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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Einleitung Auch in Zeiten von hochauflésenden bildgebungstechnischen Methoden stellt
die invasive Myokardbiopsie weiterhin den Goldstandard in der Myokarditis-Diagnostik dar.
Mit der kontrastmittelgestitzten °F-Magnetresonanztomographie (1°F-MRT) steht ein nicht-
invasives Werkzeug zu Verfiigung, um Entzindungszellen spezifisch sichtbar zu machen.
Bisher publizierte Studien zur **F-MRT Myokarditis-Diagnostik verwendeten auf tierexperi-
mentelle Arbeiten beschrankte 9.4 Tesla (T) Hochfeld-Tomographen. Ziel dieser Arbeit war
es, das Potential der *°F-MRT in der nicht-invasiven Myokarditis-Diagnostik im Tiermodell
unter der Verwendung von Klinisch etablierten Feldstarken von 1.5T und 3T zu evaluieren.
Dies geschah im Rahmen einer Produktentwicklung einer Perfluoroctylbromid (PFOB)-

haltigen Kontrastmittel-Nanoemulsion.

Methoden Zur Induktion einer Myokarditis erhielten zehn mannlichen Sprague Dawley
(SD)-Ratten Uber sechs Wochen je eine wochentliche Injektion von 2 mg/kg KG Doxorubi-
cin. Als Kontrolle dienten sechs SD-Ratten, die Uber sechs Wochen wdchentlich eine Injek-
tion mit Natriumchlorid-Losung erhielten. Alle Versuchstiere erhielten 24 Stunden vor der
PF-MRT eine Injektion mit 4 ml 20 % PFOB-Nanoemulsion. Fir die MR-Bildgebung wurden
je funf Doxorubicin-Tiere und je drei Kontrolltiere auf die 1.5T und 3T Gruppe verteilt. Es
wurde eine H-Ubersichtsaufnahme, gefolgt von einer 1°F-3D-UTE-SSFP-Sequenz und ei-
ner 'H-T2W-3D-TSE-Sequenz und erneut eine 19F-3D-UTE-SSFP-Sequenz durchgefiihrt.
Die Rekonstruktion der *H- und °F-Sequenzen erfolgte mit dem fir diese Arbeit entwickel-
ten Programm Liver 3.0. Bei jedem Tier wurde das Signal-zu-Rausch-Verhéltnis (SNR) be-
stimmt. Post Mortem erfolgte die histologische und immunhistologische Aufarbeitung mittels
H.E.-Farbung und Makrophagen-assoziierten CD68(ED1)-Antikdrper. Zur statistischen
Auswertung erfolgte die Messung des Farbschwellenwertes der positiven Antikorperreakti-
on. Zudem wurde aus fuinf Tieren je Gruppe Blut fur die laborchemische Auswertung mittels

Troponin | Test gewonnen.

Ergebnisse Bei allen Tieren der Doxorubicin-Gruppe konnte in beiden Feldstarken ein kar-
diales °F-Signal rekonstruiert werden. In der Kontrollgruppe zeigte sich visuell kein kardia-
les 1°F-Signal. Das SNR in der Doxorubicin-Gruppe war in beiden Feldstarken signifikant
groBer als in der Kontrollgruppe (1.5T: 4,56 = 1,19 vs. 2,03 = 0,39; p=0.036 und
3T: 3,91 £ 1,19 vs. 1,74 + 0,12; p=0.036). In der histologischen Auswertung zeigte die
Doxorubicin-Gruppe eine signifikant hohere Makrophageninfiltration im Myokard als die

Kontrollgruppe (14712,50 pm? + 11897,88 um? vs. 2130,20 ym? + 761,08 pum?; p=0.001).
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Zusammenfassung

Die Korrelation zwischen SNR und Makrophageninfiltration war in der 1.5T Bildgebung
hoch (r=0,71, p=0.047) und in der 3T Bildgebung mittel (r=0,68, p=0.094). Die Auswertung
des Troponin | Test zeigte keinen signifikanten Unterschied zwischen beiden Gruppen (0,29
ng/dl £ 0,41 ng/dl vs. 0,005 ng/dl = 0,005 ng/dl; p=0.057).

Schlussfolgerung Diese Arbeit zeigte den erfolgreichen Einsatz der °F-MRT unter der
Verwendung von klinisch etablierten Feldstarken und einer PFOB-Nanoemulsion in der My-

okarditis-Diagnostik im Tiermodell.
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Abstract

Abstract

Introduction Even in times of high-definition imaging techniques, the invasive myocardial
biopsy still remains the gold standard in myocarditis diagnostics. °F magnetic resonance
and fluorine-based contrast agents are a newly developed tools for the specific visualization
of inflammatory cells. In previous studies experimental high field 9.4T MRI was used for 19F
imaging in myocarditis diagnostics. The aim of this study was to evaluate the potential of *°F
MRI in the myocarditis diagnostics with application of clinically established MR field
strengths of 1.5T and 3T in an animal model. As a part of a product development, a PFC

contrast nanoemulsion was developed using perfluorooctylbromide (PFOB).

Methods Myocarditis was induced in ten male Sprague Dawley (SD) rats over six weeks
with weekly injections of 2 mg/kg bw doxorubicin. As a control six SD rats were used, re-
ceiving weekly injections with NaCl over six weeks. All rats received an injection with 4 ml of
a 20 % PFOB-nanoemulsion 24 hours prior MRI examination. For each field strength five
animals from the doxorubicin group and three animals from control group were used. For
MRI imaging a 'H-survey, a °F-3D-UTE-SSFP, a 'H-T2W-3D-TSE and again a 1°F-3D-
UTE-SSFP sequence were performed, followed by sequence reconstruction with the spe-
cially designed program Liver 3.0. The signal-to-noise-ratio (SNR) was analyzed, followed
by histological staining and immunohistological processing with recording the color thresh-
old value. Blood samples from five animals of each group were taken for laboratory exami-

nation using Troponin | test.

Results All animals in the doxorubicin group showed a cardiac °F signal in both field
strengths. In the control group no visual cardiac °F signal was found. In the statistical anal-
ysis the SNR in the doxorubicin group in both field strengths was significantly higher than in
the control group. (1.5T: 4.56 £ 1.19 vs. 2.03 = 0.39; p=0.036 and 3T:3.91 + 1.19 vs.
1.74 £ 0.12; p=0.036). In the histological analysis the doxorubicin group showed significant-
ly higher cardiac macrophage infiltration than the control group
(14712.50 pm?2 + 11897.88 um?2 vs. 2130.20 um? £ 761.08 um?; p=0.001). The correlation
between SNR and macrophage infiltration was high in 1.5T (r=0.71, p=0.047) and moderate
in 3T (r=0.68, p=0.094). Troponin | test showed no significant difference between both
groups (0.29 ng/dl £ 0.41 ng/dl vs. 0.005 ng/dl £ 0.005 ng/dl; p=0.057).

Conclusion This study showed the successful implementation of 1°F MRI using established

field strengths and a PFOB-nanoemulsion in diagnostics of experimental myocarditis.
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FlieRschema

16 SD-Ratten

Kontrollgruppe
6 Tiere

NaCl tber 6 Wochen,
1x wéchentlich

Doxorubicin-Gruppe
10 Tiere

Doxorubicin Gber 6 Wochen,
1x wochentlich 2 mg/kg KG

24 Stunden vor MRT i.v.-Injektion von 4 ml 20% (w/v) PFOB-Nanoemulsion

I 1

1.5 Tesla MRT 3 Tesla MRT
3 Tiere 3 Tiere

| 1
1.5 Tesla MRT 3 Tesla MRT
5 Tiere 5 Tiere

(1)'H-Ubersichtsaufnahme

(2) "F-3D-UTE-SSFP-Sequenz
(3)'"H-T2W-3D-TSE-Sequenz
(4) "F-3D-UTE-SSFP-Sequenz

Bildverarbeitung und SNR-Berechnung

Toétung

Thorakotomie
Organentfernung

Kryoschnitte

Histologie mittels H.E.-Farbung
Immunhistologie mittels CD68(ED1)-Antikdrper

Auswertung

Abbildung 1: Flieschema des Versuchsaufbaus der vorliegenden Arbeit. Eigene Darstellung.
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Einleitung

1.Einleitung

,Die Entzindung des Herzens ist schwierig zu diagnostizieren und wenn wir sie diag-

nostiziert haben, kdnnen wir sie dann auch besser behandeln?“1

Mit diesen Worten beschrieb bereits im Jahre 1772 der franzdsische Arzt J.B. Senac in
seinem Werk ,Uber die Struktur, Aktion und Erkrankungen des Herzens* die Problema-

tik der Diagnosestellung einer Herzmuskelentztindung.!

Auch heutzutage gestaltet sich im arztlichen Alltag die klinische Diagnose einer Herz-
muskelentziindung (Myokarditis) und ihre Abgrenzung zu anderen akuten kardiologi-
schen Krankheitsbildern haufig schwierig. Weder elektrokardiographische noch labor-
chemische Methoden ermdglichen die zweifelsfreie Diagnose und sichere Abgrenzung

einer Myokarditis von anderen kardiologischen Erkrankungen.??2

Bildgebende Verfahren wie die kontrastmittelgestitzte Magnetresonanztomographie
(MRT) sind klinisch gut evaluierte und flachendeckend zugéangliche Methoden. Auch
wenn insbesondere die MRT in den letzten Jahren einen immer hoheren Stellenwert in
der Myokarditis-Diagnostik eingenommen hat, ist ein direkter Nachweis des entztndli-
chen Geschehens und der beteiligten Entziindungszellen im Myokard mittels MRT bis-
lang nicht mdglich. Da die vorhandenen nicht-invasiven Methoden zur Diagnosestellung
haufig nicht ausreichen, gilt die Myokardbiopsie bei Verdacht auf eine Myokarditis auch
in Zeiten moderner bildgebender Verfahren weiterhin als Goldstandard.*’

Die Entwicklung neuer fluorhaltiger Kontrastmittel, der Perfluorcarbone (PFC), in Ver-
bindung mit moderner MR-Bildgebung kdnnte in Zukunft eine Moglichkeit darstellen, auf
die invasiven Biopsien zur Diagnose einer Myokarditis zu verzichten. Diese biologisch
inerten Kontrastmittel ermdglichen die nicht-invasive Darstellung einer Entziindung mit-
tels Fluor-gewichteter Magnetresonanztomographie (**F-MRT). Da PFCs von an der
Entzindung beteiligten Monozyten und Makrophagen phagozytiert werden, kdnnen sie
im Vergleich zu bereits klinisch verwendeten MR-Kontrastmitteln eine Entziindung di-
rekt darstellen.®
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Bisher publizierte Studien konnten tierexperimentell das Potenzial von PFCs in der 1°F-
MRT in der Myokarditis-Diagnostik auf 9.4 Tesla (T) Hochfeld-Kleintier-MRT demonst-
rieren.®19 Jedoch fehlen tierexperimentelle Studien tiber das Potential der 1°F-MRT auf
humanen MR-Tomographen bei dem beschriebenen Krankheitsbild. Diese Arbeit soll im
Rahmen einer Produktentwicklung eines PFC-haltigen Kontrastmittels untersuchen, ob
sich eine Doxorubicin-induzierte Myokarditis im murinen Tiermodell auch auf humanen
MR-Tomographen mit klinisch bereits etablierten Magnetfeldstarken von 1.5 Tesla
(1.5T) und 3 Tesla (3T) unter der Verwendung von speziellen Kleintierspulen darstellen

|asst.

1.0.1 Die Myokarditis

Eine Myokarditis ist eine entziindliche Infiltration des Herzmuskelgewebes, die im Ver-
lauf von Wochen bis Monate zu einer postinflammatorischen dilatativen Kardiomyopa-
thie mit Einschrankung der linksventrikularen Funktion fihren kann.'! Die tatséchliche
Pravalenz der Myokarditis ist nicht bekannt. In post mortem Autopsien konnte bei bis zu
9 % der Verstorbenen Anzeichen fiir eine Myokarditis gefunden werden.'? Insbesonde-
re bei Patienten unter 30 Jahren, die an einem plotzlichen Herztod verstarben, liel3 sich

eine Myokarditis in 22 % der Falle als Todesursache verifizieren.1314

Als Ausloser einer Myokarditis kommen neben infektiosen auch immunologische und
toxische Ursachen in Betracht.'? Das klinische Erscheinungsbild einer Myokarditis ist
sehr heterogen. Es erstreckt sich von asymptomatischen Verlaufen, Gber Zeichen eines

Myokardinfarkts bis zu schweren Verlaufen mit kardiogenem Schock.®

Die Diagnose einer Myokarditis stttzt sich, neben dem klinischen Erscheinungsbild, vor
allem auf die invasive Myokardbiopsie. Auf Grund ihrer bedeutenden Stellung in der
Diagnostik einer Myokarditis gilt sie in der Literatur trotz ihrer Invasivitat als ,Goldstan-
dard“.1216-18 Apbildung 2 stellt den diagnostischen Weg bei Verdacht auf eine Myokardi-
tis graphisch dar.
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Viraler Infekt ?
Anamnese Medikamente ?
Autoimmun-Krankheit ?
Untersuchung
Klinik EKG
Labor
Rontgen-Thorax

Bildgebung Echokardiographie
Magnetresonanztomographie

Endomyokardiale
Biopsie

Abbildung 2: Schematische Darstellung des diagnostischen
Weges bei Verdacht auf eine Myokarditis. Eigene Darstellung

1.1 Bildgebende Verfahren in der Myokarditis-Diagnostik

Im klinischen Alltag beruht die bildgebende Diagnostik einer Myokarditis auf dem Ein-
satz der Echokardiographie, dem Ro&ntgen-Thorax und der Wasserstoffprotonen-
gewichteten MRT (*H-MRT).>19 Die Computertomographie (CT) ist auf Grund der hohen
Rontgenstrahlenexposition und begrenzten Aussagekraft, insbesondere bei péadiatri-
schen Patienten, als nachrangige Untersuchungsmethode in der Myokarditis-Diagnostik

anzusehen und wird im Weiteren nicht naher erlautert.>6.20

1.1.1 Echokardiographie

Die Diagnose einer Myokarditis in der Ultraschall-basierten Echokardiographie stitzt
sich auf unspezifische Parameter.” Wie auch bei einem akuten Myokardinfarkt finden
sich regionale oder globale Wandbewegungsstorungen der Ventrikel, im Sinne einer
Hypokinesie, Akinesie oder Dyskinesie.®’ Zudem findet sich in 69 % der Falle eine
linksventrikulare Dysfunktion mit verminderter Ejektionsfraktion.?? Im akuten Stadium
findet sich bei 88 % aller Patienten eine Zunahme der linksventrikularen Wandstarke
durch die entziindliche Odembildung.”22 Auch wenn die Starken der Echokardiographie
in ihrer Geschwindigkeit und Verfliigbarkeit sowie im Nachweis morphologischer und

funktioneller Veranderung liegen, ist ein direkter Entziindungsnachweis nicht moglich.
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1.1.2 Rontgen-Thorax-Aufnahme

Die Rontgen-Thorax-Aufnahme kann eine Kardiomegalie, pulmonal-venése Stauung bis
hin zum Pleuraerguss darstellen.?® In der Myokarditis-Diagnostik nimmt die Rontgen-
Thorax-Aufnahme eine untergeordnete Rolle ein, da dieses Verfahren als Summations-
bildgebung nur unspezifische Befunde darstellen kann und zudem fir eine genauere

Lokalisation der Pathologie ein Schnittbild-Verfahren benétigt wird.

1.1.3 Die Magnetresonanztomographie

Die kontrastmittelgestitzte MRT nimmt bei der bildgebenden Diagnose einer Myokardi-
tis zunehmend eine Schlisselrolle ein, da sie neben den funktionellen auch die morpho-
logischen Veranderungen des Herzens in einem Entziindungsprozess darstellen kann.®
Zudem erzeugt die MRT hochauflésende Schnittbilder und lasst somit eine Lokalisation
des entzundlichen Prozesses und seiner Spatfolgen zu. Als Kontrastmittel in der MRT
kommen im klinischen Alltag derzeit hauptsachlich Verbindungen mit dem Element Ga-
dolinium, eine seltene Erde, zum Einsatz. Die bekannteste Gadolinium-basierte Verbin-
dung ist Gadopentetat-Dimeglumin (Magnevist®), ein extrazellulares Kontrastmittel,

dessen Verteilung in der MR-Tomographie dargestellt werden kann.

Fur die MR-morphologische Diagnosestellung einer Myokarditis werden laut denen im
Jahre 2009 vertffentlichen Lake Louise-Kriterien und deren Revision im Jahre 2018

eines der nachfolgenden Hauptkriterien gefordert:6-24

1. das entziindungsassoziierte Odem in der nativen T2-Gewichtung (Abbildung 3A)
oder im T2-Mapping: Da das Odem am Beginn eines inflammatorischen Prozes-
ses am Herzen steht, eignet sich die native T2-Gewichtung oder das T2-Mapping
als friiher Marker eines entzindlichen Prozesses. Sie ermdglicht es freies Was-

ser als hyperintenses Signal darzustellen.617.20.24
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2. ein nicht ischamischer Myokardschaden mittels spaten Gadolinium Enhancement
(Late Gadolinium Enhancement — LGE) (Abbildung 3B) oder alternativ T1-
Mapping: Als eigentlich extrazellulare Kontrastmittel diffundieren Gadolinium-
basierte Verbindungen bei Defekten der Zellmembran in den intrazellularen
Raum. Diese Anreicherung in der Spatphase der Untersuchung, dargestellt als
hyperintenses Signal, ist Ausdruck der mit der Inflammation einhergehenden
Zellnekrose.®1’ Die Darstellung des Myokardschadens konnte auch mittels T1-
Mapping ohne Kontrastmitteleinsatz gezeigt werden.?®

Odem in der T2- Late Gadolinium
Gewichtung Enhancement (LGE)

Abbildung 3: MRT-Aufnahmen eines humanen Herzens in der Kurzachsen-Darstellung auf Ventri-
kelebene mit nachgewiesener Myokarditis. A In der nativen T2-Gewichtung zeigt sich an der Wand
des linken Ventrikels eine hyperintense Aufhellung (roter Pfeil), die das begleitende Odem der My-
okarditis darstellt. B Das Late-Gadolinium Enhancement zeigt sich an der Wand des linken Ventri-
kels als hyperintenses Signal (roter Pfeil) als Ausdruck der Nekrose im Myokard. Verwendete MR-
Aufnahmen mit freundlicher Genehmigung von PD Dr. Rolf Gebker [Deutsches Herzzentrum
Berlin]

Das Odem und die begleitende Hyperamie stellen reversible Folgen der Myokarditis
dar, wahrend eine Nekrose als irreversibel angesehen werden muss.!’ Trotz techni-
scher Weiterentwicklung und Einsatz von neuartigen T1- und T2-Mappingverfahren las-
sen Gadolinium-basierte Kontrastmittel keinen direkten Nachweis von Entziindungszel-
len zu. Diese Einschrankung begrinden den Einsatz der invasiven Diagnosesicherung

durch die Biopsie, wie sie auch in der Literatur als Goldstandard empfohlen wird.*-6:24
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1.2 Die H- und °F- gewichtete Magnetresonanztomographie

1.2.1 Physikalische Grundlagen

Die MRT basiert auf der Beeinflussbarkeit des magnetischen Drehimpulses eines Pro-
tons, dem so genannten Spin. Bei einem Spin handelt es sich um einen magnetischen
Dipol, der einen Nord- und Sudpol aufweist. In einem magnetfreien Raum zeigt der Spin
eine zufallige Ausrichtung seiner Pole. Der Spin richtet sich bei Einwirken eines starken
Magnetfeldes, wie es in einem MR-Tomographen erzeugt wird, parallel zu diesem in der
Z-Ebene aus und bewegt sich in einer bestimmten Frequenz, der Larmorfrequenz, um
die eigene Achse. Diese Bewegung um die eigene Achse wird auch als Prazessions-

bewegung bezeichnet.?6

In der Préazessionsbewegung lasst sich der Spin mit Hilfe eines Hochfrequenzimpulses,
der die gleiche Frequenz wie die Larmorfrequenz besitzt, auslenken. Der so angeregte
Spin kippt aus der Z-Ebene in die XY-Ebene. Der magnetische Summenvektor des
Spins, der nun in der XY Ebene liegt, lasst sich nun durch eine Antenne als Wechsel-

strom messen. Es entsteht das MR-Signal.?®

Zwei unabhangige Vorgange erzeugen eine Abnahme der transversalen Magnetisie-

rung des Spins:

1. die T1-Relaxation und
2. die T2-Relaxation

Bei der T1-Relaxation nimmt die transversale Magnetisierung mit der Rickkehr des
Spins aus der XY-Ebene in die Z-Ebene lber die Zeit langsam ab und das MR-Signal
wird zunehmend schwacher. Die zuvor aufgenommene Energie wird an die Umgebung
(Gitter) abgegeben. Daher bezeichnet man die T1-Relaxation auch als Spin-Gitter-
Relaxation. Aus diesem Vorgang der Abnahme der transversalen Magnetisierung und

der Zunahme der longitudinalen Magnetisierung ergibt sich eine Zeitkonstante T1.26
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Grundlage der T2-Relaxation stellt die Phasenkohéarenz der Spins nach der Anregung
dar. Hierbei prazedieren alle Spins synchron zueinander. Mit der Zeit I6st sich diese
Synchronisation wieder auf und die Spins bewegen sich in einem bestimmten Winkel
(Phase) zueinander. Bei dieser Dephasierung der Spins nimmt die transversale Magne-
tisierung zusammen mit dem in der Antenne registrierten MR-Signal ab. Aus diesem
Vorgang der T2-Relaxation ergibt sich die Zeitkonstante T2. Abbildung 4 stellt das phy-

sikalische Prinzip der T1- und T2- Relaxation graphisch dar.2¢

T1

'y 'y

Z-Ebene 4

BB D

XY-Ebene

>

T2

PEE D

XY-Ebene

Abbildung 4: Schematische Darstellung der physikalischen Prinzipien der T1- und T2-
Relaxation. Bei der T1-Relaxation kehrt der Spin nach Abschalten des Hochfrequenzimpul-
ses in der Z-Ebene zuriick. Die Zeitkonstante dieses Prozesses wird als T1 bezeichnet. Bei
der T2-Relaxation verliert der Spin seine Phasenkohérenz nach Abschaltung des Hochfre-
quenzimpulses und der Spin beginnt zu dephasieren. Die Zeitkonstante der T2-Relaxation
wird als T2 bezeichnet. Eigene Abbildung nach Weishaupt et al. (2008).26

