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Einleitung

1.1. Einleitung

1.1 Grundlagen der Magnetresonanztomografie (MRT)

Mit der Entdeckung der Kernspinresonanz legten Isidor Rabi (1938)* sowie Felix Bloch? und Edward
Purcell® (1946) die Basis fiir alle Anwendungen der Magnetresonanztomografie (MRT). In den 1970er
Jahren wurden mit den Arbeiten von Damadian (Detektion von Tumorgewebe anhand unterschiedli-
cher Relaxationszeiten)* und Lauterbur (Generierung der ersten 2D und 3D MR-Bilder unter Verwen-
dung von Gradienten)>® die Grundlagen fiir die Bilderzeugung mittels MRT geschaffen’. Die in der H
MRT erzeugten Bilder geben die Dichte der Wasserstoffatome im Kérper und deren Verhalten bei An-
regung mit elektromagnetischer Strahlung Gber die Zeit wieder. Mittels MRT konnen auf diese Weise
anatomische Schnittbilder des Korpers erzeugt werden. Anders als bei weiteren in der klinischen Rou-
tinediagnostik verwendeten Bildgebungsverfahren”®, wie z. B. der Computertomografie (CT), SPECT
(,,single photon emission computed tomography“) oder Positronenemissionstomographie (PET) ent-
steht bei der MRT weder ionisierende Strahlung noch ist der Einsatz radioaktiver Kerne erforderlich.
Zudem bietet die MRT einen exzellenten Kontrast zwischen verschiedenen Geweben sowie eine hohe

raumliche Auflésung®.

1.1.1 Physikalische Grundlagen

NMR-sensitive Atomkerne besitzen einen Kernspin, wodurch sie zum einen einen Drehimpuls, zum
anderen ein magnetisches Moment in Richtung der Kreiselachse aufweisen. Das magnetische Moment
des Atomkerns wird von Magnetfeldern und elektromagnetischen Wellen beeinflusst und erzeugt,
wenn sich seine Lage veradndert selber eine Spannung. Unter gewo6hnlichen Bedingungen sind die Spins
zufallig verteilt und der Mittelwert aller Kernmomente ist 0. Sind die Spins jedoch einem duReren Mag-
netfeld ausgesetzt, richten sich die Achsen aller Spins parallel zur Feldlinienrichtung aus, wodurch eine
Langsmagnetisierung Mz in Z-Richtung entsteht (Abbildung 1.1, A-C). Die Ausweichbewegungen der
Spins bei Einwirken eines dulReren Magnetfeldes werden als Prdzessionsbewegung bezeichnet. Die
Prazessionsbewegung erfolgt mit einer fiir jede Kernart charakteristischen Frequenz, die als Lar-

morfrequenz bezeichnet wird und welche proportional zur Starke des Magnetfeldes ist:

wo = Yo*Bo
wo = Larmorfrequenz in Megahertz;
Yo = gyromagentisches Verhaltnis (Konstante, die flr jedes Element einen typischen Wert besitzt);

Bo = Starke des Magnetfeldes in Tesla.
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Bringt man Energie in Form von elektromagnetischen Wellen in ein ausgerichtetes, stabiles Spinsystem
ein, wird dieses angeregt. Voraussetzung ist, dass die Frequenz der elektromagnetischen Wellen der
Larmorfrequenz entspricht. Wirkt diese Energie z. B. in Form eines senkrechten magnetischen Hoch-
frequenzfeldes ein, ,kippen” die Spins in die XY-Ebene um und rotieren in der Z-Achse (transversale
oder Langsmagnetisierung Mxy) (Abbildung 1.1, D-E). Hierdurch wird das NMR-Signal erzeugt, welches

in der Empfangsspule eine detektierbare Wechselspannung generiert®1%11,

N ﬁ‘ Abbildung 1.1: Physikalische Grund-
lagen der Magnetresonanz. A. Sich

(Q’ bewegende elektrische Ladungen

besitzen einen Kernspin. Dadurch

weisen sie ein magnetisches Mo-

m ment in Richtung der Kreiselachse

auf. B. Im natirlichen Zustand sind

die Kreiselachsen zufillig verteilt
C A und der Mittelwert aller Kernmo-

M, mente ist 0. C. Sind die Kreiselachsen
einem duBeren Magnetfeld (Haupt-
magnetfeld Bg) ausgesetzt, richtet
dieses die Achsen aller Kreisel paral-
lel zur Feldlinienrichtung aus,
wodurch eine Langsmagnetisierung
Mz in Z-Richtung entsteht. D. In ein

durch ein dueres Magnetfeld aus-
gerichtetes stabiles Spinsystem kann
wieder Energie eingebracht werden,

z. B. in Form eines senkrechten mag-
netischen Hochfrequenzimpulses. E.

' In der Folge kippen die Spins in die
90 ° HF-Impuls XY-Ebene um und drehen sich dann

=

in dieser Ebene (transversale Mag-
netisierung Myy). Grafik modifiziert

nach10,

1.1.2 Erzeugung von Bildern mittels MRT

Die Erzeugung von NMR-Signalen liefert jedoch noch keine raumlichen Informationen. Um eine Orts-
kodierung zu erhalten, ist der Einsatz von Gradientenspulen erforderlich. Diese Technik nutzt die Tat-
sache, dass die Larmorfrequenz proportional zur Magnetfeldstarke ist: Von den Gradientenspulen wer-
den eigene Magnetfelder erzeugt, die das Hauptmagnetfeld iberlagern. Diese Zusatzmagnetfelder

weisen einen Gradienten in X-, Y- bzw. Z-Richtung auf®.
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Wie oben beschrieben, erfolgt eine Anregung des stabilen Spinsystems nur, wenn die Anregungsfre-
qguenz der Larmorfrequenz entspricht (Resonanz). Werden Gradientenspulen eingesetzt, die in Z-Rich-
tung einen Magnetfeldgradienten erzeugen, hat dies zur Folge, dass die Spins entlang des Gradienten
unterschiedliche Resonanzfrequenzen besitzen. Wird nun mit einer bestimmten Frequenz angeregt,
reagieren nur die Spins in der Schicht, in der die Larmorfrequenz genau der anregenden Frequenz ent-
spricht!®. Um innerhalb einer Schicht eine Zahl von Spins anzuregen, die fiir die Generierung einer aus-
reichenden Menge an Bilddaten genligt, liegen in den klinischen Systemen die (iblichen Schichtdicken
bei 5-10 mm. In Hochfeldsystemen sind hingegen Schichtdicken von 0,5 mm und weniger méglich®. Fiir
die Ortskodierung in Y- und X-Richtung werden eine Phasen- und eine Frequenzkodierung verwendet.
Der Phasengradient bewirkt, dass die durch einen senkrechten Hochfrequenzimpuls angeregten, in der
X-Ebene prazedierenden Spins entlang der Y-Richtung unterschiedlich schnell kreisen. Somit entsteht
eine Phasenverschiebung der Spins innerhalb der Y-Richtung. Diese Phasenverschiebung bleibt beste-
hen, wenn der Gradient ausgeschaltet wird. Hierdurch kann jede Zeile innerhalb der Schicht durch ihre
Phase identifiziert werden. Der Frequenzgradient erzeugt einen Gradienten in X-Richtung, so dass die
Spins entlang der X-Richtung unterschiedlich schnell prazedieren. Hierdurch entsteht ein Frequenz-
spektrum, innerhalb dessen jede Spalte durch ihre Frequenz identifiziert werden kann. Durch Frequenz
und Phase ist jedes Volumenelement (Voxel) eindeutig charakterisiert. Mittels einer Fourier-Transfor-
mation kdnnen alle in einem Signal vorkommenden Frequenzen bestimmt werden. Um die Phasenauf-
teilung ermitteln zu kénnen, muss die Messung viele Male wiederholt werden, jedes Mal mit einer
anderen Phasenkodierung. Aus den so erhaltenen Daten kann schlieRlich die Phasenaufteilung mittels
einer zweiten, zweidimensionalen Fourier-Transformation entlang der Phasenrichtung berechnet wer-

den?.

1.2 Entzindungsprozesse

1.2.1 Entstehung und Verlauf einer akuten Entziindung

Die Entziindung ist eine Reaktion des Kérpers auf eine Schadigung von Zellen durch Noxen wie Trauma,
Gewebsnekrose, Tumorzellen oder Infektionserreger’?. Diese Schadigungen fiihren innerhalb von
Stunden zu einer Serie definierter Gewebsantworten, die unter dem Begriff ,,akute Entziindung” zu-
sammengefasst werden?®, Gesteuert werden diese durch eine gut organisierte und fein regulierte Er-
eigniskaskade, die von zahlreichen Molekiilen vermittelt wird!2. Die Gewebsantworten beinhalten die
Ansammlung von Flissigkeit, Elektrolyten und Plasmaproteinen sowie von Leukozyten im extravasku-

laren Raum. Zudem werden Gewebsmakrophagen aktiviert. Die Stimulation von Endothelzellen fiihrt

10
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zu einer adhasiven Interaktion zwischen Leukozyten und dem GefalRendothel. Im BlutgefaRsystem tre-
ten eine Aktivierung und Aggregation von Thrombozyten, Gerinnung und Fibrinolyse auf. Darlber hin-
aus wird das Komplementsystem aktiviert'>23, Klinisch manifestiert sich die Entziindung in Form der
von Cornelius Celsus (25 v. Chr. bis 50 n. Chr.) eingeflihrten Kardinalsymptome der Entziindung: Ro-
tung, Schwellung, Schmerz und Warme, die von Rudolf Virchow Mitte des 19. Jhd. um den Funktions-
verlust als flinftes Kardinalsymptom erganzt wurden. Diese Symptome werden auch heute noch her-
angezogen, um das Vorhandensein einer Entziindung zu diagnostizieren!*!3, Die akute Entziindung
dauert wenige Stunden bis einige Tage und geht im optimalen Fall recht schnell in die Reparation und

Heilungsphase tiber®?,

1.2.2 Die Rolle von Immunzellsubpopulationen bei Entziindung

Die erste und zahlenmaRBig groRRte Gruppe von Zellen, die in den Ort des Gewebeschadens einwandern,
sind neutrophile Granulozyten'>*, Etwas spéter als die Neutrophilen wandern Monozyten und Lym-
phozyten in den Entziindungsherd ein'?. Die Auswanderung der Leukozyten aus dem Blut wird durch
die Aktivierung von Endothelzellen durch den Gewebeschaden bedingt®. Diese fiihrt dazu, dass die
Blutimmunzellen, die sich zunachst der GefaRwand anndhern, in der Folge an dieser entlangrollen,
dann fest an das Endothel adharieren, um schlieRlich durch interzelluldre Spalten ins Gewebe zu trans-
migrieren. In diesem angelangt, wandern sie entlang eines chemotaktischen Gradienten zum Stimu-

|U515’16

Neutrophile Granulozyten

Neutrophile sind Teil der angeborenen Immunabwehr!?'’ und die Haupteffektoren der akuten Entziin-
dung®®*, Inzwischen gibt es aber auch Belege dafiir, dass sie ebenso an chronischen Entziindungspro-
zessen'®, Ischamie-Reperfusionsschidigung® sowie erworbenen Immunantworten beteiligt sind?8, Sie
dienen der Bekampfung eines breiten Spektrums an Bakterien, Pilzen, Protozoen, Viren sowie viral
infizierter Zellen und von Tumorzellen'®%, Neutrophile werden kontinuierlich im Knochenmark gebil-
det (5*10°-2*10! Zellen/Tag beim Menschen)?°, wobei ihre Produktion von Granulozyten-Kolonie-
stimulierendem Faktor (G-CSF) und Granulozyten-Monozyten-Kolonie-stimulierendem Faktor (GM-
CSF) kontrolliert wird*®2%2, |hre Level im Blut kénnen sich unter Stress und Infektion verzehnfachen,
was zum einen durch beschleunigte Freisetzung und vermehrte Reifung im Knochenmark, zum ande-
ren durch vermehrte Demargination in der Lunge oder der Milz verursacht wird?2. Beim Menschen
machen die Neutrophilen ca. 50-70 % der zirkulierenden Leukozyten aus (granulozytdres Blutbild), bei
der Maus, die ein lymphozytares Blutbild besitzt, nur 10-25 %'#2%23, Nach ihrer Freisetzung zirkulieren
Neutrophile im Blut, jedoch ist ihre genaue Lebensspanne unbekannt. Man gehtvon 1,5-12,5 hin der
Maus bis hin zu 8 h - 5,4 d beim Menschen aus. Im Gewebe wird die Uberlebensdauer mit bis zu vier

Tagen angegeben’?*, Moglicherweise kdnnen Neutrophile jedoch auch aus dem Gewebe wieder in
11
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das BlutgefiaRsystem eintreten und sekundér z. B. in Lunge und Knochenmark einwandern®2, Unter
physiologischen Bedingungen finden sich Neutrophile auRer im Knochenmark zudem in Milz, Leber

und Lunge. Jedoch ist unbekannt, wie und warum sich Neutrophile in diesen Organen konzentrieren®,

Neutrophile kénnen sowohl intra- als auch extrazelluldre Pathogene abt6dten. Dies wird im ersteren

“25 etc.) ver-

Fall durch Phagozytose mit nachfolgender intrazelluldrer Degradation (,respiratory burst
mittelt; im zweiten Fall durch die Freisetzung von Granulainhalt?>?%, Dariiber hinaus kénnen Neutro-
phile sogenannte neutrophile extrazelluldre Fallen (NETs) freisetzen, die aus Kern-DNA Elementen be-
stehen, an die Histone, weitere Proteine (z. B. Lactoferrin, Cathepsine) und Enzyme (z. B. Myeloperoxi-
dase, Elastase) gebunden sind. NETs immobilisieren Pathogene und erleichtern deren Phagozytose,
kénnen aber méglicherweise auch direkt Pathogene abtéten!®*27, Weitere Funktionen der Neutro-
philen bestehen in der Rekrutierung von Monozyten, der Sekretion von Zytokinen, Chemokinen, Leu-
kotrienen und Prostaglandinen, ebenso wie in der Regulation der erworbenen Immunantwort. Neben
ihrer pro-inflammatorischen Wirkung kénnen Neutrophile auch anti-inflammatorisch wirken, da sie
Wunddebridement durchfihren, zur Revaskularisierung beitragen und dartber hinaus an der Gewe-

bereparatur beteiligte Proteasen produzieren®?’, Mégliche Schadwirkungen fiir Gewebe entstehen

durch die Freisetzung von Oxidanzien, Proteasen und antimikrobiellen Proteinen?®?°,

Monozyten und Makrophagen

Monozyten und Makrophagen gehéren zum mononukledren Phagozytensystem®® und sind Teil des an-
geborenen Immunsystems, spielen jedoch auch eine Rolle in der erworbenen Immunantwort'>3, Nach
ihrer Bildung im Knochenmark werden Monozyten in noch unvollstdndig differenziertem Zustand ins
Blut entlassen!?3!, Blutmonozyten kénnen in nahezu alle Gewebe des Kérpers einwandern, wo sie lokal
in spezielle Gewebsmakrophagen differenzieren. Ob diese Einwanderung jedoch nur unter entziindli-

t12,31

chen Bedingungen geschieh und sich die Gewebsmakrophagen im Zustand der Homdostase vor-

32736 oder ob auch physiologischerweise ein Ersatz der loka-

rangig durch lokale Proliferation erneuern
len Makrophagen durch zirkulierende Monozyten erfolgt® ist noch unklar. Ein interessanter Aspekt ist,
dass sich Monozyten zudem in der Milz anreichern kdnnen, wo sie einen sekunddren Speicherpool
bilden, aus dem sie bei erhéhtem Bedarf rasch freigesetzt werden kénnen33°. Gewebemakrophagen
werden in allen Organen und im Bindegewebe gefunden und nach ihrer Lokalisation benannt, wie
Mikroglia im zentralen Nervensystem (ZNS), Kupfferzellen in der Leber, Alveolarmakrophagen in der

Lunge und Osteoklasten im Knochen304941,

Im Falle eines entziindlichen Geschehens treten Monozyten vermehrt in das geschadigte Gewebe
tber!#3! und differenzieren dort in Makrophagen oder dendritische Zellen (DCs)**4>%3, Bereits 24-48 h

nach Beginn einer akuten Entziindung kénnen Monozyten im Entziindungsherd nachgewiesen wer-

314041 ‘ihre Einwanderung kann fiir mehrere Tage andauern®. Die Rekrutierung von Monozyten ist

12
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fir eine effektive Kontrolle und Beseitigung von viralen, bakteriellen, Pilz- und Protozoeninfektionen
essentiell. Sie spielen zudem eine Rolle in der Tumorbekampfung. Jedoch tragen sie auch zur Pathoge-

nese von entziindlichen und degenerativen Erkrankungen bei (z. B. Atherosklerose)**#4,

Klassische M1 polarisierte Makrophagen besitzen bei Entziindung drei Hauptfunktionen: Antigenpra-
sentation, Phagozytose (Beseitigung von Zelltrimmern und Pathogenen) und Immunomodulation
durch die Produktion verschiedener Zytokine und Wachstumsfaktoren, von Chemokinen, reaktiven
Sauerstoffspezies (ROS) und Stickstoffmonoxid (NO). Als Hauptproduzenten entziindlicher Zytokine
spielen sie eine Schliisselrolle in der Initiation der Entziindung34®*!, Jedoch kénnen Makrophagen
auch alternativ aktiviert werden (M2) und dann zur Gewebereparatur und Vaskularisierung beitra-
gen394145 Bej unkontrollierter Freisetzung ihrer Produkte kénnen Makrophagen hingegen einen er-

heblichen Gewebeschaden bzw. Fibrose ausldsen®®**,

Lymphozyten

Lymphozyten spielen bei den meisten chronischen Entziindungen, vor allem bei Autoimmunerkran-
kungen und Krankheiten mit Antigenpersistenz eine Schliisselrolle3*® Lymphozyten werden anhand
ihrer GroRe und Granularitat in natirliche Killerzellen (NKs) sowie kleine Lymphozyten (B-Zellen und
T-Zellen) unterteilt. NKs sind groRer als die T- und B-Zellen und granulér. Sie erkennen entartete Zellen,
wie mikrobiell infizierte und Tumorzellen und téten diese ab, ohne jedoch einen Antigenerkennungs-
rezeptor zu besitzen — entsprechend werden sie dem angeborenen Immunsystem zugerechnet*#2, B-
Zellen differenzieren sich, wenn sie durch Antigene, T-Helferzellen, Zytokine und Toll-like Rezeptor Sig-
nale*® aktiviert wurden in immunglobulinbildende Zellen (Plasmazellen)® oder in Gedichtniszellen®>2,

T-Zellen unterstiitzen andere Immunzellen (T-Helferzellen) oder attackieren Kérperzellen, wenn diese

z. B. viral infiziert oder tumords entartet sind (zytotoxische T-Zellen/T-Suppressorzellen)®>4,

1.2.3 Entziindungsprozesse in der Human- und Veterinarmedizin

Entziindungen, insbesondere chronische Entziindungen stellen laut Weltgesundheitsorganisation
(WHO) aktuell die groRte Bedrohung fiir die menschliche Gesundheit dar®®. Entziindliche Erkrankungen
und assoziierte Syndrome nehmen dabei in ihrer Prdvalenz in den westlichen Gesellschaften zu und
betreffen z. B. aktuell in den USA eine Population von 60 Mio. Menschen®®. Verschiedene Erkrankun-
gen sind mit chronischer Entziindung assoziiert, d. h. sie treten parallel mit dieser auf oder werden
durch sie ausgelost. Hierzu gehoren kardiovaskuldare Erkrankungen, Diabetes, Krebs, Autoimmuner-
krankungen (rheumatische Arthritis, chronisch entziindliche Darmerkrankung/IBD), Allergisches
Asthma, chronisch obstruktive Lungenerkrankung (COPD), chronische Leber-, Milz- und Nierenerkran-

kungen, Alzheimer etc.”. Risikofaktoren fiir chronische Entziindung sind Alter, Fettleibigkeit, Ernah-
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rung, Rauchen, geringe Level von Geschlechtshormonen, Stress und Schlafstérungen®-%. Entziindun-
gen sind haufig durch eine relativ langsame Entwicklung charakterisiert sowie durch scheinbar gene-
ralisierte, unspezifische Symptome, wodurch sie schwierig zu diagnostizieren sind; ihre Folgen kénnen

jedoch schwerwiegend sein®®.

Beispielhaft flihrt zum einen ein vermehrtes Auftreten von Gehirnentziindungen bei dlteren Menschen
verstarkt z. B. zu kognitiven Defiziten. Des Weiteren wurden entziindliche Prozesse mit dem Auftreten
von Demenz und neurodegenerativen Erkrankungen in Verbindung gebracht®!, oder entziindliche Pro-
zesse sind an der Pathogenese von affektiven Verhaltensabnormalitdten beteiligt, wie Depressionen
und Angststérungen. Umgekehrt werden bei psychischer Belastung wie Stress vermehrt Zytokine pro-
duziert®?%3, Erhéhte Konzentrationen von Zytokinen im maternalen Serum in utero sowie in der frithen
Kindheit sind mit einer schlechteren neuronalen Entwicklung assoziiert®. Zudem fiihrt chronische Ent-
ziindung moglicherweise zu einer Erschopfung von Stammzellen, mit im Folgenden schwerwiegend
beeintrichtigter Himatopoese®. Entziindungen haben dariiber hinaus einen wesentlichen Einfluss auf
das Wohlbefinden von Patienten. So leiden Patienten mit rheumatischer Arthritis®®°°, IBD’>72 und Pan-
kreatitis’® unter Schmerzen und ihre Lebensqualitat ist reduziert. Zudem sind die Patienten hiufig pfle-
gebediirftig®. Insbesondere chronisch-entziindliche Erkrankungen stellen zudem eine schwere gesell-
schaftliche und ékonomische Biirde dar®®74. So fihren z. B. Arthritis’>"’, IBD%7%278 und COPD’*®! zu
Behinderung, niedrigerem Bildungsstand, Arbeitskraftverlust, verminderter Aktivitat, Therapiekosten

und vorzeitigem Versterben.

Auch in der Tiermedizin spielen entziindliche Prozesse eine wichtige Rolle. Die gréRte Bedeutung be-
sitzen aufgrund ihrer groBen 6konomischen Bedeutung verschiedene Formen von Entziindungen, die
bei Nutztieren auftreten. Diese ziehen hohe Kosten nach sich, da sie die Produktivitdt mindern, krank-
heitsbedingte Tierverluste verursachen und zudem zu direkt durch die Erkrankungen bedingten Aus-
gaben fUhren. Aufgrund der groRRen Vielfalt an entziindlichen Erkrankungen wird hier nur kurz auf zwei
besonders bedeutsame Beispiele eingegangen: Die Mastitis und bovine respiratorische Erkrankungen

(BRD).

Die Mastitis wird durch die Ansiedlung verschiedener Bakterien im Euter ausgelOst. Sie ist eine der
haufigsten Produktionserkrankungen in Milchkuhherden und fir gravierende ProduktionseinbuRRen
verantwortlich. Der Milchertrag kann durch eine mehr oder weniger schwere Kurzzeitdepression der
Milchleistung reduziert werden. Diese Leistungsdepression geht, wenn keine Heilung erfolgt, in lang-
dauernde Effekte lber, die moéglicherweise bis in folgende Laktationen reichen. Zu den Folgen zédhlen
Produktionsverluste sowie Merzung von betroffenen Tieren. Der Prozentsatz der Merzungen liegt in
der Summe bei 38 %, bzw. 25 % fiir die erste und 46 % fiir weitere Laktationen®?. Die hdchsten Verluste
entstehen durch indirekte Kosten, wie vorzeitige Abgange (was den grofRten Kostenfaktor ausmacht)
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und Remontierung. Des Weiteren fallen Ausgaben fiir Tierarztleistungen, Therapie und zeitaufwandige

Mastitiskontrollprogramme an®-2¢,

Bovine respiratorische Erkrankungen werden durch verschiedene virale und bakterielle Erreger ausge-
|6st, wenn die Tiere durch unglinstige Umwelt- und Haltungsbedingungen besonders empfanglich sind.
Bovine respiratorische Erkrankungen stellen ein grolRes Problem fir die Viehwirtschaft im Bereich der
Fleischrindproduktion dar. Sie reduzieren die Trockenmasseaufnahme, die durchschnittlichen Tages-
zunahmen und die Fitterungseffizienz, vermindern die Wachstumsrate und steigern die Futtertage bei
Kélbern. Des Weiteren entstehen Kosten fiir die medizinische Versorgung, das Schlachtgewicht und

die Schlachtkérperqualitit sind vermindert und es kommt vermehrt zu Todesfallen®’.

1.3 Bildgebung von Entzindungsprozessen

Fir die Darstellung von Entzlindungsprozessen im Gewebe sind Methoden notwendig, die eine frih-
zeitige Detektion und Beurteilung der lokalen Entziindungsreaktion ermdoglichen. Dies ist erforderlich,
um eine addquate Therapie einleiten und verlassliche Aussagen Uber die Prognose treffen zu kénnen,
ohne Biopsien zu entnehmen® oder ohne in der praklinischen Forschung die postmortale Gewebeana-
lyse mittels Histologie abwarten zu miissen®. Zu den nicht-invasiven Bildgebungstechniken, die sich
zur Darstellung von Entziindungsprozessen eignen, gehoren z. B. PET, CT, SPECT, MRT, Ultraschall,
Réntgen und optische Methoden®®. Im Folgenden wird niher auf die MRT eingegangen, da dies die

Bildgebungstechnik ist, mit der in der vorliegenden Studie gearbeitet wurde.

1.3.1 Entziindungsbildgebung mittels *H-basierter Magnetresonanztomografie

Bereits anhand einfacher anatomischer *H-Bilder ist es moglich, Hinweise auf Entziindungsprozesse zu
erhalten94, Jedoch ist hier eine genaue Diagnose des Entziindungsprozesses schwierig, da die H-
MRT Bilder nur die mit der Entziindung einhergehenden Gewebeverdanderungen wiedergeben, jedoch
keine Veranderungen auf zellularer Ebene dargestellt werden kénnen. Um Entziindungsprozesse den-
noch zuverldssig und friihzeitig detektieren zu kénnen, wurden verschiedene MRT-Kontrastmittel ent-

wickelt.

Ein klassisches in der MRT eingesetztes Kontrastmittel flir die Entziindungsbildgebung basiert auf dem
paramagnetischen Element Gadolinium®. Dieses wird in Form von niedermolekularen Chelaten als ga-

t%. GHKs werden zu den positiven Kontrastmitteln ge-

doliniumhaltiges Kontrastmittel (GHK) eingesetz
zahlt, da sie zu einer lokalen Steigerung der Signalintensitit fiihren®. Sie verlassen an Stellen mit er-

hohter GefaBpermeabilitat, wie sie in Entziindungsherden vorliegt, das BlutgefaRsystem und machen
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das entziindliche Areal in der Folge lber eine Reduktion der T1- und T2-Relaxationszeiten sicht-
bar®>97%8, Nachdem gadoliniumbasierte Kontrastmittel zunéchst als sicher betrachtet wurden, zeigte
sich inzwischen ein Zusammenhang mit dem Auftreten systemischer nephrogener Fibrose®%, Diese
tritt jedoch nur bei der Verwendung der weniger stabilen linearen Komplexbildner sowie bei Patienten
mit bereits fortgeschrittener Nierenerkrankung auf'®l. Zudem fand sich in den letzten Jahren bei wie-
derholtem Einsatz von GHKs eine vermehrte, dosisabhangige Ablagerung von Gadolinium in tiefen
Hirnstrukturen auch von nierengesunden Patienten. Diese kann jedoch aktuell in keinen Zusammen-

hang zu adversen Effekten gebracht werden02-104,

Eine weitere Art von MRT-Kontrastmitteln, die der indirekten Darstellung von Entziindungsprozessen
dienen stellen metallbasierter Kontrastmittel dar, wie z. B. superparamagnetische Eisenoxidpartikel
(SPI0s)®%, Nach ihrer i. v. Verabreichung werden SPI0s von Monozyten / Makrophagen phagozytiert
und kénnen in der Folge an den Orten mit Makrophagenakkumulation nachgewiesen werden. Eisen-
oxidkristalle besitzen starke magnetische Momente, die zu einer lokalen Inhomogenitat des Magnet-
feldes an Orten mit Makrophagenakkumulation fiihren, wodurch es zu einer Reduktion des Signals in
T2-gewichteten 'H-Bildern kommt (negatives Kontrastmittel)1%-2%°, Nachteil dieser Methode ist je-
doch, dass sich Areale mit Kontrastmittelanreicherung nicht von Inhomogenitaten anderer Ursache,
wie Gewebeeinblutungen unterscheiden lassen, wodurch es zu Fehlinterpretationen bei Beurteilung
der Bilder kommen kann. Um Fehlinterpretationen zu vermeiden, sind zeitaufwandige vorher-nachher
Aufnahmen erforderlich. Ein weiterer Nachteil dieser Art von Kontrastimitteln ist die fehlende Quanti-

fizierbarkeit des erzeugten Signals®”-110111,

1.3.2 Grundlagen der >F-MRT

Neben *H I&sst sich jedoch eine Reihe weiterer Kerne mittels MRT detektieren (Tabelle 1.1). Einer die-
ser Kerne ist F112 113 'welches als einziges stabiles Isotop des Fluors eine natiirliche Haufigkeit von 100
% besitzt. Im Kdrper ist es jedoch nur in sehr geringer Menge vorhanden (<1 nmol/g Gewebe!!*). Le-
diglich in den Knochen und Zihnen sind Spuren von °F zu finden. Da die T2-Werte von *°F in diesen

Geweben jedoch sehr kurz sind, erzeugt das vorhandene *°F kein nennenswertes Hintergrundsignal?®.

F weist eine dem H vergleichbare Signalintensitit in der MRT auf (gyromagnetisches Verhiltnis: °F:
40.08 MHz/T, H: 42.58 MHz/T; 0,83 der Sensitivitat von H), womit es der zweitsensitivste Kern nach
dem Wasserstoff ist''6, Da zudem die Resonanzfrequenzen der beiden Kerne sehr dhnlich sind, ist es

méglich, die gleiche Gerateausriistung fiir beide Kerne zu verwenden!*2,

Anders als die indirekten MRT-Kontrastmittel, welche aufgrund ihres Effekts auf die umgebenden Pro-

tonen nachgewiesen werden kénnen, werden °F-Kerne direkt detektiert®. Das F-Signal ist dabei
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hochspezifisch und hintergrundfrei®®'>!7, (Jberlagert man die *°F-Bilder mit ortsgleich aufgenomme-
nen Protonenbildern, erhilt man den anatomischen Kontext des 1°F-Signals'!8. Dieses ist zudem direkt
proportional zur Zahl der Fluoratome bzw. zur Zahl der °F-Spins pro Voxel®®110119120 55 dass es einfach

Uber die Bestimmung der Signalintensitat quantifiziert werden kann.

Tabelle 1.1: Uberblick iiber verschiedene MR-sensitive Kerne.

Natiirliche Gyromagnetisches MR Frequenz Physiologische
Isotop  Spin Haufigkeit Verhaltnis bei 9,4 Tesla Haufigkeit
| Isotop [%] y [107 *rad * s * T [MHz] Element [rel.mol]

H % 99,98 26,75 400,13 100

13¢ % 1,07 6,73 100,61 19,184

N 1 99,64 1,94 28,9 1,8501

0 2% 0,04 -3,63 54,24 38,7

19p % 100 25,16 376,5 0,0001
2Na 1% 100 7,08 105,84 0,0626

31p % 100 0,84 161,98 0,3627

| = Kernspin, y = gyromagnetisches Verhaltnis, rad = WinkelmaR, s = Sekunde, T = Tesla, MHz = Megahertz, rel. mol = relative
Molekilmasse!??,

1.3.3 Perfluorkarbone, PFCs und PLGA-Nanopartikel

Zur ¥F-basierten MRT-Bildgebung werden spezielle Kontrastmittel benétigt, wofiir zumeist Perfluor-
karbone eingesetzt werden. Dies sind synthetische Komponenten aus mit Fluor gesattigten Kohlen-
stoff-basierten Molekilen'?>!%, Die hohe *°F-Dichte der Perfluorkarbonmolekdile ist fiir die MRT-Bild-
gebung vorteilhaft, da sie eine starke Akkumulation der *F-Atome pro Voxel erméglicht'®®. Perfluor-
karbone miissen aufgrund ihrer Hydrophobie, Lipophobie bzw. Fluorophilie'”:*24125 zum Einsatz in bi-
ologischen Systemen entweder mit Lipiden emulgiert werden?®'?’, wodurch Perfluorkarbon-Nano-
emulsionen entstehen (PFC-NEs, PFCs)'?%12%, oder in PLGA-Nanopartikeln (PLGA =, poly(lactic-co-gly-
colic acid)“); PLGA-NPs) eingekapselt werden!?*13? (Tabelle 1.2). Zudem kénnen fiir die Umhiillung der
Perfluorkarbone Pluronics (Poloxamer F68)'*! verwendet werden, die jedoch unter anderem das Kom-
plementsystem aktivieren und chemosensitisierende Eigenschaften besitzen, wodurch sie weniger ge-
eignet sind®32. Als Alternative zur Verwendung von Perfluorkarbonen existieren noch fluorierte Block-

Copolymere, welche aber bisher weniger fiir die °F-Bildgebung verwendet werden?®>.

PFCs werden bereits seit Langerem in anderer Indikation in der Klinik eingesetzt. Erstmalig genutzt

wurden sie in den 1960er Jahren fiir die Sauerstoffanlieferung in Form von Blutersatzstoffen?? sowie
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fur die flissige Beatmung!33. Erst spater erfolgte ihr Einsatz als Bildgebungsagenzien>1?2123  Apgese-
hen von ihrer Verwendung in der *F-MRT werden Perfluorkarbone zudem als Kontrastmittel fiir an-
dere Bildgebungsmodalititen, wie CT'**, als gastrointestinale Rontgenkontrasmittel*3> oder als gastro-
intestinale Kontrastmittel in der MRT eingesetzt!®. Im Ultraschall kénnen sie in Form von Mikroblas-

chen verwendet werden?!®’, sowie als Vehikel fiir die gezielte Anlieferung von Arzneimitteln®3é,

Eine Quelle der als Emulgator fir die Herstellung von PFCs verwendeten Phospholipide ist z. B. Lipoid
E80S, ein aus Hiuhnereigelb gewonnenes, nicht-aufgereinigtes Lecithin, also eine Surfactantmischung,
die sich aus Lipiden und anderen Substanzen zusammensetzt und deren Hauptbestandteil mit einem
Anteil von 80 % Phosphatidylcholin ist®%, Lecithin ist aktuell bereits von der FDA (,,united states food
and drug administration”) flr die Herstellung intravenéser Emulsionen fir die parenterale Erndhrung
zugelassen®, Ein Vorteil von Lecithinen ist ihre glinstige Beschaffung!*!, ein Nachteil ihre Anfilligkeit
fiir Hydrolyse und Oxidation, die bei langerer Lagerung vor allem unter Lichteinfluss zu einer gelben
bis braunlichen Verfarbung fiihren. Diese Reaktionen kdnnen durch Zusatz von Stabilisatoren, Antioxi-
danzien wie Vitamin E und Lagerung bei <10 °C jedoch minimiert werden!?128140141 ‘\Mit Hilfe von Le-
cithinen hergestellte PFCs werden in der **F-MRT vorrangig zur Darstellung von Entziindungsprozessen
verwendet!?, Eine Zusammenstellung der wichtigsten Eigenschaften von PFCs findet sich in Tabelle

1.2.

Wie oben erwihnt, kénnen Perfluorkarbone auch in Biopolymere eingekapselt werden!#?143, Unter
den Biopolymeren ist ,poly(lactic-co-glycolic acid)” (PLGA), welches als Basismaterial fur verschiedene
biomedizinische Anwendungen dient, aktuell das am weitesten im medizinischen Bereich eingesetzte
Biopolymer!*4. PLGA ist ein lineares Copolymer mit Milch- und Glykolsdure-Wiederholungseinheiten,
welches als Block-Co-Polymer oder statistisches Polymer organisiert sein kann#>1%¢_Natiirlichen Poly-
meren ist PLGA unter anderem aufgrund seines geringeren Preises sowie Problemen mit der Reinheit
natiirlicher Produkte (iberlegen'¥. Die erste Anwendung von PLGA als Biomaterial in der Medizin er-
folgte in den 1970er Jahren in Form biodegradierbaren Nahtmaterials (Vicryl/Polyglactin 910, seit
1974)'*8, 1970 wurde es erstmals zur Arzneimittelanlieferung verwendet'®. In dieser Indikation ist es
heute durch die FDA und die ,,european medicines agency” (EMA) zugelassen®°. Zudem wird PLGA in
der F-MRT fir die Ummantelung von Perfluorkarbonen eingesetzt?3127.151152 ynd zumeist fir das
Jtracking” ex vivo markierter Zellen verwendet>3'%, Fiir den Einsatz in der *F-MRT wurden vor eini-
gen Jahren bereits auf Guter Herstellungspraxis (GMP)-Niveau produzierte kommerziell erhaltliche
Emulsionen entwickelt, die sich jedoch noch in der Testphase befinden. Auch fiir die PLGA-ummantel-

ten Nanopartikel findet sich eine detaillierte Aufstellung der Eigenschaften in Tabelle 1.2.

110,157,158 oder der

Im Sinne multimodaler Bildgebung kénnen Fluorochrome an die Oberflache der PFCs
PLGA-Nanopartikel'?*15315% gebunden werden. Dariiber ist es dann méglich, die genaue Lokalisation
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der Nanopartikel bis auf die subzelluldre Ebene mittels Mikroskopie und Durchflusszytometrie nach-
zuverfolgen. Ebenso wurden Nah-Infrarotfarbstoffe, die eine in vivo Bildgebung in moderater Gewe-

betiefe erlauben, in PFCs inkorporiert®160-162

Tabelle 1.2: Gegeniiberstellung von PFCs und PLGA-Nanopartikeln.

NIR-Farbstoffen, PEG und ,targe-
ting“ -Liganden in die Oberfla-
chenmembran moglich

PFCs PLGA-Nanopartikel
Umhiillung Phospholipide (z. B. aus Lecithin- Biopolymer: lineares Copolymer
mischungen), Pluronics aus Milch- und Glykolsaure-Wie-
derholungseinheiten
Verwendung Entziindungsbildgebung, Zell- ytracking” in vitro markierter Zel-
,targeting”, ,tracking” in vitro len; multimodale Bildgebung;
markierter Zellen, Messung der Theranostik
Gewebeoxygenierung, Theranos-
tik
Herstellung Ultraschall, Extrusion und Hoch- Konventionelle Batchtechniken
druckhomogenisierung (z. B. Mik- | (Einfach- und Doppelemulsions-
rofluidics) techniken, Nanoprazipitation,
Spruhtrocknung, Aussalzen); neue
Designmethoden (Hochdruckho-
mogenisierung, PRINT, Memb-
ranextrusion)
Modlifizierbarkeit Einbringen von Fluorophoren, Oberflache modifizierbar; modu-

lierbare Eigenschaften (Partikel-
durchmesser, Typ und Menge der
eingekapselten Perfluorkarbone,
Mechanik, Hydrolysekapazitat,
Degradationsgeschwindigkeit, va-
riierbare Beschichtung); hohe Be-
ladungskapazitat

Abbau der Hiillsubstanzen

Phospholipide werden im Koérper
vollstandig degradiert

Esterhydrolyse zu Milch- und Gly-
kolsdure, Uber den Zitratzyklus
vollstdndig zu CO2 und Wasser ab-
gebaut

Haltbarkeit

Bei 4-8 °C Gber Monate bis Jahre
stabil; Sedimentation; GroRenzu-
nahme durch Ostwald-Reifung;
bei Inkubation bei 37 °C geringe
kolloidale Stabilitat

Lyophilisierte Partikel bei -80 °C
Monate bis mehrere Jahre stabil;
bei Inkubation bei 37 °C kein Gro6-
Renwachstum tber drei Wochen
feststellbar

PFCs = Perfluorkarbon-Nanoemulsionen, PLGA =, poly(lactic-co-glycolic acid)“, PRINT = ,particle replication in nonwetting

templates”, NIR = Nahinfrarot, PEG = Polyethylenglycol, CO, = Kohlenstoffdioxid

Herstellung von PFCs und PLGA-Nanopartikeln

Ubliche Herstellungstechniken fiir PFCs sind Ultraschall, Extrusion und Hochdruckhomogenisie-
rungl?4128163.164 Bej || diesen Techniken wird zundchst durch Mischen mit hoher Scherkraft eine grobe
Emulsion (um-GroRe der Tropfchen) hergestellt. Bei der Ultraschallhomogenisierung wird zur Herstel-
lung der Nanoemulsionen niederfrequenter Ultraschall eingesetzt (16 bis 400 kHz), dem die Zuberei-
tungen direkt oder indirekt ausgesetzt werden!?*’, Bei der Extrusion werden die Zubereitungen
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durch Polycarbonatmembranen definierter PorengréRe gepresst, durch wiederholtes Passieren der
Membran werden die Zubereitungen dabei zunehmend homogenisiert!?*. Bei der Hochdruckhomoge-
nisierung wird die Zubereitung durch einen engen Spalt gepumpt, in dem ein Unterdruck herrscht.
Nach DurchflieRen des Spaltes kommt es zu einer abrupten Kompression, welche zu einem Aufbruch
der Tropfen und deren Neubildung fiihrt'?. Dies resultiert in submikrometergroBen PFCs, welche sich

einheitlich in der Flissigkeit verteilen'?,

Die ersten Methoden zur Verkapselung von Arzneimitteln in PLGA wurden 1989 entwickelt. Zunachst
wurden z. B. Einfach- und Doppelemulsionstechniken, Nanoprazipitation, Spriihtrocknung und Aussal-
zen verwendet!®>%  Jedoch ergaben sich bei diesen dlteren Herstellungsmethoden verschiedene
Probleme bei der Formulierung, wie eine weite GréRenverteilung der Nanopartikel, geringe Modulier-
barkeit von Freisetzungskinetiken sowie Probleme bei der Mischung zweier Arzneimittel mit verschie-
denen Loslichkeitseigenschaften. Entsprechend fand eine Weiterentwicklung der Verkapselungstech-
niken statt. Heutzutage werden PLGA-NPs vor allem durch Hochdruckhomogenisierung, PRINT (,par-

ticle replication in nonwetting templates”) und Membranextrusion hergestel|t67-16°,

1.3.4 Darstellung von Entziindungsprozessen mittels 1°F-MRT

Um Entziindungsprozesse darzustellen, werden zumeist PFCs intravenés verabreicht, die dann im Kor-
per von den Zellen des retikuloendothelialen Systems (Monozyten und Makrophagen) sowie von
Neutrophilen Granulozyten phagozytiert werden (Abbildung 1.2)1'8129170 Ehenso werden PLGA-Nano-
partikel nach intravenéser Applikation aktiv von Zellen des mononukledren Systems aufgenom-
men?171 Eine Akkumulation dieser markierten Zellen, wie sie z. B. in Entziindungsherden auftritt,
kann dann in Form sogenannter ,hot spots” mit hoher Spezifitdt ohne jeglichen natirlichen *F-Hinter-
grund dargestellt werden®”2%, Durch ortsgleiche Aufnahme von H- und °F-Bildern ist eine genaue
Lokalisierung sowie durch die Quantifizierbarkeit des Signales eine Beurteilung des AusmaRes der Ent-
ziindung méglich (Abbildung 1.2)'1%'72, Die Quantifizierbarkeit beruht darauf, dass ein direkter Zusam-
menhang zwischen der Schwere der Entziindung und der Stirke des 1°F-Signals besteht: Da der groRte
Teil der PFCs von Makrophagen internalisiert wird, ist das *°F-Signal ein Indikator fiir die Makropha-

IM

genlast, den ,inflammatorischen Index/IFI“, zu der es linear proportional ist®®18173 Unterstiitzt wird

diese Beobachtung durch Studien, in denen eine selektive Ablation von Makrophagen zu einer Reduk-

tion des *°F-Signals fuhrte® 119120,
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Abbildung 1.2: Darstellung
von Entziindungsprozessen
mittels °F-MRT. Um Bio-

%0 e kompatibilitit der fluorophi-

F .
F O 6_ F Emulsion (10%) &7 3 550mm len Perfluorkarbone zu erzie-
F:Lo o— FF ol S ) len, werden diese mit Phos-
F e F gy holipid lgiert. Di
YL 48188 pholipiden emulgiert. Die
hierbei entstehenden PFC-

Perfluorocarbon

perfluoro 5 K one s Ether intravendse ; Nanoemulsionen (PFCs) wer-
den nachi. v. Applikation von
phagozytotischen Zellen auf-
genommen. Diese wandern
in den Entziindungsherd ein,
wo sie mittels °F-MRT mit

hoher Sensitivitat und Spezi-

Entziindungsherde

\ Infiltration

19F MRT

fitat ohne natirlichen Hinter-
grund dargestellt werden
Monozyten/Makrophagen kénnen. Grafik modifiziert
nach110,

Der erstmalige Einsatz von °F-MRT fir die Entziindungsbildgebung erfolgte im Jahr 1985. In einer ini-
tialen Studie wurde ein *F-Signal in Leber, Tumor und einem intraperitonealen Abszess bei Ratten
nachgewiesen'’. In einer weiteren Studie aus dem Jahr 1993 wurde ein F-Signal in rdumlicher Ndhe
zu einem geschadigten Auge in der Kopfregion einer Maus gefunden'”. Weitere fiinf Jahre spater wur-
den die ersten zelluldren °F-MRT Messungen durchgefiihrt, in welchen passiv markierte Makrophagen
in einem Rattenmodell der Multiplen Sklerose, d. h. experimenteller allergischer Enzephalomyelitis
(EAE) nachgewiesen wurden?’®. In diesen friihen Studien fehlt allerdings die histologische Kontrolle, so
dass das Vorliegen inflammatorischer Prozesse als Ursprung des °F-Signals hypothetisch blieb®®. Erst
2008 fiihrten Flogel et al. eine Studie durch, in der, gestiitzt durch entsprechende histologische Unter-
suchungen, anhand des murinen Myokardinfarktes und ischamischen Schlaganfalls die Eignung der °F-
MRT als sensitive Methode fiir die in vivo Untersuchung von Entziindungsprozessen belegt wurde!?°,
Weiterfiihrende histologische Untersuchungen bestétigten fiir verschiedene Entziindungsmodelle

(MI*7178  Pneumonie!?, subkutane Entziindung®”®, IBD*°, Tumore!®!8!) die Kolokalisation der infil-

trierten Makrophagen mit dem in vivo gemessenen *°F-Signal.

