ebenso die Auslosung der Gerinnungskaskade, die
zu einem thrombotischen Verschluss fithren kann und die Zunahme der glomeruliren Zellzahl
durch Abgabe von epidermalen Wachstumsfaktoren (EGF) und dem Platelet—Growth-Faktor (%),
tragen entscheidend zum weiteren klinischen Verlauf bei.

Bis heute gehort die Urindiagnostik, die eine Proteinurie oder Himaturie aufzeigt, zur
richtungsweisenden, nicht-invasiven Standarduntersuchung fiir eine Schidigung der glomiruliren
Basalmembran, einhergehend mit einer ineffektiven Filtration. Weiterfihrend werden
Laborparameter wie das Kreatinin, der Harnstoff und das C-reaktive-Protein (CRP) erhoben (¥).
Man muss jedoch einschrinkend sagen, dass es sich beim Kreatinin um einen durch dulere
Gegebenheiten stark beeinflussbaren Parameter handelt. So konnen die Muskelmasse, das Alter
und das Geschlecht das Kreatinin falschlich zu hoch oder zu niedrig erscheinen lassen. Auch das
CRP ist nicht organspezifisch, sondern weist nur auf einen generellen entziindlichen Prozess im
Organismus hin. Lediglich der Harnstoff wire renal spezifisch, was jedoch aufwindiger und teurer
in der labortechnischen Analyse ist. Die Ultraschalldiagnostik zur Detektion von parenchymatésen

Verinderungen der Niere (**) stellt, neben dem strahlenbelastenden CT, eine der letzten nicht-
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invasiven AbklirungsmaBnahmen dar. Allerdings gibt es keine eindeutigen Zeichen in der
Sonographie, die eine sichere Diagnose liefern. Abnormititen wie ein Verlust der
kortikomedulliren Differenzierung, eine Kompression der Kalizes bzw. der renalen Sinus oder
andere echogene Verinderungen (*) sind im Initialstadium der Krankheit wenig ausgeprigt oder
gar nicht vorhanden und kénnen daher leicht iibersehen werden.

Eine exakte und sichere Methode zur Entziindungsdiagnostik stellt nur die invasive Nierenbiopsie
dar. Diese weist die ins renale Gewebe infiltrierten Entzindungszellen nach. Damit ist sie der
Goldstandard zur genauen Diagnostik der Glomerulonephritis. In der Uniklinik Diisseldorf werden
jahrlich 350 Nierenbiopsien durchgefithrt, wovon 20% zur Abklirung einer Glomerulonephritis
dienen. Aber auch bei diesem Verfahren gibt es Einschrinkungen: So kann es wegen der Entnahme
lediglich kleiner Gewebestiicke zu Stichprobenfehlern kommen, was zu dem filschlichen Ergebnis
eines gesunden Gewebes fithren kann. Des Weiteren kommt es durch den invasiven Eingriff zu
einem erhohten Narkose- und Infektionsrisiko fiir die Patienten.

In der vorliegenden Arbeit soll anhand eines murinen Glomerulonephritsmodells die Validitit der
Entziindungsdarstellung in der Niere unter Zuhilfenahme des "F-MRT iiberpriift werden. Dazu
wurden die transgenen und die Wildtyp Miuse zunichst vorbehandelt, um den inflammatorischen
Prozess in der Niere auszuldsen. Dafiir wurde thnen ein heterologer Antikorper injiziert, der vorher
aus Kaninchenserum extrahiert wurde (Rabbit-anti-mouse GBM-Antiserum). Dieser bindet an die
glomerulire Basalmembran (GBM) der Niere und verursacht sowohl eine Aktivierung des
Komplementsystems, als auch einen Influx bzw. eine Akkumulation von polymorphkernigen
Granulozyten. Diese beiden Bestandteile des Immunsystems sind nun Ausloser einer
Entziindungsreaktion, die sich in Fibrinablagerungen bis hin zu einer Nekrotisierung der
glomeruliren Kapillaren fortfithrt. Begleitet wird diese erste heterologe Phase von einer
dosisabhingigen Proteinurie. In einer zweiten Reaktion bindet ein autologer Antikérper an den thm
heterologen und lagert sich ebenfalls entlang der Basalmembran an, wodurch weitere

immunologische Vorginge ablaufen.



14 -

1.4. Organtransplantation und deren AbstoBungsreaktion

Die Transplantation bezeichnet die Verpflanzung eines Organs oder Gewebes im Organismus.
Dabei konnen verschiedene Formen unterschieden werden. Im autologen oder autogenen
Verfahren sind Spender und Empfinger die gleiche Person. Die isogene bzw. syngene
Transplantation beschreibt die Verpflanzung zwischen eineiigen Zwillingen und beinhaltet eine
genetische Identitit. Fir die allogene Transplantation gehoéren Spender und Empfinger lediglich
der gleichen Art an. Im Gegensatz dazu gibt es noch xenogene Verfahren, in dem Spender und
Empfinger einer unterschiedlichen Spezies angehdren. Beispiele sind die Verpflanzung von
Schweine- oder Rinderherzklappen in den Menschen. Mit Ausnahme der autologen und isogenen
Transplantation miissen die Empfinger in alle anderen Verfahren mit immunsuppressiven
MaBnahmen vorbehandelt werden, um eine mdogliche AbstoBung des Gewebes vom Koérper zu
verhindern. So kann es bei einer ineffektiven Immunsuppression dazu kommen, dass die T-Zellen
des Empfingers das Spendergewebe als fremd erkennen und mithilfe der zelluliren und humoralen
Abwehr einen AbstoBungsprozess initiieren (**).

bereits ausfiihrlich beschriebenen oberflichlichen Histokompatibilitits-Antigene (MHC) (*). Sie

Ursichlich daftr sind die in der Einleitung

sind fir jedes Individuum spezifisch und genetisch festgelegt. Deswegen wird vor der
Transplantation ein ,,Matching® dieser Gene durchgefithrt (*), um eine moglichst genaue
Ubereinstimmung dieser HLLA-Antigene von Spender und Empfinger zu erreichen. Das Risiko
einer Abstof3ung soll damit so weit wie moglich minimiert werden.

Die Ungewissheit Giber den genauen Beginn der AbstoBungsreaktion gestaltet sich als schwieriger
Einflussfaktor sowohl in der diagnostischen als auch in der therapeutischen Intervention. So kann
es sowohl zu akuten, als auch chronischen Reaktionen kommen. Die akute AbstoBung kann
unmittelbar im Anschluss an die Transplantation (wenige Tage) entstehen; moglicherweise
verursacht durch die nicht vollstindige Ubereinstimmung der HLLA- Antigene und dem damit
assozilerten Angriff des angeborenen Immunsystems gegen das fremde Gewebe. Die anschlieBende
Infiltration von Immunzellen (Neutrophile, Monozyten/Makrophagen) 16st im transplantierten
Organ einen inflammatorischen Prozess aus (). Dieser fithrt zu einem Absterben der Zellen und
endet in der Nekrose des Gewebes, gefolgt von vollstindigem Funktionsverlust. Im Gegensatz
dazu steht die chronische Abstofung, die sich besonders an den Gefillen als Transplantat-
Vaskulopathie (TVP) manifestiert (). Primir betroffen davon ist hauptsichlich die
Endstreckenversorgung, die spiter zu einer Minderperfusion des Gewebes fiihrt. Letztendlich
endet dies ebenfalls in Nekrosen und im Untergang des Parenchyms.

Hinsichtlich der Diagnostik lassen Ultraschall und CT nur eine morphologische Beurteilung des

Organs zu. Der entziindliche Prozess lasst sich hier nicht darstellen. Hinweisgebend ist dann die
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Labordiagnostik durch Parameter wie das CRP, eine erhohte Leukozytenzahl oder auch
organspezifische Faktoren (bspw. Troponin-1/T, CK-MB fiir untergehendes Herzmuskelgewebe).
Eine sensitive Abklirung ist wie auch im Fall der GN nur durch invasive Malinahmen d.h. eine
Biopsie moglich. Die histologische Beurteilung erfolgt mittels Grading vom Stadium 0—4. Die
Einteilung in leichte, mittelschwere und schwere AbstoSungsreaktion geschieht durch
Begutachtung der lymphozytiren Zellinfiltration mit Auspriagung der nekrotisch verinderten Zellen
im Gewebe. Jedoch spielen Stichprobenfehler auch in der AbstofBungsdiagnostik eine wesentliche
Rolle. Ebenfalls birgt auch hier die Biopsie, wie oben bereits erwihnt, das Risiko einer zusitzlichen
Infektionsquelle, aber auch eine korperliche Belastung des Empfingers durch die Narkose.
Hinsichtlich nicht-invasiver Verfahren zur Diagnostik eines Abstoungsprozesses wurden einige
Versuche unter Verwendung von SPIOs publiziert (*), jedoch hat sich diese Methode aufgrund
zahlreicher Einfluss- und Storfaktoren im klinischen Alltag nicht durchgesetzt.

In der vorliegenden Arbeit soll geklirt werden, inwieweit sich die TransplantatabstoBung anhand
der assoziierten entziindlichen Prozesse mittels "F-MRT detektieren lisst. Dabei wurde ein
murines heterotopes abdominales Transplantationsmodell verwendet, bei dem die Kinetik der
AbstoBungsreaktion anhand der PFC-Aufnahme in allogenen und isogenen Transplantationen

untersucht wurde.
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1T Material und Methoden

I1.1 Tierpopulationen

Die Untersuchung der inflammatorischen Prozesse und deren Darstellung im MRT wurde anhand
von verschiedenen Tiermodellen vorgenommen. Diese wurden im Einklang mit den nationalen
Richtlinien fiir Tierschutz durchgefihrt und von der Bezirksregierung Diisseldorf Giberpriift und
genehmigt.

Hirnmodell:
Es wurden mannliche C57BL./6 Mause verwendet im Alter von 10-12 Wochen und einem Gewicht

von 20-25 g.

Nierenmodell:
Es kamen minnliche C57BL/6 Wildtypen und auf 10 Generationen zurtckgekreuzte CD73--
defiziente Mause (CD737") beider Geschlechter im Alter von 6-8 Monaten und einem Gewicht von

20-25 g zum Einsatz.

Transplantationsmodell:
Fir das Transplantationsmodell wurden minnliche 25-30 g schwere und 10-12 Wochen alte

C57BL/6 (H-2") und C57B10.A (H-2) Tiere genutzt. H-2' und H-2" kennzeichnen die

entsprechenden Histokompatibiltitsantigene (HLLA) in der Maus.
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I1.2 Herstellung der Perfluorcronenether-Emulsion:

Die Herstellung der Perfluorcronenether-Emulsion erfolgte mittels Hochdruckhomogenisation.

Dazu wurde eine sterile und isotone Nanoemulsion produziert, da die PFCs zwar flissig, aber im

Reinzustand vollig wasserunloslich sind. Nach Injektion der Reinsubstanz hitte dies zu einer

Embolie geftihrt.

Fir die Nanoemulsion wurden folgende Materialien benétigt (wenn nicht anders spezifiziert,

wurden alle Chemikalien von Sigma beschafft):

Substanz Abkiirzung Anmerkung
Perfluorcronenether PFC perfluorierte Verbindung
Chempur, Karlsruhe

Lipoid E80 E80 Emulgator, Lecithin aus Eigelb
Ludwigshafen, Deutschland

2-(4-(2-Hydroxyethyl)- HEPES Puffersubstanz

piperazinyl- ethansulfonsiure

> 995 %

Glycerol, wasserfrei

>98% Ph. Eur.

Isotonisierender Zusatz

NaOH

Einstellung des pH Wertes des
Puffers

Wasser fir Injektionszwecke

Fir die Herstellung der Nanoemulsion wurde folgende Zusammensetzung gewihlt.

Substanz Konzentration [%0] Einwaage [g]
Perfluorkronenether 10 5,00

Lipoid E80 4 2,00

Puffer 86 43,00

Dazu wurde der Emulgator Lipoid E80 eingewogen und der isotone Puffer hinzugefiigt.

Abgedeckt mit Parafilm wurde dieser bei Raumtemperatur mit einem Magnetrithrer 30 min lang
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dispergiert. Danach wurde der Perfluorcronenether hinzugefugt. AnschlieBend wurde diese
Mischung mit einem Hochleistungsdispergierer (Ultra-Turrax IKA T18 basic; Staufen,
Deutschland) auf Stufe 2-4 fiir ca. 2 Minuten vorhomogenisiert.

Die entstandene Rohemulsion wurde mit einem Emulsiflex C5 Hochdruckhomogenisator (Avestin;
Mannheim, Deutschland) zu einer Nanoemulsion verarbeitet. Gestartet wurde mit einem
Eingangsdruck von 5 bar und einem Homogenisierungsdruck von 1000 bar. Die bereits
homogenisierte Fliissigkeit wurde wieder in einem Becherglas aufgefangen und durchlief den
Zyklus erneut. Ca. 10 Zyklen wurden dabei durchgefithrt. Nach Fertigstellung dieses Prozesses
wurde die Nanoemulsion abgeftllt und autoklaviert. Die Sterilisation erfolgte unter gesittigtem
Wasserdampf, d.h. unter Anwesenheit von Luft, bei einer Temperatur von 120 °C und einem
Druck von 15 bar. AbschlieBend erfolgte die Kontrolle der Partikelgrofle (@ 130 nm) tber
dynamische Lichtstreuung unter Verwendung des ZetatracTM (Partikel Metrix; Meerbusch,

Deutschland). Die Lagerung erfolgte bei 6 °C.

