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1. Einleitung

1.1 Riesenzellarteriitis

1.1.1 Definition und Epidemiologie

Die Riesenzellarteriitis (RZA) wird als primare Vaskulitis der grofRen und mittleren
Arterien klassifiziert. Dabei handelt es sich um eine systemische, granulomatose
Vaskulitis, bei der Entzindungszellinfiltrate zu GefalRwanddestruktionen mit Folge
von Aortenaneurysmata und reaktiven Stenosen peripherer Arterien fuhren (Weyand
et Goronzy 1999, Jennette et al. 2013).

Die RZA ist eine Erkrankung Uberwiegend alterer Menschen, die Haufigkeit nimmt
nach dem 50. Lebensjahr kontinuierlich zu (Hunder 2002, Nordboerg et. Nordboerg
2003). Die Erkrankung ist mit einer Pravalenz zwischen 24-30 Fallen pro 100.000
Einwohner im Alter von uber 50 Jahren in der deutschen Bevdlkerung die haufigste
primare Vaskulitis (Reinhold-Keller et al. 2000).

1.1.2 Atiologie und Pathogenese

Atiopathogenetisch wird ein bisher noch unbekanntes Antigen vermutet, welches in
der GefalRwand die Invasion von T-Zellen und im Rahmen einer Immunreaktion die
Freisetzung von Entzindungsmediatoren induziert. Dem folgt eine Migration und
Differenzierung von Makrophagen mit Bildung der typischen mehrkernigen
Riesenzellen und Formation von Granulomen (Ma-Krupa et al. 2005, Dejaco et
Wagner 2010). Es kommt zu Destruktionen insbesondere der Membrana elastica
interna. Die nachfolgenden Reparationsprozesse begunstigen die Intimahyperplasie,
die gesteigerte Angiogenese und Fibrosierung der Intima bis hin zu Stenosen und
Gefalverschlussen (Weyand et al. 1996, Weyand et Goronzy 2003, 2009).

1.1.3 Arteriitis temporalis als Manifestation der Riesenzellarteriitis

Das klinische Bild einer RZA ist heterogen. Zu den typischen Manifestationen
gehoren plotzlich neu aufgetretene Kopfschmerzen, Palpationsschmerzen der
Schlaferarterien, Visuseinschrankungen und schmerzbedingte Kaueinschrankungen.
Diese Symptome erscheinen meistens bei einer Vaskulitis der Arteria carotis externa
und ihrer kranialen Aste, insbesondere der A. temporalis superficialis (Brack et
al.1999). Die im Jahr 1990 formulierten Diagnosekriterien beziehen sich fast

ausschlieRlich auf die A. temporalis und lassen bei der Erfullung 3 der 5 Kriterien die



Diagnose der Arteriitis temporalis gegenuber einer anderen Vaskulitis zu (Hunder et
al. 1990).

Tabelle 1: American College of Rheumatologie: Kriterien fur die Diagnose der
Arteriitis temporalis (nach Hunder et al. 1990).

Alter bei Erkrankungsbeginn = 50 Jahre

Neu aufgetretener Kopfschmerz typischer Lokalisation

Auffalliger Palpationsbefund der Arteria temporalis superficialis
Beschleunigung der Blutkorperchensenkungsgeschwindigkeit (BKS)
Positiver Biopsiebefund mit histologischem Nachweis der Riesenzellarteriitis

S BN b

Die Augenbeteiligung gehort zum gefahrlichen Notfall bei RZA und kann zu
irreversiblen Visusverlusten fihren (Gonzales-Gay et al. 2000, Rahman et Rahman
2005, Salvarani et al. 2002). Fur den systematischen Charakter der Erkrankung
sprechen bei uber 50 % der Patienten auftretende konstitutionelle Symptome wie

Fieber, Nachtschweil® und Gewichtsverlust.

1.1.4 Extrakranielle GroRgefaBvaskulitis als Manifestation der RZA

Die extrakraniell manifestiete RZA bildet ein unterschiedliches Spektrum der
Erkrankung an der Aorta und ihren Abgangen (Nuenninghoff et al. 2003, Crow et al.
2009). An der Aorta fuhrt die Entzindungsreaktion zur GefalRwanddestruktion. Das
Risiko der Entwicklung eines thorakalen Aortenaneurysmas ist daher 17-fach hoher
bei Patienten mit RZA gegenuber der Allgemeinbevolkerung (Evans et al. 1995). Die
Vaskulitis der armversorgenden Arterien betrifft am haufigsten die A. axillaris, A.
subclavia und A. brachialis (Schmidt et al. 2008) und kann wie die seltene
Manifestation an den Beinarterien zu einer symptomatischen peripheren arteriellen
Verschlusskrankheit fihren (Le Hello et al. 2001, Kermani et al. 2009).

1.1.5 Diagnostik und Therapie der Riesenzellarteriitis

Die Diagnose der RZA wird im Zusammenschau von klinischen Symptomen (s. Tab.
1), Laborbefunden, histologischem Befund und bildgebenden Verfahren gestellt. Ein
erhohtes C-reaktives Protein (CRP) wund eine erhohte Blutkdrperchen-
senkungsgeschwindigkeit (BSG) kommen bei fast allen Patienten vor (Salvarani et
Hunder 2001).

Als Goldstandard der RZA-Diagnostik gilt die Biopsie der Arterie temporalis



superficialis. Die Biopsie soll mind. 0,5-1 cm Lange haben und erfolgt einseitig. Der
histologische Nachweis eines Infiltrats mit mononuklearen Zellen und mehrkernigen
Riesenzellen gilt als beweisend fur die Diagnose der RZA. Die Gefahr falsch
negativer Befunde lasst sich durch einen fir die RZA typischen segmentalen
Gefalibefall erklaren (Weyand et Goronzy 2003).

Als bildgebende Verfahren haben sich die Farbduplexsonographie (FKDS), die
Computertomographie (CT), die CT-Angiographie, die Fluorodeoxyglucose-
Possitronenemissionstomographie (18 FDG-PET) und die hochauflosenden
Magnetresonanztomographie (MRT) etabliert (Tato et Hoffmann 2008).
Empfehlungen in der Therapie der RZA wurden durch die European League Against
Rheumatism (EULAR) und andere nationale Gesellschaften definiert. Glukokortikoide
sind die erste Therapieoption und ein Notfallmedikament. Das rasche Ansprechen
auf das Medikament aufRert sich mit deutlicher Besserung der Beschwerden (mit
Ausnahme der Visusbeeintrachtigung) und Senkung der laborchemischen Parameter
(Mahr et al. 2007, Salvarani et al. 2008). Eine chirurgische oder endoluminale
Intervention ist erforderlich bei Aortenaneurysmen und im Falle eines ausbleibenden
Erfolges der medikamentdsen Therapie auch bei symptomatischen Gefal3stenosen
an Extremitaten- und Viszeralarterien (Both et al. 2006, Bongartz et Mattenson 2006,
Wipfler-FreiRmuth et al. 2020).

Laut EULAR-Empfehlung beinhaltet die Verlaufskontrolle der RZA die Erfassung von
Symptomen, das Monitoring der Kortikosteroidnebenwirkungen, wiederholte
Laboruntersuchungen und alle zwei Jahre Rontgenaufnahme des Thorax (Mukhtyar
et al. 2009).

1.1.6 Magnetresonanztomographie in der Diagnostik und Therapiekontrolle der
Riesenzellarteriitis

Die Magnetresonanztomographie (MRT) ist fur die Erstdiagnostik einer RZA ein
etabliertes Verfahre, dessen Aussagekraft in einer multizentischen Studie mit
Sensitivitat von 78,4% und Spezifitat von 90,4% gezeigt wurde (Klink et al. 2014).
Die MRT kann dabei die muralen Entzindungszeichen wie Wandverdickung und
vermehrte Kontrastmittel-Aufnahme in der GefaRwand darstellen. Die kranielle MRT
zur Beurteilung der oberflachlichen Kopfarterien kann mit einer MR-Angiographie der
Aorta und ihrer Aste kombiniert werden (Bley et al. 2005, Bley et al. 2009).

Mit T1-gewichteten Spin-Echo-Sequenzen kann die murale Kontrastmittel-



anreicherung der Arterienwand und ihre Wanddicke erfasst und anhand einer

Vierpunkteskala gewertet werden (Bley et al. 2007).

Abbildung 1: MRT-Bildgebung der A. temporalis bei 4 Patienten entsprechend
der Graduierung auf der Vierpunkteskala (Bild aus Bley et al. 2007).

Die Bilder A und B zeigen gesunde Arteria temporalis. In Féllen C und D liegt ein mit
typischer Wandverdickung und starker Kontrastierung Riesenzellarteriitis vor (Pfeil). Der
Pfeilkopf in A und C stellt eine durch den langsamen Blutfluss entstandene Kontrastierung

des begleitenden Venenlumens dar.

Die MRT-Zeichen der Vaskulitis sind unter erfolgreicher Therapie in Korrelation zu

Remission der serologischen und klinischen Befunde rucklaufig (Bley et al. 2008).

1.2 Dynamische kontrastmittelverstarkte MRT (DCE-MRT)

1.2.1 Funktionsprinzip der DCE-MRT

Die DCE-MRT ist eine Technik, welche die Perfusion von Gewebe charakterisiert.
Diese Methode beruht auf der dynamischen Erfassung von Bildern vor, wahrend und
nach der Verabreichung eines in der MRT-Bildgebung typischerweise Gadolinium-
haltigen Kontrastmittels (KM). Das perfundierte Gewebe erscheint auf T1-
gewichteten MR-Bildern mit hoherer Signalintensitat als vor Kontrastmittelgabe, und
diese MR-Signalintensitat korreliert mit der Konzentration des applizierten KM.
Basierend auf einer repetitiven Bildakquisition Iasst sich die zeitversetzte
Signalanderung bei der Ankunft, Passage und beim Auswaschen von KM erfassen



und in Signalintensitat-Zeit-Kurven darstellen. Der Verlauf der Kurve ist von
Gewebeeigenschaften wie dem GefalRdiameter, der GefalRdichte, der Permeabilitat
und dem Volumen des extrazellularen, extravaskularen Raumes abhangig und
erlaubt RuUckschlisse auf das zugrundeliegende Gewebe. Da in entzindlich
verandertem Gewebe eine erhohte Dichte an Kapillaren, eine gesteigerte Perfusion
und verstarkte Extravasation durch Kapillarleckage vorliegen, kommt es zu einer
beschleunigten Kontrastmittelanflutung und einer verstarkten
Kontrastmittelanreicherung. Die gemessene Signalintensitat kann also als Mal} far
die entzundliche Aktivitat gewertet werden. Durch die Erfassung verschiedener
Parameter ermoglicht die DCE-MRT die Darstellung, Charakterisierung und

Quantifizierung der Hamodynamik (Tofts 1997, Ingrisch et Sourbron 2013).

1.2.2 Kontrastmittel

Limitationen der nativen MRT in der Detektion und Charakterisierung von erkranktem
Gewebe lassen sich mithilfe von Kontrastmitteln (KM) Uberwinden. Sie liefern
deutlich besseren Bildkontrast und konnen fur Perfusionsstudien genutzt werden.

Die niedermolekularen  gadoliniumhaltigen  Kontrastmittel z.B. Gd-DTPA
(Gadopentetat-Dimeglumin) bestehen aus einem paramagnetischen Zentralatom und
einem Komplexbildner (Reimer et Vosshenrich 2004). Wahrend die Signalintensitat
der MR-Bilder durch den starken paramagnetischen Effekt des Gadoliniums
bestimmt wird, hangen die pharmakokinetischen Eigenschaften von den
Chelatbildnern ab. Diese Verbindungen werden den extrazellularen KM zugerechnet,
da sie nicht von Zellen spezifisch aufgenommen werden. Nach i.v. Injektion und
wenige Minuten dauernde Verteilung im Intravasalraum verteilen sie sich
dosisunabhangig im extrazellularen Raum. Die Ausscheidung der Substanz erfolgt in
unveranderter Form durch glomerulare Filtration (Weinmann et al. 1984).

Fur die hier vorgestellte Studie wurde das in Deutschland far klinische
Untersuchungen  zugelassene Standard-MRT-Kontrastmittel Gadopentetat-
Dimeglumin (Gd-DTPA) Magnograf® verwendet. Die Verbindung verteilt sich schnell
im Extrazellularraum, die Halbwertszeit betragt bei Dosierung bis 0,25mmol/kgKg 90
Minuten, 24 Stunden post injektionem kann man 91% der ursprunglich verabreichten

Menge im Urin wiederfinden (Jenapharm GmbH 2015).



1.2.3 Interpretation und Beurteilung der DCE-Bildgebungsdaten

Zur Bewertung der DCE-Bildgebungsdaten werden in der klinischen Radiologie
neben der visuellen Einschatzung Signalintensitat-Zeitkurven verwendet, welche die
Anflutung und den Abstrom des Kontrastmittels reprasentieren. Eine typische
Kurvenverlaufsform spiegelt dabei anatomische und physiologische Eigenschaften
des untersuchten Gewebes sowie die Injektionsgeschwindigkeit, die Konzentration
und die pharmakologischen Eigenschaften des Kontrastmittels wider. Der steile
Anstieg der Kurve korreliert mit dem Blutfluss des Gewebes, und der Peak gibt den
hochsten Kontratmittelfluss an. Dem folgt ein KM-Leck in das Gewebeinterstitium,
welcher durch eine Funktion der Kapillarflache und Permeabilitat charakterisiert ist.
Der letzte Abschnitt der Kurve zeichnet den gesamten extrazellularen Raum im
Gewebe und das interstitielle Plasmavolumen ab (Cuenod et Balvay 2013). Die
Kontrastmittelaufnahme und die visuell geschatzte wash-in- / wash-out- Rate einer
Lasion konnen Hinweise auf ihre Natur geben. Man kann zwischen folgenden
Kurvenverlaufsformen unterscheiden: der ,persistent increase“Typ mit einem
Signalintensitatsanstieg uber die gesamte Untersuchungsdauer, der ,plateau®- Typ
mit stagnierender Intensitat in der intermediaren und spaten Phase und der ,decline
after initial slope“-Typ mit einem frihen Intensitatsabfall in der intermediaren und
spaten Untersuchungsphase. Die visuelle Analyse basiert auf einer rein subjektiven
Bewertung eines erfahrenen Beobachters und liefert keine quantifizierbaren Daten
(Khalifa et al. 2014).

1.2.4 Semiquantitative Methode

Die semiquantitative Methode nutzt modellfreie empirische Parameter, die sich direkt
aus den gemessenen Signalintensitat-Zeitkurven ableiten lassen. Diese
dynamischen Daten enthalten Informationen Uber Signalveranderungen, die durch
Anflutungs- und Auswaschungsvorgange eines applizierten Kontrastmittels im
Zielgewebe begrundet sind. Diese Parameter sind von auleren Faktoren wie der
arterial input function (AlIF), Ort und Geschwindigkeit der Injektion und Herzfrequenz
abhangig. Da diese Faktoren bei unterschiedlichen Messungen unterschiedlich sind,
sind die modelfreien Parameter untereinander nur bedingt vergleichbar. Haufig

verwendete Parameter sind in Abbildung 2 dargestellt.