In der Zwischenzeit wurde die *F-MRT in Kombination mit intravends verabreichten PFCs fir zahlrei-
che Entziindungsmodelle eingesetzt: Myokardinfarkt1%177.17818218 = pyokarditis'®8, Atheroskle-
rose'®87  pneuymonie'®, IBD 11918 Zerebrale Ischdmie''®, Neuroinflammation®®®1%, experimentelle
allergische Enzephalomyelitis (EAE, Rattenmodell der Multiplen Sklerose)®7%, Glomerulonephritis***,
Ohrlochung®®?, Subkutane Entziindung®*®1791%1 TransplantatabstoRBung®*% Arthritis®’1861%5 pfoten-

entziindung!”®, Abszesse!’*'%, Wunden'¥”, Entziindungen in humanen pankreatischen Zellen®®’;
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ebenso erfolgte ein Nachweis von Tumoren!’418119819 Dpje bisher durchgefiihrten préklinischen Ver-
suche nutzen vorrangig Mausmodelle, aber auch ex vivo und in vivo Versuche am GroRtiermodell

Schwein sind, im Sinne eines translationalen Ansatzes, bereits erfolgt’”178,

Zusammengefasst |dsst sich sagen, dass °F-MRT in einer Vielzahl an akuten und chronischen Entziin-
dungsmodellen erfolgreich eingesetzt werden kann. Der grofRe Vorteil dieser Bildgebungstechnik ist
eine schnelle und zuverlassige, nicht-invasive Beurteilung der Makrophagenakkumulationes im leben-
den Tier®®®”18 |n zahlreichen Studien wurde eine Uberlegenheit der Entziindungsbildgebung mittels

F-MRT gegeniiber anderen Techniken gezeigt, wie dem Einsatz von konventioneller *H-MRT118120.193

118,193,194,196,200

der Verwendung von H-Kontrastmitteln , physiologischen Methoden oder simpler klini-

118,120,193

scher Beurteilung , 2. T. sogar gegeniiber der Histologie®.
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1.4 Zielsetzung der Arbeit

Entziindungsprozesse gehoren zu den groRten Bedrohungen der menschlichen Gesundheit und spie-
len ebenso eine wichtige Rolle in der Tiermedizin. Eine nicht-invasive Bildgebungstechnik, welche die
frihzeitige Erkennung und Beurteilung von Entziindungsprozessen ermdoglich, ist daher von groRer Be-
deutung. Eine neuartige Technik zur Darstellung entziindlicher Prozesse beruht auf der Markierung
von phagozytotischen Zellen durch sogenannte Perfluorkarbon-Nanoemulsionen (PFCs) und deren
Darstellung mittels *H/*°F-MRT. Nach der intravenésen Injektion von PFCs werden diese von zirkulie-
renden oder lokalen Immunzellen aufgenommen, welche in Entziindungsherden akkumulieren. Auf-
grund der natiirlichen Abwesenheit von °F im Kérper erlaubt dies den Nachweis von entziindlichen
,hot spots” mit hoher Sensitivitdt und Spezifitat. Auler lipidummantelten PFCs gibt es jedoch auch
eine alternative Verkapselung von Perflurokarbonen in das Biopolymer ,poly(lactic-co-glycolic acid)”
(PLGA). PLGA-Nanopartikel eignen sich ebenfalls fiir die Markierung von Phagozyten im Korper, wur-

den bisher jedoch vor allem fiir das in vivo ,tracking” in vitro markierter Immunzellen verwendet!>3-
J

156

Als °F- tracer” fiir die *F-MRT werden zumeist Perfluorkarbone eingesetzt, deren °F-Atome magne-
tisch identisch sind. Diese besitzen ein NMR-Spektrum, welches nur eine einzige Resonanzlinie auf-
weist. Dies resultiert zum einen in einer hohen Signalempfindlichkeit. Zum anderen wird das Auftreten
von sogenannten ,,chemical-shift” Artefakten verhindert. Ein Perfluorkarbon mit diesen Eigenschaften
ist z. B. der Perfluor-15-kronen-5-ether (PFCE). PFCE besitzt zwar 20 Fluoratome, jedoch auch eine bi-
ologische Halbwertszeit von Gber 250 Tagen, was mit einer klinischen Anwendung nicht kompatibel
ist’2, Andere Perfluorkarbone, wie z.B. Perfluoroktylbromid weisen zwar akzeptable Gewebehalb-
wertszeiten'?, jedoch auch komplexere Spektren auf, was bei konventioneller °F-Bildgebung zu Arte-
fakten fiihren kann’7"178, Aufgrund der Existenz verschiedener Formulierungen von Perfluorkarbonen
stellt sich die Frage, ob diese einen Einfluss auf die Gewebeverteilung und méglicherweise sogar die

Halbwertszeit von Perfluorkarbonen im Kérper haben.
Ziel des ersten Teils der vorliegenden Arbeit war es daher:

(i) Die biologischen Eigenschaften von PFCE-haltigen Nanopartikeln in verschiedenen Formu-
lierungen (PFCs und PLGA-Nanopartikel) zu charakterisieren. Hierbei wurden neben der
Gewebeverteilung und -halbwertszeit in einem Mausmodell zudem

(ii) die zellulare Aufnahme der verschiedenen Nanopartikel, ebenso wie ihre toxikologischen

Eigenschaften in vitro untersucht.
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Auch wenn es bereits zahlreiche Studien gibt, in denen das °F-Signal in Entziindungsherden mittels
BF-MRT untersucht wurde, ist bisher jedoch noch keine systematische vergleichende Charakterisie-
rung der PFC-Aufnahme unter entzlindlichen bzw. nicht-entziindlichen Bedingungen durch Organe des

retikuloendothelialen Systems oder Immunzellen des Blutes erfolgt.
Ziel des zweiten Teils der vorliegenden Arbeit war es daher:

(iii) Systematisch das '°F-Signal in Blut, Leber, Milz, Knochenmark und Lymphknoten, unter
entzlndlichen (steril/nicht steril) und nicht-entztindlichen Bedingungen zu untersuchen,

(iv) die zellulare Aufnahme von PFCs unter entziindlichen sowie nicht-entziindlichen Bedin-
gungen in vivo sowie in vitro zu charakterisieren sowie

(v) Faktoren, die zur zellularen PFC-Aufnahme unter entziindlichen Bedingungen beitragen

mittels in vitro Versuchen zu identifizieren.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Technische Gerate

Gasmischelement

cal Instruments
GmbH

Seeheim-Jugenheim

Bezeichnung Typ Hersteller Stadt Land
Hirschmann La-

Akkubetriebene Pi- borgerdate GmbH

pettierhilfen Pipetus und Co. KG Eberstadt Deutschland
Brand GmbH

Accu jet pro und Co. KG Wertheim Deutschland

VACUUBRAND
GmbH und Co.

Chemie-Pumpstand | PC 3004 VARIO® KG Wertheim Deutschland

Digitalkamera AxioCam ICm1 Carl Zeiss AG Oberkochen Deutschland

Durchflusszytometer | FACSCanto Il BD Bioscience Heidelberg Deutschland
ZIEGRA Eisma-

Eismaschine schinen GmbH Isernhagen Deutschland
FMI Fohr Medi-

Deutschland

Infrarotlampe

Thermo Fisher

Inkubator Hera Cell TM 150i Scientific Inc. Waltham USA
Isofluranglocke
HMC Europe
Klasse N-Sterilisator | HMT 232 N GmbH TiRling Deutschland
Kihlschrank Premium Liebherr Bulle Schweiz
Kihltruhe -20 °C Premium NoFrost Liebherr Bulle Schweiz
Forma™ -86 °C-Ultra-
tiefklihlschrank 900 | Thermo Fisher
Kihltruhe -80 °C Serie Scientific Inc. Waltham USA
Liquiport® Memb-
ran-FlUssigkeits- Carl Roth GmbH
pumpe und Co. KG Karlsruhe Deutschland
Magnetriihrer mit IKA-Werke
Heizung IKA RCT basic GmbH & Co. KG | Staufen Deutschland
Microfluidizer M-110P Microfluidics Inc. | Westerwood USA
Olympus
Inverses Mikroskop | Deutschland
Mikroskope CKX31 GmbH Hamburg Deutschland
Inverses Mikroskop
Axio Vert Al Carl Zeiss AG Oberkochen Deutschland
Inverses Kofokalmik-
roskop LSM 710 Carl Zeiss AG Oberkochen Deutschland

MR-Spektrometer

Bruker AVANCE" 9.4
T Wide Bore NMR
Spektrometer

Bruker BioSpin
GmbH

Rheinstetten

Deutschland
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Nasenmaske
Schaukelplattform rocking platform 100 | VWR Radnor USA
Wella professio-
Schermaschine Contura nals Darmstadt Deutschland
Schittelgerat Heidolph Instru-
Heidolph Rotamax ments GmbH
120 und Co. KG Schwabach Deutschland
Sicherheitswerkbank | Scanlaf Mars Pro Cy-
Klasse 2 tosafe Class 2 Labogene Allergd Danemark
Wertheim-Reich-
Timer TFA Dostmann holzheim Deutschland
Memmert GmbH
Trockenschrank und Co. KG Schwabach Deutschland
IKA-Werke
Ultra Turrax TP 18/10 GmbH & Co. KG | Staufen Deutschland
VACUUBRAND
GmbH und Co.
Vakuumregler CVC 3000 KG Wertheim Deutschland
DRAGER Vapor 19.3 | Dragerwerk AG
Verdampfer flr Isofluran & Co. KGaA Libeck Deutschland
Heidolph Instru-
ments GmbH
Vortex Mixer Reax top und Co. KG Schwabach Deutschland
Warmeplatte fir TSE Systems
Tiere Temp Control | GmbH Bad Homburg Deutschland
Memmert GmbH
Tierhaltungsschrank | HPP750life und Co. KG Schwabach Deutschland
Analysenwaage, KERN & SOHN
Waagen EW4200-2NM GmbH Balingen-Frommern | Deutschland
Feinwaage, Pioneer® | Ohaus Corpora-
Precision tion Parsippany USA
Prazisionswaage, Sci-
ence Education SE
1202 * VWR Radnor USA
Wasseraufberei-
tungssystem MilliQ® Reference Merck KGaA Darmstadt Deutschland
Zentrifugen Centrifuge 5424 Eppendorf Wesseling Deutschland
Centrifuge 5424 R Eppendorf Wesseling Deutschland
Heraeus Megafuge | Thermo Fisher
16 Scientific Inc. Waltham USA
Andreas Hettich
GmbH und Co.
Rotanta 460R KG Tuttlingen Deutschland
Andreas Hettich
GmbH und Co.
Universal 320R KG Tuttlingen Deutschland

Zwangsrohre

Restrainer mittel 34
mm

LabArt UG & Co.
KG

Waldbiittelbrunn

Deutschland

,(-sizer”

Microtrac GmbH

Krefeld

Deutschland
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2.1.2 Gebrauchs- und Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung Typ Hersteller Stadt Land
Carl Roth GmbH
Aluminiumfolie und Co. KG Karlsruhe Deutschland
Butterflykanile mit
Zuleitung Microflex, 23 G Vygon Ecouen Frankreich
Starke 1, rund,
Durchmesser 12 Carl Roth GmbH
Deckglaser mm und Co. KG Karlsruhe Deutschland
Durchstechflaschen
mit PTFE/Silikon De-
ckel 10 ml VWR Radnor USA
Einmal-Glaspasteur- | 1,5 ml, 145 mm Brand GmbH und
pipetten und 225 mm Co. KG Wertenheim Deutschland
Falcon™ Rundbo-
den-Polystyrolrohr- | Thermo Fisher Sci-
FACS Rohrchen chen entific Inc. Waltham USA
Glasgefald 100 ml Duran Wertheim Deutschland
Insulinspritze U-100 und U-40 BD Bioscience Heidelberg Deutschland
Leukofix, 1,25 cm x
9,2 m bzw. 2,5 cm x
Klebeband 9,2m BSN medical Hamburg Deutschland
Kryoréhrchen Cryo.S™ Greiner Bio-One | Kremsminster Osterreich
Microvette CB300 Sarstedt Nimbrecht Deutschland
Multiwellplatten 6-, 24-, 96- ,well” Greiner Bio-One Kremsmiinster Osterreich
Nahtmaterial Prolene 6-0 Ethicon, Inc. Somerville USA

Histobond, 76x26x1

Paul Marienfeld

Objekttrager mm GmbH und Co. KG | Lauda-Konigshofen | Deutschland
Bemis Company,

Parafilm Inc. Oshkosh USA
Kleine gebogene

Pinzetten Pinzette, BD312R Aesculap Tuttlingen Deutschland
Splitterpinzette,
BD311R Aesculap Tuttlingen Deutschland
10/20 pl, 100 pl,

Pipettenspitzen 200 pl, 1000 pl STARLAB GmbH Hamburg Deutschland

Plastik-Pasteurpi- Thermo Fisher Sci-

pette 1ml entific Inc. Waltham USA

Polypropylen-Réhr-

chen 15 und 50 ml Greiner Bio-One | Kremsmiinster Osterreich
Feine Schere,

Praparationsschere | BCO60R Aesculap Tuttlingen Deutschland

Reagiergefale ,safe-

lock tube” 0,5,1,5und 2 ml Eppendorf Wesseling Deutschland

Rollrandflasche mit

Deckel Welabo GmbH Nettetal Deutschland

Carl Roth GmbH
Rihrfische und Co. KG Karlsruhe Deutschland
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Corning® Costar®

Serologische Pipet- | Stripette®, 2, 5, 10, |Sigma-Aldrich

ten 25,50 ml Chemie GmbH Miinchen Deutschland

Sicherheitsinjekti- BD Eclipse, 21 G

onskanile und 23 G BD Bioscience Heidelberg Deutschland
Kombi-Rack 4 in1, |A. Hartenstein

Stander aus PP GmbH Wiirzburg Deutschland

VerschlieRzange 20 mm VWR Radnor USA

Zellkulturflaschen

mit Filter-Schraub-

verschluss rot 75 und 175 cm? Greiner Bio-One | Kremsmiuinster Osterreich

Zellkulturschalen 100/20 mm Greiner Bio-One Kremsmiinster Osterreich

Zellschaber 28 mm Greiner Bio-One Kremsminster Osterreich

Zellsieb ,,cell strai-

ner” 40 pm Nylon Corning New York USA
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2.1.3 Substanzen und Chemikalien

Bezeichnung Hersteller Stadt Land
Bacillol AF Paul Hartmann AG Heidenheim Deutschland
,BD comp beads” BD Bioscience Heidelberg Deutschland
Bepanthen® Wund- und

Heilsalbe Bayer Leverkusen Deutschland
BSA Fraktion V Carl Roth GmbH und Co. KG Karlsruhe Deutschland
Chlorpromazin Sigma-Aldrich Chemie GmbH Minchen Deutschland
Collagenase Il SERVA Electrophoresis GmbH Heidelberg Deutschland
Cy5-PE Avanti Polar Lipids Inc. Alabaster USA
Cytochalasin D Sigma-Aldrich Chemie GmbH Miinchen Deutschland
DABCO Carl Roth GmbH und Co. KG Karlsruhe Deutschland
DAPI Sigma-Aldrich Chemie GmbH Minchen Deutschland
di-Natriumhydrogenphos-

phat Dihydrat Carl Roth GmbH und Co. KG Karlsruhe Deutschland
DMEM high glucose Merck KGaA Darmstadt Deutschland
DMSO Sigma-Aldrich Chemie GmbH Minchen Deutschland
DNAse Merck KGaA Darmstadt Deutschland
EDTA Carl Roth GmbH und Co. KG Karlsruhe Deutschland
Ethanol VWR Radnor USA

,FCR blocking reagent”

Miltenyi Biotec

Bergisch Gladbach

Deutschland

FCS Biochrom Berlin Deutschland
Flussigstickstoff Linde Gas Disseldorf Deutschland
Formaldehyd-Losung 4 %
phosphatgepuffert Labochem international Heidelberg Deutschland
Gadovist® 1,0 mmol/ml In-
jektionsldsung Bayer Leverkusen Deutschland
Glycerin Carl Roth GmbH und Co. KG Karlsruhe Deutschland
Glycerol Carl Roth GmbH und Co. KG Karlsruhe Deutschland
Heparin-Natrium-25.000-
ratiopharm Losung Ratiopharm Ulm Deutschland
HEPES Thermo Fisher Scientific Inc. Waltham USA

Piramal Critical Care Deutschland
Isofluran GmbH Gallbergmoos Deutschland

Bad Homburg vor

isotonische Kochsalzlosung | Fresenius Kabi der Hohe Deutschland
Kodan Tinktur forte Schiilke & Mayr GmbH Norderstedt Deutschland
Lipoid E80S Lipoid GmbH Ludwigshafen Deutschland
,Lipopolysaccharide, Sal-

monella typhimurium*“, aus

Salmonella enterica ssp.

enterica ser. Typhimurium,

Chargen-Nr. 3238474 Merck KGaA Darmstadt Deutschland
Matrigel Corning New York USA
Mowiol® 4-88 Carl Roth GmbH und Co. KG Karlsruhe Deutschland
Natriumdihydrogenphos-

phat Dihydrat Carl Roth GmbH und Co. KG Karlsruhe Deutschland
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Natrium-Pyruvat Thermo Fisher Scientific Inc. Waltham USA

PBS Carl Roth GmbH und Co. KG Karlsruhe Deutschland
Penicillin/Streptomycin Thermo Fisher Scientific Inc. Waltham USA
Release 300 mg/ml®- Pen-

tobarbital-Natrium WDT Garbsen Deutschland
Perfluor-15-kronen-5-

ether Fluorochem Ltd. Hadfield GB
Sauerstoff Linde Gas Dusseldorf Deutschland
Stickstoff Linde Gas Disseldorf Deutschland
TEMGESIC® Ampullen, 0,3

mg - Buprenorphinhydro-

chlorid Schering-Plough Kenilworth USA

TRIS Carl Roth GmbH und Co. KG Karlsruhe Deutschland
Trypsin-EDTA Thermo Fisher Scientific Inc. Waltham USA

VEET Haarentfernungs- Reckitt Benckiser Deutschland

creme Sensitive GmbH Heidelberg Deutschland
“wheat germ agglutinin,

Alexa Fluor™ 488 conju-

gate” Thermo Fisher Scientific Inc. Waltham USA
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2.1.4 Puffer
Menge bzw.

Name Zusatze Konzentration

Collagenase-L6ésung PBS 4,98 ml
Collagenase Il 6 mg
DNAse (Stammldsung
100 pg/ul in PBS) 20 ul

Erythrozytenlysepuffer

Ammoniumchlorid "Lyse Puffer pH 7,4, isotone Ammo-

niumchloridlésung"

(hergestellt durch Universitatsklinikum Disseldorf,

Disseldorf, Deutschland) Ammoniumchlorid 8,29 mg/ml

Kaliumhydrogencarbo-
nat 1 mg/ml

Natrium-EDTA

0,0375 mg/ml

Medium fiir Zellkulturen DMEM high glucose 500 ml
FCS 10 %
HEPES 1%
Natrium-Pyruvat 1%
Penicillin/Streptomycin |1 %

MACS-Puffer PBS (pH 7,4) 500 ml
BSA Fraktion V 0,5%
EDTA 5mM

Mowiol Glycerin 6g
Mowiol 2,48
ddeO 6 ml
0,2 M TRIS, pH 8,5 12 ml
DABCO 0,1%
10 mM Phosphat-Gly-

PFCs cerol-Puffer 50 ml

Phospholipid

2,4 bzw. 0,24 %

Perfluor-15-kronen-5-
ether

10 % (w/w)

0,025 bzw.

Cy5-PE 0,0025 mol%
Phosphat-Glycerol Puffer (pH 7,4) ddH,0

Na;HPO, 7 mM

NaH2PO4 3mM

Glycerol 2,5 % (w/w)
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Spezifitdt | Fluorochrom | Klon | Spezies, Typ | Reaktivitdt | Verdlinnung | Katnr. Herst.
in Blocklsg.
CD3 PE/Cy7 145- | Armenian Maus 1:200 100320 | 2.
2C11 | hamster mo-
noclonal IgG
CD11b APC/Fire 750 | M1/ | Rat mono- Maus/ 1:1000 101262 | 2.
70 clonal IgG Human
CD19 PE 1D3 | Rat mono- Maus 1:400 557399 | 1.
clonal IgG
CD31 PerCP 390 | Rat mono- Maus 1:200 102419 | 2.
clonal IgG
CD45 PE/Cy7 30- Rat mono- Maus 1:400 552848 | 1.
F11 | clonal IgG
CDA45 PerCP 30- Rat mono- Maus 1:100 557235 | 1.
F11 | clonal IgG
F4/80 PE BMS8 | Rat mono- Maus 1:100 123110 | 2.
clonal IgG
1. BD Bioscience, Heidelberg, Deutschland
2. Biolegend, San Diego, USA
2.1.6 Zelllinien
Zelllinie ATCC Nummer
CHO ECACC 85050302
1774.2 ECACC 85011428
RAW?264.7 ECACC 91062702
THP-1 ECACC 88081201
2.1.7 Tiere
Linie Ziichter Stadt Land
C57BL/6 Janvier Labs Le Genest-Saint-Isle Frankreich
2.1.8 Software
Software Version |Hersteller Stadt Land
FACSDiva Software v 8.0.3 |BD Bioscience Heidelberg | Deutschland
Fiji win64 Phi Gamma Delta Fraternity | Madison USA
FlowJo Software 7.6 FlowlJo, LLC Ashland USA
GraphPad Prism 5 Graph Pad Software San Diego USA
Microtrac FLEX 10.5.0 Software | 10.5.0 Microtrac GmbH Krefeld Deutschland
ParaVision 5.1 Bruker BioSpin GmbH Rheinstetten | Deutschland
PC-SAM Software PC-Sam Reichshof Deutschland
ZEN Blue edition Software 2012 Carl Zeiss AG Oberkochen | Deutschland
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2.2 Methoden
2.2.1 Herstellung und Charakterisierung von PFCs

Herstellung von PFCs

Zur Herstellung der sNEs (kleine Nanoemulsionen) und bNEs (grofe Nanoemulsionen) wurden 2,4 oder
0,24 % (w/w) Lipoid E80S in 10 mM Phosphat-Gylcerol-Puffer gelost und durch 30 min Riihren auf dem
Rihrmischer praemulgiert. Die Praemulgierung wurde als abgeschlossen betrachtet, wenn sich keine
groben Stiicke mehr in der Voremulsion befanden. Danach wurden 10 % (w/w) Perfluor-15-kronen-5-
ether und 0,025 mol % bzw. 0,0025 mol % Cy5-PE zur Voremulsion hinzugegeben, gefolgt von weiteren
30 min Praemulgierung. Um wahrend dieses Schrittes das Ausbleichen des Fluorochroms zu verhin-
dern, wurde die Flasche nach Zugabe des Cy5-PE mit Aluminiumfolie umwickelt. Nach der Praemulgie-
rung wurde unter Verwendung eines Ultra Turrax TP 18/10 eine grobe Emulsion hergestellt (ein Vor-
gang, der als ,,Mischen mit hoher Scherkraft” bezeichnet wird). Die finale Nanoemulsion wurde durch
Homogenisierung mit hoher Scherkraft in einem M-110P Microfluidizer hergestellt (10 Zyklen bei 1000
bar). AnschlieRend wurden die so gewonnenen PFCs in 10 ml Durchstechflaschen mit PTFE/Silikon De-
ckel abgefillt, welche mit Hilfe einer 20 mm VerschlieRzange verschlossen wurden, um dann unter

Standardbedingungen (121 °C, 1 bar, 22 min) in einem Autoklaven hitzesterilisiert zu werden.

Partikelcharakterisierung mittels Photonenkorrelationsspektroskopie

Die Charakterisierung der Partikel erfolgte zum einen mittels Photonenkorrelationsspektroskopie
(,,photon correlation spectroscopy”; PCS) in einem ,l-sizer”, der mit Microtrac FLEX Software betrieben
wurde. Die Messungen umfassten 10 Zyklen a 90 Sekunden. Es wurden jeweils 20 pl der Substanzen in

1 ml ddH,0 gemessen.

Mittels Photonenkorrelationsspektroskopie konnen der hydrodynamische Durchmesser sowie die
GroBenverteilung in kolloiddispersen Systemen, des Weiteren die Oberflachenladung von Partikeln
(das Z-Potential) bestimmt werden. Erstere beiden Parameter werden ermittelt, indem monochroma-
tisches Licht spezifischer Wellenlange in die Probenkammer, in der sich die Suspension befindet, ein-
gestrahlt wird. Das auf die Partikel treffende Licht wird gestreut und in der Folge von einem Photomul-
tiplier erfasst, welcher im 90 °-Winkel zum einfallenden Laserlicht positioniert ist. Aufgrund der invers
mit der GrolRe korrelierten Brownschen Molekularbewegung der Partikel kann durch den Zusammen-
hang zwischen Diffusionskoeffizienten und PartikelgroRe auf die GroRenverteilung der Partikel ge-
schlossen werden (Stokes-Einstein-Gleichung). Die Messung des {-Potentials beruht auf der Tatsache,
dass sich in kolloiddispersen Systemen eine als Helmholtz-Doppelschicht bezeichnete, fest an die Par-
tikeloberflache gebundene lonenschicht findet, um die sich wiederum lose gebundene lonen anlagern,

so dass die Netto-Oberflachenladung der Partikel gleich Null ist. Bei der Bewegung der Partikel durch
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ein elektrisches Feld geht ein Teil der lose gebundenen lonen verloren, so dass eine Ladung messbar

wird.

Bestimmung des °F-Gehaltes mittels *H/*°F-MRT
Eine detaillierte Beschreibung der *H/*°F-MRT Messungen findet sich im Kapitel 2.2.6 ,Kombinierte

'H/F Magnetresonanztomografie (MRT)".

2.2.2 Arbeiten mit Zellen
2.2.2.1 Arbeiten mit kultivierten Zelllinien

o Allgemeines zur Zellkultur

Vor jeder Verwendung wurden die bei den Zellkulturarbeiten benutzten Flissigkeiten in einem Tro-
ckenschrank auf 37 °C erwarmt. Alle Arbeiten erfolgten unter einer Klasse 2 Sterilwerkbank. Samtliche
Arbeitsflachen, die behandschuhten Hande sowie Mediumflaschen wurden vor dem Einbringen unter
die Bank griindlich mit Bacillol AF benetzt. Fiir das Absaugen von Flissigkeiten wurden eine Membran-
Flussigkeitspumpe und Einmal-Glaspasteurpipetten verwendet, zum Aufnehmen von sterilem Medium
sowie zum Herstellen des Mediums Einmal-Plastikpipetten, wobei eine akkubetriebene Pipettierhilfe
verwendet wurde. Fir das Pipettieren kleiner Flissigkeitsmengen wurden Pipettenspitzen und Eppen-
dorf Research® plus Pipetten verwendet. Die gleichen Pipetten und Pipettenspitzen wurden auch fir

samtliche unsterilen Arbeiten auRerhalb der Sterilwerkbank verwendet.

o Kultivierungsbedingungen und Passagieren der Zellen

,Chinese hamster ovarian cells”“ (CHO), Zellen der murinen Makrophagenzelllinien RAW264.7 bzw.
J774.2 sowie der humanen Monozytenzelllinie THP-1 wurden in einer Dichte von 5x108-1x107 auf 10
cm Zellkulturschalen (10-15 ml Medium; CHO) oder in T75 bzw. T175 Zellkulturflaschen (15-20 ml bzw.
20-25 ml Medium in T75 bzw. T175 Zellkulturflaschen; RAW und J774 bzw. THP-1) ausplattiert. Hierfiir
wurde ein selbst angesetztes Medium fiir Zellkulturen verwendet. Die Zellen wurden bei 37 °Cund 5
% CO; in einem Brutschrank inkubiert. Alle drei Tage erfolgte ein Mediumwechsel. Bei einer Konfluenz
von 80 % wurden die Zellen passagiert. Dabei wurde im Falle der adharenten Zelllinien das Medium
abgesaugt, die Zellen einmal mit PBS gewaschen und dann fiir ca. 2 min bzw. bis zum Abldsen der
Zellen bei 37 °Cin 1 ml 0,05 % Trypsin-EDTA inkubiert. Die abgeldsten Zellen wurden resuspendiert
und in ein 15 ml Polypropylen-Réhrchen Gberfiihrt, in welches zum Abstoppen der Trypsinreaktion
durch das enthaltene Serum 5 ml Medium fiir Zellkulturen vorgelegt worden waren. Im Falle der Sus-
pensionszelllinie THP-1 entfielen Waschen und Ablésen der Zellen mit Trypsin. Diese Zellen wurden
direkt in ihrem Medium in ein 50 ml Polypropylen-Rohrchen (iberfiihrt. In beiden Fallen wurden die

Zellen im Réhrchen fiir 5 min bei 350 x g abzentrifugiert, der Uberstand wurde abgesaugt, die Zellen
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in 1 ml Medium resuspendiert und in oben genannter Dichte in einer bereits mit Medium befillten 10

cm Zellkulturschale oder T75 bzw. T175 Zellkulturflasche ausplattiert.

e Einfrieren und Auftauen von Zellen

Nach ca. 10 Passagen wurden die Zellen eingefroren. Hierzu wurden sie nach dem Ablésen, Abzentri-
fugieren und Abnehmen des Uberstandes statt in Medium in 900 pl hitzeinaktiviertem FCS aufgenom-
men. Diese Zellsuspension wurde in ein Kryordhrchen, in welches bereits 100 ul DMSO vorgelegt wor-
den waren tberfiihrt und umgehend bei -80 °C eingefroren. Beim Auftauen wurden die Zellen in den
Kryorohrchen bei 37 °C im Trockenschrank angetaut, bis sich nur noch ein kleiner Rest Eis in der Zell-
suspension fand. Die bereits fllissige Suspension wurde in ein 15 ml Rohrchen lberfihrt, in welches
bereits 5 ml Medium fir Zellkulturen vorgelegt worden waren, der Rest Eis im Kryoréhrchen wurde in
1 ml dieses Mediums aufgetaut und ebenfalls in das 15 ml R6hrchen transferiert. Die Suspension wurde
abzentrifugiert, der Uberstand abgenommen, das Pellet in 1 ml Medium resuspendiert und das ge-
samte Volumen in eine Zellkulturschale bzw. -flasche liberfiihrt. Am folgenden Tag erfolgte ein Medi-

umwechsel, in der darauffolgenden Woche waren die Zellen bereit flr Versuche.

¢ Inkubation von Zellen mit PFCs und PLGA-Nanopartikeln

Um zu untersuchen, wie die verschiedenen Zelllinien PFCs und PLGA-Nanopartikel aufnehmen wurden
Zellen vorangehenden Studien entsprechend”!® (iber einen Zeitraum von 80 min mit den Partikeln
inkubiert. Wahrend der Inkubation erfolgten serielle Probennahmen fir durchflusszytometrische Ana-
lysen (siehe Kapitel 2.2.4). Hierfiir wurden die nach dem Abnehmen von der Zellkulturschale pellettier-
ten Zellen in der Menge Medium aufgenommen, die erforderlich war, um fir jede der im Folgenden
angesetzten Proben 200 pl pro Probenahmezeitpunkt an Suspension zu erhalten. Die entsprechenden
Mengen an Zellsuspension wurden jeweils in ein 15 ml Rohrchen pro Ansatz tGberfihrt. Fir jede abzu-
nehmende Probe wurde vor dem Versuch ein FACS R6hrchen mit 2 ml MACS-Puffer vorbereitet. Die
FACS-R6hrchen wurden auf Eis, mit einer Alufolie abgedeckt gelagert. Der erste Zeitpunkt, an dem eine
Probe entnommen wurde, war der Zeitpunkt 0, an dem den Suspensionen noch keine Partikel zugege-
ben worden waren. Dieser Zeitpunkt diente als Referenz fiir die folgenden Messungen. Nach Abnahme
der Zeitpunkt O Probe wurden die gewlinschten Mengen an Partikeln (2,5 und 5 pl sNEs und bNEs, 0,3,
1 und 5 pl PLGA-NPs (PLGA-Nanopartikel)), 1, 2,5 und 5 pl PLGA-NCs (PLGA-Nanokapseln)) zu den Zell-
suspensionen in den 15 ml Réhrchen pipettiert, die Rohrchen waagerecht in einem Stander befestigt
und auf einer Schaukelplattform (ca. 40 rpm) im Dunkeln in einem auf 37 °C geheizten Trockenschrank
inkubiert. Bei der Inkubation bei 4 °C wurden die 15 ml R6hrchen stattdessen abgedeckt auf einem
Schittler in einem Kihlraum inkubiert. Fir die durchflusszytometrischen Messungen wurden zu den
Zeitpunkten 5, 10, 20, 40 und 80 min jeweils 200 pl aus den Ansadtzen entnommen und in die FACS-

Rohrchen Gberfihrt. Nachdem alle Proben abgenommen worden waren, wurden die FACS-R6hrchen
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fiir 5 min bei 500 x g und 4 °C abzentrifugiert. Der Uberstand wurde dekantiert, es erfolgte ein Wasch-
schritt, in dem 200 pl MACS-Puffer auf die Zellpellets pipettiert und diese erneut abzentrifugiert wur-

den.

Als weitere Technik zur Bestimmung der Aufnahme der PFCs und PLGA-Nanopartikel durch die Zellen
wurde der °F-Gehalt in Zellpellets mittels *H/*°F-MRT gemessen (siehe Kapitel 2.2.6). Zu diesem Zweck
wurden die Zellen fiir 2 h oder 24 h mit den Partikeln inkubiert. Fiir die 2 h Inkubation wurden die
Zellen in 1 ml Medium aufgenommen und in einem 15 ml Réhrchen im Dunkeln bei 37 °C auf einer
Schaukelplattform (ca. 40 rpm) in einem Trockenschrank mit 2,5 und 5 pl sNEs und bNEs bzw. 0,3, 1
und 5 pl PLGA-NPs inkubiert. Nach 2 h wurde die gesamte Suspension in ein 1,5 ml Reagiergefal} Gber-
fuhrt. Fur F-MRT-Analysen nach 24 h Inkubation wurden die Zellen in einer Dichte von 5 x 10°-1 x 10°
pro ,,well” in jeweils 1,5 ml Medium auf ,,6-well plates” ausplattiert und unmittelbar die gewiinschte
Menge an Partikeln (2,5 und 5 pl sNEs und bNEs, 0,3, 1 und 5 ul PLGA-NPs) hinzugegeben. Fiir jeden
Ansatz wurde zusatzlich eine Negativkontrolle angesetzt, der keine Partikel zugegeben wurden. Die
Zellen wurden dann fir 24 h in einem Brutschrank inkubiert. Nach 24 h wurde der Zellkulturiiberstand
abgesaugt, die Zellen mit einem Zellschaber abgeldst, es wurde 1 ml eiskaltes PBS in die ,wells” gege-
ben und die so entstandenen Zellsuspensionen in 1,5 ml Reagiergefale liberfiihrt. Das weitere Vorge-
hen war identisch fir 2 h und 24 h Inkubation. Die Zellsuspensionen in den 1,5 ml ReagiergefalRen
wurden bei 500 x g und 4 °C fiir 5 min abzentrifugiert, 1x mit 1 ml eiskaltem PBS gewaschen und danach
flir 10 min auf Eis in 200 pl 4 % PFA fixiert. Nach erneutem Waschen mit PBS wurden die Pellets in 100
ul PBS resuspendiert und die so entstandenen Zellsuspensionen in 0,2 ml PCR ReaktionsgefaRe Uber-
flhrt. Es ist moglich, auf diese Art fixierte Zellen fir mehrere Monate bei 4 °C zu lagern. Vor den MRT-
Messungen wurden die PCR ReaktionsgefaRe in 15 ml Réhrchen fiir 5 min bei 500 x g abzentrifugiert,
um die Zellen zu pelletieren. Der °F-Gehalt der Pellets wurde dann mittels *F-MRT ermittelt (siehe

Kapitel 2.2.6).

e Analyse der Zellviabilitat

Um mogliche zytotoxische Eigenschaften der PFCs und PLGA-Nanopartikel zu ermitteln, wurde zum
einen die Vitalitat von kultivierten Zellen untersucht. Hierfiir wurde die Zahl der lebenden Zellen mit-
tels Durchflusszytometrie ermittelt (siehe Kapitel 2.2.4). Zudem wurde mikroskopisch die Morphologie
der Zellkulturen beurteilt, nachdem diese fiir 24 h mit Partikeln inkubiert worden waren (siehe Kapitel
2.2.5). Fur beide Versuche wurden CHO, RAW264.7, J774 und THP-1 Zellen verwendet. Fur die durch-
flusszytometrischen Messungen wurden die Zellen fir 0, 5, 10, 20, 40 und 80 min, fir die mikroskopi-
sche Beurteilung der Zellmorphologie fir 24 h mit Partikeln in den Konzentrationen 2,5 ul fir

SNEs/bNEs bzw. 5 pl flir PLGA-NPs/PLGA-NCs inkubiert.
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e [n vitro Stimulation mit LPS oder CRP

Zur Untersuchung der zellularen Aufnahme von PFCs bei einer Kurzzeitstimulation der Zellen mit Lipo-
polysaccharid (LPS) wurden RAW264.7 Makrophagen (iber 80 min mit 1 pug/ml LPS stimuliert. Diese
Konzentration wurde entsprechend vorangehender Arbeiten von Temme et al. und Bouvain ge-
wiahlt”17°, Zeitgleich wurden die Zellen mit 15 pl PFCs (PFCs mit einem Durchmesser von 83 nm, die
Cy5 in ihrer Lipidhille enthielten) inkubiert. Es erfolgten Probenentnahmen nach 0, 5, 10, 20, 40 und
80 min. Verglichen wurden diese stimulierten Proben mit einer unstimulierten Kontrolle, der kein LPS
zugesetzt worden war. Zudem wurde eine Negativkontrolle mitgefiihrt, der weder LPS noch PFCs zu-
gesetzt wurden. Inkubation und Probenabnahme erfolgten wie oben beschrieben, durchflusszytomet-

rische Analysen wie in Kapitel 2.2.4 beschrieben.

Des Weiteren wurde untersucht, ob auch eine Vorstimulation der Zellen mir LPS/CRP fir 24 h, vor einer
Partikelinkubation Gber 180 min eine vermehrte PFC-Aufnahme bewirkte. Fiir diesen Versuch wurden
RAW264.7 Makrophagen in einer Dichte von 5 x 10°-1 x 10° auf ,,6-well plates” ausplattiert. In jedes

|ll

,well“ wurde 1 ml Medium gegeben, welches mit 1 pg/ml LPS bzw. 50 ug/ml CRP versetzt wurde. Die
Konzentration des CRP wurde dabei entsprechend der Arbeit von Jones et al. gewahlt?°l, Des Weiteren
wurde eine unstimulierte Kontrolle angesetzt, der kein LPS/CRP zugesetzt wurde. Nach 24 h Stimula-
tion wurden die Zellen mithilfe eines Zellschabers von den Platten abgeldst, 1x in DMEM gewaschen,
die Zellen vereinzelt und, wie oben beschrieben, tGiber 180 min mit 15 pl PFCs in 15 ml Réhrchen, mit
Probenentnahmen nach 0, 5, 10, 20, 40, 80, 120 und 180 min in einem Stander auf einer Schaukelplatt-
form (ca. 40 rpm) im Dunkeln in einem auf 37 °C geheizten Trockenschrank inkubiert. Nach Vorstimu-
lation mit CRP wurden einem Ansatz wahrend der Partikelinkubation 50 pug/ml CRP zugesetzt, ein wei-
terer Ansatz wurde nach der Partikelzugabe ohne CRP inkubiert. Nach der Vorstimulation mit LPS er-
folgte die Partikelinkubation ausschliellich ohne LPS-Zusatz. Fiir beide Entzindungsmediatoren wurde

zusétzlich eine Negativkontrolle mitgefiihrt, der weder LPS/CRP noch PFCs zugesetzt wurden. Die

durchflusszytometrische Analyse erfolgte wie in Kapitel 2.2.4 beschrieben.

Um die zellstimulatorischen Effekte der Entziindungsmediatoren von Effekten zu trennen, welche von
der unmittelbaren Gegenwart von LPS/CRP abhéngig sind, wie z. B. eine Opsonierung der PFCs, erfolgte
zudem eine 24 h Inkubation der Zellen mit PFCs bei gleichzeitiger Stimulation mit LPS/CRP. Hierfir
wurden RAW264.7 Makrophagen in einer Dichte von 5 x 10°-1 x 10° auf ,,6-well plates” ausplattiert. In
jedes ,well“ wurde 1 ml Medium gegeben, dem 1 pug/ml LPS bzw. 50 ug/ml CRP zugesetzt wurden. Als
unstimulierte Kontrolle wurde eine Probe ohne Zusatz von LPS/CRP angesetzt. Allen Proben wurden
15 pl PFCs zugesetzt, zudem wurde eine Negativkontrolle mitgefiihrt, der weder LPS/CRP noch PFCs
zugegeben worden waren. Die Inkubation der Zellkulturen erfolgte Gber 24 h. Nach 24 h wurde der

Zellkulturiberstand abgesaugt, die Zellen mit einem Zellschaber abgel6st, es wurde 1 ml eiskaltes PBS
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in die ,, wells” gegeben und die so entstandenen Zellsuspensionen in FACS-Rohrchen mit 2 ml MACS-
Puffer Gberfiihrt. Diese wurden bei 500 x g und 4 °C flr 5 min abzentrifugiert und 1x mit 200 pl MACS-
Puffer gewaschen. Die durchflusszytometrischen Messungen erfolgten wie in Kapitel 2.2.4 beschrie-

ben.

2.2.2.2 Arbeiten mit primdren Zellen

e |solation von Zellen aus Blut, Milz und Leber

Flr weitere Experimente wurden primare Zellen aus murinem Blut, Milz und Leber eingesetzt. In die-
sen Experimenten wurden zur Bestimmung der zelluldren Aufnahme und méglicher zytotoxischer Ef-
fekte von PFCs und PLGA-Nanopartikeln durchflusszytometrische Messungen durchgefiihrt (siehe Ka-
pitel 2.2.4). Blut sowie Organe wurden wie im Kapitel 2.2.3 , Tierexperimentelle Arbeiten” beschrieben
entnommen. Nach der Entnahme wurden die Organe zunachst in kaltem PBS gesplilt, um sie von Blut-
resten zu befreien. Dann wurde die Milz in vier und die Leber in mehrere kleine Teile zerschnitten. Die
Organe wurden in 15 ml Réhrchen mit 1 ml (Milz) bzw. 4 ml (Leber) Collagenase Il Losung gegeben. Die
Réhrchen wurden fir eine Inkubationsdauer (Verdau) von 15 min in einem auf 37 °C erwarmten Tro-
ckenschrank auf einer Schaukelplattform (ca. 40 rpm) festgeklebt. Nach der Inkubation wurden die
Organreste mit den Stempeln von U-40 Einmal-Insulinspritzen durch 40 um Zellsiebe passiert, die auf
50 ml Réhrchen gesetzt worden waren. Hierdurch konnten die Zellen vereinzelt werden. Wahrend und
nach dem Zerreiben mit den Spritzenstempeln wurden die Siebe mit PBS gespiilt (Milz: 10 ml, Leber:
40 ml PBS gesamt). Die auf diese Weise gewonnenen Zellsuspensionen wurden fiir 5 min bei 500 x g
abzentrifugiert, der Uberstand wurde mit einer Einmal-Glaspasteurpipette abgesaugt, welche an einen

mittels eines CVC 3000 Vakuumreglers gesteuerten Chemiepumpstand angeschlossenen war.

Ab diesem Punkt war das weitere Vorgehen fiir Blut und aus Milz und Leber gewonnene Zellen iden-
tisch. Zu frisch gewonnenem Blut und der Milzzellsuspension wurde zunéachst je 1 ml Erythrozytenlyse-
Puffer hinzugegeben, zur Leberzellsuspension 3 ml. Aus den 3 ml mit Erythrozytenlyse-Puffer versetz-
ter Leberzellsuspension wurden in diesem Schritt 30 pl in ein 1,5 ml ReagiergefaR Gberfiihrt und nur
diese geringe Menge weiterverwendet. Die Zellsuspensionen wurden nach griindlichem Resuspendie-
ren der Pellets fir 10 min auf Eis in Lysepuffer inkubiert. Nach einem Zentrifugationsschritt fiir 5 min
bei 500 x g und Abpipettieren des Uberstandes wurde die Farbe des Zellpellets beurteilt: War dieses
weil3, also frei von Erythrozyten, wurde mit dem nachsten Schritt fortgefahren. Fanden sich hingegen
noch Erythrozyten (rote Farbe), wurde die Erythrozytenlyse bis zu 5-mal wiederholt. Nach der Eryth-
rozytenlyse wurde zur Verhinderung unspezifischer Antikérperbindungen an die Zellen ein ,,Fc-block”
durchgefiihrt. Hierfiir wurden 50 pl verdiinntes ,,FcR blocking reagent” (1:20 in MACS Puffer) auf die
Zellpellets gegeben, die griindlich resuspendiert und dann fiir 10 min auf Eis inkubiert wurden. Danach

erfolgte ein weiterer Zentrifugationsschritt.
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o |solation von Zellen aus Entziindungsherden

Fir die Untersuchung der zelluldaren Partikelaufnahme unter entziindlichen Bedingungen wurden Zel-
len direkt aus den Entziindungsherden (Matrigel- ,,plug” bzw. infarziertes Herz) gewonnen. Die Matri-
gel- ,plugs” wurden entnommen wie in Kapitel 2.2.3 beschrieben. Wenn noch Reste von Gewebe am
Matrigel- ,plug” hafteten, wurden diese wahrend der folgenden Aufarbeitung — anders als die Zellen
aus den weichen Matrigel- , plugs” - entweder in den Zellsieben zuriickgehalten oder durch die Anti-
korperfarbung wahrend der durchflusszytometrischen Messungen ausgeschlossen, da in dieser nur
Immunzellen angefarbt wurden. Fiir die Vereinzelung der Zellen wurden die Matrigel- ,plugs” mit Hilfe
eines Spritzenkolbens durch ein 40 um Zellsieb in ein 50 ml R6hrchen passiert, wobei wiederholt mit
PBS gespiilt wurde (10 ml gesamt). Die Zellen wurden fiir 5 min bei 500 x g abzentrifugiert und der
Uberstand mit Hilfe einer an einen Chemiepumpstand angeschlossenen Glaspasteurpipette abgesaugt.
Dann wurden die Pellets im verbleibenden Rest Uberstand resuspendiert und in 1,5 ml ReagiergefiRe

Uberfihrt.

