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.. Abkirzungen, Symbole und Ubersetzungen

ADC — Apparent Diffusion Coefficient

BHS — Blut-Hirn Schranke

BDNF — brain derived neurotrophic factor

CIS — clinically isolated syndrome (klinisch isoliertes Syndrom)

CNR - Contrast-to-noise Ratio (Kontrast-zu-Rausch Verhaltnis/Wert)

DAPI — 4’,6-Diamidin-2’-Phenylindol-Dihydrochlorid

DWI — Diffusion weighted imaging (Diffusions gewichtete Bildgebung)

EAE — Experimentelle Autoimmune Encephalomyelitis

FITC — Fluoreszeinisothiocyanat

GAPDH - Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase

GSH - reduziertes Glutathion

GSSG - oxidiertes Glutathion

HLA — Humanes Leukozyten Antigen

ICAM — Inter-cellular adhesion molecule

KM — Kontrastmittel

LFB — Luxol Fast Blue

MCAo — Middle cerebral artery occlusion (Arteria cerebri media Okklusionsmodell)

MAK — Makrophage

MBP — Myelin basisches Protein

MHC — Main histocompatibility complex

MOG — Myelin Oligodendrozyten Glykoprotein

MPO — Myeloperoxidase

MPO-Gd — bis-5-Hydroxytryptamid-Diethylen-triamin-Pentaacetat Gadolinium

MR — Magnet Resonanz

MRT — Magnet Resonanz Tomographie

MS — Multiple Sklerose

NADPH — Nicotinsaureamid-Adenin-Dinucleotid-Phosphat

NCNR — normalised contrast-to-noise ratio (normalisiertes Kontrast-zu-Rausch
Verhaltnis)

NEU — Neutrophiler Granulozyt

PCR — Polymerase Kettenreaktion

PLP — Proteolipid Protein

PMA — Phorbol 12-Myristat-13-Acetat

PNS — Peripheres Nervensystem

PWI — Perfusion weighted imaging (Perfusions gewichtete Bildgebung)

R; — longitudinale Relaxationszeit

R? — Korrelationskoeffizient

ROS — Reaktive Sauerstoff Spezies

SNR - Signal-zu-Rausch Verhaltnis

USPIO — ultra small paramagnetic iron oxide (ultra kleines paramagnetisches Eisenoxid)

T1W — T1 gewichtet

T2W — T2 gewichtet

TMB — Tetramethylbenzidin

ZNS — Zentrales Nervensystem

5-HT-Gd-DTPA - bis-5-Hydroxytryptamid-Diethylen-triamin-Pentaacetat Gadolinium (im
weiteren auch als ,MPO-Gd* bezeichnet)



Einleitung

Il. Einleitung

1. Multiple Sklerose
Die Multiple Sklerose ist mit einer Erkrankungshaufigkeit von 1:800 in Europa die

haufigste, zur Behinderung fuhrende neurologische Erkrankung bei jungen
Erwachsenen (Frohman et al., 2006; Kieseier and Wiendl, 2006; Noseworthy et
al., 2000). Hierbei fuhrt eine Autoimmunreaktion gegen korpereigene Antigene
auf Oligodendrozyten zu einer sukzessiven Zerstérung der Myelinscheide, was
mit einem schon frih im Krankheitsverlauf zu beobachtenden Verlust von
Neuronen und Axonen einhergeht (Hemmer et al., 2002; Schirmer et al., 2009).
Der Ausloser der Erkrankung ist bis heute unklar. Assoziationen bestehen
sowohl mit verschiedenen genetischen Polymorphismen im MHCIlI / HLA
Komplex (Oksenberg et al., 2008), verschiedenen Virusinfektionen (Sibley et al.,
1985) wie auch Umweltfaktoren (Ebers, 2008). Klinisch kdnnen unterschiedliche
Verlaufe beschrieben werden, die allesamt einen chronischen Verlauf zeigen und
meist durch eine zunehmende Behinderung gekennzeichnet sind. Ein
schubférmiger Verlauf der Erkrankung (,Remitting-Relapsing“) wird bei etwa 85%
der MS Patienten beschrieben, wobei sich haufig Symptome nur unvollstandig
zurickbilden und es im Krankheitsverlauf oftmals zu einer sekundéren
Progression der Erkrankung mit zunehmender Behinderung kommt (sekundar-
progressiver Verlauf). In etwa 15% der Falle steht bereits initial eine progressive
Verschlechterung der Erkrankung im Vordergrund (primér-progressiver Verlauf),
wobei hier keine Schibe auftreten. Dieser Subtyp der Erkrankung geht mit der
hdchsten Morbiditat und Mortalitat einher. Zudem gibt es ein klinisches isoliertes
Syndrom (CIS), dass mit der gleichen neurologischen Erstmanifestation
einhergeht, bei dem es jedoch bei einem Lebenszeitereignis bleibt und es nicht
zu weiteren Schiben kommt. Patienten mit einem CIS entwickeln jedoch mit
hoher Wahrscheinlich eine manifeste MS mit weiteren Schiben (etwa 80% in 5
Jahren). Nichtsdestotrotz ist das Stellen der Diagnose ,Multiple Sklerose“ erst bei

einem zweiten Ereignis moglich (Kriterium der ,Zwei-Zeitigkeit“). Auch mussen
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zur Diagnosestellung unterschiedliche neurologische Systeme betroffen sein
(Kriterium der ,Zweiseitigkeit®).

Weiterhin existieren unterschiedliche Unterformen der MS, die mit verschiedenen
Erkrankungslokalisationen einhergehen. So sind hier vor allem die
Retrobulbarneuritis (Neuritis nervi optici, NNO) sowie die Neuromyelitis optica
(NMO) zu nennen (Simon and Kleinschmidt-DeMasters, 2008).

Im Mittelpunkte der ,klassischen® schubformigen MS stehen chronisch-
entziindliche, demyelinisierende Plaques, die primdr mit einem axonalen
Leitungsblock einhergehen, wodurch sich unter anderem die schnell auftretenden
klinischen Symptome erklaren lassen, die sich noch komplett zurtickbilden
kénnen. Die Lasionen treten dabei rAumlich dissiminiert in der gesamten weil3en
Substanz des zentralen Nervensystems auf und stellen sich als demyelinisierte
Areale mit Entzindungsinfiltraten dar, wobei es im Verlauf der Erkrankung schon
relativ frih zu axonalen Schadigungen und neuronalem Verlust kommt, wodurch
die persistierenden, neurologischen Ausfalle zu erklaren sind (Bitsch et al., 2000;
Trapp et al., 1999). Zudem stellt sich in letzter Zeit heraus, dass Lasionen auch
in der grauen Substanz wie im Cortex auftreten kénnen.