Da es sich bei der MRT um eine Schichtbilduntersuchung handelt, werden zur Ortsko-
dierung des MR-Signals Gradientenspulen verwendet, die durch minimale Anderungen
im Magnetfeld des Tomographen den Ort der Entstehung eines MR-Signals definieren.
Zudem sorgen die Gradientenspulen fir eine Unterteilung des zu messenden Koérpers
in Volumenquader, den so genannten Voxeln. Das Volumen eines Voxels ist entschei-
dend fir die Ortsauflosung des MR-Bildes und wird mafigeblich durch die gewéhlte
Schichtdicke bestimmt. Das Volumenpixel wird schlie3lich durch einen Computer in ei-
ne zweidimensionale Matrix eingebettet und als Bildinformation in Form eines Pixels mit

einem zugeordneten Grauwert dargestellt.?
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1.2.2 Unterschiede zwischen *H- und '°F- gewichteter MRT

Die physikalischen Prinzipien der 'H-MRT und '°F-MRT sind nahezu identisch. Die
Larmorfrequenz zur Erfillung der Resonanzbedingung von Fluor-Protonen liegt bei
40,08 MHz/T und somit nah an der Larmorfrequenz des Wasserstoffprotons von
43,58 MHz/T.2” Somit kdnnen klinisch bereits verfiigbare humane MR-Tomographen
auf die Detektion von Fluor umgeristet werden. Zudem kdnnen durch den Einbau einer
Spektroskopiespule °F-Spektren mittels Kernspinresonanz (NMR) aufgezeichnet wer-

den.?8

1.3 Fluorhaltige Kontrastmittel

Vier Jahre nach dem ersten Einsatz der *H-MRT am Menschen, entstanden 1977 die
ersten Ideen fur die Nutzung von Fluor-Atomen in der MR-Bildgebung.?°3° Annahernd
zeitgleich kamen in den 70er Jahren die ersten Perfluorcarbone (PFCs) auf den Markt.
Damals lag das wissenschaftliche Augenmerk jedoch nicht auf ihrer Funktion als Kon-
trastmittel, sondern auf Grund ihrer hohen Sauerstoffaffinitat in ihrer Einsetzbarkeit als

Hamoglobinersatzstoff im Blut.31-33

Bei PFCs handelt es sich um Kohlenstoffverbindungen, bei denen eine Vielzahl oder
alle Wasserstoffatome gegen Fluoratome ersetzt wurden. Auf Grund der GréRRe der
Fluor-Atome kommt es zu einer Faltung in eine helikale Struktur. Diese Molekilkonfigu-
ration bestimmt die besonderen Eigenschaften der PFCs, insbesondere ihre starke Lip-
ophobie und Hydrophobie. Um PFCs trotz dieser Losungseigenschaften in einem biolo-
gischen System applizieren zu kdnnen, muss es in Nanopartikel-Gré3e emulgiert wer-
den. Hierbei wird das PFC-Molekil von einer Lipid-Hulle umgeben, an die verschiedene
hydrophile Substanzen angedockt werden konnen.3* Abbildung 5 zeigt schematisch die

Uberfiihrung eines PFC-Molekiils in einen PFC-Nanopartikel.3®
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Abbildung 5: Darstellung der Uberfilhrung eines PFC-Molekiils in ein PFC-Nanopartikel.
Auf Grund der hydrophoben und lipophoben Eigenschaft muss das PFC-Molekiils vor Ap-
plikation in ein biologisches System emulgiert werden.3> Abbildung abgewandelt nach
Flogel et al. (2008).35

PFCs eignen sich im besonderen Mal3e fur die Verwendung als Kontrastmittel, da im
menschlichen Kdrper keine freien Fluorprotonen existieren. Lediglich in Knochen und
Zahnen existieren gebundene Fluorid-lonen, die jedoch fiur die 1°F-MRT keine Rolle
spielen, da nur freie Fluor-Protonen angeregt werden kénnen. Dieser Aspekt sorgt da-
fur, dass beim 1°F-MRT im Gegensatz H-MRT kein Hintergrundsignal existiert.34

In dieser Arbeit wird Perfluoroctylbromid (PFOB) aus der Familie der Perfluorcarbone
verwendet. In dieser Verbindung ist ein endstandiges Fluor-Atom gegen ein Brom-Atom
ausgetauscht worden. Diese Anderung in der Struktur macht PFOB im Vergleich zu an-
deren PFC-Verbindungen planarer. Auf Grund der verbesserten Loslichkeit eignet sich
PFOB besonders fiir die Herstellung einer Kontrastmittelnanoemulsion (NE). Zudem ist
PFOB im Vergleich zu anderen PFC-Verbindungen (z.B. Perfluor-15-Crown-Ether) bio-
logisch innert und ungiftig, enthalt viele Fluor-Atome auf engstem Raum und zeichnet
sich durch eine hohe Stabilitat aus.®6-38 Abbildung 6 zeigt die Strukturformel von PFOB
mit seinen 17 Fluor-Atomen und dem charakteristischen endstandigen Brom-Atom am

8. Kohlenstoffatom.?’

F F F F
| | | |
F C_F C_F C_F C—Br
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F—clz F <|: F <|: F cl; F
F F F F

Abbildung 6: Strukturformel von Perfluoroctylbromid. Eigene Darstellung nach Tirotta et al. (2015).%7
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PFOB ist zur Verwendung beim Menschen bereits weltweit zugelassen, jedoch nicht in
der Funktion als parenterales MR-Kontrastmittel. Mit Imagent GI® steht ein PFOB-
haltiges orales MR-Kontrastmittel seit der Zulassung durch die Food and Drug Administ-
ration (FDA) im Jahre 1993 zur Darstellung des gastrointestinalen Systems zur Verfu-

1.3.1 Perfluorcarbone und Makrophageninteraktion

Das biologische Verhalten von fluorhaltigen Kontrastmitteln im Organismus ist nicht ab-
schlie3end erforscht. Bislang veroffentliche Daten in der Literatur belegen, dass PFC-
Molekile nach intravendser Injektion von den Monozyten im Blut und im spateren Ver-
lauf von Makrophagen phagozytiert und somit in das inflammatorische Areal transpor-
tiert werden.® Die Elimination aus dem Kreislaufsystem erfolgt groRtenteils tber die

Atemluft.4

1.4 Doxorubicin

1.4.1 Anwendung und Wirkungsweise

Das Chemotherapeutikum Doxorubicin wird bei der Behandlung der akuten Leukamie,
dem Hodgkin und Non-Hodgkin-Lymphom, Brustkrebs, Lungenkrebs sowie bei padiatri-
schen Tumoren eingesetzt.*> Doxorubicin gehort zur Gruppe der Anthrazykline. Die an-
tiproliferative Wirkung dieser Stoffklasse beruht gro3tenteils auf drei Mechanismen:
1. Durch die Hemmung der Topoisomerase llI-Alpha kommt es zur Per-
sistenz von DNA-Helix-Doppelstrangbriichen und Stérung der DNA-
Reparatur.*®
2. Durch Interkalation des Molekils in die RNA und DNA kommt es zu
Stérungen der Transkription und Replikation.4
3. Die Bildung von Sauerstoffradikalen flihrt zu DNA-

Doppelstrangbriichen.*
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1.4.2 Doxorubicin-induzierte Myokarditis versus Kardiomyopathie

Doxorubicin, wie auch anderen Substanzen aus der Stoffklasse der Anthrazykline, kon-
nen eine Kardiomyopathie auslésen, die zur Herzinsuffizienz flhrt und in den meisten
Fallen therapierefraktar ist.#> Entscheidend fir die Entwicklung einer Kardiomyopathie
ist die kumulative Doxorubicin-Dosis. Hierbei nimmt die Toxizitdt fir den Patienten
oberhalb einer Kumulativdosis von 550 mg pro m2 Korperoberflache deutlich zu.*¢ Zu-
nachst entwickelt sich bei kurzzeitiger Behandlung innerhalb von 3 Monaten eine akute
Inflammation, die als Myokarditis oder Perikarditis imponieren kann.*” Diese entzindli-
che Reaktion ist ein entscheidender Bestandteil bei der Entwicklung des klinischen
Vollbildes einer Doxorubicin-induzierten Kardiomyopathie.*® Zudem konnte gezeigt
werden, dass eine Doxorubicin-induzierte Kardiomyopathie eine ahnliche Makropha-
geninfiltration aufweist wie die klinisch deutlich haufigeren viralen Herzmuskelentzin-
dungen.*® Diese Arbeit mit ihrem histopathologischen Fokus auf Makrophagen befasst
sich somit mit der Doxorubicin-induzierten Myokarditis als Teilaspekt der Kardiomyopa-
thie.

1.4.3 Mechanismus der Myokardtoxizitat

Der Mechanismus der schadigenden Wirkung von Doxorubicin auf das Myokard ist
noch nicht abschlieBend erklart, unterscheidet sich jedoch von der beschriebenen anti-
neoplastischen Wirkung.#?#° Neben der induzierten Apoptose und der veranderten Gen-
Expression, wird dem oxidativen Stress eine entscheidende Rolle bei der Entstehung

der Kardiomyopathie zugesprochen .5°

1.4.4 Rolle des oxidativen Stresses in der Doxorubicin-induzierten

Kardiomyopathie

Herzmuskelgewebe ist im Vergleich zu anderen Geweben besonders anfallig fir oxida-
tiven Stress, da es eine bis zu 150-fach geringere Konzentration des als antioxidativ
wirkenden Enzyms Katalase aufweist. Zudem kommt es zu einer selektiven Downregu-
lierung der Glutathion-Peroxidase durch Doxorubicin und somit zu einer Ausschaltung

der zellularen Abwehr gegen oxidativen Stress.5!
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Grundlage des oxidativen Stresses sind reaktive Sauerstoff-Metabolite, auch als Reac-
tive Oxygen Species (ROS) bezeichnet. Unter diesem Oberbegriff werden neben dem
Sauerstoffradikal O auch Verbindungen wie Wasserstoffperoxid und Ozon zusammen-
gefasst. Doxorubicin akkumuliert in den Mitochondrien der Kardiomyozyten. Hierbei
kommt es zu einer Redox-Reaktion und zur Bildung der ROS.#? Diese fiihren zu der
Oxidation von lipidreichen Zellmembranen und der Bildung von toxischen Aldehydver-
bindungen. Die Aldehydverbindungen diffundieren ins Zellinnere und kdnnen dort die
groRmolekulare Strukturen des Kardiomyozyten angreifen.*® Beide Mechanismen, die
direkte Zellwandschadigung durch ROS und die Bildung von Aldehydverbindungen fuh-
ren zum Untergang des Kardiomyozyten mit nachfolgender Nekrose und Makropha-
genaktivierung durch TNF-a.52 Die Abbildung 7 veranschaulicht die zytotoxische Wir-
kung des oxidativen Stresses auf die Zellwand des Kardiomyozyten.>!

i M» Makrophagen

H@ﬁ%ﬂ@dmmm:fog'qce-i‘imlic-:»:qiccjmm: TR
membrane damage

(/_. Cell injury

Anthracyclines

mitochondria

cytochrome ¢

Abbildung 7: Schematische Darstellung der Wirkung des oxidativen Stresses auf den Kar-
diomyozyten. Doxorubicin fihrt zur Bildung von reaktiven Sauerstoffmetaboliten (ROS), die
Uber die Oxidation der lipidreichen Zellmembran zu einer Nekrose der Myokardzelle fihrt. Im
Rahmen der Nekrotisierung kommt es durch TNF-a zu einer Makrophagenaktivierung.5! Ab-
bildung abgewandelt nach Doroshow et al. (1980).51
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2. Material und Methoden

Der experimentelle Aufbau der Arbeit ist zur Veranschaulichung als Flie3schema in
Abbildung 1 (Seite 12) dargestellt.

2.1 Das Tiermodell

Bei dem verwendeten Tiermodell handelt es sich um Ratten des Stammes Sprague-
Dawley (SD). Dieses Tiermodell eignet sich besonders fur physiologische, pharma-
kologische, toxikologische und teratologische Versuche und zeichnet sich durch

schnelles Wachstum, ruhiges Wesen und leichte Handhabung aus.>

Insgesamt wurden 16 Tiere des Stammes SD (N=16) im Alter von ca. 50 Tagen fir die

in-vivo MRT-Versuche verwendet. Zehn Tiere entfielen dabei auf die Doxorubicin be-

handelte Gruppe (n=10) und sechs Tiere auf die Kontrollgruppe (n=6).

2.1.1 Tierversuchsantrag

Der Tierversuch ist beim Landesamt fur Gesundheit und Soziales Berlin (LAGeSo0) un-

ter der Nummer G0180/10 registriert. Die Genehmigung erfolgte am 15.10.2010. Um

ein vorzeitiges Ausscheiden der Tiere aus dem Versuch bei nicht zu tolerierenden Ne-

benwirkungen durch die Doxorubicin-Therapie zu gewahrleisten, wurde ein Score-Sheet

etabliert und tagliche Visiten durch ein Mitglied der Arbeitsgruppe oder Tierpfleger der

Versuchsanstalt durchgefiihrt. Die Tierversuche wurde durch Mitarbeiter der Arbeits-

gruppe des Deutschen Herzzentrums durchgefthrt.

25



Material und Methoden

2.1.2 Tierfutter, Tierkafige und Tierhaltung

Als Tierfutter wurde das murine Haltungsfutter R/M-H [Ssniff Spezialdiaten GmbH,
Deutschland] verwendet. Es besteht zu 58 Prozent aus Kohlenhydraten, 33 Prozent aus
Proteinen und 9 Prozent aus Fett. Der Bruttoenergiegehalt der Nahrung belauft sich auf
16 Megajoule pro Kilogramm. Die Nahrungsaufnahme eines Versuchstieres liegt bei
durchschnittlich 12 bis 25 g pro Tag.>* Wahrend des Versuches erhielten die Tiere Pa-
racetamol-Saft [ben-u-ron®, bene-Arzneimittel GmbH, Minchen] 150 mg/kg KG zur

Analgesie uber der Trinkwasser.

Die Tiere wurden in Typ 3H-Kafigen [Ebeco, Castrop-Rauxel, Deutschland] mit den Au-
RenmaRen 425x265x180 mm und einer Bodenflache von 800cm? gehalten. Die Kéfige
bestehen aus dem Kunststoff Polycarbonat und waren mit passenden Filterhauben
[Techniplast, Italien] abgedeckt. Ein Kafig wurde nach der Richtlinie der Européischen
Union (2007/526/EG) mit zwei Tieren besetzt.>®

Die Haltung der Tiere erfolgte in der Tierversuchsanstalt der Charité Campus Virchow
Klinikum. Die Turen mussten wahrend des gesamten Projektes verschlossen sein und
wurden entsprechend der zytostatischen Therapie der Tiere mit Warnhinweisen und
Arbeitsschutzrichtlinien gekennzeichnet. Beim Umgang mit den Tiere mussten auf
Grund der potentiell gefahrlichen Stdube neben Schutzkleidung und Haube, auch
Atemschutzmasken der Klasse FFP-3 (filtering face piece- 3) [3M, Neuss, Deutschland]

und reil3feste Nitril-Handschuhe [Kimberly-Clark, Roswell, USA] verwendet werden.

2.2 Die Doxorubicin-Applikation

Die kardiotoxische Kumulativdosis von Doxorubicin im Rattenmodell zur Auslésung ei-
ner Myokarditis ist nicht bekannt und wird in der Literatur zwischen 2 mg bis 20 mg pro
kg Korpergewicht (KG) definiert.>6>® Da eine intraperitoneale Injektion auf Grund der
starken Belastung durch den Tierversuchsantrag ausgeschlossen wurde, wurde in einer
vorherigen Studie im Deutschen Herzzentrum Berlin die Applikation von 1 mg/kg KG,

2mg/kg KG und 3 mg/kg KG Doxorubicin intraven6s untersucht.
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Bei dieser Vorabtestung zeigte sich bei einer Dosierung von 2 mg/kg KG Doxorubicin
ein kardiotoxischer Effekt bei verringerter Mortalitéat und tolerierbaren Nebenwirkungen

im Vergleich zur getesteten Hochstdosis von 3 mg/kg KG.

Die Tiere der Doxorubicin-Gruppe erhielten somit die Dosis von 2 mg Doxorubicin
[Hexal®, Holzkirchen Deutschland] pro kg KG intravends Uber die Schwanzvene.
Die Applikation erfolgte einmal wochentlich Gber insgesamt sechs Wochen. Zur Erho-
hung der Arbeitssicherheit sowie zur Stressreduzierung der Tiere erfolgte vor Applikati-
on des Doxorubicins eine Kurz-Narkotisierung mittels Isofluran [Forene®, Abbott GmbH
& Co. KG, Wiesbaden, Deutschland]. Zudem erfolgte die Injektion mit einem fur die
Verabreichung von Zytostatika besonders sicheren PhaSeal-Injektions-System [BD
Company, New Jersey, USA]. Den Tieren der Kontrollgruppe wurde zur Gewahrleistung
identischer Stressoren im Versuchsablauf 1 ml Natriumchloridiésung (NaCl) [B. Braun
Melsungen AG, Deutschland] einmal wéchentlich tGber sechs Wochen intravenés tber
die Schwanzvene appliziert. Auch fur diese Injektion wurden die Kontrolltiere kurzzeitig
mit Isofluran [Forene®, Abbott GmbH&Co. KG, Wiesbaden, Deutschland] narkotisiert.

Die Abbildung 8 gibt einen zusammenfassenden Uberblick tiber die zeitlichen Ver-
suchsablaufe in der Doxorubicin- und Kontrollgruppe.

Doxo rUbICIH Doxorubicin 2mg/kg
AL
- Y
PFC
111111 o
1 2 3 4 > 6 ﬂ
Wochen Histologie
Tag O 1
Kontrollgruppe Nacl
AL
s

PEEL LS -

| Wochen Histologie |

Tag 0 1

Abbildung 8: Schematische Darstellung des zeitlichen Versuchsablaufes getrennt nach
Doxorubicin- und Kontrollgruppe. Die Doxorubicin-Gruppe erhalt fir sechs Woche jeweils
einmal wdchentlich eine intravendse Doxorubicin-Injektion von 2mg/kg KG. Die Kontroll-
gruppe erhdlt in der gleichen Zeitspanne Natriumchlorid-Losung injiziert. 24 Stunden vor der
MR-Tomographie erhalten beide Gruppen die PFOB-Nanoemulsion appliziert. Eigene Dar-
stellung.
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2.3 Zusammensetzung, Herstellung und Applikation der PFOB-

Nanoemulsion

Bei der im Rahmen dieser Arbeit getesteten PFOB-Nanoemulsion (PFOB-NE) handelte
es sich um eine Ol-in-Wasser-Emulsionen, die aus destilliertem Wasser, 20 % [weight
(w)/Volumen(v)] Perfluoroctylbromid [Sigma-Aldrich, St. Louis, USA] als Olphase, 2 %
[w/V] Lipoid E 80 [Lipoid GmbH, Ludwigshafen, Deutschland] als Emulgator und 2,5 %
[w/V] Glycerin [Lipoid GmbH, Ludwigshafen, Deutschland] zur Isotonisierung besteht.
Die Herstellung erfolgte durch Mitglieder der Arbeitsgruppe im Deutschen Herzzentrum
Berlin und wurde durch Herrn Thorsten Keller [B. Braun Melsungen AG] als Pharmazeut
unterstutzt und supervidiert. In einem ersten Herstellungsschritt wurden zunachst Gly-
cerin und Lipoid E 80 in destilliertem Wasser mit dem Ultra turrax T8 (IKA® Labortechnik
GmbH & Co. KG; Staufen/Germany) zu einer Dispersion verarbeitet. Das PFOB wurde
anschlieend unter standig laufendem Ultra turrax langsam zur Dispersion hinzugeben
und die so entstandene Voremulsion mit einem Hochdruckhomogenisator Panda Plus
(GEA Niro Soavi, Lubeck, Deutschland) dreimal bei 750 bar homogenisiert. Die Emulsi-
on wies eine durchschnittliche Partikelgro3e von ca. 160 nm auf. Die fertige PFOB-NE
wurde in ein 20 ml Rollrandglas mit Schnappdeckel [Carl Roth GmbH + Co KG, Karls-
ruhe, Deutschland] gefullt und kiihl und trocken gelagert. Abbildung 9 zeigt die PFOB-
NE im Glasgefal3.

PFOB

Abbildung 9: PFOB-Nanoemulsion im Glasgefal3. Eigene Abbildung.

Die Applikation der PFOB-NE erfolgte 24 Stunden vor der *°F-MRT. Dabei wurden je-
dem Tier, sowohl aus der Doxorubicin- als auch aus der Kontrollgruppe, bei einem Kor-

pergewicht zwischen 249 bis 4409 4 ml der PFOB-NE intravenos verabreicht.
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2.3.1 Sensitivitatsprifung ex vivo

Zur Bestimmung der bildgebungstechnisch geeignetsten PFOB-Konzentration in der NE
wurde in einem Vorversuch eine Sensitivitatsprifung ex-vivo durchgefihrt. Tabelle 1
zeigt die untersuchten PFOB-Konzentrationen unter Angabe der Stoffmenge, Molekdl-
zahl und errechneten Fluoratomen pro Voxel.

Tabelle 1: Die untersuchten PFOB-Konzentrationen und die dadurch resultierende Stoffmenge, Mole-
kulanzahl und Fluoratome pro Voxel

Konzentration pro Liter | Stoffmenge pro Voxel* Molekiilanzahl pro Voxel* Anzahl Fluoratome pro Voxel*
[pmol/l] [umol]
20. 000 0,54000 3,252 x 1077 5,528 x 1018
15. 000 0,40500 2,439 x 1077 4,146 x 1018
11. 250 0,30375 1,829 x 1077 3,110 x 108
8.438 0,22782 1,372 x 107 2,332 x 108
6. 328 0,17086 1,029 x 1077 1,749 x 1018
4,746 0,12814 7,717 x 1018 1,312 x 108
3. 560 0,09611 5,788 x 1018 9,839 x 1017

* Ein Voxel = 0,3 mm x 0,3mm x 0,3 mm = 0,027 cm?®

Die Nanoemulsionen mit den unterschiedlichen PFOB-Konzentrationen wurden in ein
Kunststoff-Gefal? mit Schnappdeckel [Eppendorf Tubes®, Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland] gefillt und in eine in der Arbeitsgruppe entwickelte Probenhalterung [Dr.
Dietrich, Deutsches Herzzentrum Berlin] luftdicht in destilliertem Wasser eingelegt. Ab-
bildung 10 zeigt den Versuchsaufbau der ex-vivo Sensitivitatsprifung der PFOB-NE.