Die Herzen wurden entnommen wie im Kapitel 2.2.3 ,Tierexperimentelle Arbeiten” beschrieben. Um
die Immunzellen aus den Herzen zu gewinnen, wurden diese mit Collagenase verdaut, wie oben fiir
die Gewinnung von Zellen aus Milz und Leber beschrieben. Die verdauten Herzen wurden dann mit
einem Spritzenkolben durch ein 40 um Sieb in ein 50 ml R6hrchen gerieben, wobei regelmalig mit PBS
gespllt wurde (10 ml gesamt). Die Zellen wurden fiir 5 min bei 500 x g abzentrifugiert und der Uber-
stand mit Hilfe einer an einen Chemiepumpstand angeschlossenen Glaspasteurpipette abgesaugt.
Dann wurden die Pellets im verbleibenden Rest Uberstand resuspendiert und in ein 1,5 ml Reagierge-
falk Gberfiihrt. Alle Zellen, die keine Immunzellen waren wurden durch die folgende Antikérperfarbung

in der durchflusszytometrischen Messungen ausgeschlossen.

o Antikérperfarbung der primaren Zellen

Um anhand von durchflusszytometrischen Messungen eine Aussage dariiber treffen zu kdnnen, durch
welche Immunzellsubtypen die Nanopartikel in welchem Ausmal® aufgenommen werden, wurden die
primaren Zellen mit Antikérpern angefarbt. Dieser Schritt erfolgte nach der unten beschriebenen In-
kubation der Zellen mit den PFCs und PLGA-Nanopartikeln. Die verwendeten Antikérper waren bereits
mit Fluorophoren gekoppelt. Fir die Farbungen wurden folgende Antikérper verwendet: Blutimmun-
zellen, direkt aus Entziindungsherden gewonnene Immunzellen sowie Milzzellen: CD45-PerCP, 1:100;
CD11b-APC/Fire 750, 1:1000; CD3-PE/Cy7, 1:200; CD19-PE, 1: 400. Leberzellen: CD45-PE/Cy7, 1:400;
CD11b-APC/Fire 750, 1:1000; F4/80-PE, 1:100; CD31-PerCP Cy5.5, 1:200. Eine genaue Beschreibung
des Vorgehens bei der Identifizierung der einzelnen Zellsubpopulationen anhand dieser Antikorperfar-

bungen findet sich in Kapitel 2.2.4 ,,Durchflusszytometrie”.
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Die Antikorper wurden in den genannten Konzentrationen in Form eines ,,mastermixes” in MACS-Puf-
fer angesetzt. Im Falle der Leberzellen wurde statt des tiblichen MACS-Puffers mit 0,5 % BSA MACS-
Puffer mit 30 % BSA verwendet, da die Leberzellen eine starke interzellulare Adharenz aufweisen, die
durch einen héheren Gehalt an Serum im Puffer vermindert werden sollte. Vor der Zugabe der Anti-
korper wurden die Zellpellets durch vorsichtiges Klopfen mit der Handkante an den Rand der ,96-well
plate” im nach dem letzten Waschschritt in den ,,wells” verbliebenen Rest des Uberstandes resuspen-
diert. Nur so konnte sichergestellt werden, dass sich die Zellen homogen in Suspension befanden und
dadurch alle Zellen den Antikorpern exponiert waren. Auf jedes Zellpellet wurden dann 50 pl des ,mas-

termixes” gegeben. Die Antikdrperinkubation erfolgte fiir 30 min auf Eis im Dunkeln.

o Inkubation mit PFCs und PLGA-Nanopartikeln

Um zu untersuchen, wie die isolierten Blutleukozyten oder die aus den Organen gewonnenen Zellen
die PFCs und PLGA-Nanopartikel aufnehmen, wurden sie nach der Isolation aus Blut bzw. Geweben
tber 40 bzw. 180 min*? mit den Partikeln inkubiert, wobei serielle Probennahmen erfolgten. Fir die
Partikelinkubation wurde das bei der Zellisolation gewonnene Zellpellet in DMEM aufgenommen, sorg-
faltig resuspendiert und auf die der Zahl an Behandlungen entsprechende Anzahl an 1,5 ml Reagierge-
faRen aufgeteilt. Das Medium wurde in jedem dieser GefaRRe auf 1,1 ml aufgefiillt. Die aus der Schwanz-
vene gewonnenen 40 pl Blut reichten bei einer Zeitserie mit flinf Probennahmen a 100 pl pro Probe

jeweils fiir drei Ansatze.

Die Blutimmunzellen wurden unter folgenden Bedingungen inkubiert: Negativkontrolle (Inkubation
ohne Partikel), 2,5 und 5 pl sNEs und bNEs, 0,3, 1, und 5 pl PLGA-NPs, 2,5 ul PLGA-NCs. Die Milz- und
Leberzellen wurden mit 2,5 pl sNEs bzw. bNEs, 5 pul PLGA-NPs und 2,5 pl PLGA-NCs inkubiert. Um die
Aufnahme von PFCs durch Blutimmunzellen, die aus Tieren mit Entzindungsherd (Matrigel/LPS- und
MI-Modell), sowie diejenige durch Immunzellen, die direkt aus Entziindungsherden gewonnen worden
waren zu untersuchen, wurden die entsprechenden Zellen mit 2,5 ul PFCs (PFCs mit einem Durchmes-
ser von 83 nm, die Cy5 in ihrer Lipidhille enthielten) inkubiert. Vor der Zugabe der Partikel wurden
100 pl der Zellsuspension als Zeitpunkt O Probe abgenommen. Die Proben wurden in eine ,96-well
plate” Gberflhrt, in deren ,,wells” bereits je 100 pul MACS-Puffer vorgelegt worden waren. Die Platte
mit den bereits abgenommenen Proben wurde auf Eis im Dunkeln gelagert. Die Inkubation der Zellen
mit den PFCs und PLGA-Nanopartikeln erfolgte in einem Stander auf einer Schaukelplattform (ca. 40
rpm) im Dunkeln in einem auf 37 °C geheizten Trockenschrank. Darliber hinaus wurde im Falle der
Blutimmunzellen eine Untergruppe (Negativkontrolle, 2,5 ul sNEs, 2,5 pl bNEs, 5 pul PLGA-NPs, 2,5 ul
PLGA-NCs) bei 4 °C inkubiert. Hierfiir wurden die ReagiergefdaRe abgedeckt auf einem Schiittler in ei-
nem Kihlraum inkubiert. Zu den Zeitpunkten 5, 10, 20 und 40 min, im Falle der Entziindungszellen aus

Blut und Entziindungsherden zudem nach 80 min, sowie fiir Milz und Leber zusatzlich nach 80 und 180
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min wurden jeweils 100 pl der Zellsuspension abgenommen und in die ,96-well plate” Gberfiihrt. Die
,96-well plate” wurde nach Abnahme aller Proben fir 5 min bei 500 x g und 4 °C zentrifugiert. Nach
Dekantieren des Uberstandes wurden die Pellets einmal in 200 pl MACS Puffer gewaschen. Hierauf
wurde eine Antikorperfarbung durchgefiihrt (s. o0.), die Analyse der Partikelaufnahme in die einzelnen

Zellsubpopulationen erfolgte mittels Durchflusszytometrie (siehe Kapitel 2.2.4).

o Einflussfaktoren fiir die Aufnahme von PFCs und PLGA-NPs durch Blutimmunzellen

Um zu untersuchen, ob verschiedene Partikelkonzentrationen, die Inkubation bei verschiedenen Tem-
peraturen oder ohne Blutplasma, eine Blockade der Fc-Rezeptoren sowie der Clathrin-mediierten En-
dozytose oder der Phagozytose einen Einfluss auf die Partikelaufnahme durch murine Blutimmunzellen
hat, wurden folgende Abanderungen des oben beschriebenen Protokolls der Aufarbeitung und Inku-
bation murinen Blutes durchgefiihrt. Die Partikelinkubation erfolgte mit 2,5 pul sNEs bzw. 5 ul PLGA-
NPs. Anders als im Vorhergehenden beschrieben, wurden nach der Blutentnahme keine Erythrozyten-
lyse und kein ,,Fc-block” durchgefiihrt, sondern es wurden 20 ul Vollblut ohne Zusatz von DMEM mit
den oben genannten Volumina an Partikeln fiir 0, 5, 10, 20, 40, 80, 120 und 180 min senkrecht in einem
Stander auf einer Schaukelplattform (ca. 40 rpm) im Dunkeln in einem auf 37 °C geheizten Trocken-
schrank inkubiert. Zu den genannten Zeitpunkten wurden 2 ul Proben entnommen und, wie fiir die
oben beschriebenen Versuche in eine ,96-well plate” Gberfihrt, in deren ,wells” bereits jeweils 100 pl
MACS-Puffer vorgelegt worden waren. Nach Abzentrifugieren der Platte und einmaligem Waschen der
Zellpellets in 200 pl MACS-Puffer erfolgten eine Erythrozytenlyse in 200 ul Lysepuffer je ,well, ein
weiterer Waschschritt und ein ,,Fc-block”. Dann wurde verfahren wie zuvor beschrieben, d. h., es er-

folgte eine Antikorperfarbung mit anschlieBender durchflusszytometrischer Analyse der Partikelauf-

nahme in die einzelnen Leukozytensubpopulationen (siehe Kapitel 2.2.4).

Serumbestandteile: Um zu untersuchen, ob Serumbestandteile einen Einfluss auf die Aufnahme von
PFCs und PLGA-NPs durch Blutimmunzellen haben, wurden die 20 ul Vollblut in 1 ml PBS aufgenommen
und 7 min mit 500 x g bei Raumtemperatur abzentrifugiert, der Uberstand wurde abgenommen. Dieser
Waschschritt wurde 3x wiederholt. Da bei dem urspriinglichen Volumen von 20 pl davon auszugehen
ist, dass 10 pl Serum und 10 pl Zellen vorliegen, wurden im Anschluss an die Waschschritte zu den
Blutzellen 10 ul PBS gegeben und das Pellet vorsichtig auf einem Vortexer in dem Puffer resuspendiert.
Dann wurden die Partikel zu der Zellsuspension pipettiert und erneut gevortext, um eine gleichmaRige
Verteilung der Partikel im Blut sicherzustellen. Als Negativkontrolle wurde eine Probe mitgefiihrt, bei

der das Serum nicht durch PBS ersetzt worden war.

Fc-Rezeptoren: Zur Untersuchung der Bedeutung von Fc-Rezeptoren fiir die zellulare Aufnahme von

PFCs und PLGA-NPs wurden zu 20 pl Vollblut 2 ul ,,FcR-blocking reagent” hinzupipettiert (Verdiinnung
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von 1:10). Dem Blut wurden die PFCs bzw. PLGA-NPs zugesetzt und vorsichtig gevortext. Als Negativ-

kontrolle diente eine Probe, der kein ,Fc-block” zugesetzt worden war.

Clathrin-mediierte Endozytose: Da diese als moglicher Aufnahmemechanismus von Nanopartikeln
durch Zellen beschrieben ist’, wurde untersucht, ob die Clathrin-mediierte Endozytose eine entschei-
dende Rolle bei der zelluldaren Aufnahme der PFCs und PLGA-NPs spielt. Zu diesem Zweck wurden zu
20 ul Vollblut 10 pg Chlorpromazin (100 pg/ml in PBS) pipettiert, unmittelbar gefolgt von Zugabe der
Partikel sowie vorsichtigem Vortexen. Als Negativkontrolle diente eine Probe, der kein Chlorpromazin

zugesetzt worden war.

Phagozytose: Um eine Aussage dariber treffen zu konnen, welche Rolle die Phagozytose bei der zel-
luldren Aufnahme von PFCs und PLGA-NPs spielt, wurden zu 20 ul Vollblut 10 uM Cytochalasin D (1 pl
10 mM Cytochalasin in DMSO Vorratslsung, aufgenommen in 99 pl PBS ergeben eine 100 uM Arbeits-
|6sung) hinzupipettiert, unmittelbar gefolgt von Zugabe der Partikel sowie vorsichtigem Vortexen. Als
Negativkontrolle diente eine Losungsmittelkontrolle, der statt des Cytochalasin D 2 ul einer Losung

1:100 DMSO in PBS zugegeben worden waren.

o Bestimmung der Zellviabilitat

Zur Untersuchung moglicher zytotoxischer Eigenschaften der PFCs und PLGA-Nanopartikel wurde die
Vitalitat von primaren Zellen wahrend einer Partikelinkubation untersucht. Als MessgroRe wurde die
Zahl der lebenden Zellen, die zu verschiedenen Zeitpunkten mittels Durchflusszytometrie ermittelt
wurde, verwendet. Hierfir erfolgte nach der Gewinnung der priméaren Zellen aus Blut, Milz und Leber,
wie sie oben beschrieben wird eine Inkubation mit 2,5 pl sSNEs/bNEs bzw. 5 pl PLGA-NPs/PLGA-NCs
Gber 0, 5, 10, 20, 40 und 80 min, eine Antikorperfarbung der Zellsubpopulationen und schlieRlich eine
durchflusszytometrische Untersuchung (siehe Kapitel 2.2.4) zur Quantifizierung der Zahl der lebenden

Zellen.

o PFC-Aufnahme unter entztindlichen Bedingungen

Um zu untersuchen, ob die zelluldre PFC-Aufnahme unter den Bedingungen einer sterilen oder nicht-
sterilen Entziindung verandert ist, wurden aus dem Blut von Tieren mit Entzlindungsherd sowie aus
den Entziindungsherden selber Immunzellen isoliert wie oben beschrieben. Das Blut wurde im Falle
des Myokardinfark (Ml)-Modells 5-6 h nach der Operation aus der Schwanzvene gewonnen, sowie in
beiden Modellen 48 h nach Induktion der Entziindung durch finales Entbluten. Ebenfalls 48 h nach
Induktion der Entziindung wurden die Entziindungsherde entnommen. Die isolierten Immunzellen
wurden fir 80 min in DMEM in einem Stander auf einer Schaukelplattform (ca. 40 rpm) im Dunkeln in

einem auf 37 °C geheizten Trockenschrank mit den Partikeln inkubiert (PFCs mit einem Durchmesser
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von 83 nm, die Cy5 in ihrer Lipidhiille enthielten), mit Probennahmen nach 0, 5, 10, 20, 40 und 80 min.
Eine Ubersicht iber den Versuchsaufbau findet sich in Abbildung 2.1.

Da sich in explantierten Matrigel- ,,plugs” ohne LPS keine Zellen nachweisen lieRBen, wurden als Nega-
tivkontrolle aus peripherem Blut von unbehandelten Kontrolltieren gewonnene Immunzellen verwen-
det. Fiir die Matrigel- ,plugs” ohne LPS wurden jedoch die gleichen Schritte wie fiir die Isolation von
Immunzellen aus den Matrigel- ,,plugs” mit LPS durchgefiihrt, ebenso wie eine Antikérperfarbung und
anschlieRende durchflusszytometrische Analyse (siehe Kapitel 2.2.4), um die Abwesenheit von Zellen
und somit einer Entziindung zu verifizieren. Fir die Untersuchung der in vitro Partikelaufnahme durch
aus Matrigel- ,plugs” gewonnene Immunzellen wurden nur Tiere verwendet, denen zuvor keine PFCs
injiziert worden waren, da die injizierten PFCs ebenfalls Cy5 in ihrer Lipidhille enthielten und durch in
vivo Partikelaufnahme so moglicherweise die Ergebnisse verfalscht worden waren. In den Experimen-
ten zur PFC-Aufnahme durch aus den MI-Herzen isolierte Immunzellen wurden als Negativkontrolle

aus unbehandelten Kontrollherzen gewonnene Leukozyten verwendet.

Abbildung 2.1: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus zur Untersuchung der Aufnahme von PFCs in primdre ent-
ziindliche Immunzellen in vitro. 5-6 h (Myokardinfarkt/Ml) sowie 48 h (Matrigel, Ml) nach Induktion der Entziindung wurde
Blut entnommen und die Immunzellen aus dem Vollblut isoliert. Ebenso wurden 48 h nach Induktion der Entziindung die
Matrigel- ,,plugs” bzw. Herzen entnommen und die Immunzellen aus diesen isoliert. Die Immunzellen wurden dann in vitro
Uber 80 min unter seriellen Probenentnahmen mit PFCs inkubiert, die einzelnen Immunzellsubpopulationen mit spezifischen
Antikoérpern angefarbt und durchflusszytometrische Untersuchungen zur Bestimmung der PFC-Aufnahme in die einzelnen
Leukozytensubpopulationen durchgefiihrt.
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e In vitro Stimulation von primaren Zellen mit LPS, CRP oder Zellkulturiberstand

Um zu untersuchen, ob eine Stimulation von primaren Zellen aus dem peripheren Blut oder der Milz
mit LPS/CRP eine vermehrte zelluldre Partikelaufnahme bewirkt, erfolgte eine 24 h Stimulation der
Zellen mit LPS/CRP bei gleichzeitiger Inkubation mit Cy5-PFCs (PFCs mit einem Durchmesser von 83
nm). Fiir die 24 h Koinkubation wurden aus frischem Blut isolierte Leukozyten bzw. aus frisch entnom-
menen Milzen isolierte Milzzellen in 1,5 ml ReagiergefafRen fiir 24 h in einem Stander auf einer Schau-
kelplattform (ca. 40 rpm) im Dunkeln in einem auf 37 °C geheizten Trockenschrank inkubiert, wobei
den Proben 1 pg/ml LPS oder 50 pg/ml CRP zugesetzt wurden. Im Falle der murinen Milzzellen wurde
zudem eine Probe mit 0,1 pg/ml LPS inkubiert. Als unstimulierte Kontrolle wurde eine Probe ohne
Zusatz von LPS/CRP angesetzt. Allen Proben wurden 15 pl PFCs zugesetzt, zudem wurde eine Negativ-
kontrolle mitgeftihrt, der weder LPS/CRP noch PFCs zugegeben worden waren. Nach 1 h, 2 hund 24 h
(0,1 pug/ml LPS: nur 24 h) wurden Proben entnommen und fur durchflusszytometrische Analysen auf-

gearbeitet (siehe Kapitel 2.2.4).

Da bekannt ist, dass die Aktivierung von Neutrophilen durch LPS von der Gegenwart von Monozyten

203,204 \wurde zudem untersucht, ob Blutimmunzellen, die mit dem Zellkulturiiber-

abhangig sein kann
stand von fir 24 h mit LPS stimulierten kultivierten Makrophagen inkubiert wurden eine vermehrte
PFC-Aufnahme aufwiesen. Zur Gewinnung des Zellkulturiiberstands stimulierter Makrophagen wurden
RAW264.7 Makrophagen in einer Dichte von 5x10°-1x10° auf ,6-well plates” ausplattiert. In jedes
,well“ wurde 1 ml Medium gegeben und diesem 1 pg/ml LPS zugesetzt. Zudem wurde eine unstimu-
lierte Kontrolle angesetzt, der kein LPS zugesetzt wurde. Nach 24 h Inkubation wurde der Zellkultu-
riberstand abgenommen. In den Zellkulturiiberstanden sowohl der stimulierten als auch der unstimu-
lierten Zellen wurden dann frisch isolierte Blutimmunzellen inkubiert, eine Positivkontrolle zudem in
frischem DMEM, welches mit 1 ug/ml LPS versetzt wurde. Die Inkubation der Leukozyten erfolgte in
1,5 ml Reagiergefdfen in einem Stander auf einer Schaukelplattfom (ca. 40 rpm) im Dunkeln in einem
auf 37 °C geheizten Trockenschrank, wobei den Zellsuspensionen 15 pl PFCs zugesetzt wurden. Zudem
wurde pro Inkubationsbedingung eine Negativkontrolle mitgefiihrt, der keine PFCs zugesetzt wurden.
Probennahmen mit Uberfiihrung der Proben in eine ,96-well plate”, in deren ,wells“ bereits 100 pl
MACS Puffer vorgelegt worden waren erfolgten nach 0, 5, 10, 20, 40 und 80 min. Die Proben wurden
dann fir weitere durchflusszytometrische Analysen (siehe Kapitel 2.2.4) mit Antikdrpern angefarbt wie

oben beschrieben.

2.2.3 Tierexperimentelle Arbeiten

2.2.3.1 Verwendete Tiere, Haltung und Handling
Bei den fir die Versuche verwendeten Tieren handelte es sich um mannliche C57BL/6 M&use im Alter

von 12-14 Wochen mit einem Gewicht von 20-30 g. Die Tiere wurden von Janvier bezogen und in der
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Zentralen Einrichtung flr Tierforschung und wissenschaftliche Tierschutzaufgaben (ZETT) der Heinrich-
Heine-Universitat Diisseldorf unter Standardbedingungen (Eurostandard Typ | SL Ké&fig, Standardein-
streu, Standarddiat und Wasser ad libitum) gehalten. Fiir die Versuche wurden die Tiere in einer spe-
ziell dafiir vorgesehenen Transportbox in das Institut fir Molekulare Kardiologie gebracht. Zwischen
den Messungen an einem Tag wurde den Tieren, um ein Auskiihlen beim Aufwachen aus der Narkose
zu verhindern eine Infrarotlampe als Warmequelle zur Verfligung gestellt. Zwischen Messungen an
verschiedenen Tagen wurden die Versuchstiere in einem Tierhaltungsschrank des Institutes fiir Herz-
Kreislauf-Physiologie bei 22 °C und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 48 % gehalten oder zuriick in
die Raumlichkeiten der ZETT transportiert. Nach der letzten MRT-Messung wurden die Tiere in den
Raumlichkeiten des Instituts fir Molekulare Kardiologie schmerzfrei gettet. Die tierexperimentellen
Tatigkeiten waren unter dem Aktenzeichen 81-02.04.2018.A007 vom Landesamt fiir Natur-, Umwelt-

und Verbraucherschutz (LANUV) genehmigt.

2.2.3.2 Intravendése Injektion von PFCs bzw. PLGA-NPs

Um in vivo die Akkumulation von PFCs und PLGA-NPs in Geweben sowie die Aufnahme in Immunzellen
untersuchen zu kdnnen, wurde den Tieren zum Zeitpunkt O h ein Volumen von insgesamt 50 pl kor-
perwarmer PFCs oder PLGA-NPs in die seitliche Schwanzvene injiziert. Es wurden identische Volumina
mit gleichem °F-Gehalt fir beide Arten von Substanzen verwendet. Hierfir mussten die PFCs zunachst
verdiinnt werden, indem 100 pl sNEs bzw. bNEs in 300 pl Phosphatpuffer aufgenommen wurden. Dies
erfolgte fur die Versuche, in denen das F-Signal in Blut, Milz und Leber untersucht wurde. Fiir die
Messung des F-Signals in Knochenmark und Lymphknoten wurde die Emulsion hingegen unverdiinnt
eingesetzt. Die PLGA-NPs, welche in lyophilisiertem Zustand geliefert und in diesem Zustand bei -20 °C
gelagert wurden (Bezug von der AG Srinivas, RadboudUMC, Nijmegen, Niederlande), wurden fir alle
Versuche unmittelbar vor der Injektion in einer Menge von 20 mg in 400 ul Phosphatpuffer resuspen-

diert.

Die PFCs bzw. die PLGA-NP Suspension wurden den Mausen Uber die seitliche Schwanzvene verab-
reicht. Hierflir wurden die Tiere in Narkose gelegt. Die Einleitung der Narkose erfolgte mit 2-3 % Isof-
luran in 60 % N; und 25 % O in einer luftgefluteten Narkosekammer, die Aufrechterhaltung Uber eine
Nasenmaske (1-2 % Isofluran in 0,05 I/min Druckluft). Um ein Auskihlen der Tiere zu verhindern, wur-

den diese wahrend der Narkose auf einer Warmeplatte (39 °C) gelagert.

Vor der i. v. Injektion wurde zunachst der Schwanz erwarmt, um eine Weitstellung der GefdRe zu er-
zielen. Hierflir wurde der Schwanz fir mehrere Minuten auf der Warmeplatte fixiert. Das Tier wurde
in Seitenlage verbracht und so positioniert, dass die Schwanzwurzel an der dem Experimentator zuge-

wandten Kante der Warmeplatte zu liegen kam. Die Hinterbeine und die Schwanzwurzel wurden mit
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Klebeband an der Warmeplatte festgeklebt, um ein Verrutschen des Tieres zu verhindern und die Ap-
plikation eines leichten Zuges auf den Schwanz zu erméglichen. Die U-100 Insulinspritze wurde kurz
oberhalb der Kaniile zwischen Daumen und Zeigefinger gefasst, da so ein geschicktes Manipulieren der
Kaniile moglich war. Sie wurde vorsichtig parallel zum tber den Zeigefinger der anderen Hand gebo-
genen Schwanz in die seitliche Schwanzvene eingestochen und leicht vorgeschoben, dann wurde um-
gegriffen, die Kaniile mit der den Schwanz haltenden Hand fixiert und langsam die Substanz i. v. appli-
ziert. Die korrekte Positionierung der Kaniile im GefaR liel3 sich an der leichten Applizierbarkeit der
Substanz erkennen. Bei fehlerhafter Positionierung der Kaniile, moglicherweise im subkutanen Ge-
webe war hingegen ein Widerstand zu spliren und das Areal um die Einstichstelle farbte sich gegebe-

nenfalls weill und schwoll leicht an.

2.2.3.3 Blutentnahme aus der Schwanzvene und Vena cava caudalis sowie Organentnahmen

Fiir die Entnahme geringer Blutmengen wurden die Mause in einer Zwangsrohre fixiert. Mit einer Pra-
parierschere wurde die unterste Spitze des Schwanzes gekappt. Durch wiederholtes vorsichtiges Aus-
streichen des Schwanzes von der Wurzel bis zur Spitze wurden 40 pl Blut in eine mit EDTA beschichtete
Microvette entnommen. Die Tiere wurden danach wieder in ihren Kafig gesetzt. Das Blut wurde durch
Ausblasen der Microvette mittels einer 1 ml Plastik-Pasteurpipette in ein 1,5 ml ReagiergefaR liber-

fuhrt.

Wenn grélBere Mengen Blut bendtigt wurden, wurde dieses aus der V. cava caudalis der frisch eutha-
nasierten, antikoagulierten Maus gewonnen. Fir die Euthanasie wurde das Tier in einer mit 5 % Isof-
luran gefluteten Narkosekammer narkotisiert, dann wurden ihm in Narkose je 400 ul verdiinntes He-
parin-Natrium (1:50 in PBS, d. h. 100 U/ml) sowie verdiinntes Pentobarbital-Natrium (1:30 in PBS, d.
h. 10 mg/ml) unter Verwendung von U-100 Insulinspritzen i. p. injiziert. Wenn das Tier tot war — Aus-
setzen der Atmung, fehlende Zwischenzehenreaktion, fehlender Cornealreflex — wurde es in Ricken-
lage mit Kanilen (21 G) auf einer mit Aluminiumfolie Gberzogenen Styroporplatte fixiert. Die Haare am
Bauch wurden mit 70 % Ethanol befeuchtet und die Bauchhéhle mit einer Praparierschere und gebo-
genen Pinzette von caudal nach cranial in der Medianen, unter Durchtrennung von Haut, Muskel-
schicht und Peritoneum er6ffnet. Um einen leichteren Zugang zum Inneren des Bauchraums zu erhal-
ten, wurden cranial und caudal Entlastungsschnitte in Richtung der Vorder- und Hinterbeine durchge-
fihrt, die freie Bauchdecke wurde zur Seite gelagert. Nach Er6ffnen der Bauchdecke wurden mit Hilfe
eines Wattestdbchens die Eingeweide nach links verlagert, so dass die V. cava caudalis frei lag. Diese
wurde mit einer zuvor mehrfach mit Heparin-Natrium durchgespiilten Butterflykanile mit Zuleitung,
auf die eine U-40 Einmal-Insulinspritze aufgesetzt worden war, punktiert. Durch vorsichtige Aspiration
wurden ca. 400 pl Blut gewonnen, welche nach der Entnahme zunachst auf Eis gelagert wurden. Nach

dem Entbluten der Tiere wurden gegebenenfalls weitere Organe (Milz, Leber) entnommen.
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2.2.3.4 Entziindungsmodelle

Zur Untersuchung des Einflusses steriler und nicht-steriler Entzlindungsprozesse auf die zelluldare Auf-
nahme und Gewebeverteilung von PFCs wurde den Tieren entweder mit LPS versetztes Matrigel™ s.
c. in den Nacken implantiert, oder operativ eine kardiale Ischamie mit anschlieender Reperfusion in-

duziert. Die Eingriffe werden im Folgenden beschrieben.

e Subkutane Implantation von Matrigel™

Um eine bakterielle Entziindung zu imitieren, wurde mit LPS vermischtes Matrigel subkutan in den
Nacken von Mausen implantiert. Bei Matrigel handelt es sich um eine Losung von Basalmembranbe-
standteilen, welche aus dem murinen Engelbret-Holm-Swarm (EHS) Sarkom gewonnen wird. Diese Lo-
sung ist reich an Proteinen der extrazellularen Matrix, wie Laminin, Kollagen IV, Heparansulfat, Prote-
oglykanen und einer Reihe von Wachstumsfaktoren?®. Die Losung ist bei 4 °C flissig, wird bei Kérper-
temperatur jedoch gelartig. Die Implantation des Matrigels erfolgte an Tag -1 des Versuchs. Wahrend
der Implantation befanden sich die Tiere in Narkose, welche mit 2-3 % Isofluran in 60 % N, und 25 %
0, in einer luftgefluteten Narkosekammer eingeleitet und dann mit 1-2 % Isofluran in 0,05 I/min Druck-
luft, appliziert Gber eine Nasenmaske aufrechterhalten wurde. Um ein Auskihlen zu verhindern, wur-

den die Tiere wahrend des Eingriffs in Bauchlage auf einer auf 39 °C erwdarmten Warmeplatte gelagert.

Fir die Implantation wurde das Fell im Nacken der Tiere geschoren, wobei die Tiere vorsichtig gestreckt
und die Vorderbeine seitlich neben dem Kérper positioniert wurden. Im Anschluss wurde die gescho-
rene Haut desinfiziert. 100 pl des Matrigels, welches vor der Implantation auf Eis gelagert wurde, um
ein vorzeitiges Ausharten zu verhindern, wurden vorsichtig, unter Vermeidung von Luftblasen in einem
PCR-Reagiergefall mit 1 pg/ul LPS von Salmonella typhimurium vermischt. Die verwendete Konzentra-
tion des LPS wurde entsprechend vorangegangener Arbeiten von Temme et al. gewahlt!’°. Fiir die Im-
plantation wurden die 100 pl Matrigel — mit oder, im Falle der Kontrollgruppe ohne LPS, in eine U-100
Insulinspritze aufgenommen, die, um eine leichte Erwarmung des Gels vor der Implantation zu erzie-
len, mehrfach zwischen den Fingerspitzen gerollt wurde. Fiir die Implantation wurde die Haut im Na-
cken mit einer gebogenen Pinzette gefasst und angehoben, dann wurde die Kantle der mit Matrigel
befiillten U-100 Insulinspritzen vorsichtig subkutan, parallel zum Koérper von caudal nach cranial bis
kurz hinter den Schadelknochen vorgeschoben. War die Kaniile korrekt positioniert, wurde sie unmit-
telbar cranial der Einstichstelle mitsamt der Haut mit der Pinzette umfasst, um wahrend der Injektion
ein Austreten des Matrigels durch den Stichkanal zu verhindern. Es wurden langsam 50 ul des Matrigels
appliziert, so dass sich die Substanz bereits wahrend der Injektion verfestigen konnte, ohne zu verlau-
fen und sich schlieBlich im Nacken eine Kugel aus Matrigel bildete (Matrigel- ,,plug”). Kanile und Pin-
zette wurden noch einige Sekunden Uber die Injektion hinaus in Position belassen, um ein weiteres

subkutanes Verteilen der Substanz zu verhindern.
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Es wurden zwei Versuchsgruppen gebildet. Einer Gruppe wurden 24 h nach Implantation des Matrigel-
,plugs” Cy5-PFCs injiziert (PFCs mit einem Durchmesser von 83 nm), diese Gruppe wurde fiir die °F-
MRT Bildgebung verwendet. Die zweite Gruppe wurde fiir die in vitro Partikelaufnahmeversuche ver-
wendet, hier wurden lediglich an Tag 2 Blut und Matrigel- ,,plug” entnommen, ohne zuvor PFCs zu

injizieren.

o [schdmie-Reperfusion des Herzens

Als Modell fir eine sterile Entziindung wurde das Myokardinfarkt (MI)-Modell verwendet. Hier erfolgte
an Tag -1 eine Ischamie/Reperfusions-Operation. Die Eingriffe wurden von Herrn Dr. Zhaoping Ding,
Institut flr Molekulare Kardiologie durchgefiihrt. Fiir die Operation wurden die Mause mittels Isoflu-
ran anasthesiert, die Einleitung der Narkose erfolgte in einer luftgefluteten Narkosekammer mit 5 %
Isofluran, die Aufrechterhaltung der Narkose mittels einer Atemmaske mit 1,5 % Isofluran in 50 ml/min
0,. Wahrend der Narkose wurden die Tiere auf einer Warmeplatte gelagert, um ein Auskiihlen zu ver-
hindern. Die Korpertemperatur der Tiere wurde hierbei kontinuierlich Gber ein Rektalthermometer
kontrolliert. Zum Schutz der Cornea wurde den Tieren Augensalbe appliziert. Der Thoraxbereich wurde
enthaart (Enthaarungscreme, ca. 5 min), gesdubert und desinfiziert. Dann wurde der Thorax mittels
eines medialen Schnitts entlang der linken Seite des Sternums er6ffnet und die LAD (engl.: left anterior
descending artery) mittels 6/0 Polypropylen-Nahtmaterial ligiert. Nach 50 min wurde die Okklusion
wieder gelost. ,Sham” -Tiere wurden identisch operiert, nur dass bei diesen der Faden um die LAD
nicht verschlossen wurde. Der Thorax wurde abschliefend mit zweischichtiger Wundnaht wieder ver-
schlossen. Zur Analgesie wurde Buprenorphin eine halbe Stunde vor OP (0,3 mg/kg; 50 ul: 24,9 pl
Buprenorphin - 0,3 mg/ml - und 25,1 pl NaCl) und postoperativ (bis Tag 2, 3x taglich 0,1 mg/kg Bupren-
orphin; 50 pl: 8,3 pl Buprenorphin und 41,7 ul NacCl) s. c. injiziert.

Entnahme der Entziindungsherde

Fir die Untersuchung der zellularen Partikelaufnahme unter entziindlichen Bedingungen wurden, ne-
ben Blutimmunzellen Zellen direkt aus den Entziindungsherden gewonnen. Fir die Explantation des
Matrigel- ,plugs” wurde das getotete Tier in Bauchlage verbracht und die Nackenhaut nach Befeuch-
tung mit Alkohol in der Medianen eréffnet. Unter vorsichtigem subkutanem Vorpraparieren nach cra-
nial wurde der Matrigel- ,, plug” aufgesucht. Dieser befand sich als farblose, gelartige, scheibenformige
Struktur auf den Nackenmuskeln, zum Teil war er etwas verlaufen, in der Gruppe mit LPS war er haufig
mit den darunter liegenden Muskeln und der dariiber liegenden Haut verwachsen. Der Matrigel-
,plug” wurde vorsichtig von den umgebenden Gewebeschichten abgeldst, um fiir eine Gewinnung

moglichst vieler Zellen aus dem ,,plug” ein Maximum an Material zuriickzugewinnen.

Fiir die Entnahme des Herzens verblieben die Tiere nach Entbluten in Riickenlage. Durch craniale Er-
weiterung des medianen Schnittes durch die Schichten der Bauchwand wurde unter Durchtrennung
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des Zwerchfells der Brustkorb er6ffnet. Mit einer Schere wurden die Rippenbdgen abgesetzt, um Lunge
und Herz zu exponieren, und diese dann vorsichtig, noch im Verband mit der Pinzette angehoben, an
der Aorta abgesetzt und in eine Schale mit eisgekiihltem PBS Uberfiihrt. Hier erfolgte eine vorsichtige

Trennung des Lungengewebes vom Herzen.

e PFC-Aufnahme unter entziindlichen Bedingungen

Nach der Induktion der Entzindung wurde untersucht, ob das Vorliegen einer sterilen oder nicht-ste-
rilen Entziindung die PFC-Aufnahme in Immunzellen verdandert. Hierfir wurden die Tiere 48 h nach
Induktion einer Entzlindung, im Anschluss an die letzte MRT-Messung schmerzlos in Narkose getotet.
Es erfolgte finales Entbluten, und im Matrigel/LPS-Modell wurden die Matrigel- ,plugs” bzw. im MI-
Modell die Herzen entnommen (s. 0.). Darliber hinaus wurden im MI-Modell 5-6 h nach der Ischa-

mie/Reperfusions-OP 40 pl Blut aus der Schwanzspitze entnommen.

Da in der Phospholipid-Hiille der PFCs ein Fluorophor enthalten war, war es moglich, nachi. v. Injektion
der Partikel die in vivo erfolgte zelluldare PFC-Aufnahme mittels Durchflusszytometrie (siehe Kapitel
2.2.4) zu untersuchen. Hierfir wurden den Tieren 30 min und 2 h nach der Partikelinjektion 40 ul Blut
aus der Schwanzspitze entnommen sowie Blut untersucht, welches bei finalem Entbluten 24 h (fir das
Matrigel/LPS-Modell einmal stattdessen 48 h) nach der Injektion der PFCs gewonnen wurde. Dariber
hinaus wurden auch in diesem Versuchsteil die Entziindungsherde (Matrigel- ,,plugs” bzw. Herzen) ent-
nommen. Als Negativkontrolle dienten Blutimmunzellen bzw. aus dem Matrigel- ,plug” oder Herzen
gewonnene Zellen, welche 48 h nach Induktion der Entziindung aus Tieren gewonnen wurden, denen

keine Partikel injiziert worden waren. Der Versuchsaufbau wird in Abbildung 2.2 dargestellt.
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Matrigel- ,,plug”

Ci[/ =

Matrigel/LPS »

Abbildung 2.2: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus zur Untersuchung der Aufnahme von PFCs in primdire ent-
ziindliche Immunzellen in vivo. 24 h nach Induktion der Entziindung wurden den Tieren Cy5-PFCs in die seitliche Schwanzvene
injiziert. 30 min, 2 h und 24 h nach Partikelinjektion wurde Blut entnommen; 24 h nach Partikelinjektion wurden zudem die
Matrigel- ,plugs” bzw. Herzen entnommen und die Immunzellen aus diesen isoliert. Die Immunzellsubpopulationen wurden
mit spezifischen Antikdrpern angefarbt und durchflusszytometrische Untersuchungen zur Bestimmung der PFC-Aufnahme
durch die einzelnen Immunzellsubpopulationen durchgefiihrt.

2.2.4 Durchflusszytometrie

In verschiedenen in dieser Arbeit durchgefiihrten Versuchen wurde mittels Durchflusszytometrie die
zellulare Aufnahme von PFCs, die Fluorophore in ihrer Phospholipidhiille enthielten bestimmt. Mithilfe
von Antikérpern wurden verschiedene Zellsubpopulationen primarer Zellen identifiziert und anhand
einer Lebend/Tot-Farbung die Vitalitdt von mit Partikeln inkubierten Zellen untersucht. Die durch-
flusszytometrischen Messungen erfolgten an einem BD FACSCanto Il Durchflusszytometer, welches
drei Laser (blau: 488 nm, luftgekihlt, 20 mW solide state; rot: 633 nm, 17 mW HeNe; violett: 405 nm,
30 mW solid state) besal® und acht Kanale unterscheiden konnte. Das Gerat wurde mit FACSDiva Soft-

ware betrieben.

2.24.1 Kompensation

Vor der ersten Messung mit verschiedenen Antikorpern angefarbter Zellen muss eine Kompensation
durchgefiihrt werden, um Uberlappungen der Spektren der verschiedenen Fluorochrome rechnerisch
korrigieren zu kénnen. Hierflir wurden in der vorliegenden Studie ,BD comp beads” verwendet. Von
diesen , beads” gibt es negative (,anti-rat / anti-hamster Ig, k“) und positive ,,beads” (,,anti-mouse Ig,
k"), die die Antikorper jeweils nicht binden bzw. binden. Es wurde ein Ansatz pro Antikérper vorberei-
tet: Zu 200 pl MACS-Puffer wurde je ein Tropfen negativer und positiver ,,comp beads” gegeben, dazu
der jeweilige Antikorper in 1:100 Verdinnung bzw. 1 ug/ml 4‘,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI).
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Zunachst wurden Vorwartsstreulicht (,,forward scatter”, FSC) und Seitenstreulicht (,,side scatter”, SSC)
so eingestellt, dass die Punktwolke der , beads” in einem FSC vs. SSC ,,dot plot” jeweils ca. bei 100K zu
liegen kam. Diese Population wurde manuell als Fenster 1 eingekreist. Durch die Verwendung von ne-
gativen und positiven , beads” bildeten sich in den Fluorophor vs. SSC ,,dot plots“ zwei Populationen,
eine negative und eine positive. Mit Hilfe des Histogramms fiir das jeweilige Fluorophor wurde die
Laserstarke so eingestellt, dass sich zwei klar voneinander abgegrenzte Gipfel darstellten, von denen
der negative unter 102 lag und der positive entsprechend ber 102. Hierbei musste beachtet werden,
dass DAPI alle ,beads” anfarbt und zudem eine sehr starke Fluoreszenz aufweist, so dass hier nur ein
Gipfel zu sehen war, der zudem deutlich Gber 10? lag. Die Einstellungen wurden fiir jedes verwendete
Fluorophor sowie fiir DAPI einzeln durchgefiihrt. Nach Abschluss aller Lasereinstellungen wurden pro
Fluorophor jeweils 5000 Ereignisse aufgezeichnet. Daraufhin wurde eine automatische Kompensation
durchgefiihrt, bei der durch das Programm aus den aufgezeichneten Daten die spektrale Uberlappung
der einzelnen Kandle berechnet wurde, so dass diese in der Folge automatisch rechnerisch kompen-
siert werden konnte. Die Aufzeichnungen selber werden von einer solchen Kompensation jedoch nicht
beeinflusst, d. h., es ist nach Datenaufzeichnung immer moglich, die Werte noch einmal manuell zu

verandern.

Die hier erfolgten Einstellungen der Laser, von denen fiir FSC und SSC abgesehen, wurden fiir alle in
der Folge durchgefiihrten Messungen beibehalten. Die Einstellungen fiir FSC und SSC mussten fir die
Zellen noch einmal durchgefiihrt werden, da diese eine andere GréRe besaRen als die ,beads”. Die
Kompensation wurde hingegen variiert, wenn sich in den einzelnen Messreihen durch die Farbung be-

dingte Unterschiede ergaben.

2.2.4.2 Vorbereitung der Messungen und Fenstersetzung

Nach dem letzten Waschschritt wurden die Zellpellets in 200 pl (kultivierte Zellen, primare Zellen aus
Milz und Leber) bzw. 100 pl (Blutimmunzellen, Immunzellen aus Entziindungsherden) MACS-Puffer mit
1 pg/ml DAPI aufgenommen. Die priméaren Zellen wurden unmittelbar vor den Messungen aus der,,96-
well plate” in FACS-Rohrchen Uberfiihrt, die bis zur Messung auf Eis im Dunkeln gelagert wurden. Vor

den Messungen wurden die Réhrchen griindlich gevortext.

Die Einstellungen fiir FSC und SSC, das Setzen der Fenster fiir die Lebend-Tot Farbung sowie gegebe-
nenfalls die fir Zellsubpopulationen wurden jeweils an Zeitpunkt Null-Proben vorgenommen. Die La-
sereinstellungen fir FSC und SSC wurden fir eine Zelllinie bzw. fur primare Zellen aus Blut, Milz oder
Leber einmal durchgefiihrt und dann fiir alle folgenden Messungen beibehalten, wahrend die Fenster
einmal pro Messreihe gesetzt und dann innerhalb der jeweiligen Messreihe nicht mehr verandert wur-
den. Die Position der Fenster konnte sich zwischen den Messreihen aufgrund leichter Variationen zwi-

schen den Zellen etwas unterscheiden. FSC und SSC wurden so eingestellt, dass die interessierende,
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im Folgenden eingegrenzte Population bei jeweils ca. 100K zu liegen kam. Um den auf der linken Seite
dieses Plots liegenden Zelldebris auszuschlieRen, wurde der Schwellenwert auf 35K gesetzt. Mithilfe
der DAPI-Farbung, die nur tote Zellen anfarbt, wurden anschliefend die toten Zellen (DAPI+ Zellen)

ausgegrenzt, so dass samtliche weitere Untersuchungen nur noch an den lebenden Zellen erfolgten.