Histologisch finden sich in den Lasionen Entziindungszellen in Form von B- und
T-Lymphozyten (CD8+, CD4+) wie auch aktivierten Makrophagen und Mikroglia.
Neutrophile Granulozyten spielen bei der ,klassischen MS* keine Rolle. Wahrend
bisher nicht verstanden ist, was die entzindliche Kaskade auslost, die zur
Demyelinisierung und neuronalen Schadigung fuhrt, so wird doch in letzter Zeit
immer klarer, dass mononukleére Zellen als Effektorzellen (Makrophagen und
Mikroglia) direkt oder durch die Produktion hochreaktiver Sauerstoffspezies und
die Schaffung eines ,entziindlichen Millieus® zur Schadigung von Myelin und
Neuronen beitragen (Benveniste, 1997; Geurts and Barkhof, 2008; Misgeld and
Kerschensteiner, 2006).

Entsprechend den mdglichen Lokalisationen der Plaques sind auch die

klinischen Symptome sehr vielfaltig. Diese kdnnen sowohl das sensorische,
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motorische wie auch das sensible Nervensystem betreffen, wobei auch kognitive
Veranderungen bei MS Patienten haufig beschrieben werden. Als
Erstmanifestion werden von Patienten haufig Symptome wie Doppelbilder,
Schwindel, Gangunsicherheit, motorische Schwéche oder sensible Ausfalle im
Sinne eines fokal neurologischen Defizits beklagt. Der individuelle
Krankheitsverlauf ist sehr unterschiedlich und schwierig vorherzusagen. Zur Zeit
wird intensiv an ,Biomarkern“ geforscht die eine individuelle Prognose erlauben
(Lutterotti et al., 2007). Zur Diagnostik wird neben der oft typischen klinischen
Prasentation des Patienten, die Liguordiagnostik (typisch sind Pleocytose,
intrathekale IgG Synthese mit oligoklonalen Banden und Proteinerhéhung),
neurophysiologische Untersuchungen (Nervenleitgeschwindigkeit, evozierte
Potentiale) sowie die neuroradiologische Magnet Resonanz Bildgebung
herangezogen. Therapeutisch steht heute im akuten Schub ,immer noch nur die
unspezifische Immunsuppression mit Cortisonpraparaten im Vordergrund
(Hochdosistherapie z.B. mit 1g Solu-Decortin fir 3 bis 5 Tage mit
anschlieBendem Ausschleichen des Cortisons). Bringt dies keine substanzielle
Besserung der Symptomatik kann auch Uber eine Plasmapharese oder
Immunabsorbtion nachgedacht werden, um zirkulierende Antikérper aus dem
Serum herauszufiltern. Nach Abklingen des Schubes stehen inzwischen fiir die
Verhinderung weiterer Schiibe eine ganze Reihe von immunmodulatorischen und
immunsuppressiven Substanzen zur Behandlung zur Verfigung (Thrower, 2009).
Zu nennen sind hier v.a. die B-Interferone sowie Glatirameracetat. Auch die
,neuen Biologicals® wie Natalizumab (oslntegrin-Inhibitor) oder Alemtuzumab
(Anti CD52 Antikoérper) kommen mehr und mehr zum Einsatz (Hemmer and
Hartung, 2007; Vartanian et al., 2004). Diese haben jedoch in selten Féallen
gravierende Nebenwirkungen. Insgesamt erhdohen die Therapien nachweislich
das schubfreie Intervall sowie die Lebenserwartung, wobei ein friher
Therapiebeginn angestrebt wird. Die Heilung der Erkrankung ist bis heute nicht

moglich.
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Ein murines Tiermodell der MS st die experimentelle autoimmune
Encephalomyelitis (EAE), das am ehesten die schubférmige MS abbildet und bei
der durch die Immunisierung mit Oligodendrozytenantigenen wie MOG, PLP oder
MBP sowie die Stimulation des Immunsystems mit ,Freudschem Adjuvant® eine
MS-ahnliche Erkrankung induziert werden kann, bei der es zu progredienten
motorischen Ausféllen sowie vergleichbaren histopathologischen Korrelaten wie
bei der MS kommt (Wekerle et al., 1994).

2. Cerebrale Ischamie
Die cerebrale Ischamie ist die dritthaufigste Todesursache in der westlichen Welt

und geht mit hoher Morbiditat und Mortalitat einher. Sie bildet mit 85% der
Schlaganfélle den Hauptanteil unter diesen. Intracerebrale und subarachnoidale
Blutungen sind dagegen weit seltener. Meist kommt die Ischamie durch lokale
Thrombosen auf dem Boden einer Arteriosklerose der grof3en Gefal3e oder durch
Embolien aus dem Herzen bei Vorhofflimmern oder von abgesprengten Plaques
der Arteria carotis zu Stande, die den Verschluss einer hirnvorsorgenden Arterie
verursachen (Dirnagl et al., 1999).

Durch die Minderversorgung mit Sauerstoff und Glukose kommt es zum
hypoxischen Schaden und zum Zusammenbruch von ATP-abhangigen zellularen
Prozessen im betroffenen arteriellen Versorgungsgebiet, was in erster Linie zum
Zelluntergang durch Nekrose fiihrt. Insgesamt kann die Homoostase des
Gewebes nicht aufrecht erhalten werden. Dies fuhrt u.a. zum Zusammenbruch
von lonengradienten, worauf ein intrazellularer Ca** Anstieg, die Aktivierung von
Ca’*-abhangigen, pro-apoptotischen Signalwegen und die Ausschiittung von
Glutamat folgen. Dieser exzitatorische Neurotransmitter depolarisiert dauerhaft
umliegende Nervenzellen, was zusammen mit dem ungeregelten Einstrom von
lonen und extrazellularer Flussigkeit zu einem cytoplasmatischen und vasogenen
Odem flhrt und als ,glutamaterge exzitatorische Toxizitat“ bezeichnet wird
(Hossmann, 2003). Die resultierende Hirnschwellung birgt die Gefahr der akuten

Hirnstammeinklemmung in der ersten Woche nach Infarkt. Zudem kann es im
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nekrotischen Gewebe mit den ebenfalls betroffenen GeféaBen zu einer
sekundaren Einblutung kommen, was oft fatale Folgen hat.