Abbildung 10: Versuchsaufbau der ex-vivo Sensitivitatsprifung der PFOB-Nanoemulsion. A zeigt
den Probenhalter und die wassergefiillte Versuchsrdhre. B zeigt den Probenhalter in der Versuchs-
réhre in der Quer- und Langsachse. C zeigt die korrespondierenden 'H Sequenzen der Versuchs-
réhre in transversaler und sagittaler Schnittebene. Eigene Abbildung.
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2.4 'H- und °F- MRT-Bildgebung

In dieser Arbeit wurde die MR-Bildgebung mit zwei MR-Tomographen der Firma Philips
mit einer Magnetfeldstarke von 3T und 1.5T durchgefihrt. Fir die 3T-Bildgebung kam
ein 3T Ganzkérper MRT-System [Philips Achieva, Best, Niederlande] mit Qasar Dual
Gradienten (40 mT/m, 200 mT/m/ms) und Multi-Nuclei Package zum Einsatz. Fir die
Bildgebung und Spektroskopie wurde eine transmit/receive Dual-Tuned 'H/°F Soleno-
idspule [Philips Research, Hamburg, Deutschland] mit einem Durchmesser von 70 mm
verwendet. Diese Spule kann sowohl den Hochfrequenzpuls aussenden sowie die aus
dem Korper abgebende Energie detektieren. Die Spule wurde 90° zum Bo-Feld positio-

niert.

Fir die 1.5T-Bildgebung wurde ein 1.5T Ganzkorper MRT-System [Philips Achieva,
Best, Niederlande] mit Nova Dual Gradienten (33 mT/m, 180 mT/m/ms) und Multi-
Nuclei Package benutzt. Fur die Bildgebung und Spektroskopie wurde eine trans-
mit/receive Dual-Tuned *H/*°F Solenoidspule [RAPID Biomedical, Rimpar, Deutschland]
mit einem Durchmesser von 70 mm verwendet. Aquivalent zur 3T Bildgebung kann die-
se Spule Hochfrequenzimpulse aussenden, die abgegebene Energie detektieren und

wurde 90° zum Bo-Feld positioniert.

Abbildung 11 zeigt exemplarisch den 3T MR-Tomographen zusammen mit der verwen-

deten Kleintierspule der Firma Philips.

Abbildung 11: Darstellung des 3T MR-Tomographen. A Foto des Phillips Achievia 3T MR-
Tomographen von der Seite. B und C Foto der Kleintierspule mit Gasnarkosebox auf der Patien-
tenliege des MR-Tomographens in unterschiedlichen VergréRerungen. Eigene Abbildung.
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Fur die Fluorbildgebung kam eine drei dimensionale Gradientenecho-Sequenz (3D-UTE
balanced Steady State Free Precession (SSFP)) zum Einsatz. Die Sequenz zeichnet
sich durch eine sehr kurze Echozeit (ultrashort echo time = UTE) von 0,12 ms, kombi-
niert mit radialer k-Raum Abtastung in drei Dimensionen (isotrope Voxel: 3 mm) aus.
Die wichtigsten Parameter der Sequenz waren: repetition time (TR)/echo time (TE)=
2,8 ms/0,12 ms, Flipwinkel a= 20°, Anregungsbandbreite exBW= 5 kHz mit Fokussie-
rung auf CFz2-Verbindungen, Pixelbandbreite pBW= 1084 Hz, field of view
(FOV)= 120 mm, Aufnahme-Dauer: ca. 11 min. Die Parameter fur die Bildgebung sind
angelehnt an Keupp et al. (2010) und wurden durch Herrn Dr. Schnackenburg [Philips
Research, Hamburg, Deutschland] fuir den Versuch modifiziert.°

Zu Beginn der Versuchsreihe sollte die 'H-Bildgebung mit einer eigens entwickelten
'H-UTE-Sequenz (TR/TE = 3,2 ms/0,14 ms) durchgefiihrt werden. Im Rahmen des ers-
ten untersuchten Tieres aus der Doxorubicin-Gruppe im 3T zeigte sich jedoch eine ein-
geschrankte Kontrastierung, um anatomische Strukturen visuell zweifelsfrei voneinan-
der abgrenzen zu kénnen (siehe Abbildung 29 im Ergebnisteil). Im Folgenden wurde auf
eine etablierte T2-gewichte Turbo-Spin-Echo-Sequenz (*H-T2W-TSE) zuriickgegriffen,
die eine deutlich bessere Kontrastierung und Abgrenzbarkeit der anatomischen Struktu-
ren aufwies. Die T2W-3D-TSE wurde mit identischer Voxel-Geometrie und Feldstarke
adaptierten Sequenz-Parametern durchgefihrt. (3T: TR/TE = 2000 ms/93 ms und 1.5T:
TR/TE = 2000 ms/180 ms). Die Aufnahme-Dauer betrug bei beiden Feldstéarken ca. 6

Minuten.

2.4.1 Narkose der Versuchstiere

Die Narkose wurde zun&chst mit Isofluran [Forene®, Abbott GmbH&Co. KG, Wiesba-
den, Deutschland] eingeleitet und dann in einer speziellen MRT-Narkose-Rohre
[Dr. Thore Dietrich, Deutsches Herzzentrum Berlin (DHZB), Deutschland] aufrechterhal-
ten. Zudem verhinderte die Narkoserthre eine mogliche Kontamination des humanen
MR-Tomographen mit Ausscheidungen oder Stauben der Versuchstiere. Abbildung 12

zeigt ein Foto der eingesetzten Narkose-Rd6hre in der MR-Spule der Firma Philips.

31



Material und Methoden

Ll

Abbildung 12: Darstellung der MRT-Narkose-Réhre. Zudem ist die 3T H/°F-MR-
Kleintierspule der Firma Phillips mit Versuchstier von der Seite dargestellt. Eigene Abbil-
dung. Abbildung im DHZB Jahresbericht 2013 publiziert.6?

2.4.2 Ablauf der MR-Untersuchung

Begonnen wurde bei jedem Tier mit einer 'H-gewichteten Ubersichtsaufnahme
(*H-Survey) mit einer Dauer von einer Minute. AnschlieBend wurde die
OF-3D-UTE-SSFP-Sequenz zur Fluorbildgebung durchgefiihrt. Danach folgte die
H-T2W-3D-TSE-Sequenz zur Erfassung der Anatomie. Nach dieser Sequenz wurde
eine zweite 1°F-3D-UTE-SSFP-Sequenz zur Reproduzierbarkeit des °F-Signals durch-
geflhrt. Konnte ein °F-Signal auch in der zweiten *°F-3D-UTE-SSFP-Sequenz repro-
duziert werden, floss diese Messung in die Auswertung ein. Die beschriebenen MR-
Sequenzen wurden nacheinander aufgenommen. Abbildung 13 gibt einen zusammen-

fassenden Uberblick tiber die Abfolge der MR-Sequenzen.

TH-Survey }7

| *F-3D-UTE-SSFP ——

Signal T2W-3D-TSE '7

v L Anatomie

Auswertung [«<————— '°F-3D-UTE-SSFP

Reproduzierbarkeit

Abbildung 13: Schematische Darstellung der Abfolge der MR-Sequenzen im Versuch. Be-
gonnen wurde mit einer *H-Ubersichtsaufnahme (*H-Survey). Danach folgte die erste fluor-
gewichtete 1°F-3D-UTE-SSFP-Sequenz, gefolgt von einer 1H-T2W-3D-TSE-Sequenz. Nach
dieser Sequenz folgte eine zweite °F-3D-UTE-SSFP-Sequenz zur Bestatigung eines mogli-
chen °F-Signals aus der ersten °F-3D-UTE-SSFP-Sequenz. Lasst sich in beiden Fluorse-
guenzen ein °F-Signal detektieren, wird der Datensatz der zweiten Messung zur Auswer-
tung weitergeben. Die 'H-T2W-3D-TSE-Sequenz geht zur anatomischen Lokalisation des
19F-Signals in die Auswertung ein. Eigene Darstellung.
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In einem Tier der 3T Kontrollgruppe (n=1) wurde zudem eine H-T2W-3D-TSE
und eine °F-3D-UTE-Sequenz direkt nach Injektion der PFOB-NE durchgefiihrt.
Zudem wurden in diesem Tier insgesamt 16 Untersuchungen mittels °F-
Kernspinresonanzspektroskopie (**F-NMR-Spektroskopie) mit Fokus auf Aorta,
Leber und Milz durchgefuhrt. Ziel war es, das Anflutungsverhalten der PFOB-NE
und den Verlauf der Signalintensitat der Organe exemplarisch im zeitlichen Ab-
lauf darzustellen. 24 Stunden nach Injektion der PFOB-NE wurde das Tier erneut
nach der oben genannten Sequenz-Abfolge untersucht.

2.5 Auswertung der MR-Sequenzen

Die Rekonstruktion der *H- und **F-MRT-Sequenzen wurden aus dem MR-System zur
weiteren Datenverarbeitung exportiert. Da die *°F-MR Sequenzen auf Grund ihrer An-
regungsfrequenz keine Informationen tGber die Anatomie der Tiere liefern, missen ihre
Informationen mit denen der 'H-Bildgebung kombiniert werden. Hierzu werden die er-
zeugten Bilder aus 'H- und °F-Bildgebung manuell mit Hilfe einer Bildbearbeitungs-
software [Microsoft Paint, USA] Uberlagert. Abbildung 14 zeigt das Prinzip der manuel-
len Bilduberlagerung in der °F-MRT-Bildgebung am Beispiel eines Tieres aus der
Doxorubicin-Gruppe.

19F-Bildgebung 1H-Bildgebung 1H/19F {berlagert

- |
- |

Abbildung 14: Exemplarische Darstellung des Prinzips der manuellen Uberlagerung von
F- und 'H-MRT am Beispiel eines Rattenherzens in transversaler Schnittfiihrung. Die ein-
gesetzte Falschfarbe (griin) dient zur besseren Visualisierung des Fluor-Signals. Eigene Ab-
bildung.
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2.5.1 Bildverarbeitung

Um den subjektiven Charakter der bereits in 2.5 vorgestellte manuellen Uberlagerung
von H/*®F-Sequenzen zu umgehen, wurde im Rahmen dieser Arbeit innerhalb der Ar-
beitsgruppe durch Herrn Dr. Riad Bourayou [DHZB, Berlin, Deutschland] das auf die
19F-Bildgebung spezialisiertes Programm Liver 3.0 entwickelt. Dieses ermdglicht neben
einer standardisierten Rekonstruktion auch eine farbliche Gewichtung in der Darstellung
der 'H/*°F-Sequenzen. Dieses auf der Programmiersprache MatLab [MathWorks Inc.,
Massachusetts, USA] basierende Programm ermdglicht es im Rahmen der Bildverarbei-
tung bis zu drei °F-Sequenzen mit einer *H-Protonen gewichteten Sequenzen zu re-
konstruieren. Das Programm kann fir die Datenverarbeitung direkt auf die exportierten
Sequenzen im .par/.rec-Datenformat des Phillips Achieva Tomographen [Philips Medi-
cal Systems, Best, Niederlande] zurlckgreifen. Abbildung 15 gibt mit Hilfe eines Fliel3-
schemas einen Uberblick tiber den dem Programm Liver 3.0 zu Grunde liegenden Algo-

rithmus.
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Abbildung 15: Schematische Darstellung des Algorithmus zu Verarbeitung der °F- und *H- Bild-
gebung des Programmes Liver 3.0. Abbildung mit freundlicher Genehmigung von
Dr. Riad Bourayou [DHZB, Berlin, Deutschland].
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Das Programm Liver 3.0 bildet aus gleich starken °F-Signalen Signal-Cluster, die
sich in ihrer Ausdehnung an die untersuchten Strukturen angleichen. Im Falle der
physiologischen hepatischen Anreicherung der PFOB-NE nehmen die Cluster in
ihrer Ausdehnung die Form des Organs an. Zudem ermoglicht das Programm dem
Benutzer storende '°F-Signal-Cluster in der graphischen Darstellung der 1°F-
Sequenz zu unterdricken. Hierzu ermittelt das Programm durch eine 3D-Analyse
die Signalintensitat im Volumendatensatz und gibt diese Daten als 2D-Bild und kor-
respondierenden *H-MR-Bild auf der Benutzeroberflache an den Anwender aus.
Dieser kann anschlie3end mit Hilfe einer Signal-Unterdriickung einzelne Cluster in
der Oberflache des Programms anwahlen und selektiv herausrechnen lassen. Die
Benennung des Programmes Liver 3.0 wurde von dem starken Lebersignal in der
1°F-Bildgebung abgeleitet. Abbildung 16 zeigt das Prinzip der Signal-Unterdriickung

von einzelnen Clustern und die Benutzeroberflache des Programms Liver 3.0.

B [oe—rr—

0 o

Abbildung 16: Darstellung des Verfahrens der Signal-Unterdriickung im Programm Liver 3.0. A zeigt die
Clusterbildung aus gleich starken °F-Signalen und ihre farbliche Darstellung B zeigt die Oberflache des
Programms Liver 3.0 zur Verarbeitung der *H- und °F-Sequenzen. Die 1°F-Cluster werden dem Benutzer
als zweidimensionale Abbildung neben dem anatomischen 'H-Bild dargestellt. Der Benutzer hat die Mog-
lichkeit einzelne °F-Signal-Cluster mittels des dargestellten Fadenkreuzes aus der graphischen Darstel-
lung zu eliminieren. In diesem Beispiel ist die dunkelblau angeféarbte Leber angewahlt. Abbildung mit
freundlicher Genehmigung von Dr. Riad Bourayou [DHZB, Berlin, Deutschland]. Abbildung im DHZB Jah-

resbericht 2013 publiziert.6t
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Aus dem durch den Benutzer angepassten 3D-Volumendatensatz errechnet das Pro-
gramm die Maximumintensitatsprojektion (maximum intensity projektion - MIP). Dieses
Verfahren Uberfuhrt den dreidimensionalen MR-Datensatz in eine zweidimensionale
Darstellung und ermdglicht die Ausgabe der *H/*°F-Rekonstruktion als MIP-Video, MIP-
Einzelbild und als transversale *H/1°F-Schnittbilder. In Abbildung 17 sind exemplarisch

die Ausgabemadglichkeiten des Programmes Liver 3.0 dargestellt.

transversale 1H/1%F-
Schnittbilder

MIP-Einzelbild MIP-Video

Abbildung 17: Ausgabemoglichkeiten des Bildverarbeitungsprogrammes Liver 3.0. Die Dar-
stellung kann als transversale Schnittbilder, MIP-Einzelbilder oder MIP-Video erfolgen. Eige-
ne Abbildung.

2.5.2 Auswertung der °F-NMR-Spektroskopie

Der Datensatz der insgesamt 16 *°F-NMR-Messungen, die in einem Kontrolltier der 3T
Gruppe innerhalb von 2 Stunden nach Kontrastmittelgabe durchgefihrt wurden, wurde
anschlieBend mit Hilfe einer eigens fir die Berechnung durch Dr. Riad Bourayou
[DHZB, Berlin, Deutschland] programmierten Software auf MatLab-Basis [MathWorks
Inc., Massachusetts, USA] in seine Einzelmessungen zerlegt. Im Folgenden wurden
Zeitpunkt und Signalintensitat der Aorta, Leber und Milz jeder Einzelmessung bestimmt

und graphisch ausgewertet.
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2.6 Quantitative Auswertung der MRT-Untersuchungen

Die quantitative Auswertung der °F-MR-Sequenzen erfolgte mit Hilfe des Signal-zu
Rausch-Verhaltnisses (Signal to Noise Ratio — SNR).6? Mathematisch ist das SNR defi-
niert als der Mittelwert des Signals einer Region of Interest (ROI) geteilt durch die Stan-
dardabweichung des Rauschens.53 Die Formel der SNR-Berechnung lautet zusammen-

fassend:

MD Signal

SNR = SD Rauschen

Zur Bestimmung eines Signals und des Rauschens wurde in dieser Arbeit ein gra-
phisches Verfahren etabliert. Der Rohdatensatz wurde im Digital Imaging and
Communications in Medicine (Dicom)-Format aus den MR-System exportiert und
mittels ImageJ [National Institute of Health, USA] ausgewertet. Da die 1°F-
Sequenzen keinen Anhalt Gber die Anatomie eines Versuchstieres liefern, erfolgte
zunachst eine Lokalisation des Herzens in den korrespondierenden H-Sequenzen.
Hierzu wurde mittels ImageJ eine ROI mit dem Umfang des Herzens des Versuchs-
tieres in einer 'H-Schnittebene definiert. Diese ROl wurde mit Hilfe eines ROI-
Managers gespeichert und anschlieRend in die korrespondierende '°F-Schnittebene
bei gleicher Matrix mit demselben Umfang eingefugt. Fir jede Schnittebene wurde
in dem °F-Bilddatensatz der Grauwert der ROl bestimmt. In einem weiteren Schritt
wurde zur Bestimmung des Rauschens eine ROI aul3erhalb des Tieres bestimmit.
Die Resultate der Grauwert-Messung aus dem Herz wurden aus ImageJ in Micro-
soft Excel 2010 [Microsoft, USA] exportiert. Zur Berechnung des SNRs mit Hilfe von
Grauwerten wurde die bereits vorgestellte SNR-Formel fur diese Arbeit modifiziert.

Die modifizierte Formel lautet:

MD Grauwert ROI (Herz)

SNR =
SD Grauwert ROI (ausserhalb des Versuchstieres)

Das hochste SNR je Tier aus der Doxorubicin- und der Kontrollgruppe, das auf einer
kardialen Schnittebene bestimmt werden konnte, wurde fur die spéatere statistische
Auswertung erfasst. Das Vorgehen bei der Auswertung des '°F-Signals und des Rau-

schens ist in Abbildung 18 graphisch dargestellt.
37



Material und Methoden

® 0O O ROl Manager
0031-0201-013 Add (1]

Update

Delete

4 sure
/ L
| e

Properties...

Signal

Flatten [F]

More »
Show All

Edit Mode
T

© 0 O ROl Manager
0031-0072-027 Add [t

800 Results

[Area [Mean [StdDev [Min [Max |

1 2686 3.446 1927 0 8
R

Update

Delete

\

Properties.

Rauschen

Flatten [F]

More »

Show All

Edit Mode
T

Abbildung 18: Darstellung der Bestimmung des Signal-zu-Rausch-Verhaltnisses (SNR) mit
Hilfe der Grauwertbestimmung. Zur Bestimmung des Signals wurde eine Region of Interest
(ROI) um das Myokard des Tieres definiert und in einem ROl Manager abgespeichert. Die
ROI wurde in derselben Lokalisation auf das korrespondierende °F-Bild Ubertragen und der
Grauwert-Mittelwert der ROI (roter Unterstrich) ermittelt. Aquivalent erfolgte die Bestimmung
des Rauschens mit der Definition einer ROI aufRerhalb des Versuchstieres, dem Abspei-
chern im ROI-Manager und dem Ubertrag auf das °F-Bild mit anschlieRender Grauwert-
messung. Fir das Rauschen wurde die Standardabweichung (SD - griner Unterstrich) er-
fasst. Eigene Abbildung.

2.7 Toétung, Organentnahme und Kryoschnitte

Die Totung der Tiere erfolgte unmittelbar nach Abschluss der MRT-Untersuchung in
Narkose mit einer Uberdosis Isofluran [Forene®, Abbott GmbH&Co. KG, Wiesbaden,
Deutschland]. Der Thorax der Versuchstiere wurde mittels Thorakotomie erdffnet und
die Rippen unter Mitnahme des Sternums am lateralen Ende abgesetzt. Das Herz wur-
de frei prapariert und die herznahen Gefal3e unter lichtmikroskopischer Kontrolle abge-
setzt. Nach Entnahme wurde das Herz mittels einer Sonde in der ertffneten Aorta mit
Tissue Freezing Medium® [Leica Microsystems, Nussloch, Deutschland] gespdilt, um
das vorhandene Blut zu ersetzten. Das Herz wurde in Aluminium-Folie eingewickelt, in
flussigem Stickstoff tiefgefroren und bei -80° Celsius gelagert. Die Arbeitsschritte der

Organentnahme sind in Abbildung 19 dargestellt.
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Abbildung 19: Exemplarische Darstellung der Herzentnahme bei einer Ratte. A Der Bauch-
raum und das Peritoneum werden er6ffnet. B AnschlieRend wird das Sternum und der Darm
prapariert. C Das Herz wird unter Entnahme von Lungengewebe frei prapariert. D Die Gefa-
e werden herznah abgesetzt und das Rattenherz entnommen. Eigene Abbildung.

Zur weiteren Aufbereitung wurde das Herz mit einem Lineal vermessen und in zwei
gleich grol3e Teile halbiert. Beide Teile wurden mit der eréffneten Ventrikelseite nach
oben auf einen Objekttrager gelegt und mit Tissue Freezing Medium® [Leica Microsys-
tems, Nussloch, Deutschland] eingedeckt und in den Kryostaten 2800 Frigocut [Rei-
chert-Jung, Deutschland] eingespannt. Es wurden 7 um Schnitte des Gewebes angefer-
tigt und diese auf Objekttrdger Superfrost® Plus [Gerhard Menzel GmbH, Braun-
schweig, Deutschland] gezogen. Die Objekttrager wurden zum Trocknen fiir 24 Stunden

an der Umgebungsluft ausgelegt und dann bei -80 °C eingefroren.

Abbildung 20 zeigt den verwendeten Kryostaten und einen Anschnitt eines in Gefrier-
medium eingebetteten Rattenherzens.
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2800 FRIGOCUT

Abbildung 20: Darstellung des Kryostaten. A Foto des Kryostaten 2800 Frigocut von auf3en. Rechts ist
die Handkurbel zur Bedienung der innen liegend Schneidvorrichtung zur erkennen. B Foto der innen lie-
genden Schneidvorrichtung. Der bewegliche Objektschlitten wird mit der Handkurbel Gber das Messer
gefahren, auf dem der Schnitt zum Liegen kommt und abgenommen werden kann. C Darstellung eines
angeschnittenen Rattenherzens eigebettet in Gefriermedium im Transversalschnitt. Eigene Abbildung.

2.9 Hamatoxylin-Eosin-Farbung (H.E.-Farbung)

Die H.E.- Farbung ist eine Ubersichtsfarbung zur Differenzierung von Geweben. Der
wahrend der Farbung aus dem Hamatoxylin entstehende Farbstoff Hamalaun farbt auf
Grund seiner basischen Eigenschaften Zellkernbestandteile sowie das Endoplasmati-
sche Retikulum blau an. Das Eosin hingegen farbt die Zellplasmaproteine der extrazel-
lularen Matrix auf Grund seiner sauren Eigenschaften rot an.5* In dieser Arbeit diente
die H.E.-Farbung zur Erkennung von inflammatorischen Zellansammlungen, wie sie fur
eine Myokarditis typisch sind. Hierfir wurde jeweils jeder zweite kryostatische Schnitt
mittels H.E.-Farbung angefarbt. Das Protokoll der H.E.-Farbung wird im Folgenden er-
lautert.