Abbildung 2: Semiquantitative Parameter aus den Signalintensitats-Zeit-
Kurven (Bild aus Dijkhoff et al. 2017).
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Die Perfusion eines Gewebes kann unter Verwendung oben genannten
Datenpunkten aus der Signalintensitat-Zeitkurve charakterisiert werden. Dies kann
erreicht werden, indem die gesamte area under the curve und die durchschnittliche
Signalanderung (sog. average Plateau) wahrend der Gewebeverteilungsphase (wash
out Phase) berechnet werden. Der Anstieg der relativen Signalintensitat (Sl) eines
Bildpixels korreliert mit der Konzentration des Kontrastmittels im Gewebe.
Desweiteren konnen mit der modelfreien Methode keine physiologischen
Informationen wie Gefallpermeabilitat oder Blutfluss ermittelt werden. Es besteht
jedoch ein Zusammenhang zwischen den kurvenbezogenen Messdaten und der
zugrundeliegenden Physiologie des Gewebes (Dijkhoff et al. 2017, Khalifa et al.
2014).

1.2.5 Modellbasierte quantitative Methode
Das kinetische Zwei-Kompartiment-Modell von Brix (Brix et al. 1997) ist bei
pharmakokinetischen Analysen der T1w DCE-MRT weit verbreitet und wurde unter

anderem zur Detektion von Prostatatumoren (Kiessling et al. 2003), Mammatumoren



(Brix et al. 2004), Zervixkarcinomen (Hawighorst et al. 1997) und bei
Knochenmarktumoren (Hawighorst et al. 1999, Moehler et al. 2001) verwendet. Das
Modell beschreibt einen linearen Austausch des Kontrastmittels in beiden
Richtungen zwischen einem zentralen intravaskularen Kompartiment und einem
peripheren Kompartiment des extrazellularen, extravaskularen Raumes nach einer
i.v. Infusion des KM. Das Brixmodell arbeitet mit einer konstanten KM-Abgabe Uber
einen definierten Zeitraum, was die Bestimmung einer AIF Uberflissig macht. Der
Austauschprozess des KM zwischen den beiden Kompartimenten beschreiben die
Konstante: ki2[1/min] und k21 [1/min] und die Elimination des KM aus dem zentralen

Kompartiment wird durch die Transferkonstante ke [1/min] definiert.

Abbildung 3: Offenes Zwei-Kompartiment-Modell als Grundlage des
deskriptiven pharmakokinetischen Modells nach Brix (eigene
Graphik).

zentrales peripheres

LI: Kompartiment Kompartiment

Blutplasma extravaskularer
Raum

Das Kontrastmittel wurde mit einer konstanten Rate K, [g/min] intravends in das zentrale
Kompartiment verabreicht. Der extrazellulare Raum des Gewebes ist durch die linearen
Austauschprozesse in beiden Richtungen mit dem zentralen Kompartiment verbunden. Die
Austauschkonstante kiz [1/min] und ky; [1/min] beschreiben den Transfer zwischen den
beiden Kompartimenten; die ke [1/min] beschreibt die Eliminierung des KM aus dem

Blutplasma.

Ein linearer Zusammenhang zwischen der Relaxationsrate des
kontrastmittelaufnehmenden Gewebes 1/T, ., und der KM-Konzentration im Gewebe

Cr wird mit folgender Formel beschrieben:




Ticm: T1-Relaxationszeit des kontrastmittelaufnehmenden Gewebes; Tq: sog. native T1

Relaxationszeit des Gewebes vor der Injektion des KM; a: spezifische Relaxationsrate des

verwendeten Kontrastmittels, betragt fir Gd-DTPA in vitto 45 s' mM'; Cr

Kontrastmittelkonzentration

Unter Annahme, dass der KM sich nach der i.v. Infusion sofort mit dem
Plasmavolumen vermischt und der Austausch zwischen Plasma und Gewebe in
beiden Richtungen ungestért folgt, lassen sich die Anderungen der KM-
Konzentration in den Kompartimenten (C4 im Blut und C; im peripheren
Kompartiment) mit folgenden Differentialgleichungen beschreiben:

Kin

Cl (t) = _Vlkel (ek6lt’ — 1)e_kelt

Cz(t) = KV—iln{a(ekelt’ _ 1)e—kelt _ b(ekth' _ 1)€_k21t}

g K1
kel(k21 - kel)
b= 1
(ka1 — ker)

Unter der Annahme einer linearen Beziehung C; = f,,C, zwischen der mittleren Gd-
DTPA Gewebekonzentration C; und der Gd-DTPA Konzentration C, im
extrazelluldaren Raum (Fraktion des extrazellularen Volumens f,,) lasst sich die

relative Signalverstarkung Sqy, (t)/S, mit folgender Modellgleichung beschreiben:

Scm(t) _ A kert! _ —keit _ kpitr _ —kpqt
e = 1+ T{a(e e b(e"21 1)e 21t}

Diese Modellgleichung beschreibt also den Signalverlauf in Abhangigkeit der
pharmakokinetischen Modellparameter, wobei S, (t) die Signalintensitat nach der
KM-Injektion und S, die Signalintensitat vor Injektion ist. Dabei ist die Amplitude A,
die den Grad der MR-Signalverstarkung widerspiegelt, von den spezifischen
Gewebeeigenschaften (T,, a, f..), von gewahlten Sequenzen (TR, TE) und der
Infusionsrate Ki, abhangig. Sie reprasentiert den Grad der Anreicherung und erlaubt
damit die Bewertung des Plasmavolumens (Hoffmann et al. 1995).



Mit dieser Modellgleichung konnen aus den gemessenen Signalintensitat-Zeit-
Kurven weitere gewebespezifische Informationen als folgende pharmakokinetische
Parameter extrahiert und analysiert werden: ky1 [1/min] als gewebespezifischer
Transportparameter, der die Geschwindigkeit des Signalanstiegs angibt und beides
Perfusion und vaskulare Permeabilitat einer untersuchten Region charakterisiert und
ein systemischer Parameter ke [1/min] , der als Eliminationsrate gilt und das
Auswaschen von KM aus dem Gewebe angibt (Brix et al. 1991). Zusammenfassend
lasst sich sagen, dass die modellbasierte Auswertung Ruckschlisse auf
physiologische Parameter eines untersuchten Gewebes erlauben, die unabhangig
von der individuellen Messung sind und die kinetische Antwort des Gewebes auf die

intravenose Infusion des paramagnetischen KM parametrisch darstellen.

1.3 Zielsetzung und Fragestellung

Die MRT kann mit einer hohen raumlichen Auflosung und ausgezeichnetem
Weichteilkontrast vaskulitische Entzindungszeichen wie Wandverdickung und
vermehrte Kontrastmittelaufnahme der erkrankten Gefalden prazise und unabhangig
vom Untersucher darstellen. Es wird vermutet, dass die pathologische
Kontrastmittelaufnahme inflammatorisch veranderter Gefallwande durch eine
entzundlich bedingte Neoangiogenese mit verstarkter Extravasation des
Kontrastmittels mittels vaskularer Leckage zustande kommt (Bley et al. 2005,
Weyand et Goronzy 2013). In den EULAR- Empfehlungen wird die MRT neben der
farbkodierten Duplex-Sonografie (FKDS) als Alternative zur invasiven histologischen
Sicherung der Diagnose empfohlen (Dejaco et al. 2018). Kontrastmittelverstarkte
dynamische Sequenzen wurden bisher nur kasuistisch bei Patienten mit einer
Grolgefaldvaskulitis angewandt (Hayashi et Kumazaki 1995).

Daher ware erstrebenswert, derartige Methoden wissenschaftlich zu untersuchen
und dann auch Klinisch zu etablieren. Es ist inzwischen jedoch bekannt, dass die
gadoliniumhaltigen Kontrastmittel bei Menschen zu unerwinschten Nebeneffekten
wie einer zerebralen Ablagerung und einer nephrogenen systemischen Fibrose
fuhren konnen (Kanda et al. 2014, Reiter et al. 2012, Nagel et al. 2016). Es ist
deshalb sinnvoll, ein Tiermodell zu entwickeln, in dem das entzindliche Geschehen
einer Riesenzellarteriitis reproduziert werden kann und mit dem dynamische

kontrastverstarkte MRT-Protokolle vor der klinischen Anwendung am Menschen
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evaluiert werden konnen. Dies wurde nach eigenem Wissen bis zum heutigen
Zeitpunkt an der A. tempotalis nicht durchgefuhrt. Mogliche Grinde dafur sind die
geringe Grole des Gefaltes und technischen Anforderungen wie hohe raumliche und
zeitliche Auflosung, die eine prazise Darstellung der GefalRwand unter klinischen
Bedingungen erschweren. Jedoch auch unabhangig von der klinischen Anwendung
am Menschen konnte ein entsprechendes Tiermodell MRT-Studien beispielsweise
zur Therapie-Kontrolle der Riesenzellarteriitis ermoglichen.

Ziel dieser experimentellen Arbeit war es, in einem Kleintier-Modell die strukturellen
und funktionellen Eigenschaften der Riesenzellarteriitis zu reprasentieren und diese
mittels Perfusion durch einen Gadolinium-haltigen Kontrastmittel in vivo darzustellen
und zu charakterisieren. In einem in vivo Xenotransplantationsmodell sollte ein
humanes Biopsat der entzindeten A. temporalis nach subkutaner Implantation in
eine immuninkompetente Maus einwachsen und Anschluss an die murine
MikrogefalRversorgung finden, analog zu einem ahnlichen, bereits von Wyand et al.
etablierten Modell (Weyand et Goronzy 2003 a). Als Innovation bestand jetzt aber
erstmalig die Intention, nach einer i.v. Applikation eines Gadolinium-haltigen
Kontrastmittels die Perfusion im Xenotransplantat zu untersuchen.

Folgende Fragestellungen sollten beantwortet werden:

1. Ist es moglich, ein Xenotransplantatmodell der Riesenzellarteriitis als in vivo-
Ansatz fur Perfusionsstudien in der Vaskulitisbildgebung zu nutzen?

2. Bietet dieses Perfusionsmodell das Potenzial, in Zukunft dazu genutzt zu werden,

um Therapieeffekte experimentell zu erforschen und zu optimieren?
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2. Methoden
2.1 Material

Die verwendeten Chemikalien, Medizinprodukte, Gerate und Verbrauchsmaterialien
sind mit deren Bezugsquelle tabellarisch zusammengefasst und im Anhang zu
finden. Alle weiteren nicht naher bezeichneten Gerate und Verbrauchsmaterialien

entsprachen dem Ublichen Laborstandard.

2.2 Tiere
Tabelle 2: Tiere

Tiere Bezugsquelle

10 pfp / Rag2 -/- Doppel Knock out Versuchstierhaltung Universitatsklinikum
Mause mannlich weiblich Hamburg-Eppendorf

(Taconic Modell PFPRAG-MM mit (Taconic-Institut Quality Laboratory
genetischem Hintergrund Animals and Services for Research,
C57BL/6;129S6) Taconic Europe, Denmark)

Die Versuche dieser Arbeit wurden an n=8 Doppel Knock out-Mausen durchgefuhrt .

Dabei handelt es sich um kunstliche, nachgezichtete Mutanten, die einen
kombinierten genetischen Immundefekt aufweisen. Zum einen fehlt hier das
,recombination activating gene 2“ (Rag2), das zusammen mit rag1 essentiell fur die
V(D)J-Rekombinase der Immunglobulinketten ist und eine Aplasie von T- und B-
Zellen hervorruft. Zum anderen fehlt das ,pore-forming protein perforin® Gen (pfp),
dem eine wichtige Rolle bei der Bildung der zytotoxischen T-Lymphozyten sowie der

naturlichen Killerzellen (NK-Zellen) zukommit.
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2.3 Versuchsdurchfihrung

Alle Tierversuche erfolgten in Ubereinstimmung mit dem Deutschen
Tierschutzgesetz § 8a Abs. 1 und mit Genehmigung der Behorde fur Gesundheit und
Verbraucherschutz der Freien und Hansestadt Hamburg (Tierversuchsantrag V
1307/591 - 00.33, Nr.30/12).

Es wurden in vivo Versuche an n=8 pfp / Rag 2 -/- Mausen (2.2) durchgeflhrt.

2.3.1 Versuchsabschnitt an pfp / Rag 2 -/- Mausen

2.3.1.1 Versuchstiere

Alle Tiere hatten ein Alter zwischen 10 bis 14 Wochen und ein Gewicht im Bereich
von 199 bis 34g. Die Tiere wurden vor und wahrend der Experimente im zentralen
Tierstall des Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf unter Standardbedingungen
(Raumtemperatur 21°C, relative Luftfeuchtigkeit 50 %, Hell-Dunkel-Wechsel alle 12
Stunden) in einem IVC Kafig pathogenfrei gehalten.

Die Tiere wurden taglich von ausgebildeten Tierpflegern versorgt. Die Futterung
erfolgte mit Alleinfutter fur die Mauszucht und Sterilwasser.

Alle in dieser Studie gebrauchten Substanzen wurden nach Angabe der Gesellschaft
fur Versuchstierkunde GV-SOLAS / TVT 2010 verabreicht.

Tabelle 3: Allgemeine Empfehlung fiir die Fliussigkeitsapplikation bei einer
Maus (nach GV-SOLAS / TVT 2010).

s.cC. i.m. i.p. i.v.
ml/kg KGW ml ml/kg KGW ml/kg KGW
10 0,03 10 5

2.3.1.2 Arteria temporalis Biopsie

Eine Biopsie der A. temporalis erfolgte im Rahmen der Routinediagnostik unter dem
Verdacht auf eine Riesenzellarteriitis in der Klinik fuar Augenheilkunde des
Universitatsklinikum Schleswig-Holstein in Kiel. Vor dem Eingriff wurde eine
ordnungsgemale Aufklarung der Patienten durchgefuhrt; alle Patienten haben ihrer
Teilnahme an dieser Studie schriftlich zugestimmt.

Die Probeentnahme der Schlafenarterie erfolgte in ortlicher Betaubung. Die Haut der

Schlafe Uber der Arterie wurde eingeschnitten, das Gefald freiprapariert und die
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Arterie unterbunden. Daraufhin wurde ein Abschnitt von ca.1cm herausgeschnitten
und die Enden des Gefalies ligiert. Am Ende des Eingriffs wurde die Haut wieder
vernaht und ein Verband angelegt. Die Halfte des enthommenen Arterienstlckes
wurde zwecks einer histologischen Untersuchung in das Institut fur Pathologie des
Universitatsklinikums Schleswig-Holstein, Campus Lubeck verschickt.

Das andere, ca. 5 mm lange Segment des Biopsates wurde unverzuglich nach der
Entnahme in 5 ml RPMI Medium 1640 (mit L-Glutamine und Phenol Red Indicator)
eingelegt und in einem sterilen Kunstoffrohrchen bei Zimmertemperatur zwecks

Implantation ins Tierlabor transportiert. Die Transportzeit lag bei ca. 1 Stunde.