Unterschieden werden kann neben dem Infarktkern, die sogenannte ,Penumbra®,
die zwischen gesundem Gewebe und dem Infarktkern liegt und als gefahrdetes
Gewebe bezeichnet wird (,tissue at risk“). Dieses kann durch rechtzeitige
thrombolytische Therapie gerettet werden und geht ansonsten ins Infarktareal mit
ein (Hossmann, 2006).

Neben diesem direkten hypoxischen Schaden kommt es zuséatzlich zu einer
sekundaren entzindlichen Reaktion mit der massiven Rekrutierung von
Entzindungszellen, die einerseits den Zell Detritus phagozytieren, andererseits
aber auch durch die Produktion von reaktiven Sauerstoff Spezies (ROS) zu
zusatzlichem inflammatorischem Schaden® fuhren (ladecola and Alexander,
2001; Lo et al., 2005). So zeigen experimentelle murine Ischamiemodelle, dass
durch eine Unterdriickung der zellularen, inflammatorischen Reaktion nach
Schlaganfall (z.B. durch Blockade der Neutrophileninfiltration mit Hilfe eines
ICAM-1 Antikorpers (Kitagawa et al., 1998) oder durch die Unterdrickung von
Cytokinen wie Interleukin-1 (Loddick and Rothwell, 1996) oder ,pro-
entztindlichen molekularen Reaktionen* (Jiang et al., 2006) die Infarktgrosse
signifikant verkleinert werden kann (30 bis 60%). Es wird angenommen, dass
sich dieser inflammatorische Schaden tUber mehrere Tage entwickelt, in denen
pro- und anti-inflammatorische Signalwege aktiviert werden (Baird and Warach,
1998; Liesz et al., 2009). Insgesamt treten hier also Dynamiken auf, die weit Uber
das 4 ¥ - stuindige Lyse Fenster hinausgehen (Hacke et al., 2008) und die bisher
schlecht verstanden sind und daher klinisch kaum angegangen werden kénnen.
Warum anti-entzindliche Therapiestudien bei der klinischen
Schlaganfallbehandlung bisher keinen Erfolg zeigten, ist Thema der aktuellen
Diskussion (Endres et al., 2008; Shuaib et al., 2007). Wahrscheinlich liegen die
Grinde unter anderem darin, dass die Entzindung ,januskopfartig“ positive wie
negative Effekte hat. Einerseits muss zerstortes Gewebe abgebaut und
reorganisiert werden, andererseits schitten  Entzindungszellen  pro-

inflammatorische Mediatoren aus, die korpereigenes Gewebe schadigen kdonnen.
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Die Aufgabe wird also in Zukunft sein, die Entziindung vielmehr zu modulieren
als diese rein zu unterdricken. Das ,alte* Konzept der ,rein schadlichen

Entzindung® scheint Uberholt zu sein.

3. Reaktive Sauerstoff Spezies
Reaktive Sauerstoff Spezies sind kleine Atome und Molekile, die in einem

grof3en Netzwerk von ineinander umwandelbaren Molekilen vorliegen und, die
allesamt als potente Oxidanzien fungieren. So wird Superoxid (O,) vor allem in
Neutrophilen und Makrophagen durch das membranstandige Enzym NADPH
synthetisiert. O, kann dann weiter zu Wasserstoffperoxid (H,O;) reagieren, was
durch die Superoxiddismutase (SOD) katalysiert wird. H,O, kann weiter durch
Myeloperoxidase, Glutathion Peroxidase oder Katalase in H,O und H*
umgewandelt und so ,unschadlich® gemacht werden. Aus H,O, kann jedoch auch
das hochreaktive Hydroxylradikal (OH") sowie Hypochlorid (OCI") entstehen, die
als wichtige Mediatoren des Radikalschadens angesehen werden. Im
pathophysiologischen Kontext koénnen die verschiedenen ROS durch
Lipidperoxidation, Membranoxidierung und direkte DNA Interaktion schadigend
auf verschiedenste Zelltypen wirken (Abb.1a, (Droge, 2002). So sind vermehrte
ROS Reaktionen mit verschiedensten Erkrankungen wie neoplastischen -
(Dreher and Junod, 1996; Klaunig et al., 2008), autoimmunen - (Perricone et al.,
2009) und neurodegenerativen Erkrankungen (Rosen et al., 1993; Wallace,
2005) in Verbindung gebracht worden. Auch bei der Multiplen Sklerose und bei
der cerebralen Ischamie werden ROS in hohem Mal3e freigesetzt und scheinen
auch hier negative Auswirkungen zu haben. In den letzten Jahren wurde zudem
klar, dass ROS neben diesen ,ungerichteten“ oxidativen Reaktionen, direkt als
Signal-Molekul fungieren kdnnen und z.B. chemotaktisch auf Leukozyten wirken
(Niethammer et al., 2009) sowie spezifisch Transkriptionsfaktoren modifizieren
kénnen und so Einfluss auf die Genregulation haben (D'Autreaux and Toledano,
2007). Moglicherweise kommen den reaktiven Sauerstoff Spezies auf diese

Weise eine Doppelrolle zu.
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NAD(P)H oxidases

7 i S MPO
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Abb. 1a) Reaktive Sauerstoff Spezies und die Reaktionen des Enzyms Myeloperoxidase
Gezeigt sind die Entstehungswege von ROS und deren Abbau durch die Redoxsysteme der
Zelle. Das Enzym NADPH in Makrophagen und Neutrophilen erzeugt Superoxid (O,), das in
Wasserstoffperoxid (H,O,) umgewandelt wird. Zusétzlich entsteht O, als toxisches Nebenprodukt
der Atmungskette in den Mitochondrien, wenn Elektronen direkt auf molekularen Sauerstoff
Ubertragen werden. Myeloperoxidase (MPO) kann neben Katalase und Glutathion (GSH) H,O,
oxidieren und wird dabei selbst reduziert. (modifiziert nach Drége, Physiol. Rev., 2002).

Vieles erscheint jedoch bis heute im Feld der Biologie der reaktiven Sauerstoff
Spezies unverstanden oder ist bis heute Spekulation. Insgesamt erscheint ein
groRes Problem zu sein, dass ROS bisher kaum spezifisch in vivo visualisiert
werden konnen und deshalb lange Zeit nur deren Oxidationsprodukte in vitro
untersucht werden konnten. Erst in den letzten Jahren entstanden erste, meist
fluoreszente Sensoren, die eine Detektion von Molekilen wie O, (Wang et al.,
2008) H,0O, (Belousov et al., 2006) oder des Glutathion Redox Potentials
(Gutscher et al., 2008) in vivo ermdglichen. Allerdings steht hier die Ubertragung
in Krankheitsmodelle noch grof3teils aus und die meisten bisher publizierten
Ergebnisse entsprechen Zellkulturversuchen. Dariber hinaus gibt es zur Zeit
keine MR-Kontrastmittel, die eine direkte Visualisierung von ROS in

Versuchstieren ermdglichen wirden.

