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‘Der Wunsch, klug zu erscheinen, verhindert oft es zu werden."
- Francois de La Rochefoucauld



ZUSAMMENFASSUNG (DEUTSCH)

Die Entstehung und der Verlauf vieler Krankheiten werden von hochkomplexen
entziindlichen Prozessen beeinflusst, die mehrere Stadien durchlaufen. An ihnen sind
eine Vielzahl verschiedener Zelltypen beteiligt. Eine nicht-invasive Darstellung von
verschiedenen immunologisch relevanten Zellen innerhalb eines entzindlichen
Bereiches ware von groBem Vorteil, um den aktuellen Zustand der entziindlichen Lasion
genauer darstellen und bewerten zu kdnnen. Eine prinzipielle Moglichkeit zur nicht-
invasiven Visualisierung mehrerer Zellarten liegt in der Markierung von Zellen mit
sogenannten Perfluorkarbon-Nanoemulsionen (PFCs) und deren Detektion mittels
sogenannter '*F-Magnetresonanztomographie ('°*F-MRT).

Zur Erméglichung der Darstellung von vier unterschiedlichen Zelltypen mittels "F-MRT
wurden in der vorliegenden Arbeit durch Hochdruck-Homogenisation vier
Perfluorkarbon-Nanoemulsionen (PFCs) mit individuellen '°F-Signaturen hergestellt.
Hierzu wurden folgende Perfluorkarbone verwendet: Perfluor-n-octan (PFnO), Perfluor-
1,3,5-trimethylcyclohexan (PFCH), Perfluor-15-kronen-5-ether (PFCE) Perfluor-tert-
butylcyclohexan (PFTBH). Um die zellulare Aufnahme Uber Durchflusszytometrie oder
Mikroskopie untersuchen zu koénnen, wurden bei der Herstellung zudem
fluoreszenzmarkierte Lipide (Atto425-, Atto488-, Atto647-, oder Atto700-DPPE (1,2-
Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamin)) hinzugefligt, wodurch folgende PFCs
hergestellt wurden: A425PFnQ, A488PFCH, A647PFCE, A700PFTBH. Die PFCs wurden mittels
dynamischer Lichtstreuung (DLS), fluoreszenzbasierten Methoden und 9F-
Spektroskopie charakterisiert. Die DLS-Messungen ergaben bei allen PFCs einen
Durchmesser von 100-150 nm und ein C-Potential von ca. -30 mV. Jedoch variierten die
Polydispersitats-Indices zwischen 0.1 - 0.5. IVIS-Messungen und
Fluoreszenzspektroskopie zeigten, dass alle PFCs die erwarteten
Fluoreszenzeigenschaften aufwiesen. Die ®F-Messungen erfolgten an einem 9.4 T
AVANCE Ill NMR-Spektrometer und '°F-Spektren wurden durch °F-Singlepulse-NMR-
Messungen oder Chemical Shift Imaging (CSl) ermittelt. Die '9F-Signalintensitaten
wurden durch Integration der Haupt-'°F-Signalspitzen bestimmt. Im néchsten Schritt
wurde die passive zellulare Aufnahme aller PFCs durch J774A.1-Makrophagen mittels
IVIS, Durchflusszytometrie und '®F-MRT untersucht. Hierdurch konnte nachgewiesen
werden, dass alle PFCs von J774A.1-Zellen aufgenommen werden. SchlieBlich wurden
vier unterschiedliche Zelllinien (THP-1, WEHI, HL-60 und CHO) mit je einem PFC-Typ
markiert. Mittels ®F-CSI Messungen konnten diese Zellen simultan anhand des
individuellen °F Spektrums der jeweiligen PFCs-Variante dargestellt werden.

Schlussfolgernd lasst sich anhand der Ergebnisse dieser Arbeit sagen, dass die
Multispektrale '°*F-MRT-Bildgebung anhand von vier verschiedenen PFCs fur die
gleichzeitige Darstellung von vier verschiedenen Zellsubpopulationen geeignet ist. In
Zukunft sind weitere Untersuchungen notwendig sind, um die Methode flr klinische
Anwendungsgebiete zu optimieren.



ZUSAMMENFASSUNG (ENGLISCH)

Development and progression of many diseases is associated with highly complex
inflammatory processes that undergo various stages and involve a variety of cell types.
Non-invasive cell imaging of different immunologically relevant cell types within an
inflamed area would be a highly beneficial method to accurately assess the current state
of the inflammatory lesion. A strategy for the simultaneous visualization of different cell
types at once is the cell labeling method with fluorine-based contrast agents, such as
perfluorocarbon nanoemulsions (PFCs) and their detection using '°F MRI.

To enable the visualization of four different immunologically relevant immune cell types,
we have generated four PFCs with distinct 'F spectra using high-pressure
homogenization. The following perfluorocarbons have been used: Perfluoro-n-octane
(PFnO), Perfluoro-1,3,5-trimethylcyclohexane (PFCH), Perfluoro-15-crown-5-ether
(PFCE) Perfluoro-tert-butylcyclohexane (PFTBH). For the subsequent examination of
the cellular uptake by flow cytometry and fluorescence microscopy, fluorescent lipids
have been included during the PFC preparation (Atto425-, Atto488-, Atto647-, or
Atto700-DPPE (1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine)). The following
PFCs have been prepared: A*25PFnQ, A48PFCH, A64’PFCE, A7°PFTBH. These PFCs
were characterized using dynamic light scattering (DLS), fluorescence-based methods
and '°F spectroscopy. DLS measurements showed patrticle sizes between 100-150 nm,
a C-potential of approximately -80 mV, and varying PDIs from 0.1 to 0.5. IVIS and
fluorescence spectroscopy measurements verified the fluorescence properties of the
PFCs. MRI measurements were performed at 9.4 T using a Bruker AVANCEIII NMR
spectrometer and '°F spectra were recorded using '°F Singlepulse NMR measurements
or Chemical Shift Imaging (CSl). The signal intensities of the main '9F signals were
determined by integration of the respective signal peaks. The cellular uptake of the PFCs
of J774A.1 macrophages was examined using IVIS, flow cytometry and '°F MRI and the
cellular uptake was confirmed using fluorescence-based methods as well as 19F MRI.
Finally, four different cell lines (THP-1, WEHI, HL-60 and CHO) were labelled using the
different PFCs. The cells were measured simultaneously with the 19F CSI method which
revealed that the individual cell types could be and identified using the spectral identities
of the PFCs.

Based on the results it can be stated, that multispectral '°*F MRI using four different PFCs
is a suitable technique for the cell labeling of four different immune cell types. However,
the findings indicate that further investigations are needed for clinical applications.
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1 EINLEITUNG

1.1 Entzindungsbildgebung

Eine frilhe Diagnose und eine effektive Uberwachung von Entziindungsprozessen im
menschlichen Kérper sind von groBer Bedeutung, um die Belastung fir die Patienten zu
lindern, die Patientenversorgung zu verbessern und Komplikationen zu vermeiden. In
klinischer Umgebung geben spezifische, labortechnisch aus dem Blut ermittelbare
Entzindungsparameter, wie das C-reaktive Protein (CRP), oder die
Blutsenkungsgeschwindigkeit (BSG) Hinweise darauf, ob und in welchem AusmafB
entzindliche Vorgdnge im Korper stattfinden. Gegenwértig werden haufig zur
Lokalisation des Entzindungsprozesses und zur Bestatigung der Diagnose die
Sonographie, réntgenbasierte Methoden und die Magnetresonanztomographie
angewandt. In den letzten Jahrzehnten wurden jedoch verschiedene bildgebende
Verfahren entwickelt, um Entziindungen weitergehend darzustellen.

Ein Beispiel fur ein solches Verfahren — welches in der Klinik auch heutzutage noch
angewendet wird — ist die Entziindungs-Szintigraphie, die in den 1970er und 1980er
Jahren durch groBe Fortschritte in der Radiopharmazie und Bildgebungstechnologie
zunehmend in der klinischen Praxis etabliert hat [1, 2]. Bei dieser Methode wird mit Hilfe
einer speziellen Gammakamera festgestellt, ob sich bestimmte Zellen, die mit
radioaktiven Molekllen wie Indium-111 oder Technetium-99m markiert wurden, in
entziindlichen Geweben anreichern. Die Darstellung von Immunzellen erméglichte es,
inflammatorische Lasionen mit hoher Spezifitat im Kérper sichtbar zu machen und wird
heutzutage hauptséachlich bei Infektionen, sowie in der Onkologie eingesetzt [3]. Mit
dieser Technologie wurden bereits Neutrophile Granulozyten, dendritische Zellen, T-
Zellen sowie hamatopoetische Vorlauferzellen markiert und deren Einwanderung in
entzliindliches Gewebe verfolgt [4, 5]. Zu Beginn der Untersuchung injiziert man dem
Patienten radioaktiv markierte Antikérper (z.B. Technetium-99m-markiert), die gegen
Antigene gerichtet sind, welche sich auf den entsprechenden Zielzellen befinden.
Aufgrund der stéarkeren Durchblutung und erhdhten Zellaktivitdt in den entziindeten
Bereichen erscheinen die Ansammlungen von Entzindungszellen im Vergleich zu
unmarkiertem Gewebe als ,hot spots”, weil sie eine hdhere Konzentration des
radioaktiven Tracers enthalten. Auch kann die Untersuchungsdauer, abhangig von der
Wahl des Radionuklids und der Entziindungsart, stark variieren. Technetium-99m hat
eine kurze Halbwertszeit von sechs Stunden und kann laut Studien aus den Zellen
austreten und in die Umgebung gelangen, wodurch auch umliegendes Gewebe
nichtintentionell markiert wird [1]. Ein Nachteil der Szintigraphie ist auBerdem die
Exposition der Patienten gegenuber ionisierender Strahlung [6]. Weiterhin ist die
raumliche Auflésung der Szintigraphie begrenzt, was eine genaue Lokalisation von
Entzindungsherden im Kérper, sowie die Unterscheidung verschiedener Gewebearten
erschweren kann [7]. Bei einigen Fragestellungen kann eine Kombination aus



Entzindungsszintigraphie und anderen bildgebenden Verfahren nétig sein, um ein
umfassenderes Bild des entzindlichen Prozesses zu erhalten. Unter Umstédnden kann
sich die Untersuchungsdauer der Patienten auf mehrere Stunden bis wenige Tage
verteilen, insbesondere falls mehrere Bildgebungssitzungen durchgefihrt werden
mussen.

Auch Fluoreszenzfarbstoffe koénnen mit Hilfe von Fluoreszenzdetektoren zur
Visualisierung von Zellen eingesetzt werden. Sie verfligen Uber eine spezifische
Signalgebung und ermdglichen die genaue Lokalisierung von Zellen. Aufgrund der
begrenzten Eindringtiefe von Anregungslicht in das Gewebe sind sie jedoch auf
oberflachennahe Anwendungen limitiert.

Durch nicht-invasive bildgebende Verfahren, wie Sonographie, CT oder 'H-MRT lassen
sich zwar anatomische Informationen Uber die Ausbreitung von Entziindungsprozessen
gewinnen, jedoch fehlt diesen Verfahren gewohnlich die Spezifitdt, um gezielt
beispielsweise entzindliche Zellen nachzuweisen. Die Bildgebung mittels 'H-MRT hat
sich als Standardverfahren in der Kklinischen Diagnostik etabliert und liefert
kontrastreiche anatomische Bilder, insbesondere von Weichgeweben. Sie basiert auf
der Darstellung der Wasserstoffprotonen im Gewebe. Die gemessene Signalintensitat
ist abhéangig von der Protonendichte der Gewebe und der Relaxierung der H2O-
Moleklle. Mittels konventioneller 'H-MRT kann jedoch kaum zwischen
Gewebszerstérung und Gewebsreparatur unterschieden werden. Zudem ist es nicht
moglich die bei einer Entziindung beteiligten Immunzellen mit hoher Spezifitdt zu
differenzieren. Darlber hinaus kénnen entziindliche Prozesse in frilhen entziindlichen
Phasen kaum sichtbar gemacht werden, da eingewanderte Immunzellen im betroffenen
Gewebe zu diesem Zeitpunkt keine physikalischen Veranderungen hervorrufen, die in
MR-Kontraste umgewandelt werden kénnen [8].

Hinweise auf Entziindungsprozesse kénnen auch durch Verdnderungen der
Gewebeperfusion, des Sauerstoffgehalts des Blutes, den Energiebedarf oder bestimmte
Stoffwechselprozesse gegeben werden, die die Diffusion von Wassermolekilen
beeinflussen und Verédnderungen im lokalen Magnetfeld der 'H-MRT hervorrufen. Mit
Hilfe der funktionellen Magnetresonanztomographie, der kontrastverstarkten MRT und
der Diffusionsbildgebung werden solche Informationen Uber eine komplexe
Nachverarbeitung ausgewertet. Auf diese Weise kénnen Entziindungsprozesse indirekt
detektiert werden. Technisch limitiert sind diese Verfahren durch Messungenauigkeiten,
die durch Veranderungen des Blutflusses im umliegenden Gewebe der Entziindungen
und der GefaBe hervorgerufen werden. Auch wird die entziindliche Aktivitat nicht direkt
gemessen, sondern indirekt durch die oben genannten Parameter. Fir die genaue in
vivo Lokalisation von Entziindungsprozessen mittels MRT werden daher Substanzen
bendtigt, die einen flir diagnostische Zwecke ausreichenden MRT-Kontrast erzeugen.

In den letzten Jahren hat die Magnetresonanztomographie groBe Fortschritte gemacht
und bietet vielversprechende nicht-invasive Ansatze zur Darstellung von
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Entziindungsherden im Korper [8-12]. Durch den Einsatz von MRT-Kontrastmitteln in der
'H-MRT lassen sich krankhafte Gewebeveranderungen zwar leichter erkennen, jedoch
sind damit oftmals keine detailreichen Informationen zu Entziindungsprozessen zu
gewinnen. Zwei haufig eingesetzte MRT-Kontrastmittel sind negative MRT-
Kontrastmittel, wie superparamagnetische Eisenoxidpartikel (SPIO) und positive MRT-
Kontrastmittel, wie Gadolinium-basierte MRT-Kontrastmittel. Sowohl Gadolinium-haltige
Kontrastmittel als auch SPIO kénnen durch ihre paramagnetischen Eigenschaften die
Signalintensitat durch Manipulation der Relaxationszeit erheblich beeinflussen und
finden auch klinische Anwendung [13-16].

SPIOs (small paramagnetic iron oxide particles) werden von phagozytischen Zellen, wie
Monozyten und Makrophagen, aufgenommen [17, 18]. Durch Erzeugung eines
stérenden Magnetfeldes kdnnen sie das 'H-Signal im Bereich des Eisens selektiv
abschwéachen, wodurch es im Bereich der Phagozyten zu einer Verringerung der H-
Intensitdt kommt. SPIOs bieten eine hohe Empfindlichkeit und kénnen auch zur
Verfolgung von Zellen Uber einen langeren Zeitraum eingesetzt werden [17, 19, 20].
Allerdings kénnen SPIO als MRT-Kontrastmittel durch verschiedene phagozytisch aktive
Zellarten und Gewebekompartimente aufgenommen werden, wodurch die Interpretation
der Bilddaten erschwert wird [21-25]. Das AusmaB der Makrophageninfiltration in die
entzindlichen Lasionen kann je nach Gewebetyp, Organ und spezifischer
Entziindungsphase unterschiedlich stark ausgepragt sein [26, 27]. So zeigen einige
Gewebe nahezu keine SPIO-Aufnahme [28]. Weiterhin besteht kein lineares Verhaltnis
zwischen SPIO-Konzentration und Signalabschwachung, was die Quantifizierung
erschwert: Mit ansteigenden SPIO-Dosierungen entsteht ein  sogenannter
Sattigungseffekt bei der Signalminderung, da durch die zunehmende Verklrzung der
T2- und T2*-Relaxationszeiten eine stéarkere MRT-Signalabschwéachung eintritt [29-31].
Zudem wurde auch die mdégliche Zelltoxizitat von SPIO bei medizinischen Anwendungen
vielfach diskutiert [32],

Positive "H-MRT-Kontrastmittel, wie Gadolinium-haltige Chelatkomplexe verstarken das
MRT-Signal des umliegenden Gewebes durch Interaktion mit Wasserstoffprotonen, was
zur Verkirzung der Longitudinal-Relaxationszeit (T1-Zeit) flhrt. Bei T1-gewichteten
Aufnahmen erscheinen die Bereiche, in denen sich Gadolinium angereichert hat, heller.
Gadolinium-haltige MRT-Kontrastmittel wirken vor allem als MRT-Kontrastmittel des
Extrazellularraums. Sie kénnen eingesetzt werden, um die Sichtbarkeit von BlutgefaBen
und die GefaBpermeabilitdt darzustellen, was eine Identifikation und Lokalisation von
Entziindungsherden erleichtern kann [33, 34]. Bei langerer Gadolinium-Exposition
besteht insbesondere bei Patienten mit einer eingeschrankten Nierenfunktion laut
einigen Studien ein geringes, aber erhdhtes Risiko fir die Entwicklung einer Erkrankung
namens nephrogene systemische Fibrose (NSF). Das Krankheitsbild der NSF beinhaltet
die Verhartung und Verdickung von Haut und Organen mit potenziell tédlichem
Krankheitsverlauf [9, 35-37]. In anderen klinischen Studien wurde das allergene
Potenzial von Gadolinium-haltigen MRT-Kontrastmitteln beschrieben. So kénne es unter
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Anwendung von Gadolinium-haltigen MRT-Kontrastmitteln zu Juckreiz, Hautausschlag
oder seltenen schweren allergischen Reaktionen kommen [38, 39].

In einer Studie von 2008 konnten Flégel et al. experimentell bei Mausen nach einem
induzierten akuten Myokardinfarkt in der 'F-MRT nachweisen, dass PFCs nach
intravendser Gabe von zirkulierenden Monozyten aufgenommen werden, die sich
innerhalb des entziindlich verdnderten Gewebes anreichern [40]. Perfluorkarbon-
Nanoemulsionen als intravends verabreichte °F-MRT-Kontrastmittel wurden daraufhin
experimentell fir verschiedene Krankheitsbilder untersucht. So konnte Ebner et al. 2010
die entziundlich bedingte Monozyten-/Makrophageninfiltration nach induzierter
bakterieller Pneumonie anhand von '°F-MRT detektieren [41]. In einer weiteren Studie
konnten entzindliche Prozesse in Abszessen des Oberschenkels am Tier mittels PFCs
und "®F-MRT untersucht werden [42]. Auch fir zahlreiche andere Entziindungsmodelle,
wie entzindlich bedingte Arthritiden [43], Myokarditiden [44] und Tumorerkrankungen
[45] konnten mittels PFCs und '°F-MRT vielversprechende Erkenntnisse zur lokalen
Anreicherung von Immunzellen und zum Verlauf von Entziindungsvorgangen gewonnen
werden.

1.2 Bildgebung von entziindlichen Prozessen liber 'H-/1°F-MRT

Eine weitere Methode, um Immunzellen darzustellen, basiert auf dem Einsatz von
Perfluorkarbon-Nanoemulsionen (PFCs), die mittels '"F-MRT dargestellt werden
kénnen. Intravends verabreichte PFCs werden von zirkulierenden und lokalen
phagozytischen Immunzellen, wie Monozyten und Makrophagen aufgenommen, die in
entziindlichen Bereichen akkumulieren und mittels 'H/'"°F-MRT visualisiert werden
kbnnen [41, 42, 46, 47]. Diese Methode hat sich in den letzten 20 Jahren zu einem
vielversprechenden Werkzeug fur die bildgebende Darstellung von entzindlichen
Prozessen entwickelt [48-51].