F

FF R
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F O F Emulsion

F O O

F
F F >
F+—o o—F
F

F
FHF

FoF

Abb. 3: Links dargestellt: Strukturformel des Perfluorcronenether; rechts dargestellt: Nanoemulsion nach

Durchfiihrung der Herstellungsprozedur (Modifizierte Darstellung aus Fldgel et al. 2008).
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I1.3 Induktion der Krankheitsmodelle

a) Photothrombose:
Fir die Auslosung eines Hirninfarkts wurden folgende Teilschritte in Zusammenarbeit mit
Mitarbeitern der Neurologie der Universititsklinik Diisseldorf durchgefihrt:
Die Tiete wurden zunichst mit Enfluran 2:1 N,O/O, atm narkotisiert. Ein an eine Kaltlichtquelle
gekoppelter Lichtleiter (Schott EL 1500, Mainz, Germany) wurde 2,5 mm posterior und 2,5 mm
lateral vom Bregma zentriert. Nach intraperitonealer Injektion von 1 mg Bengalrosa (Sigma)
wurde das Gehirn durch die intakte Schideldecke fir 15 min. beleuchtet. Dadurch wurde eine
Photothrombose verursacht, die eine Ischimie des betroffenen Hirngebiets ausloste.
Fir die Depletion der Tiere, durch Blockade der CCR2-Rezeptorexprimierenden Makrophagen
und Monozyten, wurden 500 pl einer Loésung mit MC21 verabreicht. Eine vollstindige
Ausschaltung der Makrophagenpopulation wurde durch 200 pl der oben bereits beschriebenen
Substanz Clolip bewirkt. Diese wurden zu verschiedenen Zeitpunkten iiber die Schwanzvene
appliziert. Zur Kontrolle wurde zusitzlich einigen Tieren 500 pl PBS injiziert, welches keinen
Einfluss auf das Abwehrsystem haben soll. Die PBS Injektion erfolgte nach dem gleichen Schema
und Menge wie die der MC21 und Clolip-Gabe.
Um eine erfolgreiche Depletion nachzuweisen, wurde durch eine retrobulbire Blutabnahme bei
den narkotisierten Tieren Blut gewonnen. Durch die anschlieBende FACS-Analyse wurden die
Leukozyten separiert und auf Subpopulationen sowie Anzahl hin Giberprift. Zur Darstellung des
entzindlichen Prozesses wurden jeweils einen Tag vor der ersten MRT- Messung 500 ul der

PFCs in die Schwanzvene injiziert.
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b) Glomerulonephritis:
In diesem Modell wurde zur Immunisierung der Versuchstiere eine GBM Suspension aus
Miusenieren appliziert, die den oben bereits beschriebenen, autologen Antikérper enthielt ().
Der Vorgang der Injektion erfolgte wie schon bei Rosenkranz et al. beschrieben (*). Zur Pri-
immunisierung wurde den Tieren komplettes Freund’sche Adjuvans in den Nacken injiziert.
Dabei handelte es sich um eine Wasser in Ol Emulsion, die hitzeinaktivierte Tuberkelbakterien
enthielt. Durch die Paraffinélbasis konnte eine Depotwirkung erreicht werden. Dies diente zur
Verstirkung der Immunreaktion und sollte eine erfolgreiche Induktion der Glomerulonephritis
sichern. Vor der Immunisierung mit dem kompletten Freund’schen Adjuvans wurde tiber 24
Stunden Urin gesammelt und der Proteingehalt gemessen. Da unter normalen Bedingungen der
Urin proteinfrei ist, konnte durch dessen Anwesenheit auf einen Defekt der glomeruliren
Basalmembran geschlossen werden. Der Proteingehalt korrelierte dabei mit der Schwere der
Schidigung. Nach erfolgreicher Kontrolle des Urins wurden 0,1 ml des kompletten Freund’schen
Adjuvans subkutan verabreicht. Drei Tage spiter wurden dann 0,25 ml der Anti-GBM

Antikorper (rat-anti-mouse-AK) (%)

injiziert, wihrend die Kontrollgruppe 0,25 ml einer
Vehikelsuspension erhielt.

An Tag 7, 14, 21 wurde der Urin wieder jeweils tber 24 Stunden gesammelt und der
Proteingehalt bestimmt. Dies wurde im Institut fiir Nephrologie der Universitit Disseldorf
durchgefithrt. Die Messungen mittels MRT erfolgten an Tag 10 und 17 post Induktion der
Glomerulonephritis. Zuvor wurde diesen 500 pl der 10 % Perfluorcronenetheremulsion

verabreicht. Fiir den Nachweis der Entziindung in der Niere wurde zusitzlich eine HE-gefirbte

und immunfluoreszierende Histologie angefertigt.
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c) Herztransplantation:
Fiir den Versuch wurden minnliche, 30 g schwere C57BL/6 (H-2") und C57B10.A (H-2%)
Miuse verwendet. Im AbstoBungsmodell wurde dabei eine Population von C57BL/6 Herzen
in den Bauchraum von C57B10.A Miusen transplantiert. Bei der isogenen Kontrolle wurden
die Otgane nur innerhalb des C57BL/6 Stammes verpflanzt. Die Operation wurde von
Mitarbeitern des nephrologischen Instituts der Universititsklinik Essen durchgefihrt und lief
wie folgt ab: Zunichst wurden die Tiere mit einer Losung bestehend aus 2% Xylazine
Hydrochlorid (Rompun, Bayer Animal health, Deutschland) und 10 % Ketamin Hydrochlorid
(Dopalen, Agribrands Brasilien Ltda.) narkotisiert. Dies wurde in einer Dosis von 0,1 ml pro 10
g Korpergewicht injiziert. Die Transplantation fand dann unter sauberen, jedoch nicht sterilen
Bedingungen statt. Zunichst wurde bei den anisthesierten Spendertieren eine U-férmige
Thorakotomie zur Herzentnahme durchgefiihrt. Danach wurde zur Antikoagulation 0,1 ml
einer 50 IU enthaltenden NaCl Losung in die Vena cava inferior (VCI) injiziert. AnschlieSend
wurde die descendierende Aorta thoracica inzidiert und das Herz mit 2 ml einer kalten
kardioplegen Losung (Custodiol, Kohler GmbH, Homburg, Deutschland) iber einen
intravenodsen 22G-Katheter perfundiert. Dadurch kam es zu einem Herzstllstand. Unter
mikroskopischer Sicht wurde nun die Aorta ascendens und die einzelnen Gefillabginge
freiprapariert, wihrend die rechte und linke Vena cava superior (VCS), die Pulmonalarterien
und —venen en bloc ligiert wurden. Fir die Empfingeroperation wurde ein medianer,
transversaler Abdominalschnitt bilateral zwischen der Grenze zwischen Abdomen und Riicken
gesetzt. Unterhalb der renalen Gefille wurde eine Strecke von ca. 3 mm fir die Anastomose
freipripariert. Nach einem temporiren Verschluss der abdominellen Aorta und VCI wurde eine
longitudinale Aorto- und Venotomie durchgefiihrt. Die End-zu-Seit Anastomose zwischen der
Spenderaorta und Empfingeraorta erfolgte tber eine fortlaufende Einzelknopfnaht (10-0). Die
Spender Vena cava wurde ebenfalls iber eine End-zu-Seit Anastomose verbunden.
AnschlieBend wurde das Abdomen verschlossen und 1 ml einer NaCl-Losung subkutan auf der
Riickseite des Tieres zur Rehydratation injiziert (V). Wihrend der Aufwachphase wurde die
Maus unter einer Wirmelampe platziert und bis zum vollstindigen Erwachen beobachtet. Zur
Kontrolle, ob das transplantierte Herz schligt, wurde der Herzschlag einmal tiglich durch die

Abdominalwand palpiert.
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Der Blutfluss durch das Transplantatherz sieht nun wie folgt aus (siche Abb. 4):

Empféngeraorta (A)

Empfénger-Vena Cava inferior (E)

Linker

Spender-Vena Cava inferior (D) Ventrikel

Abb 4: Empfangeraorta (A) — Spenderaorta (B) —
Koronararterie (nicht dargestellt) — rechter Vorhof (C) —
Spender-VCI (D) — Empfanger-VCI (E)

Letztendlich resultiert aus diesem Anschluss eine retrograde Perfusion des Herzens. Durch den
hohen Druck in der Spenderaorta wird die Aortenklappe verschlossen, sodass kein Blut in den
linken Ventrikel und Vorhof gelangen kann. Uber die Koronararterien gelangt es dann in das
rechte Atrium und von dort aus Uber die Spender-VCI in die Empfinger-VCI. Sowohl die
Spender—A. pulmonalis, als auch die VCS ist abgebunden. Die Ventrikel selber nehmen also
nicht am Blutkreislauf teil. Sie kontrahieren zwar gleichzeitig, jedoch hat das Herz keine
Vitalfunktion.

Die Tiere wurden zu verschiedenen Zeitpunkten nach Transplantation untersucht, um den
Beginn der AbstoBungsreaktion zu verfolgen. Wie bereits erwihnt wurden zur Kontrolle isogen
transplantierte Mause verwendet. Den Tieren wurde einen Tag vor der MR-Messung 500 ul
PFC- Emulsion gespritzt. Gemessen wurde anschlieBend 3, 4, 5 und 6 Tage post OP.
Zusitzlich wurden von beiden Gruppen eine HE-Firbung und eine Immunhistologie
angefertigt, um die Entziindungszellen, die an einer AbstofSungsreaktion beteiligt sind, auch

histologisch nachzuweisen.
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I1.4 Durchfiihrung der MRT-Messungen

Die Messungen wurden in einem Bruker DRX 9.4 Tesla Wide Bore (89 mm) NMR Spektrometer
durchgefiihrt. Die anatomischen 'H-MR Bilder wurden bei einer Frequenz von 400,13 MHz, die
anatomisch korrelierenden "“F-Bilder mit einer Frequenz von 376,46 MHz aufgenommen. Die
Experimente wurden mit einer Bruker Microzmaging unit (Mini 0.5) durchgefiihrt (ausgestattet mit
einem aktv abgeschitmten 57 mm Gradientensystem (200mT/m maximale Gradientenstirke und
110 ps rise time aut 100%). Die Ansteuerung der Hardware erfolgte mit Paral/ision 4 (Bruker). Die
Bilder wurden mit einem 30 mm Birdeage Resonator aufgenommen, der Messungen fiir Protonen und
Fluor erlaubte. Die Versuche mit den superparamagnetischen Eisenoxidpartikeln (SPIO) wurden
mit einem Saw Probenkopf (Micro 2,5) 30 mm durchgefiihrt.

Zunichst wurden die anatomischen 'H-Referenzbilder aufgenommen, um das zu untersuchende
Areal optimal zu verifizieren. AnschlieBend wurden nach dem Abstimmen des Resonators auf "’F
mit analoger Geometrie die Fluorbilder angefertigt. Fiir die Uberlagerung von ""F- und 'H-Bildern
wurde die hot iron Colour look up table von ParaVision genutzt. Die Quantifizierung der Fluorsignale
wurde mithilfe des Region of interest-too/ (ROI) in Paravision vorgenommen. Die abschliefende
Bearbeitung erfolgte mittels Adobe Photoshop und Microsoft Office Powerpoint.

Fir die MR-Versuche wurde die Narkose des Tieres zundchst mit einer in Wasser gesittigten 2,5 %
Isofluran 20% O,/Stickstoff-Mixtur und einer Flussrate von 250 ml/min eingeleitet. Nach 30
Sekunden wurde fur die Aufrechterhaltung der Narkose auf 1,5% Isofluran und auf eine Flussrate
von 75 ml/min reduziert. Die verwendete Narkosemaske war eine hauseigene Anfertigung. Nach
der Narkotisierung wurden die Mause im Probenkopf, je nach darzustellender Region, positioniert
und fixiert. Uber den gesamten Zeitraum des Experiments atmeten die Tiere spontan bei einer
durchschnittlichen Respirationsrate von 100 min"'. Die Temperatur im Spektrometer wurde
konstant bei 37°C gehalten. Zur Uberpriifung der Vitalitit der Tiere und moglichst artefaktfreien
Messung wurden die Respiration und das EKG (Klear-Trace, CAS Medical Systems, Banford)
aufgezeichnet. Die Vitalfunktionen wurden mithilfe des M1025 Systems (SA Instruments, Stony
Brook) erfasst. Ebenfalls diente es der Synchronisation der Bildgebungssequenzen an atmungs- und
herzabhingige Abldufe. Der Respirationstrigger wurde dabei in Thoraxhohe auf der Bauchseite der
Maus platziert und fixiert. Die EKG-Elektroden fanden nur in Herzexperimenten Verwendung. In
diesen Versuchen wurden zur EKG-Ableitung des Spenderherzens zwei Elektroden an den

Hinterldufen angebracht.
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Fir die einzelnen Versuchsreihen wurden folgende Messparameter genutzt:

Gehirn:

Zur anatomischen Orientierung und Uberpriifung der korrekten Lage der Maus wurden zunichst
axiale, sagittale und coronale Swut-Bilder des Kopfes aufgenommen. Anhand dieser 'H-Bilder
wurden dann mit einer Multislice RARE-Sequenz (RARE-Faktor 16) in axialer Orientierung 16
Schnitte 2 1 mm Schichtdicke (ST) mit einem Field of View (FOV) von 2.56x2.56 cm” und einer
Matrix von 256x192 aufgenommen, was nach Zerofilling in einer PixelgroBe 100x100 pm® resultierte.
Die Repetitionszeit (TR) betrug 5 s, die Aquisitionszeit 1 min. Dies diente zur genauen Lokalisation
des Infarktgebietes. AnschlieBend wurde der Referenzscan zur Fluormessung mit einem RARE
Faktor 8 und 8 Schnitten a 2 mm aufgenommen Die Matrix betrug auch hier 256x192 bei einer
PixelgroBe von 100x100 um? nach zero- filling; TR und TE betrugen jeweils 5 s und 5,5 ms.

Die "F-Messung erfolgte nach Import der Geometrie des vorherigen Scans mittels RARE Faktor
64. Die Matrix hier belief sich auf 64x64 mit einer PixelgroBe von 156x156 um?® nach Zerofilling,
Die TR lag bei 4,5 s und es wurden 256 Mittelungen vorgenommen. Die Messdauer betrug 19,12
min.