2.3.1.3 GefaRtransplantation

2.3.1.3.1 Narkose und Analgesie der Tiere

Vor der Narkose wurde ein aktuelles Gewicht der Tiere ermittelt. Um die
Versuchstiere moglichst schonend und fur eine relativ kurze Dauer von 25 Minuten
zu narkotisieren, wurde eine Injektionsnarkose durchgefuhrt. Dafur wurde ein
Gemisch aus Ketamin 100 mg/ml und Rompun 2% im Verhaltnis 1,2 ml Ketamin und
0,8 ml Rompun und 8,0 ml 0,9% NaCl-Losung in der Dosis 10 mllkg KGW
intraperitoneal appliziert. Die Tiefe der Narkose wurde anhand der Atemfrequenz und
der Reaktion auf adaquate Schmerzreize beurteilt. Eine zusatzliche Verabreichung
eines Analgetikums war nicht notig, da der Ketamin Wirkstoff Uber eine lokale
analgetische Wirkung verfugt (Klose et Hope 2002). Fur die Injektion wurden

Einmalspritzen und Kanulen verwendet.

2.3.1.3.2 Ablauf der Transplantation

Nach dem vollstandigen Eintritt der Narkose und ihrer Kontrolle durch den Test des
Zwischenzehenreflexes wurden die Augen zum Schutz vor Austrocknung mit
Bepanthen Augensalbe geschutzt. Die Haut wurde an der Flanke Uber der hinteren
Extremitat mit einer Schermaschine rasiert und desinfiziert. Das Tier wurde in einer
Bauchlage auf einer sterilen Unterlage positioniert. Mit einem Skalpell folgte ein
Hautschnitt von ca. 8-10 mm und Praparieren einer subkutanen Tasche. Schlieflich
wurde das Biopsat in die Tasche gebracht und mit einer Pinzette leicht nach kranial
vorgeschoben. Die Schnittrander wurden mit nicht resorbierbaren Hautklammern

verschlossen.
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Direkt nach Beendigung des Eingriffes wurde dem Tier zusatzlich als Schutz vor
Austrocknung Flussigkeitsersatz in Form einer NaCl-Injektion 10ml/kg KG/h und als
Schmerzmittel Carprofen 5mg/kg KG alle 24h s.c. in die aufgezogene Nackenfalte
verabreicht. Das Tier wurde zum postoperativen Warmen auf eine wassergefullte
Warmematte gelegt, die an einem Umwalzthermostat angeschlossen war.

In der sich anschlielenden, 21-tagigen Einheilphase wurden die Tiere wie unter

2.3.1.1. beschrieben versorgt. Nach 7 Tagen erfolgte die Nahtentfernung.

Abbildung 4: Graphische Darstellung des Versuchsvorhabens (eigene Graphik,
eigene Fotos; Foto der Maus aus dem Seminar ,Tierversuche in der
Forschung” unter Leitung von Dr. Haemisch, UKE Hamburg, 2012).

Arteria temporalis
Biopsie

Subkutane
Tasche

2.3.2 Magnetresonanztomographie

2.3.2.1 MRT-Gerat

Die MRT-Untersuchung wurde mit ClinScan® (Bruker Biospin GmbH, Ettlingen) mit
magnetischer Flussdichte von 7 Tesla in der Forschungsabteilung des
Univeritatsklinikums Hamburg-Eppendorf, Klinik und Poliklinik fur Diagnostische und
Interventionelle Radiologie durchgefuhrt. Als Steuerungssoftware wurde syngo® MR
B15 (Siemens healthcare, Erlangen) verwendet. Das System war mit
wassergekuhlten Gradientenspulen (maximale Gradientenstarke 630 mT/m)
ausgerustet. Als Sendespule wurde eine main transmission coil mit einem
AuRendurchmesser von 112 mm und einem Innendurchmesser von 86 mm genutzt.
Zur Signalmessung wurde eine spezielle Oberflachenspule im ,Single-Loop® - Design

fur Kleintiere direkt Uber das Biopsat gelegt und am Korper mit einem Pflaster fixiert.
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Abbildung 5: Kleintier - MRT Anlage (eigene Fotos).

A: Kleintier-MRT Scanner ClinScan®; B: 1,0-2,0% Isofluran/Luft-Anlage; C: MRT-Schlitten
mit Warmekissen (roter Pfeil), Nasenkegel mit Gaszufuhr (gelber Pfeil) und Small Animal

Monitoring and Gating System (blauer Pfeil).

2.3.2.2 MRT Messprotokoll

a) Localizer

Eine Localizer Sequenz tfi_loc wurde zur Erfassung der anatomischen Position des
Arteria temporalis Biopsates und zur Planung der T1w-Sequenz verwendet.

b) Gd-DTPA-Serie

Um die Perfusion des Gd-DTPA-Kontrastmittels semiquantitativ und quantitativ
auszuwerten, wurde die dynamische Kontrastmittelverstarkung mit einer Serie von
zwischen 60 und 287 Aufnahmen im Abstand von jeweils 8,15 Sekunden erfasst.
Hierflr wurden dynamische T1w-Gradienten-Echo-Sequenzen:

Dyn T1_TR70Te mit TR (Repetitionszeit): 70ms, TE (Echozeit): 1,06ms,
Schichtdicke: 0,7mm, FA (Flipwinkel): 20°, Matrix: 256 um x 152 ym, FoV (field of
view) %: 59,38 verwendet.
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2.3.2.3 Datenakquise

2.3.2.3.1 Tiervorbereitung

Nach Beendigung einer 21-tagigen Einheilphase wurden alle Tiere gewogen und wie
folgt narkotisiert.

Die Tiere wurden in ein geeignetes Narkosegefall gesetzt und ein 1,0 bis 2,0 %
Isofluran/Luft-Gemisch des externen Isoflurandampfes wurde eingeleitet, bis
Spontanbewegungen erloschen sind. Unter Kontrolle der Atmung wurde das Tier auf
einer sterilen Unterlage bauchwarts positioniert. Nach der Kontrolle des
Zwischenzehen-Reflexes und Anfeuchten der Augen mit Bepanthen® Augensalbe
wurde der Schwanz des Tieres in einem Wasserbehalter bei 42°C zwecks Dilatation
der Schwanzvenen erwarmt. Uber der Abwartsbiegung des Schwanzes wurde eine
Einmalkanule des zuvor vorbereiteten 80cm langen Katheterschlauches in die
seitiche Schwanzvene vorgeschoben und die Nadel mittels Hansaplast-
Spruhpflaster® an der Stelle fixiert. Als Schutz vor Austrocknung wurde NaCl-Losung
in einer Dosis 10 ml/kg KG s.c. in die aufgezogene Nackenfalte injiziert. Das Tier
wurde unmittelbar in ein entsprechendes Tierbett des MRT Gerats gebracht, Gber ein
Drei-Punkt-Befestigungssystem (Zahnstange und Ohrenstopsel) fixiert und Uber
einen Nasenkegel fur Gas der inneren Isoflurandampf-Anlage weiter anasthesiert.
Hier war eine gute Narkosetiefe mit moglichst geringer Atemfrequenz notwendig, um

Atemartefakte wahrend der Messung zu vermeiden.

2.3.2.3.2 In vivo - MRT Messung

Wahrend der MRT-Untersuchung wurde eine Elektrode des Small Animal Monitoring
and Gating Systems am Rumpf der Maus mit einem Pflaster fixiert, um die
biologischen Signale wie EKG und Atmung des Tieres wahrend der Messung zu
kontrollieren und gegebenenfalls anzupassen. Um die Korpertemperatur des Tieres
wahrend der Messung aufrecht zu erhalten, wurde das Tier mit einer
temperaturgesteuerten Warmedecke von 37°C zugedeckt.

Zuerst wurden Messungen mittels Localizer-Sequenzen und der Sequenzen vor der
KM-Gabe durchgefuhrt.

Zum Nachweis einer Perfusion des humanen Biopsates wurde der Standard-
Kontrastmittel Gd-DTPA Magnograf® 0,5 mmol/ml verabreicht.

Gd-DTPA Magnograf® wurde in einer Dosis von 0,15 mmol / kg KG i.v. Uber den
Schwanzkatheter appliziert. Die Injektionszeit betrug hier eine Minute. Die zu
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applizierende Kontrastmitteldosis pro Tier entsprach jeweils einem sehr kleinen
Volumen von 5,9l - bis 10,2ul und wurde im Verhaltnis 1:10 in 0,9 % NaCl - Lésung
verdunnt.

Ein MRT-Protokoll wie im Kapitel 2.3.2.2 beschrieben wurde fur jedes Tier

angewandt.

2.3.2.3.3 Totung der Tiere

Unmittelbar nach der letzten Messung wurden alle Tiere mit einer Uberdosis
Ketamin/Rompun-Gemisch (angesetzt wie unter 2.3.1.3.1.) von 15 bis 20 ml/kg KG
i.p. in eine tiefe Narkose gelegt. Bei Reflexfreiheit der Hinterlaufe wurde eine
zervikale Dislokation durchgefuhrt. Unter Verwendung eines Praparationsbesteckes
wurde die Haut oberhalb des Biopsates eroffnet und das subkutan liegende Biopsat
freiprapariert und entnommen. Die umliegenden Lymphknoten, die Milz und die
Leber wurden explantiert und der histologischen Untersuchung zugefuhrt.

2.3.2.4 Nachbearbeitung der Daten

Nach Beendigung der Bildakquisition lagen die erhobenen Primardaten
typischerweise vierdimensional (drei raumliche und eine zeitliche Dimension) in
einem DICOM Format vor und wurden von der MRT-Konsole auf den
Forschungsrechner mit integrierter Bild- und Datenverwaltungs-Software IMPAX 701
ubertragen. Mit entsprechender Software konnten die Bilder primar durch einfaches
Betrachten interpretiert werden, da die Areale mit erhdhter Perfusion gut abgegrenzt
waren. Da jeder Bildpunkt in einem Zahlenwert kodiert ist, war die Berechnung der
Perfusionsparameter in der Datennachverarbeitung maoglich.

2.4 Perfusionsanalyse

Die Perfusionsanalyse erfolgte region-of-interest (ROI)- basiert mit Erstellung von
Zeit-Intensitatskurven und der Berechnung der semiquantitativen Parameter: upslop
und area under the curve (AUC) und der quantitativen Parameter unter Anwendung
eines pharmakokinetischen Modells nach Brix. Bei der Berechnung auf Basis einer
ROI wurden die Signalintensitaten aller Bildpunkte der zuvor definierten Region flr
jeden einzelnen Zeitpunkt gemittelt, wodurch eine einzelne Signalintensitat-Zeit-
Kurve entsteht.
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2.4.1 Festlegung der regions of interest (ROI)

Die computergestutzte Berechnung der pharmakokinetischen Parameter erfolgte
unter Verwendung der MRT-Bilddatensatze der dynamischen Reihe, die zwischen 60
und 287 Einzelmessungen im Zeitabstand von 8,15 Sekunden beinhaltete. Fir die
semiquantitative Analyse wurde zuerst eine native Schicht vor der Kontrastierung
aufgesucht, in der das Biopsat am besten zu sehen war. Eine gute Vergleichbarkeit
der Anflutungsverhaltnisse und eine vereinfachte Erkennung von Artefakten wurden
ermoglicht, indem das umliegende Muskelgewebe als Referenzgewebe in die
Analyse einbezogen wurden. Pro Versuchstier wurden zwei ROIs manuell
gezeichnet: ROl Uber das Biopsat und ROI 1 Uber den benachbarten Muskel. Um
Fehlmessungen zu vermeiden, wurde eine moglichst zentrale Lage in der zu
untersuchenden, anatomischen Struktur gewahlt mit Aussparung des Randbereichs.
Die exakt eingezeichneten ROIls wurden in die Uubrigen Bilder derselben
dynamischen Sequenz kopiert. Wahrend der Datenanalyse wurde fur die einzelnen
ROIs ein Mittelwert der relativen Signalintensitat (Sl) fur jeden einzelnen Zeitpunkt
ermittelt, als Basis fur die nachfolgend mitels Impax-Software erstellte Zeit-

Intensitatskurve.

Abbildung 6: Positionierung einer ROI. Das Biopsat ist mit blauem Pfeil, das
Muskelgewebe mit gelbem Pfeil gekennzeichnet .

2.4.2 Signalintensitat-Zeit-Kurven
Anschlielend konnte das KM-Signal jeder ROI im zeitlichen Verlauf der

dynamischen Reihe, welche mit der Kontrastmittelkonzentration korreliert und somit
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ein Indikator der Gewebeperfusion ist, als farblich kodierte Signalintensitat-Zeit-Kurve
ausgedruckt werden.

Abbildung 7: Farblich kodierte Signalintensitat-Zeit-Kurven fir den zuvor
definierten ROI Bereich. Das Biopsat als blaue, das Muskelgewebe als gelbe
und die A.iliaca als rote Kurve dargestellt.

2.4.3 Semiquantitative Parameter
Fir die Perfusionsanalyse wurden folgende Parameter herangezogen:

upslope (wash-in slope) - als maximale Steigung wahrend der fruhen Kontrastmittel-

Anflutungsphase; Fur die Berechnung des upslope wurde eine lineare Regression
mit 3 Punkten verwendet, die auf die ersten Sekunden der Zeitintensitatskurve
angewendet wurde. Als Baseline wurde eine mittlere Signalintensitat aus den
Aufnahmen vor der Injektion des Kontrastmittels erfasst.

Area under the curve - als Flache unter der Perfusionskurve, bestimmt anhand der

Integralfunktion auf der Zeitintensitatskurve.

2.4.4 Quantitative Parameter

Um gewebespezifische Informationen der Mikrozirkulation des KM als
pharmakokinetische Parameter zu extrahieren, wurde ein Zwei-Kompartiment-Modell
nach Brix mit der im Kapitel 1.2.3.2 beschriebenen Gleichungsabfolge eingesetzt.
Hier wurden die gemessenen Signalintensitaten in Kontrastmittelkonzentrationen

konvertiert und folgende pharmakokinetischen Parametern berechnet:
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k21[1/min] - als gewebespezifischer Transportparameter, der die Geschwindigkeit der
Signalveranderung angibt und Perfusion sowie vaskulare Permeabilitat einer
untersuchten Region charakterisiert; Ein erhohter Wert bedeutet hier eine grolde
Durchlassigkeit der Gefalde fur das Kontrastmittel.

Kel [1/min] - als ein systemischer Parameter, der die Eliminationsrate reprasentiert
und zur Bewertung der spaten Post-Kontrast-Phase genutzt wird;

A [a.u.] - die Amplitude, die den Grad der relativen Kontrastverstarkung
(Anreicherung) angibt.

Desweiteren musste die Modellgleichung mit den Parametern A, k21 und ke mittels
Levenberg-Marquardt Fit-Algorithmus an den relativen Intensitatsanstieg in den
gemessenen Signalintensitat-Zeit-Kurven angepasst werden.

In Abbildung 8 ist als Beispiel eine Signalintensitats-Zeit-Kurve mit gemessenen
Datenpunkten und ein zugehoriges Fittingsergebnis als durchgehende Linie
dargestellt.