2.9.1 Protokoll der Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Die Objekttrager mit den aufgebrachten 7 um Gewebeschnitten wurden in Aqua Dest.
gespult und danach fir 20 Sekunden in Hamatoxylin-Losung nach Gill Il [Carl Roth
GmbH + Co KG, Karlsruhe, Deutschland] gefarbt. Zur Entwicklung wurden die Schnitte
2 Minuten unter flieBendem Wasser gewaschen und anschliel3end fiir 30 Sekunden in
Eosin G 0,5 % wassrig [Carl Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe, Deutschland], welches
zuvor mit 100ul 100 %iger Essigsaure [Carl Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe, Deutsch-
land] versetzt worden war, getaucht. Es folgte ein erneutes Eintauchen der Objekttrager

in Aqua Dest. Anschlie3end folgte eine aufsteigende Alkoholreihe.
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Die Schnitte wurden fur 1 Minute in 80 % Alkohol-Lésung [Carl Roth GmbH + Co KG,
Karlsruhe, Deutschland] und anschlieRend fir 2 Minuten in 99 % Alkohol-Lésung [Carl
Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe, Deutschland] getaucht. Der letzte Schritt der aufstei-
genden Alkoholreihe ist eine Lagerung in 99 % Alkohol-Lésung [Carl Roth GmbH + Co
KG, Karlsruhe, Deutschland] fir 4 Minuten. Danach wurden die Objekttrager fir 15 Mi-
nuten in Roti-clear® (Xylol-Ersatzlosungsmittel) [Carl Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe,
Deutschland] gestellt. Die Versiegelung der Schnitte erfolgte mit Paramount® Eindeck-
medium [Fisher Scientific, New Jersey, USA] und Deckglaschen [VWR International
GMBH, Darmstadt, Deutschland]. Die fertigen Objekttrager wurden anschliel3end fir 24

Stunden luftgetrocknet.®*

2.10 Die Immunhistologie

2.10.1 Kriterien fur die Auswahl der Schnitte fur die Immunhistologie

Die H.E.-gefarbten Myokardschnitte wurden lichtmikroskopisch [Olympus BX61, Japan]
in verschiedenen VergrofRerungen begutachtet. Hierbei wurde nach Myokarditis typi-
schen vermehrten Ansammlungen von blau angefarbten Zellkernen gesucht. Da die
bereits H.E.-gefarbte Myokardschnitte nicht in die immunhistologische Aufarbeitung ein-
flieRen konnten, wurde ein benachbarter Schnitt fur die immunhistologische Aufarbei-
tung ausgewahlt. Insgesamt wurden ca. 20 Gewebeschnitte pro Tier immunhistologisch

angefarbt.

Bei jeder immunhistologischen Féarbereihe wurde eine Positivkontrolle mitgefihrt. Diese
sollte zur Uberprifung der individuellen Farbequalitat dienen und als Beispiel fir eine
positive Makrophageninfiltration herangezogen werden. Bei den verwendeten Positivkon-
trolle handelte es sich um Schnitte einer makroskopisch entztindlich veranderten Ohr-
haut aus einer weiteren Studie am Deutschen Herzzentrum Berlin. Zur Auslésung dieser
sichtbaren aurikularen Entziindung erhielten Ratten die pro-inflammatorischen Substanz
TNF-a subkutan unter die Haut am rechten Ohr appliziert. Die Ohrhaut wurde anschlie-
Rend exstirpiert und 8 um Schnitte angefertigt. Abbildung 21 zeigt exemplarisch die mak-
roskopische Entziindung am Ohr eines Tieres und das Ergebnis der immunhistologi-
schen Farbung mittels CD68(ED1)-Antikorper.
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Abbildung 21: Darstellung des Ohrentziindungsmodels. A und B zeigen ein Foto einer SD-Ratte mit
einer durch TNF-a ausgel6ésten Entziindung am rechten Ohr in unterschiedlichen VergréRerungen. C Dar-
stellung der rétlich angefarbten Positivkontrolle nach Anféarbung mit CD68(ED1)-Antikorper. Eigene Abbil-
dung.

2.10.2 Priméar- und Sekundarantikorper

Die Immunhistologie dient zur spezifischen Anfarbung von Gewebebestandteil oder ein-
zelner Zellpopulationen mittels Antikorper. Auf Grund der Eigenschaft der PFOB-NE,
von Makrophagen phagozytiert zu werden, wurde ein CD68(ED1) (Cluster of Differen-
tiation) Makrophagenantikdrper [sc-59103, Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz,
USA] verwendet. Bei diesem handelt es sich um einen monoklonalen IgG-
Mausantikorper, der in einer Antikdrper-Antigen-Reaktion gegen Rattenmilzzellen ge-
wonnen wurde (mouse-anti-rat).%> Bei dem verwendeten Sekundarantikérper [Jackson
Immun Research Laboratories Inc., West Grove, USA] handelt es sich um einen in der
Ziege gewonnen IgG-Antikorper gegen das Antigen einer Maus (goat-anti-mouse).56
Dieser Antikdrper ist biotinyliert und bildet somit die Grundlage fir die spatere Biotin-

Avidin-Chromogen-Reaktion.®”

2.10.3 Immunhistologische Farbung nach LSAB-Methode (Labeled Streptavidin-
Biotin)

Bei der in der dieser Arbeit eingesetzten immunhistologischen Farbemethode LSAB
macht man sich die besondere Affinitat des Proteins Streptavidins mit dem Vitamin Bio-
tin zu Nutze. In einem ersten Schritt bindet zunachst der Primérantikbrper (mouse-anti-
rat) an das Ziel-Antigen, in diesem Fall an das CD68-Protein der Ratten-Makrophagen.
Danach bindet der Sekundarantikbrper (goat-anti-mouse) an den Priméarantikorper.
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Dieser geht auf Grund seiner Biotinylierung eine Bindung zu dem nun zugesetzten
Streptavidin-Komplex ein. Bei diesem Komplex handelt es sich um Streptavidin und ein
an das Streptavidin gebundenes Peroxidase-Enzym, das die Bindungsstelle zu dem
zugesetzten Chromat-Farbstoff bildet. Dieser Farbstoff wird bei Kontakt mit der Peroxi-
dase-Enzym-Bindungstelle aktiviert und farbt den Komplex rétlich an. Voraussetzung fur
den erfolgreichen Ablauf dieser Antikoper-Farbstoff-Reaktion ist die Blockierung des
gewebeeigenen Biotins und Avidins, um Fehlanlagerungen des Sekundarantikérpers
und des Farbstoffkomplexes zu verhindern.5® Abbildung 22 zeigt eine schematische
Darstellung der LSAB-Methode.8:°

'><' +——— Streptavidin-Peroxidase-Enzym-Komplex

¥ +<——— Biotinylierter Sekundarantikérper

v
) K“— rimaranti orper

+~——— Zielantigen

Abbildung 22: Prinzip der immunhistologischen Farbung nach der LSAB-Methode. Der Pri-
marantikdrper bindet an das Zielantigen im Gewebe. Der biotinylierte Sekundarantikbrper
bindet wiederum an den Primérantikdrper. AnschlieBend bindet, auf Grund der Affinitat des
Streptavidin zu Biotin, der Streptavidin markierten Peroxidase-Enzym-Komplex an den bioti-
nylierten Sekundarantikdrper. Der Enzym-Komplex reagiert anschlieBend mit einem Farb-
stoff und sorgt fir die spezifische Anfarbung des Zielmolekiils.®® Eigene Darstellung nach
Key (2006).5°

2.10.4 Protokoll der Immunhistologischen Farbung mit CD68(ED1)-Antikdrper

Die Objekttrager wurden fur 5 Minuten in Aceton [Carl Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe,
Deutschland] getaucht und danach luftgetrocknet. Die jeweils zwei auf den Objekttrager
befindlichen Schnitte wurden mit dem Dako Pen® [Dako Denmark, Glosttrup, Dane-
mark] umrandet, um ein Verlaufen der im Protokoll spater eingebrachten Flissigkeiten
zu verhindern. Die umrandeten Schnitte wurden fir 10 Minuten mit Peroxidaseblocking-
Losung [Dako Denmark, Glosttrup, Ddnemark] behandelt und dann dreimal fir jeweils
1 Minute in GIBCO™ Phosphate Puffered Saline (PBS) [Invitrogen Corporation, Auck-
land, Neuseeland] gewaschen. Danach wurde auf die Schnitte Avidin-Blocking-Lésung
[Dako Denmark, Glosttrup, Danemark] aufgetragen und nach 20 Minuten wieder abge-

gossen.
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Direkt im Anschluss wurden beide Schnitte auf dem Objekttrager fur 20 Minuten mit Bio-
tin-Blocking-Lésung [Dako Denmark, Glosttrup, Danemark] eingedeckt. Danach wurden
die Schnitte wieder dreimal fur jeweils 1 Minute in PBS [Invitrogen Corporation, Auck-
land, Neuseeland] gewaschen. Es folgte fir 90 Minuten der Primarantikdrper
CD68(ED1) [sc-59103, Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, USA] in einer 1:50
Verdinnung in Albumin Fraktion V-Lésung (1:200 in PBS) [Applichem GmbH, Darm-
stadt, Deutschland]. 200 pl dieser Losung wurden auf jeden Schnitt gegeben. Die
Schnitte wurden anschlie3end dreimal fur jeweils 1 Minute in Waschpuffer-Losung (PBS
[Invitrogen Corporation, Auckland, Neuseeland] mit 10 % Triton [Applichem GmbH,
Darmstadt, Deutschland]) gewaschen. Es folgte fr 60 Minuten der Sekundar-Antikérper
[Jackson Immuno Research Laboratories Inc., West Grove, USA] in 1:500 Verdinnung
in Albumin Fraktion V-Lésung (1:200 in PBS) [Applichem GmbH, Darmstadt, Deutsch-
land]. 200 ul dieser Loésung wurde auf jeden Schnitt gegeben. Die Schnitte wurden wie-
derum dreimal fur jeweils 1 Minute in Waschpuffer-Lésung (PBS [Invitrogen Corporati-
on, Auckland, Neuseeland] mit 10 % Triton [Applichem GmbH, Darmstadt, Deutsch-
land]) gewaschen. Danach wurde Extravidin® Peroxidase [Sigma-Aldrich GmbH.,
Steinheim, Deutschland) in 1:100 Verdinnung mit Albumin Fraktion V [Applichem
GmbH, Darmstadt, Deutschland] angesetzt und 200 pl dieser Lésung fur 60 Minuten auf
die Schnitte aufgetragen. Die Schnitte wurden wiederum dreimal fur jeweils 1 Minute in
Waschpuffer-Lésung (PBS [Invitrogen Corporation, Auckland, Neuseeland] mit 10 %
Triton [Applichem GmbH, Darmstadt, Deutschland]) gewaschen. Es folgte eine Farbung
mit AEC Chromagen-Substrat [Zytomed Systems GmbH, Berlin, Deutschland] mit je
zwei Tropfen pro Schnitt. Danach wurden die Schnitte in Aqua Dest. dreimal fur jeweils
1 Minute gewaschen. Alle Schnitte wurden 20 Sekunden mit Hamatoxylin-Losung nach
Gill 1l [Carl Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe, Deutschland] gefarbt und anschlie3end
unter flieRendem Leitungswasser flr 2 Minuten entwickelt. Die gefarbten Schnitte wur-
den mit Deckglas [VWR International GMBH, Darmstadt, Deutschland] und Kaisers
Glyceringelatine [Merck KG, Darmstadt, Deutschland] versiegelt und zuletzt an der
Raumluft getrocknet.”
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2.11 Planimetrierung

Die Planimetrierung diente zur Flachenbestimmung der durch die CD68(ED1)-
Antikorper markierten Makrophageninfiltration und zur Uberfihrung des subjektiven

Sinneseindruckes der immunhistologischen Anfarbung in einen objektiven Zahlenwert.

2.11.1 Auswahl der Schnitte far die Planimetrierung

Die ca. 20 immunhistologisch angefarbten Schnitte je Tier wurden mikroskopisch in ei-
ner 100fachen VergroRerung gesichtet und pro Tier jeweils vier Schnitte mit der optisch
hochsten Anfarbung durch den CD68(ED1)-Antikdrper ausgewahlt. Bei optisch ver-
gleichbarer Anfarbungen wurden Schnitte mit einer weit entfernten Lage zueinander
bevorzugt ausgewéhlt, um eine moglichst reprasentative Aussage uUber das gesamte

Rattenherz treffen zu konnen.

2.11.2 Vorbereitung zur Planimetrierung

Die vier ausgewahlten immunhistologischen Schnitte pro Tier wurden in einer Uber-
sichtsaufnahme mittels Lichtteller fotografiert. Die Ausrichtung aller Schnitte auf dem
Lichtteller erfolgte bildausfullend mit dem rechten Ventrikel auf der linken Seite. Auf
Grund der geringen Auflésung ist eine Planimetrierung des gesamten Schnittes auf dem
Lichtteller nicht durchftihrbar. Um trotzdem eine mdglichst reprasentative Aussage uber
den gesamten Schnitt treffen zu kdnnen, wurde der Schnitt in vier gleichgroRe Quadrate
unterteilt und lichtmikroskopisch ausgewertet, wie im Abschnitt 2.11.3 naher erlautert
wird. Abbildung 23 zeigt den Lichtteller und exemplarisch einen immunhistologischen

Schnitt mit Quadranteneinteilung.
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Abbildung 23: Darstellung des Aufbaus der Fotoapparatur. A zeigt die gesamte Apparatur
mit Lichtteller (B) und C zeigt exemplarisch die Darstellung eines immunhistologischen
Schnittes aus dem Rattenherzen. Der Schnitt wurde zur Erhdhung der Représentativitat in
der Auswertung in 4 Quadranten unterteilt. Der rechte Ventrikel wurde hierbei linksseitig
ausgerichtet. Eigene Abbildung.

In Vorbereitung auf die planimetrische Auswertung wurde der Farbschwellenwert be-
stehend aus einem Rot-, Griin-, Blau-Wert (RGB-Wert) der rétlichen Anfarbung des
CD68(ED1)-Antikorpers bei einer 100fachen VergroRerung bestimmt. Hierbei zeigten
die angefarbten Makrophagen einen RGB-Wert von 230(R)-160(G)-190(B).

2.11.3 Planimetrierung der immunhistologischen Schnitte

Der immunhistologisch gefarbte Schnitt wurde in 100facher Vergré3erung unter einem
Lichtmikroskop [Olympus BX61, Japan] mit integrierter Kamera [Olympus Color View II,
Japan] eingelegt. AnschlieRend wurde in jedem der vier Quadrate ein Bildausschnitt mit
der optisch hdchsten immunhistologischen Anfarbung ausgewéhlt. Der ausgewahlte
Bildausschnitt in jedem Quadranten wurde mit dem Farbschwellenwert
RGB 230-160-190 planimetriert und das Ergebnis dem Anwender mittels einer griinen
Falschfarbe angezeigt. AnschlieRend wurde die mittels griiner Falschfarbe markierte
Flache durch die Mikroskopie-Software Cell-F [Olympus, Japan] bestimmt und das Er-
gebnis in pm? ausgegeben. Das Ergebnis entspricht der Makrophageninfiltration im
ausgewahlten Bildausschnitt. Abbildung 24 zeigt das Vorgehen bei der Planimetrierung

eines Myokardschnittes.
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Abbildung 24: Exemplarische Darstellung der Planimetrierung mit Hilfe eines Farbschwellenwertes. A Im
ersten Quadranten des Myokardschnittes erkennt man bei 100facher VergroRerung die rétliche Anfar-
bung der CD68(ED1)-Antikorper markierten Makrophagen. B Mit Hilfe eines Farbschwellenwertes wurden
die Zellen aus A mittels einer Falschfarbe grunlich eingefarbt und planimetriert. Eigene Abbildung.

Bei mehreren angefarbten Makrophagen-Clustern in einem Quadranten wurde vorab fur
jeden mdglichen Bildausschnitt eine Planimetrierung mit dem Farbschwellenwert
RGB 230-160-190 durchgefuhrt und der Bildausschnitt mit der flachenmaRig grof3ten

Anfarbung ausgewahlt.

2.11.4 Bestimmung der Gesamtflache eines Myokardschnittes

Die Bestimmung der Gesamtflache eines Myokardschnittes erfolgte mit dem Programm
ImageJ [National Institute of Health, USA]. Hierfiir wurde eine Region of Interest (ROI)
mit Hilfe eines Freihand-Werkzeugs im Programm um den zuvor schon fur die Planimet-
rierung ausgewahlten Schnitt gelegt und vermessen. Die so ermittelte Gesamtflache
des Herzschnittes wurde, sofern auf dem Schnitt abgebildet, um die Flachen des linken
und rechten Ventrikels vermindert. Aus den einzelnen Ergebnissen der vier Schnitte pro
Tier wurde der Mittelwert der Gesamtflache der Myokardschnitte gebildet. Abbildung 25
zeigt graphisch das Vorgehen bei der Bestimmung der Gesamtflache am Beispiel eines

Myokardschnittes.
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Abbildung 25: Exemplarische Darstellung der Bestimmung der Gesamtflache des Myokards. Gezeigt
wird ein immunhistologisch gefarbter Schnitt eines Rattenherz in transversaler Schnittfihrung mit Aus-
schnittsvergrofRerung zur Verdeutlichung. A Zur Bestimmung der Gesamtflache des Herzens wurde eine
ROI um das gesamte Herz gelegt und vermessen. Die Gesamtflache des Herzens wurde um die Flache
B des linken Ventrikels und C des rechten Ventrikels reduziert. Das Ergebnis entsprach der Gesamtfla-
che des Myokardschnittes. Eigene Abbildung.

Im Weiteren wird die Gesamtflache eines Myokardschnittes vereinfacht als Myokardfla-

che bezeichnet.

2.12 Laborchemie

Zur weiteren Evaluierung einer mdglichen Myokardschadigung wurde der Troponin I-
Spiegel mittels hochsensitiven Troponin I-Assay (hs-Tnl) bestimmt. Troponin | ist ein
spezifischer Marker fir die Myokardzellnekrose.”* Hierfiir wurden jeweils vier Tieren aus
der Doxorubicin- und Kontrollgruppe nach Narkotisierung und vor Kontrastmittelgabe
Blut Uber die Schwanzvene entnommen. Anschlielend wurde die Probe zentrifugiert
und das Serum pipettiert. Die Serumproben wurden bei -18 °C tiefgefroren. Die labor-
chemische Auswertung der Serumproben erfolgte mit freundlicher Unterstiitzung durch

Herrn Dr.med. Martin Obermeier [Labor Berg Berlin].

2.13 Statistische Auswertung

Die Daten aus den MRT Untersuchungen und der Planimetrie wurden mittels der Tabel-
lenkalkulation Microsoft Excel 2010 [Microsoft, USA] verwaltet. Zur weiteren statistischen

Auswertung wurde das Programm SPSS Version 20 [IBM, USA] verwendet.
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Die Berechnung der Signifikanz erfolgte bei unklarer Normalverteilung und kleiner Fall-
zahl mit dem Mann-Whitney-U-Test. Definitionsgemald wurde das Signifikanzniveau auf
5 % festgelegt (Signifikanzwert p=0.05). Die grafische Darstellung der Messwerte erfolg-
te mit Hilfe von Boxplots. Abbildung 26 demonstriert eine erlauternde Darstellung eines

Boxplot-Graphen.”?

O <+———— Ausreiller
Antenne -
— Oberes Quartil
Box .
mit IR Median
— Unteres Quartil
Antenne —

Abbildung 26: Schematische Darstellung eines Boxplot-Graphen. Die zentral angeordnete
Box reprasentiert 50 Prozent aller Daten. lhre Lange wird bestimmt durch den Interquartils-
abstand (IQR). Geteilt wird sie durch den Median, der die Daten rangskaliert in zwei Halften
teilt. Oberhalb des oberen Quartils und unterhalb des unteren Quartils schlie3en die Anten-
nen an. Sie geben Auskunft Uber die Lage der Daten jenseits der 75 %- bzw. 25 %-
Perzentile. Messwerte, die weiter als 1,5 IQR von dem oberen oder unteren Quartil entfernt
sind, werden als Ausreier in Form eines Kreises dargestellt.”2 Eigene Darstellung nach
Weil3 (2005).72

Die Berechnung der Korrelation erfolgte bei unklarer Normalverteilung mit Hilfe des
Rangkorrelationskoeffizienten nach Spearman. Zur Unterscheidung der Starke des Zu-
sammenhanges wurde folgende Einteilung verwendet: r=0 keine Korrelation; 0 <r < 0,2
sehr geringe Korrelation; 0,2 < r < 0,5 geringe Korrelation; 0,5 < r < 0,7 mittlere Korrela-
tion, 0,7 < r < 0,9 hohe Korrelation; 0,9 < r < 1 sehr hohe Korrelation.”® Neben dem Kor-
relationskoeffizient wurde auch die zweiseitige Signifikanz der
Korrelation ermittelt. Das Signifikanzniveau wurde ebenfalls auf 5 % (p<0.05) festgelegt.

Die Ergebnisse wurden mittels Regressionsgraden graphisch dargestellt.
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3. Ergebnisse

Zunachst werden die Daten der MRT-Untersuchungen dargestellt. Die Ergebnisse der

histologischen und immunhistologischen Untersuchung folgen in Kapitel 3.5.

3.1 Auswertung der MRT-Versuche ex-vivo

3.1.1 Die PFOB-Nanoemulsion ex-vivo

Zur Ermittlung einer geeigneten PFOB-Konzentration in der Nanoemulsion (NE) wurde
in einem Vorversuch eine ex-vivo Sensitivitatsprifung im 3T °F-MRT durchgefiihrt.
Hierbei wurden PFOB-Konzentrationen zwischen 4.746 umol/l bis 20.000 pumol/l getes-
tet. Abbildung 27 zeigt eine Darstellung der visuellen Ergebnisse der ex-vivo Sensitivi-
tatsprifung im 3T MRT unter Angabe der getesteten PFOB-Konzentrationen in der NE.

MRT *H Bild

6.328 umol/I

4.746 pmol/|
8.438 pmol/|

&

‘ 20.000 pmol/l
11.250 pmol/l ‘

15.000 pmol/l

MRT *°F Bild

Abbildung 27: Ex-vivo Darstellung unterschiedlicher PFOB-Konzentrationen in der Nano-
emulsion im 3T °F-MRT. Das 'H-MRT Bild verdeutlicht die Lage der Probengefal3e in der
Halterung. Im **F-MRT zeigt die Probe mit einer PFOB Konzentration von 20.000 umol/l das
starkste Signal. Bei einer Konzentration von 4.746 pmol/l Iasst sich kein eindeutiges Signal
mehr abgrenzen. Eigene Abbildung.

Die Konzentration von 8.438 umol/l stellte in der ex-vivo Untersuchung die niedrigste
Konzentration dar, bei der visuell eindeutig ein Signal vom Rauschen abgegrenzt wer-
den konnte. Die in dieser Arbeit durchgefiihrten °F-MRT-Sequenzen wurden mit der
PFOB-Konzentration von 8.438 pumol/l in der NE durchgefihrt.
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3.1.2 ®F-NMR-Spektroskopie ex-vivo

Im Rahmen der Sensitivitatspriifung wurde zudem das °F-NMR-Spektrum der PFOB-

NE bestimmt, welches in Abbildung 28 dargestellt ist.