Fir die Experimente mit SPIOs wurde ein Saw Probenkopf (Micro 2,5) verwendet. Zur anatomischen
Lageorientierung wurden zunichst orthogonale Scout-Bilder aufgenommen. Die genaue Lo-
kalisation der Ischimie wurde Gber eine RARE-Sequenz mit Faktor 16 ermittelt. Dabei wurden 16
Schnitte 2 0.5 mm (ST), FOV 2x2 cm® Matrix 256x92, Pixelgroe nach Zerofilling von 78x78 um?
und 4 Mittelungen aufgenommen. Die TE betrug 10,8 ms und TR 3,5 s. Die Aquisitionszeit (AT)
lag bei 84 s. Das Ischimiegebiet stellte sich als Signalausléschung geschwiirzt dar. Die Auswertung

erfolgte mittels Pixelzihlungstool in Adobe Photoshop.

Die Darstellung der Entziindungsreaktion in der Niere wurde analog zu den Hirnfluormessungen
durchgefithrt. Ebenso gestaltete sich der Ablauf in der Wahl der Protokolle. Nach Aufnahme des
Pilotscans und der anatomischen Referenzscans erfolgte im Anschluss die Fluormessung mit
RARE-Faktor 64, FOV 3x3 cm’ Matrix 64x64, TR 4.5s, TE 4,46 ms, 256 Mittelungen. Die

Aufnahmezeit betrug 19.12 min.

Herztransplantat:
Die 'H-Messungen wurden sowohl Respirations- als auch EKG-getriggert durchgefiihrt. Die

Lokalisation des Herzens im Abdomen wurde mit einem orthogonalen Pilotscan ermittelt.
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AnschlieBend erfolgte die weitere 'H-Darstellung mit einer Gradientenecho-Cine Sequenz mit 16
Schnitten 2 1 mm, FOV 3x3 cm? Matrix 128x128 mit einer PixelgroBle von 117x117 um’ nach
Zerofilling, TR 140 ms, TE 3 ms, flip angle 25° und 4 Mittelungen. AnschlieBend wurden in
identischer Orientierung 8 Schnitte 2 2 mm (ST), als Referenz zum Fluorscan, aufgenommen.

Nach dem Importieren der Geometrie des letzten Datensatzes wurde analog dazu die
Fluormessung ohne Respirations- und EKG-Trigger durchgefihrt. Hierzu wurde eine Multislice
RARE-Sequenz verwendet; Matrix 64x64, Pixelgrofle nach Zerofilling 234x234 um’, TR 4,5 s, TE
446 ms, 256 Mittelungen. Die Aufnahmezeit betrug 19,12 min. Das Herz und dessen

Abstoflungsreaktion wurden in axialer und coronaler Schnittebene fiir beide Kerne dargestellt.

Angiographie:

Fir die Angiographie wurden flusskompensierte Gradientenecho-MR-Bilder aufgenommen mit
einem FOV von 30x30x12 mm’ und folgenden Parametern: TE 4,8 ms; TR 13 ms; Matrix 256x256;
48 Schnitten; ST 0,4 mm; Interslice-Abstand 0,25 mm; 2 Mittelungen und einer Aufnahmezeit von 3
min. AnschlieBend erfolgte mithilfe der Visualisierungssoftware Amzra 4 (Mercury Computer
System, Mérinac, Frankreich) eine 3D-Interpolation, um eine bessere raumliche Vorstellung von
der Lokalisation des Spenderherzens und den Gefiflanastomosen zu vermitteln. Danach wurden
die Bilder eines Cine-Movie, der anatomischen Orientierung entsprechend, in die ,,maximale

intensity projection (MIP) des Angiographie-Datensatzes positioniert.

I1.5 Himatoxylin—Eosin (HE)-Firbung von Gewebe

Die Organe wurden nach fachgerechter Entnahme zunichst in Tissue Tec eingebettet und bei -20
°C schockgefroren. Diese wurden im Kryomikrotom bei ebenfalls -20 °C in 10 um diinne Scheiben
geschnitten. Die Schnitte wurden auf kalte Objekttriger aufgezogen, mit der Riickseite an der
Handoberfliche angewirmt und sofort mit einem Fon auf Kaltstufe getrocknet. Die weitere
Aufbewahrung der Objekttriger erfolgte tiber Trockenperlen in einer dicht verschlossenen Box
entweder bei -20 °C oder bei +4 °C zum kurzfristigen Gebrauch.

Die angefertigten Schnitte wurden zunichst fur 10 Minuten mit einer 4%-igen Formalinlésung
fixiert. AnschlieBend wurden diese zweimal mit PBS 5 Minuten lang gewaschen, um das Fixativ zu
entfernen. Danach einmal fir weitere 5 Minuten in Wasser. Im nichsten Schritt wurden die

Schnitte durch das Auftragen von Himalaun fir 2 Minuten ,,gebliut, dann mit Wasser abgespiilt
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und im Wasserbad fir zweimal 5 Minuten gewaschen. Die Objekttriger wurden nun durch eine
0,1% HCI- Losung gezogen, um eine Entfirbung des Zytoplasmas zu erreichen und eine
Darstellung der Zellkerne zu ermoglichen. AnschlieBend wurden die Priparate durch eine
Alkoholdifferenzierungsreihe gezogen, die sich wie folgt aufbaute: 70%: 30 sek. -> 90%: 60 sek. -
>100%: 60 sek.

AnschlieBend erfolgte die Gegenfirbung mit Fosin fiir 2 Minuten, um eine Anfirbung des
Gewebes zu erhalten. Als letzter Schritt wurden die Schnitte zum Kliren erst durch Xylol I, dann
durch Xylol II und noch einmal durch die Alkoholdifferenzierungsreithe gezogen. Zwischen den
einzelnen Firbungen wurden die Schnitte mikroskopisch kontrolliert, um eine gleichmiBige und
saubere Darstellung des Gewebes und der Zellen zu gewihrleisten. Zur Fixierung der

Deckglaschen wurde jeweils ein Tropfen Eukitt aufgetragen.

I1.6 Durchfiihrung der Immunhistologie

Zur Fixierung der angefertigten Schnitte, wurden diese zunichst auf Zimmertemperatur gebracht.
Danach wurde jeder einzelne Schnitt mit einem PAP-pen (Fettstift) umrandet und 10 Minuten mit
300 pl Zamboni® s Fixativ pro Schnitt fixiert. Das Fixativ enthielt dabei 4% Paraformaldehyd und
15% Pikrinsdure in Phosphatpuffer mit einem pH von 7,4. Anschliefend wurden diese dreimal
jeweils 10 Minuten in einem groflen Volumen PBS in einer Hellendahl-Kiivette gewaschen. Nach
dem Waschen erfolgte die Blockade mit 10% Normal Goat Serum (NGS) in PBS und 2% Saponin
bei Zimmertemperatur fur 1 Stunde. Jeder Schnitt wurde dabei mit 100 ul der Losung versetzt.
Danach wurde der erste Antikorper aufgetragen. Im AbstoBungsmodell wurden ein anti-CD11b
(monoclonal Rat, cln M1/70; BMA Dianova), anti-CD 3 (polyclonal Rabbit; Calbiochem), sowie
ein anti-Ly-6 (GR-1) (monoclonal Rat; BD Pharmingen) Antikorper in einer 1:200 verdiinnten
Losung verwendet. Alle Antikérper wurden zunichst mit Glycerin 1:2 verdinnt. 65 ul der Lésung
wurden pro Schnitt mit PBS/Saponin und 2% NGS aufgetragen. Die Inkubation etfolgte tber
Nacht bei 4 °C in einer feuchten Kammer. Danach wurden die Schnitte, wie oben bereits
beschrieben, gewaschen. AnschlieBend wurde der zweite Antikorper aufgetragen. Dabei handelte es
sich um anti-Rat-IgG FITC konjugiert (1:300) mit ant-CD11b und anti-Ly 6 (Gr-1) und anti-
Rabbit-IgG Cy’ (1:600) konjugiert mit anti-CD3. Die Antikorper waren auch hier 1:2 in Glycerin
vorverdunnt und wurden zu jeweils 90 ul pro Schnitt in PBS/Saponin + 2% NGS aufgetragen. Die

Inkubationszeit betrug diesmal 4 Stunden bei Raumtemperatur unter schwarzer Fotofolie. Die
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fertigen Schnitte wurden mit einem Olympus BX50 Fluoreszenzmirkroskop analysiert und die
Bilder mit einer 12-bit CCD monochromen Kamera mithilfe der Cell’-Software (Olympus)

aufgenommen.

Statistische Analyse
Alle Ergebnisse wurden als Mittelwert + Standardabweichung (SD) dargestellt. Die Daten wurden

mithilfe des zweiseitig ungepaarten Student-t-Test auf Signifikanz tberpriift. Eine statistische

Signifikanz wurde bei einem Unterschied von P<0,05 angenommen.
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I11. Ergebnisse

I11.1 Infiltrationskinetik von Makrophagen nach Hirninfarkt

Ziel dieser Untersuchungsreihe war eine genaue Darstellung des Ischimiegebietes nach Induktion
einer Photothrombose, sowie die Charakterisierung der damit assoziierten inflammatorischen
Prozesse. In zusitzlichen Versuchen wurden Tiere mit den Substanzen MC21 bzw. Clolip
behandelt. Beide Substanzen fithren, wie in der Finleitung bereits ausfihrlich beschrieben, auf zwei
unterschiedlichen Wegen zu einer Depletion des Monozyten-Makrophagen Systems.

Zunichst wurde mit einer Multislice 'H-RARE-Sequenz das Infarktareal ermittelt. Der durch die
Fliissigkeitsansammlung  (Odembildung) hervorgerufene Kontrast kommt unmittelbar nach
Induktion des Infarktes am deutlichsten zum Vorschein und wurde zur Ermittlung der
Infarktgrole genutzt. Abbildung 5 zeigt exemplarisch das betroffene Infarktareal einen Tag nach
Photothromboseinduktion. Das Odem (siche schwarzen Pfeil) ist im Vergleich zum umliegenden
Gehirnparenchym deutlich zu erkennen. Das umgebene Muskel- und Weichteilteilgewebe stellt sich

hier dunkelgrau dar.

1 Tag nach OP

kranial

Gehirn
Muskulatur

kaudal

Abb. 5: Multislice "H-RARE Sequenz mit einem FOV von 2,56x2,56 cm” und
1 mm Schichtdicke. Dargestellt ist ein axialer Schnitt durch den Mause-
schadel mit Abbildung des Gehirns und umgebender Weichteile. Vom
Betrachter aus gesehen, ist im rechten auBeren Kortexareal der Infarkt zu
erkennen (schwarzer Pfeil).

Zur Darstellung, der mit dem Infarkt verbundenen, entziindlichen Prozesse wurden im nichsten

Schritt die zum 'H-Scan anatomisch korrelierenden ""F-Bilder aufgenommen.
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Infarktareal mit 19F-
Infarkt Infarktareal Signal

Lymphknoten

Lymphknoten mit
6 Tage nach OP 19F-Signal

Abb. 6: Multislice RARE-Sequenz FOV 2,56x2,56 cm® mit 2 mm Schichtdicke. Der 'H-Scan zeigt in axialer
Schnittrichtung das Gehirn mit Infarktareal (brauner Pfeil) 6 Tage nach OP. In der Mitte ist der
korrespondierende '°F-Scan abgebildet. Rechts ist durch Uberlagerung des 'H-und "°F-Scans die selektive
Ablagerung der PFCs (Hot spots) im Randbereich des Hirnédems, sowie in den Lymphknoten zu erkennen.

Abbildung 6 zeigt beispiclhaft eine Aufnahme des Infarktgebiets 6 Tage nach OP. Im 'H-Bild hat
der Kontrast des Infarkts (brauner Pfeil) zum wumliegenden Parenchym schon deutlich
abgenommen und ist deshalb nur noch schwer zu erkennen. Im korrelierenden ""F-Scan hingegen
konnte auch nach 6 Tagen ein eindeutiges Signal verifiziert werden. Dies eroffnet zusitzlich die
Option PFCs zur sensitiven Abgrenzung eines Hirnddems zu einem spiten Zeitpunkt nach
Infarktereignis zu verwenden, wenn eine deutliche Kontrastierung im nativen 'H-Scan bereits nicht
mehr moglich ist. Ebenfalls konnte eine deutliche PFC-Ablagerung in den Lymphknoten
beobachtet werden, was durch die dort residenten Makrophagen zu erkliren ist (siche Abb. 6). Um
nun im Zeitverlauf die maximale PFC-Deposition im Infarktareal zu ermitteln, wurden Messungen
an verschiedenen Tagen nach Photothromboseinduktion durchgefiihrt. Die Injektion der PFCs

erfolgte jeweils 24 Stunden vor den Messungen.
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Abb. 7: Zeitverlauf der '°F-Signalintensitat. Es wurde jeweils
an den Tagen 1, 3, 4, und 6 nach Photothrombose gemessen.
Dafiir wurden 24 Stunden vor den Messungen die PFCs
verabreicht.

Wie aus Abbildung 7 zu entnehmen, lisst sich ein Anstieg der "’F-Signalintensitit (Angabe als "F-
MR-Integral) von Tag 1 bis Tag 4 nach Auslosen des Infarkts erkennen (Tag 1: 12,543 a.u.; Tag 3:
1549 au; Tag 4: 27,5+11 au.). An Tag 4 konnte das maximale Signal (Tag 4: 27,5+11 a.u.)
verzeichnet werden, wihrend an Tag 6 bereits ein deutlicher Abfall der Intensitit auf 17,6+12 a.u.
beobachtet wurde.

Aufgrund dieses Ergebnisses wurden die weiteren Untersuchungen mit Makrophagendepletionen
an Tag 4 post Photothrombose durchgefiihrt. Vorzugsweise wurden drei Populationen miteinander
verglichen: Tiere, deren Monozyten mit dem Antikérper MC21 bzw. mit Clolip depletiert wurden,

sowie PBS-Kontrollen. Die PFC-Gabe erfolgte wiederum 24 Stunden vor der Messung.