4. Das Enzym Myeloperoxidase
Das Redoxenzym Myeloperoxidase spielt im Entziindungsgeschehen eine

zentrale Rolle. Es wird von Makrophagen/Mikroglia und Neutrophilen beim
oxidativen Burst sezerniert und stellt insgesamt 1-5% des Gesamtproteins dieser
Zellen dar. MPO selbst ist ein Redoxenzym mit einem zentralen Fe?* Atom, das

zu Fe*" oxidiert werden kann und in 3 Zustanden vorliegt. Im Grundzustand setzt
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es H,O, in H,O und den reaktiven Metaboliten Hypochlorid (OCI) um und wird
dabei selbst oxidiert. OCI reagiert mit umliegenden Proteinen an deren
Tyrosinresten, was nachweislich deren Funktion beeintrachtigt. Im Stadium 1 und
2 kann es dann Phenol und Indol Gruppen radikalisieren und geht so in den
Ausgangszustand zurtick (Abb.1b).

H:0:  H:.0+HCIO™

MPO ;A' MPO-I
R \ R-OH
B RO NO»
MPO-II C
NO>'

Abb.1b) Der Reaktionszyklus des Enzyms Myeloperoxidase

MPO liegt in einem Redoxzyklus vor. Im Ausgangsstadium oxidiert es H,O, zu H,O und dem
reaktiven Metaboliten Hypochlorid (HOCI') und geht dabei selbst ins Stadium 1 tber. Im Stadium
1 und 2 radikalisiert MPO Indol- und Phenolgruppen wie die des Serotonins und kehrt so in den
Ausgangszustand zuriick (modifiziert nach Lau und Baldus, Pharmacol. Ther., 2006).

Zuerst wurde seine Rolle bei der Pathogenabwehr beschrieben, bei der
Bakterienwéande durch freigesetzte Radikale lysiert werden (Klebanoff, 1970). In
den letzten Jahren wurden jedoch auch wichtige Funktionen von MPO bei
,sterilen, nicht bakteriellen Entzindungsvorgangen® gefunden, bei denen die
angeborene zellulare Immunabwehr im Mittelpunkt steht (Heinecke, 1999; Hoy et
al., 2002). MPO kommt auch in der akuten wie der chronischen Phase der MS
sowie in der akuten wie subakuten Phase der cerebralen Ischamie eine wichtige
Rolle zu (Chataway et al., 1999; Hoy et al., 2003; Nagra et al., 1997) . Dabei tragt
MPO zur direkten Schadigung von Nervengewebe durch die Bildung von
reaktiven Sauerstoff Radikalen wie Hypochlorid (OCI), Superoxid (Oz) und
Stickstoffoxid (NO") bei, die dann durch Membranperoxidation und direkte DNA-

Schédigung zu Apoptose und Nekrose filhren kénnen.

5. Magnet Resonanz Tomographie bei Multipler Sklerose
Die Magnet Resonanz Tomographie hat sich seit ihrer Entwicklung durch Paul

Lauterbur und Sir Peter Mansfield in den 70er Jahren des letzten Jahrhunderts

zu einer der wichtigsten klinischen Bildgebungsmodalitaten entwickelt (Budinger
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and Lauterbur, 1984; Mansfield, 2004). Besonders aufgrund ihres hohen
raumlichen Aufldsungsvermdgens und des guten Weichteilkontrastes wird die
MRT fur die Darstellung des Gehirns genutzt. Sie besitzt dabei viele Vorteile
gegenuber der konventionellen Computertomographie. Insgesamt ist sie aus
dem klinischen Alltag nicht mehr wegzudenken und auch zur Diagnostik und zur
Beurteilung des Krankheitsverlaufs der MS kommt der MRT eine Uberragende
Rolle zu (Bakshi et al., 2008). Eine Diagnosestellung ohne Bildgebung ist nach
Leitlinien nicht mehr zuléssig.

So sind das raumlich- und zeitlich-versetzte Auftreten von L&sionen ein
Hauptdiagnosekriterien der modifizierten McDonald Kriterien, die bei MS
Diagnostik zum Einsatz kommen (Polman et al., 2005). Typische MS Lasion sind
in der T2 gewichteten Bildgebung aufgrund ihres Odems hyperintens. Sie finden
sich vor allem periventrikular, im Corpus Callosum sowie im Marklager der
weillen Substanz. Sie koénnen jedoch im gesamten ZNS sowohl supra- wie
infratentoriell sowie im Rickenmark auftreten. Zudem spielt auch die
Neurodegeneration der grauen Substanz, die zu einer Hirnatrophie im Verlauf
der Erkrankung fuhrt, eine wichtige Rolle.

Ein Entscheidungskriterium, wie aktiv entziindet MS-Lasionen sind, ist, ob diese
schrankengestort sind, das heil3t, ob diese Kontrastmittel (Gd-DTPA) aufnehmen.
Eine solche Aufnahme zeigt sich in der T1 Wichtung nach Kontrastmittelgabe als
Hyperintensitat.

Zur Verlaufskontrolle von MS-Patienten gehort eine jahrliche MRT Untersuchung
bei der die L&sionslast bestimmt sowie nach Kontrastmittel anreichernden

Herden gesucht wird.

6. Magnet Resonanz Tomographie bei Cerebraler
Ischamie
Bei der cerebralen Ischamie erlaubt die MRT die genaue GrolRen- und

Lokalisationsdarstellung des Infarktareals. Auch kdénnen Einblutungen und ggf.
Ursachen der Blutung wesentlich sensitiver erfasst werden als mit der

Computertomographie. Gleichzeitig hat sich die Diffusionsbildgebung (DWI)
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gemeinsam mit der erganzenden ADC Sequenz zu einem sehr sensitiven und
spezifischen Marker der frihen Ischamie Diagnostik erwiesen. Mit ihr kdnnen
Diffusionseinschrankungen von Wassermolekilen wie sie bei der Ischamie
aufgrund des vasogenen und cytotoxischen Odems auftreten bereits 30 Minuten
nach Infarktbeginn lokalisiert werden und dies somit deutlich friher als mit der
Computertomographie (Sa de Camargo and Koroshetz, 2005). Mit der MR
Angiographie kann die HirngefaRdarstellung erfolgen, wodurch die Ursache der
Ischamie ggf. direkt diagnostiziert werden kann. Zusatzlich erlauben MR-
Perfusionsmessungen (PWI) die Bestimmung von Hirnarealen mit
eingeschrankter Blut-Versorgung, die bei bestehenden Gefaldverschluss
zusatzlich in das Infarktareal mit eingehen kénnen (Wintermark et al., 2008). In
den letzten Jahren hat sich dabei gezeigt, dass das ,Mismatch® zwischen
Regionen eingeschrankter Diffusion und Perfusion potentiell rettbar ist und der
aus experimentellen Daten bekannten Penumbra entspricht (van Dorsten et al.,
1999).