Zur Unterscheidung der einzelnen Leukozytensubpopulationen wurden die Streulichteigenschaften
(insbesondere SSC) eingesetzt und die Zellen zudem mit spezifischen Antikorpern angefarbt. Die Po-
pulation der CD45+ Zellen umfasst alle Leukozyten. Innerhalb dieser Population kdnnen mittels
CD11b/SSC die CD11b+ Monozyten (,,SSC-low”) und Neutrophilen (,,SSC-high“) unterschieden werden.
Darliber hinaus kénnen CD11b-negative Lymphozyten, die zudem ,SSC-low” sind, identifiziert werden.
Die Lymphozyten kdnnen anhand der Expression von CD3 (T-Zellen) und CD19 (B-Zellen) weiter spezi-
fiziert werden. Fir die aus der Milz gewonnenen Zellen wurde die gleiche Kombination von Antikér-
pern verwendet wie fiir die aus Blut gewonnenen Immunzellen. Bei den aus der Leber gewonnenen
Zellen entfielen die spezifischen Farbungen der Lymphozytensubpopulationen. Stattdessen wurden
zusatzlich zu den Leukozyten die Endothelzellen (CD31+) und die Kupfferzellen (F4/80+) angefarbt. Die
restlichen Zellen der Leber, die den GroRteil ausmachten, aber fir keinen der verwendeten Antikorper

positiv waren, wurden den Hepatozyten zugeordnet.

2.2.4.3 Analyse der zelluldren Partikelaufnahme

Um die zelluldre Partikelaufnahme bestimmen zu kénnen, wurden zunachst die Laser in der Kompen-
sation oder in der ersten Messung an kultivierten Zelllinien so eingestellt, dass im APC-Kanal, in dem
sowohl Cy5 als auch Atto647 gemessen werden, die Fluoreszenz der negativen Zellen im Fluorophor
vs. SSC ,,plot” unter 10% AU zu liegen kam. Fir die mit Antikérpern angefarbten primaren Zellen wurde
flr jede der Zellsubpopulationen ein entsprechender , dot plot” mit APC vs. SSC angelegt, um die Par-
tikelaufnahme fir jede einzelne Zellsubpopulationen bestimmen zu kénnen. Mithilfe des Freihand-
Werkzeugs wurden dann fiir jede Messreihe im APC-Kanal anhand einer nicht mit Partikeln inkubierten
Negativkontrolle alle rechts der negativen Population liegenden Zellen selektiert. Fiir die mit den Par-
tikeln inkubierten Proben wurde der Prozentsatz der fiir das Fluorochrom positiven Zellen sowie die
mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI) aller in der jeweiligen Probe gemessenen Zellen in diesem Kanal
bestimmt. Dies erfolgte fiir jede Zellsubpopulation separat. Fir die Auswertung wurde der jeweilige
Wert der Zeitpunkt Null-Probe von den Werten der Proben zu den einzelnen Messzeitpunkten subtra-
hiert. Wahrend fiir die Messungen und einen ersten Uberblick die Fenster bereits in der FACSDiva Soft-

ware gesetzt wurden, erfolgte die endgiltige Analyse der Daten mit FlowJo Software.
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2.2.4.4 Untersuchung zytotoxischer Effekte mittels Durchflusszytometrie

Um Hinweise auf mogliche akute zytotoxische Effekte der verwendeten PFCs und PLGA-Nanopartikel
zu erhalten, wurde in den (iber 80 min mit den Partikeln inkubierten Zellen (kultivierte Zelllinien, Blu-
timmunzellen, primare Zellen aus Milz und Leber) in jeder gemessenen Probe der Prozentsatz an le-
benden Zellen (DAPI-) bestimmt. Fir jede der Behandlungen wurde aus samtlichen erfolgten Messrei-
hen fiir jeden Messzeitpunkt der Mittelwert gebildet und dieser auf den auf 100 % gesetzten Zeitpunkt
Null der entsprechenden Behandlung normiert. Die einzelnen Messzeitpunkte fiir jede Behandlung

wurden in Relation zu einer unbehandelten Negativkontrolle betrachtet.

2.2.4.5 Durchflusszytometrische Analyse der PFC-Aufnahme unter entziindlichen Bedingungen

Um die Zusammensetzung der direkt aus den Entziindungsherden (Matrigel- ,plug”, Herz) stammen-
den Zellpopulationen zu bestimmen, wurde der prozentuale Anteil der verschiedenen Leukozytensub-
populationen ermittelt. Des Weiteren wurde untersucht, ob das Vorliegen einer sterilen oder nicht-
sterilen Entziindung die PFC-Aufnahme in Immunzellen verandert. Hierflir wurde die MFI der einzelnen
Leukozytensubpopulationen im APC-Kanal bestimmt. Dies erfolgte sowohl fiir die in vitro mit PFCs in-
kubierten Zellen als auch fur die Immunzellen, welche in vivo durch i. v. Injektion Cy5 enthaltender

PFCs markiert worden waren.

2.2.5 Mikroskopische Techniken

2.2.5.1 Phasenkontrastmikroskopie

Die Konfluenz der Zellkulturen wurde mittels Phasenkontrastmikroskopie an einem inversen Mikro-
skop beurteilt. Das gleiche Mikroskop wurde fiir die Beurteilung moglicher zytotoxischer Effekte einer
Partikelinkubation der Zellkulturen fiir eine Dauer von 24 h verwendet, wobei hier die Morphologie
der Zellen und die Zellzahl untersucht wurden. Zudem wurden mittels eines inversen Zeiss Axio Vert
A1l Mikroskops und einer Zeiss AxioCam ICm1 Digitalkamera liber die ZEN Blue edition Software Fotos
der fir 24 h mit Partikeln inkubierten Zellkulturen in 40x VergroRRerung angefertigt, um die Beobach-

tungen zu dokumentieren.

2.2.5.2 Untersuchung der subzelluldren Lokalisation von Nanopartikeln mittels Konfokalmikroskopie

Um beurteilen zu kénnen, ob PFCs und PLGA-NPs von Zellen aufgenommen werden oder nur deren
Oberflache anhaften, wurde mittels konfokalmikroskopischer Untersuchungen die subzelluldre Lokali-
sation der Partikel in CHO Zellen untersucht. Zu diesem Zweck wurden CHO Zellen in ,24-well plates”,
in deren ,wells” zuvor autoklavierte runde Deckgldser gelegt wurden, in einer Dichte von 5 x 10°-1 x
10% in 1 ml Medium fiir Zellkulturen pro ,,well” ausplattiert. Nach 24 h wurde das Medium abgenom-
men und die Zellen fir 90 min mit 200 pl Medium fir Zellkulturen mit 15 pl/ml sNEs oder bNEs bzw.
30 pl/ml PLGA-NPs bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Nach erfolgter Inkubation wurde das Medium
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abgesaugt, die Zellen 3x in eiskaltem PBS gewaschen, fiir 10 min bei 4 °C im Dunkeln mit PFA fixiert
und erneut 3x mit PBS gewaschen. Anschliefend wurden eine Zellmembran- und eine Kernfarbung
durchgefihrt. Fir die Farbung wurde das PBS abgesaugt, dann wurden die Zellen in den , wells” mit 1
ug/ml ,wheat germ agglutinin (WGA), Alexa Fluor™ 488 conjugate” in 200 pl PBS bedeckt, mit dem sie
flr 10 min auf Eis im Dunkeln inkubiert wurden. Bei WGA (,,wheat germ agglutinin“) handelt es sich
um ein Lecithin, das an Glykokonjugate bindet und sich daher fir die Darstellung der Zellmembran
eignet. Die Zellen wurden daraufhin 3x mit eiskaltem PBS gewaschen, danach mit 1 ug/ml DAPI in 200
ul PBS angefarbt, mit dem sie flir weitere 10 min auf Eis im Dunkeln inkubiert wurden. Nach erneutem
3x Waschen mit eiskaltem PBS wurden die Deckgldser mithilfe einer spitzen geraden Pinzette und einer
Kaniile (23 G) mit umgebogener Spitze aus den ,wells“ entnommen, auf den Rand eines Objekttrédgers

gelegt, mit einem Tropfen Mowiol-Losung bedeckt und dann umgedreht auf den Objekttrager geklebt.

Die konfokalmikroskopischen Untersuchungen erfolgten an einem inversen Zeiss LSM 710 Konfokal-
mikroskop, welches vom Center for Advanced Imaging (Cai), einer ,core facility“ der HHU zur Verfi-
gung gestellt wurde. Die verwendeten Laser waren ein 458 nm, 488 nm, 514 nm ,,multi-line”“ Argonla-
ser, ein 543 nm HeNe-Laser und ein 633 nm HeNe Laser. Am Konfokalmikroskop wurde mit einem 40x
air / NA 0,95 Objektiv zundchst mittels Weitfeldmikroskopie auf die Zellkerne fokussiert, dann wurde,
ausgehend von dieser Fokusebene mittels konfokalmikroskopischer Aufnahme in Echtzeit zunachst auf
die Zellkerne, dann auf die mittels WGA angefarbten Zellmembranen fokussiert. Aufnahmen wurden
an Stellen angefertigt, an denen die Zellen nicht zu dicht zusammen lagen, so dass Einzelzellen darge-
stellt werden konnten. Die Einstellungen der Laser wurden so gewahlt, dass Exzitation und Emission
der drei Laserlinien moglichst nicht iberlappten. Es wurden ortsgleiche Aufnahmen aller drei Farben
angefertigt, so dass man drei iberlagerte Bilder erhielt, die die Zellmembran (WGA), den Zellkern
(DAPI) und die Fluorochrome (Cy5 bzw. Atto647) darstellten. Als Falschfarben wurden fir das WGA

grin, fur die DAPI Kernfarbung blau und fiir die Fluorophore rosa gewihlt.

2.2.6 Kombinierte *H/*°F Magnetresonanztomografie (MRT)

e Aufbau und Bestandteile des MRT-Gerates

Die Bestandteile eines Kernspintomografen sind das Magnetsystem (A., Abbildung 2.3), die Konsole
(B.) und der Prozessrechner (C.). A. Das Magnetsystem besteht zum einen aus einem Grundfeldmag-
net, welcher sich aus einem System konzentrisch angeordneter Spulen aufbaut, die das Hauptmagnet-
feld erzeugen. Ab einer Feldstarke von 0,3 T werden supraleitende Magnete eingesetzt, die durch flis-
siges Helium und flissigen Stickstoff geklhlt werden missen. Die zentrale Sdule des Magnetsystems,
welche vom Helium- und Stickstofftank umgeben ist wird als magnetisches , bore” (Bohrloch) bezeich-
net®1%1! Zum Magnetsystem gehéren des Weiteren Vorverstirker, welche das Signal zur Probe iber-
mitteln und die relativ schwachen Signale verstiarken, welche von der Probe emittiert werden?'. In das
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untere Ende des Magneten ist ein ,,shim“ -System eingelagert, welches der Optimierung der Feldho-

mogenitat dient?®,

Abbildung 2.3: Aufbau des Grundfeld-
magneten. Links: Schematische Dar-
stellung. Ein System konzentrisch an-

geordneter Spulen erzeugt das Haupt-
— Vakuum S .

magnetfeld. Die Kiihlung des supralei-
tenden Magneten erfolgt mit flussi-
gem Helium und Stickstoff. Die zent-
rale Sdule wird als magnetisches
,bore” (Bohrloch) bezeichnet. Modifi-
ziert nach!l, Rechts: Fotografie des

Systems des Instituts fir Molekulare

HPPR

Kardiologie, HHU Dusseldorf. Links ne-
ben dem Grundfeldmagneten sieht
man den ebenfalls zum Magnetsystem
gehorenden Vorverstarker (HPPR).

Das Hochfrequenzsystem wiederum besteht einerseits aus einem leistungsstarken Hochfrequenzsen-
der, andererseits aus einem hochempfindlichen Empféanger. Die Hochfrequenzspule dient der Einstrah-
lung des Impulses und dem Empfang des erzeugten Signals. Die Spule sollte so nahe wie moglich an
der zu untersuchenden Korperregion positioniert sein, da nur so ein ausreichend starkes Signal erzeugt

und empfangen werden kann'°.

Das Gradientensystem besteht aus einem System von Gradientenspulen fiir jede der drei Raumrich-
tungen (X, Y, Z). Das Ein- und Ausschalten der Gradientenspulen ist mit dem Auftreten elektrischer
Wechselfelder verbunden und verursacht die typischen Gerdusche wahrend der Messungen. Das Iso-
zentrum bzw. Zentrum des Magneten ist der Punkt, an dem keine der drei Gradientenspulen ein mag-

netisches Zusatzfeld erzeugt®®.

Auch der Probenkopf gehort zum Magnetsystem. Er vermittelt den Kontakt zwischen dem zu messen-
den Objekt und dem MR-Tomografen. Nachdem das Untersuchungsobjekt in ihm positioniert wurde,
wird er selbst in den MR-Tomografen eingebracht. Der Probenkopf enthélt die Hochfrequenz- und die
Gradientenspulen. Die GréRe der Probenkopfe ist fir die GroRe entscheidend, die das zu messende
Objekt besitzen kann. 25-40 mm sind der Ubliche Durchmesser fiir Studien an Mausen. Es existieren
selektive Probenkodpfe (Detektion spezifischer Kerne) und multinukleédre (X-BB oder Breitband) Pro-

benkdpfed!l,
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B. Die Konsole besitzt einen Frequenzgenerator, der die Radiofrequenzimpulse erzeugt, welche die
Probe anregen und zum anderen die von der Probe emittierten Signale empfangt und an den Compu-
ter weiterleitet. Darliber hinaus besitzt die Konsole verschiedene Verstarker, die erforderlich sind, um
Impulse zu erzeugen, die ausreichend stark sind, um die Probe anzuregen. Unterschieden wird in se-
lektive Verstarker (z. B. *H und *°F) und Breitbandverstarker / X-Verstérker (groRe Bandbreite von Fre-
guenzen). Zur Konsole gehort zudem eine Einheit, welche die Temperatur der Probe misst und eine

konstante Probentemperatur sicherstellt®1%11,

C. Der Prozessrechner dient der Ablaufsteuerung - Steuerung der Hochfrequenzimpulse, Schalten der
Gradientenfelder -; sowie der Bildrekonstruktion - Auswerten des digitalen Kernspinresonanzsignals

und dessen Umsetzen in Graustufen sowie Sichtbarmachung auf einem Bildschirm®1%,

Fur die *H/*F-MRT Messungen wurden ein vertikales Bruker AVANCE" 9.4 T ,wide bore” NMR Spekt-
rometer und ein [*H-'°F QTR] [25] Probenkopf verwendet. Bei diesem handelt es sich um einen Pro-
benkopf mit einem inneren Durchmesser von 25 mm, der eine Kombation aus *H-Spule und °F-Quad-
raturspule enthielt, welche entweder auf Protonen (Kanal 1; 42,58 MHz/T) oder *°F (Kanal 1 und 2;
40,08 MHz/T) eingestellt werden konnten. Nach korrekter Positionierung des Objektes im Probenkopf
wurde dieser fir die Messungen von unten vertikal in das Spektrometer eingebracht und dort mithilfe

dreier Schrauben sowie eines Brettes fixiert (Abbildung 2.4).

Atemballon

Probenkopf QC25 H/°F

Abbildung 2.4: Probenkopf. Der Probenkopf besitzt einen inneren Durchmesser von 25 mm. Er enthalt eine Kombination aus
1H-Spule und °F-Quadraturspule. Ein Atemballon erméglichte die Uberwachung der Vitalitit anhand der Atmung des Tieres,
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wahrend sich dieses fiir die Messung ohne direkten Zugriff durch den Experimentator im Tomografen befand. Die Isofluran-
Narkose wurde {iber eine Nasenmaske aufrechterhalten.

Fur die korrekte Einstellung der Spule auf die jeweilige Frequenz (400.13 MHz fur *H- und 376.46 MHz
fur F-Messungen) wurde die sogenannte ,wobble” Routine durchgefiihrt, bei der manuell mithilfe
des ,tunings” der Spulen-Stromkreis so eingestellt wurde, dass die relevante Transmissionsfrequenz
der Frequenz entsprach, an welcher die Spule am sensitivsten war. Mithilfe des zeitgleich durchgefiihr-
ten manuellen ,matching” wurde sichergestellt, dass ein Maximum des an der Basis des Probenkopfes
ankommenden Stroms an die Spule (ibertragen wurde. Die manuelle Einstellung erfolgte fiir jede Spule
des Probenkopfes separat. ,, Tuning” und , matching” waren erforderlich, sobald der Probenkopf oder
der Kern gewechselt oder das Tier repositioniert wurde. Vor Beginn der Messungen wurde das ,,shim“
-System auf den im System gespeicherten Grund- ,shim“ zuriickgesetzt. Alsdann erfolgte eine auto-
matische Einstellung verschiedener Parameter durch das System. Nach erfolgreicher Einstellung dieser
Parameter wurden automatisch drei orthogonale Aufnahmen angefertigt. Fur die folgenden H-Auf-
nahmen wurde der ,receiver gain“ manuell auf 20 dB gestellt, fiir die °F-Aufnahmen auf 101 dB. Der
,receiver gain”ist ein wichtiger Parameter, welcher dazu dient, einen optimalen Bereich der moglichen

20-25 % der dynamischen Reichweite der Digitalisierung zu nutzen.

2.2.6.1 Bestimmung des *°F-Gehaltes der Partikel mittels *H/*>F-MRT

Um die PFCs und PLGA-Nanopartikel fir die in vivo und in vitro Experimente in Verdiinnungen bzw.
Volumina mit identischem °F-Gehalt einsetzen zu kénnen, wurde im Rahmen der Partikelcharakteri-
sierung (siehe Kapitel 2.2.1) der °F-Gehalt jeder der eingesetzten Substanzen mittels *H/*°F-MRT be-
stimmt. Fir die Messungen wurden jeweils 10 pul der PFCs bzw. PLGA-Nanopartikel in 0,2 ml PCR-Re-
aktionsgefale Uiberfihrt, welche mit Hilfe von Klebeband rund um ein mit Wasser gefiilltes 2 ml Rea-
giergefal fixiert wurden. Dieses wurde dann in die Spule eingebracht und in dieser fixiert, wobei, um
ein Herunterrutschen des Reagiergefalles im Probenkopf zu verhindern, ein Stlick Schaumstoff unter
das ReagiergefaR gesteckt wurde. Fiir die korrekte Positionierung der Messung wurde zunachst eine
'H RARE-Aufnahme als Ubersichtsaufnahme angefertigt, die die PCR-GefaRe quer (axial) schnitt (256 x
256 Matrix, FOV 25,6 x 25,6 cm?, TR 2500 ms, Schichtdicke 2 mm, 13 Schichten, 1 Mittelung, Akquisi-
tionszeit 30 sec). Anhand dieser Ubersichtsaufnahme wurden mit Hilfe einer weiteren RARE-Aufnahme
zwei Langsschnitte (koronal) durch die GefaRe geplant (256 x 256 Matrix, FOV 25,6 x 25,6 cm?, TR 3500
ms, Schichtdicke 1 mm, 1 Schicht, 1 Mittelung, Akquisitionszeit 7 sec), die es wiederum ermoglichten,
die korrekte Hohe und Position fiir einen weiteren axialen Schnitt, dieses Mal eine *°*F RARE-Aufnahme,
einzustellen (32 x 32 Matrix, FOV 25,6 x 25,6 cm?, TR 2500 ms, Schichtdicke 3 mm, 1 Schicht, 32 Mitte-

lungen, Akquisitionszeit 1 min 20 sec).
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Zur Analyse des F-Gehaltes wurden anhand der *°F-Aufnahme mithilfe des Bruker Fiji ,plugins” die
Querschnitte der PCR-GefaRe umrandet und lber eine Hintergrund-, region of interest / ROI“ in einer
Ecke des Bildes der Gesamt-1°F Gehalt der Substanzen [Summe der (mittleren **F-Signale der ROl in
der jeweiligen Schicht - mittleres *F-Signal der Hintergrund-ROI) * Fliche der ROl in der jeweiligen

Schicht] berechnet.

2.2.6.2 Untersuchung der Partikelaufnahme in Kulturzellen mittels *H/*’F-MRT

Um, als MaR fir die zelluldre Aufnahme von PFCs und PLGA-Nanopartikeln, die °F-Konzentration in
Zellpellets von CHO Zellen sowie RAW264.7 Makrophagen zu bestimmen, wurde der °F-Gehalt der
Zellen nach 2 h bzw. 24 h Partikelinkubation untersucht. Hierfiir wurden die mit PFA fixierten Zellen in
ihren 0,2 ml PCR-GefdaRen auBen an einem mit Wasser gefiillten 2 ml Reagiergefall befestigt, so dass
sich auf der einen Seite des Reagiergefalles die Negativkontrolle und auf der anderen die Proben be-
fanden. Dann wurden die Proben samt ReagiergefalR in den Probenkopf eingebracht und in diesem
fixiert, wobei, um ein Herunterrutschen des Reagiergefalles im Probenkopf zu verhindern, ein Stiick
Schaumstoff unter dieses gesteckt wurde. Fir die korrekte Positionierung der Messung wurde zu-
nachst eine 'H RARE-Aufnahme als Ubersichtsaufnahme angefertigt, die die PCR GefiRe quer (axial)
schnitt (256 x 256 Matrix, FOV 2,56 x 2,56 cm?, TR 2500 ms, Schichtdicke 2mm, 13 Schichten, 1 Mitte-
lung, Akquisitionszeit 30 sec). Anhand dieser Ubersichtsaufnahme wurden mit Hilfe einer weiteren *H
RARE-Aufnahme zwei Langsschnitte (koronal) durch die PCR-GefdRe geplant, von denen ein Schnitt
jeweils zwei GefiRe erfasste (256 x 256 Matrix, FOV 2,56 x 2,56 cm?, TR 3500ms, Schichtdicke 1mm, 1
Schicht, 1 Mittelung, Akquisitionszeit 7 sec). Anhand dieser Aufnahmen wurde eine H-RARE-Auf-
nahme angelegt, mit der die Pellets erfasst wurden. Diese fanden sich im unteren Bereich der PCR-
GefiRe unter dem sich als helle Fliche darstellenden PBS (256 x 256 Matrix, FOV 2,56 x 2,56 cm?, TR
3500 ms, Schichtdicke 1 mm, 12 Schichten, 1 Mittelung, Akquisitionszeit 1 min, 24 sec). Mit gleicher
Geometrie wurde eine °F RARE-Aufnahme geplant, welche nach Umstellen der Spulen auf '°F in orts-
gleicher Position aufgenommen wurde (32 x 32 Matrix, FOV 2,56 x 2,56 cm?, TR 2500 ms, Schichtdicke
1 mm, 12 Schichten, 1024 Mittelungen, Akquisitionszeit 42 min, 40 sec).

Zur Bestimmung des F-Gehaltes in den Zellpellets wurden anhand der *H-Referenzaufnahme mithilfe
des Bruker Fiji ,,plugins” in jeder angefertigten Schicht die Querschnitte der PCR Gefidlle umrandet und
Uiber eine Hintergrund-ROl in einer Ecke des Bildes das SNR - Summe der (mittleren °F-Signale der ROI
in der jeweiligen Schicht - mittleres *F-Signal der Hintergrund-ROI) / mittlere Standardabweichung der

Hintergrund-ROl) - der Pellets berechnet.
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2.2.6.3 Kombinierte 1H/*’F-MRT des Blutes, der Milz und Leber, des Knochenmarkes und der Lymph-
knoten

Zur Bestimmung des °F-Gehaltes in Blut, Milz, Leber, Knochenmark und Lymphknoten wurden zu ver-
schiedenen Zeitpunkten (1 h, 3 h, 6 h, 24 h, bzw. nach 4, 7, 14, 21, 28 d) *H/**F-MRT Messungen des
Blutes (V. cava, Aorta abdominalis auf Hohe der Nieren) sowie der Leber und Milz durchgeflhrt. Eine
Messung der Lymphknoten (Lnn. subiliaci) erfolgten nach 24 h, eine Messung des Knochenmarkes
(Femur) nach 24 h, sowie fiir die bNEs und PLGA-NPs zusatzlich nach 4, 7, 14, 21 und 28 Tagen. Der
Versuchsaufbau ist in Abbildung 2.5 dargestellt.

PFCs /
PLGA-NPs i. v.

1 h-28 d: Blut, RES
24 h: Lnn | 24 h-28 d: KM

L A A A A A A A A
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Abbildung 2.5: Schematische Darstellung des Ablaufs der in vivo Versuche zur Gewebeverteilung und -halbwertszeit mittels
kombinierter 1H/°F-MRT. An Tag 0 wurden PFCs oder PLGA-NPs in identischen Volumina und auf den 1°F-Gehalt normierten
Konzentrationen lber die seitliche Schwanzvene appliziert. Zu den Zeitpunkten 1 h, 3 h, 6 h, 24 h sowie 4, 7, 14, 21 und 28
Tage wurden H/1°F-Messungen durchgefihrt, bei denen das °F-Signal in Blut, Milz und Leber gemessen wurde. Ab 24 h
wurde zusatzlich das Signal im Knochenmark gemessen, und zum Zeitpunkt 24 h zudem das in den Lymphknoten. PFCs = 83
nm und 299 nm PFC-Nanoemulsionen; PLGA-NPs = 226 nm PLGA-Nanopartikel; KM = Knochenmark; Lnn = Lymphknoten; RES
= Retikuloendotheliales System (d. h. Milz und Leber).

Fir die MRT-Messungen wurde die Narkose mit 2-3 % Isofluran in 60 % N, und 25 % O, in einer luftge-
fluteten Narkosekammer eingeleitet und mit 1-2 % Isofluran tber eine Nasenmaske aufrechterhalten.
Nach Einleitung der Narkose wurden die Tiere auf dem ,,animal handling system” des MRT-Probenkop-
fes platziert. Ein Atemballon wurde unter der Brust der Tiere positioniert. Dieser ermdglichte es, wah-
rend der Messung Uber die Atembewegungen Vitalitdat und Narkosetiefe zu Giberwachen. Um die Auf-
zeichnung der Atembewegung zu verbessern, wurde ein kleines Stiickchen Schaumstoff unter den
Atemballon gelegt. Den Tieren wurde Augensalbe appliziert, um ein Austrocknen der Cornea zu ver-
hindern. Zuletzt erfolgte mithilfe von Klebeband im Nacken der Tiere eine Fixation am ,,animal handling
system*“, um ein Herunterrutschen der Maus innerhalb des Probenkopfes wahrend der Messung im
vertikalen Spektrometer zu verhindern. Um das Einbringen der Tiere in den Probenkopf zu erleichtern,

wurden diese mit einer zurechtgeschnittenen Plastikrohre, die genau in das ,,animal handling system*”
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passte bedeckt. Die Mause wurden so im Probenkopf positioniert, dass sich Leber und Milz im Isozent-
rum der Spule befanden. Fir die Aufnahme des Knochenmarkes des Femurs wurden die Tiere, um
wiederum den Femur im Isozentrum der Spule positionieren zu kdnnen, mit Nasenmaske und Atem-
ballon ca. 1 cm weiter rostral platziert. Fir die korrekte Ausrichtung der Hinterbeine wahrend dieses
Scans wurden diese mit Klebeband parallel zueinander unter dem Koérper fixiert. Fiir die Aufnahme der
Lnn. subiliaci wurden die Tiere nach der Knochenmarksaufnahme zusammen mit der Nasenmaske und
dem Atemballon ca. 5 mm nach caudal verschoben. Um ein Auskiihlen der Mduse wahrend der Mes-
sungen zu verhindern, wurde das Kihlsystem der Spule auf 32 °C erwarmt. Wahrend der Messungen
erfolgte eine kontinuierliche Kontrolle der Atmung, die mittels PC-SAM Software an einem separaten

Computer verfolgt werden konnte.

Zur korrekten Positionierung der Leber- und Milz-Aufnahmen wurde zunichst eine *H RARE-Aufnahme
in axialer Orientierung als Ubersichtsaufnahme durchgefiihrt (256 x 256 Matrix, FOV 2,56 x 2,56 cm?,
TR 2500 ms, Schichtdicke 2 mm, 13 Schichten, 1 Mittelung, Akquisitionszeit 30 sec). Anhand dieser
Aufnahme wurde wiederum eine *H RARE-Aufnahme in sagittaler Orientierung geplant, die waage-
recht durch die beiden Nieren auf Hohe des Nierenmarkes verlief (256 x 256 Matrix, FOV 2,56 x 4 cm?,
TR 2500 ms, Schichtdicke 1 mm, 1 Schicht, 1 Mittelung, Akquisitionszeit 12 sec, 500 ms). Die *H RARE-
Ubersichtsaufnahme wurde dupliziert, anhand der ersten Ubersichtsaufnahme so positioniert, dass
der Tierkorper senkrecht zu den seitlichen Bildkanten ausgerichtet war, sowie anhand der sagittalen
Aufnahme so, dass der Messbereich unmittelbar cranial des Zwerchfells begann (256 x 192 Matrix,
FOV 2,56 x 2,56 cm?, TR 2500 ms, Schichtdicke 2 mm, 13 Schichten, 13 Mittelungen, Akquisitionszeit 2
min, 30 sec). Anhand dieser *H-Aufnahme wurde eine °F RARE-Aufnahme mit gleicher geometrischer
Orientierung geplant (64 x 64 Matrix, FOV 2,56 x 2,56 cm?, TR 2500 ms, Schichtdicke 2 mm, 13 Schich-

ten, 128 Mittelungen, Akquisitionszeit 10 min, 40 sec).

Fur die Messung des °F-Gehaltes im Blut wurde als Referenzbild eine *H FLASH-Aufhahme durchge-
fiihrt, welche anhand der fiir die Leber- und Milzaufnahmen angefertigten *H RARE-Ubersichtsauf-
nahme senkrecht zu den seitlichen Bildkanten ausgerichtet wurde. Anhand der sagittalen *H RARE-
Aufnahme, die im Rahmen der Leber- und Milzaufnahmen angefertigt worden war wurde der Mess-
bereich so definiert, dass er unmittelbar caudal der rechten Niere endete (256 x 192 Matrix, FOV 2,56
x 2,56 cm?, TR 10 ms, Schichtdicke 1 mm, 5 Schichten, 4 Mittelungen, Akquisitionszeit 28 sec, 800 ms).
Mit der FLASH-Aufnahme konnte das flieRende Blut erfasst werden, wobei hier der Abschnitt der V.
cava caudalis und der Aorta abdominalis auf Héhe der Nieren dargestellt wurde. Anhand dieser H
FLASH-Aufnahme wurde eine F FLASH-Aufnahme mit gleicher geometrischer Orientierung geplant,

welche dazu diente, den °F-Gehalt des flieBenden Blutes zu erfassen (32 x 32 Matrix, FOV 2,56 x 2,56
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cm?, TR 50 ms, Schichtdicke 2 mm, 5 Schichten, 188 Mittelungen, Akquisitionszeit 5 min, O sec, 800

ms).

Fir die Bestimmung des °F-Gehaltes des Knochenmarkes wurden die Hinterbeine der Tiere fiir die
Planung der Aufnahmen zunichst mithilfe einer axialen *H FLASH-Aufnahme in der Ubersicht darge-
stellt (256 x 256 Matrix, FOV 2,56 x 2,56 cm?, TR 165,79 ms, Schichtdicke 1 mm, 20 Schichten, 2 Mitte-
lungen, Akquisitionszeit 1 min, 3 sec, 663 ms). Diese Aufnahme wurde bereits anhand des koronalen
Schnittes der initialen automatischen orthogonalen Aufnahmen so positioniert, dass sie den gesamten
Femur abdeckte. Anhand dieser Aufnahme wurden in der Folge in einer weiteren *H FLASH-Aufnahme
zwei koronale Schnitte so Gber dem Femur positioniert, dass der gesamte Knochen einer Kérperseite
jeweils in einer Schicht dargestellt werden konnte (256 x 256 Matrix, FOV 2,56 x 4 cm?, TR 100 ms,
Schichtdicke 1 mm, 2 Schichten, 2 Mittelungen, Akquisitionszeit 38 sec, 400 ms). Um ein Bild mit ho-
herer Auflésung zu erhalten, wurde nach dieser *H FLASH-Aufnahme noch eine *H RARE-Aufnahme mit
gleicher Geometrie durchgefiihrt (256 x 256 Matrix, FOV 2,56 x 4 cm?, TR 2000, Schichtdicke 1 mm, 2
Schichten, 4 Mittelungen, Akquisitionszeit 1 min, 36 sec). In ortsgleicher Lage wurde anschlieBend eine
19F RARE-Aufnahme mit einer abweichenden Schichtdicke von 3 mm angefertigt (64 x 64 Matrix, FOV
2,56 x 4 cm?, TR 2500 ms, Schichtdicke 3 mm, 2 Schichten, 256 Mittelungen, Akquisitionszeit 21 min,
20 sec).

Zur Darstellung der Lnn. subiliaci wurde zunachst, um fir die Planung der folgenden Aufnahmen eine
Ubersicht zu erhalten, eine axiale *H RARE-Aufnahme mit 13 Schichten von je 2 mm Dicke durchgefiihrt
(256 x 256 Matrix, FOV 2,56 x 2,56 cm?, TR 2500 ms, Schichtdicke 2 mm, 13 Schichten, 1 Mittelung,
Akquisitionszeit 30 sec), in der die Lymphknoten lokalisiert werden konnten. Anhand dieses Uber-
sichtsbildes wurde in einer weiteren *H RARE-Aufnahme jeweils ein koronaler Schnitt von 0,5 mm Dicke
durch die beiden Lymphknoten durchgefiihrt (256 x 256 Matrix, FOV 2,56 x 4 cm?, TR 2500 ms, Schicht-
dicke 0,5 mm, 2 Schichten, 1 Mittelung, Akquisitionszeit 12 sec, 500 ms). Anhand dieser Aufnahmen
konnte wiederum fir jede Seite eine axiale Aufnahme mit drei Schichten von 1 mm Dicke angelegt
werden, die jeweils einen Lymphknoten erfasste (256 x 256 Matrix, FOV 2,56 x 2,56 cm?, TR 2500 ms,
Schichtdicke 1 mm, 6 Schichten, 1 Mittelung, Akquisitionszeit 30 sec). Zuletzt wurde eine °F RARE-
Aufnahme mit identischer Geometrie angefertigt (64 x 64 Matrix, FOV 2,56 x 2,56 cm?, TR 4000 ms,
Schichtdicke 1 mm, 6 Schichten, 256 Mittelungen, Akquisitionszeit 34 min, 8 sec).

Im Falle der **F-Aufnahmen wurde die Matrix nach Aufnahme des Bildes auf 256 x 256 Pixel rekonstru-
iert, fir die Milz- und Leberaufnahmen wurde zudem noch ein Sine? Fenster iiber die Aufnahmen ge-
legt, welches dazu diente, schwache °F-Signale hervorzuheben und so leichter detektierbar zu ma-

chen. Fiir die Auswertung der *F-Aufnahmen wurden anhand der *H-Aufnahmen mithilfe des Bruker
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Fiji ,,plugins” die Leber oder Milz bzw. die BlutgefaRe, der gesamte Femur bzw. die Lnn. subiliaci um-
randet und anhand einer Hintergrund-ROI (im Falle der Milz-/Leberaufnahmen, der Knochenmark- und
Lymphknotenaufnahmen in einer Ecke des Bildes, im Falle der Aufnahmen des Blutes in Form einer
rechteckigen ROI Uber Tierkdrper und angrenzenden Hintergrund auBerhalb der Blutgefdfie) das je-
weilige SNR der °F-Signale in den Organen bzw. im Blut berechnet. Die Bluthalbwertszeit wurde mit-

tels der Formel N(t)=N*e"2/T/2 herechnet, wobei N = Anfangswert, t = Zeit, T1/, = Halbwertszeit ist.

2.2.6.4 Kombinierte 1H/**F-MRT von Entziindungsprozessen

Um das °F-Signal unter entziindlichen Bedingungen zum einen im Entziindungsherd, zum anderen in
Blut und peripheren Organen (Leber, Milz, Knochenmark und Lymphknoten) zu bestimmen, wurden
'H/®F-MRT Aufnahmen angefertigt. Die Injektion der PFCs erfolgte 24 h nach der Induktion der Ent-
ziindung, die MRT-Messungen 1 h, 3 h, 6 h und 24 h nach der PFC-Injektion (siehe Abbildung 2.6). Zur
Anfertigung der Aufnahmen der Matrigel- ,,plugs” mussten die Tiere so im ,,animal handling system*
positioniert werden, dass sich ihr Nacken im Isozentrum der Spule befand. Fir die Aufnahmen des
Herzens wurden die Mause etwas weiter rostral positioniert als fir die Milz- und Leberaufnahmen —

so, dass sich der Thorax mit dem Herzen im Isozentrum der Spule befand.

léﬂ Matrigel- ,,plug”

_ Matrigel/LPS PFCsi.v.

1 h-24 b Blut. RES 24 h: KM, Lnn,
24 h: ult. Entziindungsherd
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Abbildung 2.6: Schema der Entziindungsbildgebung mittels ‘H/*°F-MRT. An Tag -1 wurde bei mannlichen 12-14 Wochen
alten C57BL/6 Mé&usen eine Entziindung (steriles Entzindungsmodell: 50 min I/R Operation; bakterielles Entziindungsmodell:
Implantation von Matrigel + LPS s. c. in den Nacken) induziert. An Tag 0 wurden den Tieren Uber die seitliche Schwanzvene
PFCs injiziert, gefolgt von seriellen 1H/*°F-MRT Messungen nach 1 h, 3 h, 6 h und 24 h. 30 min und 2 h nach Partikelinjektion
wurde Blut aus der Schwanzspitze gewonnen. Nach 24 h wurden die Tiere unter finaler Blutentnahme euthanasiert und Her-
zen bzw. Matrigel- ,,plugs” entnommen, gefolgt von einer Isolation der Immunzellen aus Blut, Herzen bzw. Matrigel- ,plugs”
far durchflusszytometrische Messungen.

Matrigel/LPS-Modell

Der Matrigel- , plug” wurde zunichst in einer axialen *H RARE-Ubersichtsaufnahme durch den Nacken
des Tieres lokalisiert (256 x 256 Matrix, FOV 2,56 x 2,56 cm?, TR 3500 ms, Schichtdicke 1 mm, 10 Schich-
ten, 1 Mittelung, Akquisitionszeit 1 min 24 sec). Anhand dieser Aufnahme wurde eine koronale Auf-

nahme geplant, in der der Matrigel-,,plug” zentral eingestellt wurde (256 x 256 Matrix, FOV 2,56 x 2,56
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cm?, TR 3500 ms, Schichtdicke 1 mm, 1 Schicht, 2 Mittelungen, Akquisitionszeit 2 min 48 sec). Mithilfe
der koronalen Aufnahme wurde eine weitere, detaillierte axiale Aufnahme geplant, mit der der ge-
samte Matrigel- ,,plug” dargestellt werden konnte (256 x 256 Matrix, FOV 2,56 x 2,56 cm?, TR 2500 ms,
Schichtdicke 1 mm, 9 Schichten, 4 Mittelungen, Akquisitionszeit 2 min). Mit gleicher Geometrie wurde
als letztes eine °F RARE-Aufnahme angefertigt (64 x 64 Matrix, FOV 2,56 x 2,56 cm?, TR 2500 ms,
Schichtdicke 1 mm, 9 Schichten, 256 Mittelungen, Akquisitionszeit 21 min, 20 sec). Fir die Bestimmung
des 1°F-Gehalts wurde anhand der *H-Aufnahmen mithilfe des Bruker Fiji ,plugins” der Matrigel- ,,plug”

umrandet und anhand einer Hintergrund-ROl in einer Ecke des Bildes das SNR des °F-Bildes in identi-

scher Lokalisation berechnet.

Myokardinfarkt

Beim Myokardinfarktmodell wurden zunichst *H-Aufnahmen des Herzens angefertigt, die mit LGE-
Bildgebung (,late gadolinium enhancement”) kombiniert wurden. Hierdurch war es moglich, das Aus-
maR des Infarktes zu bestimmen. Das gadoliniumhaltige Kontrastmittel wurde in einer Konzentration
von 200 mM in isotonischer Kochsalzlsung eingesetzt. Bereits vor der ersten MRT-Aufnahme wurden
dem Tier 200 ul des Kontrastmittels i. p. injiziert (200 ul an einer Stelle oder 2 x 100 ul an zwei Stellen).
Dieses Kontrastmittel ist bei der Maus nach wenigen Minuten bis ca. 30 min im Infarktareal sichtbar.
Bereits anhand der zu Beginn der Messungen automatisch angefertigten drei orthogonalen Aufnah-
men konnte die korrekte Positionierung des Herzens beurteilt werden, da dieses einen als ,,Schlier”
sichtbaren Bewegungsartefakt verursacht, der sich orthogonal zum Herzen Uber die gesamte Breite
des Bildes erstreckt. Mithilfe der dritten - sagittalen - der orthogonalen Aufnahmen wurde als erstes
eine H FLASH cine-Aufnahme in Kurzachse angelegt, die mittig iber dem Herzen positioniert wurde.
Zudem wurde eine Navigatorschicht parallel zur eigentlichen Aufnahme durch den Aortenbogen ge-
legt, somit die Stelle der maximalen Bewegung. Eine Navigatorschicht erlaubt es, anhand der in dieser
Schicht registrierten Bewegung die Herz- und Atemfrequenz zu bestimmen und mithilfe dieser Werte
die einzelnen Aufnahmen der eigentlichen Messung zeitlich so durchzufiihren, dass der gesamte
Herzzyklus abgebildet werden kann. Die Parameter der Aufnahme waren: 256 x 256 Matrix, FOV 0,3 x
0,3 cm?, TR 5,82 ms, 1 mm Schichtdicke, 1 Schicht, 1 Mittelung, Akquisitionszeit 1 min, 53 sec, 738 ms.
Als nichstes wurde eine *H FLASH cine-Aufnahme in Lingsachse geplant, fir welche die Geometrie der
vorherigen Kurzachsenaufnahme importiert wurde, um die Aufnahme dann exakt orthogonal zu dieser
auszurichten. Diese longitudinale Aufnahme verlief zwischen den Papillarmuskeln und durch die Herz-
spitze. Auch hier wurde wieder die Navigatorschicht anhand des sagittalen Schnitts der initial angefer-
tigten orthogonalen Aufnahmen, nun im rechten Winkel zur eigentlichen Aufnahme durch den Aor-
tenbogen gelegt. Die in der vorherigen Kurzachsenaufnahme berechnete Atem- und Herzfrequenz
wurde fir diese Aufnahme als Voreinstellung ibernommen. Mithilfe eines ,,macros” wurden automa-

tisch verschiedene Messparameter eingestellt, die dazu dienten, das Signal des gadoliniumhaltigen
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Kontrastmittels optimal zu erfassen. Diese letzten beiden Schritte, also manuelle Ubernahme von Herz-
und Atemfrequenz der vorherigen Aufnahme und Aktivierung des ,,macros” fir das LGE wurden fir
alle weiteren *H-Aufnahmen durchgefiihrt. Nach der Langachsenaufnahme wurde die zuvor angefer-
tigte Kurzachsenaufnahme dupliziert, anhand der Langachsenaufnahme orthogonal zur Herzachse aus-
gerichtet und ungefahr in der Mitte des Herzens (mitventrikularer Schnitt) positioniert. Von dem mit-
ventrikuldren Schnitt ausgehend wurden, immer in 1 mm Schritten in basaler und danach apikaler
Richtung parallele Schnitte angefertigt, so dass schlieRlich das gesamte Herz abgebildet worden war.
Anhand dieser Aufnahmen wurde das LGE-Signal lokalisiert. Im Anschluss an die 'H-Aufnahmen wurde
als letztes eine F RARE-Aufnahme durchgefiihrt, fiir die die Geometrie der zuvor angefertigten mit-
ventrikuldren Aufnahme importiert wurde. In der *F-Aufnahme wurden ebenso viele Schichten mit 1
mm Abstand aufgenommen, wie in den zuvor durchgefiihrten *H-Aufnahmen parallele Querschnitte
durch das Herz angefertigt worden waren (64 x 64 Matrix, FOV 0,3 x 0,3 cm?, TR 2500 ms, Schichtdicke
1 mm, 256 Mittelungen, Akquisitionszeit 21 min, 20 sec). Fir die Quantifizierung des °F-Gehaltes
wurde anhand der 'H-Aufnahmen mithilfe des Bruker Fiji ,,plugins” das mittels LGE identifizierte infar-
zierte Areal des Herzens umrandet, um dann anhand einer Hintergrund-ROl in einer Ecke des Bildes

das SNR des ortsgleichen F- ,hot spots“ zu berechnen.
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3 Ergebnisse

3.1 Zelluldre Aufnahme, Gewebeverteilung und Bioeliminierung von PFCs und PLGA-Na-

nopartikeln

3.1.1 Charakterisierung von PFCs und PLGA-Nanopartikeln

In der vorliegenden Arbeit wurden Perfluorkarbon Nanoemulsionen (PFCs) und auch PLGA Nanoparti-
kel verwendet, die als *°*F-Quelle Perfluor-15-kronen-5-ether (PFCE) enthielten. Die PFCE Nanoemulsi-
onen wurden im Institut fiir Molekulare Kardiologie mittels Mikrofluidisation hergestellt. Die PLGA-
Nanopartikel wurden von der AG Srinivas (RadboudUMC, Nijmegen, Niederlande) zur Verfiigung ge-
stellt. Um durchflusszytometrische Messungen und mikroskopische Untersuchungen zu erméglichen,
enthielten die PLGA-Nanopartikel das Fluorophor Atto647 und PFCs das Fluorophor Cy5, welches ein

dem Atto647 vergleichbares Fluoreszenzprofil aufweist.

Mittels Photonenkorrelationsspektroskopie und *H/*®F-MRT wurden die fiir die folgenden Versuche
verwendeten Partikel in einem ersten Schritt genauer charakterisiert. Hierzu wurde der hydrodynami-
sche Durchmesser, der Polydispersitats-Index (PDI), das {-Potential sowie der Gesamt-'°F Gehalt der

Partikel ermittelt.