100

"*F-MR-Integral [10°]

PBS MC21 CloLip

Abb. 8: PFC-Deposition 4 Tage nach Infarkt. 24
Stunden vor der Messung erfolgte die PFC Injektion.
Es wurden durch MC21 bzw. Clolip depletierte Tiere
mit PBS-Kontrollen verglichen.
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Abbildung 8 zeigt nur geringfiigice Unterschiede in der PFC-Deposition zwischen den mit MC21
depletierten Tieren (17,53 a.u.) und der mit PBS behandelten Population (15+4 a.u.). Im
Vergleich dazu wurde in der Clolip-Population iiberraschend ein erheblich stirkeres "F-MR-Signal
gemessen (8014 a.u.). Da hier aufgrund der Makrophagendepletion, die durch FACS-Analyse aus
dem retrobulbir entnommenen Blut verifiziert wurde, eigentlich ein vermindertes Signal im
Vergleich zur Kontrollgruppe zu erwarteten war, kam zur Uberpriifung dieser Ergebnisse
zusitzlich eine alternative Markierungsstrategie fir Makrophagen und Monozyten zum Finsatz.
Hierfir wurden SPIOs verwendet, die zwar den Nachteil eines negativen Kontrastes haben,
demgegeniiber aber hochauflésende und empfindliche "H-MR-Messungen etlauben. Dies ist
exemplarisch in Abbildung 9 dargestellt, die einen axialen Ausschnitt aus dem Mausegehirn nach
SPIO-Gabe zeigt. Das Infarktgebiet ist anhand des Odems deutlich zu erkennen, sowie die klar zu
registrierende Signalausléschung durch die SPIOs im Randgebiet des Infarktes (siche Pfeile).

Abb. 9: Axialer Schnitt durch das Gehirn. Es wurde eine RARE-
Sequenz mit einem FOV von 2x2 cm® und 0,5 mm Schichtdicke
verwendet. Die Signalausléschung im Infarktgebiet durch die SPIOs
ist mit Pfeilen gekennzeichnet.

Um eine korrelierende Versuchsreihe zu den PFC-Untersuchungen zu erhalten, wurde zunichst
wieder der Zeitverlauf der Signalausloschung (Angabe in % des Infarktvolumens) untersucht. Die
Messungen fanden an Tag 2, 4, 5, 6 und 7 nach Photothromboseinduktion statt. Analog zu den

PFCs wurden die SPIOs 24 Stunden zuvor verabreicht.
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Abb. 10: Signalausléschung durch SPIOs. Die Messungen
wurden zu verschiedenen Zeitpunkten nach Infarktinduktion
durchfiihrt. Jeweils 24 Stunden vor der Messung erfolgte die
SPIO-Gabe.

Wie aus Abbildung 10 ersichtlich, lisst sich auch hier ein klarer Zeitgang erkennen, wobei die
Signalausloschung von Tag 2 bis Tag 6 nach OP anstieg. Dabei wurde an Tag 6 das Maximum
erreicht (4616 %), das an Tag 7 bereits deutlich absank (36110 %). Um eine Vergleichbarkeit mit
den PFC-Versuchen zu gewihrleisten, wurden die folgenden Untersuchungen wiederum an Tag 4
post Infarkt durchgefihrt. Fir die Depletion wurden erneut MC21 und Clolip verwendet sowie

PBS als Kontrolle. Auch hier wurden die SPIOs 24 Stunden vor den Messungen injiziert.
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Abb. 11: Signalausléschung im Infarktareal. Die Mes-
sung erfolgte 4 Tage nach OP und 24 Stunden nach
SPIO-Gabe. Verglichen wurden die depletierten Popu-
lationen (MC21 und Clolip) mit der Kontrolle (PBS).

Abbildung 11 fasst die erhaltenen Ergebnisse zusammen: Sowohl bei den mit MC21 (48+4 %)
behandelten Tieren, als auch in der Clolip Population (70+£8 %) wurde eine verstirkte
Signalausloschung im Vergleich zur Kontrolle (2048 %) verzeichnet. Die gro3te Steigerung wurde
auch in der SPIO-Versuchsreihe fiir Clolip (7048 %) beobachtet. Damit wurde im Wesentlichen
das iiberraschende Ergebnis aus den ""F-Messungen durch die alternative Markierungsprozedur mit

den SPIOs bestitigt.
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Zur histologischen Untermauerung dieser unerwarteten Befunde wurde sowohl den depletierten,
als auch den Kontrolltieren an Tag 6 das Gehirn entnommen. Schon makroskopisch (sieche Abb.
12) war ein merklicher Unterschied in der GroB3e der Einblutung, die durch den Infarkt verursacht
wurde, zu erkennen. In den Gehirnen der depletierten Miuse war die Blutung deutlich

ausgepragter. Dies wurde durch die mikroskopische Untersuchung des Infarktareals (siche Abb. 13)

bestatigt.

Abb. 12: Links vom Betrachter ist das Gehirn
einer Kontrollmaus an Tag 6 nach OP dar-
gestellt. Auf der rechten Seite das Hirn eines
Clolip-behandelten Tieres an Tag 6. Die De-
pletion erfolgte an Tag 1 und 2 nach Infarkt-
induktion. Das unterschiedliche AusmaB der
Blutung ist deutlich zu erkennen.
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Blutung

Abb. 13: Auch mikroskopisch ist bei dem
Clolip-behandelten Tier die vermehrte Ein-
blutung im HE-Schnitt zu erkennen. Die
braunliche Verfarbung wird durch Met-
Hamoglobin verursacht.

Da die verstirkte Ablagerung von Met-Hamoglobin ihrerseits schon eine Signalausléschung nach
sich ziehen kann, wurde noch eine weitere Vergleichsmessung mit Tieren durchgefiihrt, denen
keine SPIOs verabreicht wurden. Dabei wurde in der Clolip-Gruppe eine deutliche Signal-
ausloschung im Randgebiet des Infarktes festgestellt, obwohl keine SPIOs daftr ursichlich sein

konnten (siche Abb. 14).
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4 Tage nach OP, CloLip — ohne SPIO-Gabe

Abb. 14: Axialer Schnitt. Messung erfolgte 4 Tage nach
Infarkt bei einem mit Clolip behandelten Tier. Es wurden
keine SPIOs injiziert.

Eine Quantifizierung dieser Ergebnisse zeigte im Vergleich zu der PBS-Kontrolle eine deutlich

erhohte Signalausloschung in der depletierten Gruppe (siche Abb. 15)

604

504

Signalausléschung [% der Randzone]

PBS CloLip

Abb.15: Direkter Vergleich zwischen der Clolip-
Population und den PBS-Tieren an Tag 4 nach OP.

Offenbar kommt es durch die Depletion der Makrophagenpopulation zu einer Destruktion des
GefiB3systems im umliegenden Infarktareal, was zu einer verstirkten Einblutung fithrt und eine
gesteigerte, unspezifische Deposition der applizierten Nanopartikel (sowohl PFCs als auch SPIOs)
nach sich zieht. Dies erklirt die auf den ersten Blick tiberraschenden Befunde bei vollstindiger De-

pletion der Makrophagen, was leider weitere mechanistische Untersuchungen erheblich erschwerte.
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I11.2 Detektion inflammatorischer Prozesse in der Niere

In diesem Teil der Arbeit soll zunichst untersucht werden, ob auch entzindliche Prozesse im
Rahmen einer Glomerulonephritis mittels PFCs im MRT nachgewiesen werden kénnen. Dafir
wurden in einer ersten Serie Miuse untersucht, in die eine Glomerulonephritis durch Gabe eines
Ant-GBM Antikérpers induziert wurde. Mit einer Kontrollgruppe, die nur eine Kochsalzinjektion
erhielt, wurden diese verglichen. Die Messungen fanden an Tag 17 nach Induktion der Nephritis
statt. Zu diesem Zeitpunkt war aus vorherigen Experimenten bereits eine beginnende
Glomerulonephritis durch das Auftreten einer Proteinurie nachgewiesen worden. Nach
Bildparameteroptimierung erfolgte die Aufnahme anatomischer Referenzscans mit RARE- und
Gradientenechosequenzen in unterschiedlicher Orientierung.

Interessanterweise stellte sich dabei in den 'H-Bildern eine unterschiedliche anatomische Lage der
Niere in der Maus im Vergleich zum Menschen dar. Wihrend beim Tier die linke Niere etwas tiefer
liegt (siche Abb. 16) als die rechte, ist dies beim Menschen genau umgekehrt. Hier wird die rechte
Niere durch die Leber weiter nach unten verlagert und kommt etwa eine halbe WirbelhShe tiefer zu
liegen. Ebenfalls ist die linke Niere fiir gewohnlich etwas groBler und schwerer. Da in unseren
Untersuchungen ebenfalls das Nierenvolumen bertcksichtigt und ausgewertet wurde, konnte
festgestellt werden, dass in den gesunden Kontrollmiusen ohne Glomerulonephritis kein
nennenswerter Seitenunterschied in Grofle und Gewicht zu verzeichnen war. Das Volumen betrug

beidseits ca. 180 ul.
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Abb. 16: Das mittels einer Gradientensequenz (FOV
3x3 cm?) aufgezeichnete coronale 'H-Bild zeigt die
anatomische Lage der Nieren bei der Maus. Auffallig
hier, die tiefer zu liegen kommende, linke Ren (A)
(rechte Seite des Betrachters). Ebenfalls gut zu
erkennen ist der Eintritt der versorgenden GefaBe in
der Hilusregion (B) aus der Aorta (C) und V. cava
inferior (VCI) (D). Auch die Aufzweigung in die
iliacalen Abschnitte (E) =zur Versorgung der
Beckenorgane wird deutlich.

Wihrend der Messungen wurde die atemabhingige Verlagerung durch das Tiefertreten des
Zwerchfells bei der Einatmung berticksichtigt. Mittels einer Respirationstriggerung wurden dadurch
mogliche verursachte Artefakte minimiert. Die anatomische Lageorientierung wurde zunichst

anhand von orthogonalen Schnitten durch die Nierenregion vorgenommen (Abb. 17 und 18).
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Abb. 17: Coronaler Schnitt in Héhe des Ab-  Abb. 18: Axialer Schnitt durch das Abdomen auf
domens der Maus. Wie oben bereits be- Nierenhdhe. Zu erkennen sind die rechte und
schrieben sind die Nieren und die groBen linke Niere (A) mit Nierenrinde (A1) und Nieren-
GefaBe dargestellt. mark (A2), sowie das RulUckenmark (B) mit
umgebendem Wirbelkanal (C) und authochthoner
Rickenmuskulatur (D). Die schwarzen rundlichen
Aussparungen entsprechen dem Darm (E).

Die Gradientenechosequenz ermoglichte eine blutflussgewichtete Darstellung, sodass das
GefiBlsystem in groBem Detailreichtum hervorgehoben wurde (Abb. 17). In Abbildung 18 ist
zusitzlich ein axialer Schnitt durch das Abdomen dargestellt. Zu erkennen sind die rechte und
linke Niere (A) mit Nierenrinde (Al) und Nierenmark (A2), sowie das Rickenmark (B) mit
umgebendem Wirbelkanal (C) und authochthoner Riickenmuskulatur (D). Der luftgefiillte Darm
bildete sich als schwarze rundliche Struktur ab (E).

Fir die anschlieBende Analyse der inflammatorischen Prozesse wurde eine RARE-Sequenz genutzt,
um storende Signale der zirkulierenden PFCs im Gefillsystem zu unterdriicken. Der Blutfluss ist
im Gegensatz zu den Gradientechosequenzen hier nicht sichtbar (Abb. 19). Dafur erlaubt diese
Sequenz eine deutliche Abgrenzung von Nierenrinde, Nierenmark und —becken (siche Abb. 19 und
20), was fir die Analyse der Ausprigung und Lokalisation der Glomerulonephritis hervorragend

geeignet ist.
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Abb. 19: Coronaler Schnitt durch das Abb. 20: Axialer Schnitt auf Nierenhéhe. Auch

Abdomen mit Anschnitt der beiden hier ist die deutliche Abgrenzung von Nieren-

Nieren. In der RARE Sequenz wird rinde (A) und —mark (B) zu sehen. Deswegen

besonders die Abgrenzung von Nieren- sind diese Sequenzen besonders gut fiir die

rinde (A) und Nierenmark (B) und Nieren- Lokalisation und Auspragung der Glomerulo-

becken (C) deutlich (FOV 3x3 cm?). nephritis geeignet. Mit C ist die Milz ge-
kennzeichnet.

Nach Aufnahme der Referenzbilder erfolgte die Akquisition anatomisch korrespondierender “F-
Bilder. Abbildung 21 bzw. 22 zeigt reprisentative Bilder, die 17 Tage nach Induktion der
Glomerulonephritis und 3 Tage nach PFC-Gabe aufgenommen wurden. Nach Ubetlagerung der
PF- und 'H-Bilder ist deutlich eine spezifische Deposition der PFCs im Nierenkortex zu erkennen,
wihrend in den Kontrolltieren "F-Signale lediglich in der Milz zu beobachten waren (Abb. 22).
Aufgrund ihrer Aufgabe als Zellfilter wird diese Tatsache nachvollziehbar. Interessanterweise
wurde in den autoimmun erkrankten Tieren ebenfalls eine schwache PFC-Ablagerung in den
Wirbelkorpern detektiert (Abb. 21), was durch die dort lokalisierten Osteoklasten zu erkliren ist,

die ebenfalls eine phagozytierende Subpopulation darstellen.
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17 Tage nach Induktion der Glumerulonephritis, PFC-Gabe an Tag 14

Rlckenmark

Abb. 21: Axialer 'H-Scan, aufgenommen mit einer RARE-Sequenz und FOV 3x3 cm®. Dargestellt ist
die Nierenregion einer Maus mit Glomerulonephritis an Tag 17 nach Induktion und Tag 3 nach PFC-
Gabe. Im "F-Scan (Mitte) kann eine PFC-Deposition mit Abzeichnung der Nierenrinde und Milz
beobachtet werden. Das letzte Bild zeigt zur Verdeutlichung die Ubereinanderlagerung von 'H-Scan
und '*F-Scan. Das Fluorsignal (Hot spots) ist deutlich im Nierenkortex, in der Milz und etwas
schwécher in den Wirbelkdrpern zu erkennen.