Signalintensitat

+10 1] =10
[Ppm]

Abbildung 28: Darstellung des °F-NMR-Spektrums der im Versuch verwendeten PFOB-
Nanoemulsion. Die charakteristischen zentralen fiinf Peaks kdnnen fir die Bildgebung ge-
nutzt werden.”* Die weiteren zwei Peaks sind nicht dargestellt. Eigene Abbildung.

3.2 Auswertung der MRT-Untersuchungen in vivo

Insgesamt wurden 16 SD-Ratten (N=16) in die Auswertung eingeschlossen. Dabei wur-
den funf Tiere (n=5) aus der Doxorubicin-Gruppe mit 3T und funf Tiere (n=5) mit 1.5T

untersucht. Zusatzlich wurden jeweils drei Kontrolltiere (n=3) je Feldstarke untersucht.

3.2.1 Unterschiede in H-UTE-Sequenzen und 'H-T2W-TSE Sequenzen

Die initial bei einem Tier aus der Doxorubicin-Gruppe durchgefiihrte *H-UTE-Sequenz
zeigte visuell eine schlechtere Kontrastierung in der Darstellung der anatomischen
Strukturen als die im Folgenden verwendete *H-T2W-TSE-Sequenz. Das erste Tier der

Doxorubicin-Gruppe wurde ausschlieBlich mit einer *H-UTE-Sequenz untersucht.
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Alle weiteren Tiere aus der Doxorubicin-Gruppe und alle Tiere aus der Kontrollgruppe
wurden mit der etablierten 'H-T2W-TSE Sequenz untersucht. Abbildung 29 verdeutlicht

die Unterschiede in der Kontrastierung der beiden 'H-Sequenzen.

H-UTE H-T2wW

Abbildung 29: Vergleichende Darstellung der 'H-UTE-Sequenz und der H-T2W-TSE-
Sequenz. Es zeigt sich eine bessere Kontrastierung der anatomischen Strukturen in der im
weiteren Verlauf der Arbeit verwendeten 1H-T2W-TSE-Sequenz. Eigene Abbildung.

3.2.2 Darstellung der *°F- und *H-MR Bilder in toto

24 Stunden nach Injektion der PFOB-NE wurde bei allen Tieren aus der Doxorubicin-
und Kontrollgruppe (N=16) die MRT-Bildakquisition durchgefiihrt, die anschlieBend zu

80 transversalen Schichten rekonstruiert wurden.

Abbildung 30 zeigt exemplarisch 32 der insgesamt 80 rekonstruierten transversalen °F-

und H-MRT-Bilder aus dem Thorax eines Kontrolltieres.
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Abbildung 30: Exemplarische Darstellung von jeweils 32 thorakalen '°F- und *H-MRT-Bildern eines 3T
Kontrolltieres in transversaler Schnittfiihrung. A zeigt das 1°F-Signal im Thorax des Tieres. B zeigt die
korrespondierenden 'H-Rekonstruktionen. Im Herzen des Tieres zeigt sich kein visuelles °F-Signal. In
den kranialen MR-Bildern zeigen die Hals-Lymphknoten und die Wirbelsaule ein °F-Signal. In den kau-
dalen MR-Bildern der Sequenz ist ein diffus-flachiges 1°F-Signal als Zeichen der PFOB-NE-Anreicherung
in der Leber zu erkennen. Eigene Abbildung.

In den kaudalen Abschnitten der °F-MRT-Bilder aus Abbildung 30 zeigte sich ein dif-
fus-flachiges Fluorsignal als Ausdruck der Kontrastmittelanreicherung in dieser Region.
Im Vergleich mit den H-MRT-Bildern kann die kraniale Leber als Ursprung des Signals
identifiziert werden. Alle im Versuch untersuchten Tiere (N=16) zeigten diese physiolo-
gische Signalanreicherung der Leber, soweit sie bei der kardial ausgerichteten Bildge-

bung von der Spule erfasst wurde.
Da in den Aufnahmen nicht das gesamte Leberparenchym erfasst werden konnte, wur-

de exemplarisch das Kontrolltier aus Abbildung 30 innerhalb der Spule neu positioniert

und die °F- und *H-Bildakquisition mit Fokus auf das Abdomen des Tieres angefertigt.
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Abbildung 31 zeigt exemplarisch 32 der insgesamt 80 rekonstruierten *H- und °F-MRT-

Bilder aus dem Abdomen des Kontrolltieres.

Abbildung 31: Exemplarische Darstellung von jeweils 32 abdominellen °F- und H-MRT-Bildern eines
3T Kontrolltieres in transversaler Schnittfihrung. A zeigt das 1°F-Signal im Abdomen des Tieres. B zeigt
die korrespondierenden 'H-Rekonstruktionen. Es zeigt sich deutlich ein flachiges °F-Signal aus der
Leber. Eigene Abbildung.

Abbildung 30 und Abbildung 31 zeigen die initialen Rekonstruktionen der *°F- und *H-
MRT-Sequenzen. Zur exakteren Lokalisation von !°F-Signalen ist eine gemeinsame
Rekonstruktion der °F-Sequenzen mit den anatomischen 'H-Sequenzen mit dem Pro-
gramm Liver 3.0 in dieser Arbeit durchgefihrt worden. Die Ergebnisse dieser Rekon-
struktionen sind im Folgenden dargestellt.
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3.3 'H/*°F-Rekonstruktion

Fur alle Tiere der Doxorubicin- und Kontrollgruppe (N=16) wurden H/*°F-
Rekonstruktionen in der Bildverarbeitung angefertigt.

3.3.1 Anflutungsverhalten der PFOB-Nanoemulsion

Zur Einschatzung des Anflutungsverhaltens der PFOB-NE wurde bei einem Kontrolltier
der 3T Gruppe (n=1) eine H- und °F-Bildgebung direkt nach Injektion des Kontrastmit-
tels durchgefuhrt. In den H/*°F-Rekonstruktionen zeigte sich eine deutliche *9F-
Signalanreicherung in den GeféalRen sowie im rechten und linken Ventrikel des Herzens.
Diese initiale Anflutung von PFC-NE wird in der Literatur auch als Blood-Pool-Effekt
bezeichnet.”® In Abbildung 32 ist das Kontrolltier aus der 3T Gruppe (n=1) mit dem be-
schrieben Blood-Pool-Effekt dargestellt.

Herz

Leber

Abbildung 32: Exemplarische Darstellung des Blood-Pool-Effekts bei einem Kontrolltier in
der 3T Kontrollgruppe.” A MIP-Einzelbild sowie zwei transversale *H/*°F-Rekonstruktionen
aus Herz (B) und Leber (C). Es zeigte sich ein deutliches *°F-Signal auf Ventrikelebene und
in den GefalRen. Eigene Abbildung. Abbildung im DHZB Jahresbericht 2013 publiziert.6!

55



Ergebnisse

3.3.2 ®F-NMR-Spektroskopie des Blood-Pool-Effekts

Zur zeitlichen Einschatzung tber die Persistenz des Blood-Pool-Effekts und dem weite-
ren Anflutungsverhalten der PFOB-NE wurden in dem Kontrolltier (n=1) aus
Abbildung 32 eine ®F-NMR-Spektroskopie durchgefiihrt. Hierbei zeigte sich eine Per-
sistenz des Blood-Pool-Effekts zwischen 41,5 und 49,1 Minuten nach Injektion der
PFOB-NE, bevor die Signalintensitat des Blutes, gemessen in der Aorta des Versuchs-
tieres, unter die Signalintensitat der Milz absank. Die Leber zeigte eine kontinuierliche
Zunahme der Signalintensitat Uber den Messzeitraum von 117 Minuten. Abbildung 33

zeigt die Ergebnisse der *°F-NMR-Spektroskopie von Leber, Aorta und Milz.
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Abbildung 33: Darstellung der Ergebnisse der °F-NMR-Spektroskopie von Leber, Aorta
und Milz. Gezeigt ist der Verlauf der Signalintensitat Uber einen Zeitraum vom 117 Minuten.
Die Signalintensitat der Leber nimmt Gber den Messzeitraum kontinuierlich zu. Die Signalin-
tensitat des Blutes, gemessen in der Aorta, zeigt sich ab 41,5 Minuten abfallend bis sie
schlie3lich ab 49,1 Minuten unter die Signalintensitat der Milz fallt. Eigene Abbildung.

3.3.3 Abhéangigkeit des kardialen Signals vom Lebersignal in der Bildverarbeitung

Im Rahmen der Bildverarbeitung der H/*°F-Sequenzen mittels des Programms Liver
3.0 zeigte sich, dass das °F-Lebersignal nicht auf die Organgrenzen beschrankt war
und die kaudalen Abschnitte des Herzens Uberstrahlte. Somit war eine Trennung vom

physiologischem Lebersignal und pathologischem Herzsignal nicht zweifelsfrei moglich.
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Aus diesem Grund wurde in der Bildverarbeitung mittels Liver 3.0, neben der Rekon-
struktion von *H/*°F-Sequenzen, die Mdglichkeit genutzt, den 1°F-Lebersignalcluster in
der graphischen Darstellung zu unterdriicken (vgl. 2.5.1.). Hierbei zeigte sich, dass eine
Unterdriickung des °F-Lebersignals, neben einer exakteren anatomischen Zuordnung,
auch zu einer graphischen Neugewichtung des kardialen °F-Signals im Histogramm
fuhrte. Abbildung 34 verdeutlicht die Neugewichtung des °F-Herzsignals im Histo-
gramm nach Unterdriickung des '°F-Lebersignals am Beispiel eines Tieres aus der 3T
Doxorubicin-Gruppe.

Lebersignalunterdriickung

Abbildung 34: Exemplarische Darstellung der Neugewichtung des kardialen 1°F-Signals
nach Lebersignalunterdriickung. Gezeigt sind 1H/19F-Rekonstruktionen vor (A) und nach
(B) Lebersignalunterdriickung im Histogramm am Beispiel eines Tieres aus der 3T Doxoru-
bicin-Gruppe. (re=rechts; li=links; ve=ventral; do=dorsal). Eigene Abbildung.

Auf Grund des kardialen Fokus dieser Arbeit wurde die Unterdriickung des physiologi-
schen °F-Lebersignals in der Darstellung bei allen in der Arbeit untersuchten Tieren
(N=16) durchgefihrt.

3.3.4 Transversale H/*%F-Rekonstruktionen

Alle Tiere der Doxorubicin-Gruppe (n=10) zeigten in beiden untersuchten Magnetfeld-

starken ein kardiales !°F-Signal in den transversalen H/%F-Rekonstruktionen.
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Die Tiere der Kontrollgruppe (n=6) zeigten in den Rekonstruktionen kein °F-Signal aus
der Herzregion, unabhangig von der eingesetzten Magnetfeldstarke. Alle Tiere (N=16)
zeigten physiologische °F-Signale aus Leber, Lymphknoten und Wirbelsaule in unter-
schiedlicher Intensitat. Abbildung 35 zeigt exemplarisch jeweils zwei transversale
'H/*®F-Rekonstruktionen unterschiedlicher Tiere je Magnetfeldstarke aus der Doxorubi-
cin-Gruppe und jeweils eine 'H/*°F-Rekonstruktion je Magnetfeldstarke aus der Kon-

trollgruppe.

Doxorubicin Kontrolle

3 Tesla

1.5 Tesla

Abbildung 35: Exemplarische Darstellung transversaler *H/*°F-Rekonstruktionen aus dem Herzen von
unterschiedlichen Tieren der Doxorubicin- und Kontrollgruppe in 3T und 1.5T. Die Tiere aus der Doxoru-
bicin-Gruppe zeigen im Gegensatz zur Kontrollgruppe ein kardiales °F-Signal. In beiden Gruppen zeigt
sich ein °F-Signal aus Lymphknotenregionen und der Wirbelsdule in unterschiedlicher Intensitat.
(re=rechts; li=links; ve=ventral, do=dorsal). Eigene Abbildung. Einzelbild der Abbildung in Doltra et al.
(2013) publiziert.”®

3.3.5 Maximumintensitatsprojektion

Neben der Darstellung in transversaler Schnittflihrung, erfolgt die Ausgabe der *H/*°F-
Rekonstruktionen als Maximumintensitatsprojektion (MIP). Auch bei dieser Darstel-
lungsart liel3 sich bei allen Tieren der Doxorubicin-Gruppe (n=10) ein kardiales Signal
in beiden Magnetfeldstarken identifizieren. Die Kontrollgruppe (n=6) zeigte, vergleich-
bar zu den transversalen *H/'°F-Rekonstruktionen, kein kardiales 1°F-Signal.

Abbildung 36 zeigt exemplarisch das Ergebnis der MIP flr jeweils ein Tier der Doxoru-

bicin-Gruppe und ein Tier aus der Kontrollgruppe bei 3T Magnetfeldstarke.
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Doxorubicin

Kontrolle

Abbildung 36: Exemplarische Darstellung einer H/*°F-MIP-Rekonstruktion mit korrespondierender
transversaler 'H/1°F-Rekonstruktion der Doxorubicin- und Kontrollgruppe in 3T. Die *H/*°F-Rekonstruktion
des Doxorubicin-Tieres zeigt ein starkes kardiales °F-Signal. Das Tier aus der Kontrollgruppe zeigt kein
kardiales 1°F-Signal. Anatomisch lasst sich das starke °F-Signal am Rucken des Kontrolltieres in der
transversalen Rekonstruktion der Wirbelsdule des Tieres zuordnen. (ka=kaudal; kr=kranial; re=rechts;
li=links; ve=ventral; do=dorsal). Eigene Abbildung.

Auch wenn sich mit Hilfe des 3D-MR-Datensatzes jede beliebige Schnitt-Ebene rekon-
struieren lasst, erwies sich die MIP-Rekonstruktion lediglich fiir einen ersten Uberblick
der Verteilung der PFOB-NE im Versuchstier als nutzlich. Im Versuchsverlauf stellte
sich in Hinblick auf die anatomische Lokalisation von kardialen *°F-Signalen die trans-

versale 'H/*°F-Rekonstruktion flr die Beurteilung am geeignetsten dar.

3.4 Quantitative SNR-Auswertung der MR-Untersuchungen in-vivo

Bei einer Magnetfeldstarke von 1.5T zeigte die Doxorubicin-Gruppe (n=5) ein signifikant
hoheres SNR im Herzen als in der Kontrollgruppe (n=3). (4,56 + 1,19, n=5 vs.
2,03 + 0,39, n=3; p=0.036).
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Bei einer Magnetfeldstarke von 3T zeigte sich ebenfalls ein signifikant hoheres SNR im
Herzen der Doxorubicin-Gruppe (n=5) als im Herzen der Kontrollgruppe. (3,91 + 1,19,
n=5vs. 1,74 £ 0,12, n=3; p=0.036). Die Ergebnisse der SNR-Auswertung sind in Abbil-
dung 37 graphisch gegenubergestellt.

1.5 Tesla

p=0.036 p=0.036

SNR
w £

SNR
w &

. . T T
Doxorubicin control Doxorubicin control

Abbildung 37: Darstellung der SNR-Auswertung zwischen Doxorubicin- und Kontrollgruppe mittels
Boxplot-Grafik. Das SNR der Doxorubicin-Gruppe ist in beiden Feldstarken signifikant grof3er als
das SNR der Kontrollgruppe. (1.5T: 4,56 * 1,19, n=5 vs. 2,03 * 0,39, n=3; p=0.036 und

3T:3,91+1,19,n=5vs. 1,74 + 0,12, n=3; p=0.036). Eigene Abbildung.

Bei naherer Betrachtung der Mittelwerte zeigte sich, dass das SNR, sowohl in der
Doxorubicin-Gruppe als auch in der Kontrollgruppe, bei 1.5T Magnetfeldstarke nume-

risch groler ist als bei 3T Magnetfeldstéarke.

3.5 Histologische Auswertung

Von allen Tieren der Doxorubicin-Gruppe (n=10) und funf Tiere der Kontrollgruppe
(n=5) wurden kryostatische Schnitte angefertigt, die histologisch und immunhistologisch
aufgearbeitet wurden. Bei einem explantierten Tierherz aus der 3T Kontrollgruppe loste
sich die schitzende Aluminiumfolie, sodass es zu einem direkten Kontakt mit dem flus-
sigen Stickstoff kam. Auf Grund ausgepragter Gefriernekrosen war eine Aufarbeitung

nicht maglich.
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Alle histologisch aufgearbeiteten Tierherzen der Doxorubicin-Gruppe (n=10) zeigten in
der H.E.-Farbung Ansammlungen von entzindlichen Zellen im Myokard. Diese Infiltrati-
onen zeigten in der immunhistologischen Aufarbeitung eine CD68(ED1)-Antikorper po-
sitive Reaktion und konnten somit als Makrophagen identifiziert werden. Abbildung 38
zeigt exemplarisch reprasentative Schnitte aus der histologischen Aufarbeitung fur je-

weils ein Tier aus der Doxorubicin- und der Kontrollgruppe.
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Abbildung 38: Reprasentative Darstellung der Ergebnisse aus der histologischen und immunhistologi-
schen Auswertung mittels CD68(ED1)-Antikdrper in unterschiedlichen Vergréf3erungen. A In der Doxoru-
bicin-Gruppe zeigt sich in der H.E.-Farbung eine gruppierte Zellinfiltration. Die Infiltration konnte mittels
Makrophagen-assoziierten CD68(ED1)-Antikorper rotlich angefarbt werden. B Die Kontrollgruppe zeigt
keine Zellinfiltration und in der immunhistologischen Untersuchung keine rétliche Anfarbung. Farbunter-
schiede in Abbildung methodenbedingt. Eigene Abbildung.
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Auch bei zwei Tieren der Kontrollgruppe (n=2) fanden sich CD68(ED1)-Antikorper posi-
tive Zellinfiltrationen. Diese waren von ihrem Ausmald mikroskopisch deutlich kleiner als
die CD68(ED1)-Antikorper positiven Infiltrationen in der Doxorubicin-Gruppe und lie3en
sich in jeweils nur einem der insgesamt 16 ausgewerteten Quadranten pro Kontrolltier
nachweisen. Die zwei beschriebenen immunhistologisch positiven Befunde sind in Ab-
bildung 39 dargestellt.

Kontrolle Kontrolle

Abbildung 39: Vollstédndige Darstellung der immunhistologisch positiven Befunde in der Kontroll-
gruppe. Eigene Abbildung.

Die weiteren Quadranten dieser zwei Kontrolltiere sowie alle Quadranten der weiteren
drei Kontrolltiere im Versuch zeigten keine Ansammlung von CD68(ED1)-Antikdrper

positiven Zellen in den untersuchten immunhistologischen Schnitten.

Zur weiteren Verifizierung der erhobenen histologischen Befunde, wurden exemplarisch
Schnitte aus der histologischen und immunhistologischen Aufarbeitung der
Doxorubicin-Gruppe der Pathologie des Deutschen Herzzentrums Berlin
[Dr.med. Katharina Wassilew, DHZB] vorgelegt. Das Myokard wurde als entziindlich
verandert bewertet. Die positive Reaktion des CD68(ED1)-Antikdrpers wurde bestatigt
und die Zellinfiltration als Makrophagen gewertet.
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3.6 Quantitative Auswertung der Histologie

3.6.1 Quantitative Unterschiede in der Makrophageninfiltration

Die Tiere der Doxorubicin-Gruppe (n=10) zeigten sowohl in Summe als auch bei Be-
trachtung der Einzelmessungen eine unterschiedlich starke Makrophageninfiltration.
Abbildung 40 zeigt exemplarisch jeweils ein Tier mit hoher und niedriger Makropha-
geninfiltration an Hand der Ergebnisse der insgesamt 16 pro Tier ausgewerteten Quad-

ranten und ihrer Summierung im Vergleich zu einem Tier aus der Kontrollgruppe.

> 46445,31 ym*

Makrophageninfiltration in pm?

o/
6681,73 um
ﬁ} 1191,75 pm?
;

Doxorubicin Doxorubicin
Kontrolle

hohe Infiltration geringe Infiltration

Abbildung 40: Exemplarische Darstellung der unterschiedlich starker Makrophageninfiltrati-
on in der Doxorubicin-Gruppe in Vergleich zur Kontrollgruppe mittels Punktdiagramm. Eige-
ne Abbildung.

Trotz der grofen numerischen Streuung zwischen den einzelnen Tieren der
Doxorubicin-Gruppe zeigten alle Tiere aus dieser Gruppe (n=10) in Summe eine
hohere Makrophageninfiltration als das Tier mit der hdochsten planimetrischen An-
farbung in der Kontrollgruppe (n=5). Neben der groRen Streuung der Makropha-
geninfiltration innerhalb der Doxorubicin-Gruppe demonstriert Abbildung 40 auch

die groR3e Streuung der quadrantenbezogenen Messungen in einzelnen Tieren.
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Im Folgenden werden die Ergebnisse jedes einzelnen Quadranten aus der Doxoru-
bicin-Gruppe addiert (Tier 1 Q1 + Tier 2 Q1 + Tier 3 Q1 +... usw.), um besonders
befallene Quadranten des Myokards zu identifizieren.

3.6.2 Quadranten-Auswertung

In der Quadranten-Auswertung zeigte kein Quadrant eine signifikant erhéhte Makro-
phageninfiltration (p=0.2 bis p=0.06). Die Mittelwerte und Standardabweichungen der
einzelnen Quadranten in der Doxorubicin-Gruppe (n=10) prasentierten sich wie folgt:
Quadrant 1 (8125,43 um? £ 1088,20 pm?), Quadrant 2 (10200,74 pum?2 + 1950,34 um2),
Quadrant 3 (7149,01 pm?2 + 3355,50 um?), Quadrant 4 (11402,38 um2 £ 1704,22 um3).

Die Ergebnisse der Quadranten-Auswertung sind in Abbildung 41 dargestellt.
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Abbildung 41: Darstellung der Quadranten-Auswertung in der Doxorubicin-Gruppe mittels
Boxplot-Grafik. Kein Quadrant zeigt eine signifikant erhdhte Makrophageninfiltration. Eigene
Abbildung.
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Die Quadranten-Auswertung zeigt, dass es sich bei der Makrophageninfiltration in der
Doxorubicin-Gruppe nicht um ein lokal beschranktes Geschehen handelt, sondern das
gesamte Tierherz von der Makrophageninfiltration betroffen ist. Aus diesem Grund wer-
den im Folgenden die Makrophageninfiltration je Quadranten summiert und Doxorubi-

cin- und Kontrollgruppe gegeneinander verglichen.

3.6.3 Makrophageninfiltration in Summe

Die Doxorubicin-Gruppe zeigte in der Summierung eine signifikant hohere Makropha-
geninfiltration als die Kontrollgruppe. (14712,50 pm2 + 11897,88 um2, n=10 vs.
2130,20 pm2 + 761,08 um?, n=5; p=0.001). Ein Tier aus der Doxorubicin-Gruppe zeigte

als Ausreil3er mit 46445,31 umz eine besonders hohe Makrophageninfiltration.