F-MRT basiert auf dem NMR-aktiven Nuklid '°F, welches einige Eigenschaften
aufweist, die es fur die MRT-Bildgebung interessant machen. '9F ist das einzige stabile
Isotop des Fluoratoms und ist frei von ionisierender Strahlung. Es besitzt eine naturliche
Haufigkeit von 100%, jedoch weist der menschliche Kérper nahezu keinen natirlichen
Gewebehintergrund auf [50, 52]. '°F kommt lediglich in geringen Mengen in den Zahnen
und Knochen in gebundener Form vor, nicht aber im Weichgewebe [53-55].
Naturlicherweise im Koérper vorkommende '°F-Moleklle besitzen aufgrund ihrer
Immobilisation sehr kurze T1-Zeiten und werden daher mit den konventionellen
Bildgebungssequenzen kaum detektiert [8, 50, 53, 56]. Fur die Entziindungsbildgebung
hat die "°*F-MRT somit den Vorteil, dass entziindliches Gewebe gezielt mit '°F-Isotopen
angereichert und anschlieBend zwischen markiertem (entziindetem) und unmarkiertem
Gewebe unterschieden werden kann [8].

Die ®F-Kerne weisen &hnliche MRT-relevante Eigenschaften wie der 'H-Kern auf. So
besitzt '°F ein &hnliches gyromagnetisches Verhaltnis und eine ahnliche MR-Sensitivitat
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wie 'H [57, 58]; auBerdem verfligt er wie 'H einen Spin von 2, hat jedoch im Gegensatz
zum Wasserstoffatom einen 600-mal gréBeren Bereich an empfangenen
Resonanzfrequenzen [59, 60]. Die Resonanzfrequenz von 'H betragt 400.00 MHz bei
9.4 T und die von '°F etwa 376.30 MHz bei 9.4 T mit einer relativen Sensitivitat von 0.83
bezogen auf den Wasserstoffprotonenkern [61, 62]. Somit ist die Sensitivitat von '9F
deutlich héher als die Sensitivitdt von 3P, 3C, und '*N [63]. Durch die N&he der
Resonanzfrequenzen von 'H und '9F lasst sich zudem die vorhandene technische
Ausstattung des 'H-MR-Gerates durch das Implementieren einer '9F-Spule
unkompliziert erweitern. '°F-Isotope koOnnen allerdings unabh&ngig von den
umgebenden Wasserstoffprotonen erregt werden, daher ist man bei der "°*F-MRT nicht
von der Protonendichte abhéangig. In protonenarmen Geweben, wie beispielsweise der
Lunge, kann daher auch eine ®F-MRT-Anwendung finden [41, 64]. Durch Uberlagerung
einer separaten '*F-MRT-Aufnahme mit einer korrespondierenden anatomischen 'H-
MRT-Aufnahme wird die exakte Lokalisation von Entziindungen, Tumoren und anderen
pathologischen Prozessen auf zellularer Ebene mdglich [40]. Zudem gibt es eine lineare
Korrelation der '°F-Signalstarke mit der '°F-Konzentration, was die Mdglichkeit einer
einfachen Quantifizierung bietet [65].

Es wurden verschiedene Anséatze zur Markierung und Quantifizierung verschiedener
Immunzelltypen mit °F-Kontrastmitteln entwickelt, darunter Makrophagen, Neutrophile
Granulozyten, T-Zellen, B-Zellen, dendritische Zellen und Stammzellen [66-69]. Das
Targeting von Neutrophilen und Monozyten [69] mittels perfluorierten
Kohlenstoffverbindungen (PFCs) und "F-MRT wurde bereits in verschiedenen Studien
u.a. an Mausmodellen erforscht [41, 69, 70]. Nach intravendser Gabe werden PFCs
durch Phagozyten wie Monozyten und Makrophagen aufgenommen [49, 66, 71]. Die
Migration von dendritischen Zellen, T-Zellen und B-Zellen wurde ebenfalls in
verschiedenen Studien in vivo mittels '*F-MRT untersucht [65, 72-74].

In der nachfolgenden Abbildung 1-1 ist exemplarisch eine Entziindungsreaktion des
Arbeitsmyokards einer Maus dargestellt, bei der 'H-MRT- und '®F-MRT-Aufnahmen
Uberlagert wurden. Die entziindeten Areale sind farblich gelb-rot markiert.
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Abbildung 1-1 — Uberlagerung von 'H- und °F-MRT-Schichtaufnahmen nach einem Myokardinfarkt
in der Maus:

Dargestellt sind axiale 'H- und '®F-MRT-Schichtaufnahmen des Herzens einer Maus, bei der experimentell
ein Myokardinfarkt induziert wurde. Am Tag nach dem Eingriff wurden PFCs intravends verabreicht. 24
Stunden spéter erfolgten die 'H/'9F-MRT-Messungen. Bei Uberlagerung der anatomischen 'H-Aufnahme
(links) und des farbcodierten °*F-MRT-Scans (mittig, Hot-Iron-Farbschema) lasst sich eine Anreicherung
von '9F-Isotopen in den entziindeten Arealen des Myokards erkennen. Die Kombination von 'H-/'"®F-MRT
ist rechts im Bild dargestellt. Die Abbildung wurde modifiziert und stammt von Flégel et. al. [40].

1.2.1 Perfluorkarbone und Perfluorkarbon-Nanoemulsionen

Bei den Perfluorkarbonen handelt es sich um synthetische Verbindungen, die aus
Kohlenstoff- und Fluoratomen bestehen. Bei der Synthese der Perfluorkarbone sind alle
Substituenten der Kohlenstoffatome durch '9F-Kerne ersetzt worden, wodurch
Perfluorkarbone einen hohen Gehalt an MR-aktiven °F-Atomen besitzen [75, 76].
Perfluorkarbone gelten nach aktueller Studienlage als nicht toxisch und biologisch
vertrglich [77, 78]. Durch die hohe Elektronendichte des Fluoratoms sind die
Substanzen weitgehend chemisch inert und reaktionstrage [79]. Die starke kovalente C-
F-Bindung schitzt Perfluorkarbone weitgehend vor enzymatischem Abbau und durch
die hohe Elektronendichte der Fluorverbindungen gibt es wenige Interaktionen mit
anderen Molekdlen [80, 81]. Zudem weisen Perfluorkarbone keine Radikalbildung auf,
weshalb sie sich insgesamt als '®F-MRT-Kontrastmittel eignen [82].

Wie in Abbildung 1-1 exemplarisch dargestellt kbnnen PFCs genutzt werden, um einen
Entzindungsherd darzustellen. Zur Darstellung phagozytischer Immunzellen werden
PFCs verwendet, welche passiv aufgenommen werden und sich im Entziindungsherd
anreichern. Es wurde in verschiedenen experimentellen Ansatzen gezeigt, dass PFCs
von diversen Immunzellen, wie Makrophagen, Neutrophilen Granulozyten, T-Zellen, B-
Zellen, dendritischen Zellen und Stammzellen aufgenommen werden [66-69]. Die
Ansatze der Forschung der letzten Jahre liefern exzellente Voraussetzungen fur eine in
vivo Nutzung von '°F-Nukliden als intravendése MR-Kontrastmittel [25, 83, 84].
Perfluorkarbone miissen jedoch flr biologische oder medizinische Anwendungen z.B.
mit Lipiden emulgiert werden wodurch Perfluorkarbon-Nanoemulsionen (PFCs)
entstehen, oder alternativ in PLGA (Polylactid-co-Glycolid) eingekapselt werden [51, 85].
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Die Verwendung von Perfluorkarbonen als bildgebende Kontrastmittel begann in den
1980er Jahren [86-89]. So konnte in ersten Studien gezeigt werden, dass PFC-
Emulsionen als MR-Kontrastmittel in der Lage sind, Entziindungsprozesse in Geweben
sichtbar zu machen [90, 91]. Die vielfaltigen Einsatz- und Untersuchungsmdglichkeiten
mittels PFC-Nanopartikeln bei der Darstellung von Entziindungen wurden weiteren
Studien dargestellt. So koénnen PFC-Nanopartikel fur bestimmte Einsatzwecke
angepasst werden. Eine GrdBen- und Formmodifikation der Nanopartikel, ebenso wie
die Modifikation der Oberflachenladungseigenschaften der Nanopartikel durch
physikalische Manipulationen oder Veranderung der Synthesemethoden ermdglicht die
Optimierung der PartikelgroBe flur z.B. eine bessere Gewebepenetration oder eine
gezielte Anreicherung in bestimmten Gewebekompartimenten oder eine Verbesserung
der Stabilitat der Nanopartikel [92, 93]. PFC-Nanopartikel kénnen zudem mit Polymeren,
Proteinen, oder Lipiden beschichtet werden, um einerseits die Stabilitdt weiter zu
erhéhen, oder die Interaktion mit bestimmten Gewebekompartimenten oder einzelnen
Zellen zu verbessern [94]. Um eine gezielte Bindung an verschiedene Zelltypen oder
Molekule zu erreichen, kbnnen PFC-Nanopartikel mit spezifischen Liganden konjugiert
werden. So konnten unsere Arbeitsgruppe (Temme et. al.) 2015 PFCs mit dem a2-
Antiplasmin-Peptid funktionalisieren, welches gegen FXllla und das Fibrinnetzwerk
gerichtet ist und thromboentziindliche Prozesse in der Maus darstellen [49]. 2018 konnte
ein aktives Targeting an humane und murine neutrophile Granulozyten Uber ein
spezifisches Peptid (NG2) [95] erreicht werden. 2020 wurde eine Arbeit veréffentlicht,
bei der epikardiale stromale Zellen (EpiSC) spezifisch angesteuert wurden [96]. Die
Integration von Fluoreszenzfarbstoffen in die Nanopartikel erweitert das Einsatzgebiet
von PFCs fur viele weitere molekularbiologische Zwecke. Dazu zahlen die Untersuchung
mittels  fluoreszenzbasierter = Methoden, wie beispielsweise = FACS oder
Fluoreszenzmikroskopie, die in vivo Echtzeitanalyse mittels Biolumineszenz Detektoren,
oder die Phototherapie [97, 98].

1.2.2 Multispektrale '°F-MRT-Bildgebung

Eine weitere Besonderheit von °F-haltigen chemischen Verbindungen ist, dass mit 300
- 400 ppm eine groBe Breite an chemischen Verschiebungen der '9F
Resonanzfrequenzen vorhanden ist. Dies bietet ideale Voraussetzungen flr eine
Multispektrale '9F-Bildgebung [53]. Hierfir werden spektral unterscheidbare '9F-
Verbindungen benétigt, deren Resonanzfrequenzen eine ausreichend groBe chemische
Verschiebung und gut isolierte Signalspitzen aufweisen. So koénnen bei '9F-
Verbindungen in Abhéngigkeit von ihrer chemischen Struktur eine oder mehrere
separate Resonanzfrequenzen vorliegen [50, 56, 60, 99]. Eine eindeutige Identifikation
mehrerer unabhéangiger °F-MRT-Proben sind méglich, sofern sie sich nicht spektral
Uberlagern [58, 100].

Es existiert eine Vielfalt an verschiedenen Perfluorkarbonen mit unterschiedlichen
chemischen Strukturen, die zahlreiche CFs-, CF2- und CF-Gruppen besitzen (siehe Abb.



1-2). Je nach chemischer Strukitur kénnen Perfluorkarbone zudem in linearer,
verzweigter, zyklischer oder aromatischer Struktur vorliegen [101, 102]. In Abbildung 1-
2 ist eine Aufnahme der Spekitren von PFOB, PFCH und PFCE dargestellt.
Perfluorkarbone kénnen je nach Komplexitat inrer chemischen Struktur, und dem Gehalt
an '°F-Kernen eine oder mehrere Resonanzfrequenzen aufweisen (siehe Abb. 1-2). Fir
eine Multispektrale '9F-MRT sind idealerweise PFCs mit einer einzigen
Resonanzfrequenz geeignet, wie beispielsweise PFCE [103]. Bei PFCE flhren die
enthaltenen CF>-Gruppen zu einem einzigen Hauptsignal. Im Vergleich dazu besitzen
PFCH und PFOB neben den CF3-Gruppen, die zu dem Hauptsignal fihren, zusatzliche
CF2>-Gruppen und CF-Gruppen, welche Signale erzeugen, die sich teilweise Gberlagern
und nicht differenzierbar sind (siehe Abb. 1-3).

FS\XKO/ fiF
FF)_. o] o\?iFF
F?:",\F_EQJ‘F
L
@)
L
o
useless for
o~ : o
g differentiation
5 : ) A
FEF FF FF F LL { \
i .
It
o
O
L
a { |
qu ?l
|

!
M,,,z\._ ‘ ' \u-«-// ‘\*—«_.__.,_M,_._ ll r \._,_,‘._..

. - , 'r .
2( l T -40 -60

Chemical shift [ppm]

Abbildung 1-2 — NMR-Spektroskopische Simultanaufnahme von PFOB, PFCH und PFCE: Dargestellt
ist die Uberlagerung von 1'9F-Signalen verschiedener PFCs (Perfluorkarbon-Nanoemulsionen) mit
magnetisch unterschiedlichen 1°F-Kernen: PFOB (Perfluoroktyl-bromid, hellblaue Pfeile), PFCH (Perfluor-
1,3,5-trimethylcyclohexan violetter Pfeil), und PFCE (Perfluor-15-kronen-5-ether, dunkelroter Pfeil). PFCE
(links) besitzt 20 magnetisch aquivalente Kerne, die zu einem einzigen 1°F-Signal fihren, wohingegen PFOB
und PFCH ein komplexeres °F-Spektrum aufweisen. Die Abbildung wurde aus dem Artikel ,Multi-targeted
TH/'°F MRI unmasks specific danger patterns for emerging cardiovascular disorders” von Flégel et al. 2021
entnommen und fir diese Arbeit modifiziert [104].



In  der experimentellen Forschung wurden Dbereits einige Ansatze zur
Entzindungsbildgebung mittels Multispektraler "°*F-MRT durchgefuhrt. In einer Studie
von 2005 wurden dendritische Zellen mit PFCs markiert und konnten im Tiermodell in
vivo verfolgt werden [50]. Die Studie stellt die Markierung dendritischer Zellen mittels
PFCs als wegweisend fur die Immuntherapie von  Tumoren und
Autoimmunerkrankungen, wie Autoimmundiabetes, Myasthenia Gravis und Multiple
Sklerose dar [50, 105]. Die Autoren Ahrens et. al., betonen gleichzeitig die Nutzbarkeit
der Technologie fur weitere Zellarten. 2007 wurde die Verfolgung von Stammzellen
mittels zweier unterschiedlicher intravents verabreichter PFCs durchgefihrt, um
zelluldre Vorgénge, wie z.B. die AbstoBung von Stammzelltransplantaten besser
beobachten und verstehen zu kénnen [84, 106]. Eine weitere Studie von Ottoboni et al.
aus dem Jahr 2020 hebt die Rolle endogener Stammzellen fir das Remodelling bei
entzindlichen Prozessen hervor und betont die Vorteile von '°*F-MRT bei der Markierung
neuraler Stammzellen [107].

Weitere Immunzelltypen wurden bereits in praklinischen Modellen untersucht. 2017
wurde von Partlow et al. erstmals eine Kombination von PFCE und PFOB eingesetzt,
um humane hdmatopoetische Stammzellen zu markieren [84]. 2019 gelang Chirizzi et
al. mit zwei spektral unterscheidbaren PFCs, PFCE und PERFECTA, die Detektion von
mononukleéren Zellen in Mausen Uber 2-Farben-'°F-MRT[65]. Auch eine Kombination
von drei spektral unterscheidbaren PFCs mit spezifischen Liganden gegen FXllla und
Fibrin konnte 2021 von Flogel et al. eingesetzt werden, um thromboinflammatorische
Prozesse in der Maus zu detektieren [104]. Bislang war die Multispektrale *F-MRT via
PFCs jedoch auf maximal drei simultan einsetzbare Substanzen beschrankt [65, 108-
110].

Die gleichzeitige Markierung verschiedener Zellarten in Entziindungsherden in einem
Untersuchungsablauf stellt ein aktuelles Forschungsgebiet dar, um einen
differenzierteren Einblick in das entzlndliche Geschehen zu erhalten. Die bisherigen
Forschungsanséatze und multimodalen Einsatzmdglichkeiten des Einsatzes von PFCs
unterstreichen deren Potenzial fir die multispektrale Entzindungsbildgebung.

1.3 Zielsetzung

Das Ziel dieser Arbeit ist es, neue Ansétze fir die Multispektrale ®F-MRT zu entwickeln,
um die bildgebende Darstellung von vier verschiedenen Zelltypen mittels spektral
unterscheidbarer PFCs zu ermdglichen.

Die zur Markierung der Zellen notwendigen PFCs A425PFnQ, A48PFCH, A647’PFCE und
AT00PFTBH werden durch Emulgierung und Hochdruck-Homogenisation hergestellt und
anschlieBend mittels dynamischer Lichtstreuung, fluoreszenzbasierten Methoden sowie
19F-MRT charakterisiert. Um festzustellen, ob keine spektrale Uberlappung besteht, wird
anschlieBend die spektrale Identitat der PFCs mit 'F-MRT (FT-basierte 2D-CSI-
Methode), Fluoreszenzspektroskopie und IVIS-Bildgebung analysiert. Um zu
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untersuchen, ob die PFCs von Immunzellen aufgenommen werden kénnen, wird die
zellulare Aufnahme der PFCs durch 'H/'°F-MRT und Durchflusszytometrie anhand der
murinen Makrophagen-Zelllinie J774A.1 untersucht. AbschlieBend erfolgt die simultane
Darstellung von vier immunkompetenten Zelllinien in vitro mit jeweils unterschiedlichen
PFCs in einem experimentell angelegten Entziindungsherd via '®F-MRT und IVIS. Es
sollen folgende Zelllinien mit PFCs markiert werden: THP-1 (humane Monozyten-
ahnliche Zellen) mit A425PFnO, HL-60 (Neutrophilen-ahnliche Zellen) mit A488PFCH, CHO
(Epithelzelllinie aus den Ovarien des chinesischen Zwerghamsters) mit A647’PFCE und
WEHI-231 (murine B-Zellen) mit A7°°PFTBH.