17 Tage nach Injektion von Kochsalz, PFC-Gabe an Tag 14

Abb. 22: Axialer Schnitt (Protokoll siehe Abb. 21). Dargestellt ist die Nierenregion eines Kontrolltieres
17 Tage nach Injektion von Kochsalz und PFC-Gabe an Tag 14. Im mittleren Bild ist das '°F-Signal
dargestellt. Das letzte Bild zeigt die Uberlagerung von 'H-Scan und "*F-Scan. In der Milz ist deutlich
die Anreicherung der PFCs (Hot spots) zu erkennen. Die Niere zeigt keine Deposition.

Im nichsten Schritt wurde dieses Modell benutzt, um die Rolle extrazellulir gebildeten Adenosins
bei der Ausbildung einer Nephritis zu untersuchen. Hierfiir wurden Wildtypen (WT) und CD73"
Tiere demselben Protokoll wie oben unterzogen. Die MR-Untersuchungen erfolgten diesmal an
Tag 10 und Tag 17 nach Glomerulonephritisinduktion. Fine Untermauerung der Ergebnisse
erfolgte durch weitere klinisch diagnostische Mallnahmen. Dabei kamen sowohl eine HE- und
immunhistologische Betrachtung, als auch eine Urinuntersuchung mit Messung des Proteingehalts
zum Finsatz.

Die exemplarischen Bilder aus Abb. 23 und 24 zeigen, dass die CD737 Population mit Glomerulo-
nephritis im Vergleich zu den Wildtypen an Tag 10 eine stark erhohte Infiltration von Monozyten
und Makrophagen aufwiesen, die mit einer verstirkten Intensitit des ""F-Signals einhergingen. Das
Fluorsignal war dabei, wie bereits erwihnt, im renalen Kortex zu detektieren, wobei das Mark

weitgehend ausgespart blieb.
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Abb. 23: Axialer Schnitt auf Nierenh6he beim
Wildtypen mit Glomerulonephritis an Tag 10.
Auch  hier wird die Entziindung im
Rindenbereich deutlich. Das '°F Signal ist
jedoch schwéacher ausgepragt, was an der
dunkleren Farbung (dunkelrot) im Vergleich zu
der CD73” Maus (orange/gelb) erkennbar ist.

Abb. 24: Axialer Schnitt durch das Abdomen auf
Nierenhdhe bei einer CD73 " Maus mit Nephritis an
Tag 10. Wie bereits erwahnt spielt sich der
inflammatorische Prozess im Kortexbereich ab,
wahrend das Mark ausgespart bleibt.

Die Quantifizierung des ""F-Signals bestitigte den optischen Eindruck und zeigte eine zweifache

Zunahme der “F-Intensitit in den CD73” Tieren (11+4 au. vs. 5,543 a.u. in WT), die an Tag 17

statistisch signifikant wurde (5+0,5 a.u. in WT vs. 942 a.u. in CD73”; P<0,05) (Abb. 25).
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Abb. 25: '®F-Signalintensitdt an Tag 10 und 17
nach Glomerulonephritisinduktion in  Wildtypen
und CD73™ Tieren.

Die parallele Untersuchung des Proteingehalts im Urin der Tiere zeigte eine bis zu 7-fache
Erhohung der Proteinspiegel bei CD737 Miusen (42,1+12,1 g/g) mit Glomerulonephritds im
Vergleich zu den Wildtypen (5,743,0 g/g, p < 0.01). CD73” Tiere ohne Nephritis zeigten zwar
bereits unter basalen Bedingungen eine vermehrte Ausscheidung von Eiweill gegentiber
vetgleichbaren Kontrollen, die jedoch bei weitem nicht so ausgeprigt war (2,941,5 g/g vs. 0,740,3
g/g) wie nach Induktion der Nephritis. Um eine mdogliche Nierenvergroerung nachzuweisen,
wurde zusitzlich die Verinderung des Volumens analysiert. Daftir wurden die mittels einer
Gradientensequenz aufgezeichneten 'H-Multislice Bilder verwendet und mit dem ROI-Tool der
Software Paravision planimetriert. Dabei konnte festgestellt werden, dass die Tiere, die eine
Nephritis hatten, auch eine leichte Erhéhung des renalen Volumens aufwiesen. So betrug es bei
den Wildtypen mit Entziindung 197+42,4 ul und bei den CD73” Tieren 213£19,3 ul im Vergleich
zu 182%17,81 ul in Wildtypen ohne Glomerulonephritis und 197£26,45 ul bei CD73"" Miusen.
Diese Unterschiede erreichten jedoch nicht das Signifikanzniveau.

In der histologischen Untersuchung mit HE-Firbung (siche Abb. 206), die im klinischen Alltag zur
Diagnostik verwendet wird, wurden Verinderungen an den Gefilen im renalen Kortex
beobachtet. Die Pfeile weisen auf die Gefilwinde, die bei beiden Populationen mit Glomerulo-

nephritis eine sklerotische Verdickung aufwiesen. Fine verstirkte Zunahme der Gefillwinde zeigte
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sich insbesondere bei den erkrankten transgenen Tieren. In den Nieren der CD73”" Kontrollmiuse
fielen ebenso die vergroferten Lumina der Gefille im Vergleich zu den WT auf. Des Weiteren
wurde dies in den CD737 Nephritistieren besonders deutlich. Sowohl bei den WT, als auch bei den
transgenen Miusen ist in der entziindeten Niere eine Auflockerung der Gewebestruktur zu

verzeichnen, die jedoch wieder bei den CD73” Tieren ausgeprigter wat.

Kontrolle Nephritis

Abb .26: Histologische Schnitte aus dem renalen
Kortex in HE-Farbung. Die Pfeile deuten auf die
GefaBe und deren Veranderung in der jeweiligen
Population. Auffallig sind hier die sklerotische Ver-
dickung der GefaBwand und die Gewebsauf-
lockerung bei den Nephritistieren.

Die verstirkte inflammatorische Antwort konnte auch durch eine immunhistochemische Farbung
mit CD11b nachgewiesen werden. Mit diesem Marker lassen sich Makrophagen anfirben und
darstellen. Dabei waren in den Nieren der Wildtypen im Vergleich zu den CD73”" Tieren nur
wenige CD11b-positive Leukozyten im Bereich der Glomerula nachzuweisen (Abb. 27), was die

Befunde aus den in vivo "F-Untersuchungen zusitzlich untermauerte.
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Glomeruli Tubulointerstitium

100 pm

Abb. 27: Immunhistologischer Nachweis von
CD11b-positiven (grin) Makrophagen mittels
Fluoreszenzmikroskopie. Diese sind im Bereich
der Glomeruli und im  Tubulointerstitium
angesiedelt.

Aus der Histologie konnte ebenso wie aus den MR-Messungen zusammenfassend festgestellt
werden, dass die morphologischen und entziindlichen Verinderungen der Niere nach Induktion

der Glomerulonephritis bei den CD73-defizienten Mausen deutlich verstirkt waren.
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IT1.3 Detektion der AbstoBungsreaktion im iso- und allogenen Transplantationsmodell

Im letzten Teil der Arbeit sollte untersucht werden, ob sich auch die Abstoungsreaktion
transplantierten Gewebes mittels "H/"YF-MRT nachweisen lisst. Hierfiir wurden Tiere aus den
Stimmen C57BL/6 (H-2" und C57B10.A (H-2") verwendet. Dabei wurden sowohl innerhalb der
C57BL/6 Population (isogen) und zwischen dieser und C57B10.A Miusen (allogen) Herzen in den
Bauchraum transplantiert. Wie im Methodenteil bereits erldutert (siche Abb. 4) wurde das Herz der
Spendermaus mit seiner Aorta und VCI an den abdominalen Abschnitt der groflen Gefille des
Empfingers angeschlossen. A. pulmonalis und Vv.pulmonales wurden am transplantierten Organ
unterbunden.

Zur Untersuchung der Herzfunktion wurde neben den MR-Messungen eine digitale Palpation des
Herzschlages vorgenommen und dessen Verinderung tber den Untersuchungszeitraum verfolgt.

Zusitzlich wurde wihrend der Messungen das EKG des abdominellen Herzens abgeleitet.

% 5AM PC Monitor

QRS-

MARUUALU R

Abb. 28: Der obere Teil der Abbildung zeigt die Ableitung des EKGs vom Spenderherzen mit einer
physiologischen Herzfrequenz. Das respiratorische Signal ist im unteren Teil dargestellt. Die
schwarzen Pfeile kennzeichnen die exspiratorische Phase. Die weien Pfeile markieren die
Datenpunkte zur Bildaufnahme.

Um eine gezielte Darstellung der elektrischen Erregung des Spenderherzens im Bauchraum zu
gewihtleisten, wurden die Elektroden nur an den beiden Hinterpfoten angebracht. Die vorderen
erhielten keine, da diese eine Ableitung des thorakalen Herzens zeigen wiirden. Dies ermdglichte
eine selektive EKG-Ableitung des transplantierten Herzens. In Abbildung 28 ist die physiologische
Herzfrequenz des Spenderorgans (ca. 500 Schlige pro Minute) deutlich zu erkennen. Wie bereits in
den vorherigen Messreihen, wurde auch hier zusitzlich noch ein Respirationssensor verwendet, der

die Atmung der Tiere aufzeichnete (siche Abb. 28). Dies diente einerseits der Kontrolle der
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Herzkreislauffunktion der Maiuse, ermdglichte aber auch ein optimales Triggern der
Imagingsequenzen. Die Datenpunkte (weille Pfeile) wurden dabei in der Exspirationsphase
(schwarze Pfeile) und nach Detektion des QRS-Komplexes (weiller Pfeil) aufgenommen. Dadurch
konnten artefaktfreie 'H-Bilder der transplantierten Herzen aufgenommen werden. Die
anatomischen 'H-Referenzscans wurden mit einer Gradientenechosequenz aufgezeichnet. Mit
einem FOV von 3x3 cm’ wurden zunichst Pilotbilder in axialer, coronaler, sowie sagittaler
Schnittebene aufgenommen. Fir ein besseres visuelles Verstindnis, zeigen die folgenden
Abbildungen die anatomische Lage der Schnittebenen. Darstellung 29 zeigt die axiale

Schnittfiihrung und das daraus resultierende 'H-MRT (siche Abbildung 30).

1

Abb. 29: Axialer Schnitt durch
die Maus. Das resultierende
'H-MRT Bild zeigt Abb. 30

dorsal

Ruckenmuskulatur

“%..* Rechtes
Atrium

Abb. 30: Axialer 'H-Scan mit einem FOV
von 3x3 cm?.
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Hieraus kann die abdominelle Lage des Herzens klar erkannt werden, da die benachbarten
Darmanteile ebenfalls zur Darstellung kommen. Im dorsalen Bereich sind, wie bereits in den
Darstellungen der Niere ausfiihrlich beschrieben, die authochthone Rickenmuskulatur und der
Wirbelkanal zu sehen. In Abbildung 31 ist die sagittale Achse eingezeichnet (linkes Bild), in deren

Orientierung in einem weiteren Schritt Protonenaufnahmen angefertigt wurden (rechtes Bild).

kranial

Empfanger- |

Spender=Aorta
Aorta 3

Spender-_

VClI S

Empfénge{—'\ y v

VClI

- 4

Rechter Ventrikel

kaudal

Abb. 31: Das linke Bild zeigt den axialen 'H-Scan aus Abb. 30 durch das
Abdomen der Maus. Der weiBBe Balken markiert die Schnittrichtung des rechten
Bildes. Zur Darstellung kommt ein Sagittalschnitt mit einem FOV von 3x3 cm?.
Die einzelnen Strukturen sind mit Pfeilen gekennzeichnet.

In dieser Ebene sind die Lage des Herzens im Abdomen und der Anschluss der Gefil3e deutlich zu
registrieren (siche Pfeile). Sowohl Spender als auch Empfingerorgane sind gut voneinander

abzugrenzen. Abbildung 32 zeigt zusitzlich noch die coronale Schnittrichtung (siehe Balken).
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kranial

Leber— >

Rechter_g‘“
Vorhof !

Linker Rechter
Ventrikel Ventrikel

kaudal

Abb.32: Im ersten Bild ist der axiale Referenzscan durch das Abdomen aus Abb.
30 dargestellt. Der Balken markiert die Ebene des im zweiten Bild gezeigten
Coronaéschnittes. Die einzelnen Strukturen sind mit Pfeilen gekennzeichnet. FOV
3x3 cm

Hier wird eine Sicht auf beide Ventrikel gewihrleistet, sowie auf das rechte Atrium. Das Herz ist
von Darmanteilen rechts und links umgeben (schwarze Hohlraume). Ein Anschnitt der Leber zeigt
sich kranial des rechten Vorhofes. Um einen rdumlicher Eindruck des Transplantats im Abdomen
zu vermitteln, wurde zusitzlich noch eine angiographische 3D-Projektion erstellt. Diese findet sich
im Supplement der von uns, den Mitarbeitern der Herz- und Kreislaufphysiologie bzw.
molekularen Kardiologie, publizierten Arbeit im American journal of Transplantation 2011; 11;
235-244 Wiley Periodical Inc.

Die orthogonalen Protonenbilder dienten zur optimalen Erfassung der rdumlichen Lage des
Transplantats im Empfingertier. Die Analyse der Abstoflungsreaktion erfolgte jedoch lediglich
anhand von axialen Schnitten, da sich diese Ebene zur genauen Detektion des YE- Signals schon in
den bereits vorher aufgefithrten Messreihen bewihrt hatte. Auch hier wurde wieder eine Multislice
Gradientenechosequenz mit einem FOV von 3x3 cm’ fiir die 'H-Bilder gewihlt. Die
Fluoraufnahmen erfolgten mittels einer RARE-Sequenz mit gleicher Geometrie wie die zuvor
angefertigten Protonenscans.