Abbildung 8: Intensitat-Zeit-Verlauf im humanen Biopsat und Kurvenfit nach
dem deskriptiven Modell nach Brix. Tabellarisch dargestellte extrahierte
pharmakokinetische Parameter (eigene Darstellung).

Datensatz | Tau [min] | A [a.u.] | K21 [1/min] | Kel [1/min]

AT6 3.5 2.8123 | 2.8911 0.4716
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Oben dargestellt ist ein Verlauf eines Voxels aus dem humanen Biopsatgewebe.
Diese Zeitserie enthalt 260 Frames mit einer Zeitauflosung von 8,15 Sekunden und
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einer Infusionsdauer von 1 Minute. Durch die gleichzeitige Betrachtung der
Parameter A, k21 und ke bekommt man einen vollstandigen Eindruck der Dynamik
des Kontrastmittels. Der Parameter Tau [min] steht flr geschatzte Anflutungszeit im
Biopsat selbst und wurde nicht naher betrachtet.

2.5 Histologische Untersuchung

2.5.1 Aufbereitung des Gewebes fiir Paraffinschnitte

Das entnommene Gewebe wurde mit Kochsalzlosung gespult und fur die Histologie
zur Fixation in 3,7 % phosphatgepufferter Formalinlosung in die Einbettkassette
gelegt. Nach 18 Stunden wurde es in einer Reihe von Losungen mit 50-, 70- und 90
% - 2-Propanolgehalt dehydriert und zur dauerhaften Fixierung mit flissigem Paraffin
Paraplast® Plus 56°C infiltriert. Dies erfolgte automatisch unter Verwendung eines
Gewebeeinbettautomaten LEICA TP 1020.

Von dem FFPE-Gewebe (in Formalin fixiert und Paraffin eingebettet) wurden mittels
eines Rotationsmikrotoms mehrere 5um Dicke Querschnitte im Abstand von jeweils
ca. 350um angefertigt, auf Objekttrager aufgebracht und anschlieRend 1 Stunde im
Brutschrank bei 60 °C inkubiert.

Es wurde jeweils eine immunhistochemische Makrophagenfarbung durchgefinhrt.

2.5.2 Aufbereitung der Paraffinschnitte fiir immunhistochemische Farbung

Vor dem eigentlichen Farbeprotokoll musste eine Deparaffinisierung und
Rehydrierung der Gewebeschnitte stattfinden, um das Gewebe fur die hydrophilen
Reagenzien aufnahmebereit zu machen. Eine hitzeinduzierte Demaskierung des
Antigens ist erforderlich, da es wahrend der Fixierung zu Bildung von sogenannten
,crosslinks“ (Konformationsanderungen) kommt, die zur Verdeckung antigener
Strukturen fuhren. Um  Hintergrundfarbungen zu verhindern, wurde ein
Peroxidaseblock durchgefuhrt. Um die unspezifischen Bindungsstellen der Antigene
zu blockieren, wurden die Proben in einem Blockiermedium inkubiert.

Dabei wurde nach folgendem Protokoll vorgegangen:

1. Entparaffinisierung und Rehydrierung: 2 x Xylol je 10 Minuten, 1 x
Xylol/Ethanol, 2 x Ethanol 100%, 2 x Ethanol 96%, 1 x Ethanol 70%,
mehrmalige Aqua dest. - Spulung

2. Antigen-Demaskierung: 3 Minuten mit Citratpuffer pH 6,0 im Drucktopf bei 40°
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kochen, 20 Minuten Abkuhlung, Aqua dest. Spulung, 3 x 2 Minuten TBS-
Waschung

Peroxidaseblock: 15 Minuten Inkubation mit H,O,, TBS-Waschung 2 x 2
Minuten in Klvette

Blockiermedium-Inkubation: 45 Minuten mit fettfreiem Milchpulver und Ak
Diluent, 2 x kurz mit TBS waschen

2.5.3 Immunhistochemische Makrophagenfarbung mit Anti-CD 68 Antikorper

Um die Entzindungsaktivitat der transplantierten A. temporalis zu bestimmen und die

Persistenz von humanen Gefallwand-Makrophagen nachzuweisen, wurde eine

Makrophagenfarbung mit anti-CD 68 Antikorper durchgefuhrt.

Hierfur wurde ein monoklonaler, aus dem Kaninchen stammender und gegen

humane Makrophagen gerichteter anti-CD68-Antikorper (Abnova Corporation, Clone
SP 251, MAB 12199) in Verdunnung 1:2000 verwendet.
Bei jeder Farbung wurden Negativkontrollen mit Rabbit IgG (Biocare medical, NC495

AA) mitgefuhrt. Die unten aufgefuhrten eigentlichen Farbeschritte folgen dem

Protokoll, wie in 2.5.2 beschrieben:

1.

Primare Antikorper-Inkubation: 60 Minuten mit Anti-CD 68 Antikorper Abnova
in Verdunnung 1:2000 in Antibody Diluent

2. Abspulen mit TBS: 5 Minuten in Kuvette x 3

Sekundare Antikorper-Inkubation: 30 Minuten mit Antikorper HRP-Polymer
anti-Rabbit Zytomed

4. Abspulen mit TBS: 5 Minuten in Kivette x 3
5. Substrat-Inkubation: 10  Minuten bei Raumtemperatur mit AEC

Substratsystem, Aqua dest. Spulung
Gegenfarbung mit Hamalaun: 4 Minuten Hamalaun-Infiltration, Aqua dest.
Spulung

7. Dehydrierung in aufsteigender Alkoholreihe/Xylol

8. Eindecken mit Pertex™

2.5.4 Akquisition und Graduierung der histologischen Aufnahmen

Zum Digitalisieren der Objekttrager wurde das Mirax Midi (Fa. Carl Zeiss, Jena)

Gerat aus dem Institut fur Anatomie Il des Uniklinikums Hamburg-Eppendorf genutzt.
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Abbildung 9: Mirax Midi Gerat zum Digitalisieren der Objekttrager (eigenes
Foto).

Nach der Auswahl zwischen einem manuellen und automatischen Modul, wurden mit
Hilfe der Werkzeugleiste unterschiedliche Scanoptionen und Einstellungen der zu
scannenden Regionen vorgenommen, Artefakte und Kanten von Deckglasern
entfernt und Bereiche mit schwachem Kontrast markiert. Die digitalisierten Bilddaten
wurden dann mittels der Panoramic Viewer® 1.15.4 Software betrachtet und
analysiert.

Das Ausmal der Makrophagen- Farbung wurde visuell semiquantitativ graduiert als:
0= nicht vorhanden

1= gering ausgepragt

2= moderat ausgepragt

3= stark ausgepragt.

2.6 Statistik

Die semiquantitativen Daten (AUC und upslope) wurden mit dem Mittelwert (M) und
mit der Standardabweichung (SD) fur alle Biopsatregionen und Muskel als
Referenzgewebe beschrieben. Die quantitativen Daten (A, kz1 und ke) wurden fir
jedes Biopsat separat berechnet, die Mittelwerte und Standardabweichung wurden
ermittelt und in Abhangigkeit voneinander betrachtet. Die Berechnungen erfolgten mit
dem Programm MATLAB® (MathWorks, Natick, USA). Aufgrund der geringen

Gruppenstarke wurde auf die Anwendung statistischer Testverfahren verzichtet.
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3. Ergebnisse

3.1 Ergebnisse des tierexperimentellen Versuchsabschnittes

3.1.1 Gewichtsentwicklung der Versuchstiere

Fir den tierexperimentellen Versuchsabschnitt wurden insgesamt 8 pfp / Rag2
Doppel Knock out Mause eingesetzt. Diese wurden zu Versuchsbeginn mit einem
Gewicht zwischen 19g und 34g bezogen. Am Tag 21 nach der Biopsat-Implantation
lag das Gewicht der Tiere zwischen 19,7g und 34g. Die durchschnittliche
prozentuelle Gewichtszunahme lag demnach bei 2 %.

Tabelle 4: Gewichtsentwicklung der Versuchstiere zum Zeitpunkt des
Versuchsbeginns (Tag 1) und am letzten Tag des Experiments (Tag 21).

Tier-Nr. Gewicht Tag 1 Gewicht Tag 21

AT 54004 22 23

AT 5743 22 22,7

AT 6142 22 22,5

AT 7677 19 19,7

AT 7529 21,3 22

AT 8294 34 34

AT 8579 22 23

AT 8578 24 24

durch. Gewicht - o3 59— 100% 23,86 = 102%

in gramm

3.1.2 Ergebnisse der dynamischen kontrastmittelverstarkten MRT

Die Kontrastmittelperfusion wurde bei allen 8 Versuchstieren erfolgreich durchgefuhrt
und gut toleriert. 7/8 Untersuchungen der dynamischen Reihen zeigten eine fur die
Analyse suffiziente Bildqualitat, d.h. relevante Suszeptibilitatsartefakte oder
limitierende  Bewegungsartefakte waren bei optimaler Sedierung und
gleichmafigeren Atemexkursionen hier nicht aufgetreten.
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3.1.2.1 Semiquantitative DCE-MRT Parameter

FUr n=6 humane A. temporalis-Biopsate (AT1 - AT6), sowie fir n=2 native, aus dem
Schwein stammende Gefaldtransplantate (T1, T2), wurden Signalintensitat-Zeit-
Kurven erstellt und daraus die Parameter upslope und area under the curve (AUC)
abgeleitet. In einem Fall (Datensatz AT2) war die Auswertung der Parameter durch
Rauschen in den Datensatzen nicht maoglich, ursachlich war offenbar eine geringe
Bewegung des Versuchstieres. Als Kontrollmessung wurden Intensitat-Zeit-Verlaufe
aus dem benachbarten murinen Muskelgewebe erstellt.

Abbildung 10: Darstellung der Signalintensitat (y-Achse, arbitrary units) im
Verhaltnis zum MeRzeitpunkt (x-Achse, Sekunden) innerhalb des Biopsates
(rote Kurve) und des Muskels (blaue Kurve). AT1 - AT6 primar entziindliche
humane Biopsate der A. temporalis; T1 und T2 Kontrollarterie (A. carotis) aus
dem Schwein.
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Jede Kurve spiegelt die nachweisbaren Anderungen des empfangenen MRT-Signals
als Funktion der Zeit, innerhalb der zuvor definierten ROI, kurz vor der
Kontrastmittelapplikation, wahrend der Anflutungsphase (wash-in) und in der
Spatphase wider.

Als Resultat ergab sich fur upslope in den primar entzindlichen humanen Arterien
(n=5) ein Mittelwert von M = 1,5 (SD = 0,5) und in den gesunden Schweinearterien
(n=2) ein Mittelwert von M = 5,8 (SD = 7,1). Im Vergleich dazu lag der upslope
Mittelwert im angrenzenden murinen Muskelgewebe bei M = 0,7 (SD = 0,5) bei
Tieren mit humanen Arterien und bei M = 3,5 (SD = 4,2) bei Tieren mit porkinen
Arterien.

Der Mittelwert fur AUC lag bei M = 1,7 (SD = 0,4) fur die humanen Gefal’e und bei M
= 2,4 (SD = 1,6) fur die Schweinearterien.

Als Fazit 1asst sich sagen, dass samtliche Biopsate eingewachsen waren und eine
markante Perfusion aufwiesen, die jeweils sogar noch ausgepragter war als das
murine Muskelgewebe. Da in dieser Serie nur zwei Schweinearterien als
Kontrollpraparate vorlagen, lasst sich aus den vorliegenden Wertern allerdings nicht
statistisch definieren, ob signifikante Unterschiede zwischen den unterschiedlichen

Arterien vorlagen.
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Wahrend alle Muskelgewebe-Kurven mit einem offensichtlich geringeren
Signalanstieg und kontinuierlich abfallendem Verlauf in Richtung der Basislinie relativ
vergleichbar sind, haben die Gefal3kurven untereinander einen eher heterogenen
Verlauf. Im Gegensatz zum Muskel kommt es hier schneller zur Anflutung und
Steigung der Kurve bis zum Maximum der Signalintensitat, in der Spatphase lassen
sich dann zwei Effekte unterscheiden: ein Plateau-Effekt wie in den Kurven AT1 und
AT2 und ein moderater wash out - Effekt in den Kurven ATS und AT6. Die Kurven in
den Schweinearterien T1 und T2 zeigen nach einem anfanglichen steilen Anstieg
einen Plateau-Charakter in der Spatphase. Auch hinsichtlich des Kurvenverlaufes in
der Spatphase ergaben sich somit keine hinlanglichen Hinweise auf Unterschiede
zwischen den priméar entzindlichen humanen und den gesunden porkinen

Transplantaten.

3.1.2.2 Quantitative DCE-MRT Parameter

FUr n=6 humane A. temporalis Biopsate (AT1 - AT6), sowie fir n=2 native, aus dem
Schwein stammende Gefaldtransplantate (T1, T2), wurden zu den Signalintensitat-
Zeit-Verlaufe dazu gehorige Fittingkurven erstellt, die den Signalverlauf in
Abhangigkeit der pharmakokinetischen Modellparametern beschreiben. Die
Kontrastmittelkinetik wurde in diesem Modell durch folgende drei Parameter: A, ko1
und ke reprasentiert.
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Abbildung 11: Darstellung der Signalintensitats-Zeitkurven innerhalb des

Biopsates mit dem zugehorigen Kurvenfit und extrahierten
pharmakokinetischen Parametern. AT1 - AT6 primar entziindliche humane
Biopsate der A. temporalis; T1 und T2 Kontrollbiopsate aus dem Schwein.
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Datensatz [ Tau[min]  TATa.u] [ K21 [1/min] [ Kel [1/min] Datensatz [ Tau [min] [Ala.u] [ K21 [1/min] [ Kel [1/min]

T1 | 10 | 11157 | 0.4004 | 0.4004 T2 B | 52120 | 144167 | 0.2072

Die gewebespezifische Transportkonstante kz1 [1/min], die den initialen Anstieg der
Kurve charakterisiert und stark von der Perfusion und Permeabilitat der L&sion
dominiert wird, lag bei den primar entzindlichen humanen Transplantaten bei einem
Mittelwert von M = 4,1 (SD = 4,6) und bei den porkinen Transplantaten beim
Mittelwert von M = 7,4 (SD = 9,9). Die Amplitude A [a.u.], die den Grad an
Kontrastveranderung widerspiegelt, lag bei den humanen Transplantaten beim
Mittelwert von M = 2,1 (SD = 0,5) und bei den porkinen Transplantaten beim
Mittelwert von M = 3,2 (SD = 2,9). Die Eliminationskonstante k¢ [1/min], die zu
Bewertung der spaten Kontrast-Phase genutzt wird, lag beim Mittelwert von M = 0,9
(SD = 0,4) fur humane Transplantate und beim M = 0,3 (SD = 0,1) fur porkine
Transplantate.