Es wird erwartet, dass die Ergebnisse dieser Arbeit und methodischen Erkenntnisse zur
Bildgebung mittels Multispektraler ®F-MRT und PFCs die Mdglichkeiten bildgebender
Darstellung von Entziindungsprozessen und anderen Krankheiten erheblich verbessern
und potenziell klinische Anwendungen in der Diagnostik und Uberwachung von
Entzindungsprozessen aufzeigen kénnen.
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2 MATERIAL

2.1 Gerate
Gerét Typenbezeichnung Hersteller
Analysenwaage PA214 Ohaus Europe (Greifensee, Schweiz)
Analysenwaage AG204 DeltaRange® Mettler Toledo (Ohio, USA)
Analysenwaage Ew Kern (Balingen-Frommern, Deutschland)
Durchflusszytometer FACSCanto™ Il BD® Bioscience (San Jose, USA)

Heizblock

Thermomixer compact

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

Biolumineszenz- /
Fluoreszenzdetektor

IVIS® Lumina Il

Caliper LifeSciences (Mainz, Deutschland)

Fluoreszenzspektrometer

F-7000 (Seriennummer
2451-017)

Hitachi®) FL solutions (Tokio, Japan)

Inkubator Heracell 150i Thermo Fisher Scientific (Rockford, USA)
Magnetrihrer RCT basic IKA Werke (Staufen, Deutschland)
MR-Microimagingsystem Mini 0.5 Bruker (Rheinstetten, Deutschland)

MR-Resonatorspule

25mm-birdcage

Bruker (Rheinstetten, Deutschland)

MR-Spektrometer

9.4 T Avancelll Wide
Bore

Bruker (Rheinstetten, Deutschland)

pH-Meter

766 Calimatic

Knick (Berlin, Deutschland)

Pipetten

Research

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

Ultraschallbad

Sonorex RK 100 H

Bandelin (Berlin, Deutschland),

Vortexer Reagenzglas-Vortex- VWR International (Darmstadt, Deutschland)
Schuttler

Vortexer REAX Top Heidolph Instruments GmbH (Schwabach,
Bayern)

Vortexer REAX 2000 Heidolph Instruments GmbH (Schwabach,
Bayern)

Zentrifuge 5415D Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

Zentrifuge Universal 320R Andreas Hettich GmbH & Co. KG

(Tuttlingen, Deutschland)
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Zentrifuge Allegra X-30R Beckman Coulter (Brea, USA)
Mikrobiologische Mars Pro Cytosafe Class LaboGene™ (Lillerad, Danemark)
Sicherheitswerkbanke 2
Hochdruck-Homogenisator LV1 Microfluidics (Westwood, USA)
Mikroskop CKX31 Olympus (Tokio, Japan)
Gefrierschrank LKexv 3910 Index 21 / Liebherr (Bulle, Schweiz)

001
Thermomixer compact Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

2.2 Verbrauchsmaterialien

Material Spezifikation Hersteller
FACS-R6hrchen Becton Dickinson (Heidelberg, Deutschland)
Zentrifugen-Réhrchen 15ml, 50ml Greiner Bio-One (Frickenhausen, Deutschland)
Spritzen Omnifix-F, 2ml Becton Dickinson (Heidelberg, Deutschland)
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2.3 Chemikalien

2.3.1 PFCs
Substanz Abkiirzung / Reinheit Hersteller
Summenformel
Perfluor-15-kronen-5-ether PFCE / C1oF200s 98% ABCR GmbH & Co. KG,
Karlsruhe, Germany
Perfluor-n-octan PFNO / CgF1s 98% ABCR GmbH & Co. KG,
Karlsruhe, Germany
Perfluor-1,3,6- PFCH / CgF12 98% ABCR GmbH & Co. KG,
Trimethylcyclohexane Karlsruhe, Germany
Perfluor tert-butylcyclohexan PFTBH / C1oF 20 98% ABCR GmbH & Co. KG,
Karlsruhe, Germany
2.3.2 Phospholipide
Substanz Beschreibung / Summenformel Aabs (NM) M [g*mol-] Hersteller
Lipoid® L - ~ 780 Lipoid GmbH
E 80 SN S (Ludwigshafen,
€ £ Deutschland)
22
2
23
2 g
c Qo
a3
T T
2 ®
< o
= I
T
Atto425- IS 433 nm ~1075 ATTO-TEC
DPPE 5 g GmbH (Siegen,
o —3 Deutschland)
O
Atto488- 2 % 508 nm ~ 1264 ATTO-TEC
DPPE SZE GmbH (Siegen,
sP 8 Deutschland)
2%
S 2 N O
Atto647- 8 N = E 653 nm ~ 1267 ATTO-TEC
Q=
DPPE o g W s GmbH (Siegen,
@ o
§ % S § Deutschland)
20 B
Atto700- gicg 694 nm ~ 1353 ATTO-TEC
DPPE 8522 GmbH (Siegen,
o O = C
> 5 o
u_:’_ 59 & Deutschland)
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2.3.3 Andere Substanzen

Substanz Beschreibung M [g*mol'] | Reinheit Hersteller
/Summenformel
Isopropanol 2-Propanol 60,1 99,95%, Carl Roth (Karlsruhe,
LC-MS- Deutschland)
Grade
Glycerol C3HgOs 92,09 Merck (Darmstadt,
Deutschland)
Di-Natriumhydrogen- NaHPO, 177,99 Carl Roth (Karlsruhe,
phosphat Deutschland)
Natriumdihydrogenphos NaH.PO, 156.01 Carl Roth (Karlsruhe,
hat Deutschland)
deionisiertes H-O 18.0

(vollentsalztes) Wasser

14



inien

2.4 Verwendete Zelll

N H
c @ @ @ i @ @ s
5 S 4 S a4k S g S o & S a4y
[ g o : n N <)

E O = E O = o = o E O
M < 0o < O & < F <F & < o=

£
1 N o O N o O N o O N o O N o O
£ 3 & ®=20 & ®°0 & ®=20 & ®°0 & 5°0
= T - O c b - O c b - O c b _ 0 c W - 9 c Wb
=) = =2 3 O o = = 3 O o = =2 3 O o = = 3 O o = = 3 O o
m £ 0O EN > &8 o EN > 0O EN > & o EN > o EN >
1
@ c c c c
£ S S @ S S
2 2 2 < 2 2
2 3 2 2 55 2 2
.nn.v S %) ) g9 ) %)
© O 2 3 T O S 3
= £ »n ) & N »n »n
1918190)Ne woles alweyna
2 & |esodioyeixa ‘nelq -ua||azwn|nyiay JalelAzouow
3]
W .m slaysweybiamz uayosisexney uabuyel HW SNep uayol|qiom Jainye Jw usjualed
o 8 2 uayol|qiam -9¢ Jaule ualhzoyna uauasyoemIa Jauld saule In|g uaiaydiad She Jauld In|g
o += O
% _.m w. SauI9 UBBAQ -1n|g alayduad | selzsy wap sne uajjez wap sne uajjez wap sne uaj|az-g
siaisweyblomz

> uayosisaulyd
.w SauI9 JeAQ Wap sne ua||eZz
© all||jezieyndy “Aero ayoljuye-usjiydosnaN
..n& JajsweH asaulyn alelfzojpAwoud alul|||8Z ayoluye
& = OHD yosI|bug auewny uabeydosepy suunpy -uajAzouoy suewny alul||ez-g suunw
) ) _
£ e 3 N a T
= I | I -
o o I 5 = z Q

15



2.5 Puffer, Medien und Reagenzien zur Zellkultivierung

Bezeichnung

Beschreibung

Chemikalien

Hersteller

DMSO Dimethylsulfoxid Sigma-Aldrich (St.
2 Louis, USA)
3
£
2
o o
£ =
3 2
§ 2
© 5
o w
FCS Universitatsklinikum
= Dusseldorf
2 o
N £ (Zentralapotheke)
E 3
2 o
o >
O N =
s 32
SER
Lyse-Puffer 8,29 mg Ammoniumchlorid Universitatsklinikum
H7,4 S Diisseldorf
P *O;), 1.00 mg Kaliumhydrogencarbonat
o N (Zentralapotheke)
3£ 0,0375 mg Na-EDTA
S
oS c
5 S
£ O
o C
E 2
2 0
[T}
o >
IS -
£R
o =
s §
28
PG-Puffer (pH 1mM Phosphat eigene Herstellung
7,4
) = 7mM Dinatriumhydrogenphosphat
()
;:__’ 3mM Natriumdihydrogenphosphat
©
@ 2,5% m/m Glycerol
S
@
T
<
o
%]
o
e
o
PBS A 137 mM Natriumchlorid
2T
5 £ 2.7 mM Kaliumchlorid
D ©
O
T 8 10 mM Natriumdihydrogenphosphat
28}
% ;:I;! 1.8 mM Kaliumdihydrogenphosphat
s 0
a2 ®
o <
iy
% O
82
o 2N~
£ S 3F
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2.6 Software

Bezeichnung Version Beschreibung Entwickler
Microsoft Office 2021 Zusammenstellung von Microsoft Corporation (Redmond,
Programmen zur USA)
Textverarbeitung,
Tabellenkalkulation und
Erstellung von
Préasentationen
SNR-Tool 2010 Programm zur Analyse von Christoph Jacoby
19F-Bildern
CSI-Tool 2012 Programm zur Analyse von Christoph Jacoby
19F-Bildern
Overlay-Tool 2015 Programm zur Analyse von Christoph Jacoby
19F-Bildern
Prism 8 Statistik-Programm GraphPad Software, Inc. (Boston,
USA)
EndNote 20 Literaturverwaltungs- Clarivate™ (Philadelphia, USA)
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FlowJo 10.08.0 Programm zur Analyse von Becton Dickinson (Heidelberg,
1 Durchflusszytometer-Daten Deutschland)
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3 METHODEN

3.1 Herstellung von PFC-Nanoemulsionen

Es wurden vier verschiedene Perfluorkarbone zur Herstellung der PFCs verwendet:
PFnO (Perfluor-n-octan), PFCH (Perfluor-1,3,5-Trimethylcyclohexan), PFCE (Perfluor-
15-kronen-5-ether) und PFTBH (Perfluor tert-butylcyclohexan) (siehe Abb. 3-1).

F3

Fa\l/Fa

PFnO PFCH PFCE PFTBH

Abbildung 3-1 — Strukturformeln ausgewéhliter Perfluorkarbone: Von links nach rechts schematisch
dargestellt sind die Strukturformeln  von PFnO (Perfluor-n-octan), PFCH (Perfluor-1,3,5-
Trimethylcyclohexan), PFCE (Perfluor-15-kronen-5-ether) und PFTBH (Perfluor tert-butylcyclohexan).

Far die Herstellung von PFC-Nanoemulsionen sind zwei Aspekte essenziell: Zum einen
ein Perfluorkarbon und der Emulgator Lipoid® E 80 SN, zum anderen ein hohes MaB an
mechanischer Energie, welches der Rohemulsion zugefiihrt werden muss. Bereits im
Stadium einer groben PFC-Rohemulsion liegt die PartikelgréBe im Bereich mehrerer ym.
Das im weiteren Emulgierungsprozess angewandte Verfahren der Hochdruck-
Homogenisation verringert die PartikelgréBe auf wenige 100 nm. Dabei wird mit hohem
Kolbendruck (ca. 1000 bar) ein groBer Scherstress auf die Partikel ausgetbt. Ein
zusatzlicher Effekt ist die strdmungsinduzierte Kavitation bzw. die stédndige Bildung und
das Zusammenfallen von mit Dampf geflllten Blasen. Beide Phanomene sind essenziell:
Sie fuhren zum Aufbruch der groBen Tropfen und zur Tropfenzerkleinerung.

Fir diese Arbeit werden jeweils 10 g von vier verschiedenen PFC-Nanoemulsionen
mittels Hochdruck-Homogenisation hergestellt. Das zur Emulgierung bendtigte Lipoid®
E 80 SN wird daflir zunachst bei Raumtemperatur aufgetaut, die entsprechend benétigte
Menge abgewogen und in isotonischem Phosphat-Glycerol-Puffer fir 20 Minuten bei 30
°C mit einem Magnetruhrer dispergiert. Es folgt die Zugabe von 200 yg von ATTO 425
/488 /647 / 700 markiertem DPPE (DPPE = 1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-
phosphoethanolamin; Phospholipid). Das Rohmedium nimmt nach Zugabe des
Fluoreszenzfarbstoffes bereits eine charakteristische Farbe an.

Im néchsten Schritt erfolgt die Zugabe der Perfluorkarbon-Reinsubstanzen zur
Lipidlésung (Tabelle 1). Die Herstellung der PFCH-, PFTBH- und PFnO-PFCs erfordert
die Zugabe des semifluorierten Alkans 1-(Perfluor-n-hexyl)decan als Di-Blocks, welches
durch seine gleichzeitige Lipo- und Fluorophilie als Co-Emulgator dient. Es handelt sich
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hierbei um ein semifluoriertes Alkan, welches sich in die Lipidschicht und die Phase der
Perfluorkarbone einlagert und dadurch die Emulsionen stabilisiert [111].

Zur Emulgierung der Perfluorkarbone wird die Dispersion mit Hilfe eines
Hochleistungsdispergierers (Ultra-Turrax® IKA T18 basic; Staufen, Deutschland) bei
einer Umdrehungszahl von etwa 14.000 rpm fur eine Dauer von 4 Minuten
vorhomogenisiert (siehe Abb. 3-2). Dadurch entsteht eine sichtbar triibe Rohemulsion.
Um nun die PartikelgréBe zu reduzieren und zu homogenisieren, wird die Rohemulsion
durch den Hochdruck-Homogenisator (Mikrofluidizer® LV1) in 5 Zyklen bei jeweils
20.000 PSI (ca. 1.000 bar) prozessiert, wodurch eine Nanoemulsion entsteht. Die
Emulsion wird dabei sichtbar klarer. Je nach PFC-Komponente erhalt man zwischen 6-
10 ml PFC-Nanoemulsion, die fir weitere Zwecke in 200 uyl Eppendorf™-GefaBe
abgefullt wurden. Die PFCs wurden bei +4 °C gelagert. Die Mengenverhaltnisse der
PFC-Komponenten sind in Tabelle 1 aufgelistet.

Tabelle 1: Zusammensetzung der hergestellten PFCs

Dargestellt von links nach rechts sind die Zusammensetzung von A425PFnQO, A488PFCH, A647/PFCE und
AT00PFTBH, sowie die jeweiligen Mengenangaben und zugesetzten Fluorochrome. Bei PFnO, PFCH und
PFTBH erfolgte die Zugabe von 1-(Perfluor-n-hexyl)decan (FsHio) als Di-Block, welcher als
grenzflachenaktive Substanz fungiert. Bei PFCE ist ein DiBlock aufgrund des zyklischen Charakters nicht
notwendig.

*DPPE = 1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamin (Phospholipid)

Menge (ml) Perfluorkarbon (g) Di- Lipoid® | PG- Fluorochrom
Block | E 80 SN | Puffer
FsH1o (9) (9
(9)
A25PFNO | 6 Perfluor-(n)-octan 2 | 0,175 0,45 7,4 Atto425-
DPPE
A8PFCH | 6 Perfluor-1,3,5- 2 | 0,175 0,45 7.4 Atto488-
Trimethylcyclohexan DPPE
A647PFCE | 10 | Perfluor-15-kronen-5- 1 - 0,37 9,18 Atto647-
ether DPPE
AT00PFTBH | 6 Perfluor tert- 2 | 0,175 0,45 7,4 Atto700-
butylcyclohexan DPPE
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Abbildung 3-2 — Herstellungsprozess von Perfluorkarbon-Nanoemulsionen (PFCs): Im ersten Schritt
(1.) werden Phosphat-Glycerol-Puffer, Perfluorkarbon, Lipid und Fluorophor bei 30°C Uber einen Zeitraum
von 20 Minuten zusammen gemischt. Hierzu wird zunachst Lipid mit dem Phosphat-Glycerol-Puffer verriihrt.
Zu dem Gemisch wird anschlieBend das Fluoreszenz-Lipid sowie das Perfluorkarbon hinzugefiigt, wodurch
ein heterogenes Gemisch entsteht. Im Anschluss (2.) erfolgt die Dispergierung mit dem Ultra Turrax® IKA
T18, wodurch die PFCs eingekapselt werden und eine Rohemulsion entsteht, deren mittlere PartikelgroBe
im Bereich weniger Mikrometer liegt. Im finalen Schritt der PFC-Herstellung (3.) wird die Rohemulsion in
funf Zyklen mittels Hochdruck-Homogenisation bei einem Druck von 1.000 bar prozessiert, um eine
Reduktion der PartikelgréBe auf 100 - 200 nm zu erreichen. Zur Qualitatskontrolle wird abschlieBend (4.)
eine DLS-Messung durchgefuhrt, bei der die Parameter PartikelgréBe, PDI und C-Potential ermittelt werden.
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3.2 Analyse von PFCs mittels dynamischer Lichtstreuung
(DLS)

PFC-Nanoemulsionen sind disperse Systeme, deren Qualitat sich in der GroBe Partikel,
der Oberflachenladung und ihrer Homogenitat ausdriickt. Die hergestellten PFCs
wurden mit dynamischer Lichtstreuung (DLS) hinsichtlich ihrer PartikelgréBe, der
PartikelgréBenverteilung (PDI) und des C-Potentials untersucht.

3.2.1 Qualitatsparameter von PFC-Nanoemulsionen

In dieser Arbeit werden als Qualititsmerkmale der hergestellien PFCs die
GréBenunterschiede der hydrodynamischen Durchmesser, die GréBenverteilung (PDI)
und die Oberflachenladung der Partikel (C-Potential) als Qualitdtsmerkmale der PFCs
mittels dynamischer Lichtstreuung (DLS) mit einem Microtrac MRB NANOTRAC Wave
Il Gerat bestimmt.

Der tatsachliche Partikeldurchmesser lasst sich nur fur kugelférmige Objekte angeben.
Da sich innerhalb einer Flissigkeit nicht nur die Molekile der Flissigkeit bewegen,
sondern auch die Partikel selbst, wird mittels dynamischer Lichtstreuung ein
sogenannter hydrodynamischer Durchmesser berechnet. Dieser ist immer etwas gréBer
als der tatsdchliche Partikeldurchmesser. Er bestimmt wesentlich die
Aufnahmeeigenschaft der PFCs durch Phagozyten und andere Zellarten [112]. Eine
Veranderung der Mengenverhéltnisse von Lipid und Perfluorkarbon kann die GréBe der
Partikel beeinflussen [113]. Meist liegt der hydrodynamische Durchmesser von PFCs
zwischen 100 nm und 200 nm [112].

Der Polydispersitatsindex (PDI) gibt die GrdéBenverteilung und Einheitlichkeit von
PartikelgréBen an. Er ist ein dimensionsloser Zahlenwert und nimmt Werte zwischen 0,0
und 1,0 an. Werte von 0,5 bis 1,0 sprechen flr eine breite Dispersitdt und ein
Uberwiegend polydisperses System, wahrend Werte von 0,2 bis 0,5 fiir eine geringe
Dispersitat sprechen. Werte von < 0,1 sprechen fiir eine monodisperse Emulsion.

Das C-Potential gibt die Oberflachenladung der Partikel wieder und kann als MaB fiir die
elektrostatische AbstoBung der Partikel untereinander verstanden werden. Je starker
negativ das (-Potential ist, umso stéarker stoBen sich die Partikel gegenseitig ab und
umso geringer ist die Koaleszenz, was der Stabilitdt der Emulsion zugutekommt.

3.2.2 Messtechnische Grundlagen einer DLS-Messung

Es kdnnen mit einem DLS-Geréat PartikelgréBen von 5 nm bis 3 ym analysiert werden.
Durch das Auftreffen von monochromatischem Laserlicht auf die Nanopartikel der Probe
wird das Licht in verschiedene Richtungen gestreut. Aufgrund der relativen
Beweglichkeit der Teilchen innerhalb einer Probe (Gesetz der Brown’schen
Molekularbewegung) veréndert sich die Streulichtintensitat tber die Zeit. GroBe Teilchen
sind gemaB der Stokes-Einstein-Beziehung weniger Bewegungen unterworfen, was
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weniger Fluktuationen der Streulichtintensitat erzeugt. Die Frequenzverschiebungen
kénnen anschlieBend messtechnisch durch den Photomultiplier erfasst werden.

Aus dem Rauschsignal kann dann eine Autokorrelationsfunktion ermittelt werden, die
beschreibt, wie stark ein Signal mit sich selbst bei unterschiedlichen Zeitverschiebungen
korreliert. Wahrend man bei monodispersen Emulsionen eine Exponentialfunktion
erhalt, wird bei polydispersen Systemen eine kompliziertere Funktion gebildet. Aus
dieser Funktion wird durch mathematische Umformung eine Haufigkeitsverteilung der
hydrodynamischen Partikelgr6Ben innerhalb einer Probe errechnet.

He-Ne-Laser -
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Photodetektoren " i N
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Abbildung 3-2 - Funktionsweise eines DLS-Analysegerates: Vereinfacht dargestellt ist das
Funktionsprinzip der Photonenkorrelationsspektroskopie exemplarisch anhand einer PFC-Nanoemulsion im
DLS-Analysegerats. Links im Bild ist zu erkennen, wie durch einen Helium-Neon-Laser in der Messzelle das
Anregungslicht von den hinzugefligten PFC-Nanoemulsionen aufgenommen wird. Fluktuationen der
Streulichtintensitaten des reflektierten Laserlichts werden durch einen Photomultiplier erfasst. Durch
Kreuzkorrelation zweier Signale wird der Einfluss der Mehrfachstreuung in polydispersen Systemen
unterdriickt, wodurch eine korrekte Berechnung der PartikelgroBenverteilung erfolgen kann.