Die Messungen erfolgten an Tag 3, 4, 5 und 6 post Transplantation jeweils 1 Tag nach PFC-Gabe.
Es wurde erst an Tag 3 mit den Messungen begonnen, damit sich die Tiere zunichst von der
schweren Operation unter Narkose erholen konnten. Neben der Intensitit des Fluorsignals wurde
im zeitlichen Verlauf die Pumpfunktion mittels digitaler Palpation (Palpationsscore) beurteilt. Als
Kontrolle zu den allogenen Transplantaten wurden zunichst isogene untersucht. Dabei konnte
festgestellt werden, dass in den isogen transplantierten Mausherzen so gut wie keine PFC-
Deposition erfolgte. Dies ist exemplarisch in Abbildung 33-35 dargestellt, die den 'H-, PE-Scan und
deren Korrelation zueinander an Tag 6 post OP und 1 Tag nach PFC Gabe zeigt (Abb.27 - 29).
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C57BL6/C57BL6

Abb. 33: Axialer 'H-Scan. Abb. 34: "F-Signal. FOV 3x3  Abb. 35: Uberlagerter Protonen- und

FOV 3x3 cm?. cm®. Fluorscan. Das Fluorsignal ist lediglich
im Anastomosenbereich der groBen
GefaBe zu detektieren. Der Herzmuskel
zeigt keine PFC-Deposition.

Wie aus diesen Abbildungen ersichtlich, zeigt sich kein Fluorsignal im Gewebe des Herzmuskels
(Abb. 35), wie es bei einer AbstoBung durch die Infiltration von PFC-beladenen Immunzellen zu
erwarten wire. FEine leichte Entzindungsreaktion zeigt sich im Umfeld der Aorta und VCI. Dies
kann durch die operationsbedingte Lision, die beim Anschluss der Gefile in diesem Bereich
verursacht wurde, erklirt werden. Dem gegeniiber zeigt sich im Allograft, wie aus den 'H/"F-Scans

klar ersichtlich (Abb. 36-38), an Tag 6 eine erhebliche PFC-Ablagerung.

C57BL10A/C57BL6

Abb. 36: Axiales 'H-Bild. Abb. 37: Korrelierender '°F-  Abb. 38: Uberlagerung der beiden

FOV 3x3 cm®. Scan. Aufnahmen. Das Fluorsignal ist
deutlich im Herzmuskel zu er-
kennen.

In Abbildung 37 kann schon ohne Zuhilfenahme der anatomischen 'H-Darstellung das Fluorsignal
als Umriss des transplantierten Gewebes wahrgenommen werden und es ldsst sich deutlich ein

inflammatorischer Prozess im Bereich der Ventrikelwinde erkennen. Nach Uberlagerung mit dem
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anatomischen 'H-Scan erscheint das gesamte Gewebe des Spenderherzens entziindlich verindert
(Abb. 38).

In weiteren Experimenten wurde der zeitliche Verlauf der AbstoBungsreaktion untersucht.
Reprisentative Beispiele aus dieser Messreihe sind in Abbildung 39 dargestellt.

3 Tage

4 Tage 5 Tage

Abb. 39: Die obere Reihe stellt die 'H-Bilder im Allograft dar. Die untere Reihe zeigt die
Uberlagerung von Protonen- und Fluorscan. Der Zeitrum erstreckte sich von Tag 3 bis Tag 6 post
OP. In der dritten Reihe ist schematisch das Fortschreiten der Entziindung ausgehend von den epi-
und endokardialen Schichten dargestellt. Letztendlich ist das ganze Herz inflammatorisch verandert.

In dieser Abbildung (39) ist der progressive Verlauf anhand der vermehrten Deposition von PFCs
im Myokard des Allografts deutlich zu erkennen. Dabei kam es zur Ablagerung ausgehend von den
epi- und endokardialen Schichten. An Tag 6 zeigte sich eine vollstindige Verteilung des "’F-Signals
tber das transplantierte Herz. Die Quantfizierung der Daten fir Iso- und Allograft ist

zusammenfassend in Abbildung 40 dargestellt.

C57BL10.A/C57BL6
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Abb. 40: Zeitlicher Verlauf des '°F-MR Integrals,
far die Iso- und Allograftpopulation (n=5).

Bei den isogenen Tieren war iiber den gesamten Untersuchungszeitraum ein konstant geringes "'I-
MR-Integral zu beobachten. Im Gegensatz hierzu zeigte sich in der Allograft-Gruppe ein massiver
Anstieg des "’F-Signals. Der Unterschied zwischen den beiden Gruppen erreichte dabei bereits zum
ersten Untersuchungszeitpunkt an Tag 3 Signifikanzniveau (4,56+2,37 vs. 10,30+2,67 a.u.; n=5,
P<0,05).
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Abb. 41: Veradnderung der palpierbaren
Schlagkraft des Herzens in beiden Gruppen zu
den jeweiligen Messzeitpunkten.
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Demgegentiber wurde in der palpatorisch durchgefithrten Messung erst an Tag 6 ein schwacher
Abfall in der Schlagkraft wahrgenommen, der durch den abstofSungsbedingten Gewebsuntergang
im Allograft zu erkliren ist. Ebenso zeigten die morphologischen 'H-Bilder zu Beginn der
Untersuchungsreihe keinen Hinweis auf eine beginnende AbstoBung, sodass sich die '"F-Messung
als sensitiver im Vergleich zur Palpation und zum anatomischen Scan erwies.

Fine zusitzliche Untermauerung der in vivo Befunde konnte histologisch erfolgen. In einem letzten
Schritt wurden dazu die Herzen der Tiere aus beiden Gruppen entnommen und sowohl mittels
HE, als auch immunfixatorisch angefirbt. Dies diente zum Nachweis der Entziindungszellen in
den betroffenen Arealen. Abbildung 42 zeigt die histologisch in HE gefirbten Schnitte der Herzen

in unterschiedlichen VergroBerungen.

Abb. 42: HE-Farbung. In der oberen Reihe sind Anschnitte aus dem Isograft in 1,25- (A), 10-
(B), 40- (C) und 100-facher (D) VergréBerung dargestellt. Die untere Reihe (E-H) zeigt
Schnitte aus dem allogenen Transplantat in gleicher VergrdBerung.

In Abbildung 42 lassen sich bereits in 1,25-facher VergroBerung (A,E) morphologisch deutliche
Unterschiede zwischen den beiden Organen erkennen. Wihrend das Isograftherz eine
physiologische Form und Dicke der Muskulatur zeigt, wirkt das Allograftorgan vergroert und die
linke Ventrikelwand insgesamt aufgelockert. Im allogenen Transplantat wird zudem eine vermehrte
Zellinfiltration (Ansammlung vieler blauer Zellkerne) und eine Verbreiterung der Interzellularriume
beobachtet. Dies wird in 100-facher VergroBerung (D,H) besonders deutlich, die zusitzlich noch
eine unregelmilBlige Kontur der Herzmuskelzellen zeigt. Dies deutet auf den zunchmenden

Gewebsuntergang hin, der durch die Absto3ungreaktion bedingt ist.
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Zur weiteren Untermauerung der "F-MR-Ergebnisse wurden immunhistochemische Firbungen
durchgefithrt. Ein besonderes Augenmerk galt dabei erneut den CD11b-positiven Zellen als Marker
fir die Makrophagenpopulation, die fir die Aufnahme und den Transport der PFCs von
entscheidender Bedeutung sind. Ebenfalls wurden noch neutrophile Granulozyten und Monozyten

mithilfe von Ly-6C markiert, sowie T-Zellen mittels CID3-Antikorpern.

Abb. 43: 1,25-fache VergréBerung. Ubersicht des transplantierten Allograft-
(linkes Bild) und Isograftherzens (rechte Abbildung). Die Markierung kenn-
zeichnet den Ausschnitt fir die unten gezeigten Fluoreszenzaufnahmen.

CD11b CD3 + Ly6C

Isograft

CD11b CD3 + Ly6C

Allograft

Abb. 44: In der oberen Reihe stellen sich die infiltrierten Zellen der linken Ventrikel-
wand des Isografts in 40-facher VergréBerung dar, in der unteren Reihe die des
Allografts.

In den Ubersichten (Abb. 43) ist der, bereits in der HE-Histologie auffillig gewordene, mot-
phologische Unterschied zwischen den beiden Transplantationsorganen wiederzuerkennen. In den

Fluoreszenzbildern (Abb. 44), die einen Ausschnitt aus den jeweiligen linksventrikuliren Winden
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darstellen, zeigen sich fur CD11b (grun) im Isograft nur einzelne eingewanderte Zellen. Die
Zellkerne stellen sich in allen Abbildungen blau dar und sind mithilfe von DAPI angefirbt. Ein
dhnliches Ergebnis zeigt sich fur die markierten T-Zellen (rot) und die mit Ly-6C dargestellten
neutrophilen Granulozyten (griin). Nur einzelne Zellen sind in der Muskulatur des Isografts zu
finden. Im Gegensatz dazu zeigt der Allograft erwartungsgemil3 eine erhohte Infiltration aller
markierten Immunzellen. In 100-facher Vergroerung (nicht abgebildet) konnte zusitzlich fest-
gestellt werden, dass sich auch morphologische Unterschiede in den Kernen der Herzmuskelzellen
zeigten. Die im allogenen Transplantat eher unregelmillige Kernmorphologie ist auf Autolyse
zurickzufihren. Im isogenen Herzen sind sie glatt und rundlich geformt und zeigen keine
Verinderungen.

Weiterhin ist auf den regelmiBig auftretenden Thrombus im linken Ventrikel hizuweisen, der
wahrscheinlich durch die Transplantation und den Ausschluss des Spenderorgans an den
Blutkreislauf entsteht (siche Abb. 45), wodurch Blutreste des Spendertieres im Ventrikel des
Herzens verbleiben, dort koagulieren und einen Thrombus bilden. Nach Transplantation und den
resultierenden GefaBBanschlissen (siehe Abb. 4) nehmen die Ventrikel des Spenderherzens nicht
mehr am Blutkreislauf teil. Der entstandene Thrombus kann also weder weggesptlt werden, noch
konnen PFC-beladene Monozyten und Makrophagen dort einwandern. Im MRT ist dieser mittels
PFCs also nicht zu detektieren. In der Immunhistologie kommt der Thrombus jedoch durch die
massive Infiltration von Immunzellen deutlich zur Darstellung. Dies gilt besonders fiir CD11b-

positive Zellen und ist fir Iso- und Allograft etwa gleichermallen ausgepragt.

Isoaraft Allograft

Thrombus —»

: 5—,Thrombus

Abb. 45: Thrombus im linken Ventrikel des Iso- und Allograft. Deutlich kdnnen die griin
fluoreszierenden CD11b markierten Zellen wahrgenommen werden. Diese manifestieren
sich besonders im Blutkoagel. DAPI markiert die Zellkerne blau.

Zusammenfassend lisst sich aus den dargestellten Ergebnissen ableiten, dass sich der Vorgang der

TransplantationsabstoBung im “"F-MRT hervorragend darstellen lisst. Der signifikante Unterschied
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zwischen den isogen und allogen transplantierten Gruppen ist deutlich zu verifizieren und wird

durch die anschlieBenden, konventionellen Diagnoseverfahren bestatigt.
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IV. Diskussion

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass "F-MRT zur Detektion entziindlicher Prozesse in der
Niere, sowie zur frithzeitigen Erkennung einer TransplantationsabstoBung genutzt werden kann.
Bei den Studien zum Hirninfarkt konnten hingegen keine weiteren Einblicke in die an der
Kontrasterzeugung beteiligten Immunzellen gewonnen werden. Im folgenden sollen die einzelnen

Krankheitsmodelle und die damit einhergehenden Entzindungen im Detail besprochen werden.

Infiltrationskinetik von Makrophagen nach Hirninfarkt

Nach Induktion einer fokalen Ischimie zeigte sich im zeitlichen Verlauf eine Anreicherung von
PFC-beladenen Monozyten und Makrophagen im Infarktgebiet. Diese Ergebnisse deckten sich mit
der Tatsache, dass erst einige Tage nach Photothromboseinduktion eine stetige Infiltration von
polymorphkernigen Zellen und Monozyten stattfindet. So wurde in anderen Studien festgestellt,
dass die Einwanderung zwar nach 24 Stunden beginnt, aber erst ab Tag 2 ein substantielles Ausmal}
annimmt (*). Der Beginn der Hauptanflutungswelle konnte nach Tag 4 nachgewiesen werden, was
sich mit unseren Ergebnissen beziiglich der steigenden Signalintensitit deckt (***). Die ,,relativ*
spate Infiltration der inflammatorischen Zellen lasst sich durch deren Aufgabe begriinden. So sind
diese fur die Abridumung des nekrotisch verinderten Materials und die Remodellierung des
Gewebes zustindig. In Ubereinstimmung mit diesen Befunden wurde an Tag 4 das maximale
Fluorsignal detektiert, sodass weitere Untersuchungen zu dieser Zeit stattfanden. Interessanterweise
zeigten demgegentber die parallel untersuchten SPIOs eine verschobene Infiltrationskurve mit
einem Maximum an Tag 6. Offenbar erfolgt hier eine etwas unterschiedliche Beladung der
Immunzellen, sodass vergleichende Untersuchungen von SPIOs und PFCs unter Umstinden zur
Charakterisierung der Infiltrationen diverser Subpopulationen genutzt werden kénnten.

Um jedoch eine optimale Vergleichbarkeit zu den PFCs zu erreichen, fanden die entsprechenden
Untersuchungen mit SPIOs ebenfalls an Tag 4 statt. Dabei wurde untersucht, inwiefern sich eine
Modulation der Monozyten- und Makrophagenpopulation auf die Darstellung inflammatorischer
Prozesse auswirkt. Einerseits sollte mithilfe des Antikérpers MC21 eine Blockade der CCR-2
Rezeptorexprimierenden Monozyten und Makrophagen erfolgen, andererseits wurde durch den
Einsatz von Clolip eine 85 %ige Depletion dieser Zellreihe erzielt. Der CCR2 Rezeptor ermdglicht
inflammatorischen Zellen, wie in der Einleitung ausfihrlich erldutert, die Adhision an das
Endothel, sowie die Uberwindung der Bluthirnschranke (*%). So hatte man unter Beriicksichtigung
seiner Funktion sowie der Ausschaltung des Monozyten- und Makrophagensystems durch Clolip
erwartet, dass eine verringerte Deposition von PFCs und SPIOs erfolgt. Demgegentiber stellte sich

bei beiden Markierungsstrategien heraus, dass an Tag 4 nach Photothrombose nur eine
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geringfiigige Verdnderung der Signalintensitit in den MC21-Populationen gegentiber den
Kontrollen zu verzeichnen war. Im parallel durchgefithrten Clolip-Modell konnte
tberraschenderweise sogar eine stirkere Signalverinderung im Vergleich zu den PBS-Kontrollen
detektiert werden.