7. Kontrastmittel fiir die Magnet Resonanz Tomographie
Kontrastmittel fur die Magnet Resonanz Tomographie stellen eine Mdglichkeit

dar pathophysiologische Vorgange auf molekularer und zellularer Ebene zu
visualisieren. In der klinischen Routinediagnostik kommt hierbei vor allem Gd-
DTPA zum Einsatz (Abb.2a). Die Anreicherung von Gd-DTPA (Magnevist®,
Schering AG) im Hirnparenchym zeigt eine Stérung der Blut-Hirnschranke (BHS)
an. Eine Beeintrachtigung der BHS ist ein sekundares Phanomen bei einer Reihe

von ZNS-Erkrankungen.
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Abb. 2) Struktur und Wirkungsmechanismus von bis-5HT-Gd-DTPA (MPO-Gd)

(a) Die Struktur von Gd-DTPA besteht aus dem Diethylentriamin-Pentaacetat (DTPA) Riickrat,
welches das Gadoliniumion chelatiert. Bis-5-Hydroxy-Tryptamid-DTPA-Gd (MPO-Gd) besitzt
zusatzlich 2 Serotoninreste (rot markiert), die an DTPA gebunden sind und das Molekihl mit
ihren Indol Gruppen spezifisch fir Myeloperoxidase machen.

(b) Der Mechanismus der MPO-Gd Aktivierung wird in diesem Schaubild verdeutlicht. MPO-Gd
wird durch MPO radikalisiert und kann zu bis zu 5 Untereinheiten oligomerisieren. In diesem
Zustand kann es dann an radikalisierte Proteine binden, was zusétzlich die Relaxationszeit (Ry)
verkirzt. Insgesamt wird durch die Aktivierung Ry um das 5-fache verkirzt (modifiziert nach Chen
et. al., 2006).

(c) MPO (*) wird von Neutrophilen und Makrophagen/Mikroglia (1) exprimiert. Nach Sekretion in
den Extrazellularraum oxidiert MPO Wasserstoffperoxid (2). Das Enzym kann in Stadium 1 und 2
Indolgruppen direkt als Substrat nutzen wie sie MPO-Gd (3) in seinen zwei Serotonin-Resten
besitzt. Durch die Radikalisierung von mehreren Kontrastmittel-Molekilen kénnen diese zu bis zu
5 Untereinheiten oligomerisieren und so die T1 Relaxationszeit verkirzen (4).

(d) Gibt man MPO in vitro zu MPO-Gd hinzu, kommt es zu einer Dosis abhangigen
Kontrastverstarkung in der T1 gewichteten MR-Bildgebung (modifiziert nach Chen et. al.,2006).
(e) Die T1 gewichtete MR Bildgebung mit MPO-Gd zeigt 2 implantierte Gelkissen in der Flanke
einer Maus. Die linke Seite (L) ist mit H,O gefillt, die rechte (R) mit MPO. Die enzymatische
Aktivierung des Kontrastmittels sorgt flr die starke Kontrastverstarkung auf der rechten Seite,
wahrend diese auf der linken Seite fehlt (modifiziert nach Chen et. al., 2006).
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Bei der MS gelten Kontrastmittel aufnehmende Herde als Areale mit hoher
Entziindungsaktivitat — allerdings ist diese Korrelation nur sehr eingeschrankt
gultig (Inglese et al., 2005). Insgesamt besitzt die Gd-DTPA Bildgebung eine
eingeschrankte Sensitivitat und Spezifitdt. Neuere experimentelle MR-Marker
sind Eisenoxidnanopartikel (USPIO, VSPIO), die hauptsachlich von
Makrophagen phagozytiert werden und so die Infiltration von magnetisch
markierten Makrophagen durch eine Verklrzung der transversalen Relaxation in
der MRT sichtbar machen (Saleh et al., 2004; Stroh et al., 2006). Auch andere
Zelltypen wie Tumor-, Stamm- und T-Zellen wurden auf diese Weise beladen und
deren Migration studiert (Focke et al., 2008; Pittet et al., 2006; Zimmer et al.,
1995).

8. Das experimentelle Kontrastmittel bis-5HT-Gd-DTPA
In unseren Studien kam das aktivierbare molekulare Kontrastmittel bis-5HT-

DTPA-Gd (MPO-Gd) zum Einsatz (Abb.2b). MPO-Gd wird von dem
Entzindungsenzym Myeloperoxidase spezifisch gebunden und aktiviert. Die zwei
Serotonin Reste des als Monomer vorliegenden Kontrastmittels werden von MPO
als Substrat radikalisiert und konnen zu bis zu funf Untereinheiten
oligomerisieren, was in einer verkirzten longitudinalen Relaxation, also einem
hyperintensen T1 Signal in der MRT resultiert. Zudem koénnen radikalisierte
Kontrastmittelmolekiihle an Proteine binden, was zu einer weiteren T1
Verkirzung sowie zu einer langeren Verweildauer im Gewebe fuhrt. MPO-Gd
stellt dabei eine Modifikation des in der Klinik meist eingesetzten MR-
Kontrastmittels Gd-DTPA dar, wobei die angehangten Serotoningruppen das
Kontrastmittel spezifisch fir Myeloperoxidase machen. Insbesondere tritt bei
MPO-Gd im Gegensatz zu Gd-DTPA eine Signalintensivierung Uber die Zeit
durch die Polymerisation mehrerer MPO-Gd Molekile auf. Zudem besteht durch
die Proteinbindung eine verlangerte Nachweisbarkeit im entzindeten Gewebe.