3.2.3 Durchfiihrung der DLS-Messung

Nach der PFC-Herstellung werden PartikelgroBe, Polydispersitat und des -Potentials
mit Hilfe eines DLS-Analysegerates nach einer standarisierten Prozedur gemessen und
verglichen. Die Messungen erfolgen in drei Messzyklen, bestehend aus je 5
Einzelmessungen. Zu Beginn jedes Messzyklus wird die Messkammer mit VE-Wasser
gespllt und das Messgerat durch eine Set Zero Messung neu kalibriert, um ein
genaueres Messergebnis zu erhalten. Es werden anschlieBend 980 uyl VE-Wasser mit
20 pl PFCs gemischt und in die Messkammer eingebracht. Vor dem Start erfolgt eine
Uberpriifung des Loading Index. Bei dem Loading Index handelt es sich um einen Wert,
welcher aus den elektrischen Signalen des Messdetektors gewonnen wird. Er berechnet
sich durch Summation der Amplituden aller logarithmischen Frequenzkanéle und ist
proportional zur Partikelkonzentration. Bei der statistischen Auswertung erfolgt
anschlieBend eine Mittelung der Messwerte.
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3.3 Fluoreszenzmessungen von PFC-Nanoemulsionen

3.3.1 IVIS® Lumina ll

Die im Herstellungsprozess hinzugeflgten fluoreszenzmarkierten Lipide Atto425-DPPE,
Atto488-DPPE, Atto647-DPPE, Atto700-DPPE von Attotec® sind, wie in Tabelle 2
ersichtlich, Tandemkonjugate. Bei Tandemkonjugaten handelt es sich um eine
Kombination von Fluoreszenzfarbstoffen, bei denen eine Komponente Licht einer
definierten Wellenldnge absorbiert und die andere Komponente Lichtquanten mit
héheren Wellenlangen emittiert, die von einem Fluoreszenzdetektor detektiert werden
kébnnen. Die Fluoreszenzmarkierung wurde mit Hilfe des IVIS® Lumina II-
Biolumineszenz-Detektors Uberprift, der durch verschiedene Anregungs- und
Emissionsfilterkombinationen eine  Analyse der Proben in verschiedenen
Fluoreszenzkanélen erlaubt und die Analyse und Quantifizierung des
Fluoreszenzsignals zulasst.

Tabelle 2: Anregungs- und Emissionsbereiche der verwendeten Fluorochrome

Dargestellt sind von die vom Hersteller angegebenen effizienten Anregungsbereiche und
Emissionsbereiche von Atto425, Atto488, Atto647 und Atto700.

*DPPE = 1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamin (Phospholipid)

Atto425-DPPE

Atto488-DPPE

Atto647-DPPE

Atto700-DPPE

Tabelle 3: Filterkombinationen fiir die IVIS-Messungen

Dargestellt ist die Auswahl der Kombinationen von Anregungs- und Emissionsfilter fir die
entsprechenden PFCs fir die IVIS-Messungen. Die Kombinationen der Filter orientieren sich jeweils an
den Herstellerangaben der Anregungs- und Emissionswellenldngen der Fluoreszenzlipide. Es wurden die
gerateseitig zur Verfligung stehenden Standard-Anregungsfiltersets und Standard-Exzitationsfiltersets
des IVIS® Lumina Il verwendet.

Anregungsfilter (nm) Emissionsfilter (nm)
A425PENO 430 520-560
A488PFCH 465 520-560
A647PECE 640 720
A700PFTBH 710 810-875
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3.3.2 Fluoreszenzspektroskopie

Die Messungen erfolgten in Zusammenarbeit mit Dr. Tuba Guden-Silber (Institut fur
Molekulare Kardiologie) und M. Sc. Simone Hauer sowie Prof. Dr. Thomas J. J. Muller
(Institut far Organische Chemie der Heinrich-Heine-Universitat). Samtliche Proben
(PFC-Proben, Lipid-Proben, Referenz-Probe) wurden in einem
Fluoreszenzspektrometer vom Typ F-7000 (Hitachi® FL solutions) gemessen. Die PFC-
Proben und Lipid-Proben wurden zu den in Tabelle 4 angegebenen Konzentrationen in
reinem Wasser geldst. Als Referenz wurde fur die Messungen reines Wasser verwendet.
Nach dem Messprotokoll wurde zunachst ein Spektrum flr die Referenz gemessen und
anschlieBend ein Spektrum fir die Lipid-Proben und PFC-Proben analysiert und die
Daten protokolliert.

Tabelle 5: Verdiinnung der Proben

In der Tabelle aufgelistet sind die Proben, die Anregungswellenlange A, und die Konzentration der
gemessenen Proben. Die Anregungswellenlange ist an den Herstellerangaben der PFCs ausgerichtet
Die Proben werden mit reinem Wasser verdiinnt, welches ebenfalls als Referenz dient.

Anregungswellenlénge A (nm) Verdiinnung

Atto425- 405 33:1000
DPPE

A25PENQO | 405 44 :1000
Atto488- 480 33:1000
DPPE

A488PFCH | 480 33 :1000
Atto647- 615 33:1000
DPPE

A647PFCE | 615 44 :1000
Atto700- 670 33:1000
DPPE

AT0PFETBH | 670 44 :1000
Referenz | 405/480/615/670 1:1

24



3.4 H-/'°F-MRT-Messungen von PFCs

Fir die Bildgebung mittels Multispekiraler °*F-MRT ist es essenziell, dass die
ausgewdahlten PFCs mdglichst eine einzige '"°F-Spitze besitzen und sich die '°F-
Spektren der PFCs nicht tberlappen. Die Messung der °F-Spektren und der °F-Signale
der PFCs wurde mittels 'H-/"°F-MRT durchgefihrt. Zur Verfligung stand ein vertikales
9.4 T AVANCEIII Widebore NMR Spektrometer (Bruker, Reinstetten, Deutschland) mit
einem Volumenresonator, der sowohl 'H-Messungen (400.21 MHz) als auch '9F-
Messungen (376.54 MHz) erlaubte. Es wurden multispektrale '°F-Bilder aufgenommen
und mit 'H-Referenzaufnahmen Uberlagert.

Far die MRT-Messung der PFCs werden 20 pl entnommen und in ein 200 ul
Reaktionsgefa3 Uberfuhrt und zirkular um ein H>O-gefllltes Réhrchen angeordnet.
AnschlieBend werden orientierende 'H-Messungen bei 400.21 MHz durchgefihrt, sowie
F-Messungen bei 376.54 MHz in gleicher Schnittebene. Die fir die Messung
bendtigten Parameter sind in Tabelle 6 aufgefuhrt.

Tabelle 6:
Nachfolgend aufgefuhrt sind die Prozessparameter fir die 1°F-MRT-Messungen.

CSl-Sequenz 2D_CSI_19F
MatrixgréBe 32x32/64x 64
FOV (Field of View) 2,56 cm
Schichtdicke 3 mm
Averages 10000
Messzeit 4 min

Die Rekonstruktion und Analyse der 2D-CSl-Datenséatze erfolgt mit einer in der
Arbeitsgruppe entwickelten Software (CSI-Tool) [114], welches in der graphischen
Programmiersprache LabVIEW (National Instruments, 1986) geschrieben wurde. Damit
kénnen zwei- und dreidimensionale CSl-Datensatze verarbeitet werden.

Zur Berechnung der Signalstarke werden dafiir innerhalb eines benutzerdefinierten
Integrals Pixel fur Pixel alle spektralen Intensitdten aufsummiert, wodurch Chemical-
Shift-Artefakte weitgehend vermieden werden. Die Quantifizierung der Daten erfolgt
durch Bestimmung von Intensitdtswerten und des Rauschverhélinisses anhand eines
vorher definierten Hintergrundsignals. Um ein genaueres Messergebnis zu erhalten,
werden Tore um das Hauptsignal gesetzt (siehe Abb. 3-4 linker Teil unten; rot).
Zusétzlich wird vor der Berechnung das Hintergrundsignal (siehe Abbildung 3-4 rechter
Teil; gelber Kreis) vom ermittelten Wert subtrahiert. Die Messwerte werden nach
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dreimaliger Wiederholung des Versuchs gemittelt und abschlieBend bewertet. Die
statistische Auswertung erfolgt wie unter Punkt 3.7 angegeben.

Neben der Schichtaufnahme eines Bildes, welches den individuellen Fluorgehalt einer
Probe reprasentiert, wird auBerdem ein 'H-Referenzbild aufgenommen und diese
beiden Aufnahmen anschlieBend Uberlagert. Anhand der durch die CF3-Gruppen von
A425PFENQ, A88PFCH, A7PFTBH und CF>-Gruppen von A64’PFCE empfangenen Haupt-
19F-Signale lassen sich die °F-Spektren der PFCs bei der Auswertung unterscheiden.

Abbildung 3-3 — Quantitative Auswertung eines 2D-CSI Datensatzes mit dem CSI-Tool: Die linke
Bildschirmaufnahme zeigt die 6rtliche Zuordnung der 'H-Referenzaufnahme zu den korrespondierenden
NMR-Spektren dargestellt. Im rechten Teil der linken Bildschirmaufnahme ist zu sehen, dass fur jeden Voxel
(getrennt durch die Gitternetzlinien) ein gesamtes NMR-Spektrum aufgenommen wurde. Es wurde der Voxel
mit dem stérksten Signal fur die Auswertung ausgewahlt und das Haupt-'°F-Signal aus dem NMR-Spektrum
ermittelt. Bei der rechten Bildschirmaufnahme ist ein aus dem CSI-Datensatz rekonstruiertes Bild zu sehen,
wo sich der Bereich mit dem Haupt-'F-Signal als Hotspot darstellt. Mit diesen Daten wurde die SNR
berechnet.

3.5 Zellulare Aufnahme von PFCs durch J774A.1-Zellen

Um die zelluldre Aufnahme der PFCs zu untersuchen, werden murine J774A.1-Zellen
verwendet. Diese Zellen stammen aus dem Aszites einer erwachsenen weiblichen Maus
mit Retikulumzellen-Sarkom und besitzen Makrophagen-ahnliche Eigenschaften [115,
116].

3.5.1 Bestimmung der Zellanzahl mit der Neubauer-Zahlkammer

Die Anzahl der kultivierten Zellen wurde mit einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt, die
zur lichtmikroskopischen Z&hlung dient. Hierbei handelt sich um eine spezielle
Zahlkammer, welche aus dem Hohlraum zwischen zwei zueinander parallel
angeordneten Glasplatten gebildet wird und in Quadranten unterteilt ist. Je nach Zellart
und Ausfihrung koénnen eine oder mehrere Zahlkammern enthalten sein. Die
Kammerho6he liegt meist bei 0,1 mm. Zur Z&hlung wird die entnommene Zellsuspension
verdinnt und unter Ausnutzung der Kapillarwirkung zwischen die Glasplatten
eingebracht. Die Zellen verteilen sich in einer Ebene und das Zahlraster (siehe Abb. 3-
5) ermdglicht dann eine préazise Bestimmung der Zellkonzentration. Zur Berechnung der
Zellzahl in der Ausgangssuspension muss die Anzahl der gezéhlten Zellen mit einem
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Korrekturfaktor multipliziert werden, welcher das Volumen der Zahlkammer und die
Verdiinnung der Zellsuspension bertcksichtigt.

Abbildung 3-4 — Neubauer Zahlkammer: Vereinfacht dargestellt ist eine Neubauer-Zahlkammer.
Gewohnlich werden die Felder der vier groBen Eckquadrate fir Leukozytenzahlungen genutzt. Das
Mittelquadrat ist zur Auszahlung von besonders kleinen Zellen, wie beispielsweise Erythrozyten und Hefen,
in kleinere Abschnitte unterteilt.

3.5.2 Durchflusszytometrische Analyse der PFC-Aufnahme

Um die zellulare Aufnahme der PFCs zu untersuchen, werden murine J774A.1-Zellen in
vitrobei 37 °C im Klimaschrank kultiviert. Bei diesen Zellen handelt es sich um adhéarente
Zellen, welche beispielsweise durch Abschaben oder mit Hilfe von 1 ml 0,5% Trypsin
vom Boden der Zellkulturflasche abgelést werden kénnen. Aus dem Zellkulturmedium,
welches ca. 1x108 Zellen / 1 ml enthélt, werden 15 ml entnommen und in ein 15 ml
ReagenzgefaB gegeben und fir 5 min bei 300 RPM zentrifugiert.

Das Pellet wird in Medium aufgenommen und noch einmal zentrifugiert. SchlieBlich
werden die Zellen in Nahrmedium aufgenommen und jeweils 1 ml der Flissigkeit wie
folgt aufgeteilt: a) 1 ml Kontrollgruppe, b) 1 ml Zellen mit Zugabe von 50 pl bei +4 °C
gelagerter PFC-Nanoemulsion (A25PFnO, A48PFCH, A647PFCE, A7°PFTBH). Die
ReagenzgeféaBe mit den zugesetzten PFCs werden anschlieBend im 37 °C Schrank
inkubiert und zeitgleich geschwenkt. Nach 40 min werden jeweils 200 ul Flissigkeit aus
den ReagenzgefaBen entnommen und in 1 ml PBS-gefillte eisgekihlte FACS-Réhrchen
verteilt, um die Reaktion abzustoppen. Die FACS-R&hrchen werden schlieBlich bei 500
RPM fiir 3min zentrifugiert, der Uberstand verworfen und die Proben mit A468PFCH,
A647PECE, A70PFTBH in 200 pl PBS in 200 ul DAPI-Farbelésung (Konzentration: 1 ug /
ml) suspendiert. Die Farbung der toten Zellen erfolgt bei der Zellprobe mit A425PFnO mit
Propidium-lodid in gleicher Konzentration, um eine Uberlagerung im Pacific-Blue-Kanal
zu verhindern. Die Zellen wurden im Durchflusszytometer gemessen und jeweils die
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FACS-Daten des entsprechenden Fluoreszenzkanals mittels der Software Flowjo 10™
ausgewertet (siehe Abbildung 3-6).

f J774.1 Lebende Zellen Kontrolle ohne PFCs + Allo425PER ()
B
J774.1 Lebende Zellen Ko_ntrolle ohne PFCs + AoB47PECE

Pl-

<] DA
; Ll

DAPI+

Abbildung 3-5 — Gating-Strategie fiir FACS-Analysen: A, B) Dargestellt ist die Auswertung der FACS-
Analyse flir A425PFnO, A488PFCH, A647PFCE und A7PFTBH. Es wurde zunachst die Zellpopulation
identifiziert, anschlieBend die lebenden Zellen (DAPI - / PE -) im Gate bestimmt (PE - = mit Propidiumiodid
gefarbte Zellen). Aus den lebenden Zellen wurden anschlieBend flr zwei Versuchsgruppen (Kontrolle und
Zellen + jeweilige PFCs) die fluoreszierenden Zellen identifiziert (Pacific Blue +, FITC, APC-A, APC-Cy7-A).

3.5.3 Darstellung der zellularen Aufnahme mittels 'H-/'"*F-MRT

3.5.3.1 Vorbereitung

Zuvor in Nahrmedium kultivierte J774A.1-Makrophagenzellen werden zuné&chst zu je 3ml
Zellsuspension in 6-Well-Platten ausgesat und fir 24 Stunden bei 37 °C inkubiert. Nach
24 Stunden Inkubationszeit werden in vier Ansatzen jeweils 100 pl 20% PFCs (A25PFnQO,
A488PECH, A847PFCE, A7PFTBH) zu den Zellen hinzugegeben und die Zellen nochmals
bei 37 °C fur 24 Stunden inkubiert. Die Zellen werden anschlieBend drei Mal mit PBS
gewaschen bei 500 RPM fir 5 min zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wird das
Zellpellet in PBS wiederaufgenommen und zur 10-minutigen Fixation der Zellen
Paraformaldehyd im Verhéltnis 1/10 zur Lésung hinzugegeben. Nach der Fixation der
Zellen erfolgt ein Zentrifugieren der Zellen bei 500 RPM und die Suspension der Zellen
in PBS. Die Lagerung der fixierten Zellen erfolgte bei +4 °C im Klimaschrank.

3.5.3.2 MRT-Aufnahmen der fixierten Zellen

Vor der Messung werden die fixierten J774A.1-Zellen in ein PCR-GefaB Uberfihrt, in 200
!l PBS aufgenommen und nochmals bei 300 RPM fir 5 Minuten zentrifugiert. Die Proben
werden zirkular um ein H2O-gefulltes Eppendorf-Tube angeordnet. Danach erfolgt die
Aufnahme von 'H-Aufnahmen als Referenzbild in 2 Ebenen (axial und sagittal). Es
werden im Anschluss '°F-MRT-Aufnahmen mit der 2D-CSI-Methode mit den in Tabelle
6 aufgefihrten Einstellungsparametern durchgefiihrt (sieche Methodenteil Tabelle 6) und
mit den orientierenden 'H-Aufnahmen Uberlagert. Die quantitative Auswertung der '°F-
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MRT-2D-CSI-Aufnahmen erfolgt mit dem CSI-Tool (siehe Methodenteil Abb. 3-4). Es
erfolgen drei Wiederholungen, wobei der Mittelwert der SNR-Werte nach Subtraktion
des Hintergrundsignals (PFC-freie Bereiche) in die abschlieBende Bewertung
einhergeht.

3.6 Kombinatorische Darstellung mehrerer Zelllinien

Zum Zwecke der Bildgebung mittels PFC-basierter Multispektraler '°*F-MRT werden
THP-1-Zellen, HL-60-Zellen, CHO-Zellen und WEHI-231 Zellen verwendet. Hierbei
handelt es sich um eine humane Monozyten-ahnliche Zelllinie (THP-1), humane
Neutrophilen-ahnliche Zellen (HL-60), eine Epithelzelllinie aus dem Ovar eines
chinesischen Hamsters (CHO) und eine murine B-Zelllinie (WEHI-231). Von diesen
Zellen ist bekannt, dass sie zur passiven Aufnahme liposomaler Partikel fahig sind [117-
125].

3.6.1 Inkubation der Zellen mit PFCs

Nach Kultivierung der THP-1-, HL-60-, CHO- und WEHI-231-Zellen wurde die Zellzahl
in einer Neubauer Zahlkammer bestimmt (siehe Methodenteil 3.5.1). Fur die Inkubation
der Zellen mit den jeweiligen PFCs wurden zwischen 1-2x 1077 Zellen eingesetzt.

Zum Zwecke der Zellmarkierung erfolgte eine zweistiindige Inkubation von jeweils einer
Zelllinie mit 200 pl jeweils eines der PFCs (*25PFn0O, A8PFCH, A64’PFCE A7°PFTBH)
bei 130 RPM und 37 °C in folgender Kombination: THP-1 mit A425PFnO, HL-60 mit
A488PFECH, CHO mit A%47PFCE und WEHI-231 mit A7°PFTBH.

3.6.2 Aufreinigung uber die Dichtegradientenzentrifugation

Um die Zellen, die PFCs aufgenommen haben und freie PFCs zu trennen, werden die
Proben vor den MRT-Messungen mittels Dichtegradientenzentrifugation aufgereinigt.
Dazu werden sie in ein Zentrifugenréhrchen gefillt, welches ein spezielles
Dichtegradientenmedium enthalt, das Polysaccharide enthalt. Fir die Experimente
wurde ein Ficoll®-Medium mit einer Dichte von 1,077 g / 1 ml genutzt. Nach vorsichtiger
Zugabe der Zellen auf die Oberflache des Mediums folgt eine 30-minutige Zentrifugation
bei 400 x g und 4 °C. Aufgrund des Konzentrationsgefélles haben Zellaggregate und
Partikel héherer Dichte nach der Zentrifugation eine hdéhere Sedimentationsrate,
wahrend leichtere Bestandteile weiter oben im Réhrchen verbleiben (siehe Abb. 3-7).
Das Zellmaterial wird anschlieBend aus dieser Schicht mit Hilfe einer Pipette entnommen
und zwei Mal mit MACS-Puffer gewaschen. Verklumptes Zellmaterial und PFC-
Aggregate, welche die Messergebnisse verfalschen kdnnten, bleiben am Boden des
Zentrifugenréhrchens zurtick.
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Abbildung 3-6 — Dichtegradientenzentrifugation: Dargestellt ist der Ablauf der Aufreinigung der PFCs in
mittels Dichtegradientenzentrifugation. Nach der Zentrifugation bildet sich eine Zellschicht (rot dargestellt),
welche die aufgereinigten Zellen enthalt. Die Zellaggregate befinden sich aufgrund ihrer héheren Dichte am
Boden des Rohrchens.