Es zeigte sich, dass die klassischen PFCs (sNEs) mit 83,25 * 4,83 nm den kleinsten hydrodynamischen
Durchmesser aufwiesen. Die PLGA-NPs waren mit 226,17 = 35,78 nm deutlich gréRer. Da bekannt ist,
dass die PartikelgroRe einen Einfluss auf die Eigenschaften der Partikel, z. B. deren zelluldre Aufnahme
besitzt!?®, musste fir die weitergehenden Versuche die GréRe der verwendeten Partikel angeglichen
werden. Weil es herstellungsbedingt nicht moglich ist, kleinere PLGA-Nanopartikel zu produzieren,
wurden durch Verringerung der Menge an Phospholipiden??® gréRere PFCs hergestellt (bNEs), welche
einen hydrodynamischen Durchmesser von 298,7 + 15,81 nm aufwiesen. Um Partikel mit einem gro-
Reren Durchmesser herzustellen, wurde bei der Herstellung der Phospholipid-Gehalt reduziert. Durch
die geringere Menge an Emulgator, der die innere Perfluorkarbonphase stabilisieren kann, nimmt hier-

bei die PartikelgréRe zul?4127,:128,206

Von Mitarbeitern der AG Srinivas wurde die Beobachtung gemacht, dass die PLGA-NPs eine andere
Ultrastruktur besitzen als die PFCs?%. Statt eines groRen PFCE Kerns wie die Nanoemulsionen, enthal-
ten sie zahlreiche kleine PFCE Tropfchen, welche in eine schwammartige PLGA-Struktur eingebettet

sind. Um zu untersuchen, ob die Ultrastruktur einen Einfluss auf die Partikeleigenschaften hat, wurden
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zusatzlich zu den urspriinglichen PLGA-NPs noch sogenannte PLGA-Nanokapseln (PLGA-NCs) herge-
stellt, die wie die PFCs einen einzigen grofen PFCE Kern in einer PLGA Hiille enthielten. Die PLGA-NCs
besaRen mit 165,04 + 80,18 nm eine dhnliche GréRe wie die PLGA-NPs.

Die GroRenverteilung der Partikel wird Gber den Polydispersitdtsindex (PDI) quantifiziert. Der PDI
reicht von 0,0-1,0. Bei einem PDI <0,1 spricht man von monodispers, bei einem PDI 0,1-0,2 von geringer
Dispersitat, zwischen 0,2-0,5 von breiter Dispersitat und iber 0,5 von sehr breiter Dispersitat (polydis-
pers)’. Der Polydispersitats-Index fiir die in der vorliegenden Studie verwendeten Nanopartikel lag fur
die sNEs (0,086 + 0,01 AU) und die PLGA-NCs (0,06 + 0,01 AU) im Bereich der Monodispersitat, wohin-
gegen die bNEs (0,31 £ 0,06 AU) und die PLGA-NPs (0,27 + 0,1 AU) eine breite Dispersitdt aufwiesen.
Alle verwendeten Partikel besallen ein negatives (-Potential. Das (-Potential der PLGA-NPs (-22,63 *
1,48 mV) und PLGA-NCs (-30,53 + 0,55 mV) war jedoch weniger negativ als das der gleich groRen bNEs
(-42,71 £ 3,07 mV), wahrend die sNEs ein Z-Potential von -32,88 + 1,5 mV aufwiesen. SchlieBlich wurde
auch der Gesamt-'°F Gehalt der Partikel ermittelt. Hierbei zeigte sich, dass dieser fiir die PLGA-NPs am
geringsten war (3,15x10° + 2,01x10° AU), wiahrend die Werte fiir die sSNEs mit 7,97x10° + 1,75x10° AU
bzw. 5,55x10° + 2,05x10° AU fiir die bNEs und 8,71x10° + 2,08x10° AU fiir die PLGA-NCs vergleichbar

waren. Die Ergebnisse der Partikelcharakterisierung werden in Abbildung 3.1 dargestellt.
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Abbildung 3.1: Partikelcharakterisierung von PFCs und PLGA-Nanopartikeln mittels Photonenkorrelationsspektroskopie
und *H/F-MRT. A.: Links: @NEs. Rechts: Lyophilisierte PLGA-NPs. Diese wurden fiir die Versuche in Phosphat-Glycerol Puffer
resuspendiert. B.-D. Mittels Photonenkorrelationsspektroskopie wurden der hydrodynamische Durchmesser, der Polydisper-
sitits-Index (PDI) sowie das {-Potential der Partikel bestimmt. E. Uber 1H/1°F-MRT wurde der Gesamt-1°F-Gehalt der Partikel
ermittelt. SNEs = 83 nm Cy5 PFC-Nanoemulsionen; bNEs = 299 nm Cy5 PFC-Nanoemulsionen; PLGA-NPs = 226 nm Atto647
PLGA-Nanopartikel; PLGA-NCs = 165 nm Atto647 Nanokapseln. Fir die statistische Auswertung wurde eine Einweg-Vari-
anzanalyse mit Bonferroni Post-Hoc-Test verwendet. Daten sind Mittelwert + SD von n = 3-5 individuellen Experimenten. * =
p<0,05, ** = p<0,01, *** = p<0,001.

3.1.2 Gewebeverteilung und Gewebehalbwertszeit von PFCs und PLGA-Nanopartikeln

Im Gegensatz zu PFCs'®2 wurden noch keine systematischen Versuche zur Gewebeverteilung PLGA-
ummantelter Partikel durchgefiihrt. Daher war es das Ziel, die Gewebeverteilung, die Halbwertszeit im
Blut, den Organen des retikuloendothelialen Systems sowie Knochenmark und Lymphknoten mittels

kombinierter *H/*F-MRT fiir sNEs, bNEs und PLGA-NPs in vivo zu untersuchen. Hierzu wurden an Tag
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0 auf den °F-Gehalt normierte Konzentrationen an Partikeln tiber die seitliche Schwanzvene appliziert.
AnschlieRend folgten *H/*F MRT-Aufnahmen nach 1 h, 3 h, 6 h, 24 h sowie 4, 7, 14, 21 und 28 Tagen.
Zu jedem Messzeitpunkt wurde das F-Signal in Blut, Milz und Leber gemessen, ab 24 h zudem im

Knochenmark. Fir die Lymphknoten erfolgte die Messung nur 24 h nach Partikelinjektion.

Im Blut zeigten sich gréBenabhangige Unterschiede in der Elimination der Partikel. So waren die gro-
Reren bNEs und PLGA-NPs bereits zum ersten Messzeitpunkt, d. h. nach einer Stunde nicht mehr im
Blut nachweisbar, wihrend die sNEs nach einem konstanten Abfall des 1°F-Signals von einem Maxi-
mum zum ersten Messzeitpunkt (SNR: 6,39 £ 0,64 AU) erst 24 h nach Injektion nicht mehr im Blut

detektiert werden konnten. Die fiir die sNEs berechnete Halbwertszeit lag dabei bei ca. 4-10 h.

3 h post 24 h post Blut
10+
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z 84 -~ PLGA-NPs
i
2
£
-4
-
§ c 1 1 1 1 1 1 1 | 1 1
o 1h 2h 3h 6h 24h 4d 7d 14d 21d28d
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Abbildung 3.2: Bluthalbwertszeit des 1°F-Signals nach i. v. Applikation von PFCs und PLGA-NPs. Links: Uberlagerte 'H- und
19F-FLASH Aufnahmen in axialer Orientierung auf Hohe der Nieren zu den Zeitpunkten 3 h und 24 h nach Injektion. Rechts:
Zeitlicher Verlauf des *°F-Signals im Blut nach i. v. Applikation Uber einen Zeitraum von 28 Tagen. t1/; = Halbwertszeit; SNEs =
83 nm PFC-Nanoemulsionen; bNEs = 299 nm PFC-Nanoemulsionen; PLGA-NPs = 226 nm PLGA-Nanopartikel. Fur die statisti-
sche Auswertung wurde eine Zweiweg-Varianzanalyse mit Bonferroni Post-Hoc-Test verwendet. Daten sind Mittelwert + SD
von n = 6 individuellen Experimenten.

Da bekannt ist, dass sich PFCs stark im retikuloendothelialen System anreichern’?, wurde im néchsten
Schritt untersucht, wie sich Anreicherung und Elimination der verwendeten Partikel in Milz und Leber
als zum retikuloendothelialen System gehérende Organe verhalten. Hierfiir wurde zu den bereits im
vorherigen Absatz genannten Zeitpunkten mittels kombinierter *H/°F-MRT das SNR des *°F Signals in
Leber und Milz gemessen. Die Anflutung in die und Ausscheidung der Partikel aus der Milz stellte sich
wie folgt dar: Initial kam es zu einer schnelleren Anreicherung der sNEs (maximales SNR nach 1 h: 51,3

+ 51,08 AU) und PLGA-NPs (maximales SNR nach 2 h: 79,85 + 66,4 AU), verglichen mit den bNEs, die
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erst nach 3 h ein Maximum erreichten (74,68 + 26,09 AU). Danach fiel das °F-Signal sowohl fiir die
sNEs als auch fiir die PLGA-NPs innerhalb von 2 h bzw. 3 h auf Werte im Bereich des Hintergrundrau-
schens ab. Das F-Signal der bNEs sank hingegen langsamer ab, wobei die Werte wahrend des Mess-
zeitraums Uber 28 Tage konstant im detektierbaren Bereich blieben. In der Leber kam es initial zu einer
schnelleren Anreicherung der gréBeren bNEs (maximales SNR nach 3 h) und PLGA-NPs (maximales SNR
nach 2 h), wahrend das Signal der sNEs erst nach 24 h ein Maximum erreichte. Hierbei lagen die Maxi-
malwerte der bNEs deutlich Gber den Werten der anderen beiden Partikel (bNEs: 153 + 31,73 AU,
PLGA-NPs: 80,8 + 9,48 AU, sNEs: 70,58 + 16,19 AU). Mit Erreichen des Maximumes stellte sich bei den
sNEs und bNEs ein Plateau ein, welches, abgesehen von einem leichten Abfall des Signals iber die Zeit
im Falle der bNEs, bis zum Ende der Messphase gehalten wurde. Das *°F-Signal der PLGA-NPs nahm

hingegen bereits nach 3 h bis auf Werte im Bereich des Hintergrundrauschens ab.
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Abbildung 3.3: Verlauf des 1°F-Signals von PFCs und PLGA-NPs im retikuloendothelialen System. A. Axiale 'H-RARE Aufnah-
men von Mdusen in Hohe der Leber zu den Zeitpunkten 1 h, 3 h, 24 h sowie 14 und 28 d nach i. v. Injektion. Zeitlicher Verlauf
des 1°F-Signals in Milz (B.) und Leber (C.) nach i. v. Injektion liber einen Zeitraum von 28 Tagen. Unten links: Zeitlicher Verlauf
des 19F-Signals in der Milz. Unten rechts: Zeitlicher Verlauf des 1°F-Signals in der Leber. sNEs = 83 nm PFC-Nanoemulsionen;
bNEs = 299 nm PFC-Nanoemulsionen; PLGA-NPs = 226 nm PLGA-Nanopartikel. Daten sind Mittelwert = SD von n = 6 individu-

ellen Experimenten.

Bei den Versuchen zur Akkumulation der Partikel in Knochenmark und Lymphknoten wurde vom oben
beschriebenen Protokoll insofern abgewichen, als den Tieren den Volumina der PLGA-NPs entspre-
chende Mengen unverdinnter PFCs injiziert wurden. Dies war erforderlich, da bei Vorversuchen bei
der Injektion verdiinnter PFCs kein Signal in Knochenmark und Lymphknoten detektiert werden

konnte. Entsprechend muss bei den erhobenen Daten eine rechnerische Korrektur des °F-Gehaltes
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erfolgen, um die Werte der PFCs und PLGA-NPs miteinander vergleichen zu kénnen. Bei der Betrach-
tung der F-Signalstirke in Knochenmark und Lymphknoten 24 h nach Injektion fielen deutliche Un-
terschiede in der Aufnahme der verschiedenen Partikel zwischen den Organen auf. So reicherten sich
im Knochenmark insbesondere die PLGA-NPs an (SNR 45 + 51,1 AU), gefolgt von bNEs (21,4 + 11,69
AU), wohingegen fiir sNEs so gut wie kein °F-Signal zu detektieren war (6,7 + 0,46 AU). In den Lymph-
knoten war hingegen die Aufnahme der sNEs am starksten (30,5 + 25,14 AU), gefolgt von den bNEs
(16,2 + 21,45 AU), wihrend hier fir die PLGA-NPs nur ein sehr geringes °F-Signal detektiert werden
konnte (3,4 + 1,39 AU). Fir die Messung des °F-Signals im Knochenmark (iber einen Zeitraum von
insgesamt 28 Tagen wurden nur die beiden groReren Partikel bNEs und PLGA-NPs verwendet, da nur
fiir diese nach 24 h ein deutliches Signal im Knochenmark detektierbar war. Hierbei konnte klar ein
stirkeres F-Signal fiir die bNEs, verglichen mit den PLGA-NPs zu jedem Messzeitpunkt nachgewiesen
werden. Das F-Signal nahm fiir beide Partikel bis 14 Tage nach Injektion kontinuierlich ab, blieb dann
fiir den Rest des Versuches jedoch auf dem zu diesem Zeitpunkt erreichten Level. Fiir die bNEs lag das
Niveau des Signals hierbei noch im detektierbaren Bereich (16,6 + 2,83 AU), wahrend fiir die PLGA-NPs
das °F-Signal an Tag 14 auf nicht mehr detektierbare Werte abfiel (8,7 + 4,75 AU).
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Abbildung 3.4: Anreicherung der PFCs und PLGA-NPs in Knochenmark und Lymphknoten. A. Verlauf des 1°F-Signals von bNEs
und PLGA-NPs im Knochenmark des Femurs Gber 28 Tage. B. 1°F-Signal im Knochenmark des Femurs sowie in den Lnn. subiliaci
24 h nach Partikelinjektion. sNEs = 83 nm PFC-Nanoemulsionen; bNEs = 299 nm PFC-Nanoemulsionen; PLGA-NPs = 226 nm
PLGA-Nanopartikel. Fir die statistische Auswertung wurde eine Zweiweg-Varianzanalyse mit Bonferroni Post-Hoc Test (A.)
bzw. eine Einweg-Varianzanalyse mit Bonferroni Post-Hoc-Test (B.) verwendet. Daten sind Mittelwert + SD von (A.) n = 3 bzw.
(B.) n = 6 individuellen Experimenten. *** = p<0,001.
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3.1.3 Zelluldre Aufnahme von PFCs und PLGA-Nanopartikeln

Neben den in vivo Versuchen zur Langzeit-Gewebeverteilung wurden erganzende Studien auf Zell-
ebene durchgefiihrt, um zu untersuchen, wie gut und wie schnell die sNEs, bNEs, PLGA-NPs und PLGA-
NCs von verschiedenen Zellen aufgenommen werden. Der Versuch beruhte auf der Hypothese, dass
die schnelle Elimination der PLGA-NPs aus dem Korper durch eine bessere zellulare Aufnahme der
PLGA-Nanopartikel hervorgerufen werden kénnte. Eine solche wiirde der schnellen Anreicherung der
PLGA-NPs im RES entsprechen. Dariiber hinaus konnte die vermehrte zellulare Aufnahme zu einer ver-
mehrten Degradation des PLGAs durch die Phagozyten und entsprechend zu einer beschleunigten Frei-
setzung des PFCE aus den Zellen flihren. Fiir die in vitro Versuche wurden Zelllinien, murine Blutimmun-

zellen sowie Zellen, die aus murinen Lebern und Milzen gewonnen wurden verwendet.

Aufnahme von PFCs und PLGA-Nanopartikeln in Zelllinien

Ziel des Versuches war es, anhand durchflusszytometrischer Untersuchungen sowie der *°F-Bildgebung
zu klaren, ob es Unterschiede hinsichtlich der Aufnahme von sNEs, bNEs, PLGA-NPs und PLGA-NCs in
etablierte Zelllinien gibt. Hierzu wurden nicht-phagozytierende CHO Zellen sowie die phagozytotischen
RAW?264.7 und J774.2 Makrophagen, ebenso wie THP-1 Zellen in vitro mit PFCs oder PLGA-Nanoparti-
keln inkubiert. Bei den Versuchen wurden jeweils auf den °F-Gehalt normierte Mengen der Partikel

miteinander verglichen.

Zu definierten Zeitpunkten wurden Proben entnommen und durchflusszytometrisch untersucht. Es
war erkennbar, dass die PLGA-ummantelten Partikel (PLGA-NPs und PLGA-NCs) liber die gesamte
Messzeit von allen Zelllinien deutlich besser aufgenommen wurden als die PFCs (Abbildung 3.5, A.).
Eine explizite Beschreibung der Zeitkinetiken der Partikelaufnahme findet sich in Kapitel 3.1.4 ,,Mecha-
nismen der Aufnahme von PFCs und PLGA-Nanopartikeln”. Die bNEs wurden besser aufgenommen als
die sNEs. Exemplarisch herausgegriffen, waren bei den RAW Makrophagen nach 80 min 40,6 + 18,5 %
der Zellen positiv flir sNEs, 59,9 + 17,4 % positiv fir bNEs, 98,6 + 0,9 % positiv flir PLGA-NPs und 99,5
+ 0,4 % positiv flir PLGA-NCs (Abbildung 3.5, A.). Die Verhéltnisse der fiir die einzelnen Partikel positi-
ven Zellen waren fiir die anderen Zelllinien dhnlich. Bei den CHOs war, verglichen mit den RAW264.7
Zellen, die Aufnahme der PLGA-Partikel geringer, bei den J774.2 und insbesondere den THP-1 Zellen

war die der PFCs geringer.

Zusatzlich zur Untersuchung der Partikelaufnahme mittels Durchflusszytometrie, wurden als zweite
Untersuchungsmethode CHO und RAW264.7 Zellen fiir 2 h mit Partikeln inkubiert und das °F-Signal
der Pellets nach Fixierung der Zellen in PFA mittels F-MRT gemessen. In den CHOs wurde nach 2 h
das starkste Signal fir die bNEs gemessen (bNEs: 102 + 54,6 AU, PLGA-NPs: 59,9 + 54,8 AU), in den
RAW?264.7 Zellen wurde das starkste Signal zu diesem Zeitpunkt fiir die PLGA-NPs beobachtet (bNEs:
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170 + 47,4 AU, PLGA-NPs: 221 + 132,2 AU). Die sNEs wiesen in beiden Zelllinien das schwichste *°F-
Signal auf. Das *F-Signal in den RAW264.7 Zellen war fiir bNEs und PLGA-NPs stirker als in den CHO

Zellen, ein entsprechender Unterschied war auch im Falle der sNEs vorhanden, aber nur gering (Abbil-

dung 3.5, B.).
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Abbildung 3.5: Aufnahme von PFCs und PLGA-Nanopartikeln in Zelllinien. A. Die Zelllinien CHO, RAW264.7,J774.2 und THP-
1 wurden mit sNEs, bNEs, PLGA-NPs und PLGA-NCs in auf den 19F-Gehalt normierten Konzentrationen inkubiert. Zu den Zeit-
punkten 0, 5, 10, 20, 40 und 80 min wurden Proben abgenommen. Die Untersuchungen der Proben erfolgten mittels Durch-
flusszytometrie. Oben: Vergleichende Darstellung des Zeitverlaufes. Unten: Aus der vorherigen Darstellung wurde der Zeit-
punkt 80 min herausgegriffen. B. Die Zelllinien CHO und RAW264.7 wurden mit sNEs, bNEs und PLGA-NPs inkubiert. Nach 2
h wurden die Zellen fixiert und mittels kombinierter 'H/*°F-MRT das Signal-Rausch-Verhaltnis (SNR) des °F-Signals bestimmt.
sNEs = 83 nm Cy5 PFC-Nanoemulsionen; bNEs = 299 nm Cy5 PFC-Nanoemulsionen; PLGA-NPs = 226 nm Atto647 PLGA-Nano-
partikel; PLGA-NCs = 165 nm Atto647 PLGA-Nanokapseln. Fir die statistische Auswertung wurde eine Zweiweg-
Varianzanalyse mit Bonferroni Post-Hoc-Test (A.) bzw. eine Einweg-Varianzanalyse mit Bonferroni Post-Hoc Test (B.)
verwendet. Daten sind Mittelwert + SD von n = 6 individuellen Experimenten. * = p<0,05, ** = p<0,01, *** = p<0,001.
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Aufnahme von PFCs und PLGA-Nanopartikeln durch primdre Zellen

Um Bedingungen zu schaffen, welche der in vivo Situation naher sind, sowie um zu untersuchen, in
welche Zellsubtypen die Partikel in vivo aufgenommen werden kdnnten, wurden zusatzlich zu den Zell-
kulturstudien noch primére Zellen aus dem Blut sowie aus den Organen des retikuloendothelialen Sys-
tems (Leber und Milz) gewonnen und mithilfe der Durchflusszytometrie die Partikelaufnahme in diese
Zellen untersucht. Zu diesem Zweck wurden zum einen Blutimmunzellen in vitro liber einen Zeitverlauf
von 40 min mit sNEs, bNEs, PLGA-NPs und PLGA-NCs inkubiert. Analysiert wurde die Aufnahme der
PFCs und PLGA-Nanopartikel durch Monozyten, Neutrophile, B- und T-Zellen. Die zeitlichen Verlaufe
der Partikelaufnahme lieRen sich in der Regel fir alle Partikel ungefahr mit einem Anstieg bis zum
Zeitpunkt 5 min und dem damit einhergehenden Erreichen eines Plateaus beschreiben. Leichte Abwei-
chungen von dieser Regel zeigten sich fiir einzelne Zellsubtypen. So kam es fir alle verwendeten Par-
tikel im Falle der Monozyten nach dem initialen steilen Anstieg zu einem weiteren leichten Anstieg der
Zahl positiver Zellen bis zum Ende der Messphase. Bei den Neutrophilen und B-Zellen kam es fiir die
bNEs und PLGA-NPs nach dem initialen steilen Anstieg hingegen zu einer leichten Reduktion der Zahl
positiver Zellen. Die T-Zellen wiederum folgten fiir alle Partikel dem Muster eines steilen Anstiegs bis

5 min, gefolgt von einem Plateau bis zum Ende der Messphase (Abbildung 3.6, A.).

Es war auffallig, dass von den Monozyten ab dem Zeitpunkt 20 min insbesondere die sNEs besonders
gut phagozytiert wurden, welche von den anderen untersuchten Zellsubpopulationen nur in sehr ge-
ringer Menge internalisiert wurden. Gleichzeitig zeigten die PLGA-NCs, welche von den beiden Lym-
phozytensubpopulationen von allen Partikeln am besten aufgenommen wurden, fir die Monozyten,
und zu den friiheren Messzeitpunkten zudem fiir die Neutrophilen die schlechteste Aufnahme. Die
PLGA-NPs unterschieden sich beziglich ihrer Aufnahme durch Monozyten und Neutrophile hingegen
so gut wie nicht von den bNEs. Bei B- und T-Zellen war die Praferenz der Aufnahme: PLGA-NCs > PLGA-
NPs > bNEs > sNEs. Betrachtet man allgemein den Prozentsatz an positiven Zellen in den einzelnen
Leukozytensubpopulationen, so lag im Falle der Monozyten die starkste Aufnahme der Nanopartikel
vor, gefolgt von den Neutrophilen und den B-Zellen, wahrend die geringste Aufnahme bei den T-Zellen
zu beobachten war. Um die Unterschiede der Aufnahme der Nanopartikel zwischen den einzelnen Zell-
populationen, sowie um Unterschiede in der Aufnahme der einzelnen Partikel bei Betrachtung einer
Zellsubpopulation besser illustrieren und Signifikanzen der Unterschiede aufzeigen zu kdnnen, wurden
zusatzlich zu den Zeitverlaufen exemplarisch die 40 min Werte herausgegriffen und graphisch darge-

stellt (Abbildung 3.6, B.)
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Abbildung 3.6: Aufnahme von PFCs und PLGA-Nanopartikeln durch murine Leukozyten. Aus murinem Vollblut isolierte Leu-
kozyten wurden mit sNEs, bNEs, PLGA-NPs und PLGA-NCs in auf den 19F-Gehalt normierten Konzentrationen inkubiert. Zu
den Zeitpunkten 0, 5, 10, 20 und 40 min wurden Proben abgenommen. Die Untersuchungen der Proben erfolgten mittels
Durchflusszytometrie. A. Vergleichende Darstellung des Zeitverlaufs. B. Aus der vorherigen Darstellung wurde der Zeitpunkt
40 min herausgegriffen. sNEs = 83 nm Cy5 PFC-Nanoemulsionen; bNEs = 299 nm Cy5 PFC-Nanoemulsionen PLGA-NPs = 226
nm Atto647 PLGA-Nanopartikel; PLGA-NCs = 165 nm Atto647 PLGA-Nanokapseln. Fiir die statistische Auswertung wurde eine
Zweiweg-Varianzanalyse mit Bonferroni Post-Hoc-Test verwendet. Daten sind Mittelwert + SD von n = 3 - 6 individuellen
Experimenten. * = p<0,05, ** = p<0,01, *** = p<0,001.

Es wird in der Literatur beschrieben, dass injizierte PFCs sich insbesondere in den Organen des reti-
kuloendothelialen Systems anreichern, wo sie vorrangig von den Zellen des mononukledren Phagozy-
tensystems, d. h., von den Kupfferzellen der Leber und den Makrophagen der Milz aufgenommen wer-
den’ . In der vorliegenden Studie sollte daher geklart werden, von welchen Zellsubpopulationen die
Partikel bei der in vitro Inkubation aus Lebern und Milzen isolierter primarer Zellen aufgenommen
werden. Hierflir wurde nach Dissoziation von murinem Leber- und Milzgewebe mittels durchflusszyto-
metrischer Messungen untersucht, in welchem Male PFCs und PLGA-Nanopartikel tiber einen Zeitver-
lauf von 180 min von den verschiedenen Zellpopulationen (Immunzellen, Hepatozyten, Endothelzellen,
Kupfferzellen) der beiden Organe in vitro aufgenommen werden. Dieser, verglichen mit den vorherigen
Studienteilen langere Zeitraum wurde gewahlt, da sowohl Leber- als auch Milzzellen in vitro langer
vital sind als Blutimmunzellen und davon ausgegangen wurde, dass Uber den ldngeren Beobachtungs-

zeitraum Unterschiede zwischen den PFCs und PLGA-Nanopartikeln besser herausgestellt werden kon-

nen.
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In den aus den Lebern gewonnenen Immunzellen und Hepatozyten wurde fiir die Aufnahme der PFCs,
anders als fiir die Kupfferzellen und Endothelzellen nach 5 min ein Plateau der Zahl positiver Zellen
erreicht, das bis zum Ende der Messphase beibehalten wurde. Fiir die Kupffer- und Endothelzellen kam
es hingegen, nach einem initialen steilen Anstieg bis 5 min, bis zum Ende der Messphase zu einer wei-
teren leichten Zunahme der Zahl positiver Zellen. Fir die PLGA-Nanopartikel wurde fiir Lymphozyten,
Kupfferzellen, Endothelzellen und Hepatozyten, anders als fiir Monozyten und Neutrophile, ebenfalls
nach 5 min ein Plateau erreicht. Fir die Monozyten und Neutrophilen erfolgte hingegen nach dem
steilen initialen Anstieg ein fortgesetzter leichter Anstieg bis zum Ende der Messphase (Abbildung 3.7,
A.). Die sNEs und bNEs wurden ungefahr gleich gut aufgenommen, mit einer etwas besseren Aufnahme
der bNEs durch Monozyten und Neutrophile und einer etwas besseren Aufnahme der sNEs durch Kupf-
ferzellen und Endothelzellen. Die Aufnahme der PLGA-Nanopartikel war derjenigen der PFCs in jeder
Zellsubpopulation deutlich Gberlegen. In den Kupfferzellen und Endothelzellen nahm dieser Unter-
schied gegen Ende der Messphase aufgrund der oben beschriebenen langsamen Zunahme der Zahl der
flr PFCs positiven Zellen tber die Messphase ab. Die PLGA-NPs und PLGA-NCs wurden beide ungefahr
gleich gut aufgenommen, mit einer etwas besseren Aufnahme der PLGA-NPs durch Neutrophile und
einer etwas besseren Aufnahme der PLGA-NCs durch Lymphozyten. Um Signifikanzen der Unter-
schiede der Aufnahme der PFCs und PLGA-Nanopartikel durch die einzelnen Zellsubpopulationen dar-
stellen zu kdnnen sowie um die Unterschiede der Partikelaufnahme zwischen den einzelnen Zellpopu-
lationen besser herausstellen zu kénnen, wurden zuséatzlich zu den Zeitverlaufen exemplarisch die 180

min Werte graphisch miteinander verglichen (Abbildung 3.7, B.).

In den Milzzellen wurde flr die sSNEs/bNEs im Falle aller betrachteten Immunzellsubpopulationen (Mo-
nozyten, Neutrophile, T- und B-Zellen) nach 5 min ein Plateau der Zahl der positiven Zellen erreicht,
das bis zum Ende der Messphase beibehalten wurde. Ein entsprechendes Plateau wurde fir die PLGA-
NPs im Falle der T-Zellen beobachtet, bei allen anderen Zellsubpopulationen kam es flr diese Art der
Partikel jedoch zu einem kontinuierlichen Anstieg der Zahl der positiven Zellen bis zum Ende der Mess-
phase. Fir die PLGA-NCs wurde bei den Neutrophilen nach 5 und bei den Monozyten nach 40 min ein
Plateau erreicht, wahrend bei den T- und B-Zellen ein kontinuierlicher Anstieg der Zahl der positiven
Zellen bis zum Ende der Messphase zu beobachten war (Abbildung 3.7, C.). Die PLGA-Nanopartikel
wurden von Monozyten, Neutrophilen, T- und B-Zellen deutlich starker aufgenommen als die PFCs.
Von den Neutrophilen abgesehen, war die Aufnahme der PLGA-NCs hoher als die der PLGA-NPs. Die
PFCs, insbesondere die sNEs wurden von keiner der Zellpopulationen in nennenswerter Menge aufge-
nommen, mit Ausnahme der Aufnahme der bNEs durch Monozyten und Neutrophile, die zwar gering,
aber dennoch klar erkennbar war. Auch fir die Milzzellen wurden, um Signifikanzen der Unterschiede
der Aufnahme der PFCs und PLGA-Nanopartikel durch die einzelnen Immunzellsubpopulationen dar-

stellen sowie um die Unterschiede der Partikelaufnahme zwischen den einzelnen Zellpopulationen
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besser herausstellen zu kdnnen, exemplarisch zusatzlich zu den Zeitverlaufen Balkendiagramme der

180 min Werte abgebildet (Abbildung 3.7, D.).
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Abbildung 3.7: Aufnahme von PFCs und PLGA-Nanopartikeln durch Zellen aus murinem Leber- und Milzgewebe. Aus muri-
nem Leber- und Milzgewebe isolierte Zellen (Immunzellen, Hepatozyten, Endothelzellen, Kupfferzellen) wurden mit sNEs,
bNEs, PLGA-NPs und PLGA-NCs in auf den 1°F-Gehalt normierten Konzentrationen inkubiert. Zu den Zeitpunkten 0, 5, 10, 20,
40, 80 und 180 min wurden Proben abgenommen. Die Untersuchungen der Proben erfolgten mittels Durchflusszytometrie.
(A. + C.) Darstellung des Zeitverlaufes. (B. + D.) Aus der vorherigen Darstellung wurde der Zeitpunkt 180 min herausgegriffen.
sNEs = 83 nm Cy5 PFC-Nanoemulsionen; bNEs = 299 nm Cy5 PFC-Nanoemulsionen; PLGA-NPs = 226 nm Atto647 PLGA-Nano-
partikel; PLGA-NCs = 165 nm Atto647 PLGA-Nanokapseln. Fir die statistische Auswertung wurde eine Zweiweg-
Varianzanalyse mit Bonferroni Post-Hoc-Test verwendet. Daten sind Mittelwert + SD von n = 3 individuellen Experimenten. *
=p<0,05, ** = p<0,01, *** = p<0,001.

3.1.4 Mechanismen der Aufnahme von PFCs und PLGA-Nanopartikeln

Im vorherigen Studienteil wurde beobachtet, dass PLGA-Nanopartikel besser von Zellen aufgenommen
werden als PFCs. Um der Beantwortung der Frage nach dem Grund hierfir naher zu kommen, wurde
im nachsten Schritt untersucht, von welchen Faktoren die Aufnahme der PFCs und PLGA-Nanopartikel
in Zellen abhangt. Hierfir wurden kultivierte Zellen sowie primare Leukozyten aus murinem Blut ver-

wendet.

Konzentrationsabhdngigkeit der Partikelaufnahme

Um zu untersuchen, inwieweit die Aufnahme von PFCs und PLGA-Nanopartikeln konzentrationsabhan-
gig ist, wurden die einzelnen Partikel in verschiedenen Konzentrationen auf den Zellen inkubiert und

Zellen im Anschluss durchflusszytometrisch sowie tiber °F-MRT-Messungen gemessen.

Mittels Durchflusszytometrie war fiir die PFCs ein steiler Anstieg der Zahl positiver Zellen bis zum Zeit-
punkt 5 min zu beobachten. Diesem folgte im Falle der sNEs eine nur noch leichte Zunahme der Zahl
positiver Zellen bis zum Ende der Beobachtungsperiode, wahrend die bNEs ein Plateau bis zum Ende
der Messphase aufwiesen. Im Falle der PLGA-NPs wurden fiir die CHO und J774.2 Zellen dhnliche Zeit-
kinetiken beobachtet - ein steiler Anstieg bis 5 min nach Beginn der Inkubation, gefolgt von einem
Plateau oder nur noch leichten Anstieg. Im Falle der RAW Makrophagen war fiir die PLGA-NPs eine
initial langsamere Zunahme der Zahl positiver Zellen zu beobachten. Hier zeigte sich der steilste An-
stieg zwar ebenfalls in den ersten 5 min, dann folgte jedoch fiir die héchste Konzentration eine weitere
deutliche Zunahme bis 20 min und ein Anstieg bis 80 min bei der mittleren Konzentration. Lediglich fir
die niedrigste Konzentration wurde, ebenso wie fir die PFCs, ein Plateau nach 5 min erreicht. Fir die
PLGA-NCs wurde fir RAW264.7 und J774.2 Makrophagen ein leichter Anstieg bis zum Ende der Mess-
phase fir die niedrigste Konzentration beobachtet, wahrend die hohen Konzentrationen nach 5 min
ein Plateau erreichten. Fiir die CHO Zellen hingegen wiesen alle Konzentrationen einen Anstieg bis zum

Ende der Messphase auf (Abbildung 3.8).
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Abbildung 3.8: Konzentrationsabhdngige Aufnahme von PFCs und PLGA-Nanopartikeln durch Zelllinien. Die Zelllinien CHO,
RAW264.7 und J774.2 wurden mit sNEs, bNEs, PLGA-NPs und PLGA-NCs inkubiert. Zu den Zeitpunkten 0, 5, 10, 20, 40 und 80
min wurden Proben abgenommen. Die Untersuchungen der Proben erfolgten mittels Durchflusszytometrie. sNEs = 83 nm
Cy5 PFC-Nanoemulsionen; bNEs = 299 nm Cy5 PFC-Nanoemulsionen; PLGA-NPs = 226 nm Atto647 PLGA-Nanopartikel; PLGA-
NCs = 165 nm Atto647 PLGA-Nanokapseln. Fir die statistische Auswertung wurde eine Zweiweg-Varianzanalyse mit
Bonferroni Post-Hoc-Test verwendet. Daten sind Mittelwert £ SD von n =5 - 6 individuellen Experimenten.

Zusatzlich zu den durchflusszytometrischen Untersuchungen erfolgte eine Quantifizierung des °F-
Gehaltes der Zellen fir verschiedene Konzentrationen an PFCs und PLGA-NPs, die fur 24 h auf den
Zellen inkubiert worden waren. Hierbei zeigten sich zum einen Unterschiede in der Aufnahme der Par-
tikel durch die verschiedenen Zelllinien, zudem fand sich sowohl fir die PFCs als auch die PLGA-NPs fur

alle Zelllinien eine Konzentrationsabhingigkeit des °F-Signals (Abbildung 3.9).
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Abbildung 3.9: 1H/'°F-MRT Untersuchungen der Aufnahme verschiedener Konzentrationen von PFCs und PLGA-Nanoparti-
keln. CHO, RAW264.7 und J774.2 Zellen wurden mit sNEs, bNEs und PLGA-NPs inkubiert. Zum Zeitpunkt 24 h wurden die
Zellen fixiert und mittels kombinierter *H/1°F-MRT der 1°F-Gehalt der Proben bestimmt. (A) Quantitative Analyse des 1°F Sig-
nals durch Ermittlung des Signal-Rausch-Verhéltnisses (SNR). (B) Reprasentative tUberlagerte H/1°F-MRT Bilder zur Darstel-
lung des °F-Gehaltes in aus RAW Makrophagen gewonnenen Zellpellets. 1°F-Signal in rot dargestellt. SNEs = 83 nm Cy5 PFC-
Nanoemulsionen; bNEs = 299 nm Cy5 PFC-Nanoemulsionen; PLGA-NPs = 226 nm Atto647 PLGA-Nanopartikel. Fir die
statistische Auswertung wurde eine Zweiweg-Varianzanalyse mit Bonferroni Post-Hoc-Test verwendet. Daten sind Mittelwert
+SD von n =5 - 6 individuellen Experimenten. * = p<0,05, ** = p<0,01, *** = p<0,001.

PFCs und PLGA-Nanopartikel werden von Zellen internalisiert

Mittels Konfokalmikroskopie sollte die Aufnahme von PFCs und PLGA-NPs in CHO-Zellen, welche fir
90 min mit Partikeln inkubiert wurden, untersucht werden. Der Hintergrund dieses Versuches war,
dass die Untersuchung der zelluldren Partikelaufnahme sowohl mittels durchflusszytometrischer Mes-
sungen als auch mittels *H/*°F-MRT den Nachteil besitzt, dass nicht unterschieden werden kann, ob
die Partikel wirklich aktiv von den Zellen aufgenommen wurden, oder ob sie lediglich passiv der Zell-
oberflache anhaften. Um die Internalisierung darzustellen, wurde die Oberflache der Zellen mit ,,wheat
germ agglutinin® (WGA) angefarbt. Die Cy5- bzw. Atto647-markierten Partikel konnten anhand der

Fluorochrome detektiert werden.

In diesem Versuch zeigte sich sowohl fir PFCs (rosa) als auch fiir PLGA-NPs (rosa) eine Akkumulation
in vesikuldren Strukturen innerhalb des Zytoplasmas, d. h. innerhalb der Grenzen der mittels WGA
(grin) angefarbten Zellmembran der CHO-Zellen. Hingegen war keine Kolokalisation der Partikel mit
dem Zellkern (DAPI, blau) zu beobachten. Die bei der Inkubation mit PFCs beobachteten Vesikel waren

groRer, verglichen mit den Vesikeln bei der Inkubation mit PLGA-NPs (Abbildung 3.10).
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PLGA-NPs

Abbildung 3.10: Internalisation von PFCs und PLGA-NPs in CHO-Zellen - Konfokalmikroskopie. CHO Zellen wurden fiir 90 min
mit PFCs bzw. PLGA-NPs in auf den 1°F-Gehalt normierten Konzentrationen inkubiert. Nach Fixation und Anfarbung der Zell-
membranen mit WGA sowie der Zellkerne mit DAPI erfolgten konfokalmikroskopische Untersuchungen. Cy5- bzw. Alexa647-
positive Vesikel sind mit Pfeilen markiert. PFCs = Cy5 PFC-Nanoemulsionen; PLGA-NPs = Atto647 PLGA-Nanopartikel; WGA:
,wheat germ agglutinin®, Alexa Fluor™ 488 Conjugate; DAPI: 4',6-Diamidin-2-phenylindol. Griin: WGA; Blau: DAPI; Rosa: Cy5
bzw. Atto647. 400 x VergroRerung.

Die zelluldre Aufnahme von PFCs und PLGA-Nanopartikeln ist energieabhéngig

Um die Mechanismen der zelluldren Partikelaufnahme naher zu untersuchen, insbesondere um fest-
zustellen, ob die Partikel den Zellen lediglich passiv anhaften oder ob sie von diesen durch energieab-
hangige Prozesse wie Endozytose oder Phagozytose aktiv aufgenommen werden, wurden in einer wei-
teren Reihe von Experimenten die Zellen (Kulturzellen, primare Blutleukozyten) fiir durchflusszytomet-
rische Untersuchungen der Partikelaufnahme zusatzlich bei einer Temperatur von 4 °C statt bei physi-
ologischen 37 °C inkubiert. Bei 4 °C sind samtliche ATP-verbrauchenden Prozesse, zu denen auch die
aktive Partikelaufnahme (Endozytose/Phagozytose) gehort, inhibiert. So ist es maoglich, auch mittels
Durchflusszytometrie eine energieabhangige aktive Aufnahme der Partikel von einem energieunab-

hingigen Anhaften an der Zelloberfliche zu unterscheiden®®®,

Es zeigte sich, dass in den Kulturzellen die Zeitkinetiken der Partikelaufnahme bei der Inkubation bei 4
°C, bei unterschiedlich starker maximaler Aufnahme der einzelnen Partikel ahnlich waren. Sowohl bei
PFCs als auch bei PLGA-Nanopartikeln wurde nach 5 min ein Plateau der Zahl positiver Zellen erreicht,

das Uber die gesamte restliche Messphase beibehalten wurde. Abgesehen von den bNEs wurde dabei
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eine starkere Aufnahme der Partikel bei 37 °C, verglichen mit 4 °C beobachtet. Die bNEs wiesen hinge-

gen kaum Unterschiede in der Aufnahme zwischen den beiden Temperaturen auf (Abbildung 3.11).
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Abbildung 3.11: Energieabhdingigkeit der Partikelaufnahme durch Zelllinien. CHO, RAW264.7, J774.2 und THP-1 Zellen wur-
den mit sNEs, bNEs, PLGA-NPs und PLGA-NCs in auf den 1°F-Gehalt normierten Konzentrationen inkubiert. Die Inkubation
erfolgte bei 4 °C und bei 37 °C. Zu den Zeitpunkten 0, 5, 10, 20, 40 und 80 min wurden Proben abgenommen. Die Untersu-
chungen der Proben erfolgten mittels Durchflusszytometrie. sNEs = 83 nm Cy5 PFC-Nanoemulsionen; bNEs =299 nm Cy5 PFC-
Nanoemulsionen; PLGA-NPs = 226 nm Atto647 PLGA-Nanopartikel; PLGA-NCs = 165 nm Atto647 PLGA-Nanokapseln. Fir die
statistische Auswertung wurde eine Zweiweg-Varianzanalyse mit Bonferroni Post-Hoc-Test verwendet. Daten sind Mittelwert
+ SD von n =3 - 6 individuellen Experimenten. * = p<0,05, ** = p<0,01, *** = p<0,001.

Keine der aus peripherem Blut gewonnenen Leukozytensubpopulationen zeigte in durchflusszytomet-
rischen Untersuchungen nach der Inkubation mit sNEs bei 4 °C eine nennenswerte Menge an sNE-
positiven Zellen. Fiir die bNEs und noch mehr fiir die PLGA-NPs und PLGA-NCs waren die Mengen po-

sitiver Zellen bei der Inkubation bei 4 °C hoher als fiir die sNEs. Auch im Falle dieser drei Partikel wurden
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jedoch insbesondere zu Zeitpunkten, zu denen eine starke Partikelaufnahme bei 37 °C detektiert wer-
den konnte, deutlich mehr Zellen bei Kérpertemperatur aufgenommen. Bei 4 °C war fir die bNEs flr
jede der untersuchten Zellsubpopulationen ein Anstieg bis 5 min, gefolgt von einer leichten Reduktion
bis auf ein Plateau zu beobachten, wahrend fir die PLGA-NPs und PLGA-NCs ein Plateau bereits nach

5 min erreicht wurde (Abbildung 3.12).
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Abbildung 3.12: Energieabhdingigkeit der Partikelaufnahme durch murine Leukozyten. Aus murinem Vollblut isolierte Leu-
kozyten wurden mit sNEs, bNEs, PLGA-NPs und PLGA-NCs in auf den 1°F-Gehalt normierten Konzentrationen inkubiert. Die
Inkubation erfolgte bei 4 °C und bei 37 °C. Zu den Zeitpunkten 0, 5, 10, 20 und 40 min wurden Proben abgenommen. Die
Untersuchungen der Proben erfolgten mittels Durchflusszytometrie. sNEs = 83 nm Cy5 PFC-Nanoemulsionen; bNEs =299 nm
Cy5 PFC-Nanoemulsionen; PLGA-NPs = 226 nm Atto647 PLGA-Nanopartikel; PLGA-NCs = 165 nm Atto647 PLGA-Nanokapseln.
Flr die statistische Auswertung wurde eine Zweiweg-Varianzanalyse mit Bonferroni Post-Hoc-Test verwendet. Daten sind
Mittelwert + SD von n = 3 - 6 individuellen Experimenten. * = p<0,05, ** = p<0,01, *** = p<0,001.
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Einfluss von Serumbestandteilen und der Bindung von Nanopartikeln an Fc-Rezeptoren auf die Partikelauf-

nahme

In diesem Versuchsteil wurde untersucht, ob Serumbestandteile einen Einfluss auf die Partikelauf-
nahme besitzen und welchen Einfluss die Bindung an Fc-Rezeptoren, welche ebenso wie Mannosere-

d 208,209 auf

zeptoren entscheidend an der Aufnahme von Nanopartikeln durch Phagozyten beteiligt sin
die Partikelaufnahme hat. Diese beiden Wege der Partikelaufnahme wurden ebenso in vorherigen Stu-
dien anderer Autoren untersucht'®. Zur Beantwortung der Frage nach der Bedeutung von Serumbe-
standteilen wurde Vollblut mehrfach mit PBS gewaschen, um das Serum zu entfernen, und schlief3lich
den Blutzellen eine dem Volumen des entfernten Serums entsprechende Menge an PBS zugesetzt. Fir
die Untersuchung der Bedeutung von Fc-Rezeptoren fiir die Partikelaufnahme wurde Vollblut mit , Fc-
block” versetzt, um eine Bindung der Partikel an die Fc-Rezeptoren der Immunzellen zu unterbinden.
Die Aufnahme von Partikeln durch Leukozyten des serumfreien bzw. mit ,,Fc-block” versetzten Blutes
wurde mit der durch Leukozyten aus unbehandeltem Vollblut verglichen. Fiir diesen Versuch wurden
sNEs und PLGA-NPs verwendet. So war es moglich, die Bedeutung verschiedener fir die zellulare Auf-
nahme verantwortlicher Mechanismen fir beide Arten von Ummantelungen zu untersuchen. bNEs als
der GroRe der PLGAs entsprechende Partikel wurden nicht untersucht, da sich bei diesen im vorange-
henden Studienteil zur energieabhdngigen Partikelaufnahme eine starke Sedimentation fand und so-
mit nicht klar zwischen aktiver Aufnahme und passivem Anheften an den Zellen getrennt werden

konnte.