Gd-DTPA wascht hingegen Uber die Zeit rasch aus.
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n.Ziele der Arbeit

Bisher wurde MPO-Gd vor allem in vitro etabliert und getestet (Chen et al., 2006;
Querol et al., 2006) . In der vorliegenden Dissertation kam MPO-Gd erstmals in
zwei relevanten neurologischen Krankheitsmodellen zum Einsatz: bei der
Experimentellen Autoimmunen Encephalomyelitis als primar entzundlicher
Erkrankung (Chen, Breckwoldt et al., 2008) sowie bei der cerebralen Ischamie
als sekundar entztindlicher Erkrankung (Breckwoldt*, Chen* et al., 2008).

Bei der EAE war die Arbeitshypothese, das MPO-Gd als ,molekularer Sensor*
entzindliche Lasionen sensitiver und spezifischer als Gd-DTPA detektiert und so
maoglicherweise bereits kleinere Plaques erkannt werden kdnnen, die bei der Gd-
DTPA Bildgebung verborgen bleiben.

Bei der cerebralen Ischamie war die Ausgangsfrage, ob im Bereich der
Penumbra, wie der Literatur nach zu vermuten, eine besonders starke
Entzindung vorliegt und diese sensitiv. und spezifisch mit MPO-Gd
nachgewiesen werden kann. Weiterhin verfolgte ich die Hypothese, dass MPO-
Gd die Erstellung eines zeitlichen Entziindungsprofils des Infarktareals in vivo

erlauben wirde.

Zusammengefasst waren die Ziele der Arbeit:

1) Die in vivo Validierung von MPO-Gd sowie der zuvor erhobenen in vitro
Ergebnisse in relevanten Krankheitsmodellen

2) Der Vergleich mit dem klinischen Goldstandard Gd-DTPA

3) Die Visualisierung der entzundlichen Reaktion bei EAE und cerebraler
Ischdmie im Krankheitsverlauf Uber die Zeit

4) Die Quantifizierung der MPO-Expression in vivo und die Korrelation mit
zellularen und molekularen ex vivo Untersuchungen

5) Die Untersuchung der Rolle der MPO im Krankheitsgeschehen und

-verlauf
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Iv. Material und Methoden

1. Tiermodell der Experimentellen Autoimmunen
Encephalomyelitis
Alle Tierversuche wurden durch das Tierschutzreferat des Massachusetts

General Hospital genehmigt. EAE wurde in 35 sechs bis zehn Wochen alten,
weiblichen SJL Mausen (Jackson Laboratories, Bar Harbor, ME) durch die
Injektion von synthetischem Proteolipid Protein (PLP, Axxora, CA) und M.
tuberculosis H37Ra (Difco, MI), die in H,O und komplettem Freuds Adjuvant
(Sigma-Aldrich, MO) gel6st waren, induziert (Greer et al., 1996). Dafur wurden 2
mg PLP und 8 mg M. tuberculosis in 1 ml H,O gelést und mit 1 ml Freuds
Adjuvant gemischt. Die Losung wurde homogenisiert und 100 pul pro Tier injiziert
(25 pl in jede Leiste und Axilla). An Tag 0 und 2 wurde ein Boost des
Immunsystems durch die intravendse Gabe von Pertussinogen erreicht.
Scheininjektionen mit H,O wurden in weiteren 5 Tieren durchgefihrt und diese
als Kontrollen genutzt. Die Tiere erkrankten ab Tag 6 und wurden zwischen Tag
6 und 13 mittels MRT untersucht. Klinische Scores wurden nach folgenden
Kriterien vergeben. 0=gesund, 1=Erschlaffung der Schwanzmuskulatur,
2=partielle L4&hmung der Hinterbeine, 3=L&hmung der Hinterbeine und partielle
Lahmung der Vorderbeine, 4=komplette L&hmung der Hinter- und Vorderbeine,

5=moribund

2. Tiermodell der cerebralen Ischamie
Die cerebrale Ischamie wurde bei 40 C57 Black 6 Wildtypmausen (Gewicht: 25 g

+ 2.7 g) und 4 MPO knock-out Tieren (Jackson Laboratories, ME) durch den 30-
mindtigen Verschluss der rechten mittleren Cerebralarterie mit einem
beschichten Faden durchgefihrt (MCAO Modell). Dieser wurde durch einen
Schnitt in die ligierte Arteria carotis externa eingebracht und Uber die Arteria
carotis interna bis zum Abgang der mittleren Cerebralarterie vorgeschoben, um

diese zu verschlieen (Huang et al., 1994).
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Uber eine Dopplersonde wurde der cerebrale Blutfluss kontinuierlich gemessen
und der Faden so positioniert, dass der Blutfluss in der ischamischen
Hemisphare unter 10% des Ausgangsflusses absank. Die Korpertemperatur
wurde durch eine Sonde kontinuierlich gemessen und durch eine Wéarmeplatte
wahrend und nach der Operation konstant gehalten. Als Kontrollgruppe (Sham)
wurden Tiere genutzt, bei denen die gleiche Operation, jedoch ohne
Fadenverschlu3, durchgefihrt wurde (n=6). Als Narkosegas kam 0.5 — 1.5%
Isofluoran zum Einsatz. Tiere, die im Verlauf der Experimente eine intracerebrale

Blutung entwickelten, wurden aus der Studie ausgeschlossen (n=5).

3. Kontrastmittel und Synthese von bis-5HT-DTPA-Gd
Das MPO sensitive Kontrastmittel bis-5HT-DTPA-Gd (bis-5-Hydroxytryptamid-

Diethylenetriamin-Pentaacetat Gadolinium = im weiteren ,MPO-Gd“ genannt)
wurde in beiden Studien genutzt. Details der Synthese finden sich im Protokoll
von Querol et al. (2006)(Querol et al., 2006). Kurz zusammengefasst, wurde fur
die Synthese DTPA Bisanhydrid mit Serotonin in Dimethylformamid im Beisein
von Triethylamin zur Reaktion gebracht. Das Produkt bis-5HT-DTPA wurde
durch Rekristallisation aus Methanol und Aceton isoliert. Die Komplexierung mit
Gadolinium wurde mit 1% Zitronensaure durchgefuhrt und das Produkt mit der
Hochdruck-Durchfluss-Chromatographie  (HPLC)  aufgereinigt. DTPA-Gd
(Magnevist®) wurde von Berlex Laboratories (Berlex, NJ) kommerziell erworben.
Die Dosis war fur beide Kontrastmittel 0.3 mmol/kg, die den Tieren direkt vor

Beginn der MRT Untersuchung Uber die Schwanzvene injiziert wurden.