Es lasst sich feststellen, dass die Extraktion der quantitativen Parameter und die
Evaluation der Kontrastmittelkinetik in allen Biopsaten erfolgreich war, was ein
gelungenes Einwachsen und erfolgreiche Perfusion der Xenotransplantate bedeutet.
Eine dynamische Bildgebung war somit in unserem Modell an den
Temporalbiopsaten madglich. Die vorliegenden Ergebnisse der quantitativen Analyse
liefern jedoch keinen Hinweis darauf, dass in den durchgefuhrten Versuchen die
Detektion einer Vaskulitis mit Differenzierung gegenuber nicht entzindlichen Arterien
anhand einer verstarkten Anflutung oder einer erhohten Leckage des Kontrastmittels

moglich war.
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3.2 Ergebnisse der histologischen Untersuchung

3.2.1 Immunhistochemische Makrophagenfarbung

Um die Entzindungsaktivitat der humanen, transplantierten Arterien zu untersuchen
und die Persistenz von resistenten Gefalwand-Makrophagen nachzuweisen, wurde
eine Makrophagenfarbung mit Anti-CD68-Antikérpern durchgefihrt. Die Ergebnisse
sind in der Abbildung 12 dargestellt.

Abbildung 12: CD68-Makrophagenfiarbung der humanen Makrophagen;
Zusammenstellung der ATo- Praparate (links, initiale A. temporalis-Biopsien)
und ihrer korrespondierenden AT- Praparate (rechts, nach 21 Tagen aus der
Maus explantierte Arterien).

ATo-Praparate AT-Praparate
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a: Makroskopische Darstellung eines Biopsates der A. temporalis in CD68-Immunfarbung; b:
Makroskopische Darstellung eines Xenotransplantates der gleichen humanen A. temporalis

nach der Explantation aus der Maus; c: Mikroskopische Darstellung eines Ausschnittes aus
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selbigem Biopsat; d: Mikroskopische Darstellung eines Ausschnittes aus selbigem
Transplantat mit Abbildung von drei Riesenzellen. Weitere Gegenuberstellungen initiale

Biopsie — Transplantat: e -f, g —h,i—j, k-1, m-n.

Die immunhistochemische Untersuchung auf CDG68 Expression zeigte in allen
Originalbiopsien (ATo-Praparate, links)  positive Befunde mit Nachweis von
intramuralen  Makrophagen. Die humanen Makrophagen waren in den
Originalbiopsien maRig bis stark, vor allem an der Grenze zwischen Adventitia und
Media und entlang der Lamina elastica interna lokalisiert und durch dunkelbraune,
granulare zytoplasmatische Farbung zu erkennen (Abb. 12 a, b, c, d, e, g, i, k und
m). Um die residuelle Entzindungsaktivitat der verbliebenen Makrophagenpopulation
zu untersuchen, wurde das Ausmall der Makrophagen-Farbung in den
Xenotransplantaten (AT- Praparate, Abb. 12 rechts) visuell evaluiert und
semiquantitativ wie folgt graduiert:

0 = nicht vorhanden in Praparaten AT 2, AT 4 und AT 5

1 = gering ausgepragt im Praparat AT 6

2 = moderat ausgepragt im Praparat AT 3

3 = stark ausgepragt im Praparat AT 1.

Die Analyse ergab somit eine deutlich geringere Makrophagen-Prasenz in den
Xenotransplantaten (AT- Praparate, Abb. 12 rechts) als in den initialen
Originalbiopsien (ATo- Praparate, Abb. 12 links), womit nachgewiesen wurde, dass
innerhalb von 3 Wochen im murinen Modell ein Makrophagenverlust in den
Biopsaten aufgetreten war.
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4. Diskussion

4.1 Xenotransplantatmodell als in vivo Kleintier-Modell einer aktiven

Riesenzellarteriitis

Ziel dieser vorliegenden Arbeit war es zu untersuchen, ob ein murines
Xenotransplantationsmodell einer  Riesenzellarteriitis (Arteriitis temporalis) fur
experimentelle in vivo-MRT-Perfusionsstudien etabliert werden kann.

Far die hier vorgestellte Arbeit wurde die variierte Form eines Modells von Weyand
et al. verwendet, das in der Vergangenheit in immunologischen Riesenzellarteriitis-
Studien erfolgreich eingesetzt wurde. Bei dem urprunglichen Modell wurde das
Biopsat einer entzundlich befallenen A. temporalis superficialis subkutan in SCID
(severe combined immunodeficiency)-Mause implantiert (Brack et al. 1997a, Weyand
et Goronzy 2003a, Pryshchep et al. 2008, Chen et al. 2015). Studien zur
bildgebenden Diagnostik lagen hiermit nach unserem Kenntnisstand bisher allerdings
noch nicht vor.

Die Auswahl dieses Modells fur unsere Studie stutzte auf der Beschreibung, dass
das Einwachsen des humanen Arteria temporalis Biopsates nach einer subkutanen
Implantation in einer immuninkompetenten Maus nach einer Woche abgeschlossen
ist und die aktive Entzindung des Gewebes bis zu zwei Monaten persistiert (Weyand
et al. 2002). Die fir die Erkrankung typischen CD68"-Makrophagen und CD3"T-
Zellen als dominante Zellpopulationen Uberleben in dem Transplantat und eine aktive
Zellproliferation und Expression der typischen CD4 Marker ist in allen Schichten des
implantierten  Biopsates anzutreffen. Die funktionelle  Kompetenz  der
transplantatresistenten T-Zellen und Makrophagen wurde durch die kontinuierliche
Expression der typischen Zytokinen IL-2, IFN-y, IL-6 und TGF-B1 nachgewiesen
(Brack et al. 1997a).

Den autonomen Entzindungscharakter dieses Modells nutzten mehreren
Forschungsgruppen, um Therapieeffekte bei Riesenzellarteriitis experimentell zu
erforschen und neue Erkenntnisse zur biologischen Aktivitat der Erkrankung zu
gewinnen. Die Arbeitsgruppe um Weyand et al. berichtet von hemmender Wirkung
der Acetylsalicylsaure (ASS) auf die Zytokintranskription von IFN-y in der zuvor
subkutan implantierten, entzindeten Arterienwand. Dieses T-Zell-abhangige Zytokin
spielt eine Schlusselrolle in der Riesenzellarteriitis und sein Gewebespiegel korreliert
mit der Bildung von Riesenzellen, der Verdickung der Intima, ischamischen
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Komplikationen und der Neoangiogenese (Weyand et al. 2002). Unterschiedliche
Wirkungsmechanismen und Einschrankungen von Glukokortikoiden wurden im
ahnlichen Tierexperiment in vivo untersucht. Hier wurden SCID-Maus-Chimaren 3
Wochen nach der subkutanen Transplantation der Arteria temporalis Uber
unterschiedlich lange Zeitfenster, mit unterschiedlich hohen Dosen von Prednisolon
behandelt. Wahrend die kontinuierliche, immunsuppressive Therapie die T-Zell-
Komponente in dem entzundlichen Infiltrat weitgehend reduzierte, blieben die TGF-
R1-produzierende Makrophagen steroidresistent und konnten eine Erklarung fur die
Chronizitat der Krankheit liefern und den sofortigen Ruckfall nach Absetzen der
Steroidtherapie erklaren (Brack et al. 1997b). Abgeleitet vom Weyand-Modell nutzte
eine Arbeitsgruppe um Chen das entzundliche humane Temporalarterien-Biopsat
und bettete es in die Vorderwand der Bauchaorta von SCID-Mause ein. Hier
versuchte man den physiologischen Verhaltnissen eines direkten Kontaktes zu dem
zirkulierenden Blutfluss zu entsprechen, um so eine immunsuppressive Behandlung
mit vom Myxomavirus stammender Serpin in vivo zu untersuchen. Es stellte sich
heraus, dass die Therapie die Intimalentziindung und CD11 B*- Zellinfiltrate im
Biopsat signifikant reduzierte und die Expression von IL-1} positiv beeinflusste
(Chen et al. 2015).

Die oben genannten Studien legen nahe, dass zellulare und nichtzellulare
Komponenten einer Riesenzellarteriitis in einem Mausmodell mehrere Wochen nach
der Transplantation bestehen bleiben, unabhangig von der direkten Blutzufuhr des
Patienten sind und dass keine fundamentalen Veranderungen des
Entzindungsherdes durch die Transplantation zu erwarten sind. Dieses
Xenotransplantatmodell reprasentiert somit ein vitales Krankheitsmodell einer
Riesenzellarteriitis mit vielversprechenden Optionen fur die experimentelle
Kleintierforschung dar.

In unserem Modell wurde ein ca. 5 mm langes Segment einer humanen A.
temporalis subkutan am Hinterlauf einer immuninkompetenten pfp / Rag2 -/- Doppel
Knock out Maus implantiert. Durch die Immundefizienz dieser Mausepopulation,
sowohl an funktionsfahigen B- und T-Lymphozyten, als auch an naturlichen
Killerzellen und ihre hohe genetische Stabilitat innerhalb dieser Population, konnten
ideale Bedingungen fur die geplante Versuchsreihe geschaffen und das Risiko einer
AbstoRungsreaktion des humanen Gewebes vermieden werden. Das andere
Segment des Biopsates wurden der histopathologischen Untersuchung zwecks
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Diagnosesicherung im Institut fur Pathologie des Universitatsklinikums Schleswig-
Holstein in Lubeck unterzogen, und die Diagnose einer Arteriitis temporalis wurde in
allen, also 6 von 6 Fallen bestatigt. In der Implantation folgenden, 21-tagigen
Ruhephase entwickelten die Testtiere eine physiologische Gewichtszunahme von 2
%, was impliziert, dass die Tiere zu keinem Zeitpunkt des Experiments in ihren
biologischen und funktionellen Fahigkeiten beeintrachtigt waren. Das Fortbestehen
der krankheitstypischen Entzindung sollte eine einzigartige MOoglichkeit bieten, die
Kinetik der Aufnahme und des Auswaschens vom Gd - DTPA - Kontrastmittel einer
entzindeten Arterie unter Verwendung von DCE - MRT zu untersuchen und mittels

semiquantitativer und quantitativer Parameter zu beschreiben.

4.2 Kontrastmittelaufnahme als bildmorphologisches Korrelat einer

Riesenzellarteriitis in einem Xenotransplantatmodell

Die in dieser Arbeit aufgestellte Hypothese, dass eine aktive Riesenzellarteriitis in
einem Xenotransplantatmodell anhand einer Perfusionsuntersuchung detektiert und
charakterisiert werden kann, baut auf einer mehrfach in der Literatur beschriebenen
Erkenntnis auf, dass die kontrastverstarkte MRT-Bildgebung in der Lage ist,
entzundliche GefaBwandveranderungen bei Riesenzellarteriiitis darzustellen.
Erstmals im Jahr 1999 ist eine MRT- Darstellung der entzundeten Temporalarterie
mittels kontrastmittelverstarkter T1- gewichteten Sequenzen in parasagittaler
Schichtrichtung beschrieben worden. Anders und Kollegen berichteten von einer
segmentalen, perivaskularen Kontrastmittelanreicherung der Temporalarterie und
einer guten Korrelation dieser Gefallabschnitte mit dem histopathologisch
bestimmten krankheitstypischen Bild einer Riesenzellarteriitis (Anders et al. 1999).
Im Jahr 2005 wurde von Bley und Kollegen ein optimiertes, hochauflosendes MRT-
Protokoll zur exakten und schnellen Beurteilung der Arterienwand und des
Gefaldlumen der Arteria temporalis superficialis mit einem 1,5 - Tesla - Scanner
vorgestellt. Anhand einer Fallserie von 20 Patienten mit Verdacht auf eine Arteriitis
temporalis ist es der Forschungsgruppe gelungen eine konzentrische KM-Aufnahme
und Wandverdickung der A. temporalis in Ubereinstimmung mit den ACR-Kriterien
und der anschlieBend durchgefuhrten Biopsie darzustellen. Die auffalligen
Arteriensegmente, so gennante ,skip lesions® konnten gegenuber gesunden, nicht

entzindeten GefalRabschnitten abgegrenzt werden und das charakteristische
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segmentale Verteilungsmuster einer Riesenzellarteriitis konnte so identifiziert werden
(Bley et al. 2005).

Zur Beurteilung des Entzindungsgrades einer A. temporalis entwickelte Bley et al.
eine semiquantitative Auswertungsskala, die die Kontrastmittelaufnahme der
Arterienwand bzw. des perivaskularen Gewebes und die Wanddicke der Arterie
zusammenfasst. Anhand der hochaufldsenden kontrastverstarkten MRT wurden die
Kriterien Wandverdickung 2 0,6mm und deutlich sichtbare murale KM - Aufnahme als
Zeichen einer entzundlichen Wandveranderung gewertet (Bley et al. 2007).

Bei Verwendung von Gd- DTPA als Kontrastmittel, das schnell aus dem
Gefalisystem in den extrazellular-extravaskularen Raum Ubergeht, spiegelt sich die
Morphologie der erkrankten Gefaldwand in der erhohten Signalintensitat auf den T1-
gewichteten Bildern mit einem zirkularen, hyperintensen Signal wider. Choe et al.
vermuten, dass die murale Kontrastmittelmehranreicherung durch die gesteigerte
Neoangiogenese und Dilatation im Bereich des Vasa vasorum des betroffenen
Gefaldes zustande kommt (Choe et Lee 1998, Choe et al. 1999). In seiner Studie zu
Takayasu-Arteriitis, welche wie die RZA eine primare GroRgefallvaskulitis darstellt,
legen Desai et al. nahe, dass bei einer aktiven Entzindung ein erhOhtes
Verteilungsvolumen und das langere Auswaschen von gadoliniumhaltigen
Kontrastmitteln auf einen durch die Entzindung vergroRerten Zwischenraum der
Gefallwand, also durch das erhohte extrazellulare Volumen zurtuck zu fuhren ist
(Desai et al. 2005). Die Ergebnisse von Cyran und Kollegen, die funktionelle
Parameter der Mikrozirkulation von MR- Tracer-Partikel untersuchten, widersprechen
dem und deuten darauf hin, dass Arteriitis hauptsachlich durch eine erhohte
Endothelleckage des entziindeten Gewebes gekennzeichnet ist (Cyran et al. 2011).
Alle diese Autoren sind sich jedoch einig, dass die DCE-MRT nutzliche Informationen
zur ldentifizierung und Quantifizierung der Entzindungsaktivitat liefern kann. Eine
dynamische Perfusionsuntersuchung einer Arteria temporalis gab es nach unserem
Wissen bis jetzt nicht. Mogliche Grinde dafur sind die geringe GroRRe des Gefalles
und die technischen Limitationen wie die erforderliche hohe raumliche und zeitliche
Auflosung in der klinischen Bildgebung.

In unserer Perfusionsstudie war fur die Darstellung eines ca. 5 mm langen Biopsat-
Segments eine sehr hohe Auflosung gewahrleistet. Alle Testtiere wurden dafur an
Tag 21 nach der Implantation im 7 Tesla-Kleintier-Scanner, unter Verwendung einer
T1- gewichteten Gradientenecho-Sequenz mit einer raumlichen Auflésung von 256
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gm x 152 pym und einer Schichtdicke von 0,7 mm untersucht. Der Einsatz einer
hochauflosenden Oberflachenspule ermoglichte detaillierte und kontrastreiche,
morphologische Darstellungen der humanen Temporal- und Schweinearterien in der
Maus. Fur die Reduktion von Bewegungsartefakten wurde ein kleintierangepasstes
EKG- und Atemsteuerungsgerat wahrend der Messung verwendet. Damit konnte das
Biopsat mit einem zirkularen, hyperintensen Signal in hoher Bildqualitat und mit guter
Signalausbeute in der Maus visualisiert werden.