Abbildung 42 stellte die Ergebnisse der Auswertung der Makrophageninfiltration beider

Gruppen gegeniber.
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Abbildung 42: Darstellung der Makrophageninfiltration in der Doxorubicin- und Kontrollgruppe mit-
tels Boxplot-Grafik. Die Doxorubicin-Gruppe zeigt eine signifikant gréRere Makrophageninfiltration
als die Kontrollgruppe. (14712,50 pm? + 11897,88 pmz2, n=10 vs. 2130,20 pm?2 = 761,08 umz, n=>5;
p=0.001). Ein Tier der Doxorubicin-Gruppe ist mit einer Makrophageninfiltration von 46445,31 pum?
als Ausreil3er gekennzeichnet. Eigene Abbildung.
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3.6.4 Myokardflache

Im néchsten Schritt wurde die Myokardflache der histologischen Schnitte bestimmt, um
diese im Verlauf mit den Ergebnissen der Makrophageninfiltration aus 3.6.3 ins Verhalt-
nis setzen zu kénnen. Hierbei zeigte sich, dass die Myokardflache der Doxorubicin-
Gruppe signifikant kleiner war als die Myokardflache der Kontrollgruppe
(93,58 mmz2 + 10,02 mmz2, n=10 vs. 104,81 mmz2 + 5,91 mm2, n=5; p=0.001).

Abbildung 43 zeigt die Ergebnisse der Myokardflachen-Auswertung.
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Abbildung 43: Darstellung der Myokardflachen-Auswertung zwischen Doxorubicin- und
Kontrollgruppe mittels Boxplot-Grafik. Die Myokardflache der Doxorubicin-Gruppe ist signifi-
kant kleiner als die Myokardflache der Kontrollgruppe (93,58 mm2 £+ 10,02 mm?2, n=10 vs.
104,81 mm?2 £ 5,91 mm?, n=5; p=0.001). Ein Tier aus der Doxorubicin-Gruppe ist mit einer
Myokardflache von 115,66 mm?2 als Ausreif3er gekennzeichnet. Eigene Abbildung.
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3.6.5 Makrophageninfiltration im Verhaltnis zur Myokardflache

In einem nachsten Schritt wurde der prozentuale Anteil der Makrophageninfiltration an
der Myokardflache bestimmt. Hierfr wurde die ermittelte Myokardflache mit der Makro-

phageninfiltration fir jedes Tier mittels nachfolgender Formel ins Verhaltnis gesetzt:

Flache Makrophageninfiltration
Flache Myokard

x 100

Makrophageninf./Myokardflache in % =

Die Doxorubicin-Gruppe zeigte eine signifikant h6here prozentuale Makrophageninfiltra-
tion der Myokardflache als die Kontrollgruppe. (1,54x10°? % + 1,12x10%2 %, n=10 vs.
2,05 x10°%39% + 7,55x10°4 %, n=5; p=0.001).

Das Ergebnis der prozentualen Makrophageninfiltration bezogen auf die Myokardflache
ist in Abbildung 44 dargestellt.
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Abbildung 44: Darstellung der prozentualen Makrophageninfiltration bezogen auf die Myo-
kardflache in der Doxorubicin- und Kontrollgruppe mittels Boxplot-Grafik. Die Doxorubicin-
Gruppe zeigt eine signifikant héhere prozentuale Makrophageninfiltration als die Kontroll-
gruppe (1,54x1092 9% + 1,12x1092 9%, n=10 vs. 2,05 x10% % + 7,55x10-%* %, n=5; p=0.001).
Eigene Abbildung.
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3.7 Korrelation der MR-Tomographie und der Histologie

Der Korrelationskoeffizient nach Spearman zwischen SNR und Makrophageninfiltration
betrug im 1.5T °F-MRT r=0,79 bei einer zweiseitigen Signifikanz von p=0.047. Definiti-
onsgemal bestand in dieser Gruppe eine signifikant hohe Korrelation zwischen SNR
und Makrophageninfiltration. Im 3T °F-MRT betrug der Korrelationskoeffizient r=0,68
bei einer zweiseitigen Signifikanz von p=0.094. Somit bestand in dieser Gruppe eine
mittlere Korrelation, jedoch kein signifikanter Zusammenhang zwischen SNR und Mak-

rophageninfiltration.

Abbildung 45 zeigt die Ergebnisse der Korrelation zwischen SNR und Makrophagenin-

filtration mit Hilfe einer Regressionsgeraden.
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Abbildung 45: Darstellung der Korrelation zwischen SNR und Makrophageninfiltration mittels Regressi-
onsgrade. Der Korrelationskoeffizient nach Spearman betrug im 1.5T °F-MRT r=0,71 bei einer zweiseiti-
gen Signifikanz von p=0.047. Im 3T ®F-MRT zeigte sich ein Korrelationskoeffizient von r=0,68, jedoch
keine Signifikanz (p=0.094). Eigene Abbildung.
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3.8 Labormedizinische Resultate

Insgesamt konnte aus vier Tieren der Doxorubicin-Gruppe (n=4) und vier Tieren der
Kontrollgruppe (n=4) Blut fir die laborchemische Auswertung mittels hochsensitiven
Troponin I-Test gewonnen werden. Auch wenn die Doxorubicin-Gruppe héhere hsTnl-
Spiegel aufwies als die Kontrollgruppe, liel3 sich in der statistischen Auswertung kein
signifikanter =~ Zusammenhang zwischen den beiden  Gruppen evaluieren.
(0,29 ng/dl = 0,41 ng/dl, n=4 vs. 0,005 ng/dl £ 0,005 ng/dl, n=4; p=0.057).

Die Ergebnisse der laborchemischen Auswertung sind in Abbildung 46 dargestellt.
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Abbildung 46: Darstellung der laborchemischen Auswertung von Troponin | zwischen Doxorubi-
cin- und Kontrollgruppe mittels Boxplot-Grafik. Der Unterschied zwischen Doxorubicin- und Kon-
trollgruppe ist nicht signifikant. (0,29 ng/dl £ 0,41 ng/dl, n=4 vs. 0,005 ng/dl + 0,005 ng/dl, n=4;
p=0.057). Eigene Abbildung.
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4. Diskussion

In dieser Arbeit wurde das Potential der *°F-MRT in der Myokarditis Diagnostik im Tier-
modell unter der Verwendung von Klinisch etablierten Feldstarken untersucht. Ziel die-
ser Arbeit im Rahmen einer Produktentwicklung eines neuartigen °F-Kontrastmittels
war die Evaluierung einer nicht-invasiven Methode zur direkten Myokarditis-Diagnostik

im Tiermodell.

Die invasive Myokardbiopsie als aktuell gultiger Standard in der Myokarditis-Diagnostik
wird in den letzten Jahren zunehmend kontrovers diskutiert.”” Eine Einschrankung der
Myokardbiopsie ist die unterschiedliche Probenbewertung (Interobserver Variability).
Shanes et al. (1987) zeigten bei einer vergleichenden Beurteilung von 16 Biopsien, die
Patienten mit einer klinisch hohen Myokarditis-Wahrscheinlichkeit entnommen und
durch insgesamt sieben Pathologen gesichtet wurden, dass in keinem Fall mehr als drei
Pathologen zu einem Ubereinstimmenden Urteil bei positiven Befunden kamen.’® Ein
weiteres bekanntes Problem der Myokardbiopsie ist die Sensitivitat, determiniert durch
die Qualitat und Quantitat der Probenentnahme. Chow et al. (1989) konnten in einer
humanen post-mortem Studie zeigen, dass die diagnostische Sensitivitat einer einmali-
gen Biopsie zwischen 22,1 % bis 22,8 % liegt.”® Dieses Phanomen wird in der Literatur
unter dem Schlagwort Sampling Error zusammengefasst.'’” Um die Sensitivitat zu stei-
gern, werden im klinischen Alltag mehrere Proben entnommen. So konnten Hauck et al.
(1989) nachweisen, dass die Sensitivitdt der Myokardbiopsie durch zehn Biopsien un-
terschiedlicher Lokalisation auf 55 % bis 68 % gesteigert werden konnte.®% Um das Ri-
siko eines Sampling Error bei Patienten mit dem Verdacht auf eine Myokarditis zu mi-
nimieren, kommen moderne bildgebende Verfahren zum Einsatz. Die kardiale MRT
nimmt hierbei eine entscheidende Rolle ein. Mahrholdt et al. (2004), Borchert et al.
(2007) und Korkusuz et al. (2010) konnten zeigen, dass mit Hilfe der Gadolinium-
gestltzten MRT die Sensitivitat der Myokardbiopsie weiter gesteigert werden kann.*81.82
Die Autoren verwendeten in ihren Arbeiten die spate Anreicherung von Gadolinium (La-
te Gadolinium Enhancement - LGE) und empfahlen eine gezielte Probenentnahme in
den entsprechenden Bereichen. Auch wenn mit Hilfe von modernden bildgebenden Ver-
fahren die Sensitivitdt der Myokardbiopsie weiter gesteigert werden konnte, bleibt ihr

invasiver Charakter mit einer Mortalitat von 0,1 % bis 0,5 % erhalten.83
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Die bislang erhaltlichen nicht-invasiven bildgebenden Verfahren reichen als alleiniges
diagnostisches Mittel nicht aus, um eine Myokarditis zu diagnostizieren. Dies gilt auch
fur die kardiale MRT, auch wenn sie in der Literatur als fuhrende nicht-invasive diagnos-
tische Methode bei Myokarditis-Verdacht favorisiert wird.®* So konnten Lurz et al.
(2012) in einer prospektiven Studie unter Berticksichtigung der mittlerweile Uberarbeite-
ten Lake Louise-Kriterien von 2009 zeigen, dass die Spezifitdt der kardialen MRT in der
Myokarditis-Diagnostik lediglich 54 % betragt.®> Grund fir die niedrige Spezifitat ist das
Auftreten von LGE und Odembildung in weiteren kardialen Erkrankungen, beispielswei-
se beim akuten Myokardinfarkt oder Infarktnarben.86:8” Des Weiteren lasst sich durch
das LGE erst die Spatphase der kardialen Entziindung, insbesondere im Stadium der
Nekrose, nachweisen. So konnten Baccouche et al. (2009) zeigen, dass sich mit der
MRT kardiale Entzindungen ohne Nekrose, so genannte Borderline-Myokarditiden,
nicht vollstandig erfassen lassen.®® T1- und T2-Mapping Verfahren stellen nicht erst seit
der Revision der Lake Louise-Kriterien im Jahr 2018 einen erweiterten Ansatz in der
MRT-Diagnostik der Myokarditis dar.?* Auch wenn das T1-Mapping in einer Metaanaly-
se vergleichbare Ergebnisse wie die Myokardbiopsie erbringen konnte und in Kombina-
tion mit dem LGE die Sensitivitat und Spezifitéat in der Myokarditis-Diagnostik deutlich
gesteigert werden konnte, bleibt der Stellenwert der Myokardbiopsie weiterhin
erhalten.®%% Die angefiihrten Aspekte begriinden die Notwendigkeit weiterer Forschung
an hoch spezifischer nicht-invasiver Bildgebung und bilden die Triebkraft fir diese Ar-
beit.

4.1 Perfluorcarbone in der Bildgebung

Ein Kernelement dieser Arbeit war die Entwicklung eines neuartigen °F-Kontrastmittels.
Als Hauptbestandteil eines solchen Kontrastmittels kamen verschiedene PFCs in Be-
tracht. Eine Vielzahl von bereits publizierten tierexperimentellen Studien verwenden
Perfluoro-15-crown-5-ether (PFCE) als PFC in der Kontrastmittelnanoemulsion.10:35.91-93
PFCE bildet eine radiar symmetrische Struktur mit anregbaren C-F2 Verbindungen aus.
Diese Struktur fuhrt zu einem ein-gipfligen **F-NMR-Spektrum, das sich auf Grund des
Fehlens von storenden Chemical-Shift-Artefakten besonders fir die °F-Bildgebung

eignet.®*
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Auch wenn gezeigt werden konnte, dass PFCE bildgebungstechnisch die am einfachs-
ten zu beherrschende Verbindung aller PFC-Molekdle ist, weist sie im Vergleich zu an-
deren PFC-Molekilen eine extrem lange Halbwertzeit im Organismus auf. Hierbei vari-
ieren die Angaben in der Literatur von 100 bis 250 Tagen.3"% Der Einsatz des PFCE ist
auf Grund seiner langen Halbwertzeit auf tierexperimentelle Studien beschrankt, da ei-

ne Akkumulation im Organismus nicht auszuschliel3en ist.

Ziel dieser Arbeit war es jedoch, die **F-MR-Bildgebung und ein entsprechendes °F-
Kontrastmittel nah an der klinischen Anwendbarkeit zu untersuchen. Somit wurde PFOB
im Vorfeld dieser Arbeit als entscheidender Bestandteil fir die Kontrastmittel-
Nanoemulsion ausgewahlt. Die Halbwertzeit von PFOB im Organismus bewegt sich in
einem Bereich zwischen drei bis zwolf Tagen und ist somit bedeutend kirzer als die von
PFCE.37419 Auf Grund der kurzen Halbwertszeit ist eine langfristige Akkumulation von
PFOB ausgeschlossen, was eine klinische Etablierung im Vergleich zu PFCE ermdg-
licht. Aus bildgebungstechnischer Sicht ist PFOB jedoch problematischer als andere
PFC-Molekule. Auf Grund der linearen Struktur und unterschiedlichen Wertigkeiten der
C-F-Verbindungen ergeben sich in dem Molekil unterschiedliche Resonanzfrequen-
zen.”* Das daraus resultierende sieben-gipflige *°F-NMR-Spektrum von PFOB fiihrt zu
ausgepragten Chemical-Shift Artefakten wie Doppelbildern oder Scharfeverlust im MR-
Bild.%® Abbildung 51 verdeutlicht den Zusammenhang zwischen Strukturformel und
Spektrum von PFCE und PFOB.
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Abbildung 47: Schematische vergleichende Darstellung der Strukturformel und des 1°F-
NMR-Spektrums von PFCE und PFOB. PFCE bildet eine radiar symmetrische Struktur von
C-F2 Verbindungen und ein daraus resultierendes ein-gipfligen **F-NMR-Spektrum. PFOB
zeigt eine lineare Struktur mit unterschiedlichen Wertigkeiten der C-F Verbindungen und ei-
nem daraus resultierenden komplexen °F-NMR-Spektrum mit ausgepragten Chemical-Shift
Artefakten. Abbildung abgewandelt nach Jacoby et al. (2013).37
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4.1.1 Umgang mit Chemical-Shift Artefakten in der 1°F-Bildgebung und Messzeiten

Um die bildgebungstechnischen Probleme des Chemical-Shift und der damit verbunde-
nen Doppelbilder des PFOBs zu I6sen, wurde in dieser Arbeit eine UTE-SSFP-Sequenz
verwendet. Chemical-Shift Artefakte treten bei der Verwendung langerer Echozeiten
(TE) in den MR-Sequenzen vermehrt auf.%® Die UTE-SSFP-Sequenz verhinderte wei-
testgehend mit ihrer kurzen TE das Auftreten von Chemical-Shift-Artefakten und Dop-
pelbildern. Zudem hat die UTE-SSFP-Sequenz auch positive Auswirkungen auf die 1°F-
Signalakquisition. PFOB-Nanoemulsionen zeigen einen steilen Abfall der Signalintensi-
tat Uber die Zeit. Durch den kurzen Abstand zwischen Anregung und Messung (kurze
TE) kdénnen die Protonen nicht vollstdndig dephasieren und ein grol3eres Signal kann
detektiert werden.®° Keupp et al. (2011) und Goette et al. (2015) konnten vor diesem
Hintergrund einen Anstieg der Sensitivitéat durch den Einsatz der UTE-SSFP-Sequenz
gegenuber einer etablierten Fast-Spin-Echo-Sequenz bei der Detektion einer PFOB-NE
ex-vivo und in-vivo demonstrieren.®%97 Abbildung 52 zeigt den MR-Signalverlauf einer
PFOB-NE in einem Phantommodell und den durch die UTE-SSFP-Sequenz erfassten
Bereich.
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Abbildung 48: Schematische Darstellung des °F-MR-Signalverlaufs einer PFOB-
Nanoemulsion im Phantom-Modell. Die UTE-SSFP-Sequenz mit ihrer kurzen Echozeit er-
fasst einen Signalbereich von 60 % bis 90 % des maximalen Signals (roter Kasten). Eigene
Abbildung nach Keupp et al. (2011).6°

Ein Problem von UTE-Sequenzen ist, neben ihrer Storanfalligkeit, vor allem eine Ver-
langerung der Messzeiten. In publizierten Studien an Kleintiermodellen finden sich Auf-
nahmezeiten von UTE-Sequenzen im °F-MRT zwischen 3 Minuten und 15 Sekunden
bis 30 Minuten.®”*° In dieser Arbeit konnte die Messung der UTE-SSFP-Sequenz mit
11 Minuten vergleichbar kurzgehalten werden. Bei den Zeitangaben sind jedoch die
breite Variabilitat der Sequenzparameter und geratespezifische Unterschiede zu beach-

ten.
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Vor dem Hintergrund, dass kein Tier wahrend der Narkose im MRT zu Schaden ge-
kommen ist, und auf Grund des oben beschriebenen Vorteils bei der Signalakquisition
ist der Einsatz einer UTE-SSFP-Sequenz trotz moglicher Verlangerung der Messzeiten

in dieser Arbeit zu rechtfertigen.

4.1.2. Applizierte Dosis von PFOB

PFOB gilt als sichere und biologisch inerte Substanz und konnte bereits nicht nur in
tierexperimentellen Studien, sondern auch in einer Vielzahl von Studien am Menschen

eingesetzt werden.100-103

Die letale PFOB-Dosis, bei der 50 Prozent (LD50) SD-Ratten sterben, wird in der Litera-
tur zwischen 30 g/kg KG bis 41 g/kg KG angegeben.04105 |n dieser Studie wurden
deutlich geringere Dosierungen von durchschnittlich 2,1 g/kg KG verwendet. Im Men-
schen konnte der Einsatz von 1,35 g/kg KG bis 2 g/kg KG Perfluorcarbon ohne lebens-
bedrohliche Zwischenfalle demonstriert werden.1%:101 Die in dieser Arbeit verwendete
PFOB-Dosierung lag somit nah an den bislang im Menschen eingesetzten und als un-

bedenklich eingestuften Dosierungen.

Alle Tiere im Versuch erhielten das gleiche Volumen an PFOB-NE, unabhéngig von
ihrem Korpergewicht. Auf Grund mangelnder Informationen in der Literatur Gber die be-
notigte Dosierung einer PFC-NE je Gewichtseinheit zur Erzielung eines ausreichenden
BF-Signals und dem vorliegenden Kleintiermodell wurde dieses Vorgehen der ge-
wichtsunabhangigen PFC-NE-Injektion auch in den bereits publizierten 9.4T Hochfeld-
MRT-Studien von van Heeswijk et al. (2013) und Jacoby et al. (2014) angewandt.®19 In
einem Myokardinfarktmodel im Schwein konnten im Nachgang dieser Arbeit Bénner et
al. (2015) und Rothe et al. (2019) den Erfolg einer gewichtsadaptierten Dosierung einer
PFOB-NE aufzeigen.1%:197 Die unterschiedlichen Ansatze der PFOB-NE-Dosierung zei-
gen, dass weitere Forschung zum Verstandnis der benétigten PFOB-Konzentration zum
Erreichen eines ausreichenden °F-Signals von Néten ist. In dieser Arbeit konnte trotz
der nicht-gewichtsadaptierten Applikation der PFOB-NE in allen Tieren ein fur die Bild-
gebung ausreichendes '°F-Signal detektiert werden, was wiederum fiir eine ausrei-

chende Fluor-Protonen-Konzentration im Voxel spricht.
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4.1.3 Zeitraum zwischen PFOB-NE-Applikation und °*F-MRT-Messung

Mit dem Fokus auf der Phagozytose von PFOB-Partikeln und einem daraus resultieren-
den kardialen °F-Signal wurde 24 Stunden nach Injektion die *°F-MRT durchgefthrt.
Van Heeswijk et al. (2013) und Jacoby et al. (2014), die ebenfalls das Potential des °F-
MRT bei Myokarditis untersuchten, verwendeten Zeitabstande von Injektion der PFC-
NE bis zum °*F-MRT von 24 bis 48 Stunden.®1° Van Heeswijk et al. (2013) applizierten
innerhalb von 48 Stunden sogar zweimal eine PFC-NE.® Im GrofRtiermodell zeigten
Bonner et al. (2015) und Rothe et al. (2019) ein '°F-Signal drei Tage nach PFC-
Injektion ex-vivo und in-vivo im 3T MRT.106.197 Ex-vivo konnten Smith et al. (1994) be-
reits zeigen, dass Uber 60 % menschlicher Makrophagen nach 24 Stunden Inkubation
PFOB aus einer Nanoemulsion phagozytiert hatten.® Da der genaue Zeitabstand zwi-
schen Injektion einer PFC-NE und einem ausreichenden °F-Signal im MRT nicht be-
kannt ist, entschied man sich in dieser Arbeit fir den in der Literatur bereits verwende-
ten Zeitabstand von 24 Stunden, um eine Phagozytose und somit auch ein °F-Signal
in-vivo sicherstellen zu kénnen. Da sich in allen Tieren der Doxorubicin-Gruppe ein kar-
diales Signal zeigen liel3, ist der verwendete Zeitabstand fir die Myokarditis-Diagnostik
im Kleintiermodell als ausreichend anzusehen, insbesondere unter Berilicksichtigung

des proof-of-concept-Ansatzes dieser Arbeit.

4.2 °F-MRT mit klinisch etablierten Feldstarken im Tiermodell

Neben der Verwendung einer sicheren und klinisch vertretbaren PFOB-Konzentration in
der NE, sollte die 1°F-MRT unter dem Einsatz von klinisch verfligharen MR-Feldstarken
durchgefuhrt werden. Anders als zu bislang publizierten tierexperimentellen Studien zur
9F-Myokarditis-Diagnostik wurden in dieser Arbeit MR-Feldstarken von 1.5T und 3.0T

verwendet.

Van Heeswijk et al. (2013) und Jacoby et al. (2014) konnten bereits nahezu zeitgleich
das Potenzial von °F-Kontrastmitteln bei Myokarditis autoimmuner und viraler Genese
im 9.4T Hochfeld-MRT im Mausmodell zeigen.®1° Jedoch sind Tomographen mit solch

hohen Feldstarken im klinischen Alltag nicht relevant.
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Als Reaktion auf die Arbeit von van Heeswijk et al. (2013) forderten Cooper et al. (2013)
die weitere Erforschung der Fluorbildgebung bei Myokarditis unter dem Einsatz von kli-
nisch etablierten Feldstarken.% Die vorliegende Arbeit tragt mit dem Einsatz von 1.5T
und 3.0T dieser Forderung von Cooper et al. (2013) Rechnung.