Die sNEs wurden in Abwesenheit von Serum deutlich schlechter durch Monozyten aufgenommen als
bei der Inkubation von Vollblut. Im Falle der Neutrophilen war die Aufnahme der sNEs in Abwesenheit
von Serum dagegen sogar besser. Die PLGA-NPs wurden sowohl durch Monozyten als auch durch
Neutrophile in serumfreiem Blut deutlich besser aufgenommen als in Vollblut (Abbildung 3.13, A). Bei
der Inkubation mit ,,Fc-block” waren sowohl fiir die sNEs als auch fiir die PLGA-NPs keine Unterschiede
in der Aufnahme durch Monozyten und Neutrophile zwischen dem Vollblut ohne und dem mit ,Fc-

block” versetzten Blut zu beobachten (Abbildung 3.13, B).
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Abbildung 3.13: Einfluss von Serumbestandteilen und der Bindung an Fc-Rezeptoren auf die Aufnahme von PFCs und PLGA-
Nanopartikeln. A. Bei murinem Blut wurde das Serum durch PBS ersetzt oder (B.) das Vollblut wurde mit ,,Fc-block” versetzt.
Es erfolgte eine Inkubation mit sNEs und PLGA-NPs. Zu den Zeitpunkten 0, 5, 10, 20, 40, 80, 120 und 180 min wurden Proben
entnommen. Die Untersuchungen der Proben erfolgten mittels Durchflusszytometrie. sNEs = 83 nm Cy5 PFC-Nanoemulsio-
nen; bNEs =299 nm Cy5 PFC-Nanoemulsionen; PLGA-NPs = 226 nm Atto647 PLGA-Nanopartikel. MFI = mittlere Fluoreszenzin-
tensitat. Fur die statistische Auswertung wurde eine Zweiweg-Varianzanalyse mit Bonferroni Post-Hoc-Test verwendet. Daten
sind Mittelwert + SD von n = 3 individuellen Experimenten. * = p<0,05, ** = p<0,01, *** = p<0,001.

Hemmung der Clathrin-abhéngigen Endozytose und der Phagozytose

Als weiterer Schritt sollte untersucht werden, ob eine unspezifische Hemmung der Clathrin-mediierten
Endozytose durch Chlorpromazin oder eine Hemmung der Phagozytose durch Cytochalasin D eine Re-
duktion der Partikelaufnahme bewirken. Hierzu wurden dem Vollblut 10 pug Chlorpromazin bzw. 10 uM
Cytochalasin D zugesetzt und die Aufnahme der Partikel durch die verschiedenen Leukozytensubgrup-
pen in so behandeltem Blut mit der durch die Leukozyten in unbehandeltem Kontrollblut verglichen
(Abbildung 3.14). Auch in diesem Versuchsteil wurde die Aufnahme von sNEs und PLGA-NPs durch die

Immunzellen untersucht.

Uberraschenderweise zeigte sich eine bessere Aufnahme der sNEs durch Monozyten und Neutrophile,
wenn das Blut mit Chlorpromazin versetzt wurde, wobei der Effekt mit langerer Inkubationsdauer zu-
nahm (Abbildung 3.14, A.). Fiir die Aufnahme der PLGA-NPs waren jedoch keine Effekte des Chlor-
promazins auf die Partikelaufnahme zu detektieren (Abbildung 3.14, A.). Bei der Behandlung mit Cy-
tochalasin D zeigte sich eine deutliche Reduktion der Aufnahme der sNEs durch Monozyten (Abbildung
3.14, B.), jedoch nicht durch Neutrophile. Fiir die Aufnahme von PLGA-NPs zeigte Cytochalasin D hin-

gegen keinen Effekt auf die Partikelaufnahme.
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Abbildung 3.14: Einfluss der Clathrin-mediierten Endozytose sowie der Phagozytose auf die Aufnahme von PFCs und PLGA-
Nanopartikeln durch murine Leukozyten. A. Murines Vollblut wurde mit 10 ug Chlorpromazin oder (B.) mit 10 uM Cytocha-
lasin D sowie mit sNEs bzw. PLGA-NPs inkubiert. Zu den Zeitpunkten 0, 5, 10, 20, 40, 80, 120 und 180 min wurden Proben
entnommen. Die Untersuchungen der Proben erfolgten mittels Durchflusszytometrie. NEs = 83 nm Cy5 PFC-Nanoemulsionen;
PLGA-NPs =226 nm Atto647 PLGA-Nanopartikel. MFI = mittlere Fluoreszenzintensitat. Fiir die statistische Auswertung wurde
eine Zweiweg-Varianzanalyse mit Bonferroni Post-Hoc-Test verwendet. Daten sind Mittelwert + SD von n = 3 individuellen
Experimenten. * = p<0,05, ** = p<0,01, *** = p<0,001.

3.1.5 PFCs und PLGA-Nanopartikel besitzen keine zytotoxischen Eigenschaften

Es ist bekannt, dass Perfluorkarbone chemisch und biologisch inert und daher nicht toxisch sind!2,
Auch die in dieser Studie verwendeten umhiillenden Substanzen, d. h. die aus Lipoid E80S stammen-
den Phospholipide®* sowie PLGA?*144 146171 ind nicht toxisch. Jedoch gibt es bisher keine systema-
tischen Untersuchungen zytotoxischer Effekte speziell der in der vorliegenden Arbeit verwendeten
Partikel. Daher wurde in diesem Studienteil die akute Zytotoxizitat der PFCs und PLGA-Nanopartikel
auf Zelllinien sowie primare Zellen genauer untersucht. Zudem sollte mit diesem Studienteil die Ursa-
che der schnellen Ausscheidung der PLGA-NPs aus dem Korper weiter erforscht werden. So ware es
moglich, dass die PLGA-NPs zytotoxische Effekte haben. Dies wiirde zu einer vermehrten Apoptose der
Zellen nach Partikelaufnahme fiihren, was wiederum zu einer schnelleren Freisetzung des PFCE aus

den Zellen mit folgender effizienterer Ausscheidung aus dem Korper fiihren kénnte.

Das erste Ziel des Versuches war es, die Zahl lebender Zellkulturzellen nach der Inkubation mit Parti-
keln zu quantifizieren. Dies erfolgte durchflusszytometrisch mithilfe einer Lebend-Tot Farbung. Hierfir
wurde 4°,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) verwendet, ein Fluoreszenzfarbstoff, der an DNA bindet. Da
DAPI die Membran lebender Zellen nicht durchtreten kann, farbt es nur die Kerne toter Zellen an. Des

Weiteren wurde anhand der mikroskopischen morphologischen Beurteilung von fiir 24 h mit Partikeln
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inkubierten Zellkulturen untersucht, ob sich Hinweise auf akute zytotoxische Effekte der Partikel fan-
den. In den durchflusszytometrischen Untersuchungen zeigte sich in der unbehandelten Kontrolle fir
alle verwendeten Zelllinien und Partikel Uber die Inkubationsdauer von 80 min nur eine minimale Re-
duktion der Zahl lebender Zellen (DAPI-) (Abbildung 3.15, A.). Bei mikroskopischer Beurteilung der
Zellkulturen nach 24 h Partikelinkubation fanden sich ebenfalls keine Hinweise auf morphologische
Veranderungen der Zellen, zytotoxische Effekte der Partikel oder Veranderungen der Zelldichte (Ab-

bildung 3.15, B.).

Wie bereits bei den Untersuchungen zur zellularen Partikelaufnahme, war es auch in diesem Studien-
abschnitt zur akuten Zytotoxizitdt das Ziel, Bedingungen zu untersuchen, welche der in vivo Situation
moglichst nahekommen. Entsprechend wurden primare Zellen (murine Blutimmunzellen, aus murinen
Lebern und Milzen isolierte Zellen) gewonnen, mit Partikeln inkubiert und mittels Durchflusszytomet-
rie die Mortalitat der Zellen untersucht. In der unbehandelten Kontrolle zeigte sich fiir murine Blu-
timmunzellen innerhalb der Inkubationsdauer von 80 min keine nennenswerte Reduktion der Zahl le-
bender Zellen. Auch fiir die PFCs und PLGA-Nanopartikel wurde keine erhéhte Zahl an toten Leukozy-
ten, verglichen mit der unbehandelten Kontrolle zum jeweiligen Zeitpunkt festgestellt. Flir aus muri-
nen Milzen und Lebern gewonnene Zellen zeigte sich in der unbehandelten Kontrolle keine erhdhte
Zahl toter Zellen Uber die Inkubationszeit von 80 min. Auch bei Vergleich der mit PFCs oder PLGA-
Nanopartikeln inkubierten Zellen mit der unbehandelten Kontrolle wurden zu den einzelnen Zeitpunk-

ten keine erhéhten Zahlen an toten Zellen beobachtet.
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Abbildung 3.15: Vitalitéit von Zelllinien sowie primédren Zellen nach Inkubation mit PFCs und PLGA-Nanopartikeln. A. + B.
CHO, RAW264.7 und J774.2 Zellen sowie (C.) aus murinem Blut, Milzen und Lebern gewonnene Zellen wurden mit sNEs, bNEs,
PLGA-NPs und PLGA-NCs inkubiert. A. +C. Zu den Zeitpunkten 0, 5, 10, 20, 40 und 80 min wurden Proben entnommen. Die
Untersuchungen der Proben erfolgten mittels Durchflusszytometrie. B. Nach 24 h wurden die Zellkulturen einer mikroskopi-
schen morphologischen Beurteilung unterzogen, in der auf Hinweise akuter Zytotoxizitat, veranderte Morphologie der Zellen
oder verminderte Zellzahl geachtet wurde. sNEs = 83 nm Cy5 PFC-Nanoemulsionen; bNEs = 299 nm Cy5 PFC-Nanoemulsionen;
PLGA-NPs = 226 nm Atto647 PLGA-Nanopartikel; PLGA-NCs = 165 nm Atto647 PLGA-Nanokapseln. Fiir die statistische
Auswertung wurde eine Zweiweg-Varianzanalyse mit Bonferroni Post-Hoc-Test verwendet. Daten sind Mittelwert + SD von n
= 3 individuellen Experimenten.

88



Ergebnisse

3.2 Einfluss von sterilen und nicht-sterilen Entziindungsprozessen auf die zelluldre Auf-

nahme und Gewebeverteilung von PFCs
Ziel dieses Teils der Arbeit war, anhand zweier verschiedener Entzlindungsmodelle — dem Myokardin-
farkt (Ml) als Modell fur eine sterile Entziindung sowie dem Matrigel/LPS-Modell als Modell fir eine
bakterielle Entziindung — systematisch das *°F-Signal im Entziindungsherd, in Blut und in peripheren
Organen (Leber, Milz, Knochenmark, Lymphknoten) vergleichend zu charakterisieren. Der Hintergrund
dieser Versuche war, dass bisher noch keine systematische Charakterisierung des '°F-Signals in Blut
und den Organen des retikuloendothelialen Systems unter nicht-entziindlichen und entziindlichen Be-
dingungen durchgefiihrt wurde. Aus zahlreichen Untersuchungen ist zwar bekannt, dass bei Myokard-
infarkt ein deutliches '°F-Signhal im Knochenmark des Sternums nachgewiesen werden kann''°, Ob die-
ses Signal jedoch unter entziindlichen Bedingungen gegeniber dem Ruhezustand verandert ist und ob
die Art der Entziindung hierbei eine Rolle spielt, wurde noch nicht untersucht. Zudem sollte der Ur-
sprung des F-Signals in Entziindungsherden auf zelluldrer Ebene genauer untersucht werden. Zu die-
sem Zwecke wurden in vitro und in vivo vergleichende Partikelaufnahmestudien an Immunzellen
durchgefiihrt, welche aus dem Blut von Tieren mit und ohne Entziindung sowie direkt aus Entzlin-
dungsherden gewonnenen wurden. Darliber hinaus wurden Kulturzellen und priméare Zellen in vitro
mit verschiedenen Entziindungsmediatoren stimuliert und der Einfluss dieser Behandlung auf die zel-

luldre PFC-Aufnahme untersucht.

3.2.1 H/®F-MRT von Entziindungsherd, Blut und peripheren Organen

Fir diese Studie wurden zwei verschiedene Entziindungsmodelle gewahlt. Als Modell fiir eine nicht-
sterile Entziindung wurde das Matrigel/LPS-Modell verwendet. Bei diesem wird Matrigel (Losung von
Bestandteilen extrazelluldrer Matrix), versetzt mit LPS s. c. in den Nacken von Mausen implantiert, wo
das LPS eine milde lokale Entziindungsreaktion auslést!’%210211 Kontrolltieren wurde Matrigel ohne
Zusatz von LPS implantiert. Als Modell fir eine sterile Entziindung wurde der Myokardinfarkt gewahlt.
Dieser wurde experimentell dadurch ausgelost, dass die linke Coronararterie (LAD) temporar ver-
schlossen wurde, wodurch eine Ischdmie des Myokards induziert wurde. In dem hier gewahlten Modell
erfolgte durch Wiedereréffnung des GefalRes im Anschluss an 50 min Ischamie eine Reperfusion des
Gewebes. In der vorliegenden Studie wurden als Kontrolle Tiere verwendet, bei denen die gleiche Ope-
ration durchgefiihrt, die LAD jedoch nicht verschlossen wurde (,,sham” OP). Die auf den Myokardin-

farkt folgenden Verdnderungen im Herzgewebe beinhalten auch eine Entziindungsreaktion.
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1H/®F-MRT von Matrigel- ,plugs“ und infarzierten Herzen

Die H/*®F-MRT Messungen des Matrigel- ,plugs” erfolgten 48 h nach Implantation des Matrigel-
»plugs”, bzw. 24 h nach Partikelinjektion. Die °F-Messung diente dem Zweck, das *°F-Signal im Entziin-
dungsherd zu quantifizieren. Bei den Tieren, denen mit LPS versetztes Matrigel implantiert worden
war, zeigte sich ein deutliches F-Signal im Entziindungsherd (Abbildung 3.16, A.). Dieses Signal war
auf das implantierte Material beschriankt, wobei sich der hdchste Gesamt °F-Gehalt im Randbereich
des Matrigel- ,plugs” fand, wahrend das Zentrum in den meisten Fallen kein Signal aufwies. Bei den
Tieren, denen Matrigel ohne LPS injiziert wurde, fand sich hingegen nur ein geringes Hintergrundsignal

im Bereich des Matrigel- ,plugs” (Abbildung 3.16, A.).

Auch nach der MI-Operation erfolgte die *H/*°F-MRT Messung des Herzens 48 h nach Operation, bzw.
24 h nach Partikelinjektion. Die *H-MRT Messungen wurden dabei mit ,late-gadolinium-enhancement”
(LGE) kombiniert, um den ischdamischen Bereich des Herzens darzustellen. Bei den Tieren nach MI-
Operation zeigte sich mittels LGE ein klar abgrenzbares Areal mit erhdhter Signalintensitat im T2 ge-
wichteten Bild (Abbildung 3.16, B.). Dieses war deckungsgleich mit einem deutlichen °F-Signal im My-
okard im apikalen Bereich des Herzens (Abbildung 3.16, B.). Bei den ,sham” -operierten Tieren fanden
sich hingegen weder eine erhéhte Signalintensitat im *H-Bild nach LGE, noch ein °F-Signal oberhalb

des Hintergrundrauschens im Bereich des Herzens.

90



Ergebnisse

A. Matrigel

*k %k
2.0x10""4 ' |

1.5%x10" -

Kontrolle

1.0x10" -

Gesamt 1°F [AU]

5.0x10°-

LPS

0.0-

Kontrolle LPS

4.0x10"°-

3.0%10"°4

sham

2.0x1010-

Gesamt 1°F [AU]

1.0%10"°-

0.0-
sham MI

Abbildung 3.16: °F-Signal in Matrigel- ,,plugs” und infarzierten Herzen. A. Matrigel/LPS-Modell. B. Myokardinfarktmodell.
A + B: An Tag 0 wurden den Tieren PFCs in die seitliche Schwanzvene injiziert. 24 h spater erfolgte kombinierte *H/*°F-MRT
Bildgebung zur Darstellung des Entziindungsherdes. Es wurde der Gesamt °F-Gehalt des Matrigel- ,,plugs” bzw. des mittels
LGE identifizierten ischdmischen Myokardareals bestimmt. A. Links: H, °F und kombinierte 'H/1°F-Bilder des Matrigel-
,plugs” von Kontrolltieren (oben) und Tieren, denen Matrigel vermischt mit LPS implantiert worden war (unten). Rechts:
Graphische Darstellung des Gesamt 1°F-Gehaltes im Matrigel- ,,plug” 24 h nach der PFC-Injektion in die seitliche Schwanzvene.
B. Links: Mit LGE kombinierte 1H, sowie 1°F und kombinierte *H/1°F-Bilder des Herzens von ,sham“ -operierten Tieren (oben)
und Tieren nach MI-Operation (unten). Rechts: Graphische Darstellung des Gesamt 1°F-Gehaltes im mittels LGE identifizierten
Infarktareal 24 h nach der PFC-Injektion in die seitliche Schwanzvene. Fir die statistische Auswertung wurde ein t-Test ver-
wendet. Daten sind Mittelwert + SD von (A.) n =5, (B.) n = 3 (sham) bzw. n = 1 (MI) individuellen Experimenten; ***=p<0,001.

1H/*°F MRT von Blut und peripheren Organen

Die 'H/*F-MRT-Messungen von Blut und peripheren Organen erfolgten 1 h, 3 h, 6 h und 24 h, bzw. fir
das Matrigel/LPS-Modell in einem Fall statt nach 24 h, 48 h nach der Injektion von PFCs in die seitliche
Schwanzvene. Die Injektion erfolgte wiederum 24 h nach der Implantation des Matrigel- ,plugs” bzw.
nach der MI-Operation. Die MRT-Aufnahmen dienten dem Zweck, das °F-Signal in verschiedenen Or-

ganen unter entziindlichen Bedingungen zu charakterisieren.
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Im Falle des Matrigel/LPS-Modells war im Blut noch bis 6 h nach PFC-Injektion ein °F-Signal detektier-
bar, welches aber bis zum Zeitpunkt 24 h auf Werte im Bereich des Hintergrundrauschens absank (Ab-
bildung 3.17, A.). Es zeigte sich kein Unterschied in der Stirke des °F-Signals zwischen den Tieren,
denen Matrigel mit LPS implantiert worden war und den Kontrolltieren ohne Entziindung, denen Mat-

rigel ohne LPS implantiert worden war.

Bei Mausen, an denen eine MI-Operation durchgefiihrt worden war, war im Blut noch bis 6 h nach PFC-
Injektion ein deutliches *°F-Signal detektierbar, welches aber bis zum Zeitpunkt 24 h auf Werte im Be-
reich des Hintergrundrauschens absank. Zu den Zeitpunkten 1 h (10,3 £ 2,2 vs. 7,23 £ 0,13 AU, p<0,05)
und 3 h (9,54 £ 0,36 vs. 5,76 + 1,46 AU, p<0,01) zeigten sich deutliche Unterschiede in der Starke des
F_Signals zwischen den Tieren nach MI-Operation und den ,sham“ -operierten Tieren, mit deutlich
starkerem Signal in der ,,sham“ -Gruppe. Erst nach 6 h glichen sich die Werte zwischen den beiden

Versuchsgruppen an (Abbildung 3.17, B.).
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Abbildung 3.17: Bluthalbwertszeit von PFCs. Zu den Zeitpunkten 1 h, 3 h, 6 h und 24 h bzw. 48 h nach Injektion von PFCs in
die seitliche Schwanzvene erfolgte kombinierte 1H/1°F-MRT Bildgebung zur Bestimmung der Starke des 1°F-Signals im Blut. Es
wurde das SNR der V. cava caudalis sowie Aorta abdominalis auf Hohe der Nieren bestimmt. Links: Kombinierte *H/1°F-Bilder
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der V. cava caudalis und Aorta abdominalis 3 h bzw. 24 h nach der Injektion von PFCs in die seitliche Schwanzvene. A. Matri-
gel/LPS-Modell. Kontrolltiere (oben) und Tiere, denen Matrigel vermischt mit LPS implantiert worden war (unten). B. MI-
Modell. ,,Sham“ -operierte Tiere (oben) und Tiere nach MI-Operation (unten). Rechts: Graphische Darstellung des SNR im Blut
Uber 48 h (Matrigel/LPS-Modell) bzw. 24 h (MI-Modell). Fir die statistische Auswertung wurde eine Zweiweg-Varianzanalyse
mit Bonferroni Post-Hoc-Test verwendet. Daten sind Mittelwert + SD von (A.) n =4 (24 h), n =1 (48 h), (B.) n = 3 (sham) bzw.
n =2 (Ml) individuellen Experimenten; *=p<0,05, **=p<0,01.

In der Leber nahm im Matrigel/LPS-Modell die Signalintensitat in beiden Gruppen innerhalb von 24 h
deutlich zu und fiel erst danach bis 48 h wieder bis auf den Ausgangswert ab. In der Gruppe, der Mat-
rigel/LPS implantiert worden war, war ab 3 h nach Partikelinjektion ein deutlich stirkeres °F-Signal in
der Leber zu detektieren als in der Kontrollgruppe (24 h: 151 + 39,6 vs. 231 + 59,2 AU, p<0,05, Abbil-
dung 3.18, A.). Auch in der Milz zeigte sich in diesem Modell ab 24 h ein gering starkeres °F-Signal in
den Tieren, bei denen dem Matrigel LPS beigemischt worden war (24 h: 63,3 + 34,9 vs. 93,7 £ 38 AU,
Abbildung 3.18, A.).

Nach MI nahm in der Leber die °F-Signalintensitat in beiden Gruppen innerhalb von 24 h deutlich zu.
Es fanden sich jedoch keine Unterschiede zwischen den MI- und den ,,sham” -operierten Tieren (Ab-
bildung 3.18, B.). In der Milz zeigte sich bei diesem Modell in den Tieren, an denen eine MI-Operation
durchgefihrt worden war, verglichen mit den Tieren nach ,,sham” -Operation, ein tendenziell, jedoch
nicht signifikant schwicheres °F-Signal, insbesondere zu den beiden frithesten Messzeitpunkten (1 h:
102 + 34,1 vs. 80,5+ 11 AU; 3 h: 101 £ 10,4 vs. 47 + 13,5 AU). Erst nach 6 h glichen sich die Werte der
beiden Gruppen an (Abbildung 3.18, B.).
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Abbildung 3.18: Aufnahme von PFCs in Leber und Milz unter entziindlichen Bedingungen. Zu den Zeitpunkten 1 h, 3 h, 6 h
und 24 h bzw. 48 h nach Injektion von PFCs in die seitliche Schwanzvene erfolgte kombinierte *H/1°F-MRT Bildgebung zur
Bestimmung der Starke des 1°F-Signals in Leber und Milz. Es wurde das SNR der Organe bestimmt. Links: Kombinierte H/1%F-
Bilder der Leber 3 h bzw. 24 h nach Partikelinjektion. A. Matrigel/LPS-Modell. Kontrolltiere (oben) und Tiere, denen Matrigel
vermischt mit LPS implantiert worden war (unten). B. MI-Modell. ,,Sham* -operierte Tiere (oben) und Tiere nach MI-Opera-
tion (unten). Rechts: Graphische Darstellung des SNR in Leber und Milz Giber 48 h (Matrigel/LPS-Modell) bzw. 24 h (MI-Mo-
dell). Fir die statistische Auswertung wurde eine Zweiweg-Varianzanalyse mit Bonferroni Post-Hoc-Test verwendet. Daten
sind Mittelwert + SD von (A.) n=4 (24 h), n=1 (48 h), (B.) n = 3 (sham) bzw. n = 2 (Ml) individuellen Experimenten; *=p<0,05.

Sowohl in dem Entziindungsmodell der sterilen als auch der nicht-sterilen Entziindung fanden sich im
Knochenmark keine Unterschiede in der Stirke des *F-Signals zwischen entziindlichem und nicht-ent-
ziindlichem Zustand (Abbildung 3.19). Hingegen war in beiden Modellen in den Lymphknoten der Tiere
mit Entziindungsherd ein tendenziell, aber nicht signifikant schwiacheres F-Signal zu detektieren als
in denjenigen der Kontrolltiere, bzw. der Tiere, an denen eine ,sham” -Operation durchgefiihrt worden
war (Matrigel/LPS-Modell: 89,7 + 79,9 vs. 48,9 £ 88,6 AU; MI-Modell: 94,1 + 6,08 vs. 42,7 AU, Abbildung
3.19).
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Abbildung 3.19: Aufnahme von PFCs in Knochenmark und Lymphknoten unter entziindlichen Bedingungen. 24 h nach Injek-
tion von PFCs in die seitliche Schwanzvene erfolgte kombinierte *H/1°F-MRT Bildgebung zur Bestimmung der Stéarke des 1°F-
Signals in Knochenmark und Lymphknoten. Es wurde das SNR der Organe bestimmt. Links: Kombinierte 1H/1°F-Bilder des
Knochenmarks des Femurs und der Lnn. subiliaci. A. Matrigel/LPS-Modell. Kontrolltiere (oben) und Tiere, denen Matrigel
vermischt mit LPS implantiert worden war (unten). B. MI-Modell. ,Sham* -operierte Tiere (oben) und Tiere nach MI-Opera-
tion (unten). Rechts: Graphische Darstellung des SNR in Knochenmark und Lymphknoten 24 h nach der Injektion von PFCs in
die seitliche Schwanzvene. Fir die statistische Auswertung wurde ein t-Test verwendet. Daten sind Mittelwert + SD von (A.)
n=4,(B.) n=3 (KM sham), n =2 (KM MI, Lnn. sham) bzw. n = 1 (Lnn. MI) individuellen Experimenten; ***=p<0,001.

Als weitere mit MRT detektierbare MessgréRe wurde anhand der in den *H-Aufnahmen umrandeten
Umrisse der Milz das Volumen dieses Organs quantifiziert. Hierbei zeigte sich im Matrigel/LPS-Modell,
dass die Milz in Tieren mit Entziindungsherd zu allen Messzeitpunkten groRer war als in den Kontroll-
tieren (1 h: 4523,2 + 421,83 vs. 7114,4 + 1089,13 pu, p<0,05, Abbildung 3.20, A.). In den Tieren, an
denen eine MI-Operation durchgefiihrt worden war, war die Milz nach 1 h und 3 h tendenziell, jedoch
nicht signifikant kleiner als bei den ,sham” -operierten Tieren (1 h: 5350,33 + 835,11 vs. 4466,33 +

1680,14 AU; 3 h: 5397 + 1714,15 vs. 3896 + 1601,02 pu, Abbildung 3.20, B.).
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Abbildung 3.20: Gréf3e der Milz unter entziindlichen Bedingungen. Zu den Zeitpunkten 1 h, 3 h, 6 h und 24 h nach Injektion
von PFCs in die seitliche Schwanzvene erfolgte kombinierte *H/1°F-MRT Bildgebung. Es wurde das Volumen der Milz quanti-
fiziert. Links: Kombinierte *H/'°F-Bilder der Milz 3 h bzw. 24 h nach der Injektion von PFCs in die seitliche Schwanzvene. A.
Matrigel/LPS-Modell. Kontrolltiere (oben) und Tiere, denen Matrigel/LPS implantiert worden war (unten). B. MI-Modell.
,Sham* -operierte Tiere (oben) und Tiere nach MI-Operation (unten). Rechts: Graphische Darstellung des Volumens der Milz
Uber 24 h. Fir die statistische Auswertung wurde eine Zweiweg-Varianzanalyse mit Bonferroni Post-Hoc-Test verwendet.
Daten sind Mittelwert + SD von (A.) n =4 (24 h), n =1 (48 h), (B.) n = 3 (sham) bzw. n = 2 (MI) individuellen Experimenten;
*=p<0,05.

3.2.2 Zusammensetzung der aus dem Entziindungsherd isolierten Immunzellpopulation

Um Informationen dariiber zu gewinnen, von welchem Immunzelltyp das °F-Signal getragen werden
"

kénnte wurde die Zusammensetzung der Immunzellen im Entziindungsherd — d. h. im Matrigel- ,plug

bzw. im infarzierten Herzen — untersucht.

Die Matrigel- ,,plugs” wurden 48 h nach Implantation entnommen, die Zellen dissoziiert, Monozyten,
Neutrophile sowie T- und B-Lymphozyten mit Antikérpern spezifisch angefarbt und mittels Durch-
flusszytometrie quantifiziert. Die aus den mit LPS versetzten Matrigel- , plugs” isolierte Immunzellpo-

pulation bestand fast ausschlieBlich aus Neutrophilen (320,75 + 240,14 Zellen, d. h. 94,04 + 2,45 %),
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zudem aus einer geringen Zahl an Monozyten (17 + 17,22 Zellen) und sehr geringen Mengen an

Lymphozyten (T-Zellen: 0,5 £ 0,58 Zellen; B-Zellen: 0,25 + 0,5 Zellen, Abbildung 3.21, A.).

Auch die Herzen wurden 48 h nach MI-Operation entnommen, mit Collagenase verdaut, die Zellen
dissoziiert und Monozyten, Neutrophile sowie T- und B-Lymphozyten mit Antikérpern spezifisch ange-
farbt und mittels Durchflusszytometrie quantifiziert. In den MlI-Herzen fanden sich vor allem
Neutrophile, die einen deutlich héheren Gesamtanteil der Zellen ausmachten verglichen mit
Kontrollherzen (Ml: 3740 Zellen, Kontrolle 477,33 + 106,64 Zellen, d. h. 32,95 % bzw. 4,7 £ 0,94 %). Die
Zahl der Monozyten war nach MI-Operation ebenfalls erhéht (Ml: 636 Zellen, Kontrolle: 196 + 167,31
Zellen, d. h. 5,6 % bzw. 1,93 + 1,47 %). In den Kontrollherzen war der Gehalt an T-Zellen héher als der
an Neutrophilen, die absolute Menge der T-Zellen war gleich zwischen den Kontroll- und den M-

Herzen (MI: 732 Zellen, Kontrolle: 634,67 + 205,84 Zellen, Abbildung 3.21, B.).
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Abbildung 3.21: Zusammensetzung der aus den Entziindungsherden isolierten Immunzellpopulationen. An Tag 2 nach In-
duktion der Entziindung wurde A. der Matrigel- ,plug” entnommen bzw. B. das Herz entnommen und mit Collagenase ver-
daut. In beiden Féllen wurden die Immunzellen isoliert. Die Untersuchung der Proben erfolgte mittels Durchflusszytometrie.
Fir die statistische Auswertung wurde eine Zweiweg-Varianzanalyse mit Bonferroni Post-Hoc-Test verwendet. Daten sind
Mittelwert £ SD von (A.) n =4 (24 h), (B.) n = 3 (sham) bzw. n = 1 (Ml) individuellen Experimenten.

3.2.3 Zelluldre Partikelaufnahme unter entziindlichen Bedingungen
Zelluldre Partikelaufnahme durch Immunzellen in vitro

In diesem Studienteil sollte untersucht werden, in welchem Ausmalf PFCs in vitro von aktivierten Im-
munzellen aus dem peripheren Blut oder aus dem Entziindungsherd aufgenommen werden, verglichen

mit Immunzellen, welche aus dem Blut gesunder Kontrolltiere gewonnen wurden.
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Untersuchung der Partikelaufnahme in Blutimmunzellen in vitro

Die Blutentnahme erfolgte zum einen 48 h nach Induktion der Entziindung. Aufgrund fehlender Unter-
schiede zwischen der PFC-Aufnahme durch Blutimmunzellen aus gesunden Tieren, verglichen mit sol-
chen, die zu diesem Zeitpunkt aus Tieren nach MI-Operation gewonnen wurden erfolgte fiir das MI-
Modell zudem 5-6 h nach der Operation eine weitere Blutentnahme aus der Schwanzspitze der leben-

den Tiere.

Im Matrigel/LPS-Modell zeigte sich, dass bereits nach 5 min Partikelinkubation eine vermehrte Auf-
nahme der PFCs durch Neutrophile, welche aus dem Blut von Tieren mit Entziindung gewonnen wor-
den waren zu beobachten war, verglichen mit der Aufnahme durch Neutrophile aus dem Blut gesunder
Kontrolltiere. Hierbei fand sich eine weitere Zunahme der Unterschiede zwischen den beiden Gruppen
Uber den Beobachtungszeitraum (80 min: 602,37 + 42,49 vs. 1521,2 + 73,95 AU, p<0,001). Die Parti-
kelaufnahme durch die Monozyten (80 min: 677,13 +34,32 vs. 911,03 + 240,59 AU), welche aus den
Tieren mit Entziindungsherd gewonnen worden waren, war hingegen nur zu den spateren Zeitpunkten
leicht erhoht, wahrend im Falle der Lymphozyten keine Unterschiede zwischen den beiden Gruppen
vorlagen (Abbildung 3.22, A.). Wurde den Tieren 5-6 h nach MI-Operation Blut entnommen, war eine
vermehrte Partikelaufnahme durch Neutrophile (80 min: 1243,4 vs. 2218,3 AU) und Monozyten (80
min: 2226 vs. 2802,3 AU) zu detektieren (Abbildung 3.22, B.).
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Abbildung 3.22: Aufnahme von PFCs durch entziindlich stimulierte periphere Blutimmunzellen in vitro. 48 h nach Implanta-
tion des Matrigels wurden die Tiere final entblutet (A.) bzw. wurde 5-6 h nach MI-Operation Blut aus der Schwanzspitze
entnommen (B.), die Immunzellen aus dem gewonnenen Vollblut isoliert und in vitro mit Cy5-PFCs inkubiert, mit Probennah-
men nach 5, 10, 20, 40 und 80 min. Die Untersuchung der Proben erfolgte mittels Durchflusszytometrie. Fiir die statistische
Auswertung wurde eine Zweiweg-Varianzanalyse mit Bonferroni Post-Hoc-Test verwendet. Daten sind Mittelwert + SD von
(A.) n =4 bzw. (B.) n = 1 individuellen Experimenten; **=p<0,01, ***=p<0,001.

PFC-Aufnahme durch aus dem Entziindungsherd isolierte Immunzellen in vitro

48 h nach Induktion der Entziindung wurden die Matrigel- ,plugs” bzw. Herzen entnommen, die Im-
munzellen aus diesen isoliert und in vitro mit Partikeln inkubiert, gefolgt von Anfarbung der Monozy-
ten, Neutrophilen sowie T- und B-Lymphozyten mit spezifischen Antikérpern und durchflusszytomet-

rischer Quantifizierung der MFI der einzelnen Leukozytensubpopulationen im APC-Kanal.

Im Matrigel/LPS-Modell wurden die aus den mit LPS versetzten Matrigel- ,plugs” gewonnenen Zellen
mit aus dem peripheren Blut gesunder Kontrolltiere gewonnenen Immunzellen verglichen, da sich in
den Matrigel- ,,plugs” ohne LPS-Zusatz so gut wie keine Zellen fanden. Es war eine deutlich vermehrte
Partikelaufnahme durch Neutrophile zu beobachten, welche aus den Matrigel- ,,plugs” gewonnen wur-
den, verglichen mit der Aufnahme durch nicht-stimulierte periphere Neutrophile (80 min: 1290,5 +
22,6 vs. 9801,7 + 1280,56 AU, p<0,001). Besonders auffallig war, dass die MFI im APC-Kanal der direkt
aus dem Entziindungsherd gewonnenen Neutrophilen deutlich héher war als diejenige der aus dem

peripheren Blut von Tieren mit Entziindung gewonnenen (Abbildung 3.23, A.).

Im MI-Modell hingegen zeigte sich kein Unterschied in der Partikelaufnahme zwischen den aus den
Herzen nach MI-Operation und den Herzen der ,,sham” -operierten Tiere gewonnenen Immunzellen

(Abbildung 3.23, B.).
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Abbildung 3.23: Aufnahme von PFCs durch aus den Entziindungsherden gewonnene Immunzellen in vitro. 48 h nach Induk-
tion der Entziindung wurden A. die Matrigel- ,plugs” entnommen bzw. B. die Herzen entnommen und mit Collagenase ver-
daut. In beiden Fallen wurden die Immunzellen isoliert. Diese wurden dann in vitro mit Cy5-PFCs inkubiert, mit Probennah-
men nach 5, 10, 20, 40 und 80 min. Die Untersuchung der Proben erfolgte mittels Durchflusszytometrie. Graphische Darstel-
lung der MFI der Neutrophilen (A. + B.) und Monozyten (B.) Gber 80 min. Fir die statistische Auswertung wurde eine Zweiweg-
Varianzanalyse mit Bonferroni Post-Hoc-Test verwendet. Daten sind Mittelwert + SD von (A.) n =4 bzw. (B.) n = 1 individuellen
Experimenten; ***=p<0,001.

Untersuchung der Partikelaufnahme durch Immunzellen in vivo

In diesem Studienteil wurde den Tieren nach der Induktion einer Entziindung zu verschiedenen Zeit-
punkten nach der i. v. Injektion von PFCs, welche in ihrer Lipidhiille das Fluorophor Cy5 enthielten
(zeitpunkt der Injektion: 24 h nach Induktion der Entziindung) Blut entnommen, bzw. im zweiten Teil
des Experiments im Anschluss an die MRT-Messungen, d. h. 24 h nach der Partikelinjektion Matrigel-
,plugs” bzw. Herzen entnommen und die Immunzellen aus diesen isoliert. Daraufhin wurde die MFI
der einzelnen Immunzellsubpopulationen im APC-Kanal mittels Durchflusszytometrie bestimmt. Dies
ermoglichte es, die in vivo erfolgte Partikelaufnahme durch die verschiedenen Leukozytensubpopula-

tionen zu ermitteln.

Die Blutentnahme erfolgte 30 min, 2 h und 24 h nach PFC-Injektion. Im Matrigel/LPS-Modell konnte
eine tendenziell, jedoch nicht statistisch signifikant erhohte Aufnahme der PFCs durch Neutrophile in
Tieren mit Entzlindung detektiert werden. Als Kontrollgruppe dienten Tiere, denen Matrigel ohne LPS
implantiert worden war, oder unbehandelte Tiere, denen zudem keine Partikel injiziert wurden. Letz-
tere wurden verwendet, um sicherzugehen, dass das beobachtete Fluoreszenzsignal wirklich durch die
aufgenommenen PFCs und nicht durch Autofluoreszenz der Zellen im APC-Kanal zustande kam (30 min:
Kontrolle: 45,6 + 6,79, -LPS: 295,85 + 280,81, +LPS: 497 + 427,74 AU). Die Aufnahme in die restlichen

Leukozytensubpopulationen war zwischen den Versuchsgruppen identisch (Abbildung 3.24, A.).

Im MI-Modell zeigte sich fiir keine der Immunzellsubpopulationen ein Unterschied in der Partikelauf-
nahme zwischen den aus den MI-, den ,sham” -Tieren oder den aus unbehandelten Kontrolltieren,

denen keine Partikel injiziert worden waren, gewonnenen Blutimmunzellen (Abbildung 3.24, B.).
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Abbildung 3.24: Aufnahme von PFCs durch entziindlich stimulierte periphere Blutimmunzellen in vivo. 30 min, 2 hund 24 h
nach der Injektion von Cy5-PFCs in die seitliche Schwanzvene (Injektionszeitpunkt: 24 h nach der Induktion der Entziindung)
wurde Blut entnommen und die Immunzellen aus dem Vollblut isoliert. Die Untersuchung der Proben erfolgte mittels Durch-
flusszytometrie. Negativ = Blutimmunzellen aus unbehandelten Tieren, denen keine Partikel injiziert wurden. A. Matrigel/LPS-
Modell, B. MI-Modell. Fiir die statistische Auswertung wurde eine Zweiweg-Varianzanalyse mit Bonferroni Post-Hoc-Test ver-
wendet. Daten sind Mittelwert £ SD von (A.) n =4 (24 h), n =1 (48 h), (B.) n = 3 (Kontrolle, sham) bzw. n = 2 (MI) individuellen
Experimenten.

24 h nach deri. v. Injektion Fluorophor-gekoppelter PFCs, d. h. 48 h nach der Induktion der Entziindung
wurden Matrigel- ,,plugs”“ bzw. Herzen entnommen, die Immunzellen aus diesen isoliert, Monozyten,
Neutrophile sowie T- und B-Zellen mit spezifischen Antikdrpern angefarbt und durchflusszytometri-
schen Untersuchungen zur Quantifizierung der MFI der einzelnen Leukozytensubpopulationen durch-
gefihrt. Im Matrigel/LPS-Modell wurden als Kontrolle Zellen aus mit LPS versetzten Matrigel- ,,plugs”
von Tieren verwendet, denen keine PFCs injiziert worden waren. In diesem Versuchsteil fand sich eine
starke Fluoreszenz in den Neutrophilen, welche nach PFC-Injektion aus mit LPS versetzten Matrigel-
,plugs”“ gewonnen wurden (51,08 £ 11,4 vs. 5095 + 4490,39 AU). Besonders auffallig war, dass die MFI
der direkt aus dem Entziindungsherd gewonnenen Neutrophilen deutlich hoher war als diejenige der
aus dem peripheren Blut von Tieren mit Entziindung gewonnenen (Abbildung 3.25, A.). Im MI-Modell
wurde ebenfalls die Fluoreszenz der Immunzellen untersucht, welche aus den infarzierten Herzen ge-
wonnen worden waren. Als Kontrolle wurden Zellen aus Herzen von Tieren, die nicht operiert und
denen keine PFCs-injiziert worden waren verwendet. Es fand sich in keiner der beiden Gruppe Fluores-

zenz in den Immunzellen (Abbildung 3.25, B.).
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Abbildung 3.25: Aufnahme von PFCs durch aus dem Entziindungsherd gewonnene Immunzellen in vivo. 24 h nach der In-
jektion von Cy5-PFCs in die seitliche Schwanzvene (Injektionszeitpunkt: 24 h nach der Induktion der Entziindung) wurden A.
die Matrigel- ,,plugs” entnommen bzw. B. die Herzen entnommen und mit Collagenase verdaut. In beiden Fallen wurden die
Immunzellen isoliert. Die Untersuchung der Proben erfolgte mittels Durchflusszytometrie. Graphische Darstellung der MFI
der Neutrophilen (A + B.) und Monozyten (B.). Fur die statistische Auswertung wurde ein t-Test verwendet. Daten sind Mit-
telwert £ SD von (A.) n=4, (B.) n = 2 (sham) bzw. n =1 (Ml) individuellen Experimenten; ***=p<0,001.

In vitro Stimulation von Zellen mit LPS

Um die Mechanismen genauer zu untersuchen, welche die vermehrte Partikelaufnahme unter ent-
zundlichen Bedingungen im Matrigel/LPS-Modell bedingen, wurden in diesem Studienteil Zellen in
vitro mit LPS inkubiert und die Partikelaufnahme durch die so stimulierten Zellen untersucht. Hierfur
wurde unter anderem die Makrophagenzelllinie RAW264.7 verwendet. Es erfolgte entweder eine Kurz-
zeitstimulation der Zellen Uber einen Zeitraum von 80 min mit zeitgleicher Partikelinkubation, oder
eine Langzeitstimulation Gber 24 h. Wahrend dieser Langzeitstimulation wurde entweder zeitgleich
eine Partikelinkubation durchgefiihrt oder die Partikelinkubation fand erst im Anschluss an die 24 h
Vorstimulation mit LPS, Gber einen Zeitraum von 180 min statt, in Abwesenheit von LPS. Als Kontrolle
dienten Zellen, die fiir die gleiche Zeit mit PFCs inkubiert, aber nicht mit LPS stimuliert wurden. Unter
keiner der beschriebenen Bedingungen konnte eine Steigerung der Partikelaufnahme beobachtet wer-

den (Abbildung 3.26, A.).