4. Magnet Resonanz Tomographie
Die Magnet Resonanz Bildgebung (MRT) wurde in einem 4.7 Tesla und 7 Tesla

Bruker Pharmascan Gerat mit einer speziellen Maus Kopf Spule durchgefiihrt
(Bruker Biosciences, Billerica, MA). Spin-Echo T1-gewichtete Bilder wurden vor
und nach der Gabe des jeweiligen Kontrastmittels aufgenommen (TR = 800ms,
TE = 13ms, Sequenzldnge 6 Minuten 57 Sekunden, Matrix Grof3e 192x192, field
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of view 2.5 x 2.5 cm, Schichtdicke 0.7 mm und 16 Schichten). Nach der
Kontrastmittelinjektion wurde sequentiell fur 60 oder 90 Minuten gescannt
(Sequenzzeitpunkte: 6, 15, 30, 45, 60, 75, 90 min nach Kontrastmittelinjektion).
Um Unterschiede der L&sionen durch das Fortschreiten der Erkrankung zu
minimieren, wurden die Tiere randomisiert und zuerst mit MPO-Gd oder Gd-
DTPA gemessen. Bei den Vergleichsstudien zwischen den Kontrastmitteln
wurden nur Tiere in die Studie eingeschlossen deren klinisches Stadium sich
zwischen den Serien nicht veranderte. Zum Vergleich von MPO Bildgebung und
Gd-DTPA wurden die Tiere mit einem Abstand von mindestens 6 Stunden (15.1
+ 8.5 h) gescannt, nachdem sichergestellt war, dass das vorige Kontrastmittel
ausgewaschen war (Blut Halbwertszeit von MPO-Gd und Gd-DTPA: 5.4+0.9
min). Die Tiere wurden in Gruppen randomisiert und entweder mit Gd-DTPA oder
MPO-Gd zuerst gescannt. Die Tiere wurden am Hohepunkt der Erkrankung
gemessen (Stadium 2 und 3) und nach der MRT fur immunhistochemische

Korrelationen getotet. Isofluoran wurde fir die Anasthesie verwendet (0.5-3%).

5. Histologie und Immunhistochemie
Nach Abschluss der MRT Experimente wurden die Tiere sofort in tiefer

Isoflurannarkose durch zervikale Dislokation getttet und das Gehirn entnommen.
Dieses wurde in O.C.T (Tissue Tek®) eingebetet und in Trockeneis gekiihltem
Isopentan schockgefroren. 5 um  Kryostatschnitte wurden fur die
Immunhistochemie mit Antikdrpern gegen Myeloperoxidase (polyklonaler
Kaninchen Antikdrper; AbCam, MA), Makrophagen/Mikroglia (Mac-3, BD
Biosciences, CA) und Neutrophile (Santa Cruz, CA) gefarbt. Avidin—Biotin
Peroxidase wurde als Enzym an den Sekundar-Antikérper gekoppelt und als
Substrat  3-Amino-9-Athyl-Carbazol (AEC, Sigma Chemical, MO) zur
Visualisierung der Reaktion genutzt. Hamatoxylin & Eosin Farbungen wurden
ebenfalls zur Beurteilung der allgemeinen Morphologie angefertigt. Alle

immunhistochemischen Schnitte wurden mit Hamatoxylin gegengefarbt.
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6. Quantifizierung der Demyelinisierung
Luxol Fast Blue (LFB) wurde zur Farbung von Myelin bei den EAE Tieren

eingesetzt. 0.1% LFB wurde bei Raumtemperatur auf den Hirnschnitten Uber
Nacht inkubiert. Die Differenzierung erfolgte in Lithium Carbonat und 70% Ethyl
Alkohol. Zur Quantifizierung der Demyelinisierung wurden die durch Ifb nicht
gefarbten Areale ausgemessen und durch die Gesamtflache der Weil3en
Substanz dividiert. Die Ausmessung der demyelinisierten Areale erfolgte mit der

Software OsiriX.

7. Doppelimmunfluoreszenz-Farbungen
Doppelfarbungen fur MPO, Makrophagen und Neutrophile wurden mit den oben

beschriebenen Erstantikbrper durchgefihrt und die Sekundarantikérper an
Streptavidin mit Texas Red (MPO) und Streptavidin mit Fluorescein-5-Isocyanat
(FITC) (Makrophagen/Neutrophile) (1:100, Amersham, NJ) gekoppelt. Als
Mikroskope wurden ein Nikon 80i Mikroskop und ein invertiertes konfokales
Axiovert 200M Mikroskop (Carl Zeiss, NY) mit einem LSM Pascal Vario RGB
Laser (Arg 458/488/514 nm, HeNE 543 nm, HeNe 633 nm) genutzt.

8. Quantifizierung der Immunhistochemie
Bei der cerebralen Ischamie wurden zur Quantifizierung der Zellinfiltration

Makrophagen/Mikroglia, Neutrophile und Myeloperoxidase-Farbungen durch
Abzéahlen der immunreaktiven Zellen in jeweils 5 vorbestimmten Hirnregionen der
ischamischen Hemisphare bei 400-facher VergroRerung bestimmt (3 Regionen
im parietalen Cortex und 2 Regionen in den Basalganglien, n=3 fur jeden
Zeitpunkt). Der Durchschnitt positiver Zellen wurde fur jedes Tier berechnet und
das Verhéltnis positiver Zellen zur Gesamtzellzahl gebildet, um den Zellverlust

durch die Ischamie Uber die Zeit mit einzubeziehen.
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9. Western Blot Analysen
Zur Semiquantifizierung von MPO wurden Western Blot Analysen durchgefuhrt.

Dafur wurde das Hirngewebe homogenisiert und das Gesamtprotein in 1%

Cetyltrimethylammonium Bromid (Sigma-Aldrich, MO) in PBS extrahiert. Die
Suspension wurde zur Zerstérung der Zellmembranen 30 Sekunden mit
Ultraschall behandelt, anschlie3end bei 14000 rpm 15 Minuten zentrifugiert und
der Uberstand fur weitere Experimente genutzt. Die Proteinkonzentration wurde
gemessen (Bicinchoninic acid kit, Sigma-Aldrich, MO) und fur den Western Blot
monoklonale MPO Antikorper (1:1000, Kaninchen anti-MPO, Upstate, CA) und
polyklonale Antikbrper gegen 3-Aktin und Glyceraldehyd Dehydrogenase genutzt
(1:5000 Kaninchen anti-3-Aktin, Abcam, MA, 1:5000 Kaninchen anti-GAPDH,
Rockland, PA). Die Visualisierung erfolgte mit Chemiluminescence. Pro Well
wurden 30ug Protein  geladen. GAPDH und R-Actin  wurden als

Ladungskontrollen verwendet.