Die von van Heeswijk et al. (2013) und Jacoby et al. (2014) verwendete Feldstarke von
9.4T zeichnet sich durch eine hthere schichtbezogene Ortsauflosung und somit eine
hohere Sensitivitat bezlglich der Fluordetektion aus als die in dieser Arbeit verwende-
ten Feldstarken von 1.5T und 3T.1%° Um der somit feldstarkenbezogenen geringeren
Sensitivitat entgegenzuwirken, wurde in dieser Arbeit die Voxelgeometrie angepasst.
Dazu wurde ein Voxel mit einer Kantenlange von 3 mm verwendet, der auf 1.5 mm re-
konstruiert wurde. Van Heeswijk et al. (2013) und Jacoby et al. (2014) verwendeten auf
Grund hoherer Feldstarken auch deutlich kleiner Voxel mit einer Kantenlange von ca.
0,12 mm bzw. 0,1 mm.%° Der im Vergleich zur 9.4T Bildgebung in dieser Arbeit ver-
wendete groRere Voxel kompensiert den Sensitivitatsverlust bei niedrigen Feldstarken,
da ein gro3erer Voxel auch mehr detektierbare Fluor-Protonen enthélt, was wiederum in

einem hoheren °F-Signal resultiert.

Van Heeswijk et al. (2013) und Jacoby et al. (2014) verwendeten in ihren Arbeiten im
9.4T Hochfeld-MRT das Tiermodell der Maus. Auf Grund des grof3eren Voxelvolumens
in dieser Arbeit war die Verwendung des Mausmodells nur eingeschrankt moglich, da
bei einer HerzgréRe von 5 bis 8 mm in der Langsachse das gesamte Mauseherz mit
wenigen Voxel abgebildet gewesen ware.!? Diese niedrige Auflosung hatte eine ge-
naue Zuordnung eines Signals zum Herzen deutlich erschwert. Somit wurde in dieser
Arbeit bei grolRerer Voxelgeometrie auf das gréRere Tiermodell der Ratte zurlickgegrif-

fen.

4.2.1 Rauschen in der °F-MRT

Die 1°F-Bildgebung gilt als hochspezifisches bildgebendes Verfahren ohne ein natrli-
ches Hintergrundrauschen in biologischen Systemen.?® Jedoch lieR sich in dieser Arbeit
graphisch wie auch numerisch ein Rauschen rekonstruieren. Aus der *H-Bildgebung ist
bekannt, dass ein Grof3teil des Rauschens bei mittleren und hohen Feldstarken aus

dem zu untersuchenden Kérper selbst stammt.
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Hierbei kommt es zu einer Warmebewegung von *H-Atomen und Wassermolekiilen im
Korper, die wiederum Einfluss auf das magnetische Feld haben.!'! Diese Warmebewe-
gung wird auch als Brownsche-Molekularbewegung bezeichnet.’*? Da jedoch kein un-
gebundenes Fluor in Organismen existiert, welches das Magnetfeld stéren konnte,
scheidet dieses Phanomen als Ursache fiir das Rauschen in der *°F-MRT aus. Bei dem
messbaren Rauschen handelt es sich vielmehr um ein Grundrauschen des Messsys-
tems, dass in seiner Hohe die Empfindlichkeitsschwelle des 1°F-MRT determiniert. Das
systembedingte Grundrauschen entsteht vor allem durch Inhomogenitaten des Magnet-

feldes und Instabilitaten in den Gradientenfeldern.113

Problematisch ist das Rauschen bei der Detektion besonders schwacher Signale
(SNR<2), da diese durch ein zu groRes Rauschen uberlagert werden kénnen.*4 Um
den Einfluss des Rauschens auf das kardiale Signal in der 1°F-Bildgebung in dieser Ar-
beit zu minimieren, wurde in das Bildverarbeitungsprogramm Liver 3.0 ein Algorithmus
integriert, der das Rauschen in der Darstellung der 'H/'°F-Rekonstruktionen unterdri-
cken sollte. Hierzu wurde das Rauschen in einem Histogramm statistisch erfasst und
entsprechende Cut-Off-Werte festgelegt. Um bei der anschlieBenden Unterdriickung
des Rauschens nicht ein echtes Signal aus Darstellung zu entfernen, wurden die ent-
sprechenden Cut-Off-Werte regressiv festgelegt. Dieses konservative Vorgehen bei der
Rauschunterdriickung fiihrte dazu, dass sich bei allen *H/**F-Rekonstruktionen in dieser
Arbeit weiterhin Rauschartefakte darstellten. Jedoch zeigten sich diese in ihrer Ausbrei-
tung so klein, dass sie klar von echten Signalen unterschieden werden konnten. Auf
Grund der Ergebnisse wurde die Rauschunterdriickung als automatisch ablaufender
Algorithmus in das Programm Liver 3.0 integriert. Abbildung 53 stellt das Vorgehen der

Rauschunterdriickung graphisch dar.

Rauschen Herz Leber

Abbildung 49: Schematische Darstellung des Prinzips der Rauschunterdrickung. A Die Signale aus
dem Rauschen (orange), Herz (blau) und Leber (griin) werden mittels eines Histogramms durch das Pro-
gramm Liver 3.0 gewichtet. B Fur das Rauschen werden Cut-Off-Werte festgelegt. C Das Rauschen wird
bis auf ein rudimentares Rauschen unterdriickt und die Signale aus Herz und Leber im Histogramm neu-
gewichtet. Eigene Abbildung.
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4.2.2 Das Lebersignal in der **F-MRT

Bei allen in dieser Arbeit untersuchten Tieren lie3 sich 24 Stunden nach Injektion der
PFOB-NE ein 1°9F-Signal aus der Leber ermitteln. Die Leberanreicherung von PFC-NE
ist in der Literatur umfassend beschrieben. Ratner et al. (1988) und McGoron et al.
(1994) konnten in verschiedenen Spezies zeigen, dass das retikulohistiozytdre System

(RHS) der Leber und der Milz durch Fluoranreicherung darzustellen ist.115116

Bei der Rekonstruktion der 1°F- und H-Sequenzen zeigte sich, dass das Lebersignal
Uber die anatomischen Grenzen der Leber hinaus reichte. Die Ausdehnung war so aus-
gepragt, dass Teile der Herzspitze miteingeschlossen wurden. Hierbei bestand die Ge-
fahr, dass das physiologische starke Lebersignal mit einem maoglichen kardialen Signal
interferiert. Die Ausdehnung des Lebersignals hat seine Ursache in der Atemexkursio-
nen des Tieres sowie in der nicht erfolgten EKG-Triggerung wahrend der Sequenzen.
Die Atmung des Tieres erfolgte wahrend der MR-Untersuchungen spontan. Mit Hilfe
einer kontrollierten Beatmung hatte diesem Problem begegnet werden kdnnen, jedoch
hatte solch ein Vorgehen einen unverhéltnisméliig starken Stressor fur das Versuchstier
dargestellt. Die EKG-Triggerung wird in der MRT verwendet, um bei lAngeren Sequen-
zen ein moglichst hohes SNR zu generieren und die Bildqualitat zu verbessern.*’ Be-
reits in Ruhe weisen Ratten eine Herzfrequenz von 250 bis 450 Schlage pro Minute
auf.''® Azar et al. (2011) konnten zeigen, dass bei einer Schwanzveneninjektion bei
mannlichen, von der Gruppe separierten SD-Ratten die Herzfrequenz auf durchschnitt-
lich 1250 Schlage pro Minute ansteigt.11® Der beschleunigte Herzschlag fihrt aquivalent
zu Atemexkursionen zu Bewegungsartefakten im Tier, was wiederum Einfluss auf die
Darstellung des Lebersignals hat. Neben dem bildverbessernden Effekt der EKG-
Triggerung ware somit auch ein positiver Effekt auf die Ausbreitung des Lebersignals zu
prognostizieren gewesen. Jedoch fihrt eine EKG-Triggerung zu deutlich verlangerten
Messzeiten, sodass zur Verkirzung der Narkosezeit und Stressreduktion der Versuchs-
tiere auf diese verzichtet wurde. Zudem ist der potenzielle Vorteil einer h6heren SNR-
Akquisition durch eine EKG-Triggerung in dieser Arbeit zu hinterfragen, da durch den
Einsatz der UTE-SSFP-Sequenz bereits ein fir die Bildgebung ausreichend hohes SNR

demonstriert werden konnte.
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Zur Losung des Problems der Lebersignalausbreitung tber die anatomischen Leber-
grenzen hinweg sowie einer daraus resultierenden moglichen Interferenz mit einem
kardialen Signal wurde die Methode der Lebersignalunterdriickung in das Bildverarbei-
tungsprogramm Liver 3.0 integriert. Neben der standardisierten Rekonstruktion von
IH/*®F-Sequenzen ermdglicht das Programm Liver 3.0 dem Benutzer einzelne Signal-
Cluster auszuwahlen und diese in der Darstellung unterdriicken zu lassen. Die Unter-
driickung des Lebersignal-Clusters fuihrte wiederum zu einer Neugewichtung der °F-
Signale in der Darstellung. Ursache dieser farblichen Neugewichtung des kardialen °F-
Signals ist ein in Liver 3.0 integrierter und nachfolgend beschriebener Algorithmus. In
Liver 3.0 wird der gesamte °F-Signalgehalt einer Sequenz mittels eines Histogramms
auf 255 Farbwerte verteilt. Mit der Elimination des Lebersignal-Clusters entféllt ein gro-
Res und im Histogramm stark gewichtetes Signal. Die Signale der tbrigen Cluster wer-
den nach der Elimination des Lebersignal-Clusters auf die Histogramm-Bandbreite von
255 Farbwerten neu skaliert. Somit werden vorher in der Farbskala schwécher gewerte-
te Signale in hohere Farbwerte Uberfihrt. Dies gilt auch fir das im Vergleich zum Le-
bersignal schwachere kardiale Signal, welches den Fokus dieser Arbeit darstellte. Die
raumliche Analyse von Signalclustern macht die Lebersignalunterdriickung einfacher
als die mathematische Berechnung der Rauschunterdriickung. Somit kann das Leber-
signal beinahe vollstandig entfernt werden und es bleibt nur ein rudimentaren Rausch-
signal, sowohl innerhalb, als auch auRerhalb der Leber in der *H/*°F-Rekonstruktion
erhalten. Abbildung 54 verdeutlicht das Prinzip der Lebersignalunterdriickung mit der

Neugewichtung des kardialen 1°F-Signals.

Lebersignal-
unterdriickung

Abbildung 50: Schematische Darstellung des Prinzips der Lebersignalunterdriickung. Das

Herzsignal (blau), das Lebersignal (griin) und das rudimentére Rauschsignal (orange) werden
mittels eines Histogramms auf 255 Farben verteilt. Das Lebersignal kann durch den Benutzer in
Liver 3.0 Uber eine raumliche Analyse mittels Cluster ausgewahlt und unterdriickt werden. Hier-
bei werden das Herzsignal und das rudimentére Rauschsignal auf dem Histogramm neu skaliert
(rote vertikale Pfeile) und im Histogramm in einen héheren Farbwert Giberfuhrt. Eigene Abbildung.
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4.2.3 Das kardiale *°F-Signal und Einflussfaktoren auf die statistische Auswertung

In dieser Arbeit zeigten alle Tiere der Doxorubicin-Gruppe ein positives kardiales 1°F-
Signal in der 1H/'°F-Rekonstruktion. Um dieses positive Signal zu quantifizieren, wurde
in der Arbeit das SNR als etablierte Quantifizierungs-Methode aus der *H-Bildgebung
adaptiert.’?° Auch Jacoby et al. (2014) verwendeten das SNR als Quantifizierungs-
Methode im 9.4T Hochfeld-MRT in der °F-Myokarditsdiagnostik.1° Da es bei jeder MR-
Messung zu einer Neukalibrierung des MR-Tomographen kommt, ist die Signalintensitat
als alleiniger Wert flr einen statistischen Vergleich nicht aussagekraftig.t?* Jedoch ent-
wickeln sich Signalintensitdt und Rauschen wahrend verschiedener MR-Messungen
proportional zueinander.'?> So kann der Quotient aus Signalintensitat und Standardab-
weichung des Rauschens, das SNR, zum statistischen Vergleich zwischen verschiede-

ne Messungen herangezogen werden.

Fir die 'H/*®F-Rekonstruktion mit dem Programm Liver 3.0 wurde das Philips eigene
par/rec-Datenformat von der MRT-Workstation exportiert. Auf Grund der automatisier-
ten Rauschunterdriickung war eine Auswertung des SNRs im Rahmen der Bildverarbei-
tung mit dem Programm Liver 3.0 nicht mdglich. Aus diesem Grund wurde mit dem Di-
com-Datenformat ein zweites Datenformat von der MR-Workstation exportiert. Mit die-
sem liel3 sich neben dem eigentlichen kardialen Signal auch das Rauschen bestimmen.
Jedoch bestand erneut das Problem des uber die anatomischen Grenzen hinaus rei-
chenden Lebersignals. Um in der statistischen Auswertung mogliche Einflisse des Le-
bersignals auf das kardiale Signal auszuschlieRen, wurden nur MR-Schichten einbezo-
gen, die keinen anatomischen Leberanschnitt zeigten. Somit kdnnte ein mogliches, in
den kaudalen Anteilen des Rattenherzes aufgetretenes °F-Signal nicht hinreichend in

die statistische Auswertung eingeflossen sein.

Bei der statistischen Auswertung konnte in beiden untersuchten Feldstarken ein signifi-
kanter Unterschied des SNRs zwischen Doxorubicin- und Kontrollgruppe gezeigt wer-
den. Bei Betrachtung der Mittelwerte fand sich fur die 1.5T-Gruppe ein numerisch héhe-
res SNR als in der 3T-Gruppe, sowohl fiir die Doxorubicin behandelte Tiere als auch fur

die Kontrolltiere.
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Aufgrund der aus der *H-Bildgebung bekannten Linearitat zwischen SNR und Magnet-
feldstarke und nach Ergebnissen von van Laarhoven et al. (2003), der eine vergleichba-
re Linearitat in der *°F-Bildgebung zeigte, ware jedoch bei der 3T °F-MRT im Vergleich
zu der 1.5T °F-MRT nahezu eine Verdoppelung des SNR zu erwarten gewesen.!23.124
Eine Ursache dieser gegensatzlichen Resultate sind die im MR-Tomographen verwen-
deten Spulen. Beide im Versuch verwendeten Spulen der Firmen Rapid (1.5T) und Phi-
lips (3T) haben teflonhaltige Bauteile enthalten, z.B. Kabelummantelungen oder Ver-
starkerelemente. Rahmer et al. (2009) zeigten, dass Teflon, chemisch auch als Polytet-
rafluorethylen bezeichnet, als mehrfach fluorierte Verbindung mittels 1°F-MRT detektiert
werden kann.'?®> Somit ist eine signalerhéhende Aktivitat des in der Spule verbauten
Teflons moglich. Das hohe SNR in der 1.5T Gruppe spricht fur eine hohere Teflon-
Belastung in der fur diese Feldstarke eingesetzten Spule der Firma Rapid. Aus diesem
Grund sind insbesondere die Resultate der 1.5T Bildgebung in ihrer absoluten Hohe zu
hinterfragen. Jedoch sind die Auswirkungen des teflonhaltigen Materials sowohl fir die
Doxorubicin-Gruppe als auch die Kontrollgruppe als identisch anzusehen, da beide
Gruppen in der jeweiligen Feldstarke mit derselben Spule gemessen wurden. Auch
wenn die eingesetzten Spulen gerateseits als limitierender Faktor dieser Arbeit gewertet
werden mussen, ist zu beachten, dass es sich bei den eingesetzten Spulen beider In-
dustriepartner um Prototypen-Modelle handelte und vorab keine Informationen zu tef-
lonhaltigen Bauteilen vorlagen. Im Rahmen weiterer tierexperimenteller Arbeiten sowie
dem geplanten klinischen Einsatz von fluorhaltigen Kontrastmitteln sind die Hersteller
aufgefordert, teflonhaltige Bauteile zu identifizieren und durch bildgebungstechnisch

neutrale Bauteile zu ersetzen.

Ein weiterer moglicher Einflussfaktor auf die Hohe des SNRs stellt die Verwendung von
Isofluran als inhalatives Narkotikum dar. Van Heeswijk et al. (2012) und Constantinides
et al. (2017) konnten ein °F-Signal aus den Fluorgruppen des Narkotikums im 9.4T
MRT evaluieren, das jedoch deutlich schwacher war als das 1°F-Signal aus dem einge-
setzten PFC-haltigen Kontrastmittel.126:127 VVor diesem Hintergrund empfehlen Constan-
tinides et al. (2017) auch weiterhin Isofluran als Narkosemittel der Wahl in tierexperi-
mentellen Studien.*?” Im GroRtiermodell konnten Rothe et al. (2019) beim Einsatz einer
PFOB-NE im 3T '°F-MRT kein *°F-Signal durch Isofluran ermitteln.%”
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Auch wenn dieses Ergebnis auf Grund des verwendeten kleineren Tiermodells und ei-
ner grélReren Anregungsbandbreite der UTE-SSFP-Sequenz nicht auf diese Arbeit
ubernommen werden kann, ist als Schlussfolgerung aus der Literatur maximal von ei-

nem schwachen thorakalen *°F-Signal durch das eingesetzte Narkotikum auszugehen.

Trotzdem stellt Isofluran, neben den teflonhaltigen Spulenbauteilen, einen mdglichen
Einflussfaktor auf das ermittelte SNR dar und Bedarf Berucksichtigung in weiterfolgen-

den Studien.

4.3 Blood-Pool-Effekt

Neben dem bereits beschriebenen Signal aus Leber und Herz 24 Stunden nach Injekti-
on der PFOB-NE, zeigte sich unmittelbar nach Applikation ein 1°F-Signal in den Gefa-
Ren des untersuchten Kontrolltieres. Dieser auch als Blood-Pool-Effekt bezeichnete
Vorgang der Darstellung des kardiovaskularen Systems ist ein seit den 80er Jahren
bekanntes Phanomen der '°F-Bildgebung.” Durch ihre hydrophobe und lipophobe Ei-
genschaft mussen PFC-Molekile emulgiert werden, was ihre Verweildauer im Ge-
faRsystem verlangert.®! Dies fiihrt wiederum zu einer initialen Akkumulation der Emulsi-
onen im GefalRsystem. Die Anwendungsmadglichkeiten des Blood-Pool-Effekts zeigten
Neubauer et al. (2007) und van Heeswijk et al. (2012), indem sie das Potenzial von
PFC-Verbindungen in der **F-MR-Angiographie in-vivo demonstrierten.®*1?8 Da nur in
einem Tier der Kontrollgruppe der Blood-Pool-Effekt in dieser Arbeit exemplarisch de-
monstriert wurde, kann keine abschlieRende Aussage Uber den Nutzen der eingesetz-

ten PFOB-NE als Angiographie-Kontrastmittel getatigt werden.

4.3.1 Zeitliche Dynamik des Blood-Pool-Effekts und des kardialen °F-Signals

Bei dem durch Anreicherung im Blut entstehenden Blood-Pool-Effekt und der Phagozy-
tose von Partikeln aus der PFOB-NE durch Makrophagen handelt es sich um zwei un-
terschiedliche Phanomene in der *°F-Bildgebung. Die zeitliche Abgrenzung zwischen
diesen beiden Phanomenen ist aus klinischer Sicht hoch relevant. Der Blood-Pool-
Effekt als physiologisches Phanomen muss eindeutig einem spateren Signal entzundli-

cher Genese abzugrenzen sein.
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Um in dieser Arbeit erste Erkenntnisse tber die Persistenz des Blood-Pool-Effekts bei
der neuentwickelten PFOB-NE zu erhalten, wurden °F-NMR-Messungen Uber die Zeit
in einem Kontrolltier durchgefiihrt. Hierbei konnte gezeigt werden, dass bei ca. 45 Minu-
ten das '°F-Signal des Blutes unter das '°F-Signal der Leber fiel. Der Signalabfall im
Blut des Tieres spricht fir die Persistenz des Blood-Pool-Effekts tber diesen Zeitraum.
Vergleichende Angaben zu der Persistenz des Blood-Pool-Effekts im 1°F-MRT fehlen in
der Literatur. Harned et al. (1995) konnten in einer Studie zum Einsatz von PFOB als
CT-Kontrastmittel zeigen, dass sich der Blood-Pool-Effekt bis zu 5 Stunden nach Appli-
kation nachweisen lieR.1?° Die Vergleichbarkeit dieser Zeitspanne zu der vorliegenden
Arbeit ist auf Grund der verschiedenen Bildgebungstechniken eingeschrankt. Limitie-
rend ist anzumerken, dass im Gegensatz zu Harded et al. (1995) in dieser Arbeit nur
F-NMR-Messungen erfolgten und keine Rekonstruktionen zur optischen Kontrolle der
einzelnen Messpunkte angefertigt wurden. Somit kann nicht ausgeschlossen werden,
dass trotz abnehmendem °F-Signal in den °F-NMR-Messungen sich nicht noch ein
rudimentéres Signal hatte im MR-Bild rekonstruieren lassen kdnnen. Zudem lasst sich
auf Grund der °F-NMR-Messung in nur einem Kontrolltier keine abschlieRende Aussa-
ge Uber die Persistenz des Blood-Pool-Effekts bei Einsatz der neuentwickelten PFOB-

NE tatigen.

Die Dauer bis zum Auftreten eines kardialen Signals wurde in dieser Arbeit nicht unter-
sucht. Sollte sich jedoch die gefundene Persistenz des Blood-Pool-Effekts von 45 Minu-
ten in weiteren Arbeiten bestatigen, ist die Frage nach der Zeitspanne bis zum Auftreten
eines kardialen Signals nur noch von untergeordneter Rolle. Jedes Auftreten eines ein-
deutigen 1°F-Signals nach Abklingen des Blood-Pool-Effekts und unter Beriicksichti-
gung des physiologischen *°F-Signals aus Leber, Milz und Lymphknoten wére ab die-

sem Zeitpunkt als pathologisch zu werten.

4.4 Histologie

Die histologische Aufarbeitung im Rahmen einer Myokardbiopsie stellt den Goldstan-
dard in der Myokarditis-Diagnostik dar. Die Ergebnisse der °F-MR-Untersuchungen

sollten gegen diesen Goldstandard verglichen werden.
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Hierbei wurde der Fokus der histologischen Auswertung auf die Makrophagen gelegt,
da ihre Rolle in der Fluorbildgebung umfassend beschrieben ist. Flogl et al. (2008)
konnten zeigen, dass Monozyten und Makrophagen PFC-Molekule aus einer NE pha-
gozytieren.®> Des Weiteren demonstrierten Temme et al. (2013) in-vivo die Beteiligung
der Makrophagen am 1°F-Signal bei einem Langzeitentziindungsmodell.*3*° Neuere Er-
kenntnisse zeigen jedoch, dass auch andere Entziindungszellen als Makrophagen Fluor
aus PFC-NE anreichern.’®! Da diese Arbeit sich auf die etablierten Erkenntnisse der
Makrophagen als Schlisselzellen der Fluorbildgebung konzentrierte, ist die Beteiligung
weiterer moglicher Entzindungszellen wie Granulozyten, dendritischer Zellen oder

Lymphozyten nicht weiter untersucht worden.