Darlber hinaus wurde untersucht, ob die Stimulation mit LPS zu einer erhéhten Partikelaufnahme
durch verschiedene primare Zellen (Blutimmunzellen, Splenozyten) fihrt. Hierfir wurden zum einen
Blutimmunzellen isoliert und Gber 24 h mit LPS stimuliert und zugleich mit Partikeln inkubiert. Nach 1
h, 2 h und 24 h wurden Proben abgenommen, die Monozyten, Neutrophilen sowie T- und B-Zellen mit
spezifischen Antikérpern angefarbt und durchflusszytometrische Messungen durchgefiihrt. In keiner
der Immunzellpopulationen war eine Steigerung der Aufnahme der PFCs, verglichen mit unstimulier-
ten Blutimmunzellen zu beobachten (Abbildung 3.26, B.). Als zweiter Typ primarer Zellen wurden zu-
dem noch mit LPS stimulierte Milzzellen auf ihre PFC-Aufnahme untersucht. Hierfiir wurden die Zellen
flr 24 h mit LPS stimuliert und gleichzeitig mit Partikeln inkubiert. Probennahmen erfolgten nach 1 h,
2 h und 24 h (Abbildung 3.26, C.). Zudem wurde eine Stimulation bei gleichzeitiger Partikelinkubation
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Uber 24 h durchgefiihrt, mit einmaliger Probenabnahme nach 24 h, bei der neben der fiir die restlichen
Versuche verwendeten LPS-Konzentration von 1 pg/ml zudem eine Konzentration von 0,1 pg/ml ver-
wendet wurde (Abbildung 3.26, D.). Als Kontrolle dienten in allen Fallen nicht-stimulierte Zellen, die
flr die gleiche Zeit in DMEM ohne LPS inkubiert wurden. Auch bei der Stimulation von Milzzellen mit

LPS (Abbildung 3.26, C+D) liel? sich keine vermehrte Aufnahme der PFCs induzieren.
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Abbildung 3.26: Aufnahme von PFCs durch LPS-stimulierte Zellen. A. Stimulation von Kulturzellen. Links: RAW264.7 Makro-
phagen wurden mit LPS (1 pg/ml) und Cy5-PFCs inkubiert. Zu den Zeitpunkten 0, 5, 10, 20, 40 und 80 min wurden Proben
abgenommen. Mitte: RAW264.7 Makrophagen wurden fiir 24 h mit LPS und Cy5-PFCs inkubiert. Rechts: RAW264.7 Makro-
phagen wurden fir 24 h mit LPS vorstimuliert, gefolgt von einer Inkubation mit Cy5-PFCs. Wahrend der Inkubation mit den
Cy5-PFCs wurden zu den Zeitpunkten 0, 5, 10, 20, 40, 80, 120 und 180 min Proben abgenommen. B. Blutimmunzellen wurden
mit LPS (1 pg/ml) und Cy5-PFCs inkubiert. Zu den Zeitpunkten 1 h, 2 h und 24 h wurden Proben abgenommen. C. Milzzellen
wurden mit LPS (1 pg/ml) und Cy5-PFCs inkubiert. Zu den Zeitpunkten 1 h, 2 h und 24 h wurden Proben abgenommen. D.
Milzzellen wurden fir 24 h mit LPS in zwei verschiedenen Konzentrationen (0,1 und 1 pg/ml) und mit Cy5-PFCs inkubiert. Die
Untersuchung der Proben erfolgte mittels Durchflusszytometrie. Fiir die statistische Auswertung wurden eine Zweiweg-
Varianzanalyse mit Bonferroni Post-Hoc-Test (A., Links und Rechts bzw. B. und C.), eine Einweg-Varianzanalyse mit
Bonferroni-Post-Hoc-Test (D.) bzw. ein t-Test (A., Mitte) verwendet. Daten sind Mittelwert + SD von n = 3 individuellen
Experimenten.
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Stimulation mit Zellkulturiberstand
Es ist bekannt, dass die Aktivierung von Neutrophilen durch LPS von Monozyten abhingen kann?%32%4,

Daher sollte untersucht werden, ob die PFC-Aufnahme durch Neutrophile durch Zellkulturiiberstand
von LPS-stimulierten Makrophagen verstarkt werden kann. Hierfiir wurden RAW Makrophagen fir 24
h mit LPS stimuliert, der Zellkulturliiberstand abgenommen und aus Vollblut isolierte Blutimmunzellen
flr 80 min in diesem inkubiert. Zeitgleich wurden die Blutimmunzellen mit PFCs inkubiert. Die PFC-
Aufnahme durch die derart inkubierten Blutimmunzellen wurde verglichen mit der durch Blutimmun-
zellen, die mit Zellkulturiberstand unbehandelter Kontrollmakrophagen inkubiert wurden. Als Positiv-
kontrolle dienten Blutimmunzellen, welche in mit LPS versetztem Medium inkubiert wurden. Es zeigte
sich keine vermehrte PFC-Aufnahme durch eine der beiden Gruppen von stimulierten Immunzellen

(Abbildung 3.27).

Zellkulturiiberstand
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-=— Uberstand Kontrolle
S10000 -=- Uberstand LPS
=3
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Abbildung 3.27: Aufnahme von PFCs durch periphere Blutimmunzellen bei Inkubation in Kulturiiberstand LPS-stimulierter
RAW Makrophagen. RAW264.7 Makrophagen wurden fiir 24 h mit LPS (1 pg/ml) stimuliert. Der Kulturiiberstand wurde
abgenommen und aus Vollblut isolierte Blutimmunzellen wurden in dem Zellkulturiiberstand und mit Cy5-PFCs inkubiert. Zu
den Zeitpunkten 0, 5, 10, 20, 40 und 80 min wurden Proben abgenommen. Die Untersuchung der Proben erfolgte mittels
Durchflusszytometrie. Fiir die statistische Auswertung wurde eine Zweiweg-Varianzanalyse mit Bonferroni Post-Hoc-Test
verwendet. Daten sind Mittelwert = SD von n = 3 individuellen Experimenten.

In vitro Stimulation von Zellen mit CRP

Da LPS alleine keine Verstarkung der PFC-Aufnahme bewirkte, wurde als weitere Substanz, welche
moglicherweise eine Rolle bei der vermehrten zellularen PFC-Aufnahme unter entziindlichen Bedin-
gungen spielen konnte das akute Phase Protein CRP zur in vitro Stimulation von Zellen verwendet. Von
CRP ist bekannt, dass es die Beseitigung apoptotischer Zellen beschleunigt, indem es diese opsoniert
und durch die folgende Aktivierung des klassischen Wegs der Komplementkaskade sowie tGber Bindung
an Fc-Rezeptoren deren Phagozytose beférdert?!2214, CRP ist fiir die vorliegende Studie zudem von
Interesse, da es zu den Faktoren gehdért, welche nach MI hochreguliert werden?'22>, Seine Level sind

eng mit dem Verlauf und dem Therapieausgang nach Ml assoziiert?6-22L,

In diesem Versuchsteil wurden zum einen RAW264.7 Makrophagen entweder lber 24 h mit CRP sti-
muliert und parallel mit PFCs inkubiert. Hierbei konnte eine Steigerung der Partikelaufnahme, vergli-
chen mit unbehandelten Kontrollzellen beobachtet werden (9870,5 + 890,25 vs. 16800 + 565,69 AU,
p<0,05, Abbildung 3.28, A.). Allerdings war es durch die Koinkubation mit CRP und PFCs nicht moglich,
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direkt die Zellen stimulierende Effekte des CRP von einer vermehrten Aufnahme von PFCs aufgrund
von Opsonierung der Partikel durch CRP zu unterscheiden. Um diese Effekte trennen zu kdnnen, er-
folgte in einem weiteren Schritt eine Vorstimulation der Makrophagen mit CRP lber 24 h, gefolgt von
180 min Partikelinkubation mit und ohne zeitgleiche Stimulation mit CRP. Wurden die Zellen Uber 24
h vorstimuliert, konnte wahrend der folgenden Partikelinkubation eine tendenzielle, jedoch nicht sig-
nifikante Erhohung der PFC-Aufnahme beobachtet werden. Die PFC-Aufnahme war, ebenfalls nur ten-
denziell und nicht statistisch signifikant, noch weiter erhoht, wenn die Zellen wahrend der 180 min
Partikelinkubation weiterhin mit CRP stimuliert wurden (180 min: Kontrolle: 28041,5 + 29309,74, 180
min -CRP: 33729,33 + 23478,31, 180 min +CRP: 48177,67 + 34066,51 AU, Abbildung 3.28, A.).

Zum anderen sollte in einem weiteren Versuchsteil untersucht werden, ob die Stimulation mit CRP zu
einer erhdhten Partikelaufnahme durch verschiedene primére Zellen (Blutimmunzellen, Splenozyten)
fUhrt. Hierflir wurden zum einen Blutimmunzellen isoliert und tiber 24 h, bei gleichzeitiger Partikelin-
kubation mit CRP stimuliert. Zu den Zeitpunkten 1 h, 2 h und 24 h wurden Proben abgenommen, die
Immunzellsubpopulationen mit spezifischen Antikdrpern angefarbt und durchflusszytometrische Mes-
sungen durchgefiihrt, in denen die MFI der jeweiligen Leukozytensubpopulation bestimmt wurde.
Hierbei zeigte sich zu den spateren Messzeitpunkten eine tendenziell, aber nicht statistisch signifikant
hohere PFC-Aufnahme durch die Neutrophilen und Monozyten, verglichen mit einer unstimulierten
Kontrolle (Abbildung 3.28, B.). Auch primare Milzzellen wurden fiir 24 h mit CRP stimuliert und gleich-
zeitig mit PFCs inkubiert. Probennahmen erfolgten wie fir die Blutimmunzellen nach 1 h, 2 h und 24
h. In den durchflusszytometrischen Messungen zeigte sich nach 24 h eine tendenziell vermehrte Auf-
nahme der PFCs durch alle Zellsubpopulationen, verglichen mit unstimulierten Milzzellen (Abbildung

3.28, C.).
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Abbildung 3.28: Aufnahme von PFCs durch CRP-stimulierte Zellen. A. Oben: RAW264.7 Makrophagen wurden fiir 24 h mit
CRP (50 pg/ml) und Cy5-PFCs inkubier. Unten: RAW264.7 Makrophagen wurden fiir 24 h mit CRP vorstimuliert, gefolgt von
einer Inkubation mit Cy5-PFCs mit oder ohne fortgesetzte CRP-Stimulation. Zu den Zeitpunkten 0, 5, 10, 20, 40, 80, 120 und
180 min wurden Proben abgenommen. B. + C. Zellen aus Blut bzw. Milz wurden fir 24 h mit CRP (50 pg/ml) und Cy5-PFCs
inkubiert. Die Untersuchungen der Proben erfolgten mittels Durchflusszytometrie. Fir die statistische Auswertung wurden
eine Zweiweg-Varianzanalyse mit Bonferroni Post-Hoc-Test (A. unten, B. und C.) bzw. ein t-Test (A. oben) verwendet. Daten
sind Mittelwert + SD von n = 3 (A. oben, B. und C.) bzw. n= 6 (A. unten) individuellen Experimenten. * = p<0,05.
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4 Diskussion

Die Technik der *F-MRT wurde bereits in den 70er Jahren des 20. Jhd. entwickelt und die ersten Ver-
dffentlichungen stammen aus der Zeit kurz nach der Einfiihrung der *H-MRT2113_ Anders als 'H-MRT
wurde °F-MRT in den folgenden Jahrzehnten jedoch kaum angewendet, was insbesondere in der fast
vollstandigen Abwesenheit von °F in Kérpergeweben begriindet ist. Als alternative Einsatzméglichkeit
wurde jedoch bereits in der ersten Publikation iber *°F-MRT vorgeschlagen, diese MRT-Technik unter
Verwendung von °F als ,tracer” -Agens zu nutzen''?, In dieser Indikation werden heute vor allem Per-
fluorkarbone eingesetzt!'>122123 perfluorkarbone eignen sich zum Beispiel fuir die direkte Darstellung
von Entziindungsprozessen, da Perfluorkarbon-Nanoemulsionen (PFCs) von phagozytotischen Zellen
im Blut aufgenommen werden, die daraufhin unter anderem in Entziindungsherde einwandern. Derart
markierte Entziindungsherde kdnnen mittels °F-MRT mit hoher Sensitivitidt und Spezifitit ohne jegli-
chen natiirlichen Hintergrund als *°F- ,hot spot” detektiert, quantifiziert und bei Uberlagerung mit
ortsgleichen H-Bildern in den exakten anatomischen Kontext eingeordnet werden. Trotz des dringen-
den Bedarfs an Techniken, die eine schnelle und exakte Diagnostik von Entziindungsprozessen erlau-
ben, kam es erst in den letzten Jahren zu einem deutlichen Entwicklungsfortschritt im Bereich der Ent-
ziindungsbildgebung mit °F-MRT!2, Daher ist die Translation dieser Technik in die Klinik derzeit noch

auf das ,tracking” in vitro markierter humaner Zellen in Tiermodellen?22-224

und auf die i. v. Applikation
von PFCs im GroRtiermodel’”17® beschrankt. Das, obwohl PFCs bereits eine lange Geschichte in der
Humanmedizin in der Indikation als kiinstliche Blutersatzstoffe besitzen??. Eines der entscheidendsten
Hindernisse bei der Ubertragung der *F-MRT in die Klinik ist, dass es noch keinen *°F- , tracer” gibt, der
flr diei. v. Verabreichung am Menschen zugelassen ist. Zudem ist noch Forschung erforderlich, um die
der Entzlindungsbildgebung zugrundeliegenden Prozesse auf zelluldarer Ebene zu ergriinden. Beide

Punkte waren Forschungsgegenstand der vorliegenden Studie.

4.1 Zellulare Aufnahme, Gewebeverteilung und Bioeliminierung von PFCE-haltigen Na-
nopartikeln
Im Zentrum dieser Arbeit stand zum einen die Frage, ob die Formulierung von Perfluorkarbonen einen
Einfluss auf die biologischen Eigenschaften der resultierenden Nanopartikel besitzt. Fiir die *F-MRT in
vivo eingesetzte Perfluorkarbone missen ein einfaches Spektrum besitzen, um gut detektiert werden
zu kénnen. Optimalerweise besitzen sie ein Spektrum mit nur einer einzelnen Resonanzlinie, da dies
die Anregung und Signaldetektion mit einer breiten Frequenzbandbreite erlaubt. Ein Perfluorkarbon
mit einem solchen idealen Spektrum ist der Perfluor-15-kronen-5-ether (PFCE), da dieser 20 °F-Atome
in identischer chemischer Umgebung besitzt??>. Eine hdhere Zahl von 36 chemisch dquivalenten °F-

Atomen enthélt lediglich das noch relativ neue Molekiil PERFECTA2%, Solche Molekiile lassen sich sehr
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gut in der MRT darstellen und quantifizieren!?*192227 |n vorangegangenen Studien unserer Arbeits-
gruppe wurde jedoch gezeigt, dass PFCE eine Halbwertszeit von (iber 250 Tagen aufweist, was klinisch
nicht akzeptabel ist’®2. Andere Perfluorkarbone, wie Perfluoroktylbromid (PFOB) besitzen zwar akzep-
table Gewebehalbwertszeiten von 12 Tagen'®?, jedoch auch komplexere Spektren®1>, Der Einsatz von
PFOB als in vivo ,tracer” Agens erwies sich im Schweinemodell als grundsatzlich méglich’”*’8, In der
vorliegenden Studie sollte nun untersucht werden, ob der Einsatz des Kronenethers in verschiedenen
Umbhillungen dessen biologische Eigenschaften beeinflusst. Hierflir wurden mit verschiedenen Hull-
substanzen (PFCs, PLGA) ummantelte PFCE-haltige Nanopartikel charakterisiert, indem systematisch
Gewebeverteilung und -halbwertszeit nach i. v. Applikation, die zelluldre Aufnahme der Partikel und

mogliche zytotoxische Effekte der Substanzen untersucht wurden.

4.1.1 Die Ultrastruktur der Nanopartikel beeinflusst die Gewebehalbwertszeit

In der vorliegenden Studie wurde ein besonderes Augenmerk auf die Ausscheidung der Nanopartikel
aus Milz und Leber sowie dem Knochenmark als Organe mit bekannter starker PFC-Akkumulation%228
gelegt. Es ist essentiell, dass Perfluorkarbone im Anschluss an die Bildgebung schnell wieder aus dem
Koérper exkretiert werden!?. In dieser Studie wurde eine schnelle Elimination sowohl der PFCs als auch
der PLGA-NPs aus der Milz beobachtet, hingegen eine Persistenz der PFCs in der Leber, wahrend die

PLGA-NPs innerhalb weniger Tage fast vollstandig aus diesem Organ eliminiert wurden.

Die Ausscheidung von Perfluorkarbonen aus biologischen Systemen ist aufgrund ihres vorherigen Ein-
satzes als chirurgischer Blutersatzstoff gut erforscht!*®. Nach der zelluldren Aufnahme werden die Lip-
idhillen der PFCs abgebaut und die Perfluorkarbontrépfchen zunachst intrazelluldr gelagert, bevor sie
langsam zuriick ins Blut gelangen. Dort, gebunden an dem Fetttransport dienende Plasmaproteine,
werden sie in geléster Form zur Lunge transportiert und liber diese dosisabhingig abgeatmet!?2229.230,
Eine aktive Exozytose wurde fiir Perfluorkarbone noch nicht?*! und auch fiir Nanopartikel nur verein-
zelt berichtet??. Die Geschwindigkeit der Elimination aus den Zellen hingt vom verwendeten Perflu-
orkarbon ab', Sie ist durch das Molekulargewicht und die Lipophilie des jeweiligen Perflurokarbons
bedingt!?® und proportional zu dessen Dampfdruck, welcher negativ mit dem Molekulargewicht und
positiv mit der Lipophilie korreliert ist'?2. D. h., kleine Perfluorkarbone mit hohem Dampfdruck werden
am schnellsten ausgeschieden!®. So liegen die Halbwertszeiten von PFD bei neun Tagen, von PFOB bei

12 Tagen und von F-44E bei 28 Tagen®2,

Hier wurde als Perfluorkarbon der Kronenether verwendet, dessen biologische Halbwertszeit aufgrund
des hohen Molekulargewichts und des dadurch bedingten geringen Dampfdrucks dieses Perfluorkar-

163

bons'® im Gegensatz zu den vorgenannten Perfluorkarbonen mit Uber 250 Tagen angegeben

wird*71%2, Ubereinstimmend mit den Vorstudien, wurde fiir die in der vorliegenden Studie eingesetz-
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ten PFCs ebenfalls keine Reduktion des °F-Signals in der Leber {iber die Messphase von 28 Tagen be-
obachtet. Die PLGA-NPs hingegen wiesen Uberraschenderweise eine Halbwertszeit von lediglich 17
Tagen auf. Unterschiede zwischen PFCs und PLGA-NPs bestehen zum einen in den Hullsubstanzen.
Diese sind jedoch in beiden Fillen biodegradierbar!’233234 Des Weiteren besteht ein Unterschied zwi-

schen den Partikeln in deren Ultrastruktur?®’

. Von dieser wurde gezeigt, dass sie bereits in vitro einen
Einfluss auf die Stabilitdt der Nanopartikel hat. So konnten unsere Kooperationspartner der AG Srinivas
(RadboudUMC, Nijmegen, Niederlande) zeigen, dass PLGA-NPs bereits bei mehrtégiger Inkubation in
Puffer bei 37 °C in Nanodomanen zerfallen, d. h. in einzelne kleine Perfluorkarbontrépfchen, welche
immer noch von einer Hiille aus PLGA ummantelt werden?>. Aufgrund der vorliegenden Daten wurden
folgende Hypothesen fiir die schnelle Ausscheidung der PLGA-NPs aus dem Koérper aufgestellt: Die
PLGA-NPs werden aufgrund ihrer Hillsubstanz besser von Zellen aufgenommen als die PFCs. In den
Zellen zerfallen sie aufgrund ihrer Ultrastruktur bereits kurz nach ihrer Aufnahme in Nanodomanen,
welche zum einen schneller aus den Zellen freigesetzt und ins Blut rezirkuliert werden als die groRen

Perfluorkarbontropfen der PFCs. Des Weiteren werden die aus den Nanodomanen freigesetzten klei-

neren PFCE Tropfchen schneller Gber die Lunge abgeatmet (Abbildung 4.1).

Um zu lberprifen, ob die Ultrastruktur der Nanopartikel der Grund fiir die schnellere Ausscheidung
der PLGA-NPs aus dem Kdrper war, wurden von der AG Srinivas zusatzlich zu den beschriebenen PLGA-
NPs noch sogenannte PLGA-NCs hergestellt. Deren Hillsubstanz bestand ebenfalls aus PLGA, sie ent-
hielten den Kronenether jedoch, wie die PFCs in Form eines einzelnen groRen Tropfens. Fiir diese Par-
tikel zeigte sich eine Gewebehalbwertszeit, die derjenigen der PFCs entsprach. So wiesen sie ebenfalls
eine Retention in der Leber iber die gesamte Messperiode auf?®. Dies unterstiitzt die Hypothese, dass,
anders als aus der Literatur bekannt, nicht allein Molekulargewicht, Dampfdruck und Lipophilie des
jeweiligen Perfluorkarbons die Geschwindigkeit seiner Ausscheidung bedingen, sondern dass zudem
die Ultrastruktur der verwendeten Nanopartikel die Ausscheidungsgeschwindigkeit des Perfluorkar-

bons entscheidend beeinflusst.

Eine alternative Hypothese fiir die schnelle Elimination der PLGA-NPs aus der Leber ist eine Umvertei-
lung dieser Nanopartikel in andere Organe, wie Knochenmark und Lymphknoten, von denen ebenfalls
eine Akkumulation von PFCs bekannt ist. Um diese Hypothese zu liberprifen, wurde in der vorliegen-
den Studie das F-Signal in Knochenmark und Lymphknoten untersucht. Hierbei zeigte sich, dass sich
die PLGA-NPs, verglichen mit den gleich grofen bNEs initial unverandert in Knochenmark und Lymph-
knoten anreicherten. Dem folgte eine schnelle Ausscheidung der PLGA-NPs aus dem Knochenmark, bei
Persistenz des Signals der bNEs in diesem Organ, was nahelegt, dass die PLGA-NPs nicht allein aus der

Leber, sondern auch aus anderen Organen sehr schnell eliminiert werden. Auch eine vermehrte Aus-
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scheidung der PLGA-NPs Uber Kot oder Urin als alternativer Exkretionsweg kann ausgeschlossen wer-
den, dasich in *°F-MRT Untersuchungen von Kot, Harnblase und Darm sowie Feces kein °F-Signal nach-

weisen lieR?3.

4.1.1 GroRe und Oberflacheneigenschaften beeinflussen die zelluldre Aufnahme von Nano-
partikeln

Um weitere Hinweise auf die Ursachen der schnellen Bioelimination der PLGA-NPs zu finden, wurde in
diesem Studienabschnitt die zellulare Aufnahme von PFCs und PLGA-Nanopartikeln durch kultivierte
und primare Zellen untersucht. Insbesondere eine deutlich starkere zelluldare Aufnahme der PLGA-NPs
koénnte zu einer schnelleren Degradation des umhiillenden PLGAs mit Freisetzung des PFCEs aus den
Zellen fuhren (Abbildung 4.1). In der vorliegenden Studie zeigte sich sowohl in Kulturzellen als auch in
primaren Zellen aus Leber und Milz eine bessere Aufnahme beider Arten von PLGA-Nanopartikeln ver-
glichen mit den PFCs. Unter den PFCs war die Aufnahme der bNEs deutlich besser als die der sNEs.
Interessanterweise wurden von Monozyten aus dem Blut im Gegensatz dazu sNEs am starksten aufge-
nommen, wahrend insbesondere die PLGA-NPs nur eine schwache Aufnahme durch diesen Immun-
zellsubtyp aufwiesen. In Zellen aus Milz und Leber zeigte sich eine klar erkennbare Aufnahme von PFCs

und PLGA-Nanopartikeln durch samtliche untersuchten Zellsubpopulationen.

Fiir die besonders effiziente Aufnahme der PLGA-Nanopartikel durch verschiedene Arten von Zellen

128,237-239

gibt es verschiedene mogliche Erklarungen. Neben der GroRRe sind Oberflachencharakteris-

tika88,128,240,241 128,242

, Geometrie sowie Perfluorkarbonzusammensetzung und -konzentration'?® die
wichtigsten Faktoren, welche die Aufnahme von Nanopartikeln durch Phagozyten (und andere Zellen)
beeinflussen?*243, PLGA-Nanopartikel besitzen ein weniger negatives {-Potential (-23 bzw. -31 mV fir
NPs und NCs) als bNEs (-43 mV). Fiir andere Nanopartikel wurde fiir verschiedene Tumorzelltypen,

241244247 "aphenso wie fiir Hepatozyten®? gezeigt, dass katio-

Endothelzellen, Immun- und Stammzellen
nische Partikel besser aufgenommen werden als anionische. Im Gegensatz dazu nehmen Kupfferzellen
vor allem anionische Partikel auf?*2, Die in der Regel praferierte Aufnahme von kationischen Partikeln
koénnte dadurch bedingt sein, dass positiv geladene Partikel besser an die negativ geladene Oberflache
von Zellen binden'?2%8-250_Dje vorliegende Studie legt nahe, dass es beziiglich der Oberflichenladung
einen Schwellenwert geben kénnte, ab dem Partikel besser von Zellen aufgenommen werden. Um dies
genauer zu untersuchen, missten Studien an Nanopartikeln mit identischer Ummantelung, aber un-
terschiedlicher Oberflachenladung durchgefiihrt werden. Als weitere mogliche Erklarung fir die effizi-
ente zelluldre Aufnahme mit PLGA ummantelter Nanopartikel kommen die Zuckerstrukturen auf deren

Oberflache in Betracht, die moglicherweise bevorzugt phagozytiert werden, z. B. Glber Mannoserezep-

toren?>..
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Das hier beobachtete Aufnahmeprofil der PFCs entspricht Daten aus der Literatur. So ist bereits aus
einer Studie von Fldgel et al. aus dem Jahr 2008'° bekannt, dass der (iberwiegende Teil der Blutimmun-
zellen (80 %), die Fluorophor-gekoppelte PFCs (ca. 130 nm Durchmesser) aufnahmen, CD11b positiv
war. Die restlichen 20 % waren B-Zellen, und nur <2 % T-Zellen. Entsprechende Beobachtungen mit
einer weiteren Differenzierung (Monozyten>Neutrophile>B-Zellen) wurden in nachfolgenden Studien
gemacht?®163252253 Dijese Priferenz beziiglich der PFC-Aufnahme durch die einzelnen Immunzellsub-
typen gilt sowohl fir in vitro Inkubation als auch fir in vivo Markierung®1101311% Dje nur schwache
Aufnahme der PLGA-NPs durch Monozyten konnte damit zu erklaren sein, dass die positivere Oberfla-
chenladung der PLGA-NPs, einer PEGylierung!?® ahnlich, deren Aufnahme (iber Phagozytose redu-
ziert®+2%7_ Die gute Aufnahme der PLGA-NPs durch Lymphozyten entspricht den Beobachtungen ver-
schiedener Autoren, dass dieser Typ von Partikeln unabhangig von der Gegenwart von Transfektions-
agenzien auch von nicht-phagozytotischen Zellen aufgenommen wird!2*130145151.258 pjeg kgnnte eben-
falls im weniger negativen (-Potential dieser Partikel begriindet sein. Jedoch wurde in einzelnen Stu-
dien auch fir PFCs gezeigt, dass die in vitro Aufnahme dieser Art von Nanopartikeln in nicht-phagozy-
totische Zellen ohne Transfektionsagenzien moglich ist*°7261, Dem entspricht die hier zu beobachtende

schwache Aufnahme auch der PFCs in die nicht-phagozytotischen Lymphozyten.

Interessanterweise wurden PFCs und PLGA-Nanopartikel in der vorliegenden Studie in vitro in alle un-
tersuchten Zellpopulationen der Leber und Milz aufgenommen. Aus vorhergehenden Studien ist be-
kannt, dass PFCs im Gewebe vorrangig von Makrophagen aufgenommen werden. So zeigte sich in der
Leber eine priferentielle Aufnahme durch Kupfferzellen'’, wahrend in der Lunge nach Pneumonie vor
allem Monozyten PFCs aufnahmen'®, Hingegen ist in der Regel keine Kolokalisation mit anderen Zell-
typen wie Neutrophilen oder Endothelzellen zu beobachten®110119.179.184 ' Anhdererseits wurde auch in
einzelnen weiteren Studien eine Lokalisation von PFCs in anderen Immunzelltypen als Makrophagen
berichtet!®®, wie in myeloischen Suppressorzellen, welche aus Tumoren dissoziiert wurden®?, oder in
B-Zellen in Lymphknoten®!° Von anderen Typen von Nanopartikeln ist zudem auch eine Aufnahme
in Hepatozyten bekannt*?2%2, Die Daten der vorliegenden Studie unterstiitzen das Bild einer Aufnahme

von PFCs durch eine heterogenere als urspriinglich angenommene Zellpopulation.
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Abbildung 4.1: Hypothese zur schnellen Ausscheidung der PLGA-NPs. Die PLGA-NPs werden nach i. v. Injektion, verglichen
mit PFCs vermehrt von Zellen aufgenommen. In diesen zerfallen sie bereits nach kurzer Zeit in Nanodomanen —d. h. einzelne
PFCE-Tropfchen, welche immer noch von einer Schicht PLGA ummantelt sind. Die Nanodomanen werden bereits nach kurzer
Zeit ins Blut rezirkuliert und das frei werdende PFCE wird in der Folge schnell und effizient tiber die Lunge abgeatmet. In PFCs
und PLGA-NCs liegt der Kronenether in Form eines einzelnen groRen Tropfens vor, der nach der Aufnahme durch Zellen nicht
weiter fragmentiert wird. Aufgrund seines hohen Molekulargewichts wird das in dieser Form vorliegende PFCE in den Zellen
zurlickgehalten und nur in sehr geringem Male ins Blut rezirkuliert und Uber die Lunge abgeatmet.

4.1.2 Die GroRe der Nanopartikel beeinflusst die Bluthalbwertszeit

Um zu untersuchen, ob es weitere Unterschiede im Verhalten der PFCs und PLGA-NPs gibt, wurde die
Bluthalbwertszeit von PFCs und PLGA-NPs untersucht. Bei dieser zeigte sich eine GroRenabhangigkeit.
So waren die 226 nm PLGA-NPs und die 299 nm bNEs bereits nach 1 h nicht mehr im Blut nachweisbar,

wahrend die 83 nm groRen sNEs eine Bluthalbwertszeit von 4-10 h aufwiesen.

Bereits in vorhergehenden Studien an Madusen wurde die Bluthalbwertszeit von PFCs mit einem Durch-
messer von ca. 130 nm mit 72 h angegeben®® 120, |n weiteren Studien wurden fiir Partikel mit einem
mittleren Durchmesser von 145 nm Bluthalbwertszeiten von 9 - 12 h beobachtet®. Ubereinstimmend
mit der vorliegenden Studie wurde auch von anderen Autoren eine reduzierte Bluthalbwertszeit gro-
Berer Nanopartikel (z. B. unter 1 h fiir 250 nm PFCs’) beobachtet. Um korrekte Riickschlisse lber die
Ursachen der unterschiedlich langen Bluthalbwertszeiten von PFCs und PLGA-NPs ziehen zu kdnnen,
muss zunachst bedacht werden, in welchem Zustand die Partikel im Blut vorliegen. So konnten sie frei

im Blut zirkulieren oder an Blutimmunzellen gebunden sein. In mehreren Studien fanden sich PFCs 2-
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12 h nachi. v. Injektion mit Monozyten und Neutrophilen, und nach 24-48 h mit Monozyten assoziiert,
bevor sie nach drei Tagen wieder aus dem Blutstrom verschwanden!%!%, |n einer weiteren Studie

konnte tiber 2 h nach der Injektion von PFCs ein 1°F-Signal in Blutplasma detektiert werden?%,

Die Elimination zellgebundener PFCs aus dem Blut erklart sich durch ein Auswandern der die Partikel
enthaltenden Immunzellen aus dem Blut in Leber, Milz und Knochenmark - Organe, in denen zirkulie-
rende Immunzellen lokale Immunzellpopulationen ersetzen oder gealterte Blutimmunzellen eliminiert
werden®*. Eine mégliche Erklarung fiir die GréRenabhingigkeit der Eliminationsdauer der Partikel aus
dem Blut kdnnte die bessere Aufnahme groRerer Partikel durch phagozytotische Blutimmunzellen
sein, ebenso wie eine bessere Aufnahme der frei im Blut vorliegenden Partikel durch phagozytotische
Zellen in Organen'?3128265 Sp|che finden sich hauptsiachlich im retikuloendothelialen System, das ins-
besondere die Makrophagen der Milz und die Kupfferzellen der Leber umfasst?®2¢7 Die Aufnahme von
Partikeln oberhalb einer bestimmten GrofRe durch Phagozyten der Milz wird dabei dadurch befordert,
dass Partikel ab einem Durchmesser von 100-200 nm die endothelialen Liicken der splenischen Sinus
nicht mehr durchdringen kdnnen, wodurch sie vermehrt in der roten Pulpa zuriickgehalten und von
lokalen Makrophagen aufgenommen werden?®. In der Leber hingegen kénnen Partikel bis zu einem
Durchmesser von 500 nm ungehindert durch die Poren im Endothel treten?®. Neben der Aufnahme
durch Phagozyten gibt es aber auch noch andere Ausscheidungswege von Nanopartikeln aus dem Kor-
per. So werden kleine Partikel bis zu einem Durchmesser von 6 bis maximal 8 nm vorrangig tber glo-
meruldre Filtration ausgeschieden?3%262, Nanopartikel kdnnen zudem von Hepatozyten aufgenommen,
abgebaut und lber die Galle in den Diinndarm exkretiert werden?32. Von Hepatozyten werden kleine
Nanopartikel von 50 nm deutlich schneller exkretiert als solche von 100 nm Durchmesser, wahrend

Uiber 200 nm fast keine Exkretion (iber Hepatozyten mehr zu beobachten ist?*2,

Abgesehen von der GréRe ist bekannt, dass auch die Oberflachenladung eine entscheidende Rolle fir
die Bluthalbwertszeit spielt. So sind die Zirkulationszeiten von leicht negativ geladenen oder neutralen
Nanopartikeln deutlich verlangert gegentiber den sehr kurzen Zirkulationszeiten von kationischen und
den immer noch langeren Zirkulationszeiten von stark anionischen Nanopartikeln?*"262, Dies begriin-
det sich vorrangig in unterschiedlich guter Adsorption geladener Nanopartikel an Plasmaproteine, wel-
che schlieBlich zur Ausbildung einer Proteinkorona fiihrt?*262, So zeigen positiv geladene Partikel eine
bessere Bindung an negativ geladene Molekile im Blut, wozu neben Plasmaproteinen aber auch Zu-
ckerreste von Zellmembranen gehéren, wahrend neutrale oder negativ geladene Partikel eine redu-
zierte Bindung an Serumproteine aufweisen?3227°, Die Proteinkorona erhéht zum einen den hydrody-
namischen Durchmesser der Nanopartikel, zum anderen beférdert sie in Form einer Opsonierung die

Phagozytose, wodurch letztendlich die Aufnahme in Gewebe beeinflusst wird?32247.262,
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Moglich ware, dass die Unterschiede in den Bluthalbwertszeiten der PLGA-NPs, bNEs und sNEs dadurch
zustande kommen, dass PLGA-NPs und bNEs groRenabhangig deutlich besser von den phagozytoti-
schen Zellen des RES aufgenommen und hierdurch schneller aus dem Blut herausgefiltert werden als
sNEs. Die unterschiedliche Ladung der Nanopartikel scheint hingegen eine untergeordnete Rolle zu
spielen, da keine Unterschiede in der Bluthalbwertszeit der bNEs und PLGA-NPs zu beobachten waren.
Moglicherweise konnten entsprechende Unterschiede detektiert werden, wenn das Signal friher als 1
h nach Partikelinjektion gemessen wiirde, also zu einem Zeitpunkt, zu dem noch ein Signal fiir die bei-

den Partikel im Blut detektiert werden kann.

4.1.3 Die GroflRe der Nanopartikel beeinflusst die Gewebeverteilung

Es ist bekannt, dass sich PFCs nach ihrer Elimination aus dem Blut zunachst in Organen anreichern, die
reich an Makrophagen bzw. phagozytierenden Zellen sind'’®. Zu diesen phagozytenreichen Organen
gehort insbesondere das retikuloendotheliale System (RES), dem die Milz sowie die Leber zugeordnet
werden?®. Ob die PFCs im RES zellgebunden, z. B. in Makrophagen oder frei im intravaskuldren oder
extravaskuldren/interstitiellen Raum vorliegen ist noch unklar®192266271 Einhergehend mit der gro-
Renabhangigen Elimination von PFCs aus dem Blut ist von diesen Organen bekannt, dass sie vermehrt
groRere Nanopartikel (>250 nm) akkumulieren”?32, Dies stimmt mit der Beobachtung liberein, dass
sich die 226 nm PLGA-NPs und die 299 nm bNEs zum einen schneller in Milz und Leber anreicherten,
wahrend die mit 83 nm kleineren sNEs eine langsamere Anflutung zeigten. Des Weiteren waren das in
diesen Organen initial erreichte maximale *°F-Signal fiir PLGA-NPs und bNEs sowie das Plateau der
bNEs héher als das der sNEs, obwohl die Partikel in Verdiinnungen mit identischem °F-Gehalt injiziert

wurden.

Die Translokation von Partikeln von einer Seite der Gewebebarriere auf die andere ist ein Phdnomen,
das in vielen Geweben und Organen beobachtet wird. Die genauen Mechanismen — also z. B. ob ein
trans- oder parazelluldrer Transport oder eine rezeptormediierte Einwanderung innerhalb von Zellen
stattfinden — sind hiufig unbekannt®22%4, Die in der vorliegenden Studie untersuchten Organe haben
gemein, dass sie eine Endothelauskleidung aufweisen, die fiir einen vermehrten Ubertritt von Nano-
partikeln aus dem Blut in das Parenchym pradisponiert ist?®2. So besitzt die Milz in den Milzsinusoiden
ein diskontinuierliches Endothel (Spaltenweite bis 5 um)?’2. An diesen Spalten hiufen sich zudem be-
vorzugt phagozytoseaktive Makrophagen an 262268272273 dje die (ibergetretenen Nanopartikel unmit-
telbar phagozytieren konnen. In der Leber wird das Zytoplasma der flachen Endothelzellen zum einen
durch eine meist grofRe Zahl von Poren (Durchmesser bis zu 0,5 um) durchbrochen, zudem liegt eben-
falls ein diskontinuierliches Endothel vor und eine Basalmembran fehlt. Auerdem besitzt die Leber

eine Sonderform der endothelialen Wandauskleidung in Form von Kupfferzellen, die sich teilweise von
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der Endothelwand I6sen oder sich in die Sinusoide vorwélben und partikulare Bestandteile direkt aus

dem Blut phagozytieren kénnen?®°,

Neben dem RES findet sich eine Anreicherung von Nanopartikeln auch in Lymphknoten!91%8247 Kno-
chenmark und Lunge, die ebenfalls reich an Makrophagen sind, sowie in den Nieren, auch wenn die
Aufnahme in diese Organe nicht so stark ist wie die in Milz und Leber!!>198232274 Aych die Endothelien
des Knochenmarkes, die diskontinuierlich sind (Weite der Endothelfenster: ca. 85-150 nm), diinn und
keine Basalmembran aufweisen, erméglichen einen leichten Ubertritt von Nanopartikeln ins Ge-
webe?”®. Zudem wird eine transzelluldre Passage von Partikeln vom BlutgefaRsystem ins Knochenmark
beobachtet?”. Die in der vorliegenden Studie beobachtete vermehrte Akkumulation der 226 bzw. 299
nm groRen Nanopartikel im Gegensatz zu den 83 nm grolRen Nanopartikeln im Knochenmark lieRe sich
mit einer transzelluldren Aufnahme erklaren, die den Ubertritt der Partikel unabhingig machen wiirde
von der durch die Endothelweite vorgegebenen GréRenlimitation. Die Anreicherung von Nanoparti-
keln in Nieren, aber auch im Herz war in einer Studie an Goldnanopartikeln fir Partikel im Bereich 18-
200 nm unabhingig von der PartikelgroRe?®2, In Lymphknoten fand sich hingegen eine vermehrte An-
reicherung von SPIOs mit einem geringeren Durchmesser <50 nm?%2, Auch die Wande der Sinusrdume
in den Lymphknoten besitzen Liicken, durch die Lymphozyten ebenso wie zirkulierende Antigene —
oder auch Nanopartikel — ins retikulire Gewebe eintreten kdnnen?’3. Ubereinstimmend mit Daten aus
der Literatur®®? wurde in der vorliegenden Studie gezeigt, dass Nanopartikel mit einem Durchmesser
von 83 nm, anders als Nanopartikeln tGber 200 nm, in das Parenchym der Lymphknoten Ubertreten,
was auf eine GréRenlimitation fiir den Ubertritt von Partikeln Giber das Endothel hindeutet. So kénnten
insbesondere die hochendothelialen Venolen mit ihren spezialisierten Adhasionsmolekilen und dich-

276-278 yerhindern, dass Nanopartikel oberhalb einer bestimmten GroRe in das Pa-

ten tight junctions
renchym gelangen. Ein weiterer Faktor, welcher die Unterschiede in der Gewebeverteilung beeinflus-
sen konnte ist das {-Potential, welches sich zwischen den verwendeten Partikeln unterscheidet: -43
mV fir die bNEs, -23 mV fiir die PLGA-NPs. So zeigte sich, dass z. B. die hepatische Clearance neben
der GrofRe und Form der Partikel wesentlich von deren Oberflachenladung abhadngt und auch die Bin-

dung durch Zellen des RES hingt von der Ladung der Partikel ab?3%262:279,

Fasst man die Ergebnisse aus den Untersuchungen zur Bluthalbwertszeit und Gewebeverteilung der
vorliegenden Studie zusammen, so ist offenbar die PartikelgrofRe der entscheidende Faktor sowohl fiir
die vaskulare Halbwertszeit als auch fiir die Gewebeverteilung. Oberflachenladung und Hillsubstanz
der eingesetzten Partikel besitzen offenbar nur eine untergeordnete Rolle, da PLGA-NPs und bNEs trotz

diesbezliglicher Unterschiede, bei vergleichbarer GroRRe, eine dhnliche Gewebeverteilung aufweisen.
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4.1.4 Nanopartikelkonzentration, Phagozytose und Opsonierung beeinflussen die zellulére
Aufnahme von Nanopartikeln

Fir die zelluldre Partikelaufnahme (Endozytose) kommen, abhangig von der GroRe der Partikel, ver-
schiedene Mechanismen in Frage. Die Endozytose kann in Phagozytose (Partikel Gber 250 nm), rezep-
tor-mediierte Endozytose und Pinozytose (Flissigkeit, kleine Partikel) eingeteilt werden”?%. Im Rah-
men der vorliegenden Studie wurde genauer untersucht, durch welche Mechanismen PFCs und PLGA-
Nanopartikel von Zellen aufgenommen werden. Hierbei zeigte sich, dass sowohl PFCs als auch PLGA-
Nanopartikel konzentrationsabhangig aufgenommen wurden. Eine Aufnahme in nennenswertem Aus-
maR erfolgte nur bei physiologischer Kérpertemperatur. Wahrend PFCs in Gegenwart von Serum bes-
ser aufgenommen wurden, wiesen PLGA-NPs in der Gegenwart von Plasmabestandteilen eine vermin-
derte Aufnahme auf. Die Endozytose beider Arten von Partikeln konnte durch Inhibition der Phagozy-
tose reduziert werden, wahrend die Blockade der Clathrin-mediierten Endozytose und von Fc-Rezep-

toren keine Effekte auf die Aufnahme der Partikel durch Blutimmunzellen hatte.

Die Beobachtung, dass PFCs und PLGA-NPs zwar bei 37 °C, nicht jedoch bei 4 °C, also einer Temperatur,
bei der keine ATP-verbrauchenden Prozesse mehr stattfinden aufgenommen werden, stimmt mit den
Ergebnissen weiterer Autoren (iberein’. In der vorliegenden Studie fand sich jedoch auch bei niedrigen
Temperaturen immer noch ein geringer Prozentsatz an Zellen, welcher Partikel aufnahm. Eine Ursache
hierflr kbnnte zum einen ein passives Anhaften der Partikel an der Zelloberflache sein. Ein solches ist
insbesondere als Grund fiir das starke Signal der bNEs in den Kulturzellen bei geringen Temperaturen
anzunehmen, da dieses auf Sedimentation der groRen Nanopartikel zurlickzufiihren sein konnte. Als
weiterer Grund fiir eine geringe, aber dennoch detektierbare Partikelaufnahme bei niedrigen Tempe-
raturen wird eine energieunabhangige Aufnahme der Partikel in tiefe, mit Clathrin ausgekleidete Ver-
tiefungen an der Zelloberflache diskutiert, die sich in der Durchflusszytometrie wie eine Partikelauf-
nahme darstellt, jedoch von einer vollstdndigen, energieabhangigen Endozytose zu unterscheiden

istZSl

Eine effektive Phagozytose bzw. Entfernung von Nanopartikeln aus dem Blutstrom findet nur bei Op-
sonierung der Partikel durch Plasmabestandteile®3239282283 je 7. B. Komplementfaktoren!®32> statt.
Hiermit Gibereinstimmend wurden PFCs in Gegenwart von Plasmabestandteilen besser von Monozyten
aufgenommen als nach Entfernung des Plasmas. In verschiedenen in vitro Studien wurde jedoch beo-
bachtet, dass die Phagozytose von Nanopartikeln in der Gegenwart von Serum vermindert ist?8428,
Hiermit stimmt (berein, dass die Aufnahme der PFCs durch Neutrophile sowie der PLGA-NPs durch
Monozyten und Neutrophile in der Gegenwart von Plasmabestandteilen stattdessen reduziert war.

Eine mogliche Erklarung fiir die bessere Partikelaufnahme in der Abwesenheit von Plasmabestandtei-
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len kdnnte sein, dass durch diese Strukturen an der Partikeloberflache, wie Zuckerreste maskiert wer-
den, so dass weniger Phagozytose stattfindet als ohne Opsonierung. Die Aufnahme der opsonierten
Partikel wird offenbar nicht iber Fc-Rezeptoren vermittelt, was mit Daten anderer Autoren lberein-

stimmt®©3,

In vorangehenden Studien wurde beobachtet, dass die Aufnahme von PFCs Uber Clathrin-mediierte
Endozytose erfolgt’. Um abzukldren, ob fiir die PFCs und PLGA-NPs eine Clathrin-mediierte Endozytose
oder eine Phagozytose als Aufnahmemechanismus in Frage kommen, wurde in der vorliegenden Stu-
die die Clathrin-mediierte Endozytose durch Chlorpromazin inhibiert. Chlorpromazin bewirkt eine Ag-
gregation von Clathrin und Adaptorproteinen und deren Aufnahme in Endosomen, was die Clathrin-
abhangige Endozytose blockiert?®¢. Bei der Verwendung von Chlorpromazin in der vorliegenden Studie
konnte keine Reduktion der Partikelaufnahme festgestellt werden. Dieser Mechanismus scheint somit
nicht an der Aufnahme der sNEs und PLGA-NPs beteiligt zu sein. Um zu Uberpriifen, ob stattdessen
Phagozytose eine Rolle bei der Aufnahme der sNEs und PLGA-NPs spielt, wurde Cytochalasin D ver-
wendet. Dieses inhibiert die Kontraktion des Aktinskelettes, welches fiir die Phagozytose bendtigt
wird, und blockiert diese dadurch. Interessanterweise wurde die Aufnahme von sNEs, jedoch nicht die
der PLGA-NPs (Durchmesser 226 nm) durch Cytochalasin D inhibiert. Die PFCs liegen mit einem Durch-
messer von 83 nm unter der angegebenen unteren Grenze fiir die Phagozytose (250 nm). Dies ist je-
doch in Einklang mit einer weiteren Studie, in der ebenfalls die Aufnahme kleiner (100 nm) Nanoparti-
kel durch Cytochalasin D inhibiert werden konnte®’. Auch aus weiteren Studien ist eine aktive, rezep-
tor-mediierte Phagozytose als Aufnahmemechanismus von PFCs mit einer GroRe von 133-226 nm
durch Monozyten und Makrophagen bekannt!®*7°, Damit scheint der primare Mechanismus der Auf-

nahme der hier verwendeten PFCs, nicht jedoch der der PLGA-NPs die Phagozytose zu sein.