3.6.3 Fixierung der Zellen und MRT-Messungen

Zur Fixierung der Zellen wurden 4 ml Zellmaterial entnommen und 1 ml Medium
dazugegeben. Die Zellen wurden zunachst anschlieBend bei 300 RPM fir 5 Minuten bei
4 °C zentrifugiert und das Zellpellet in 4 °C kaltem MACS-Puffer aufgenommen. Es
erfolgten zwei Wiederholungen dieses Schritts, um Verunreinigungen zu entfernen.
Nach der Waschung wurden die Zellen in 2 ml MACS-Puffer aufgenommen und auf 5 ml
Ficoll aufgetragen. Die Zellsuspension wurde dann bei 400 RPM fir 30 Minuten bei 4 °C
zentrifugiert. Im Anschluss wurden die Zellen in ein neues 15 ml Falcon-Réhrchen
dberfuhrt und bei 300 RPM fur 5 Minuten bei 4 °C zentrifugiert. Das Zellpellet wurde
dann in 500 pl 1% PFA flr 10 Minuten fixiert und anschlieBend zweimal gewaschen, um
Uberschiussiges PFA-Fixiermittel zu entfernen. Nach Abschluss des Fixierschrittes
wurde das Zellpellet in 200 ul Puffer aufgenommen und in ein PCR-GefaB tberfihrt und
nochmals bei 300 RPM fir 5 Minuten zentrifugiert.

Zunachst wurden die PCR-GefaBe mit den Zellen zirkular um ein H>O-gefllltes
Eppendorf-GefaB angeordnet. Danach erfolgte die Aufnahme von 'H-Aufnahmen als
Referenzbild in 2 Ebenen. Zusétzlich erfolgen '°F-MRT-Aufnahmen (2D-CSI-Methode)
mit den in Tabelle 6 des Methodenteils aufgefihrten Einstellungsparametern. Die
Aufnahmen werden mit den orientierenden 'H-Aufnahmen Uberlagert. Mit Hilfe des CSI-
Tools erfolgt die quantitative Auswertung der '®F-MRT-Aufnahmen (siehe Methodenteil
Abb. 3-4). Nach Subtraktion des Hintergrundsignals (PFC-freie Bereiche) erfolgen
insgesamt drei Messungen, wovon der Mittelwert der SNR-Werte berechnet wird.
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3.7 Statistische Auswertung

Far die statistische Analyse der Messdaten wurde die Software GraphPad PRISM
(Version 9.5.1) verwendet. Zunachst wurde untersucht, ob eine Normalverteilung der
Messdaten vorliegt. Dazu wurde der Kolmogorov-Test verwendet. Im Falle
normalverteilter Messdaten erfolgte die Analyse der Daten mittels Welch-ANOVA-Test
(Analysis of Variance), um mogliche Unterschiede in den Mittelwerten der verschiedenen
Gruppen festzustellen. Diese Variante der ANOVA wurde verwendet, da die Varianzen
zwischen den Gruppen nicht &hnlich waren. Bei der ANOVA handelt sich um ein
Verfahren, welches den Vergleich von drei oder mehr unabhéngigen Stichproben
erlaubt. Das statistische Signifikanzniveau wurde zu einem a-Niveau von 0.05 festgelegt
(p-Wert). Die Tests und die grafische Darstellung wurden mit der Software GraphPad
PRISM 9.5.1 durchgefihrt.
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4 ERGEBNISSE

4.1 Herstellung und Charakterisierung von PFCs mit
individuellen '°F-Signaturen

Das Ziel dieser Arbeit war es die bildgebende Darstellung wurden von vier
immunologisch relevanten Zelltypen mittels PFCs und Multispektraler °*F-MRT zu
ermdglichen. Dazu wurden vier PFCs mit individuellen, spektral unterscheidbaren, °F-
Signaturen durch Hochdruck-Homogenisation erzeugt, die noch zusatzlich die
fluoreszenzmarkierte Lipide Atto425-DPPE, Atto488-DPPE, Atto647-DPPE und
Atto700-DPPE enthielten (siehe Methodenteil Tabelle 1). Bei DPPE handelt es sich um
ein wasserldsliches Derivat von Phosphatidylethanolamin, welches mit den jeweiligen
Fluoreszenzfarbstoffen konjugiert ist und zur Verankerung in der Lipidhille der PFCs
dient. Auf diesem Wege wurden folgende PFCs hergestellt: A425PFnQO, (Atto425-Perfluor-
n-octan), A48PFCH (Atto488-Perfluorcyclohexan), A%’PFCE (Atto647-Perfluor-15-
kronen-5-ether) sowie A7°PFTBH (Atto700-Perfluor tert-butyl-cyclohexan). Nach der
Herstellung der PFCs wurden zur Qualitdtskontrolle des Herstellungsprozesses
zundchst die mittlere PartikelgroBe, die Polydispersitdt und das C-Potential der
hergestellten PFCs Uber dynamische Lichtstreuung (DLS) untersucht und zudem das
9F-Signal der PFCs Uber "F-MRT-Messungen bestimmt. Die Fluoreszenz der PFCs
wurde mittels Fluoreszenzspektroskopie und IVIS-Messungen untersucht. AnschlieBend
wurde im zweiten Teil der Arbeit die passive Aufnahme der PFCs durch Maus-
Makrophagen vom Typ J774A.1 und RAW mittels Durchflusszytometrie und °F-MRT
untersucht. Im letzten Teil der Arbeit wurden dann vier verschiedene Zelltypen THP-1
(Monozyten-ahnliche Zellen), WEHI (B-Zell-dhnliche Zellen, HL-60 (Neutrophilen-
ahnliche Zellen) und CHO (Epithelzellen) in vitro mit unterschiedlichen PFCs markiert
und diese dann simultan mittels Multispektraler '°F-MRT visualisiert.

4.1.1 Charakterisierung mittels dynamischer Lichtstreuung (DLS)

Die PFCs wurden unmittelbar nach der Herstellung mittels DLS analysiert. Hierbei
wurden zur Qualitatskontrolle der PFCs drei Parameter bestimmt: Der hydrodynamische
Durchmesser der Partikel, der Polydispersitatsindex (PDI) und das C-Potential, welche
in Abbildung 4-1 grafisch dargestellt sind. Die Mittelwerte und die Standardabweichung
der einzelnen Parameter wurden fiir alle PFCs anhand von n = 3 technischen Replikaten
ermittelt. Die mittleren PartikelgréBen der PFCs lagen zwischen 100 nm und 160 nm:
A25PFNO 136 nm + 49 nm; A8PFCH 153 nm + 19 nm, A4’PFCE 106 nm = 7 nm;
AT00PFTBH 141 nm = 19 nm. Der Welch-ANOVA-Test ergab einen signifikanten
Unterschied zwischen den mittleren PartikelgréBen von A48PFCH und #84’PFCE (siehe
*in Abb. 4-1 A). Die ermittelten PDlIs (Abb. 4-2 B) von A425PFnQ, A48PFCH und 64’PFCE
waren < 0.3. Der PDI von A7PFTBH lag bei > 0.4. Zwischen den mittleren PDIs von
A47TPFCE und A70PFTBH, sowie A*PFCH und A70PFTBH gab es nach statistischer
Untersuchung mittels Welch-ANOVA-Test einen signifikanten Unterschied (siehe * und
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in Abb. 4-1 B). Das mittlere gemessene C-Potential (Abb. 4-2 C) von A*25PFnO und
A700PFTBH lag zwischen -30 mV und -35 mV, wohingegen das mittlere ¢-Potential von
A488PFCH sowie A84’PFCE zwischen -40 mV und -50 mV lag. Es ergab sich ein statistisch
signifikanter Unterschied zwischen A847’PFCE und A7°PFTBH nach Untersuchung des
mittleren C-Potentials mittels Welch-ANOVA-Test (siehe “ in Abb. 4-1 A).
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Abbildung 4-1 — DLS-Messungen der PFCs: A) Relative prozentuale Dichteverteilung der PFCs (y-
Achse). Die X-Achse zeigt die PartikelgréBen von A425PFnQ, A488PFCH, A647PFCE und A7°PFTBH. Die Daten
entsprechen dem Mittelwert + SD von n = 3 Messungen (technische Replikate). Die gestrichelte Linie
markiert einen hydrodynamischen Durchmesser von 100 nm. B) Dargestellt sind die mittlere Polydispersitat
und die mittleren ¢-Potentiale der PFCs. Die Daten entsprechen jeweils dem Mittelwert + SD von n = 3
Messungen (technische Replikate). Die Werte aus A und B wurden mittels Welch-ANOVA-Test analysiert.
*=p<0.05.
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4.1.2 Fluoreszenzeigenschaften der PFCs

Neben der GroBe, dem Polydispersitatsindex (PDI) und dem C-Potential ist die
Fluoreszenz der hergestellten PFCs fur nachfolgende FACS-Analysen wichtig. Daher
wurden die Fluoreszenzeigenschaften der hergestellten PFCs uber IVIS® Lumina Il
Messungen  und  Fluoreszenzspektroskopie  bestimmi. Die  fluoreszenz-
spektroskopischen Messungen erfolgten in Zusammenarbeit mit Dr. Tuba Giiden-Silber
(Institut far Molekulare Kardiologie) und M. Sc. Simone Hauer sowie Prof. Dr. Thomas
J. J. Miller (Institut fir Organische Chemie der Heinrich-Heine-Universitat).

Um die Fluoreszenzstarke von A42PFnQ, A48PFCH, A647PFCE, A7PFTBH zu ermitteln,
wurden die PFCs zusammen mit zwei Negativkontrollen mit verschiedenen
Filterkombinationen im IVIS® Lumina |l gemessen. Als Negativkontrollen wurden PFCs
ohne Fluorochrom und eine H>O-Probe verwendet. Die PFCs wurden jeweils durch
ausgewdhlte Kombinationen von Anregungs- und Emissionsfiltern getestet, welche in
Tabelle 3 im Methodenteil auf Seite 23 aufgelistet sind. In Abbildung 4-2 A ist die
Uberlagerung der Fluoreszenzsignale mit dem Foto der Proben dargestellt. Im Vergleich
zu den unmarkierten PFCs und der Wasserkontrolle erkennt man in Abbildung 4-2 A,
dass alle fluoreszenzmarkierten PFCs in Form einer rot-gelben Farbung deutliche
Fluoreszenzsignale zeigen. Eine quantitative Auswertung der Fluoreszenzsignale ist in
Abbildung 4-2 B dargestellt. Je nach Fluoreszenzfarbstoff lag die mittlere
Fluoreszenzintensitat der PFCs mit Fluorochrom zwischen 5 x 108 — 1 x 10° [relative
Anzahl der Photonen x nm]. Die mittlere Fluoreszenzintensitdt der PFCs ohne
Fluorochrom lag zwischen 0.1 x 108 - 0.7 x 10° [relative Anzahl der Photonen x nm-]
und die mittlere Fluoreszenzintensitéat der H.O-Probe lag bei < 0.1 x 108 [relative Anzahl
der Photonen x nm]. Die Untersuchung mittels Welch-ANOVA-Test ergab einen
hochsignifikanten Unterschied zwischen der mittleren Fluoreszenzintensitat der
A700PETBH und der H20-Probe.
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Abbildung 4-2 — IVIS-Fluoreszenzmessungen der PFCs: A) Dargestellt ist die Uberlagerung von Foto
und Fluoreszenzsignal (gelb-roter Hotspot): H20, PFC ohne Fluorochrom und PFC mit Fluorochrom. B)
Quantitative Analyse der Fluoreszenzsignale von A425PFnO-PFCs (links-oben), A488PFCH (rechts-oben),
AB47PFCE (links-unten) und A70°PFTBH (rechts-unten). Die Daten entsprechen jeweils dem Mittelwert + SD
von n = 3 Messungen (technische Replikate). Die Werte aus B wurden mittels Welch-ANOVA-Test
analysiert. ** = p < 0.05.

Um die Emissionsspekiren der fluoreszenzmarkierten PFCs mit den jeweiligen
fluoreszenzmarkierten Lipiden zu vergleichen und eventuelle durch den
Herstellungsprozess der PFCs entstandene Abweichungen der Emissionsspektren
zwischen PFCs und Farbstofflipid zZu detektieren, wurden die
Fluoreszenzemissionsspekiren gemessen. Im Fluoreszenzspekirometer F-7000
(Hitachi® FL solutions) wurden daflr drei Proben untersucht: in H>O verdinnte PFCs, in
H>0 geldste Lipide und reines Wasser, welches als Referenz diente. Es wurde zunachst
ein Spektrum fir die Referenz und anschlieBend ein Spektrum fiir die Lipid-Proben und
PFC-Proben gemessen. Dabei ergaben sich flr die Lipide Atto425-DPPE, Atto488-
DPPE, Atto647-DPPE und Atto700-DPPE und die PFCs A425PFnO, A488PFCH, A¢4’PFCE
und A7PFTBH annahernd die gleichen Werte fir die Emissionsmaxima: Die
Emissionsspektren der PFCs sind zu den Emissionsspektren der fluoreszenzmarkierten
Lipide um -3 nm bis +10 nm verschoben. Die Ergebnisse sind in Abbildung 4-3
dargestellt.
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Abbildung 4-3 - Fluoreszenzspektroskopie: Dargestellt sind Fluoreszenzemissionsspekiren von
fluoreszenzmarkierten PFCs (rote Linie) sowie der fluoreszenzmarkierten Lipide (schwarze Linie);
reprasentativ. fir n = 2 Messungen. Die spektroskopischen Messungen wurden mit dem
Fluoreszenzspektrometer Hitachi® F-7000 durchgefiihrt. Fir die Untersuchung wurden die in reinem
Wasser aufgenommen (siehe 3.3.2 Tabelle 4). Als Referenz diente reines Wasser. Die dargestellten
Fluoreszenzemissionsspektren ergaben sich nach Anregung der Proben mit den herstellerseitig
angegebenen Anregungswellenldngen (siehe Methodenteil 3.3.2 Tabelle 4).

4.1.3 '“F-MRT-Messungen von PFCs

YF-MRT charakterisiert, um deren spektrale
Eigenschaften zu untersuchen. Zuerst wurden orientierende 'H-Messungen zur
Lokalisation der Proben durchgefuhrt und anschlieBend 9F-Singlepulse-NMR-
Messungen durchgefiihrt. Die '®F-Spektren sind in Abbildung 4-4 dargestellt. Die

Die PFCs wurden auch mittels

chemischen Verschiebungen wurden in Referenz zur CFs-Gruppe von PFnO (0 ppm,
rote gestrichelte Linie) angegeben: PFTBH -22 ppm; PFCH -12,5 ppm; PFnO 0 ppm;
PFCE +10 ppm. Die starksten Signalspitzen der '°F-Spektren entsprechen bis auf PFCE
den jeweiligen CF3-Gruppen der PFCs.
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Abbildung 4-4 — 19F-NMR-Spektroskopie: Dargestellt sind die die ®F-Spektren von A700PFTBH, A488PFCH,
A425PFNO und A847PFCE, sowie die chemischen Strukturformeln. Als Referenz flr die chemischen
Verschiebungen diente jeweils die CF3-Gruppe vom A425PFnQ, welche in dieser Grafik bei 0 ppm liegt (rote
gestrichelte Linie). Der griine Pfeil markiert jeweils die Spitzen der CF3-Gruppe bei A7°PFTBH (& = -22
ppm), CF2-Gruppen bei A847PFCE (5 = +10 ppm), CF3-Gruppe bei A425PFnO (& = 0 ppm) und CF3-Gruppe
bei A8PFCH (6 = -12 ppm). Die CFs-Gruppen von A700PFTBH, A425PFnO und A488PFCH sind in der
Abbildung grin unterlegt.

4.2 Kombinatorische Bildgebung der PFCs

Im n&chsten Schritt wurden die hergestellten PFCs in Kombination mittels IVIS und °F-
MRT untersucht.

4.2.1 Simultane Fluoreszenzmessungen
Um zu untersuchen, ob die vier Fluoreszenzsignal der PFCs mittels IVIS in Kombination
selektiv ohne spektrale Uberlappung sichtbar gemacht werden kénnen, wurden die
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PFCs im IVIS® Lumina Il untersucht. Von den PFC-Proben wurde jeweils ein Trépfchen
gemeinsam mit einer H-O-Probe und einer PFC-Probe ohne Fluorochrom auf einer
Glasplatte platziert. In Abbildung 4-5 sind die fluoreszierenden PFCs bei verschiedenen
Filterkombinationen als gelb-rote Hotspots zu erkennen. Bei den Messungen waren mit
den gerateseitig einstellbaren Filterkombinationen nur A*8PFCH und A7°PFTBH ohne
spektrale Uberlagerung messbar. A425PFnO (siehe Abb. 4-5, oben links) und A64’PFCE
(siehe Abb. 4-5, unten links) lieBen sich durch die verwendeten Filterkombinationen
hingegen nicht selektiv darstellen, da die Anregung von weiteren PFCs erfolgt. Beim
AM8PENQ (siehe Abb. 4-5, oben rechts) ist zu sehen, dass es bei 465 nm, sowie im
Randbereich des Anregungsspektrums bei 430 nm angeregt werden kann. A7°PFTBH
(siehe Abb. 4-5, unten rechts) kann im IVIS® Lumina Il ebenfalls durch zwei
verschiedene Wellenlangen angeregt werden (640 nm und 710 nm) und fluoresziert
neben dem ICG-Kanal zuséatzlich im Randbereich des Cy5.5-Kanals (siehe Abbildung 4-
5).

Abbildung 4-5 - IVIS-

Fluoreszenzmessungen: Dargestellt
H,0 Attod25 Attodss ist die Uberlagerung von Foto und
. . Fluoreszenzsignal (hot iron) flr vier
verschiedene Anregungs- und
- o Emissionsfilterkombinationen in der
.- O Simultanmessung der fluoreszenz-
: markierten PFCs: A425PFNO,
w/o Atto647 Atto700 AM8PFCH, A847PFCE, A700PFTBH
(Exc. = Exzitation, Em. = Emission).

w/o Atto647 Atto700

Em.: 520-560nm (GFP)

Em.: 520-560nm (GFP)

H,0 Attod25 Atto488

w/o Atto647 Atto700

H,O Atto425 Atto488

@ @

w/o Atto647 Atto700

Em.: 720nm (Cy5.5) Em.: 810-875nm (ICG)

4.2.2 Simultane 'F-Messungen von PFCs

Um festzustellen, wie gut die PFCs anhand ihrer '°F-Signale spektral getrennt werden
kénnen, wurde eine Mischung von A70PFTBH, A488PFCH, A425PFnO und A%4’PFCE mit
der Singlepulse-'°F-Methode untersucht. Hierbei wurde jedoch die spektirale Bandbreite
reduziert, sodass vor allem die '""F-Hauptsignale der PFCs dargestellt wurden. In
Abbildung 4-6 A ist deutlich zu erkennen, dass diese Signalspitzen von A7°PFTBH,
A4BBPECH, A425PFnO und #847PFCE alle aufgrund ihrer chemischen Verschiebungen
unterschiedliche Resonanzfrequenzen aufweisen und sich spektral nicht Gberlappen.
AnschlieBend wurde mit Hilfe der 2D-CSI-Methode eine '°F-Messung und eine dazu
korrespondierende 'H-MRT-Aufnahme von A700PFTBH, A48PFCH, A45PFnO und
Ae47PECE durchgefuhrt. Mit Hilfe eines speziellen Programms (CSI-Tool) wurden die '9F-
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Signale quantifiziert, welches in Abbildung 4-6 B dargestellt ist. In Abbildung 4-6 C ist
eine Uberlagerung der 'H- und ®F-MRT-Aufnahmen dargestellt, welche mit dem CSI-

Tool durchgeflhrt wurde.
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Abbildung 4-6 — 19F-MRT-Untersuchungen von PFCs: A) A700PFTBH, A488PFCH, A425PFnO und A%47PFCE
wurden gemeinsam in einem Reaktionsgefa gemischt und anschlieBend mit Hilfe der Singlepulse-Methode
19F-Spektren der Hauptsignale der PFCs dargestellt. Die '9F-Signale stellen von links nach rechts betrachtet
die charakteristischen chemischen Verschiebungen bezogen auf die CFs-Gruppe des PFnO (0 ppm) dar. B)
Dargestellt ist die Uberlagerung von 'H- und 9F-2D-CSI-MRT-Aufnahmen (CSI = Chemical Shift Imaging)
der PFCs. Die abgebildeten PFC-Proben wurden zirkular um ein H20-gefllltes GefaB angeordnet. Die PFC-
Signale sind als Hotspots (hot iron) dargestellt. C) Es wurden die Hauptsignale der PFCs ausgewahlt und
daraus das 9F-Signal (SNR = Signal-Rausch Verhaltnis) bestimmt. Dargestellt sind Mittelwert + SD fiir n =
3 Messungen. Die statistische Auswertung mittels Welch-ANOVA-Test und einem 95% Konfidenzintervall
ergab, dass A700PFTBH gegenuber A488PFCH, A425PFnO und A647PFCE ein signifikant hdheres mittleres 19F-

Signal aufweist (siehe * in der Abbildung).
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4.3 Zellulare Aufnahme von PFCs

Uber PFC-beladene immunkompetente Zellen kénnen ortsspezifische Informationen,
wie die Anzahl und die Verteilung der entsprechenden infiltrierenden Immunzellen
innerhalb der entziindeten Bereiche gewonnen werden. Um zu untersuchen, ob die
hergestellten PFCs auch von phagozytischen Zellen aufgenommen werden, wurde die
passive zelluldre Aufnahme der PFCs anhand der murinen Makrophagen-Zelllinie
J774A.1 mittels Durchflusszytometrie und '®*F-MRT untersucht.