Die qualitative Auswertung der DCE-MRT Daten orientierte sich am Verlauf der
Signalintensitat-Zeit-Kurven im Transplantat im Vergleich zum gesunden Muskel als
Referenzgewebe. In allen Transplantatarterien konnten wir KM-Flusskurven mit
schnellem Signalanstieg und einer zeitlich ausgedehnten Plateaubildung in der Kurve
generieren. In den meisten Transplantaten dominierte das Plateau, wahrend das
Auswaschprofil des Kontrastmittels in Form eines wash out - Effektes in nur 2
humanen Biopsaten nach einer Messzeit von Uber 30 Minuten visualisiert werden
konnte. Die Erklarung fur das Plateau liefert die pharmakokinetische Eigenschaft des
Gd-DTPA-Komplexes. Aufgrund der fehlenden oder minimalen biochemischen
Wechselwirkung mit dem Organismus kommt es zu seiner raschen Extravasation
aus dem Gefalbett ins interstitielle Kompartiment und zur schnellen extravasalen,
extrazellularen Verteilung im Gewebe. Der fehlende wash out - Effekt in der Kurve
konnte auf das undichte Gefal3system, eine heterogene Mikroumgebung und/oder
auf den vergrolRerten extrazellularen interstitiellen Volumen zurlck zu fuhren sein,
der in entzundlich verandertem Gewebe im Allgemeinen groRRer als im gesunden
Gewebe ist. Die zeitlich ausgedehnte Plateaubildung steht somit fur eine
kontinuierliche Ansammlung der Substanz im Biopsat. Im benachbarten Muskel als
Referenzgewebe setzte eine langsame Auswaschrate an, im Transplantat blieb
jedoch eine eher unveranderte Kontrastierung als ,late-enhancement® Uber die
gesamte Messzeit erhalten.

Diese Beobachtung machte auch eine Forschungsgruppe um Bley im Jahr 2006, die
eine murale Kontrastierung in Temporalarterien nach einer i.v. Bolusinjektion von 0,1
mmol / kg KG Magnevist ® unter Verwendung T1- gewichteten Spin-Echo-
Sequenzen evaluierte. Hier zeigte sich auch eine unveranderte hyperintense
Signalverstarkung der Arteria temporalis superficialis bei wiederholten Messungen
nach einer, acht und funfzehn Minuten (Bley et al. 2006). Eine Publikation zu
kontrastmittelverstarkter MR- Bildgebung bei Patienten mit aktiver Takayasu Arteriitis
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beschreibt ebenso einen spaten Hyperenhancement-Effekt des KM, welcher zwanzig
Minuten nach KM-Bolus in der entzindeten Aortenwand unverandert beobachtet
werden konnte (Choe et al. 1999). Liu et al. haben erforscht, dass die verzogerte
Signalverstarkung der wichtigste Befund in Differenzierung zwischen einem aktiven
Prozess der Erkrankung im Fruhstadium und einem stabilen Spatstadium ist (Liu et
al. 2017). In einer anderen Studie zu Takayasu Erkrankung war die gemessene
anhaltende Signalintensitat nach ca. zweiundzwanzig Minuten im Bereich der
Aortenwandverdickung nur bei Patienten mit erhohten  serologischen
Entzindungsmarker CP und ESR erkannt worden, nicht aber bei Patienten mit
normalen Plasmawerten (Desai et al. 2005).

Demzufolge konnte die von uns beobachtete anhaltende Signalintensitat in den
untersuchten Biopsaten als Ansammlung des Kontrastmittels, bedingt durch die
bestehende Inflammation im Transplantat, interpretiert werden.

Im Widerspruch dazu stehen jedoch die Ergebnisse kontrastmittelverstarkter T1-
gewichteten Gradientenechosequenzen der gesunden Schweinecarotiden. Der
ersten Anflutungsphase folgte hier ebenfalls eine starke Anreicherung der Substanz
im Transplantat ohne eine sichtbare Eliminierung in der spaten Phase, wie sie in den
Muskel-Messungen zu finden war. Unsere Erwartung, dass in den gesunden
Schweinearterien-Transplantaten eine schwache Anflutung, eine geringere
Anreicherung und eine kurzere Verweildauer des Gadoliniums gegenuber dem
Transplantat des humanen entzundlichen Gewebes zustande kommt, wurde nicht
erfullt. Als Ursache hierfur zu erwagen ist zum einen die im Vergleich zum
Initialstatustatus ausweislich der finalen histologischen Untersuchung nach
Explantation der Biopsate reduzierte entzindliche Aktivivitat der A.temporalis-
Segmente. Zudem muss in Betracht gezogen werden, dass der artifizielle Charakter
des Xenotransplantationsmodells allein durch den Prozess der murinen Neo-
Vaskularisation sowohl der Arteriitis-Transplantate als auch der inaktiven
Transplantate einen so starken Einfluss auf die Kontrastmittelperfusion haben
konnte, dass Effekte durch entzindliches Gewebe hier moglicherweise keine

relevanten Auswirkungen mehr aufweisen.
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4.3 Multiparametrische DCE - MRT zur Evaluation der Perfusion bei
Riesenzellarteriitis und Korrelation der gewonnen Informationen mit
der Histologie

Um die Kontrastmittelperfusion in humanen Biopsaten und Schweinecarotiden
funktionell zu bewerten, wurde das Signal wahrend der dynamischen Sequenzen
durch ROI-Messungen erfasst.

Verschiedene semiquantitative Parameter wie time to peak, max. Verstarkung oder
wash out kdnnen verwendet werden, um die Signaleigenschaften zu bestimmen und
zu interpretieren (Khalifa et al. 2014). Wir haben uns gezielt fur die Parameter
upslope und AUC entschieden, da wir davon ausgegangen sind, dass diese
Parameter am besten den Grad der frihen Kontrastverstarkung im Transplantat
demonstrieren.

Die AUC und upslope sind im wesentlichen Parameter der Anreicherungsrate und
hangen daher von verschiedenen physikalischen und physiologischen Faktoren ab,
einschlieBlich der gewahlten MR-Sequenzen, Kontrastdosierung,
Injektionsgeschwindigkeit, MikrogefaBdichte, Zusammensetzung des extrazellularen
Raums und vendser Abfluss. Alle diese Faktoren tragen zu Intensitat des KM-Signals
bei und beeinflussen dadurch die Kurvenverlaufe (Cuenod et Balvay 2013). In
unserem Experiment bestand die MaBgabe, alle physikalischen GréBen wie MR-
Sequenzen, zeitliche und raumliche Auflésung, Kontrastmittelinfusionszeit und
Kontrastmitteldosis gleich zu halten (Brix et al. 1991, Brix et al. 1997, Verma et al.
2012). Trotz festgelegter Injektionszeit kann die manuelle Applikation des
Kontrastmittels unwillkirlich zu leicht unterschiedlichen Einspritzraten gefihrt haben,
die wiederum die Form der Kurve, vor allem in upslope, verandern und einen
interindividuellen Vergleich in der limitierten Kohorte der Versuchstiere erschweren
kann.

Der Parameter AUC als Flache unter Kontrastkurve wurde als Integral aus den
Signal-Intensitat-Zeitkurven abgeleitet und zur halbquantitativen Auswertung der
Perfusion im Biopsat verwendet. Der Mittelwert fur AUC lag bei M = 1,7 (SD = 0,4)
fur die humanen Gefale und bei M = 2,4 (SD = 1,6) fur die Schweinearterien.

Gegen unsere Erwartung war dieser Parameter in den gesunden Schweinearterien

hoher als in den humanen Biopsaten. Die AUC sollte mit Kontrastmitteleinstrom in
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dem entzindlichen Biopsat korrelieren, der durch erhohte Endothelleckage bei
hoherer Gefalddichte ebenfalls hoher erwartet wurde als bei den gesunden
Schweinecarotiden. Die AUC spiegelt dabei den Bluttfluss, die Gefallpermeabilitat
und den Anteil des interstitiellen Raums wider und gehort zu gut reproduzierbaren
und aussagestarken DCE-MRT Parametern (Galbraith et al. 2002). Oto und Kollegen
nutzten die AUC Werte zum Nachweis von Darmentzundung bei Morbus Crohn und
beschreiben diesen als empfindlich gegenuber pathologisch bedingten
Veranderungen der Gefaldintegritat (Oto et al. 2009). Desweiteren gehort der AUC zu
den primaren Endpunkten fur die Verwendung in den klinischen Phase | / Il - Studien
zu onkologischen antivaskularen Therapien (Leach et al. 2003). Mross et al. setzten
die DCE-MRT Analyse und AUC Parameter zur Evaluation der Tumorvaskularisation
in der antivaskularen Tumortherapie ein. Hier wurde eine Abnahme der ermittelten
AUC um 50% in Korrelation zu Reduktion der Tumorblutversorgung erreicht, was als
Zeichen fur ein Therapieansprechen verstanden wurde (Mross et al. 2005).

Der zweite von uns ermittelte Wert war der upslope, definiert als die maximale
Steigung zwischen dem Einsetzen des Kontrastmittelzuflusses und dem Zeitpunkt
der Spitzenintensitat auf der Zeitintensitatskurve. Fur seine Berechnung wurde eine
lineare Regression mit 3 Punkten auf der Kurve verwendet. Unsere Analyse ergab
einen schnelleren upslope Mittelwert von M = 1,5 (SD = 0,5) in den humanen
Transplantaten gegenuber dem murinen Muskelgewebe (M = 0,7, SD = 0,5), was auf
eine hohere Perfusion im Biopsatsegment hinweist. Der upslope in den porkinen
Arterien lag mit dem Mittelwert von M = 5,8 (SD = 7,1) deutlich hoher als im
angrenzenden Muskelgewebe (M = 3,5, SD = 4,2). Unsere Annahme, dass
.gesunde” Gefalle durch eine schwache Anreicherung mit langsamer Steigung der
Kurve gegenuber pathologisch veranderten ,undichten® Gefallen sich abzeichnen,
wurde nicht erfullt. Dabei gilt der upslope als Parameter der Anreicherungsrate,
korreliert mit der Durchblutung des Gewebes und spiegelt seinen Perfusionsstatus
wider. In der Tumordiagnostik machte die Interpretation dieses Parameters eine
Abschatzung der Dignitat von Geweben mdglich, da die hohere Gefallpermeabilitat
und Kapillardichte aggressiver Lasionen einen starken Einfluss auf das Muster der
Kontrastmittelanreicherung hatten (Knopp et al. 1999). Seine Sensitivitdt und
Spezifitat bei der Erkennung von Prostatatumoren lag bei 96% und 82% und wurde
auf seine Praferenz fur schwache Integritat der GefaBwand und GroRe des
Interstitialraums im Krebsgewebe zurtckgefuhrt (Kim et al. 2005). Szabd et al.
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stellten fest, dass insbesondere die frihe Signalverstarkungsphase fur Nachweis von
Mammakarzinomen die grof3te Bedeutung hatte (Szabd et al. 2003). Isebaert et al.
zeigten, dass eine hohere upslope rate alleine und in Kombination mit hohere wash-
out rate einen sehr genauen Parameter zur Erkennung und Lokalisierung von
Prostatatumoren darstellt (Isebaert et al. 2012). Der upslope Index wurde auch in der
myokardialen Perfusionsbildgebung eingesetzt und konnte signifikant zwischen
ischamischem und gesundem Myokard wahrend der First-Pass-Untersuchung
unterscheiden (So et al. 2007). Die Autoren dieser Studien beschreiben, dass die
Verwendung von upslop die Leistung der MRT in Erkennung und Lokalisierung von
pathologisch verandertem Gewebe verbessern kann.

Um eine gute diagnostische Genauigkeit des upslope und AUC gewahrleisten zu
konnen, mussten wir hohe zeitliche Auflosungen von nicht langer als 10 Sekunden
im Messprotokoll beibehalten. Dadurch wurden mehrere Bildpunkte wahrend des
ersten Durchgangs des KM durch Zielgewebe erfasst und der fruhzeitige
Enhancement der Anflutung konnte besser detektiert werden. Upslope ist im

K"a"S oder Ve

Gegensatz zu wash out und der pharmakokinetischen Parameter wie
demgegenuber empfindlich und eine zu geringe zeitliche Auflosung konnte zu
falschen Schatzungen und verminderter diagnostischer Aussagekraft fuhren
(Othman et al. 2016). Knopp schlagt deshalb vor, mindestens 3 verschiedene
Bilderfassungen durchzufihren, wahrend der KM verabreicht wird (Knopp et al.
2001). Um diesen Kriterien zu entsprechen, wahlten wir eine Erfassungszeit von 8
Sekunden uber die gesamte Untersuchungszeit und eine verlangerten Dauer der
KM-Verabreichung mit einer angsamen Injektionsrate von 60 Sekunden. Die
Schnelligkeit der Erfassung erforderte ihrerseits, dass grofere Voxel d.h. niedrige
Matrixgro3en gewahlt werden mussten, um ein gutes Signal-zu-Rausch Verhaltnis
der Aufnahmen aufrecht zu erhalten. Die Matrixgrof3e in unserem Experiment lag
somit bei 256 ym x 152 um.

Auf Basis der DCE-MRT wurde die Signalintensitat in Kontrastmittelkonzentration
konventiert und unter Anwendung vom deskriptiven pharmakokinetischen
Kompartimentmodell nach Brix die Verteilungskinetik des Kontrastmittels mit
folgenden Parametern: Variable A, die Eliminationskonstante kg und die
Transferkonstante k21 beschrieben.

Dabei wurden die Parameter der einzelnen Datensatze nicht alleine betrachtet und
miteinander verglichen, sondern verschiedene Aspekte der Perfusion durch die
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gleichzeitige Betrachtung der aussagekraftigsten Parameter A und kz; analysiert. Die
kombinierte Betrachtung dieser Parameter lassen gute Ruckschlisse auf das
Anreicherungsverhalten des untersuchten Regions zu, wahrend der Parameter kg
direkt proportional zu der Konstante Kj, ist und dadurch weniger aussagestark ist.