Die Entnahme der Gehirne von PBS-Kontrollen und Clolip-Mdusen zum Ende der Unter-
suchungsreihen zeigte interessanterweise eine vermehrte Einblutung in den Infarktarealen der
depletierten Tiere. Offenbar fihrte die massive Reduktion der Monozyten/Makrophagen-
Populationen zu einer Destabilisierung des Gefi3systems im Infarktareal und zu einer
unspezifischen Depostion des Kontrastmittels. Diese Interpretation wurde durch zusitzliche
Versuche mit nativen Clolip-Tieren gestiitzt, die im Vergleich zu PBS-behandelten Miusen, trotz
tehlender SPIO-Gabe, eine ausgeprigte Signalausloschung im Randgebiet des Infarktes zeigten. Die
blutungsbedingte, vermehrte Ablagerung von dreiwertigem Eisen aus der Verbindung des
Himoglobins kann demnach als Ursache fur die verstirkte Signalausloschung bei den SPIO-
Experimenten gesehen werden. Dementsprechend kann das verstirkte Fluorsignal durch die
Zerstorung der Bluthirnschranke (BHS) erklirt werden, die nun eine freie Penetration der PFCs

<47;4

erméglichte (**). Demzufolge wird hierfiir der CCR2 Rezeptor nicht mehr benétigt und die
Monozyten und Makrophagen, sowie die PFCs und SPIOs konnen die BHS frei tiberwinden.
Weiterhin ist anzumerken, dass MC21 keinen Finfluss auf Granulozyten- und Lymphozytenzahl
hatte. Da diese ebenfalls am inflammatorischen Prozess teilnehmen und eine geringe Aufnahme der
PFCs bzw. SPIOs in neutrophile Granulozyten ()(*) stattfindet, kann auch hier eine vermehrte
Ablagerung erfolgen.

Auch in anderen Studien mit Blockade des CCR2 Rezeptors durch MC21 zeigte sich, dass trotz
Inhibition eine Infiltration von Makrophagen und Monozyten in das entziindlich verinderte
Gewebe nachzuweisen war. Eine mogliche Erklirung kann auch in der zeitlich limitierten

Hemmung des Rezeptors, unabhingig von lokalen Entziindungsmediatoren liegen (****'

). Weitere
Studien zeigten, dass das Ausmal3 der Depletionen von Monozyten bzw. polymorphnukleirer
Zellen durch Clolip geringer ist als erhofft (). So konnten je nach Injektionsart nur einzelne,
gewebsspezifische Subpopulationen mit dieser Methode eliminiert werden (**). Auch stellt die kurze
Halbwertszeit von Clolip in der Zirkulation ein erhebliches Problem dar, da dies eine vermehrte
kompensatorische Proliferation der betroffenen Zellen bedingen kann. Wahrscheinlich ist die
vermehrte ""F- Deposition im Randbereich des Hirninfarkts weniger durch die “F- markiereten

Makrophagen und Monozyten bedingt, sondern vielmehr das Ergebnis einer unspezifischen

Ablagerung im Zuge der Einblutung,.
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In Anbetracht dieser Ergebnisse und den aufgezeigten Interpretationsschwierigkeiten, konnten in

diesen mechanistischen Untersuchung kein erweiternder Einblick gewonnen werden.

Detektion inflammatorischer Prozesse in der Niere

Die Darstellung einer Glomerulonephritis konnte erfolgreich mithilfe des "F-MRT erreicht
werden. Dabei war das Signal hauptsichlich im kortikalen Bereich der Nieren lokalisiert, wo sich
die Glomeruli befanden. Der medullire Anteil war ausgespart. Ebenfalls konnte ein schwaches
Fluorsignal im Riickenmark der transgenen Tiere verzeichnet werden. Die gesunden Kontrollen
zeigten im Vergleich dazu lediglich eine PFC-Deposition in der Milz, wihrend in der Niere und im
Ruickenmark kein Signal beobachtet werden konnte. Desweiteren wurden in dieser Versuchsreihe
sowohl CD73”" Miuse als auch Wildtypen mit und ohne Glomerulonephritis gemessen und
verglichen, um die Funktion des Adenosinbereitstellenden Enzyms CD73 in inflaimmatorischen
Prozessen zu charakterisieren ().

Im Vergleich zwischen Mutanten und Kontrollen mit Nephritis wurden deutliche Unterschiede in
der Signalintensitit fiir "F detektiert, wodurch auf das AusmalB des inflammatorischen Prozesses
geschlossen werden konnte. Es konnte in unseren Versuchen, dhnlich wie in anderen Studien(™*),
gezeigt werden, dass CD737 Miuse eine wesentlich stirkere inflammatorische Reaktion aufweisen.
Bereits an Tag 10 wurde ein zweifach erhéhtes "F-MR-Integral beobachtet, was eine Woche spiter
Signifikanzniveau erreichte. Zusitzlich wurde mithilfe der 'H-Bilder eine Analyse des
Nierenvolumens vorgenommen. Es wurde eine ausgeprigtere Volumenzunahme in den
immundefizienten kranken Tieren verifiziert, die jedoch keine Signifikanz erreichte. Parallel dazu
wurde in den transgenen Nephritistieren im Vergleich zu den Kontrollen eine massive Proteinurie
festgestellt. In der Histologie konnte eine vermehrte sklerotische Verinderung der Gefille (Abb.
26) unter Nephritis nachgewiesen werden, sowie eine stirkere Auflockerung des Gewebes in den
entziindeten Nieren der Mutanten. Desweiteren zeigten die CD73”" Tiere eine erhohte Infiltration
von CD11b-positiven Zellen in die Glomruli (Abb. 27).

Die dargestellten Ergebnisse zeigen wie wichtig alternative Methoden fir die Diagnostik einer
Glomerulonephritis sind. So ist die Bestimmung des Nierenvolumens ein klinisch hiufig
verwendeter Parameter, der im Unterschied zu unserer Vorgehensweise, mittels sonographischer
Bildgebung ermittelt wird. Diese Methode zeigt jedoch oft in beginnenden Stadien keine
eindeutigen Anzeichen, die eine zweifelsfreie Diagnose zulassen wiirden (**). Abnormititen wie

beispielsweise der Verlust der kortikomedulliren Differenzierung, die Kompressionen der Kalizes
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und der renalen Sinus, sowie echogene Verinderungen () stellen sich ebenfalls hiufig erst im
fortgeschrittenen Verlauf dar. Andere diagnostische Verfahren wie die Computertomographie oder
PET sind zwar sensitive Untersuchungsoptionen, jedoch mit hoher radiologischer
Strahlenbelastung bzw. radioaktiver Belastung verbunden.(*). Weiterhin kann das CT lediglich iiber
morphologische Verinderungen Auskunft geben und lisst keine Aussage tiber das Ausmal} eines
entzindlichen Prozesses zu. Als einzig sichere Malnahme fir den Nachweis einer
Glomerulonephritis steht daher die Biopsie zur Verfiigung. Wie alle invasiven Eingriffe geht auch
diese immer mit einer erhchten Komplikationsrate fiir weitere inflaimmatorische Prozesse einher
und birgt das Risiko eines Stichprobenfehlers, da lediglich kleine Gewebsproben entnommen
werden. In Anbetracht der derzeit gebriuchlichen Laborparameter wie Kreatinin, Harnstoff und C-
reaktives Protein (CRP) (***™*) sowie der Nachweis einer Proteinurie, die alle nur hinweisgebend
und erst zu spiten Zeitpunkten eindeutig werden, wire eine neue nicht-invasive Methode, wie es
die "F-MR-Methode darstellen wiirde, von Vorteil. Bisher wurden im Bereich der
Magnetresonanztomographie fir einen Entziindungsnachweis nur Untersuchungen mit SPIOs
durchgefiihrt. In diesen Studien wurden besonders nephritis- (*) und abstoBungsbedingte

Anreicherungen der superparamagnetischen Fisenoxidpartikel (**°

%) untersucht, die jedoch durch
die unspezifische Signalausléschung nur eine eingeschrinkte Interpretation zuliefSen.

Die Validitit der in dieser Arbeit vorgestellten Untersuchungsmethode konnte zusitzlich beim
Nachweis der unterschiedlich stark ausgeprigten Glomerulonephritis in  CD737 und
Wildtypmiusen gezeigt werden. Die nicht-invasiv mittels in vivo "F-MR erhobenen Befunde
konnten eindeutig durch histologische sowie klassische Laborparameter bestitigt werden. Die
verstirkte Inflammation in der CD73”-Population zeigte, dass extrazellulir gebildetes Adenosin
das Ausmal} der renalen Entziindungsreaktion eindimmen kann. Dies ist im Einklang mit anderen
Studien, die ebenfalls eine protektive Eigenschaft von Adenosin nachweisen konnten (19)
Zusammenfassend konnten die Ergebnisse des Nephritismodells die '"F-MR-Methode als sensitive,
nicht-invasive Diagnostik zur Darstellung inflammatorischer Prozesse in der Niere aufzeigen.
Desweiteren stellt die Niere mit ca. 2700 Transplantationen pro Jahr (2008) eines der hiufigsten
gespendeten und ersetzten Organe im klinischen Alltag dar (). Somit kénnte die Etablierung einer

frihzeitigen und sensitiven Detektionsmethode einer Nephritis, wie z.B. dem YF-MRT,

moglicherweise zu einer Verminderung der Transplantationszahlen fiihren.
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Detektion der AbstofBungsreaktion im iso- und allogenen Transplantationsmodell

Im diesem Versuchsmodell zeigte sich, dass auch eine TransplantatabstoBung mithilfe von F im
MRT erfolgreich nachgewiesen werden kann. Da das retikuloendotheliale System als Haupt-
zellpopulation an diesem Prozess beteiligt ist (%), ermdglichte die PFC-Beladung zirkulierender
Monozyten/Makrophagen auch hier den FEinsatz unserers Verfahrens. Durch konsekutive
Messungen beginnend an Tag 3 nach OP konnten bereits zum ersten Untersuchungszeitpunkt
inflammatorische Prozesse im Allograft nachgewiesen werden. Demgegentiber zeigte sich beim
Isograft keine PFC-Ablagerung im Sinne einer AbstoBungsreaktion, sondern lediglich einige Ho#
spots im Bereich der neuen vaskuliren Anastomosen. Der Zeitraum der kalten Ischimie, in der das
Herz in kardiopleger Losung wihrend der Transplantation aufbewahrt wurde, sowie die warme
Ischimie in der Reperfusionsphase sind ein moglicher Erklirungsansatz fir die zu Beginn

39,6263
)

detektierten PFC-Signale in der isogenen Gruppe . Ansonsten war tUber den gesamten
Untersuchungszeitraum kein "F-Signal im Myokard zu beobachten, das auf einen Angriff bzw.
Untergang des Gewebes deuten lieB. Im Vergleich waren im Allograft bereits an Tag 3 im
linksventrikillaren Bereich inflammatorische Reaktionen zu verzeichnen, die sich im weiteren
Verlauf deutlich verstirkten. An Tag 6 war schlieSlich der gesamte ventrikulire Bereich entztindlich
verindert. Die parallel durchgefithrte digitale Palpation zur Beurteilung der Schlagkraft des
transplantierten Herzens zeigte keine Verinderungen in der isogenen Gruppe, wihrend bei den
Allografts erst an Tag 6 eine Abschwichung der Kontraktionskraft zu verzeichnen war. Wie bereits
oben erwihnt, konnte demgegeniiber jedoch erheblich frither im MRT ein ""F-Signal detektiert
werden. Auch im normalen Protonenscan wurden zu diesem frithen Zeitpunkt keine Anzeichen
einer Abstoung beobachtet. Die Sensitivitit dieser Methode wird ebenfalls durch die Detektion
eines ""F-Signals um die GefiBanastomosen des Isografttransplantats deutlich, sowie durch eine
geringradige PFC-Deposition im Myokard. Im nicht-transplantierten Herzen wurde in vivo zu
keiner Zeit ein Signal beobachtet (). Somit konnte die operativ induzierte GefaB3verletzung sowie
die durch kalte Ischimie und reperfusionsbedingte Schidigung des Gewebes anhand einer PFC-
Ablagerung verifiziert werden.

Um anschlieBend unsere Ergebisse mit den derzeitig Gblichen klinischen Diagnostiken zu
Uberpriifen, wurde eine histologische Firbung mit HE (Abb. 44) durchgefiithrt. Dabei war eine
starke Immunzellinfiltration ins Myokards zu erkennen. Anhand der massiven Ansammlung von
Kernen der Entziindungszellen, die dem Makrophagen- und Monozytensystem sowie den
lymphozytiren Zellen zuzuordnen waren, konnte der inflammatorische Prozess eindeutig
untermauert werden. Auch die verbreiterten Interzellularriume, sowie die Deformation der

Zellkerne wiesen auf den Untergang des allogenen Gewebes hin. Desweiteren zeigte die
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Immunhistologie im ventrikuliren Myokard eine massive Ansammlung von Monozyten und
Makrophagen (CD11b-positiven Zellen) in der allogenen Gruppe (Abb. 44). Neutrophile
Granulozyten waren hingegen nicht in groBer Zahl vertreten, da diese meist als Folge der
nichttmmunologischen ischimischen Phase auftreten und nach kurzer Zeit wieder verschwinden
(*. AnschlieBend folgt die Finwanderung von Makrophagen und Monozyten, sowie Lymphozyten,
was auch durch andere Studien belegt werden konnte (%).