4.3.1 Durchflusszytometrische Analyse der PFC-Aufnahme

Im ersten Schritt wurden J774A.1-Zellen tber 40 Minuten mit PFCs inkubiert und das
Fluoreszenzsignal mittels Durchflusszytometrie untersucht. Die Ergebnisse der
durchflusszytometrischen Analyse der jeweiligen Fluoreszenzkanéle (A45PFnQO im
Pacific-Blue-Kanal, A8PFCH im FITC-Kanal, #4’"PFCE im APC-Kanal, A7°PFTBH im
APC-Cy7-Kanal) sind in Abbildung 4-7 dargestellt. Zu erkennen ist ein deutliches
Fluoreszenzsignal nach 40 Minuten Inkubationszeit bei den Zellen mit PFCs (blau) im
Vergleich zu Zellen, die nicht mit PFCs inkubiert wurden (grau).

A425pFnO A4SSPFCH As47PF.CE ATOOPFTBH

Zellzahl
Zellzahl
Zellzahl
Zellzahl

Fluoreszenz (MFI) Fluoreszenz (MFI) Fluoreszenz (MFI) Fluoreszenz (MFI)

Abbildung 4-7 — Zelluldre Aufnahme von PFCs durch murine Makrophagen (J774A.1): Dargestellt ist
die durchflusszytometrische Analyse von J774A.1-Makrophagen, die nicht mit PFCs inkubiert wurden (grau)
und nach 40-mindtiger Inkubation mit PFCs (blau). Die x-Achse entspricht der Fluoreszenzintensitét der
Zellen und die y-Achse der Anzahl der Zellen.

4.3.2 Bestimmung der PFC-Aufnahme mittels '°*F-MRT

Da PFCs von phagozytischen Immunzellen im Blut aufgenommen werden kdnnen,
wurde die zellulare Aufnahme auch anhand von J774A.1-Makrophagen mittels 'F-MRT
in vitro untersucht. Nach Inkubation der Zellen mit A425PFnQO, A488PFCH, A64’PFCE und
AT00PFTBH Uber Nacht wurden die Zellen intensiv gewaschen, um freie PFCs zu
entfernen. AnschlieBend wurden die Zellen in Paraformaldehyd fixiert, sowie durch
Zentrifugation pelletiert und im Messkopf platziert. Zunéchst wurden orientierende 'H-
MRT-Messungen angefertigt. AnschlieBend wurde eine '°F-2D-CSI-MRT-Messung der
PFCs durchgefihrt. Die Rekonstruktion der '°F-MRT-Datensatze, sowie die
Uberlagerung der '°F-Signale mit den 'H-Datensatzen fiir die jeweiligen PFCs ist in
Abbildung 4-8 A dargestellt. Die Ergebnisse der quantitativen Auswertung der '9F-
Signale (SNR) sind in Abbildung 4-8 B aufgefuhrt. Fir die jeweiligen PFCs ergaben sich
folgende '°F-Signalstarken (Mittelwerte + Standardabweichung): PFTBH 53.5 + 0.2;
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PFCH 202.3 +41.3; PFnO 14.5 +5.6; PFCE 46.1 + 19.0. Dabei zeigte sich ein statistisch
signifikanter Unterschied zwischen A%4’PFCE und A7°PFTBH sowie von A48PFCH
gegeniber A70PFTBH, A425PFnO und #84’PFCE (siehe * in Abbildung 4-10 B).

1H-/19F-MRT

PFnO 400_ *
| | | |
£
@ @ ml ™
PRCH T
™ PFTBH PFTBH PFCH PFnO PFCE

Abbildung 4-8 — Darstellung der zelluliren Aufnahme von PFCs mittels °F-MRT: A) J774A.1-
Makrophagen wurden mit PFCs inkubiert, gewaschen, mit PFA fixiert und das '°F-Signal mittels °F-2D-CSI-
MRT analysiert. Gezeigt ist eine Uberlagerung der 'H-/"F-MRT Datensétze. Die 19F-Signale sind in der
Uberlagerung als gelb-rote Bereiche (hot iron) hervorgehoben. B) Quantifizierung des '°F-Signals (SNR =
Signal-Rausch Verhaltnis). Die Daten entsprechen dem Mittelwert + SD von n = 3 unabhéngigen
Experimenten. Die statistische Auswertung mittels Welch-ANOVA-Test und 95% Konfidenzintervall ergab,
dass A88PFCH gegenuber A70PFTBH, A425PFnO und A%47PFCE ein signifikant hdheres mittleres 1°F-Signal
aufweist. Weiterhin zeigte sich ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen A647PFCE und A7°PFTBH.
Statistisch signifikante Unterschiede sind durch * in der Abbildung hervorgehoben.
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4.4 Darstellung verschiedener Immunzellsubtypen

Um festzustellen, ob vier verschiedene Immunzelltypen simultan mittels PFCs markiert
und mittels 'H-/"®F-MRT und fluoreszenzbasiert unterschieden werden kénnen, wurden
vier immunologisch relevante Zelllinien durch Inkubation mit PFCs mittels VIS und "°F-
MRT untersucht (siehe Methodenteil Tabelle 6). Dazu wurden THP-1 (Monozyten-
ahnliche Zelllinie) mit A45PFnO-PFCs; HL-60 (Neutrophilen-ahnliche Zelllinie) mit
A488PFCH-PFCs; CHO (Epithelzelllinie aus dem Ovar des chinesischen Zwerghamsters)
mit A64’PFCE-PFCs; und WEHI-231 (murine B-Zelllinie) mit A7PFTBH-PFCs inkubiert.

4.4.1 IVIS-Untersuchung

Um die PFC-Aufnahme durch die Zellen (s. 0.) zu untersuchen, wurden die Zellen Gber
zwei Stunden mit den PFCs inkubiert und das Fluoreszenzsignal mittels IVIS in
verschiedenen Fluoreszenzkanalen untersucht. Die Ergebnisse der IVIS-Untersuchung
der Proben sind in Abbildung 4-9 dargestellt. Die Teilabbildungen sind von links oben
beginnend bis rechts unten sequenziell angeordnet. Die Proben wurden dabei jeweils
durch unterschiedliche Filterkombinationen (Anregungswellenldnge / Emissionskanal)
angeregt: (1) 430 nm / GFP, (2) 465 nm / GFP, (3) 640 nm /720 nm, (4) 710 nm / ICG.
Zu erkennen ist ein deutliches Fluoreszenzsignal nach zweistindiger Inkubationszeit bei
der Probe mit den Zellen, welche PFCs enthalten (siehe Abb. rechte Probe). Als
Kontrolle diente eine Probe mit unmarkierten Zellen (siehe Abb. linke Probe).
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Abbildung 4-9 - IVIS-Fluoreszenzmessungen zur Visualisation der zellularen PFC-Aufnahme:
Dargestellt sind IVIS-Fluoreszenzmessungen von THP-1-Zellen, HL-60-Zellen, CHO-Zellen und WEHI-231-
Zellen nach zweistiindiger Inkubation mit A425PFnQ, A488PFCH, A647PFCE und A7°°PFTBH nach der in Tabelle
6 angegebenen Kombination (links oben — rechts unten). Es wurden jeweils Foto und Fluoreszenzsignal
(hot iron) Uberlagert. Die Anregung erfolgte jeweils mit verschiedenen Anregungs- und Emissionsfilterkombi-
nationen: 430 nm / GFP, 465 nm / GFP, 640 nm / 720 nm, 710 nm / ICG. Links im jeweiligen Bild ist die
unmarkierte Probe dargestellt, welche als Kontrolle diente und nur die entsprechenden Zellen ohne PFCs
enthélt. Rechts in dem entsprechenden Bild sind die Zellen nach PFC-Aufnahme dargestellt.
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4.4.2 Multispektrale °F-MRT

Die Zellen wurden wiederum fur zwei Stunden mit PFCs inkubiert und anschlieBend mit
MACS-Puffer gewaschen und pelletiert. Die nachfolgend aufgefiihrte Methode der
Aufreinigung und Zellseparation mittels Ficoll wurde bereits von Straub et. al. angewandt
[96]. Um die freien (ungebundenen) PFCs zu entfernen, wurde das Zellpellet auf einen
Ficoll-Gradienten gegeben und Giber 30 min bei 400 RPM zentrifugiert. Die Zentrifugation
erfolgte bei 4 °C, um die Reaktion abzustoppen. Nach Entnahme der Zellen aus dem
Gradienten erfolgte die Fixierung der Zellproben mit Paraformaldehyd. AnschlieBend
wurden die fixierten Zellen mit MACS-Puffer gewaschen, bevor die Proben im Messkopf
platziert wurden. Es folgte eine simultane '9F-Aufnahme aller markierten Zellen (siehe
Methodenteil 3.3.6). Die Ergebnisse der Messung und die quantitative Analyse sind in
Abbildung 4-10 dargestellt. Im unteren Teil der Abbildung erkennt man ein deutliches
19F-Signal der PFC-haltigen Zellen (gelb-rot) im Vergleich zu den unmarkierten Zellen
(siehe oberer Teil der Abbildung).

WEHI-231 HL-60 THP-1

CHO

1H-/19F-MRT

Abbildung 4-10 — Darstellung der zelluldren Aufnahme von PFCs durch verschiedene Immunzellen
mittels Multispektraler 1°F-MRT: THP-1-, HL-60-, CHO- und WEHI-231-Zellen wurden paarweise Uber
zwei Stunden mit A425PFnO-PFCs, A488PFCH-PFCs, A847PFCE-PFCs und A7°PFTBH-PFCs inkubiert,
gewaschen, mit PFA fixiert und das '9F-Signal mittels 19F-2D-CSI-MRT analysiert. Abgebildet ist eine
Uberlagerung der 'H-/"°F-MRT Datensétze, wobei die '9F-Signal der PFC-haltigen Zellen in der
Uberlagerung als gelb-rote Bereiche (hot iron) dargestellt sind.
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5 DISKUSSION

Im Jahre 2005 hat Ahrens et al. die In-vivo-Bildgebung immuntherapeutischer Zellen
mittels '°*F-MRT-Bildgebung verdffentlicht [50]. Hierbei wurden PFCs eingesetzt, um
dendritische Zellen ex vivo zu markieren und deren Wanderungsbewegungen zu
verfolgen. Mittels Uberlagerung von anatomischer 'H-MRT und '°F-MRT konnten diese
Zellen radumlich lokalisiert werden [126]. Einige Jahre spater konnte dann Flégel et al.
erstmals die PFC-Aufnahme durch Monozyten und Makrophagen nach intravendser
Injektion und die Anreicherung in entziindetem Gewebe mittels °F-MRT zeigen [104].

In der Zwischenzeit gibt es eine groBe Anzahl an Verdéffentlichungen, in welchen die
Darstellung von unterschiedlichsten entzindlichen Prozessen mittels °F-MRT gezeigt
wird [67, 104, 106, 127-131]. In den meisten Veréffentlichungen zur °*F-MRT wurden
bisher aber zumeist nur eine Zellpopulation mittels '°F-MRT dargestellt. Jedoch wurde
in einigen wenigen Studien PFCs mit unterschiedlichen '°F-Spektren verwendet, um
maximal zwei Zellpopulationen zu markieren [65, 84].

Da Perfluorkarbone eine vielfaltige Substanzklasse sind, weisen einige von ihnen
individuelle spektrale Signaturen auf, die es prinzipiell ermdglichen vier oder funf
unterschiedliche Zelltypen zu markieren. Das Ziel dieser Arbeit war zum einen die
Herstellung von vier spektral unterscheidbaren PFCs und zum anderen diese dazu zu
verwenden, um verschiedene immunologisch relevante Zellsubpopulationen mittels
Multispektraler 'F-MRT darzustellen.

Es wurden im Rahmen dieser Arbeit A425PFnO-, A488PFCH-, A647PFCE-, und A7°PFTBH-
PFCs hergestellt. Diese PFCs wurden mittels dynamischer Lichtstreuung und Messung
der Fluoreszenzsignale sowie '"F-MRT charakterisiert. Die Perfluorkarbone PFnO
(Perfluor-n-octan), PFCH (Perfluor-1,3,5-Trimethylcyclohexan), PFCE (Perfluor-15-
kronenether) und PFTBH (Perfluor-tert-butylcyclohexan), wurden mit Phospholipiden
emulgiert und mittels Hochdruck-Homogenisation prozessiert, wodurch PFC-
Nanoemulsionen hergestellt wurden. PFnO-PFCs, PFCH-PFCs und PFTBH-PFCs
wurden im Herstellungsprozess zusatzlich ein ein semifluoriertes Alkan als Di-Block
hinzugeflgt, um die PFC-Nanopartikel zu stabilisieren. Die Charakterisierung der PFCs
ergab, dass die PartikelgréBen der PFCs zwischen 100 nm und 160 nm lagen. Die
gemessenen PDIs waren < 0.3 fur drei der PFCs, lediglich fir PFTBH lag der PDI
zwischen 0.4 und 0.5. Das -Potenzial der PFCs lag zwischen -30 mV und -50 mV. Um
festzustellen, ob die PFCs aufgenommen werden, wurden J774A.1-Makrophagen aus
der Zellkultur mittels ®F-MRT, IVIS und Durchflusszytometrie untersucht. Es wurde die
Aufnahme der PFCs durch die Zellen durch diese Methoden bestétigt.

AbschlieBend wurde die passive zellulare Aufnahme der PFCs durch vier weitere
immunologisch relevante Zellpopulationen untersucht. Es wurden eine eine humane
Monozyten-ahnliche Zellinie (THP-1), eine Epithelzelllinie (CHO), eine murine B-Zelllinie
(WEHI-231) und Neutrophilen-dhnliche Zellen (HL-60) ausgewahlt. Die ausgewahlten
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Zelllinien wurden spektral unterscheidbaren PFCs markiert und die PFC-Aufnahme
mittels multispektraler '°F-MRT und IVIS untersucht. Hierbei zeigte sich, dass sich diese
vier Zellarten separat darstellen lieBen und im Gegensatz zu den unmarkierten Zellen
ein Signal bei den PFC-markierten Zellen messbar war.

5.1 Herstellung und Charakterisierung von PFCs

Perfluorkarbone sind eine vielfaltige Substanzklasse, die aus Kohlenstoffketten
bestehen, deren 'H-Gruppen vollstandig durch Fluoratome substituiert sind. Aus dieser
Substanzklasse wurden in dieser Arbeit die Perfluorkarbone PFnO (Perfluor-n-octan),
PFCH (Perfluor-1,3,5-Trimethylcyclohexan), PFCE (Perfluor-15-kronen-5-ether) und
PFTBH (Perfluor tert-butylcyclohexan) zur Herstellung von sog. Perfluorkarbon-
Nanoemulsionen verwendet. Dazu wurden ein sogenannter Di-Block (1-(Perfluor-n-
hexyl)decan) als Emulgator der Perfluorkarbone und der Lipidschicht bei PFnO, PFCH
und PFTBH hinzugefligt und Fluoreszenz-markierte Lipide (ATTO 425 /488 /647 / 700
markiertes DPPE) im Herstellungsprozess in die Nanopartikel integriert.

Die Charakterisierung der fir diese Arbeit hergestellten PFCs A425PFnQO, A48PFCH,
A647PFCE und A7°°PFTBH durch die dynamische Lichtstreuung ergab, dass die mittleren
PartikelgréBen der PFCs zwischen 100 nm und 160 nm lagen. Fir PFCs wird laut Patel
et al. ein Partikeldurchmesser von < 200 nm und ein PDI (Polydispersitatsindex) von <
0.2 als optimal angesehen [79, 132]. Der PDI ist ein MaB fir die Dichteverteilung der
hydrodynamischen Durchmesser innerhalb der PFC-Nanoemulsionen. Ein geringer PDI
spricht fir eine anndhernd monodisperse Emulsion. Die PDIs von drei PFCs (A425PFnO,
A488PFCH und #84’PFCE) waren < 0.3 und der PDI von A7PFTBH lag bei > 0.4, welches
fir Polydispersitat spricht. Mayenfels et al. zeigten 2012, dass eine Erhéhung der
Homogenisier-Zyklen nicht zu einer signifikanten Reduktion der PDI und der
PartikelgréBen fihrt. Mdéglicherweise lasse sich jedoch durch Veranderungen der
Emulgator-Konzentration ein geringerer PDI erzielen [79]. FiUr pharmazeutische
Anwendungen von Nanoemulsionen wird ein PDI von < 0.3 als optimal angesehen [133,
134].

Eine breite GréBenverteilung von Partikeln nach der PFC-Herstellung, wie sie bei den
Messergebnissen festzustellen war, kann auf verschiedene Faktoren zuriickzufiihren
sein, die wahrend des Herstellungsprozesses auftreten. Da Nanoemulsionen disperse
Systeme aus kleinen Oltrépfchen sind, die sich in einer wassrigen Phase verteilen,
spielen die GroBe der Tropfchen eine entscheidende Rolle flr ihre Stabilitdt und
Anwendbarkeit. So kann eine unzureichende Emulgierung, Anwendungsfehler oder
Schwankungen bei den Prozessparametern dazu flhren, dass Partikel mit
unterschiedlichen GréBen erzeugt werden. Da die Lagerstabilitéat fur die potentielle
klinische Anwendung von PFCs eine Rolle spielt, sollten zwei Phdnomene berlicksichtigt
werden, die fur die Destabilisierung von PFCs im Laufe der Zeit ausschlaggebend sind:
Die Koaleszenz (Verschmelzung der Teilchen) und die Ostwald-Reifung [135-138]. Beim
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Prozess der Ostwald-Reifung l6sen sich die kleineren Troépfchen zugunsten der
gréBeren Partikel schneller auf, da sie eine héhere Oberflachenspannung besitzen. Um
eine schmalere GrbéBenverteilung in Nanoemulsionen zu erreichen, sollte der
Herstellungsprozess in Zukunft optimiert werden. Eine Auswahl und Konzentration von
(Co-)Emulgatoren mit veranderter Lipo- und Fluorophilie kann besser geeignet, sein, um
eine verbesserte Stabilitdt zu erreichen. Auch kénnen in zukunftigen Untersuchungen
die Temperatur, der Prozessparameter wie der Druck, die Anzahl der Homogenisier-
Zyklen die Mischgeschwindigkeit und -dauer sowie das Mischverhaltnis der Emulsionen
variiert werden, um eine schmale GrdBenverteilung zu erreichen.