Bei drei humanen Biopsaten (AT1, AT5, AT6) und einem aus dem Schwein
stammenden Biopsat lagen die Datensatze uber 30 Minuten Messzeitdauer, wodurch
die Beurteilung der Kontrastmitteldynamik in der spaten Phase ermoglicht wurde.
Auffallig war hier der Datensatz AT1 der entzundlichen Temporalisarterie und T2 der
nativen Schweinecarotis mit den hochsten kz; Werten, den hohen A Werten bei
niedrigsten ke Werten (fur AT1 kzq: 12,9251, A: 2,1130 und kei: 0,3595; flr T2 koq:
14,4167, A: 5,2120 und ke. 0,2072). In beiden Fallen haben die Kurven einen
schnellen Anstieg, hohe Amplitude und geringe Auswaschrate, welche einen
Plateau-Effekt in der Spatphase hervorruft. Hier sind die Intensitats-Zeit-Verlaufe und
Kurvenfit sehr ahnlich, obwohl es sich um verschiedene Geweben handelt
(entzundlich human versus gesund tierisch). Im Vergleich zu AT1 zeigen die
Datensatze AT5 und AT6 der humanen Arterien moderate kz1 bei hoheren ke Werten
(far ATS kz1: 1,0508, A: 2,0428, ke: 1,0151; fur AT6 kz¢: 2,8911, A: 2,8123, Ke:
0,4716). Die Verlaufe dieser Kurven haben also einen wie bei AT1 schnellen Anstieg
mit ahnlich hoher Amplitude, in der Spatphase ist jedoch deutlich erkennbare
Auswaschung mit hoheren ke Werten auffallig. Man erkennt, dass die alleinige
Betrachtung eines Parameters nicht ausreicht und keine Aussagen erlaubt. Beim
AT1 und ATS ist der Parameter A sehr ahnlich (A: 2,1130 versus A: 2,0428), obwohl
die Kurven in der Spatphase unterschiedlich aussehen. Beim AT1 (humane
Temporalarterie mit Plateau) und AT6 (humane Temporalarterie mit wash out)
ahneln sich die ke Werte (kei: 0,3595 versus kei: 0,4716), wahrend Parameter ko4
unterschiedlich gro® ausfallen (k1. 12,9251 versus kz1: 2,8911). Das bedeutet, dass
man nur durch gleichzeitige Betrachtung mehrerer Parameter einer ROl einen
vollstandigen Eindruck der Dynamik des Kontrastmittels bekommt und dass diese
Parameter nicht einzeln untereinander verglichen werden konnen. Es lasst sich
erkennen, dass humane Temporalarterien untereinander unterschiedliche
pharmakokinetische Darstellungen der KM-Kinetik aufweisen, obwohl es sich in allen
Fallen um primar entzindliche histologisch bestatigte Inflammationsherden einer
Riesenzellarteriitis handelt. Die Tendenz der Heterogenitat der Ergebnisse, die in der

qualitativen Analyse schon erkennbar war, setzte sich also in der quantitativen
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Analyse weiter fort. Durch den Vergleich der Datensatze und Kurvenverlaufe
zwischen humanen entzindlichen und porkinen entzindungsfreien Biopsaten
verstarkte sich der Verdacht, dass die in der Temporalarterie angenommene
Entzindung nach 21 Tagen Versuchsdauer nicht relevant in den Perfusionsstudien
zum Tragen kommt bzw. die Persistenz der Inflammation in der GefalRwand

hinterfragt werden musste.

Um die Korrelation zwischen den gewonnenen funktionellen DCE-MRT Parametern
und dem histomorphologischen Hintergrund der Erkrankung zu untersuchen, nutzten
wir die Analyse der CD68-Farbung der explantierten Transplantate. Mit einem gegen
humane Makrophagen gerichteten anti CDG68-Antikorper wurden die humanen
Makrophagen in den aus der Maus explantierten Temporalarterien dargestellt, um
die bestehende Entzindungsaktivitat des Gewebes nach 21 Tage Versuchsdauer
nachzuweisen. Entgegen der Erwartung und im Widerspruch zu ahnlichen in der
Literatur beschriebenen Xenotransplantatmodellen zeigten histologische Proben
einen massiven Verlust der Makrophagen in dem explantierten Gewebe. Eine
geringe restliche Persistenz dieser Zellen im Sinne einer residuellen entzindlichen
Aktivitat konnte in nur drei Biopsaten (AT1, AT3, und AT6) nachgewiesen werden.
Diese Restaktivitat der Entzindung kam jedoch in den Perfusionskurven nicht zum
Ausdruck. Wahrend die Kurve im Biopsat AT1 einen Plateaucharakter hatte, zeigte
die Kurve im Biopsat AT6 einen eindeutigen wash-out Effekt. Die Ergebnisse der
Transplantate mit histologisch nachgewiesener Restaktivitdt erlaubten keine
Differenzierung gegenuber Temporalis-Biopsaten ohne Restaktivitat und gegenuber
porkinen Arterien. Es konnte somit kein Zusammenhang zwischen den
histologischen Informationen und den multiparametrischen MRT-Daten dargestellt
werden.

Im Vergleich zwischen frischen, nicht implantierten und implantierten humanen
Gewebeproben einer Riesenzellarteriitis beschrieben Weyand und Kollegen, dass
nach 4 Wochen transplantatresidente Makrophagen noch reichlich vorhanden waren
und ihre funktionelle Kompetenz in der Synthesefortsetzung ihrer typischen Zytokine
IL-1R, IL-6 und TGF-31 weiter bestand. Gleichwohl fanden diese Forscher heraus,
dass die Zahlen der gewebeinfiltrierenden T-Zellen in 4 von 5 untersuchten
Transplantaten um 40% - 70% durch Sterben und Emigration sanken. Die

Forschungsgruppe um Weyand suggeriert zudem, dass der Uberwiegenden Mehrheit
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der noch proliferierenden Zellen im Entzundungsinfiltrat der CD68-Marker fehlt und
die Makrophagen sehr wahrscheinlich nicht ,nachgefullt werden® um eine
Entzindung aufrecht zu erhalten (Brack et al. 1997a). Der fast vollstandige Verlust
der Makrophagen in unserem Versuch uberrascht jedoch, und nach einer moglichen
Ursache muss gesucht werden. Im Gegensatz zu anderen Forschungsgruppen, bei
denen die Temporalarterien eingefroren und in flissigem Stickstoff bis zu
Implantation gelagert wurden (Brack et al. 1997a, Brack et al. 1997b), wurden in
unserem Versuchsaufbau frisch gewonnenen Arterien bei Zimmertemperatur in
einem RPMI Medium bis zu Transplantation aufbewahrt. An dieser Stelle kdnnte also
eine zu lange Zeit zwischen der Biopsieentnahme am Patienten und Implantation in
die Maus fur den starken Verlust der Makrophagenpopulation diskutiert werden.
Durch methodische und Ortliche Gegebenheiten lag diese Zeit in unserem
Experiment zwischen 1,5 und 2,5 Stunden und konnte fur die Vitalitat der Zellen nicht
unbedeutend sein. Die Lebensfahigkeit der Zellen in sowohl frischen wie in
tiefgefrorenen Arterienproben wurde jedoch von Chen et al. untersucht und in beiden
Fallen als hervorragend bezeichnet. Im Sinne der gewebezerstorenden
Immunantwort sollten solche Arteriensegmente funktionell unabhangige Einheiten
sein, die keinen direkten Zustrom von Zellen, Mediatoren oder Antigenen aus dem
Blutkreislauf des Patienten erfordern (Chen et al. 2015).

Ein moglicher kunftiger Ansatz zur Optimierung dieses Modells ware ein Einsatz von
isolierten humanen mononuklearen Zellen (PBMC: Peripheral Blood Mononuclear
Cell), die direkt nach der Biopsie-Transplantation zusatzlich in die Maus verabreicht
werden konnten. Die Mause pfp / Rag2 -/- Doppel Knock out gehoren zu
immundefizienten Mutanten, denen T-, B- und Killerzellen fehlen; durch die PBMC-
Infusion und das Eindringen der zirkulierenden entzindlichen Zellen in die
transplantierte Arterie konnte womaoglich die entzundliche Aktivitat im Biopsat nach
21 Tagen besser aufrecht erhalten werden. Dieser Ansatz wurde in einer Studie von
Chen untersucht und ergab, dass eine zusatliche PBMC-Infusion im Xenograftmodell
in Assoziation zu Intimaverdickung und zu erhohter Prasenz der humanen T-Zellen in
Transplantaten steht (Chen et al. 2015).

Die weitere Recherche zu den ahnlichen Xenograftmodellen hat keinen Hinweis oder
Verbesserungsvorschlag fur unseren Versuchsaufbau ergeben. Fur ahnlichen
Vorhaben ware moglicherweise empfehlenswert, erstens histologisch zu
untersuchen, inwiefern sich die Makrophagenpopulation in transplantierten Aa.
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temporales nach 7, 14 und 21 Tagen nach Implantation verandert, und zweitens die

Zeit zwischen Biopsie bis zu Implantation zu reduzieren.

4.4 Nutzen des vorliegenden Modells fir die praklinische
Bildgebung

Praklinische Tiermodelle sind in der Forschung schon seit langem genutzt und
unerlasslich, um menschliche Krankheiten besser zu verstehen, neue Technologien
zu entwickeln und ihre Potenziale und Grenzen zu definieren. Quantitative DCE -
MRT - Studien als in vivo Kleintierexperimente sind in der Literatur jedoch wenig
anzutreffen. Dabei bieten die Kleintiermodelle einen experimentellen Rahmen zur
Bewertung der MRT - Wirksamkeit mit gleichzeitig hohen diagnostischen Aussagen
uber den Charakter, Vaskularisation und Perfusion des Zielgewebes. Mit dem
speziell konstruierten und auf die Anatomie und Physiologie des Kleintiers
angepassten MRT System gelingt eine Perfusion - Bildgebung mit hochstem
Weichteilkontrast in sehr hoher zeitlicher und ortlicher Auflosung. Man bendtigt ein
bedeutend kleineres Kontrastmittel - Volumen bei gleichzeitig kleineren Tierchargen,
da jedes Tier seine eigene Kontrolle darstellen kann und es sind
Langzeituntersuchungen an einem Tier ohne invasive Biopsien moglich. Die
Optimierung der Untersuchungs- und Aufnahmeparameter kann der experimentellen
Fragestellung wahrend der Messung angepasst werden. Die universelle
Verwertbarkeit der Bildergebnisse, die MOoglichkeit der elektronischen
Datenverarbeitung und der qualitativen und quantitativen Datenanalysen bieten
weitere Vorteile der experimentellen Kleintier - MRT - Forschung dar.

Da die DCE - MRT vaskulare Effekte erfassen kann, eignet es sich insbesondere flr
therapeutischen Monitoring bei einer Vielzahl von Krankheiten die den Blutfluss
beeinflussen, wie z.B. bei Myokardinfarkt, Schlaganfall, Organtransplantation und
Krebserkrankungen. Muruganandham und Kollegen veroffentlichten eine in vivo
Studie zu Hemmung der Tumorangiogenese in einem menschlichen Lungentumor -
Xenotransplantatmodell, in dem antiangiogenische Effekte anhand DCE - MRT
nachgewiesen wurden. Bei behandeltem Tumor war eine visuelle Abnahme der
Kontrastierung im Tumor, die Reduktion der upslope Werte um 50% und Akep
Parameter um 44% als ein positives Ansprechen auf die Behandlung mit signifikanter

Wachstumsverzogerung und Abnahme der MikrogefalRdichte des Tumors
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interpretiert worden (Muruganandham et al. 2006). Die Forschungsgruppe um
Evelhoch untersuchte ein neuartiges Targeting-Mittel an einem murinen und
humanen Adenocarcinom-Modell unter Berechnung des AUC-Parameters und
beschreibt diesen als geeignet fur die Quantifizierung antivaskularer Wirkung bei
krebstherapeutischen Ansatzen. In dieser Studie wurde eine wesentliche
Linksverschiebung der AUC-Kurven nach der Behandlung als eine
arzneimittelinduzierte Senkung der KM-Aufnahme dokumentiert, welche als
Abnahme der Tumorperfusion und als positives Ansprechen auf die Behandlung
verstanden wurde. In allen behandelten Maus - und Menschtumoren konnten die
Forscher eine signifikante dosisabhangige Reduktion der mittleren AUC-Werte
zwischen 6% und 93% verzeichnen (Evelhoch et al. 2004).

Ein wie hier vorgestellter Xenotransplantatmodell einer Riesenzellarteriitis gab es
nach unserer Erkenntnis in der Durchfiuhrung von MRT- Perfusionsstudien bisher
noch nicht. Dabei konnten wir einen ausgepragten positiven T1- Effekt von
Gadolinium-basiertem Kontrastmittel in humanem A. temporalis Biopsat zeigen und
seine Kinetik anhand der Perfusionsparameter beschreiben. Das bedeutet, dass das
Biopsat einen suffizienten Anschluss an die murine Mikrogefal3versorgung gefunden
hat und seine Perfusion in diesem Modell multiparametrisch dargestellt werden kann.
Trotzdem ist dieses Konstrukt als Perfusionsmodell fur Vaskulitisbildgebung in
vorliegender Form nicht zu empfehlen. Die Ursache dafur liegt darin, dass die
entzundliche Aktivitat, die wir im Biopsat nach 21 Tagen Versuchsdauer vermuten, in
diesem Perfusionsmodell nicht zum Ausdruck kommt und sowohl die
Perfusionskurven als auch die multiparametrischen Werte keine Differenzierung
zwischen Kontrollgewebe und krankem Gewebe erlauben. Der artifizielle Charakter
dieses Implantationsmodells  Uberwiegt wahrscheinlich den Einfluss, den ein
restliches entzundliches Geschehen im Biopsat noch hat. Daraus resultierten in
vorliegender Studie Flusskurven, die zu inkonsistent erscheinen und mit dem
angenommenen entzundlichen Prozess nicht korrelieren. So gehort der Parameter
upslope prinzipiell zu einem entscheidenden Indiz, dass Hinweise auf ein
entzundliches oder tumordses Geschehen im Gewebe oder Organ liefert und z.B. in
der Prostata-Bildgebung fur Malignitat steht (Isebaert et al. 2012). In unserem
Versuch war der upslope jedoch sowohl in den humanen Riesenzellarteriitis-
Abschnitten als auch in den gesunden stabilen Schweinecarotiden stark ausgepragt,
sodass sich hieraus kein Hinweis auf eine Krankheitsaktivitat ableiten liel3.
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Desweiteren wird in der Spatphase der Gd-DTPA Anreicherung erwartet, dass in
pathologisch stark perfundiertem Gewebe wie z.B. im Tumor ein schneller wash out
in der Flusskurve auftritt oder durch stark ausgepragten kapillary Leack ein massiver
Ubertritt des Kontrastmittels ins Interstitium als Plateau erkennbar wird. Die Tendenz
in den von uns erstellten Flusskurven war hier ebenso diffus und erlaubte keine
Demarkierung einer entzindlichen Aktivitat. Die Spatphase war sowohl in den
gesunden Schweinecarotiden wie in den humanen Biopsaten von einem
ausgedehnten Plateau dominiert. Eine Ausnahme bildeten zwei humane Biopsate,
die einen wash out-Effekt nach 30 Minuten Messzeit zeigten. Damit konnten die in
der aktuellen Arbeit erhobenen Ergebnisse nicht eindeutig interpretiert werden und
als Hinweis zur Abschatzung der Krankheitsaktivitat nicht genutzt werden.

Als Konsequenz der diskutierten Sachverhalte ist vom Einsatz der DCE-MRT bei
vorliegendem Versuchsaufbau und der gegebenen Fragestellung abzuraten. Dafur
gibt es zwei Grunde: Erstens ergibt sich aus den Perfusionsparametern der
Xenotransplantate keine Graduierung einer maoglichen zugrundeliegenden
entzundlichen Aktivitat. Dies kann auch auf der weiteren wesentlichen Problematik
eines fast vollstandigen Verlustes einer entzindlichen Makrophagenaktivitat im
Xenotransplantat basieren. Das Modell eignet sich somit in vorliegender Variante
nicht zur Vaskulitisbildgebung, und von seinem Einsatz als Perfusionsmodell in

experimentellen in vivo Therapiestudien muss somit abgeraten werden.