Ein Nebenaspekt war der mikroskopisch im linken Ventrikel deutlich nachweisbare Thrombus mit
ebenfalls verstirkter Ansammlung von Makrophagen und Monozyten. Dieser Thrombus stellte
sich jedoch nicht im MRT dar. Zu erkliren ist dies damit, dass nach Aufnahme der Schlagfunktion
die Ventrikel weitgehend vom Blutfluss durch die druckverschlossene Aortenklappe ausgespart
werden und somit keine Perfluorcarbone in diesen Bereich gelangen kénnen. Der Thrombus selbst
ensteht wahrscheinlich direkt in der Transplantationsphase und enthilt daher nur Zellen die
wihrend der Operation noch in diesen Abschnitt gelangen konnten. Durch die fehlende
Beteiligung der Ventrikel am Blutkreislauf konnten die PFC-beladenen Monozyten und
Makrophagen nicht in den Thrombus wandern, wodurch keine Deposition erfolgen konnte. Die
immunhistologisch nachgewiesenen Monozyten und Makrophagen stammten also vermutlich aus
den Resten des verbliebenen Blutes vom Spendertier wihrend der Operation. Dieses Phinomen

konnte sowohl in den isogenen, als auch in den allogenen Herzen beobachtet werden.

Die Untersuchungsergebnisse zur "F-MR Diagnostik einer akuten AbstoBungsreation zeigen, dass
der klinische Einsatz von PFCs eine neue nicht-invasive und frithzeitig sensitive Methode bieten
konnte. Der entziindlich bedingten AbstoSungsreaktion nach Herztransplantation durch
beispielsweise unzureichende Immunsuppression gilt besondere Aufmerksamkeit. Im Jahr 2008
wurden ca 318 Operationen in diesem Bereich durchgefiihrt, 718 Patienten warten noch auf ein
geeignetes Organ (7). Die Gefahren, die solche Eingriffe mit sich bringen, schlieBen letztendlich
nicht nur die Komplikationen wihrend der Durchfihrung der Transplantation ein, sondern
beruhen vielmehr auch auf der Giite der Uberwachung der postoperativen Phase. So ist die akute
parenchymale AbstoBung die hiufigste Ursache des Funktionsverlustes des Organs (*). Die
Schidigung beruht dabei nicht allein auf dem Angriff des fremden Gewebes durch das
Immunsystem, sondern wird ebenfalls durch die kalte ischdmische Phase und deren Reperfusion
wihrend der Operation initiiert. Einen nicht unerheblichen Einfluss haben auch die HILA-
Antigene, die bei nur kleinstem Unterschied zwischen Spender und Empfinger zu dramatischen
Abstoflungsreaktionen fithren kénnen. Dieser Prozess verlauft haufig schleichend und derzeit kann

nur mittels invasiver, bioptischer Sicherung Klarheit tber das Vorliegen einer AbstoBung
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geschaffen werden (*'). Diese ist jedoch immer mit Komplikationen wie der Perforationsgefahr von
Gefien oder des coronaren Septums durch unvorsichtiges Vorschieben des Katheters assoziiert.
Auch die erhohte Infektanfilligkeit der Patienten durch die therapiebedingte Immunsuppression
spiclen eine wichtige Rolle in der Uberlebenswahrscheinlichkeit. Desweiteren kénnen nur
Einzelproben aus dem Myokard gewonnen werden, deren Auswertung dann auf das gesamte
Gewebe ubertragen werden muss. Dadurch kann es zu falschen positiven bzw. negativen
Ergebnissen kommen.

Mit Verwendung von Laborparametern und echokardiographischen Funktionsuntersuchungen
wird zwar versucht diesen ,,blinden Bereich® weitgehend zu umgehen, dennoch beeintrichtigen
wiederum Storfaktoren wie das ,,unzuverlissige Auftreten bestimmter Plasmamarker (B-Typ-
natriuretisches Peptid, Troponin, CRP, 1L-6) eine sichere Diagnose (*). Demgegeniiber kann
mittels MRT als intrinsisch tomographische Methode das gesamte Organ abgescannt werden. Auch
Grofenunterschiede, die auf eine Hypertrophie bzw Dilatation des Herzens infolge einer
Entziindung hinweisen wiirden, kénnten mithilfe der parallel durchgefithrten 'H-Bilder zusitzlich
diagnostiziert werden.

Vergleichbare 'H-MR-Studien wurden bisher lediglich unter Verwendung von SPIOs durchgefiihtt.
In einem shnlichen murinen AbstoBungsmodell mit Balb/c (h-2%) und C57BL/6 (h-2") wurden
signifikante Unterschiede zwischen iso- und allogen transplantierten Tieren jedoch nicht vor Tag 7
nach OP beobachtet (?). Im Gegensatz dazu erméglichte der Einsatz von PFCs bereits an Tag 3
nach OP eine Visualisierung des beginnenden, akut inflammatorischen Prozesses. Ein
vergleichbares allotransplantiertes Rattenmodell unter Verwendung von USPIOs bwz. MSPIOs
zeigte ebenfalls erst zu einem spiteren Zeitpunkt Zeichen einer AbstoBung (™). Dariiberhinaus
ist die Quantifizierung des "F-MR-Signals deutlich einfacher als bei den superparamagnetischen
Eisenoxidpartikeln. Die Deposition der SPIOs fithrt zu Storungen des regionalen Magnetfeldes
und erzeugt dadurch Ausléschungseffekte (). Die sich dadurch darstellenden Schwirzungen im
'H-Bild konnen oft nur schwierig gegen andere Artefakte abgegrenzt werden. Weiterhin kénnen,
wie im Hirninfarktmodell beschrieben, zahlreiche Stérfaktoren, wie beispielsweise die Ablagerung
von Eisen durch Einblutungen, eine Interpretation zuasitzlich erschweren.

AuBlerdem bieten die PFCs nicht allein auf bildgebender Ebene eine Verwendungsmoglichkeit,
sondern besitzen ebenfalls durch ihre chemische Beschaffenheit eine medikamenttransportierende
und -freisetzende Funktion (*7). Auch die Tatsache, dass es im Korper keinen "F-Hintergrund
gibt, stellt einen Vorteil dieser Substanzklasse dar. Durch die inerte Struktur, die sich durch die
stabile C-IF Verbindung und eine abschirmende Elektronenwolke um die Fluorketten auszeichnet,

besitzen PFCs eine geringe molekulare Interaktionsfahigkeit (™). Ebenfalls kénnen diese im
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Vergleich zu den SPIOs nicht metabolisiert oder enzymatisch gespalten werden, sondern werden
tiber das respiratorische System abgeatmet (7). Dieser Aspekt hat jedoch die negative Komponente,
dass der Cronenether eine lange Verweildauer im Organismus aufweist und eventuell zu spiteren
Zeitpunkten negative Auswirkungen, wie beispielsweise allergische oder toxische Reaktionen,
hervorrufen kénnten.

Die intravendse Verabreichung der PFCs ermdglicht jedoch eine effektive Markierung der
Monozyten und Makrophagen (= 50%), wie bereits aus vorherigen Studien ersichtlich wurde (*'*™).
Weiterhin konnte in Blut- und Gewebeuntersuchungen, die sich die Kombination von
Gradientdichtezentrifugation, FACS-Analyse und 'H/"”F-MR zunutze machen, nur eine geringe
Aufnahme der Nanopartikel in neutrophile Granulozyten, sowie B- und T-Zellen nachgewiesen
werden. Dies entspricht den anderen Studien, in denen lediglich unter Verwendung des
Transfektionsagens Lipofectamine eine effiziente PFC-Markierung von schwach phygozytierenden
Zelltypen erreicht werden konnte (). Unter diesem Aspekt erscheint eine in situ Markierung von
anderen Immunzellen schwierig zu verifizieren, jedoch kann durch Modifikation der Partikelgrofie
und -oberfliche ein mdglicher Ansatz in der Beeinflussung des Phagozytosepotenzials anderer
Zellpopulationen gesehen werden. Dahingehend ist die jetzige Methode auf die PFC-Beladung von
Monozyten und Makrophagen beschrinkt und erlaubt zur Zeit keine Identifizierung von B- oder
T-Lymphozyten, die als Haupinitiatoren der allogenen Transplantabstoung gesehen werden
konnen (**). Andererseits konnte gezeigt werden, dass das Monozyten/Makrophagensystem eine
wichtige Rolle bei der frithen Zellinvasion in allogen transplantiertes Herzgewebe spielt (**") und
daher als einer der Effektoren in akuten renalen, kardialen und kornealen Abstoffungsreaktionen
angeschen wird (%).

Ein Nachteil der Perfluorcarbone zeigt sich in ihrer intravendsen Verabreichung. Kontrastmittel
konnen Allergien bishin zu schockihnlichen Zustinden verursachen. Auch wenn bisher keine

toxischen Auswirkungen auf den Organismus in der Maus nachgewiesen wurden (****

), so ist dies
auf den Menschen nicht ohne weiteres tibertragbar. Auch die groe Menge, die zur Diagnostik mit
PFCs beno6tigt wirde, stellt einen Nachteil des beschriebenen Ansatzes dar. So wird der Maus ca.
500 wl der Emulsion verabreicht bei einem Gesamtblutvolumen von ca. 2 ml. Dementsprechend
musste dem Menschen ca. V4 seines ca. 5 Liter betragenden Blutvolumens zur Untersuchung im
MRT verabreicht werden. Auch wenn in Tiermodellen bereits ein Signal bei Injektion von 50 pl der
Substanz verzeichnet werden konnte (nicht verotfentlichte Studie), miissen in diesem Bereich noch
weitere Untersuchungen erfolgen. Auch die Dauer von 20 Minuten jeder einzelnen "F-Messungen

stellt einen einschrinkenden Gesichtspunkt dar. Fir die optimale, artefaktfreie Bildgebung muss

wihrend der gesamten Untersuchungszeit eine ruhige Position eingehalten werden. Dies ist
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beispielsweise bei Kindern nur durch eine Narkose zu bewerkstelligen, die allerdings wiederum mit
zahlreichen Komplikationen und hohem Zeitaufwand einhergeht. Ebenfalls miisste eine
Implementierung der "F-Detektion in klinische MRTs gewihtleistet werden, um eine Verwendung
in der Diagnostik zu finden. Da der "F-Kern eine dhnliche Sensitivitit wie der 'H-Kern aufweist,
konnten klinische Scanner (3 Tesla) mit einer analogen Empfindlichkeit (¥) der humanen
VoxelgroBe im Bereich von 2 bis 20 ul arbeiten, im Vergleich zu 0,2 ul in der vorliegenden Studie

unter Verwendung eines 9,4 Tesla MRTs.
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Abstract

In dieser Arbeit wurden unterschiedliche murine Entzindungsmodelle (Hirninfarkt,
Glomerulonephrits und Transplantatabstofung) dahingehend untersucht, ob sich die damit
einhergehende lokale Entziindung mittels "F-MRT darstellen lisst. Vorteil von "F-MRT ist, dass
sich die dazu verwendeten Perfluorcarbone (PFC) aufgrund des fehlenden Fluor-Hintergrunds im
Korper durch einen positiven Kontrast im MRT detektieren lassen. Nach intravendser Injektion
werden die PFCs bevorzugt von zirkulierenden Monozyten phagozytiert, die sich dann im
inflammatorisch verinderten Geweben anreichern. Bei allen untersuchten Modellen handelt es sich
um klinisch wichtige und hiufig auftretende Krankheiten, wobei der Grad der Entziindung bis
heute nur mit invasiven Techniken diagnostiziert werden kann.

Im Hirninfarktmodell fand sich eine zeitliche Zunahme des Fluorsignals nach Photo-
thromboseinduktion. Ein dhnlicher Zeitgang konnte auch in parallel durchgefithrten Versuchen mit
superparamagnetischen Eisenoxidpartikeln (SPIOs) beobachtet werden, in denen eine verstirkte
Signalausléschung im '"H-Scan verifiziert wurde. Die Blockade des CCR2-Rezeptors auf
Makrophagen durch den Antikérper MC21, sowie die Reduktion der Monozyten- bzw.
Makrophagenanzahl durch Clodronat-Liposomen (Clolip), fithrte jedoch nicht zu der erwarteten
Erniedrigung der MR-Signale. Umgekehrt nahm in beiden Fillen das "F-Signal zu, was
wahrscheinlich durch die gesteigerte Finblutung in den Infarktrandbereich und einer damit
einhergehenden unspezifischen Ablagerung von PFCs und SPI1Os zu erkliren ist.

Eine Gomerulonephitis, die durch Immunisierung mit GBM (glomerulire Basalmembran) induziert
wurde, konnte mittels "F-MRT nachgewiesen werden. Desweiteren zeigten sich in CD737 Miusen
im Vergleich zu den Wildtypen deutlich verstirkte "F-MR Signale. Dadurch konnte nachgewiesen
werden, dass dem durch die CD73 gebildeten Adenosin eine protektive Rolle zukommt. Parallel
dazu wurde eine Volumenzunahme der entziindlich verinderten Niere mittels "H-MR festgestellt,
wobei ebenfalls die CD73 Mutanten stirker betroffen waren. Mittels Immunhistologie konnte
ebenso eine verstirtkte Infiltration von CD11b-positiven Zellen im entztindlich verinderten
Nierenkortex bei CD73-defizienten Miusen beobachtet werden, was die in-vivo MRT Befunde
untermauert.

Abschlielend konnte eine akute AbstofSungsreaktion in einem heterologen Transplantationsmodell
des Herzens mittels "F-MRT frithzeitig nachgewiesen werden. Die Allografts zeigten im Rahmen
einer AbstoBungreaktion ein ausgeprigtes "F-MR- nachweisbares Entziindungsgeschehen, was sich
Uber die Zeit nach der Transplantation massiv verstirkte. Demgegeniiber wiesen transplantierte
Isografts keine "F-MR Signale auf. Die invivo Ergebnisse wurden durch Immunhistochemie von

Makrophagen und Monozyten verifiziert.
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In allen in dieser Arbeit zur Anwendung gekommenen Modellen konnten inflammatorische
Prozesse durch "F-MRT erfolgreich dargestellt werden. Die "F-MRT Methode etlaubt somit eine
sensitive Diagnostik einer Nephritis und Transplantatabstoung. Im Falle eines Hirninfaktes
tberlagerten die Blutungen in den Randbereich das inflammatorische Signal. Inwiefern eine
Ubertragung des "F-MRT im klinischen Alltag zur nicht-invasiven Ermittlung inflammatorischer

Prozesse moglich ist, muss durch weitere Studien erforscht werden.
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