Das C-Potenzial der PFC-Nanoemulsionen entspricht ihrer Oberflaichenladung. Stark
negative geladene Nanopartikel-Trépfchen tendieren dazu, sich voneinander
abzustoBen, was die Stabilitat der Dispersion erhdht [139]. Partikel mit positiverem oder
null ¢-Potential tendieren eher zur Verschmelzung, da die elektrostatische AbstoBung
der Teilchen untereinander abnimmt [140]. Ein gleichbleibendes C-Potenzial im zeitlichen
Verlauf wird daher auch als Qualitdtsmerkmal einer Nanoemulsion betrachtet [141, 142].
Das gemessene C-Potential der fur diese Arbeit hergestellten PFCs lag zwischen -30 mV
und -50 mV, was laut Studien zur Stabilitdt der PFCs beitragt [143-145]. Fur nicht
funktionalisierte PFCs wurde in der Arbeit von Mayenfels et al. ein {-Potenzial von -35
mV und -45 mV angegeben [79]. Der wichtigste Faktor, der das C-Potenzial beeinflusst,
ist der pH-Wert des Mediums [146]. Dieser lag jedoch fir alle untersuchten PFCs bei
7,00, da Reinstwasser verwendet wurde. Zu beachten ist jedoch, dass das C-Potenzial
innerhalb einer Emulsion variieren kann [147] und mit der GréBenverteilung der PFC-
Nanoemulsionen und den Hullenbestandteilen der Partikel zusammenhéangt. Die
Ladungsdynamik der einzelnen Partikel wird durch die zugesetzten Lipide
Phosphatidylcholin und Phosphatidylethanolamin bestimmt, welche in Lipoid® E 80 SN
und DPPE enthalten sind. Durch ihre polaren Gruppen kénnen sie die Oberflache der
Partikel stabilisieren, jedoch enthalten beide eine unterschiedliche Kopfstruktur. So hat
Phosphatidylethanolamin eine geringfligig negativere Ladung als Phosphatidylcholin,
welche somit die Gesamtladung der einzelnen Partikel beeinflusst. Es besteht die
Méglichkeit, dass sich ein veréandertes Mengenverhéltnis der Lipide auf das {-Potenzial
und die Stabilitat der Emulsion auswirken. Eine breite GréBenverteilung, die fur sowohl
kleine als auch groBe Partikel einer Emulsion spricht, fihrt somit auch zu
Ladungsunterschieden und einer gréBeren Variation des C-Potenzials. Eine schmale
GréBenverteilung hat hingegen zu Folge, dass die GrdBe der Partikel und damit die
Oberflachenladung der einzelnen Partikel, vergleichsweise ahnlich ist.

Wie bereits oben erwéahnt ist der PDI ein MaB fiur die GréBenverteilung der Partikel
innerhalb einer Emulsion. Ein hoher PDI entspricht einer polydispersen Verteilung,
wohingegen ein geringer PDI-Wert ein Indikator fir Monodispersitét einer Emulsion ist.
In einer polydispersen Emulsion existieren sowohl groBe als auch kleine Partikel, die
koaleszieren kbnnen [138, 148, 149]. Die Aggregation von Teilchen kann wiederum das
C-Potenzial verringern, da die elektrostatische AbstoBung dadurch abnimmt und sich die
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Partikel einander anndhern. AuBerdem haben kleinere Partikel eine eher gréBere
spezifische Oberflache pro Volumeneinheit innerhalb einer Emulsion, was zu einer
héheren Ladungsdichte und damit zu einem negativeren C-Potenzial fiihren kann. In den
Ergebnissen der DLS-Messungen war vergleichsweise festzustellen, dass A7°°PFTBH-
PFCs mit > 0.4 den gréBten PDI aufweist und den positivsten Wert (-35mV) fur das C-
Potenzial besaB3 (siehe Ergebnisteil Abb. 4-1). Fir A25PFnO-PFCs, A*8PFCH-PFCs,
A4TPFCE-PFCs lasst sich aus den ermittelten Werten jedoch kein solcher
Zusammenhang feststellen. Vielmehr deutet die Streuung der Werte daraufhin, dass
weitergehende Untersuchungen zum Herstellungsprozess stattfinden sollten.

Interessanterweise ergab die Charakterisierung der flur diese Arbeit hergestellten
A425PENO-PFCs, A8PFCH-PFCs, A64’PFCE-PFCs und A7°PFTBH-PFCs mittels der "°F-
MRT-2D-CSI-Methode unterschiedliche Signalstarken fir die einzelnen PFCs. Das
starkste °F-Signal wurde bei den Einzelmessungen der PFCs ohne zelluldre Aufnahme
bei A700PFTBH mit einem mittleren SNR-Wert von annéhernd 150 gemessen. Bei PFNO
und PFCE lag der Wert bei anndhernd 100 und bei PFCH bei anndhernd 50. Fur diese
Arbeit wurden PFCs mit einem Perfluorkarbon-Reinsubstanz-Anteil von 20% hergestellt.
Studien geben an, dass die gemessene '°F-Signalstarke mit der Anzahl der am Haupt-
9F-Signal beteiligten ortsstdndigen '°F-Atome korreliert [83, 150]. PFCE
(Perfluorkronen-5-Ether) ist ein zyklischer Ether, der 10 CF.-Gruppen enthalt und
vollstandig fluoriert ist. Alle 20 enthaltenen Fluoratome der PFCE-Molekile tragen zu
einem einzigen Haupt-°F-Signal bei. Viele PFCs, die aufgrund ihrer chemischen
Struktur komplexere '°F-Spekiren mit mehreren Resonanzfrequenzen aufweisen,
besitzen geringere '°F-Signalstarken [55]. PFnO (Perfluor-n-octan) enthalt nur zwei
endstandige CFs-Gruppen und einige CF»-Gruppen. PFnO besitzt eine vollstédndig
fluorierte lineare Kohlenwasserstoffkette, bei dem 6 von insgesamt 18 Fluor-Atomen
zum Haupt-"°F-Signal beitragen. Die restlichen 6 x 2 Fluor-Atome der mittelstandigen
CF2>-Gruppen hingegen tragen nicht zum Haupt-'°F-Signal bei. Eine dem PFnO ahnliche
Molekulstruktur liegt bei PFOB (Perfluor-Octyl-Bromid) vor. Dieses weist aufgrund seiner
chemischen Struktur eine geringere SNR-Effizienz auf, als beispielsweise PFCE [151].
PFCH (Perfluorotrimethylcyclohexan) und PFTBH (Perfluorotertbutylcyclohexan)
enthalten jeweils einen Cyclohexan-Ring. Das °F-MR-Spektrum von PFCH und PFTBH
ist aufgrund von Wechselwirkungen durch benachbarte '9F-Kerne dreigliedrig
aufgespalten [47, 150, 152, 153]. Das Haupt-'°F-Signal des PFCH wird durch drei CFs-
Gruppen gebildet. Die drei tUbrigen Kohlenstoffatome sind durch CF2-Gruppen und CF-
Gruppen substituiert, welche nicht zum Haupt-'°F-Signal beitragen. Bei PFTBH
(Perfluor-tert-Butylcyclohexan) enthélt der tert-Butyl-Substituent am C6-Atom des
Cyclohexan-Rings drei CFs-Gruppen mit jeweils 3 Fluoratomen, die mit 9/20
Fluoratomen zum Haupt-'°F-Signal beitragen. Es sind 11 zusatzliche Fluoratome (5 x
CF2-Fluoratome, 1 x CF-Fluoratome) enthalten, welche nicht zum Haupt-'°F-Signal
beitragen. In Studien werden fur Moleklle mit perfluorierten tert-Butylgruppen sowie
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perfluorierte Cyclohexane mit Tri-Fluoro-Methigruppen gute '°*F-MRT-Signalstéarken
angegeben [152, 154-157].

Nach der Anzahl der °F-Atome zu urteilen, sollte die '°F-Signalstarke des Hauptsignals
bei PFCE am starksten ausfallen, gefolgt von PFCH, PFTBH und PFnO. Die
unterschiedlichen gemessenen Signalstarken deuten darauf hin, dass andere Faktoren
zu dem Messergebnis beigetragen haben. Eine héhere Messkonzentration fuhrt in der
Regel zu einem starkeren Signal. Ein Signalverlust durch ungleiche
Messkonzentrationen, welche die Vergleichbarkeit der PFCs beeintrachtigen, lieBen
sich durch Prozessoptimierungen der PFC-Herstellung, des Messprotokolls und der
instrumentellen Parameter erreichen.

5.2 Zellulare Aufnahme von PFCs

5.2.1 °F-MRT

In der vorliegenden Arbeit wurde die zellulare Aufnahme der PFCs zunéchst anhand von
J774A.1-Makrophagen untersucht, die eine hohe Phagozytosefahigkeit aufweisen [158].
Mittels Durchflusszytometrie und '°*F-MRT-Messungen konnte gezeigt werden, dass
J774A.1-Zellen, sowohl PFnO-, PFCH-, PFCE- und PFTBH-PFCs aufnehmen (siehe
Ergebnisteil Abb. 4 -7 & 4 - 8).

In den Messergebnissen war die '°F-Signalintensitat in den J774A.1-Zellen je nach PFC
unterschiedlich (siehe Abbildung 4 - 10). Eine mdgliche Erklarung wére beispielsweise
ein unterschiedlicher '*F-Gehalt der PFCs untereinander. Studien zeigen weiterhin, dass
gréBere PFC-Partikel effizienter von den Zellen aufgenommen werden als kleinere
Partikel [95, 113]. Auch kbnnten sie anders innerhalb der Zellen verteilt werden, was zu
Unterschieden in der Signalintensitat fahrt [95, 113].

Auch die Oberflachenladung der Nanopartikel besitzt Einfluss auf die zellulare Aufnahme
der Partikel. So fuhre eine negative Oberflachenladung der Liposomen zu einer
Verdreifachung der zellularen Aufnahme [79, 159]. In den Ergebnissen der
durchflusszytometrischen Analysen der zellularen Aufnahme durch J774A.1-
Makrophagen in der vorliegenden Arbeit konnte bei A*8PFCH-PFCs und A64’PFCE-PFCs
ein starkeres Fluoreszenzsignal festgestellt werden, als bei A*5PFnO-PFCs und
AT00PFTBH (siehe Ergebnisteil Abbildung 4-7). Sowohl A488PFCH und A64’PFCE wiesen
ein leicht negativeres mittleres C-Potenzial auf, als A*8PFCH-PFCs und #64’PFCE-PFCs
(siehe Ergebnisteil Abb. 4-1). Jedoch kann aus der Ladung des (-Potenzials nicht
automatisch auf eine bessere zellulare Aufnahme geschlossen werden, da diese von
weiteren zellspezifischen Mechanismen abhangt [160]. So kénnen auch je nach Zelltyp
unterschiedliche Zonen der Oberflachenladung in den Plasmamembranen der jeweiligen
Zellen vorliegen, die die Interaktion mit PFC-Nanoemulsionen beeinflusst [160].

Bereits in frlheren Experimenten konnte gezeigt werden, dass J774A.1-Zellen effizient
PFCs internalisieren [95]. In diesen Untersuchungen wurden bisher PFCE-PFCs mit
einem hydrodynamischen Durchmesser von 100 nm, 150 nm und 250 nm verwendet.
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Dabei wurden gréBere Partikel bevorzugt von den Zellen aufgenommen [95]. In weiteren
Untersuchungen wurde gezeigt, dass PFnO-PFCs durch Subpopulationen dendritischer
Zellen aufgenommen werden [51]. PFCH-PFCs wurden zur Markierung von Thromben
verwendet [104]. PFTBH-PFCs wurden genutzt, um Tumor-assoziierte Makrophagen
und Gliazellen zu markieren [47].

Um festzustellen, ob eine passive Aufnahme der vier hergestellien PFCs durch
Immunzellen moglich ist, wurde die zellulare Aufnahme der A*25PFnO-PFCs, A88PFCH-
PFCs, #647’PFCE-PFCs und A7°PFTBH-PFCs zunéachst mittels '°*F-MRT und 2D-CSlI-
Messprotokoll in vitro untersucht. Aus den Ergebnissen der 2D-CSI-'°*F-MRT-Messung
konnte die zellulare Aufnahme dieser PFCs durch J774A.1-Makrophagenzellen
festgestellt werden.

Die '9F-Signalstarke der PFC-Messungen nach zellularer Aufnahme variierte zwischen
den einzelnen PFCs. So war nach zellularer Aufnahme das '°F-Signal der PFCH-PFCs
mit einem mittleren SNR-Wert von 200 am starksten, wahrend das Signal der PFnO-
PFCs mit einem mittleren SNR-Wert von 20 am schwéchsten war. Die Signalstarke der
PFTBH-PFCs und PFCE-PFCs wurde bei einem mittleren SNR-Wert von 50 gemessen.
Bei den PFCE-PFCs, welche die meisten '°F-Atome enthielten, lag die Signalstarke
sowohl vor und nach zellularer Aufnahme im mittleren Bereich. Auch bei den PFTBH-
PFCs, welche bei den Messungen ohne zellulare Aufnahme ein deutlich starkeres Signal
als die anderen PFCs aufwiesen, wurde ein mittelgradig starkes °F-Signal gemessen.

Zu erwarten ware gewesen, dass die Zellproben mit den PFTBH-PFCs aufgrund des
héheren Gehalts an °F-Atomen von PFTBH ein starkeres Signal haben. Auffallend ist,
dass die Signalstarke der PFCH-PFCs bei den Messungen ohne zelluldre Aufnahme am
starksten war, wahrend sie bei den Messungen nach zellularer Aufnahme der PFCs am
schwachsten war. Zu untersuchen gilt es daher auch, ob die zellulare Aufnahme und
verschiedene Zellarten die PFCs in gleichem MaBe internalisieren. In Studien zeigte sich
eine Diskrepanz der '9F-Signalstérke vor und nach zelluldrer Aufnahme und dass sie
auch von Faktoren, wie der PartikelgréBe und der Umgebung der PFCs abhéangt [161-
163]. Wie bereits zuvor erwéhnt, werden gr6Bere Partikel bevorzugt durch
Makrophagen aufgenommen, was durch den erhdéhten °F-Gehalt zu einem starkeren
Signal fahrt [163]. So war in dieser Arbeit bei den DLS-Messungen die mittlere
PartikelgréBe der PFCH-PFCs, bei welchen auch das starkste °F-Signal gemessen
wurde, am gréBten. PFnO-PFCs, bei welchen korrespondierend dazu das schwéchste
9F-Signal nach zellularer Aufnahme gemessen wurde, enthielten den kleinsten mittleren
Partikeldurchmesser. Ahnlich dazu stellten Bouvain et al. 2019 bei Untersuchungen fest,
dass zu einer starkeren zellularen Aufnahme gréBerer Partikel kommt [162].

5.2.2 Fluoreszenzbasierte Verfahren

Die zellulare Aufnahme der in der Arbeit hergestellien PFCs wurde mittels
fluoreszenzbasierter Verfahren, wie der IVIS-Bildgebung oder der Durchflusszytometrie,
untersucht und bestéatigt. Fir die Untersuchungen wurden die PFCs zuséatzlich mit
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Lipiden markiert, welche Fluoreszenzfarbstoffe besitzen. Die eigesetzten Farbstofflipide
enthalten verschiedene Absorptions- und Emissionsspektiren, um eine Darstellung in
verschiedenen Fluoreszenzkanalen simultan zu ermdglichen. Vor der zellularen PFC-
Aufnahme wurde in den fluoreszenzspektroskopischen Messungen bestatigt, dass die
Anregungs- und Emissionsspekiren unterscheidbar waren.

Zur Markierung der PFCs wurden in dieser Arbeit Farbstofflipide von Attotec® (ATTO
425 markiertes DPPE, ATTO 488 markiertes DPPE, ATTO 647 markiertes DPPE und
ATTO 700 markiertes DPPE) genutzt. Attotec®-Fluoreszenzlipide fanden bei der PFC-
Herstellung bisher vereinzelt Anwendung [46, 164], jedoch wurden Atto425-DPPE,
Atto488-DPPE, Atto647-DPPE und Atto700-DPPE, welche in dieser Arbeit verwendet
wurden, bisher nicht in Kombination eingesetzt. In einer Studie von Srinivas et al. aus
dem Jahre 2010 wurden beispielsweise PFCE-PFCs mit den Fluorochromen ATTO 647-
DPPE, Carboxyfluorescein und DyLight488 NHS-Ester hergestellt und dendritische
Zellen markiert [48]. Darliber hinaus lassen sich PFCs mit einer Vielzahl an weiteren
Fluorochromen herstellen, wie es in zahlreichen Studien gezeigt wurde [83, 165-169].
Weitere Beispiele fir Fluoreszenzfarbstoffe, die in den letzten Jahren bei der PFC-
Herstellung genutzt wurden, sind GFP (Green Fluorescent Protein) [170], das griine
Fluorescein-Isothiocyanat (FITC) [171], Carboxyfluorescein [48], das tiefrot-Fluorochrom
Cy5 (Cyanin 5) [172] oder Cy7 (Cyanin 7) [173].

5.2.2.1 IVIS

Die Messergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die fir diese Arbeit hergestellten PFCs
A25PENQ, A88PFCH, A647PFCE, und A7°°PFTBH in vier Fluoreszenzkanélen detektierbar
waren und sich die ausgewéhlten Fluorochrome von Attotec® eignen. Zwar variierte die
Fluoreszenzintensitat je nach verwendetem Fluoreszenzfarbstoff, jedoch waren die
Signale Fluoreszenzfarbstoff-markierter PFCs insgesamt signifikant stéarker als die
Fluoreszenzsignale unmarkierter PFCs und der Wasserkontrolle. Die IVIS-Messungen
der mit den PFCs-markierten Zellen ergaben, dass sich die PFCs mit der vorhandenen
Gerateausstattung anregen lieBen, es jedoch bei zweien der PFCs bei den verfligbaren
Filterkombinationen zu spektralen Uberlappungen kam. So konnten mittels vorliegender
Anregungs- und Emissionsfilterkombination zwar nicht alle Fluorochrome selektiv
angeregt werden, jedoch wére dies mit einer anderen Gerateausstattung theoretisch
moglich.

5.2.2.2 Durchflusszytometrie

Fir die Untersuchungen der zellularen Aufnahme in dieser Arbeit wurden J774A.1-
Makrophagen genutzt. Bei den durchflusszytometrischen Messungen konnte die
zellulare Aufnahme von A43PFnO-PFCs, A4PFCH-PFCs, #¢4’PFCE-PFCs, und
A700PFTBH-PFCs durch J774A.1-Makrophagen nach 40-mindtiger Inkubation in vier
Fluoreszenzkanalen (Pacific-Blue, FITC, APC, APC-Cy7) im Vergleich zu unmarkierten
Zellen bestéatigt werden (siehe Ergebnisteil Abb. 4-7).
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Die fluoreszenzbasierte Darstellung der zellularen PFC-Aufnahme von Makrophagen
und andere Immunzellarten durch verschiedene Fluoreszenzfarbstoffe wurde bisher
auch in einigen Zellstudien beschrieben [48, 78, 165, 167]. In einer Verdffentlichung von
Flbgel et al. aus dem Jahr 2008 wurde die Oberflache von PFC-Nanopartikel mit einem
roten Fluoreszenzfarbstoff, wie Rhodamin, fiir die Immunhistochemie und
Durchflusszytometrie zur Zwecken der Markierung verschiedener Zellpopulationen ex
vivo modifiziert [40]. Die zellulare Aufnahme von Rhodamin-PFCs durch Zellen des
Monozyten/Makrophagen-Systems, T-Zellen, B-Zellen aus einer Blutprobe sowie RAW
264.7-Makrophagen aus der Zellkultur wurden von Flogel et al. 2008
durchflusszytometrisch und immunhistochemisch festgestellt [40]. Fl6gel et al. zeigten,
dass die PFC-Aufnahme durch humane Monozyten, Granulozyten, und B-Zellen in vitro
dem murinen System ahnlich ist [174]. Auch in weiteren Untersuchungen wurden
Rhodamin-PFCE- und Rhodamin-PFOB-Nanoemulsionen zur Molekular-Bildgebung
und Zellmarkierung eingesetzt [47, 175-177]. 2022 zeigten Croci et al., dass Tumor-
assoziierte Makrophagen in vivo bei Mausen durch Rhodamin-gefarbte PFCs verfolgt
werden kénnen [47].