4.5 Technische und methodische Limitationen einer DCE - MRT

Untersuchung in einem Mausmodell

Die Anwendung der DCE-MRT bei der praklinischen Kleintierforschung birgt eine
Reihe von Herausforderungen. Die semiquantitativen Ergebnisse der
Perfusionsparameter upslop und area under the curve hangen von der genauen
Positionierung der ROIs ab. Die Festlegung der ROI, der die zu vergleichenden
Areale bestimmt und damit die erfassten Unterschiede beeinflusst, ist dabei ein
entscheidender Schritt und besonders in den Mausgefalien problematisch. Hier kam
es zwischenzeitlich zu einer geringen Bewegung des Tieres, was in Verbindung mit
einem sehr kleinen Messareal von ca. 0,7mm Durchmesser eine Festlegung der ROI
im Gefall erschwert. In manchen Fallen mussten die einzelnen ROIls zu den

unterschiedlichen Zeitpunkten manuell und einzeln bestimmt werden, was mit einem
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zeitlich sehr hohen Aufwand verbunden war. Zur optimalen Anlage einer ROl im
murinen Gefall besteht bis dato keine Empfehlung. Die daraus resultierende,
uneinheitliche Verwendung erschwert die Vergleichbarkeit der gewonnenen
Ergebnisse.

Bei Betrachtung der Kontrastmittelkinetik ist zu berucksichtigen, dass die Dynamik
der Konzentration von GD- DTPA zum Zeitpunkt der Messung in groRem Malde von
den individuellen Faktoren wie Herzfrequenz, arterial input function (AIF),
Injektionsgeschwindigkeit und Ort der Injektion, aber auch vom Scannertyp und
technischen Einstellungen abhangt. Da diese Faktoren bei jeder Messung
verschieden sind, handelt es sich um relative Ergebnisse, die nur begrenzt
miteinander vergleichbar sind (Khalifa et al. 2014).

Eine quantitative Analyse der Perfusion kann durch eine AIF optimiert werden, die
separat fur jedes Versuchstier bestimmt werden sollte. Eine direkte Bestimmung der
AIF am Zielgewebe war in unserer Studie aufgrund der Fokussierung auf die
Transplantate nicht mdoglich. Die von Theis et. al vorgeschlagene LoOsung, die
gefittete AIF aus den akquirierten MRT - Datensatzen nach KM - Gabe im linken
Ventrikel des Herzens zu gewinnen, zeigte eine sehr ausgepragte interindividuelle
Variabilitat der AlF, die sich dann in den ermittelten Parametern widerspiegelt (Theis
et al. 2008). Allerdings verhinderte die anatomische Positionierung des Biopsates
am Hinterlauf der Maus auch eine gleichzeitige Abbildung vom Herz und Biopsat
zum Zeitpunkt der Injektion, wodurch die parallele Bestimmung der AIF am Herzen
wahrend der Untersuchung nicht moglich war. Zur Losung dieses Problems nutzten
wir den deskriptiven, pharmakokinetischen Zwei-Kompartiment-Modell nach Brix, das
mit einer langsamen, klar definierten KM - Infusion arbeitet und somit die schwierige
Bestimmung einer AIF an der Maus umgehen lassen hat. Diese deskriptive Methode
mit Erstellung der Parameter A, ke und kz¢ des zugrunde liegenden Modells kann
aber nicht mit physiologischen GroRen wie regionalem Blutfluss oder dem regionalen
Blutvolumen in Beziehung gesetzt werden.

Als mogliche weitere technische Limitation ist die manuelle Gabe des
Kontrastmittels zu nennen. Kritisch ist dies hinsichtlich des Parameters wash-in /
upslope zu bewerten, da dieser Parameter explizit die Kontrastmittelanflutung
wiedergibt. Zur Verbesserung der Methodik konnte der Einsatz eines MRT -

Perfusors fur Kleintiere zur Vereinheitlichung der Applikationsgeschwindigkeit und
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zur gezielten Gabe am Anfang eines Messintervalls beitragen. Ein Perfusor in dieser
Form stand uns nicht zur Verfugung.

In dieser Pilotstudie haben wir insgesamt 8 Versuchstiere eingeschlossen, davon
waren nur zwei mit gesunden Schweinearterien als Kontrolltiere untersucht worden.
Dieser geringe Stichprobenumfang von Tieren stellt eine Limitation der Studie dar.
Da sich aus den Perfusionskurven und den extrahierten Parameter im Vergleich
zwischen den Kontrollproben und den humanen Biopsien keine Hinweise auf
Kennzeichen entzindlicher Veranderungen ergaben, haben wir als Konsequenz im
vorliegenden Versuchsaufbau auf weitere Versuchstiere als Kontrolltiere bewusst
verzichtet, da der weitere Einsatz von Versuchstieren auf Basis der vorliegenden

Ergebnisse nicht gerechtfertigt gewesen ware.
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5. Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war es, zu untersuchen, ob die Perfusion von humanen Biopsaten
der A. temporalis superficialis in einem murinen Xenotransplantat-Tiermodell unter
Verwendung der dynamischen kontrastmittelverstarkten
Magnetresonanztomographie (DCE-MRT) nachgewiesen werden kann und ob die
dabei erhobenen Perfusionsparameter Hinweise auf das Ausmalf der entzlindlichen
Aktivitat ergeben. Um dies zu Uberprifen, wurden Temporalarterien- Biopsate (n = 6)
von Patienten mit nachgewiesen aktiver Riesenzellarteriitis subkutan in
immuninkompetente  pfp / Rag2 Doppel Knock out- Mause implantiert. Als
Referenzgewebe fur die Untersuchung wurden zwei (n = 2) gesunde, aus dem
Schwein stammende Arteria carotis- Abschnitte in der gleichen Art in Mause dieser
Population implantiert. Nach 21 Tagen folgte dann im Rahmen einer dynamischen
MRT- Untersuchung die i.v. Applikation eines Gadolinium- haltigen Kontrastmittels.
Die Perfusion des Kontrastmittels wurde semiquantitativ aus den Signalintensitat-
Zeitkurven in allen transplantierten GefalRen im Vergleich zum Muskelgewebe
analysiert und mittels der Perfusionsparameter upslope und area under the curve
charakterisiert. Zur quantitativen Analyse der T1- gewichteten dynamischen
kontrastverstarkten MRT (DCE-MRT) wurde ein deskriptives, pharmakokinetisches
Modell nach Brix verwendet und die Kontrastmitteldynamik durch die Parameter
Amplitude A, ko1 und ke reprasentiert.

Die Kontrastverstarkung wurde in 8 von 8 der vaskularen Transplantaten in den
Intensitats-Zeitkurven nachgewiesen und zeigte sich dort jeweils ausgepragter als in
dem Muskelgewebe der Versuchstiere, beweisend fur ein Einwachsen aller Biopsate
mit suffizienter Vaskularisation durch murine Neo-Angiogenese. Die mit DCE-MRT
erhobenen Parameter upslope, AUC, A, ke und ka1 spiegelten somit die Perfusion
der Xenotransplantate wider, hatten jedoch keine nachweisbare Aussagekraft Uber
die Art des Implantates und Uber den Effekt einer entzindlichen Aktivitat: Die
Auswirkung einer initialen Inflammation fand keinen Ausdruck in den Flusskurven
und den hieraus berechneten Parametern. Ursachlich ist vermutlich zumindest
anteilig ein Uber das in der Literatur beschriebene Ausmal} hinausgehender Verlust
der Makrophagenprasenz in den Temporalarterien wahrend des dreiwdchigen
Zeitraumes der Transplantation.

Allerdings erbrachte auch die Perfusions-Analyse der Biopsate, bei denen eine
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restliche entzindliche Aktivitat noch vorhanden war, gegenuber derjenigen, bei
denen keine nachweisbaren Makrophagen mehr existent waren, keine fassbaren
Unterschiede in den Perfusionswerten und Flusskurven. Offenbar Uberwiegt in
diesem Xeno-Transplantationsmodell der hiermit verbundene artifizielle Charakter
der Vaskularisation den Einfluss entzundlicher GefaRwandveranderungen auf die
Perfusion.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass sich dieses Modell in der dargestellten
Form trotz des erfolgreichen Einwachsens der Transplantate als Perfusionsmodell fur
die Vaskulitisbildgebung als nicht praktikabel erwiesen hat und dass daher von
seinem Einsatz bei ahnlichen Fragestellungen oder in experimentellen
Therapieverlaufsstudien abzuraten ist. Als Ausblick auf mdgliche kunftige
Anwendungen dieses Tiermodells in Perfusionsstudien der Riesenzellarteriitis konnte
erwogen werden, ob eine Optimierung dieses Modells beispielsweise durch eine
Modifikation mittels postoperativer Interleukin- oder Zell- Infusionen zur

Aufrechterhaltung der Entzindungsaktivitat im Xenotransplantat erfolgen kann.
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7. Anhang

7.1 Tabellarische Darstellung der Materialien

Tabelle 5: Chemikalien und Medizinprodukte

Chemikalien und Medizinprodukte

Bezugsquelle

AEC Substratsystem Dako

Dako Denmark A/S, Glostrup, Danemark

Anti-CD 31-Antikorper

Rabbit polyclonal, Isotype 1gG
ab 124432

Lot: GR 135939-2

Abcam, Cambridge, UK

Anti-CD 68-Antikorper

Rabbit monoclonal reacts to human,
Isotype IgG

Clone: SP 251
MAB: 12199
Lot: 140427 LVC

Abnova Corporation, Taipei, Taiwan

Anti-CD 68-Antikorper

Rabbit polyclonal
Isotype IgG

MBS: 175328
Lot: 01511120118105

reacts to mouse,

MyBioSource, San Diego, USA

Antikorperverdinnungspuffer
Diluent medac B1-31 C

Lot: 150511002

Antibody

medac GmbH, Wedel, Deutschland

HRP-Polymer anti-Rabbit Antikorper
Ref: ZUC032-006
Lot: N354-2

Zytomed Systems, Berlin, Deutschland

Bepanthen® Augensalbe

Bayer  Vital
Deutschland

GmbH, Leverkusen,

Carprofen, Rimadyl©

Zoetis GmbH, Schweiz

Citratpuffer, Dako Retrieval Solution
S 1699

Dako Denmark A/S, Glostrup, Danemark

Ethanol Merck, Darmstadt, Deutschland
Formalinlosung 3,7% in 0,1mol Na- | fertig angesetzt
Phosphatpuffer,

pH Wert 7 4
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Hansaplast-Spruhpflaster®

Beiersdorf AG, Hamburg, Deutschland

Hamalaun

Merck, Darmstadt, Deutschland

Isofluran/Luft-Gemisch, Forene®

Abbott GmbH & Co.KG, Wiesbaden,
Deutschland

Isotone Natriumchloridlosung 0,9%

B.Braun, Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland

Ketamin 100 mg/ml

Fa. Graub, Bern, Schweiz

Gadopentetat-Dimeglumin
Magnograf®

(Gd-DTPA)

Bayer Pharma AG, Berlin, Deutschland

Peroxidaseblock S 2023
Lot: 20012698

Dako Denmark A/S, Glostrup, Danemark

Rabbit IgG Negativkontrolle, NC495 AA
Lot: 120214

Biocare medical, Concord, USA

2-Propanol 50%,70%,90%

Riedel-de Haén AG, Seelze

Rompun 2%

Bayer Pharma AG, Berlin, Deutschland

RPMI 1640 Medium Ref.:52400025,
Gibco®

Gibco® by Life Technologies Carlsbad,
Kalifornien, USA

Wachs Paraplast® plus

McCormick ScEientific, St.Louis, USA

Xylol

Merck, Darmstadt, Deutschland

Tabelle 6: Gerate und Verbrauchsmaterial

Gerate und Verbrauchsmaterial

Bezugsquelle

Einmalskalpell, Fig.: 11

Aesculap GmbH, Tuttlingen, Deutschland

Einmalspritzen, Injekt®-F, 1ml

B. Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland

Eppendorf-Reaktionsgefalle 2ml

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Eppendorfhutchen

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
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Einbettkassetten

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Gewebeeinbettautomat LEICA TP 1020

MC Labor OHG, Albstadt, Deutschland

Hydrophober Stift, Elite PAP

Bio Trend, Koln, Deutschland

Kanulen, Sterican®, 0,30 x 12 BL/LB

B. Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland

Klebeband, Transpore 3M

B. Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland

Insulinspritzen 11-40 10x1ml, 0,30x8 BD
Micro-Fine™

BD Medical, Heidelberg, Deutschland

Isofluran Anlage

FMI Fohr Medical Instruments GmbH,
Seeheim-Ober Beerbach, Deutschland

Isofluran Dampfer Vapor 19.3

Drager, Lubeck, Deutschland

Katheter-Schlauch, Leukosilk©

BSN medical
Deutschland

GmbH, Hamburg,

Main transmission cail, ,singel loop“coil

Bruker BioSpin MRI GmbH, Ettlingen,
Deutschland

Mirax® Midi®-Scanner Marlin

Carl Zeiss Microimaging GmbH, Jena,
Deutschland

MRT 7-Tesla Kleintier-Scanner | Bruker BioSpin MRI GmbH, Ettlingen,
ClinScan® Deutschland

Pertex ™ Medite, Nunningen, Deutschland
Pinzette Stainless Stoma, Tuttlingen, Deutschland
Lot : 4080.16

Pipetten Eppendorf Reference 0,1-2,5 pl;
0,5-10 pl; 10-100 pl; 20-200 pl; 100-1000
i

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Pippetenspitzen Tip Stack Pack

Sarstedt AG, Numbrecht, Deutschland

Praparierschere Jameson 150mm

Aesculapt
Deutschland

GmbH, Tuttlingen,
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Prazisionswaage EK-4000H

A&D Company, Limited, Tokyo, Japan

Schermaschine Aesculapt Exacta

Aesculapt Suhl

Deutschland

GmbH, Suhl,

Small Animal Monitoring and Gating
System, Model 1025

SA Instruments Inc, New York, USA

Warmematte, New T/Pump Warm Water
Recirculator

Gaymar Kent
Torrington, USA

Scientific Corporation,

Warmesystem MRT, Thermo Scientific
SC100

Thermo Fisher Scientific Inc, Waltham,
USA

Verlangerungsleitung far Druck-

Infusionssysteme

B. Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland

Tabelle 7: Software

Softwareprodukte Bezugsquelle

IMPAX SE AGFA HealthCare, Mortsel, Belgien
MATLAB® MathWorks, Natick, USA

Microsoft Office® 2007 Microsoft Corporation, USA

Panoramic MIDI®, Panoramic Digital
Slide Scanner

3DHISTECH, Budapest, Ungarn

Panoramic Viewer® 1.15.4

3DHISTECH, Budapest, Ungarn

Syngo MR B15

Siemens Medical Solutions Inc, USA
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