4.1.5 PFCs und PLGA-Nanopartikel zeigen keine zytotoxischen Effekte

Intravenése Emulsionen missen, wie alle parenteralen Produkte pharmakopoischen Anforderungen
entsprechen?®28 Dies dient dazu, reproduzierbare Eigenschaften zu gewéhrleisten und toxische Ef-
fekte auf den Empfangerorganismus in vivo auszuschlieBen. Fiir PFCs, ebenso wie flir PLGA-Nanopar-
tikel werden ausschlielich Bestandteile eingesetzt, die bekanntermaRen biokompatibel sind: Die ver-
wendeten Perfluorkarbone sind aufgrund ihrer chemischen Struktur biologisch und chemisch
inert2>13028% Eiir die Lecithine, welche in der vorliegenden Studie als Quelle der Phospholipide dienen,
die die Hillsubstanzen der PFCs darstellen sind keine Inkompatibilititen bekannt!*!, Lecithine werden
zudem vom menschlichen Kérper vollstandig metabolisiert'4®88, PLGA ist ebenfalls biokompatibel?**

123,296

295 und wird im Kérper durch Esterhydrolyse vollstandig zu Lactat und Glykolsaure abgebaut, wel-

che entweder unverandert liber die Nieren exkretiert oder im Kérper Gber den Zitratzyklus vollstandig

abgebaut und schlieBlich als CO, und Wasser ausgeschieden werden?’1233:234,
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Fir die hier verwendeten PFCs und PLGA-Nanopartikel gibt es jedoch noch keine systematischen Stu-
dien zu moglichen akuten zytotoxischen Effekten auf Kulturzellen, Blutimmunzellen und primare Zellen
aus Leber und Milz. Zudem war eine Hypothese fiir die schnelle Elimination der PLGA-NPs aus dem
Korper, dass diese moglicherweise zytotoxische Effekte besitzen kénnten. Dies wiirde zu einer schnel-
len Freisetzung der Nanopartikel aus den apoptotischen Zellen, gefolgt von erneuter Aufnahme durch
Phagozyten flihren. Die mehrfache Aufnahme und Freisetzung durch phagozytotische Zellen kénnte
eine schnellere Degradation des umhillenden PLGAs bewirken, was zu schnellerer Freisetzung des
PFCEs fiihren wiirde. In der vorliegenden Studie fanden sich weder bei durchflusszytometrischen noch
bei morphologischen Untersuchungen der Zellen Hinweise auf akute zytotoxische Effekte der PFCs o-
der PLGA-Nanopartikel. Von unseren Kooperationspartnern wurde zudem Milz- und Lebergewebe von
Mausen, denen hoch dosierte PLGA-NPs verabreicht worden waren histologisch untersucht. Auch hier
fanden sich keine Hinweise auf zytotoxische Effekte?3®. Das Fehlen akuter zytotoxischer Effekte stimmt
mit Ergebnissen friiherer Studien anderer Autoren Uberein, in denen PFCs und PLGA-Nanopartikel auf
toxische Effekte untersucht wurden: In verschiedenen Studien konnte weder eine verminderte Vitali-
tat, entziindliche Aktivierung noch ein Funktionsverlust von kultivierten Makrophagen'’®, Monozy-
ten?®3, T-Zellen?24248:297.298 ' NK-Ze|len?24299300 D (5248265301302 oder yon neuronalen oder hamatopoeti-
schen Stammzellen?*4303-307 detektiert werden. Lediglich in einzelnen Studien wurde in verschiedenen

163223 ajne geringe Zunahme der Apoptoserate mit zunehmenden

Zelllinien*®*2% ynd Blutimmunzellen
Dosen beobachtet. Flir PLGA-ummantelte Perfluorkarbon-Nanopartikel wurden minimale entziindli-
che Effekte auf humane DCs'%1%0 ynd kultivierte Makrophagen3® beobachtet. Zudem fanden sich in
geringem MaRe entziindliche Reaktionen an PLGA-Membranen anhaftender Zellen®?. In der vorlie-
genden Studie wurden weder fiir PFCs noch fiir die PLGA-Nanopartikel akute zytotoxische Reaktionen
beobachtet. Allerdings wurden hier ausschlieBlich die Apoptoserate sowie morphologische Verande-
rungen der Zellen betrachtet. Entziindliche Reaktionen, wie eine erhdhte Zytokinproduktion wurden
hingegen nicht untersucht. Entsprechend ist nicht auszuschlieRen, dass die Zellen auch bei der Ver-

wendung der hier eingesetzten Nanopartikel einen leicht entziindlichen Phanotyp aufweisen, der aber

offenbar keine sichtbaren klinischen Effekte hervorruft.
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4.2 Einfluss von sterilen und nicht-sterilen Entziindungsprozessen auf die zellulare
Aufnahme und Gewebeverteilung von PFCs

Es ist bekannt, dass PFCs nach der i. v. Injektion von phagozytotischen Zellen im peripheren Blut auf-

genommen werden!¥120170 die in der Folge in Entziindungsherde einwandern, so dass die inflamma-

torischen Foci mit hoher Sensitivitat und Spezifitat als sogenannte ,hot spots” hintergrundfrei mittels

F-MRT dargestellt werden kénnen®”123, Zwar gibt es bereits zahlreiche Studien, in denen das °F-Sig-

nal in Entziindungsherden mittels F-MRT untersucht wurde, jedoch existiert noch keine systemati-

110 ynter entziindlichen

sche Charakterisierung des '°F-Signals in verschiedenen peripheren Organen
Bedingungen. Zudem ist aktuell noch nicht bekannt, welcher Anteil der PFCs, die das °F-Signal im Ent-
ziindungsherd erzeugen, in der Peripherie von zur Phagozytose fahigen Zellen aufgenommen und von
diesen zum Entzlindungsherd transportiert wird. So kdnnte ein gewisser Teil der injizierten PFCs frei
im Blut den Entzlindungsherd erreichen, das entziindliche, permeable Endothel durchtreten und erst

lokal im Entziindungsherd von residenten Immunzellen aufgenommen werden.

4.2.1 Die zelluldre Partikelaufnahme ist unter entziindlichen Bedingungen gesteigert

Das Wissen (iber die zelluldare Aufnahme von Nanopartikeln unter entziindlichen Bedingungen ist zur-
zeit noch begrenzt. Es ist bekannt, dass die Aufnahme von Mikropartikeln in der Gegenwart von LPS
erhdht ist3%231° Allerdings gibt es bisher nur eine einzige Studie, in der die in vivo Aufnahme von Na-
nopartikeln durch Immunzellen nach der i. v. Injektion von LPS in M&dusen untersucht wurde. Hier fand
sich in verschiedenen Organen eine verstarkte Kolokalisation von Polystyrol-Nanopartikeln mit Neutro-
philen3%, Bisher gibt es jedoch keine Daten zur zelluldren Aufnahme von PFCs durch in vitro mit LPS-
stimulierte Zellen. Ebenso sind die Daten zur zelluldaren Aufnahme von PFCs unter entziindlichen Be-
dingungen begrenzt. Auf diesem Gebiet fand sich eine Studie, in der Nienhaus et al.’®® jn vitro keine
Veranderung der Aufnahme von PFCs durch aus dem Blut von MI-Patienten isolierte Monozyten, ver-
glichen mit Zellen aus dem Blut gesunder Probanden beobachten konnten. Genauere Kenntnisse auf
diesem Gebiet sind von groRem Interesse, da nur so die Entstehung des F-Signals im Kdérper unter

entzlindlichen Bedingungen erklart werden kann.

Um zu untersuchen, ob die zelluldre Aufnahme der PFCs, die das *°F-Signal im Entziindungsherd erzeu-
gen, vorrangig durch periphere Blutimmunzellen oder auch durch lokale Immunzellen im Entziindungs-
herd erfolgt, wurde die PFC-Aufnahme durch aus peripherem Blut in Gegenwart eines Entziindungs-
prozesses oder direkt aus dem Entziindungsherd gewonnene Immunzellen ermittelt. Zur genaueren
Untersuchung der Mechanismen der zellularen PFC-Aufnahme unter entziindlichen Bedingungen,
wurde zusatzlich die Aufnahme von PFCs durch in vitro mit LPS oder dem Akute-Phase Protein CRP

stimulierte kultivierte und primare Zellen untersucht. Hierbei zeigte sich in vivo eine starkere PFC-Auf-
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nahme insbesondere durch direkt aus dem Entziindungsherd isolierte Immunzellen, verglichen mit un-
stimulierten Kontrollzellen. Die Stimulation von Zellen mit Entziindungsmediatoren in vitro fihrte hin-

gegen nicht zu einer wesentlichen Steigerung der Partikelaufnahme.

Bei Untersuchung der Aufnahme von PFCs durch Immunzellen in der vorliegenden Studie zeigte sich,
dass eine verstarkte Aufnahme von PFCs durch aus dem Blut stammende Immunzellen bei Ml nur bei
einer frihen Blutentnahme 5-6 h post OP detektiert werden konnte. Moglicherweise sind die fir die
erhohte Partikelaufnahme erforderlichen entziindlichen Stimuli bei MI nur in den ersten Stunden nach
der Ischamie vorhanden. Dies kdnnte erklaren, warum Nienhaus et al. bei Probenahme 3 Tage nach
MI keine Unterschiede hinsichtlich der PFC-Aufnahme zwischen entziindlichem und nicht-entziindli-
chem Zustand detektieren konnten. In der vorliegenden Studie konnte zudem gezeigt werden, dass
vor allem Neutrophile, erst an zweiter Stelle gefolgt von Monozyten in der perakuten Phase der Ent-
ziindungsreaktion eine deutlich erhdhte Partikelaufnahme aufweisen. Hieraus kdnnte der Schluss ge-
zogen werden, dass das °F-Signal im Entziindungsherd zu diesem sehr friihen Zeitpunkt vor allem
durch Neutrophile, bzw. durch die in diesem Zelltyp enthaltenen PFCs erzeugt wird. Dies stimmt damit
liberein, dass Neutrophile der erste Zelltyp sind, der bei akuter Entziindung in das entziindete Gewebe
einwandert, und somit zu diesem Zeitpunkt in diesem den gréRten Anteil an Immunzellen darstellen®*.
Es ist zu vermuten, dass bei der Injektion von PFCs zu spateren Zeitpunkten Monozyten als dominie-
render Zelltyp3'#%4! die Zellsubpopulation darstellen, die vorrangig das *°F-Signal im ,hot spot” er-

zeugt.

Eine weitere interessante Beobachtung war, dass die Aufnahme der Partikel durch Immunzellen, die
direkt aus den Entziindungsherden (Matrigel mit LPS) isoliert worden waren deutlich starker war als
die Aufnahme durch Leukozyten des peripheren Blutes. Dies kdnnte mit einer starkeren Stimulation

der lokalen Immunzellen durch das lokale entziindliche Milieu im Entziindungsherd zu erklaren sein.

313

Hierzu kdnnten z. B. erhdhte lokale Level an Zytokinen3'?, Chemokinen3!® oder z. B. die extrazellulire

Matrix (ECM)31431> beitragen.

Um die Mechanismen, die an der erh6hten Phagozytose von PFCs unter entziindlichen Bedingungen
beteiligt sind genauer zu untersuchen, wurden Zellen (kultivierte Makrophagen, Blutimmunzellen, pri-
mare Splenozyten) in vitro mit Entzindungsmediatoren (LPS oder CRP) stimuliert. Lipopolysaccharid
(Endotoxin, LPS)?% jst ein Bestandteil der duReren Membran der meisten Gram-negativen Bakterien.
Es setzt sich aus einem hydrophilen Polysaccharid und einer hydrophoben Komponente (Lipid A) sowie

aus O-Antigen Wiederholungen zusammen?'!, Es entfaltet seine Wirkung durch die Aktivierung von

Toll-Like-Rezeptoren3!®, insbesondere von TLR-43Y, Zudem spielt auch CD14- ,signaling“3!831° eine

320,321

wichtige Rolle. Die Effekte von LPS auf den Organismus beinhalten eine Aktivierung von Monozy-

322,323

ten/Makrophagen sowie Neutrophilen , so die Steigerung der phagozytotischen Aktivitat dieser
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Zellen. Dies geschieht Gber eine durch TLR4 mediierte Reorganisation des filamentaren Aktins im Ver-
lauf des Phagozytoseprozesses3**#3%, Bei der in vitro Stimulation von Zellen mit LPS zeigte sich in der
vorliegenden Studie jedoch keine Steigerung der PFC-Aufnahme. Dies kénnte darin begriindet sein,
dass in den genannten Studien anderer Autoren gréRere Partikel (Mikropartikel) verwendet wurden,
z. B. mit 1gG opsonierte Thrombozyten oder Schaferythrozyten sowie Latexbeads, deren vermehrte
Aufnahme in primire und kultivierte Makrophagen392310326-328 ' Neytrophile3?23%, Astrozyten und
Mikroglia®3°33! bei LPS-Stimulation gezeigt werden konnte. Ebenso fand sich eine erhéhte Phagozytose
solcher Partikel durch LPS-stimulierte Monozyten in vivo3'. Jedoch gibt es auch Studien, in denen eine
ausbleibende Stimulation der Phagozytose durch LPS berichtet wird®*2. So war in einer Studie nach
dem Einatmen von LPS die Phagozytose durch Alveolarmakrophagen in der broncho-alveolaren Lava-
geflissigkeit sogar vermindert3*3, Offenbar spielen also bestimmte Eigenschaften, z. B. die GroRe der

Partikel eine Rolle beziiglich der LPS-mediierten zellularen Aufnahme dieser Partikel.

Als weiterer Entziindungsmediator wurde CRP zur Stimulation der PFC-Aufnahme in vitro eingesetzt,
da es bekanntermaRen eine die Phagozytose steigernde Aktivitat besitzt?*?33433> CRP ist ein Akute
Phase Protein3%, das vor allem von Kupfferzellen®’ der Leber produziert wird®2, In gewissem MaRe

339 und Untergruppen von Lymphozyten3*%3#! sezerniert. Die Produk-

wird es zudem von Makrophagen
tion von CRP wird als Teil der angeborenen Immunantwort auf Infektion und Gewebeverletzung34*343
innerhalb kurzer Zeit (24 — 48 h) hochreguliert343%%; nach Wegfall des Stimulus sinken die CRP-Werte
aber auch schnell wieder. Hierdurch ist es ein sensitiver3>® und spezifischer®®® Marker fiir Entziindungs-
prozesse. Die Steigerung der Phagozytose durch CRP erfolgt durch dessen Bindung an Phosphocholin,
welches unter anderem an der Oberfliche geschidigter oder toter Sdugerzellen exponiert wird?12213,
An Phosphocholin gebundenes CRP aktiviert zum einen den klassischen Signalweg des Komplement-
systems, was zu einer Steigerung der Phagozytose der das CRP bindenden Strukturen fiihrt3’8, Ebenso

382383 1ber die Bindung an Fc-Rezeptoren3>33%4, Letzterer Weg spielt bei

vermittelt CRP die Phagozytose
der Stimulation der Phagozytose jedoch nur eine untergeordnete Rolle: So zeigte sich in einer Studie
von Gershov et al.3**, dass CRP in der Abwesenheit von Serum die Phagozytose nicht steigern kann. In
der vorliegenden Studie wurde bei der Stimulation sowohl von kultivierten Makrophagen als auch von
primdren Immunzellen mit CRP eine leichte Steigerung der Partikelaufnahme nach einer Stimulations-

dauer von 24 h beobachtet.

Die nur geringe (CRP) oder sogar fehlende (LPS) Steigerung der zellularen PFC-Aufnahme nach in vitro
Stimulation durch Entziindungsmediatoren legt nahe, dass offenbar komplexe Mechanismen fiir die
vermehrte Aufnahme von PFCs durch Immunzellen, welche aus Tieren mit Entziindungsherd gewon-
nen wurden verantwortlich sind. Die Beobachtung, dass im Matrigel/LPS-Modell das LPS ausschlieRlich

im Entziindungsherd, nicht jedoch im peripheren Blut nachzuweisen ist'’?, deutet ebenso auf indirekte
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355358 mediierte, statt auf eine direkte

Mechanismen, wie durch eine Steigerung der Zytokinproduktion
Stimulation durch LPS hin. Die geringe Stimulation der zelluldren PFC-Aufnahme durch CRP legt nahe,
dass dieses einer der Faktoren sein konnte, die an der erhéhten Partikelaufnahme durch entziindlich
stimulierte Zellen beteiligt sind. Die mogliche Bedeutung des CRP wird dabei unterstrichen durch die

hohen Level dieses Akute Phase Proteins im Blut unter entzlindlichen Bedingungen.

Der Ubertritt von Nanopartikeln {iber ein permeables Endothel in das Interstitium und ihre Anreiche-
rung im Gewebe aufgrund reduzierten Lymphabflusses wird als EPR-Effekt (,enhanced permeability
and retention”) bezeichnet. Der EPR-Effekt findet sich zum einen in Tumorgewebe, jedoch auch in ent-
ziindlichen Regionen?’2. Die Hypothese, die aufgrund der in dieser Studie beobachteten starken PFC-
Aufnahme durch direkt aus den Entzlindungsherden gewonnene Immunzellen aufgestellt wurde, war,
dass PFCs nicht nur in der Peripherie von phagozytotischen Zellen aufgenommen werden, um mit die-
sen in den Entziindungsherd zu gelangen. Vielmehr konnte ein Teil der injizierten Nanopartikel frei im
Blutstrom zu den entziindlichen Regionen transportiert werden, das entziindliche, durch die Sezernie-
rung proinflammatorischer Zytokine (TNF, IL-1, -6, VEGF) fenestrierte und somit vermehrt permeable
GefaRendothel passieren?? und erst lokal von stimulierten residenten Immunzellen aufgenommen

werden’ (Abbildung 4.2).

Immunzelllabeling Lokales
im Blut Immunzelllabeling

/@ @\'et

Abbildung 4.2: Ursprung des '°F-Signals im Entziindungsherd auf zellulirer Ebene. Schematische Darstellung der Wege, auf

denen es zu einer Beladung von Immunzellen mit PFCs kommen konnte. A.: Die PFCs kdnnten nach i. v. Injektion (1.) vorrangig
in der Peripherie von phagozytotischen Zellen aufgenommen werden (2.) und mit diesen in den Entziindungsherd gelangen
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(3.). B.: EPR-Effekt: Die PFCs konnten zudem frei im Blut zum Entztindungsherd gelangen (4.), durch das entztindliche, ver-
mehrt permeable Endothel in den Entziindungsherd eintreten (5.) und erst lokal von phagozytotischen Zellen aufgenommen
werden (6.).

4.2.2 Lokale Entzindungsreaktionen bewirken nur geringe Veranderungen des 1°F-Signals in
peripheren Organen

Es ist bereits aus zahlreichen Studien bekannt, dass sich nach der i. v. Injektion von PFCs iiber ein *°F-
Signal die Ansammlung von phagozytotischen Zellen in Entziindungsherden nachweisen ldsst!!°. Bisher
ist jedoch noch nicht untersucht worden, ob eine lokale Entziindungsreaktion Effekte auf das °F-Signal
in peripheren Organen, wie Milz, Leber, Knochenmark und Lymphknoten besitzt. Es findet sich lediglich
eine einzige Studie, in der die Anreicherung von Polystyrol-Nanopartikeln bei systemischer Entzindung
in verschiedenen Organen untersucht wurde. Hierbei wurde eine vermehrte Anreicherung der Nano-
partikel in der Milz und eine reduzierte Anreicherung in der Leber beobachtet?!!. Die Akkumulation in
der Milz erklart sich zum einen durch die entziindlich bedingte erhohte vaskuldre Permeabilitat, die in
der genannten Studie ausschlieBlich in der Milz beobachtet wurde3'!. Das starke Herausfiltern der Na-
nopartikel durch die Milz wird wiederum fiir die reduzierte Partikelakkumulation in der Leber verant-
wortlich gemacht. Um systemische Effekte von lokalen Entziindungsreaktionen zu untersuchen, wur-
den in der vorliegenden Studie zwei verschiedene Entziindungsmodelle gewahlt: Der Myokardinfarkt
(M1) als Modell fir eine sterile Entziindung, sowie das Matrigel/LPS-Modell als Beispiel fir eine nicht-
sterile Entziindung. Bei der Messung des °F-Signals in Blut, Leber, Milz, Knochenmark und Lymphkno-
ten in den beiden Entziindungsmodellen zeigte sich eine geringe Reduktion der Signalintensitat in Blut
und Milz zu frihen Messzeitpunkten im MI-Modell und eine erhéhte Signalintensitat in Milz (nicht
signifikant) und Leber nach der Implantation von Matrigel/LPS. In beiden Modellen fand sich eine nicht-

signifikante Reduktion des *°F-Signals in den Lymphknoten unter entziindlichen Bedingungen.

Fir diese Veranderungen kommen verschiedene Erklarungen in Betracht. Zum einen kdnnte es zu ei-
ner entziindlich bedingten Aktivierung der Immunzellen mit verstarkter PFC-Aufnahme durch die Leu-
kozyten auch in den untersuchten peripheren Organen kommen3!t, Eine weitere Erklarungsmaéglich-
keit ist das Auftreten eines ,enhanced permeability and retention effect (EPR)?’?, d. h. einer erhéhten
vaskuldren Permeabilitdt3112%® zusammen mit einer reduzierten Perfusion der Peripherie, was eine Ak-
kumulation der Nanopartikel in den Geweben bewirkt?’2. Die dritte mégliche Erklarung fiir Verdnde-
rungen im °F-Signal in der Peripherie sind entziindlich bedingte rein quantitative Veranderungen der
Zahl der Immunzellen in den untersuchten Organen - insbesondere der Makrophagen, Monozyten und
Neutrophilen als den Immunzellen, die hauptsachlich fir die Aufnahme der PFCs verantwortlich sind.
Solche quantitativen Veranderungen der Zellpopulationen entstehen z. B. durch die entziindlich be-
dingte Leerung von Leukozytenreservepools aufgrund erhéhten Bedarfes im Entziindungsherd, oder

durch Zytokin-mediierter Leukozytenretention.
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39,360361 \was im Widerspruch zum

Im Anschluss an Ml ist das Auftreten einer Monozytose beschrieben
beobachteten reduzierten °F-Signal im Blut nach Ml ist. Eine mégliche Erklarung fiir das reduzierte
Signal konnte der massive Bedarf an Immunzellen im Herzen aufgrund des innerhalb von Stunden nach

35,362 sein.

Ml auftretenden vollstdndigen Absterbens der residenten Gewebemakrophagen im Herzen
Die lokalen Makrophagen werden in der Folge bereits unmittelbar nach Ml fiir eine Dauer von mehre-
ren Tagen durch taglich tausende myeloischer Zellen aus dem Blutpool ersetzt, die ins Herz rekrutiert
werden3%23%3, Dies sind zum einen Neutrophile als erste, bereits sehr friih nach Ml ins Herz einwan-
dernde Zellpopulation, zudem in der Folge einwandernde Monozyten und Lymphozyten3>36361363 Dje
Zahl der Makrophagen im Herzen erholt sich erst nach vier Tagen, und erst zwei Wochen nach Ml wird
die lokale Makrophagenpopulation im Herzen, welche sich im Zustand der Homdostase selbst erneu-
ert>>3% wieder unabhingig von der Rekrutierung von Blutmonozyten3>36362364 Djese massive Rekru-
tierung von Immunzellen aus dem Blut ins ischamische Herzgewebe kdnnte in einer reduzierten Menge

an Immunzellen im Blut resultieren, was ein reduziertes **F-Signal im Blut im Entziindungszustand er-

klaren wirde.

In der Milz wurde im Matrigel/LPS-Modell unter entziindlichen Bedingungen ein tendenziell stirkeres
1F-Signal beobachtet als unter Kontrollbedingungen. Dies stimmt mit der von Chen et al. bei Septikd-
mie beobachteten vermehrten Akkumulation von Nanopartikeln in der Milz Gberein, welche auf die
erhdhte Permeabilitat der vaskuldren Endothelien in diesem Organ zuriickgefiihrt wurde3'3%°, Zudem
ist bekannt, dass es bei Septikdmie zu einer Einwanderung von Neutrophilen in die Milz kommt3%3%>, |n
der gesunden Milz machen Neutrophile lediglich 1-2 % der Zellen aus®®®. Die Akkumulation von Neutro-
philen in der Milz bei Septikdmie ist jedoch so massiv, dass sie in einer Splenomegalie resultiert>®7368,
Eine Splenomegalie wird auch in der vorliegenden Studie beobachtet, in der sich, wenn auch lediglich
lokal, LPS im Korper findet. Um eine Einwanderung von Neutrophilen als Ursache der Splenomegalie
nachzuweisen, misste eine histologische Aufarbeitung der anfallenden Milzen erfolgen. Im MI-Modell
wurde in der vorliegenden Studie hingegen im entziindlichen Zustand eine Reduktion des °F-Signals
in der Milz beobachtet. Dies kénnte darauf zuriickzufiihren sein, dass die Milz bei Ml eine wichtige
extramedulldre Quelle in das Herz einwandernder zirkulierender Monozyten ist*61:362364369  Dije Milz
scheint ca. die Halfte der myeloischen Zellen (40-70 % der Monozyten), welche innerhalb des ersten
Tages in das ischdmische Myokard einwandern, beizusteuern®°3", In gesundem Zustand machen die
Monozyten 3,5-5 % der Zellen der Milz aus®®. Die Rekrutierung von Monozyten aus der Milz ins Herz
bei MI geht mit einer deutlichen Reduktion®® der Zahl der Monozyten in der Milz um bis zu 58 % ein-
her3’2373 Zudem ist eine Reduktion der GroRe der Milz bei MI beschrieben3>3%! wie sie auch in der

vorliegenden Studie gefunden wurde. Ob eine Reduktion der Zahl der Monozyten in der Milz in der
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vorliegenden Studie die Ursache fir die geringere GroRe der Milz bei Ml ist, miisste anhand histologi-

|362

scher Gewebeaufarbeitung untersucht werden. Erst innerhalb von einer Woche nach MI*** wird durch

extramedullire Himatopoese®®? die urspriingliche Zellzahl in der Milz wieder erreicht®%2,

In der Gegenwart von LPS wurde in der Leber in der vorliegenden Studie eine stirkere °F-Signalinten-

1311 wurde hingegen

sitdt beobachtet, verglichen mit den Kontrolltieren. In der Studie von Chen et a
keine vermehrte Akkumulation von Nanopartikeln in der Leber unter entziindlichen Bedingungen be-
obachtet, ebenso wenig wie eine erhohte Gefdallpermeabilitdt in diesem Organ gefunden wurde. Als
Erklarung fir das stiarkere °F-Signal in der Leber unter entziindlichen Bedingungen kdme z. B. eine
vermehrte Aufnahme von PFCs durch lokale entziindlich stimulierte Kupfferzellen — diese umfassen
2,1 % der Leberzellen®* und phagozytieren bekanntermaRen den gréRten Teil der PFCs in der Leber?”?
— oder durch Leukozyten in Frage. Letztere — sowohl Neutrophile als auch Monozyten — sind nur unter

entziindlichen Bedingungen in nennenswerter Menge im Lebergewebe vorhanden3”®

. Weitere mogli-
che Erklarungen fiir das stirkere °F-Signal in der Leber unter entziindlichen Bedingungen finden sich,
wenn andere Entziindungsmodelle als eine LPS-induzierte Entziindung betrachtet werden. So sind fir
den Fall myokardialer ischdmischer Verletzung verschiedene Effekte auf die Leber bekannt3’%377, Unter
anderem wird durch erhdhte periphere Level an IL-6, welches im ischdamischen Myokard vermehrt pro-
duziert wird, eine Leukozytenretention in der Leber beférdert®”’. Es kénnte daher spekuliert werden,
dass erhdhte Zytokinlevel auch im Matrigel/LPS-Modell**>73% eine vermehrte Retention von Leukozy-

ten in der Leber bedingen und dadurch fiir die beobachtete °F-Signalverstirkung in diesem Organ

verantwortlich sind.

In den Lymphknoten fand sich in der vorliegenden Studie eine tendenzielle Reduktion des *°F-Signals

unter entziindlichen Bedingungen, sowohl im Matrigel/LPS- als auch im MI-Modell. Lymphknoten be-

378,379

stehen vor allem aus B- und T-Lymphozyten , in den Marksinus finden sich zudem Makropha-

gen389381 Dije Makrophagen — also die Zellen, die vermutlich die meisten PFCs aufnehmen — dissoziie-

381 \as

ren unter entziindlichen Bedingungen aus noch unbekannten Griinden aus den Lymphknoten
das schwiachere °F-Signal im entziindlichen Zustand in beiden Entziindungsmodellen erkldren kénnte.

Um dies zu beweisen, missten jedoch histologische Untersuchungen durchgefiihrt werden.
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5 Zusammenfassung und Ausblick
Die friihe Detektion und verlassliche Beurteilung von lokalen Entziindungsprozessen mit nicht-invasi-

ven Bildgebungstechniken ist von groBer Bedeutung fiir praklinische Studien ebenso wie fiir die klini-
sche Anwendung. Zu diesem Zweck wurden unter anderem verschiedene MRT-Techniken entwickelt,
welche es ermoglichen, indirekt oder direkt Entziindungsprozesse in lebenden Organismen darzustel-
len. Eine der direkten Methoden ist die °F-MRT. '°F ist das einzige stabile Isotop des Fluors, welches
eine natirliche Haufigkeit von 100 % besitzt, im Korper jedoch nur in Spuren vorhanden ist. Daher kann
F als ,tracer” Agens eingesetzt werden, wofiir iblicherweise Perfluorkarbon-Nanoemulsionen (PFCs)
verwendet werden. Perfluorkarbone sind synthetische Komponenten aus mit Fluor gesattigten Koh-
lenstoff-basierten Molekiilen'?>123, PFCs setzen sich aus einem in eine Einzelschicht aus Lipiden einge-
kapselten Perfluorkarbon zusammen. Hierdurch stellen sie eine biokompatible Formulierung der Per-
fluorkarbone dar, die in reiner Form stark hydrophob und lipophob sind und daher unmischbar mit
Korperflissigkeiten. Nach ihrer intravendsen Verabreichung in den Kérper werden PFCs von phagozy-
tischen Immunzellen im peripheren Blut aufgenommen, welche spater unter anderem in entziindli-
chen ,hot spots” akkumulieren, in denen sie mit hoher Sensitivitdt und Spezifitat ohne natiirlichen
Hintergrund mit *H/*°F-MRT dargestellt werden kénnen. Alternativ zur Emulgierung mit Lipiden (PFCs)
kénnen Perfluorkarbone auch in PLGA-Nanopartikel (PLGA = ,poly(lactic-co-glycolic acid)”) eingekap-
selt werden. Das Ubergeordnete Ziel dieser Arbeit war es, neue Erkenntnisse (iber die Faktoren zu er-
langen, welche das biologische Verhalten der PFCs beeinflussen. Zu diesem Zweck wurde die Bedeu-
tung der Formulierung von Perfluorkarbonen ebenso wie der Einfluss von Entziindungsprozessen auf

die zellulare Aufnahme und Gewebeverteilung von PFCs untersucht.

Sowohl fiir klinische Anwendungen als auch fiir praklinische Studien wird ein 1°F- , tracer” benétigt, der
eine hohe Sensitivitat besitzt, nicht toxisch ist und in einer akzeptablen Zeit aus dem Korper ausge-
schieden wird. Ein ,tracer” mit hoher Sensitivitat ist der Perfluor-15-kronen-5-ether (PFCE), da er 20
F-Isotope in identischer chemischer Umgebung besitzt. Jedoch hat dieser eine biologische Halbwerts-
zeit von mehr als 250 Tagen'®2. Bisher wurden keine Untersuchungen zur Bedeutung verschiedener
Formulierungen von Perfluorkarbonen auf die Akkumulation in und Ausscheidung aus Kérpergeweben
sowie zur zelluldren Aufnahme von Perfluorkarbonen durchgefiihrt. Daher wurden in dieser Arbeit sys-
tematisch die physikochemischen Eigenschaften, die zelluldre Aufnahme sowie die Gewebeverteilung
von PFCs und PLGA-Nanopartikeln analysiert. Die Analyse wurde mit PFCs mit einem Durchmesser von
83 bzw. 299 nm und ,,multicore” (226 nm) sowie ,core shell“ (165 nm) PLGA Nanopartikeln (PLGA-NPs
und -NCs) durchgefiihrt. Es konnte gezeigt werden, dass die PLGA-NPs und PLGA-NCs eine starkere
zellulare Aufnahme besitzen verglichen mit PFCs identischer Gr6Re, moglicherweise aufgrund von Un-

terschieden in der Hiille der Partikel (Zuckerstrukturen). Die Akkumulationskinetiken in Leber und Milz
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waren von der GrolRe der Nanopartikel abhangig, nicht jedoch von der Art der Verkapselung. PLGA-
NPs zeigten jedoch eine aulergewohnlich schnelle Entfernung aus der Leber, im Gegensatz zu der sehr
langen Gewebehalbwertszeit der PFCs. Experimente, die in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe
von Professorin M. Srinivas (RadboudUMC, Nijmegen, Niederlande) durchgefiihrt wurden zeigten, dass
dieses Verhalten in der einzigartigen ,multicore” Struktur der PLGA-NPs begriindet ist. Hierdurch
konnte demonstriert werden, dass nicht allein das Molekulargewicht, der Dampfdruck und die Lipo-
philie verantwortlich sind fir die Entfernung des jeweiligen Perfluorkarbons aus dem Korper, sondern,
dass auch die Formulierung des Perfluorkarbons einen wesentlichen Einfluss hat auf seine Gewebe-
halbwertszeit. Mit den PLGA-NPs wurde erstmalig eine Formulierung des PFCE mit seinen vorteilhaften
Bildgebungseigenschaften gefunden, welche wiederholte Injektionen mit dem Ziel einer longitudina-
len Darstellung von Entziindungsprozessen erlaubt, wie sie z. B. fir klinische Anwendungen erforder-

lich ist.

Eine Voraussetzung zur korrekten Interpretation der *°F-Bilder, die wihrend der °F-Entziindungsbild-
gebung angefertigt werden ist ein tiefgreifendes Wissen tber das Verhalten von PFCs unter entzindli-
chen Bedingungen. In verschiedenen Studien wurde gezeigt, dass die Darstellung von Entziindungs-
prozessen mittels °F-MRT méglich ist, bisher ist jedoch noch keine systematische Untersuchung des
1F-Signals in peripheren Geweben oder der Aufnahme von PFCs durch Immunzellen unter verschiede-
nen entziindlichen Bedingungen erfolgt. Zu diesem Zweck wurden in der vorliegenden Arbeit ein muri-
nes Modell einer sterilen Entziindung (Myokardinfarkt/MI) oder einer nicht-sterilen Entztindung (Mat-

rigel/LPS-Modell) verwendet.

Um mehr Gber die PFC-Aufnahme unter entziindlichen Bedingungen in Erfahrung zu bringen, wurde
die PFC-Aufnahme durch Immunzellen im entziindlichen und nicht-entziindlichen Zustand zwischen
den beiden Modellen verglichen. Hierfiir wurden Unterschiede zwischen der PFC-Aufnahme durch pe-
riphere Blutimmunzellen, welche aus Tieren mit Entziindungsprozess isoliert wurden und der Auf-
nahme durch lokale Immunzellen, welche aus den Entziindungsherden stammten untersucht. Die Auf-
nahme von PFCs durch Neutrophile, welche nach Ml oder Matrigel/LPS-Implantation aus dem periphe-
ren Blut isoliert wurden war starker verglichen mit der durch Zellen, welche aus Kontrollen isoliert
wurden. Bemerkenswerterweise war die Aufnahme von PFCs durch Monozyten oder Lymphozyten nur
geringgradig erhoht oder identisch unter entziindlichen und Kontrollbedingungen. Eine weitere Inte-
ressante Beobachtung war, dass die Aufnahme von PFCs durch Zellen, welche direkt aus den Entziin-
dungsherden isoliert wurden starker war verglichen mit der durch periphere Blutimmunzellen, welche
aus Tieren mit einem Entziindungsherd isoliert wurden. Dies deutet darauf hin, dass die entzlindlichen

,hot spots” die hauptsachliche Stelle und - zumindest in akuten Entziindungsprozessen - Neutrophile
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der Hauptzelltyp der PFC-Aufnahme nach i. v. Applikation sind. Um weitere Einblicke in die Mechanis-
men der gesteigerten PFC-Aufnahme unter entziindlichen Bedingungen zu erhalten, wurde der Einfluss
der Entziindungsmediatoren LPS und CRP auf kultivierte und primare Zellen in vitro untersucht. Die
Stimulation isolierter Neutrophiler in vitro mit LPS oder CRP steigerte nicht oder nur in geringem Mal3e
die PFC-Aufnahme, was darauf hindeutet, dass die starke Aufnahme von PFCs durch Immunzellen, wel-
che unter entziindlichen Bedingungen beobachtet werden kann von einer komplexen entziindlichen

Umgebung abhangig ist.

Das *°F-Signal in Blut und verschiedenen peripheren Organen, von denen eine PFC-Anreicherung be-

kannt ist (Leber, Milz, Knochenmark, Lymphknoten)?!°

wurde nach der Auslosung einer Entziindung
mit °F-MRT untersucht. Verglichen mit Kontrollen war das *°F-Signal in Blut und Organen unter ent-
ziindlichen Bedingungen fast unverindert. Ein geringgradig schwicheres °F-Signal wurde in Blut und
Milz friih nach MI detektiert, ein stirkeres °F-Signal in Milz (nicht signifikant) und Leber im Matri-
gel/LPS-Modell, wahrend das Signal in den Lymphknoten unter entziindlichen Bedingungen in beiden

Modellen tendenziell schwacher war. Eine Entziindung scheint somit nur eine geringe Bedeutung fir

die Gewebeverteilung von PFCs zu besitzen.

Zusammengefasst konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass, mit dem Finden eines *°F- ,tracers”
mit hoher Sensitivitat und akzeptabler biologischer Halbwertszeit die breite Anwendung in praklini-
schen Studien und sogar eine Translation dieser Bildgebungstechnik in die Klinik in der nahen Zukunft
realistisch erscheinen. Zudem zeigte sich, dass, auch wenn aufgrund der Komplexitat der zugrundelie-
genden Prozesse immer noch einiges an Forschung im Feld der Entziindungsbildgebung mit *H/*°F-
MRT erforderlich ist, ein gewisses basales Wissen liber die Mechanismen existiert, die fur die Signal-

generierung auf zelluldrer Ebene verantwortlich sind.
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6 Summary and outlook

Early detection and reliable assessment of local inflammatory processes with non-invasive imaging
techniques are of increasing importance for preclinical studies as well as for a clinical setting. For this
purpose, e. g. several MRI techniques have been developed, which allow to indirectly or directly visu-
alize inflammatory processes in the living organism. One of the direct methods is based on *°F MRI. *°F
is the sole stable isotope of fluorine, which has a natural abundance of 100 % but is found in the body
only in amounts of traces. Therefore, '°F can be used as a tracer agent, wherefore usually perfluoro-
carbon nanoemulsions (PFCs) are employed. Perfluorcarbons are synthetic components of fluorine-
saturated carbon-based molecules'?*123, PFCs are composed of a perfluorocarbon encapsulated by a
single layer of phospholipids and hereby provide a biocompatible formulation of the perfluorocarbons,
which in a pure form are highly hydrophobic and lipophobic and, therefore, immiscible with body flu-
ids. After their intravenous introduction into the body, PFCs are taken up by phagocytic immune cells
in the peripheral blood, which later-on accumulate, amongst others, in inflammatory “hot spots”
where they can be visualized with high sensitivity and specificity by *H/*°F MRI without any natural
background. As an alternative to the emulsification with lipids (PFCs), perfluorocarbons can also be
encapsulated by PLGA-nanoparticles (PLGA = poly(lactic-co-glycolic acid)). The overall aim of this thesis
was to gain novel insights into the factors, which influence the biological behaviour of PFCs. For this
purpose, the significance of the formulation of perfluorocarbons as well as the influence of inflamma-

tory processes on the cellular uptake and biodistribution of PFCs was assessed.

Both for clinical applications as well as for preclinical studies, a *F tracer is required, which has a high
sensitivity, lacks toxicity and is excreted from the body within an acceptable time. A tracer with high
sensitivity is the perfluoro-15-crown-5 ether (PFCE) as it contains 20 '°F isotopes in identical chemical
environments. However, PFCE has a biological half-life of more than 250 days*®2. Until now, no inves-
tigation on the impact of different formulations of perfluorocarbons on accumulation within and ex-
cretion from body tissues or on the cellular uptake of perfluorocarbons have been performed. There-
fore, in this thesis, the physicochemical properties, the cellular uptake and the biodistribution of PFCs
and PLGA-nanoparticles were systematically analysed. The analysis was done using PFCs of a diameter
of 83 and 299 nm (sNE/bNE), respectively, and multicore (226 nm) as well as core shell (165 nm) PLGA
nanoparticles (PLGA-NPs and -NCs). It could be demonstrated that PLGA-NPs and PLGA-NCs show a
stronger cellular uptake compared to PFCs of similar size, probably due to differences in the envelop
of the particles (sugar structures). The kinetics of accumulation in the liver and spleen were dependent
on the nanoparticle size, but not on the mode of encapsulation. However, PLGA-NPs showed an unu-
sual rapid clearance from the liver, which contrasted with the very long biological half-life of PFCs.

Experiments performed in cooperation with the working group of professor M. Srinivas (RadboudUMC,
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Nijmegen, Netherlands) demonstrated that this behaviour is attributed to the unique multicore struc-
ture of the PLGA-NPs. With this, it could be shown for the first time that not only molecular weight,
vapor pressure and lipophilia are responsible for the clearance of the respective perfluorocarbon from
the body but that also the formulation of the perfluorocarbon can have a major impact on its biological
half-life. With the PLGA-NPs, for the first time, a formulation of the PFCE with its advantageous imaging
properties was found, which allows repeated injections with the purpose of longitudinal imaging of an

inflammatory process as it is required for e. g. clinical applications.

A prerequisite for a proper interpretation of the images obtained during *°F inflammation imaging is a
thorough knowledge about the behaviour of PFCs under inflammatory conditions. In several previous
studies, it was shown that a visualization of inflammatory processes with °F MRl is feasible but to date
no systematic investigation on the *°F signal in peripheral tissues or on the uptake of PFCs by immune
cells under different inflammatory conditions has been performed. For this purpose, a murine model
of sterile inflammation (myocardial infarction/MI) or of non-sterile inflammation (Matrigel/LPS model)

was employed.

To find out more about the PFC uptake under inflammatory conditions PFC uptake by immune cells in
the inflamed and non-inflammed state was compared for the two models. To this purpose, differences
between the PFC uptake by peripheral blood immune cells isolated from animals with inflammatory
processes and uptake by local immune cells derived from the inflammatory foci were investigated.
Uptake of PFCs by neutrophils isolated from the peripheral blood after MI or Matrigel/LPS implantation
was stronger compared to cells isolated from controls. Of note, cellular uptake of PFCs by monocytes
or lymphocytes was only marginally increased or identical under inflammatory or control conditions.
Interestingly, the uptake of PFCs by cells isolated directly from the inflammatory foci was stronger
compared with that by peripheral blood immune cells isolated from animals with inflammatory foci.
This hints at the inflammatory “hot spots” as major site of and, at least in an acute inflammatory pro-
cess the neutrophils as main cell type responsible for PFC uptake after i. v. application. To gain more
insights into the mechanisms behind the increased PFC uptake under inflammatory conditions, the
impact of inflammation mediators LPS and CRP on cultured and primary cells was assessed in vitro.
Stimulation of isolated neutrophils in vitro with LPS or CRP did not or only slightly increase PFC uptake
indicating that the strong uptake of PFCs by immune cells, which can be observed under inflammatory

conditions depends on a complex inflammatory environment.

The °F signal in the blood and several peripheral organs, of which an accumulation of PFCs is known

)10 after the induction of inflammation was assessed with

(liver, spleen, bone marrow, lymph nodes
1F MRI. Compared to controls, the °F signal in blood and organs under inflammatory conditions was
largely similar. A slightly weaker °F signal was detectable in the blood and spleen early after MI, and
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a stronger °F signal could be found in the spleen (non-significant) and liver in the Matrigel/LPS model
while the signal was slightly weaker in the lymph nodes under inflammatory conditions in both models.

Inflammation, thus, seems to have only minor impact on the biodistribution of PFCs.

Taken together, in this thesis, it could be shown that, with the finding of a 1°F tracer with high sensitivity
and acceptable biological half-life, also the broad applicability in preclinical studies and even the trans-
lation of this imaging technique to the clinics in the near future seem realistic. Besides, it could be
shown that, although still a lot of research is required in the field of inflammation imaging with *H/*°F
MRI due to the complex underlying processes, some basic knowledge about the mechanisms behind

the signal generation on the cellular level exist.
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Anhang

11.3 Eidesstattliche Erklarung

Ich erklare: Ich habe die vorgelegte Dissertation selbstéandig und ohne unerlaubte fremde Hilfe und nur
mit den Hilfen angefertigt, die ich in der Dissertation angegeben habe. Alle Textstellen, die wértlich
oder sinngemaR aus veroffentlichten oder nicht veréffentlichten Schriften entnommen sind, und alle
Angaben, die auf miindlichen Auskiinften beruhen, sind als solche kenntlich gemacht. Bei den von mir
durchgefiihrten und in der Dissertation erwahnten Untersuchungen habe ich die Grundsatze guter
wissenschaftlicher Praxis, wie sie in der "Satzung der Justus-Liebig-Universitat GielSen zur Sicherung

guter wissenschaftlicher Praxis" niedergelegt sind, eingehalten.

Katrin Becker
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