5.3 Multispektrale °F-Magnetresonanztomographie

Die Moglichkeit, unterschiedliche Immunzellsubpopulationen nichtinvasiv innerhalb
eines Entziindungsherdes darzustellen, kénnte es ermoglichen, entziindliche Prozesse
nicht nur einfach zu detektieren, sondern u.a. auch das Stadium, die Qualitat und den
Schweregrad zu ermitteln. Die simultane Darstellung mehrerer Zellen und Strukturen ist
prinzipiell durch die sogenannte multispektrale ®F-MRT mdglich, was bisher in einigen
wenigen Studien untersucht wurde [65, 108-110].

Eine Besonderheit des °F-Kerns liegt darin, dass die '°F-Signale von unterschiedlichen
Perfluorkarbonen oder anderen fluorierten Verbindungen je nach chemischer
Umgebung eine Verschiebung der Resonanzfrequenz aufweisen (Chemical Shift).
Dieser Bereich ist bei dem °F-Kern sehr groB und erstreckt sich Uber mehrere hundert
ppm [53, 56, 178-180], was bedeutet, dass '°F-Verbindungen mitunter individuelle
spektrale Signaturen besitzen. Die 'F-MRT bietet daher, wie bereits oben erwahnt, gute
Voraussetzungen, um am Entziindungsgeschehen beteiligte Molekile oder beteiligte
Immunzellen, wie Neutrophile Granulozyten, T-Zellen, oder M1/M2-Makrophagen
simultan darzustellen.

Um sich diesem Ansatz zu nahern, wurden in dieser Arbeit vier unterschiedliche
Perfluorkarbone (PFnO, PFCH, PFCE, PFTBH) zur Darstellung jeweils einer
immunologisch relevanter Zelllinie verwendet. Die Haupt-'°F-Signale der verwendeten
PFCs sind deutlich voneinander getrennt und lassen sich daher selektiv anregen und
detektieren (siehe Abb. 4-4). Hierzu wurden THP-1-Zellen, HL-60-Zellen, WEHI-231 und
CHO-Zellen verwendet. Bei den THP-1-Zellen handelt es sich um eine humane Zellinie
leukdmischen Ursprungs, welche Monozyten-ahnliche Eigenschaften aufweist und fur in
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vitro Zellstudien genutzt wird [181, 182]. Die Zellen sind spontan immortalisiert und
wurden ursprunglich durch Laukapherese aus dem peripheren Blut eines einjdhrigen
Jungen gewonnen, welcher an akuter monozytéarer Leukamie erkrankt war [183]. Sie
sind laut Studien sowohl zur Endozytose als auch zur Phagozytose von Nanopartikeln
fahig [184]. HL-60-Zellen sind humane promyelozytare Zellen, die &hnliche
Eigenschaften wie Neutrophile Granulozyten aufweisen und zur Opsonisierung [185]
und Phagozytose von Bakterien féhig sind [117]. Ein weiterer Abwehrmechanismus von
Neutrophilen-Granulozyten, der sogenannte intrinsische NADPH-Oxidase-Komplex, ist
bei HL-60-Zellen ebenfalls vorhanden [117]. In einer ex vivo Studie von Bisso et al. aus
dem Jahr 2019 wird angegeben, dass Neutrophile Granulozyten bevorzugt gréBere
liposomale Partikel bis 200 nm passiv aufnehmen [118]. CHO-Zellen (Chinese Hamster
Ovary Cells) sind eine Epithelzelllinie, die aus den Ovarien eines chinesischen
Zwerghamsters stammt. Sie sind keine spezialisierten Phagen, ihre Féahigkeit zur
Endozytose und Aufnahme von Nanopartikeln wurde jedoch experimentell bestétigt
[119-121]. Bei den WEHI-231-Zellen handelt es sich um eine murine B-Zelllinie. Studien
haben gezeigt, dass WEHI-Zellen eine ausgepragte Fahigkeit zur Aufnahme von
Nanopartikeln aufweisen und zur Phagozytose und Endozytose fahig sind [122-125]. Die
THP-1 wurden mit A42PFnO-PFCs, die HL-60 mit A48PFCH-PFCs, die CHO mit
A647PFCE-PFCs und die WEHI-231 mit A7°PFTBH-PFCs in vitro markiert. Uber die IVIS-
Bildgebung wurde zunachst die Aufnahme der PFCs verifiziert (siehe Ergebnisteil Abb.
4-9). AnschlieBend wurden die Zellpellets aller Zelltypen simultan mittels Multispektraler
9F-MRT (siehe Ergebnisteil Abb. 4-10) gemessen.

Mittels "®F-MRT und der 2D-CSI-Methode war eine eindeutige spektrale Unterscheidung
der PFCs mdglich, was mittels IVIS-Fluoreszenzbildgebung nicht abschlieBend gelang,
da die Anregung mit den gewabhlten Filtern teilweise zu einem messbaren Signal in mehr
als einem Fluoreszenzkanal flhrte (siehe Ergebnisteil Abb. 4-5). Bei der 'F-MRT-
Bildgebung lagen die Unterschiede in der Resonanzfrequenz zwischen diesen Haupt-
Signalspitzen bei ca. 10 ppm, was ausreichend ist um bei der verwendeten
Bildgebungsmethode (Chemical Shift Imaging) keinen Signallibertrag zu erzeugen.
Zwar besitzen PFTBH, PFCH und PFnO weitere '°F-Signale aufgrund von CF>und CF-
Gruppen, jedoch Uberlappen diese teilweise (siehe Abb. 4-6 A), sodass sie nicht zur
Unterscheidung der Perfluorkarbone genutzt werden kénnen. Das bedeutet jedoch auch,
dass ein Teil der '°F-Atome nicht detektiert wird und somit ggf. die Sensitivitat etwas
geringer ausfallt.

Dass die Multispektrale '9F-MRT-Bildgebung fiir die Diagnostik und Therapie
entzindlicher Erkrankungen mit mehreren beteiligten Zelltypen prinzipiell geeignet ist,
wurde in einigen Studien dargelegt, wenngleich die klinischen Moglichkeiten fir die
Multispektrale 'F-MRT in vivo zunéchst limitiert blieben [104, 108, 186-188]. Bisher
konnten zwei oder drei verschiedene Zellarten simultan in einem Untersuchungshergang
mittels "°F-MRT in vivo dargestellt werden [65, 104, 110, 189]. Partlow et al. verwendeten
2007 erstmals eine Kombination von PFCE und PFOB zur Markierung humaner
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hamatopoietischer Stammzellen [84]. Die PFCs wurden passiv durch die Zellen
aufgenommen. Auch 2008 wurde von Janijic et al. gezeigt, dass zwei verschiedene PFCs
durch phagozytierende und nicht-phagozytierende Zellen aufgenommen werden kénnen
[169]. Chirizzi et al. untersuchten 2019 mittels '°*F-MRT-Technik die passive Aufnahme
von zwei spektral unterschiedlichen PFCs durch mononukleére Zellen bei Mausen [65].
Flogel et. al. zeigten 2021 die kombinatorische °F-Bildgebung von drei verschiedenen
PFCs am Mausmodell [104]. Monozyten/Makrophagen und thrombotische Prozesse
wurden daflir simultan Uber aktives Targeting durch spezifische Peptide (Fbn, a2AP) mit
PFOB, PFCH und PFTBH gezielt angesteuert. Es wurden akute, subakute und
chronische Thromben unterschieden und in der "F-MRT sowie Fluoreszenzbildgebung
untersucht.

In dieser Arbeit konnten erstmals vier unterschiedliche Zellarten mit Hilfe von spektral
unterscheidbaren PFCs dargestellt werden. Auf der Grundlage dieser Arbeit bietet die
Multispektrale °*F-MRT mit spektral unterscheidbaren PFCs somit die Mdglichkeit zur
Darstellung und Quantifizierung von mindestens vier Immunzellarten in vivo. Auch
konnte gezeigt werden, dass sich die vier hergestellten PFCs fir die fluoreszenzbasierte
Darstellung von vier Zellarten eignen.

5.4 Limitationen und Ausblick

Die Ergebnisse dieser Arbeit und die Ansatze bisheriger Forschungen deuten darauf hin,
dass PFCs ein groBes Potenzial fir die simultane Darstellung mehrerer Immunzelltypen
mittels multispektraler '°F-MRT bieten. Chirizzi et al. untersuchten 2019 die Anwendung
zweier verschiedener PFCs simultan, um mononukleédre Zellen zu verfolgen [65]. Flégel
et. al. zeigten 2021 die kombinatorische '°F-Bildgebung von drei verschiedenen PFCs
am Mausmodell [104]. Mittels der in dieser Arbeit vorgestellten Methode kénnen nun
auch bis zu vier Immunzelltypen mittels '°*F-MRT und hergestellten PFCs simultan
dargestellt und spektral unterschieden werden. In Studien wurde gezeigt, dass
PERFECTA-PFCs ebenfalls flr die kombinatorische '*F-MRT-Bildgebung mehrerer
Zelltypen eingesetzt wurden und sich moglicherweise fur die spektral getrennte
Darstellung von vier Zelltargets eignen [128, 189].

In der vorliegenden Arbeit wurden fir die ®F-MRT-Messungen eine FT-basierte CSI-
Methode (Chemical Shift Imaging) angewandt, um simultane '®F-Messungen mehrerer
Perfluorkarbone durchzufiihren. Mit Hilfe der Fourier-Transformation (FT), einer
mathematischen Operation, werden die Bildinformationen umgerechnet und die Signale
der entsprechenden Frequenzbereiche in ihre Frequenzkomponenten transformiert. Bei
der CSI-Methode handelt es sich um eine Erweiterung der MR-Spektroskopie, bei der
nach jedem Phasenkodierschritt Voxel fir Voxel ein NMR-Spektrum aufgenommen wird
und anschlieBend die Spektren zu einer zweidimensionalen Karte zusammengesetzt
werden. Die CSI-Methode ist nur phasenkodiert und die Intervallzeit zwischen den
Anregungspulsen ist relativ lang. Es existiert jedoch eine weitere Bildgebungssequenz,
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die eine deutlich kirzere Aufnahmedauer besitzt. Fir zukunftige in vivo Versuche, oder
sogar klinische Anwendungen eignet sich diese mCSSI-RARE-Methode (Multiple
Chemical Shift Selective RARE Imaging) [104, 190]. Mit der mCSSI-Sequenz kénnen
verschiedene chemischer Verbindungen im Korper dargestellt werden, indem
spezifische Frequenzbereiche hervorgehoben oder unterdrickt werden. Mdgliche
Herausforderungen sind die Komplexitat der Datenerfassung und der Datenverarbeitung
und eine anspruchsvollere Interpretation der gewonnenen MR-Daten, da eine genaue
Kenntnis der chemischen Eigenschaften und dem Verhalten der kontrastgebenden
Substanzen erfordert.

Zusétzliche bildgebende Mdoglichkeiten fur die Zellmarkierung mit PFCs ergeben sich
durch die Inkorporation von Fluoreszenzfarbstoff-Lipiden bei der PFC-Herstellung [78,
98, 166, 168, 175]. So kbnnte beispielsweise mit einer Fluoreszenzkamera, die Uber
BlutgefaBe gehalten wird, die Halbwertszeit von im Blut befindlichen Zellen bestimmt
werden. Es existieren verschiedene Mdglichkeiten, um Fluoreszenzfarbstoff-PFC-
Konjugate zu erzeugen. In dieser Arbeit wurden fluoreszierende Lipide durch
Hochdruck-Emulgierung in die Oberflache der PFC-Nanopartikel eingefligt. Eine weitere
Methode besteht darin, die Fluoreszenzfarbstoffe kovalent mit PLGA-Nanopartikeln zu
konjugieren [191]. Dies setzt voraus, dass die Perfluorkarbone in PLGA-Nanopartikel
eingekapselt wurden [51].

In der vorliegenden Arbeit waren die Signale der Lipidgebundenen Fluorochrome in den
entsprechenden Fluoreszenzkanédlen messbar und quantifizierbar. Eine Multispektrale
Bildgebung ist auch mittels Fluoreszenzbildgebung méglich, wie in vorherigen Studien
und der vorliegenden Arbeit gezeigt wurde [192]. Zwar waren mit den ausgewéhlten
Filterkombinationen im IVIS-Fluoreszenzdetektor nicht alle Fluoreszenzfarbstoffe
selektiv erregbar, jedoch kann dies mdglicherweise durch eine Dbessere
Gerateausstattung oder eine andere Auswahl der Fluorochrome behoben werden. Die
Durchlusszytometrie bietet die Mdoglichkeit mehrere Zielstrukturen mittels
Fluoreszenzantikbrpern zu markieren und zu untersuchen [193]. In den
Messergebnissen der durchflusszytometrischen Analyse der PFC-Aufnahme durch
J774A.1-Makrophagen aus der Zellkultur konnte gezeigt werden, dass sich die
Fluoreszenzsignale der PFC-markierten Zellen im Vergleich zur unmarkierten Zellen klar
unterscheiden lassen (siehe Ergebnisteil Abb. 4-7) und sich somit prinzipiell fur eine
simultane Markierung mehrerer Zielstrukturen eignen kdnnen. Zwar existieren bereits
Methoden, wie die Imaging Mass Cytometry, welche eine Ansteuerung von bis zu 40
Proteinen erlaubt [194], jedoch ist es nétig dafiir aus Organen Biopsien zu entnehmen,
was zum einen invasiv ist und mit einer Belastung fir den Patienten einhergeht [194-
196]. Diese Methode ist daher weniger geeignet, um ein heterogenes, multilokulares
Entzindungsgeschehen zu untersuchen. Weiterhin ist sie wegen des
Stichprobenfehlers begrenzt nutzbar. Auch lassen sich die Fluoreszenzsignale zwar gut
Uber eine zweidimensionale Detektorplatte detektieren, jedoch existiert keine
fluoreszenzbasierte Methode, die eine derart hochauflésende dreidimensionale
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Darstellung innerhalb des Entziindungsgewebes erlaubt, wie die Multispektrale '°F-
Bildgebung.

Anhand der Messungen mittels °F-MRT und Fluoreszenz-Bildgebung in dieser Arbeit
wurde festgestellt, dass die hergestellten PFCs durch verschiedene immunrelevante
Zellen aufgenommen wurden. In Studien wurden bereits einige Immunzellarten (T-
Zellen, B-Zellen, dendritische Zellen, und neurale Stammzellen) mittels °F-MRT
untersucht [65, 72-74]. Abhangig von PFC-Typ und Zelllinie zeigte sich in den
Messergebnissen dieser Arbeit, dass mit Hilfe der '"F-MRT und der 2D-CSI-Methode
unterschiedliche Signalstarken messbar waren, was auf einen weiteren
Optimierungsbedarf hindeutet. Um eine Vergleichbarkeit der Proben zu ermdglichen,
sollte in zukinftigen Untersuchungen die Konzentration der PFCs fir den
entsprechenden Zelltyp normiert werden. In den Ergebnissen war erkennbar, dass die
19F-Signalstéarke nach zellularer Aufnahme bei A48PFCH deutlich niedriger war, als bei
den Messungen der PFCs alleine. Die variierenden '"°F-Signale bei den simultanen
Messungen der PFCs in paarweiser Kombination mit verschiedenen Zellartpopulationen
deuten darauf hin, dass einige Zellarten die PFCs besser aufnehmen. Dies sollte jedoch
in Zukunt untersucht werden.

In der vorliegenden Arbeit wurden die untersuchten Zellpopulationen nur Uber
Phagoztyose bzw. Endozytose markiert. Zwar sind diese Eigenschaften bei vielen
Zellarten vorhanden, jedoch kénnen dadurch keine Zellen erreicht werden, bei denen
Phagozytose und Endozytose nicht oder nur méaBig stark ausgepragt ist. Um
verschiedene Immunzellarten oder Thrombozyten in vivo selektiv anzusteuern, wére ein
sogenanntes aktives Targeting notwendig. Beispiele fir Zielantigene von Immunzellen
sind CCR2 (Monozyten), CD177 (Neutrophile Granulozyten), CAM/CD31
(Endothelzellen), CD8/CD4 (T-Zellen) und CD19/CD20 (B-Zellen und ihre Vorstufen).
Eine Internalisierung von PFC-Partikeln in die Immunzellen ist nicht zwingend
erforderlich, wohl aber eine stabile Bindung an einen Targeting-Liganden der
Zielstruktur. Im Herstellungsprozess kénnen spezifische Targeting-Liganden in der PFC-
Oberflache integriert werden, um die Bindung zu den Immunzellen zu vermitteln [79].
Zur Oberflachenmodifikation der PFC-Nanopartikel wurden in der Vergangenheit zwei
Verfahren angewandt: Die Sterol-basierte Postinsertionstechnik (SPIT) sowie der
Einbau von Lipiden mit reaktiven Gruppen, wie Maleimid, wahrend des
Herstellungsprozesses der PFCs [49, 96, 112]. Durch die Integration sogenannter PEG
(PEGylierte Lipide) in die PFCs lasst sich die passive Aufnahme durch phagozytierende
Zellen unterdricken [162]. Bei der Entwicklung des aktiven Targetings wurden bereits
einige Fortschritte gemacht. So konnte von unserer Arbeitsgruppe bereits 2015 gezeigt
werden, dass PFCs mit dem a2-Antiplasmin-Peptid modifiziert werden kdnnen, um
gezielt eine Bindung an das Fibrinnetzwerk herzustellen, um auf diese Weise frihe
vendse Thromben in M&usen sichtbar zu machen [49]. Bouvain et al. zeigten 2023, dass
PFCs fur ein aktives Targeting an humane neutrophile Granulozyten durch ein
spezifisches Peptid (NG2) modifiziert werden kénnen [95]. 2020 wurde von Straub et al.
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2020 der Einsatz von EP9-markierten PFCs demonstriert, um eine hochaffine
Verbindung zu epikardialen stromalen Zellen (EpiSCs) herzustellen.

Insgesamt ist die Multispektirale '°F-MRT-Bildgebung von mehr als drei
Immunzellsubpopulationen mittels PFCs eine zukunftsweisende Technologie, deren
prinzipielle Machbarkeit in dieser Arbeit gezeigt wurde. Fraglich ist noch, fur welche
klinischen Einsatzgebiete am Menschen die Multispektrale °*F-MRT-Bildgebung einen
signifikanten Nutzen in der Diagnostik bieten kénnte. Bedeutsam kénnte die
Multispektrale '*F-MRT-Bildgebung flr die Beurteilung entzindlicher Prozesse sein. Sie
kdnnte das Auffinden der beteiligten Zelltypen erheblich vereinfachen und die
Mdglichkeit bieten, verschiedene Aspekte einer Entziindungsreaktion gleichzeitig zu
visualisieren. Durch die Markierung unterschiedlicher beteiligter Immunzellpopulationen,
wozu auch Stammzellen gezahlt werden, kdnnte die Multispektrale °*F-MRT-Bildgebung
daher eine bedeutende Stiitze fiir diagnostische Prozesse und fiir die Uberwachung von
Therapieerfolgen sein.

Bei der rheumatoiden Arthritis kann die Multispektrale '°*F-MRT-Bildgebung eine Hilfe
sein, um mehrere am entzindlichen Prozess beteiligte Zellpopulationen simultan in den
betroffenen Gelenken zu lokalisieren, quantifizieren und Therapieeffekte zu untersuchen
sowie die Zellinteraktionen im zeitlichen Verlauf besser zu verstehen. Die °F-MRT-
Bildgebung wurde bereits zur Markierung einzelner Zelltypen, wie LPS-aktivierten
Makrophagen und Tumorzellen im Mausmodell angewandt [11]. Auch bei der
Untersuchung chronisch entziindlicher Darmerkrankungen, wie Morbus Crohn und
Colitis Ulcerosa, koénnen durch die Multispektrale '*F-MRT-Bildgebung mehrere
beteiligte Zelltypen, wie Makrophagen, dendritischen Zellen und T-Zellen, identifiziert
und sogar eine Echtzeit-Darstellung im aktuellen Krankheitsstadium ermoglicht werden,
wodurch potenzielle Komplikationen im Therapieverlauf frihzeitig erkannt werden
kénnen. WF-MRT wurde zur Untersuchung dieser Erkrankungen bereits in der
Vergangenheit angewandt und kann bei der Implementierung mehrerer Tracer eine
bedeutendere Rolle spielen [197].
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