4.4.1 Makrophagennachweis in der Kontrollgruppe

Die mittels CD68(ED1)-Antikérper angefarbte Makrophagen-Infiltration wurde mit Hilfe
eines Farbschwellenwertes in einen numerischen Flachenwert tberfuhrt. Hierbei zeigte
sich eine signifikant gro3ere Makrophageninfiltration in der Doxorubicin-Gruppe als in
der Kontrollgruppe. Zwei Tiere der Kontrollgruppe zeigten in der histologischen Aufar-
beitung in je einem Quadranten eine Makrophagenansammlung. Die Griinde fur diese
Befunde kdnnen extrinsischer oder intrinsischer Natur sein. Hierbei kann es sich bei
den gruppierten Infiltrationen um makrophagenhaltige Blutgefal3e handeln, die wéahrend
der Spulung mit Gefriermittel, des kryostatischen Prozesses und der Lagerung bei
-80 °C zerstort wurden. Einen intrinsischen Faktor stellt die Stressbelastung der Tiere
im Rahmen der Interventionen und der Haltung dar. Jonsson et al. (1974) konnten zei-
gen, dass psychischer Stress bei Ratten zu Myokardzellnekrosen und Einwanderung
von inflammatorischen Zellen ins Myokard fiihrt.132 Da die Tiere der Kontrollgruppe
ebenfalls den Stressoren der Narkose und Injektion mit Natriumchloridldsung ausge-
setzt waren, kann dies in dieser Arbeit zu einer proinflammatorischen Reaktion im Myo-
kard gefuhrt haben. Obwohl nur bei zwei Tieren der Kontrollgruppe lichtmikroskopisch
eine Makrophageninfiltration in einem Quadranten nachgewiesen werden konnte, liel3
sich fur alle Tiere der Kontrollgruppe ein numerischer Flachenwert der Makrophagenin-
filtration ermitteln. Die zur Auswertung verwendete Farbschwellenbestimmung mittels
eines RGB-Wertes wurde bei mehreren Schnitten zu Beginn der Auswertung geprift
und auf 230-160-190 festgelegt. Jedoch zeigte sich im Verlauf der Auswertung, dass

einzelne Myokardschnitte eine unterschiedliche Farbintensitat aufwiesen.
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Dies fuhrte zu einer unspezifischen Registrierung von nicht entzindlichen Strukturen
mittels des vorgegebenen RGB-Wertes und zu einer Uberbewertung der numerischen
Ergebnisse der Makrophageninfiltration in der Kontrollgruppe. Vor dem Hintergrund der
unterschiedlichen Farbintensitat ist diese Uberbewertung in der Kontrollgruppe aquiva-
lent zur MRT-Bildgebung als eine Art ,Grundrauschen® der histologischen Auswer-

tungsmethode anzusehen.

4.4.2 Unterschiede in der Grof3e der Myokardflache

In der statistischen Auswertung zeigte sich, dass die Doxorubicin-Gruppe eine signifi-
kant kleinere Myokardflache als die Kontrollgruppe aufwies. Bestétigt wird dieses Er-
gebnis durch Shivakumar et al. (2012) und Tsai et al. (2019), die zeigen konnten, dass
sich Rattenherzen unter Doxorubicin-Therapie makroskopisch verkleinern.133:134 Griinde
fur diese Verkleinerungen sind der Verlust von Myofibrillen, Myozytenverlust und ent-
ziindliche Veranderungen im Zytoplasma.4”13%136 Dje Verkleinerung in der Myokardfla-
che ist somit neben dem histologischen Makrophagennachweis und der Einschatzung
der Pathologie des Deutschen Herzzentrums ein weiteres Indiz fur den Einfluss des

Doxorubicins auf die Rattenherzen in der Doxorubicin-Gruppe.

4.4.3 Limitierung der histologischen Auswertung

Die histologische Auswertung in dieser Arbeit ist limitiert durch die auflésungstechni-
schen Grenzen des Auswertungsverfahrens. Zunachst wurde versucht die Myokard-
schnitte in einer Ubersichtsaufnahme (iber den gesamten Schnitt zu planimetrieren. Je-
doch zeigte sich, dass die Aufldsung nicht ausreichte, um die positive Reaktion des
CD68(ED1)-Antikorpers zu erfassen. Daraufhin wurde die Auswertung mit Hilfe einer
100fachen lichtmikroskopischen Vergréf3erung vorgenommen. Hierbei zeigte sich, dass
diese Auflosung flr eine Auswertung der Farbreaktion des CD68(ED1)-Antikdrpers aus-
reichte, jedoch nicht mehr der gesamte Schnitt in einer Aufnahme erfasst werden konn-
te. Aus diesem Grund erfolgte die Auswertung mit einer 100fachen Vergré3erung in
jeweils vier Quadranten pro Schnitt. Somit konnten ca. 15,2 % der Myokardflache eines

Schnitts bewertet werden.
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Dabei wurde sowohl in der Doxorubicin- als auch in der Kontrollgruppe der Bildaus-
schnitt so gewahlt, dass die Ausschnitte den héchsten numerischen Flachenwert der
Makrophageninfiltration aufwiesen. Jedoch zeigte sich, dass kleinere Infiltrate ange-
sichts der VergréRerung in der Auswertung nicht bertcksichtigt wurden, da sie abseits
des Hauptinfiltrationsgebietes lagen. In der Doxorubicin-Gruppe konnten auf Grund des
aufldsungstechnischen Defizites nicht alle Infiltrate bericksichtigt werden und der Fla-
chenwert der Makrophageninfiltration wurde folglich zu gering bewertet. Trotz der nu-
merischen Unterbewertung in der Doxorubicin-Gruppe konnte ein signifikanter Unter-

schied der Makrophageninfiltration in dieser Arbeit gezeigt werden.

4.4.4 Alternativen zur immunhistologischen Farbung

Bisher existiert keine Methode, die ein direktes Targeting von PFC-beladenen Makro-
phagen ex-vivo ermoglicht. Der Lipidmantel, welcher das PFC-Molekil in der NE um-
hillt, kdnnte es jedoch in Zukunft ermdglichen, fluoreszierende und nicht fluoreszieren-
de Farbstoffe zu binden. Van Heeswijk et al. (2013) und Nienhaus et al. (2019) verwen-
deten bereits eine NE, in der ein Fluoreszenzfarbstoff an das PFC-Molekul zur Durch-
fuhrung einer ex-vivo Durchflusszytometrie gekoppelt war.® Im Deutschen Herzzentrum
Berlin konnten erste Ergebnisse mit einem Nah-Infrarot-Fluoreszenz-Farbstoff publiziert
werden, der in die Olphase einer PFOB-NE eingebracht werden konnte.3” Beide An-
satze waren fir diese Arbeit jedoch nicht verfigbar oder noch nicht weitergehend er-
forscht. Des Weiteren sollte zunéchst als proof-of-concept der Einsatz der neu entwi-
ckelten PFOB-NE im °F-MRT mit klinisch verfiigbaren Feldstarken erforscht werden,

bevor weitere Modifikationen an dem Kontrastmittel vorgenommen werden sollten.

Bis zur Etablierung einer entsprechenden direkten Nachweismdglichkeit von PFC-
beladenen Makrophagen muss auf die nicht PFC-spezifische Messung der Makropha-
gen zuruckgegriffen werden. Hierbei existieren in der Literatur verschieden Ansatze.
Ahrens et al. (2011) verwendeten die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) zum Nachweis
von CD68-exprimierenden Zellen, demselben Zielmolekil, das auch in dieser Arbeit
verwendet wurde.’®® Temme et al. (2013) verwendeten die Durchflusszytometrie mit
Fokus auf zuvor Antikorper-markierten Makrophagen.'*® Auch wenn diese Methoden
Mdglichkeiten darstellen, die auflésungstechnische Limitation dieser Arbeit zu Gberwin-

den, wurde die Immunhistochemie mit einem CD68(ED1)-Antikdrper verwendet.
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Die Immunhistochemie wird als schnell durchfiihrbare und zuverlassige Methode zum
Makrophagen-Nachweis sowohl in der Myokarditis-Diagnostik als auch in der PFC-
Forschung angewandt.’3%-142 Des Weiteren war die immunhistologische Farbemethode
mittels CD68(ED1)-Antikdrper bereits in der Arbeitsgruppe des Deutschen Herzzent-

rums Berlin langjahrig etabliert.143

4.5 Korrelation zwischen Histologie und SNR

Ziel der Korrelation war zu priufen, ob ein Zusammenhang zwischen Makrophageninfilt-
ration und dem SNR existiert. Trotz bestehender Korrelation in beiden Feldstarken,
konnte nur bei 1.5T ein signifikanter Zusammenhang gezeigt werden. Grund hierfr ist
das Ausscheiden eines Kontrolltiers aus der histologischen Auswertung in der 3T Kon-
trollgruppe auf Grund von ausgepragten Gefriernekrosen. Die histologische Auswertung
konnte bei diesem Tier nicht wie geplant durchgefiuihrt werden und es wurde folglich aus
der Auswertung ausgeschlossen. Da bei der Kontrollgruppe aufgrund fehlender
Doxorubicin-Behandlung nicht mit letalen Folgen gerechnet wurde, wurde die Gruppen-
grol3e aus Tierschutzgriinden und auf Grund des proof-of-concept Ansatzes der Arbeit
besonders eng kalkuliert. Der Ausfall des Kontrolltieres kénnte sich somit durch Minde-
rung der Gruppengroéf3e in einer fehlenden Signifikanz in der Korrelation der 3T Gruppe

niederschlagen haben.

4.6 Doxorubicin als kardiotoxische Noxe zur Provokation einer

Myokarditis

Doxorubicin mit einer Kumulativdosis von 12mg/kg KG uber sechs Wochen diente in
dieser Arbeit als Ausloser einer toxischen Myokarditis. Die histologischen Ergebnisse
dieser Arbeit mit einer signifikant hoheren Makrophageninfiltration in der Doxorubicin-
im Vergleich zur Kontrollgruppe bestéatigen die Wirksamkeit von Doxorubicin als proin-
flammatorische kardiotoxische Substanz, eine Eigenschaft die in der Literatur bereits
umfassend beschrieben wurde.'** Des Weiteren zeigten Sekiguchi et al. (1985) und
Yuan et al. (2003), dass Makrophagen eine der fuhrenden Zellpopulationen in der viral-,

autoimmun- und Riesenzell-assoziierten Myokarditis darstellen.145146
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Vor diesem Hintergrund ist Doxorubicin eine geeignete Substanz zur Auslésung einer
primar toxischen Myokarditis, die sekundar Ruckschliisse auf klinisch haufigere Myo-

karditisformen anderer Genese zulasst.

4.6.1 Dosierung des Doxorubicins

Zhang et al. (1993) konnten zeigen, dass es bei einer Kumulativdosis von 6 mg/kg KG
zu einer Ansammlung von dendritischen Zellen, Makrophagen und T-Helferzellen im
Myokard kommt, welche sich bei einer Kumulativdosis von 12 mg/kg KG deutlich stei-
gern lie.14” O'Connell et al. (2017) empfehlen eine Langzeittherapie mit einer Kumula-
tivdosis von 18 mg/kg KG bis zum Erreichen des Vollbilds einer Doxorubicin-induzierten
Kardiomyopathie, bestehend aus histologischen Veranderungen und einer Verringerung
der linksventrikularen Funktion, die in dieser Arbeit nicht naher untersucht wurde.'48
Somit ist vor dem Hintergrund des statistisch signifikanten Unterschiedes der Makro-
phageninfiltration sowie der vorliegenden Literatur die in dieser Arbeit verwendete Ku-
mulativdosis von 12 mg/kg KG Doxorubicin als ausreichend fur die Auslésung einer to-
xischen Myokarditis anzusehen und die Tiere wurden nicht langer als nétig im Versuch
belassen.

4.6.2 Zelltypen in der Doxorubicin-induzierten Myokarditis und

Makrophagenlimitation

Sowohl Zhang et al. (1993) als auch Riad et al. (2008) konnten zeigen, dass eine
Doxorubicin-Behandlung neben dem Anstieg von Makrophagen auch zu einem Anstieg
von weiteren Entzindungszellen, insbesondere Lymphozyten und Granulozyten,
fuhrt.147.149 Auch wenn beide Arbeiten den Stellenwert der Makrophagen in einer
Doxorubicin-Behandlung bekréftigen, muss in dieser Arbeit aufgrund der langen Be-
handlungsdauer auch von der Beteiligung anderer Zellen an dem entzindlichen Ge-
schehen ausgegangen werden. Fokus dieser Arbeit waren jedoch ausschlie3lich die
Makrophagen, deren Rolle im Rahmen des °F-MRT umfassend beschrieben wurde.'3!
Die Ergebnisse der statistischen Auswertung, insbesondere der Korrelation von SNR
und Histologie, zeigen, dass trotz dieser Limitation der Zusammenhang zwischen °F-
Signal und Inflammation nachgewiesen werden konnte.
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Die durchgefihrte histologische Auswertung mit inrem Fokus auf die an der Fluordistri-
bution beteiligten Makrophagen erscheint somit ausreichend, das Potential des °F-
MRT bei der Myokarditis-Diagnostik im Tiermodell darzustellen. Eine weitere detaillierte
histologische Aufarbeitung der Myokarditis wurde in der Literatur an andere Stelle be-

reits vorgenommen. 12150

4.6.3 Statistischer Ausreil3er und Einflussfaktoren auf die Behandlung

Bei der Auswertung der Makrophageninfiltration wies ein Tier aus der Doxorubicin-
Gruppe eine besonders ausgepragte Makrophageninfiltration auf (46445,31 um?). Die-
ses Tier stellte zudem mit 539 g zum Zeitpunkt der *°F-MRT das mit Abstand schwerste
Tier in seiner Gruppe dar (388,3 g = 74,7 g). Ursache fur das abweichende Gewicht des
Tiers war die aufgrund eines technischen Defekts des MRT-System verspatete 1°F-
Bildgebung und die damit verbundene langere Standzeit und Fitterung. Des Weiteren
war das Tier im Vergleich zu gleichaltrigen Artgenossen Ubergewichtig. Mitra et al.
(2008) konnten zeigen, dass die toxische kardiale Wirkung des Doxorubicins bei Ratten
mit steigenden Gewicht durch vermehrten oxidativen Stress und Downregulierung pro-
tektiver Gene erhoht wird.* Zudem konnten Rodvold et al. (1988) zeigen, dass Uber-
gewicht beim Menschen mit einer deutlich verlangerten Halbwertzeit von Doxorubicin
verbunden ist.’>? Beide Ergebnisse sprechen vor dem Hintergrund der hohen Makro-
phageninfiltration bei dem adipdsen Versuchstier aus der Doxorubicin-Gruppe fir ein
besonders intensives Ansprechen dieses Tieres auf die Doxorubicin-Behandlung. Des
Weiteren konnten Murase et al. (2011) zeigen, dass hoheres Gewicht allein als intrinsi-
scher Faktor ohne weitere Intervention bei genetisch pradisponierenden Ratten zu ei-
nem erhohten oxidativen Stress im Myokard fuihrt.153 Somit muss der Faktor der Adipo-
sitas dieses Tiers in Zusammenhang mit der Doxorubicin-Behandlung als infiltrations-
férdernd angesehen werden. Bei weiterfihrenden Studien im Tiermodell sollte der Fak-
tor der Adipositas unbedingt beriicksichtigt und eine verlangerte Standzeit vermieden

werden.
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4.7 Labormedizinische Auswertung

Die histopathologische Diagnose einer Myokarditis stutzt sich auf die 1987 publizierten
Dallas-Kriterien.*>* Auch wenn diese Kriterien sich zunehmend scharfer Kritik aus der
Fachwelt stellen missen, reprasentieren sie den weiterhin gultigen Goldstandard in der
histologischen Myokarditis-Diagnostik.”” Die Dallas-Kriterien fordern fiir die Diagnose
einer Myokarditis das Vorhandensein eines entzindlichen Zellinfiltrates sowie einer
Zellnekrose nicht-ischamischen Types.® Bei Fehlen einer Zellnekrose erfolgt die Diag-
nose einer Borderline-Myokarditis.’®® Das Vorliegen eines entzindlichen Infiltrates
konnte in der Doxorubicin-Gruppe bei allen Tieren nachgewiesen werden und statistisch
signifikant im Vergleich zur Kontrollgruppe verifiziert werden. Der histologische Nach-
weis einer Zellnekrose, wie von den Dallas-Kriterien gefordert, wurde in dieser Arbeit
nicht vorgenommen, da die Bewertung einer nicht ischamischen Zellnekrose in der Pa-
thologie allgemein als schwierig gilt.’®” Um trotzdem die Diagnose einer Myokarditis
nach den Dallas-Kriterien stellen zu kdnnen, wurde in dieser Arbeit ein laborchemischer
Ansatz mittels Troponin | zur Diagnose einer kardialen Zellnekrose gewahlt. Auch wenn
Troponin | nicht spezifisch fur entziindliche Prozesse ist, konnten Smith et al. (1996)
den Einsatz des Troponin | zur Myokarditis-Diagnostik am Menschen demonstrieren.%®
Herman et al. (1999) zeigten zudem, dass Doxorubicin geschadigte Kardiomyozyten
Troponin T ausschitten und sich der Schweregrad der kardiotoxischen Wirkung an
Hand des Troponin T-Spiegels im Tiermodell abschatzen lasst.?>® Da Troponin T dem
gleichen Proteinkomplex entstammt wie Troponin | lassen sich die Ergebnisse auf diese

Arbeit Uibertragen.160

Die Auswertung der Troponin I-Messung zeigte einen nicht-signifikanten Unterschied
zwischen der Doxorubicin- und der Kontrollgruppe. Grund hierfur ist am ehesten die
geringe Fallzahl, da nicht bei allen Tieren eine ausreichende Menge an Blut fur die Un-
tersuchung gewonnen werden konnte. Formal muss somit nach erfolgreicher immunhis-
tologischer Verifizierung eines entzindlichen Infiltrates zunachst die Diagnose einer
Borderline-Myokarditis gestellt werden. Auch wenn das Ergebnis des laborchemischen
Nekrosenachweises nicht signifikant ist, kann die deutliche Erhéhung des Troponin | der
Doxorubicin-Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe als Tendenz fir einen nekroti-

schen Prozess im Myokard gewertet werden.
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Mit der Tendenz eines nekrotischen Prozesses und der signifikant erhéhten Makropha-
geninfiltration im Myokard lasst sich die Einschatzung einer Myokarditis in den unter-
suchten Tieren dieser Arbeit auch nach den allgemeingultigen Dallas-Kriterien aufrecht-
erhalten, auch wenn die Arbeit limitierend den histologischen Nachweis einer Myokard-

zellnekrose schuldig bleibt.

4.8 Klinische Etablierung des **F-MRT und ihre Limitation

Die vorliegende Arbeit zeigte erfolgreich das Potential der *°F-MRT in Verbindung mit
einer PFOB-NE unter der Verwendung von klinisch etablierten Feldstarken im Tiermo-
dell. Hierbei kamen in der klinischen Routine verwendete MR-Tomographen zum Ein-
satz, die mittels Anpassung der Software um die Mdoglichkeit der '°F-Bildgebung erwei-

tert wurden.

Die Organisation fur wirtschaftliche Zusammenarbeit und Entwicklung (OECD) zahlte im
Jahr 2010 845 MRT-Geréte in deutschen Kliniken.®! Die Gesamtzahl aus stationar und
ambulant genutzten MRT-Geraten wird auf Gber 2000 geschétzt.16? Diese Zahlen bele-
gen, unter Berlcksichtigung der moderaten Veranderungen an den Geréaten und Soft-

ware, das groRRe Potenzial der °F-Bildgebung.163

Fur eine klinische Etablierung der *°F-MRT konnten jedoch die langen Messzeiten prob-
lematisch sein, insbesondere bei der Diagnose von akuten Krankheitsbildern. Hierbei ist
zu beachten, dass die °F-Bildgebung aufgrund des fehlenden °F-Hintergrundsignals
kontrastreich und schnell durchfiihrbar ist, jedoch missen fur die Auswertung der °F-
Bildgebung auch 'H-Sequenzen firr die anatomische Darstellung durchgefiihrt werden.
Diese 'H-Sequenzen brauchen je nach Gewichtung unterschiedlich lange, um den Kon-
trastunterschied der einzelnen Gewebe darstellen zu kénnen. In dieser Arbeit mussten
die 'H- und °F-Sequenzen zudem nacheinander durchgefiihrt werden, was zu einem
erheblichen Zeitaufwand fiihrte. Um schnellere Messzeiten und somit kiirzere Liegezei-
ten fir den Patienten zu realisieren, konnten Keupp et al. (2006) ex-vivo erstmalig den
Einsatz einer simultanen *H/*°F-Aufnahme demonstrieren.'%* Méglich wird die simultane
Anregung der H- und *°F-Protonen durch ihre nah beieinander liegende Anregungsfre-
quenz von 127,78 MHz und 120,28 MHz (bei 3T).165
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Rahmer et al. (2009), Keupp et al. (2011) und Hockett et al. (2011) konnten die simulta-
ne Anregung mittlerweile auch in-vivo demonstrieren.'%>-167 Die Technik einer dualen
Anregung von 'H/1°F stand seitens des Herstellers fiir die im Deutschen Herzzentrum
Berlin aufgestellten MR-Tomographen zwar zur Verfiigung, jedoch fehlte es an entspre-

chender Software fur die Gerate, um die dualen Sequenzen auszulesen.

Eine abschlieRende Aussage Uber die klinische Etablierung der vorgestellten PFOB-NE
ist nicht moglich, da diese in ihrer Zusammensetzung nicht am Menschen getestet wur-
de und somit auch nicht fir den klinischen Einsatz zugelassen ist. Auch wenn die Ver-
suchstiere keine sichtbaren pathologischen Reaktionen auf das Kontrastmittel zeigten,
fehlen fur die vorgestellte PFOB-NE zudem Daten uber langfristige Vertraglichkeit in

biologischen Systemen.

4.9 Ausblick

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde mit Hilfe von Industriepartnern ein Patent fur
eine PFC-NE angemeldet, welches im Marz 2014 erteilt wurde.®® Die Ergebnisse die-
ser Arbeit sollen alle Beteiligten ermutigen, die entwickelte PFC-NE in das Grol3tiermo-
dell und zeitnah in die klinische Priifung zu tberfiihren, um Arzten dieses neuartige Di-

agnoseverfahren zur Verfugung stellen zu kénnen.
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