10. MPO Aktivitats-Assays
Um die MPO Aktivitdt im Gewebe zu quantifizieren wurde die Methode nach

Klebanoff et al. (Klebanoff et al., 1984) eingesetzt. Dabei wird Guaiacol von MPO
umgesetzt und die Absorptionsanderung durch das resultierende braune
Polymer mit einem UV/vis Spektrometer (Varian Cary 50 Bio UV-Vis
spectrometer, CA) bei der Wellenlange 470nm ausgelesen. Das Gewebe wurde
wie fur den Western Blot aufbereitet und 40ug Protein fir den Assay geladen.
Die Aktivitat wurde wie folgt berechnet:
U=(AODXx Vtx4)/(EXx AtxVs)

U = Aktivitdt; AOD = Absorptionsanderung; Vt = Gesamtvolumen; Vs = Sample
Volumen; E = Extinktionskoefizient = 26.6 mM; At = Zeitanderung

Weiterhin wurde die MPO Aktivitat mit dem Tetramethylbenzidin (TMB) Assay
bestimmt wie von Marquez und Dunford (Marquez and Dunford, 1997)
beschrieben. Dabei wird &hnlich dem Guaiacol Assay die MPO Aktivitat
spektrometrisch mit dem Substrat TMB bei 655 nm quantifiziert. Zur Auswertung
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wurde die oben beschriebene Formel verwendet, auRer dass der
Extinktionskoeffizient fir TMB
E = 3.9 x 10* M* s™ betragt. Pro Zeitpunkt wurden mindestens drei Tiere

verwendet und die Ergebnisse auf 1mg Protein normalisiert.

11. Real Time Polymerase Kettenreaktion
Die RNA wurde aus den infarzierten Hemispharen der Ischamietiere sowie aus

Kontrolltieren mit TRIzol (Invitrogen, Carlsbad, CA) isoliert. Oligo(dT) Primer zur
Reversen Transkription der mRNA in cDNA wurden nach den Herstellerangaben
genutzt (StrataScript, Stratagene, La Jolla, CA). Fur die semiquantitative RT-
PCR (gRT-PCR) kam das ABI SDS 7000 System mit ABgene QPCR Rox Mix
(Rochester, NY) unter Standardbedingungen zum Einsatz. Es wurden
mindestens drei Tiere fur jeden Zeitpunkt verwendet, alle Proben drei Mal
gemessen und die resultierenden Werte anhand einer Standardkurve mit
GAPDH (Applied Biosystems, Foster, CA) als internem Kalibrator normalisiert.
Die Primer Sequenzen wurden mit dem Programm PrimerExpress erstellt.
Myeloperoxidase Primer:

TTTGACAGCCTGCACGATGA (vorwarts), GTCCCCTGCCAGAAAACAAG
(Ruckwarts), CACCAACCGCTCCGCCCG (Probe).

12. Messung der MPO Expression in vitro
Zur Beantwortung der Frage, wie viel MPO Makrophagen/Monocyten und

Neutrophile bei maximaler Aktivierung durch Phorbol 12-Myristat-13-Acetat
(PMA) sekretieren konnen, wurden beide Zellpopulationen nach dem Protokoll
von Boxio et al. (Boxio et al.,, 2004) aus dem Knochenmark gesunder Tiere
isoliert (n=6). Dazu wurde das Knochmark aus beiden Tibiae und Fibulae tber
einen 75%, 65% und 55%igen Percoll Gradienten aufgereinigt. Die isolierten
Makrophagen/Monocyten und Neutrophile wurden 2 Stunden bei 37 °C und 5%
CO; in 0.5 ml Dulbeccos modifiziertem Eagle Medium (Mediatech, VA) mit oder

ohne 1 ul 4 mMol PMA inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen gezahlt und
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der Uberstand mit dem Guaiacol MPO Aktivitits-Assay gemessen. Die

Ergebnisse wurden auf 10° Zellen normalisiert.

13. Statistische Analysen
Kontrast-zu-Rausch-Verhaltnisse (CNR) wurden folgendermalRen berechnet:

CNR = (ROlLssion — ROlnormales Hirmgewebe) / Standardabweichungrauschen-

Far die in vivo Quantifizierung der MRT bei cerebraler Ischdmie kam neben dem
Kontrast-zu-Rausch-Verhéltnis eine weitere Form der Quantifizierung zum
Einsatz, der so genannte ,Aktivierungsgrad® von MPO-Gd. Dabei wird das
Verhéltnis von CNR nach 60 Minuten zum CNR nach 6 Minuten gebildet
(CNReggs). Dieser ,Auswertungsalgorithmus® bezieht frihe Kontrastverstarkung,
mit ein und setzt sie in ein Verhaltnis zur lang anhaltenden Kontrastverstarkung
nach 60 Minuten.

P-Werte < 0.05 wurden als signifikant angesehen und alle Daten mit dem
Student t-test verglichen. In den Abbildungen wurde der Standardfehler des
Mittelwertes (SEM) angegeben. Fir alle statistischen Berechnungen wurde
PRISM 4.0 (GraphPad Software, San Diego, CA) verwendet.
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v.Ergebnisteil 1: Experimentelle Autoimmune
Encephalomyelitis

1. Die HOhe der MPO Expression korreliert mit dem
Erkrankungsstadium

Western Blot Analysen zeigen eine erhohte MPO Expression bei den erkrankten
Tieren im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe, die nur eine geringe MPO
Expression aufweisen (Abb.3a). Bei der quantitativen Messung der MPO Aktivitat
im Hirngewebe mit dem Guaiacol Assay wird deutlich, dass die MPO Expression
vom Erkrankungsstadium des Tieres abhangt (Abb.3b/c) und eine starke,
positive Korrelation zwischen beiden Faktoren besteht (R* = 0.73, p<0.014). Im
Stadium 0 und 1 der Erkrankung ist die MPO Aktivitat ~3-fach erhoht, wahrend
sie in den spateren Stadien 2 und 3 um das ~20-fache im Vergleich zu den
gesunden Kontrolltieren hochreguliert ist. Es findet sich also umso mehr MPO im

Hirngewebe, je kranker die Tiere sind.

Kontrolle EAE
vpo [ SRS |,

cacin [ 56 02

Abb. 3a) Western Blot von MPO bei den an EAE erkrankten Tieren

In den Tieren, bei denen EAE induziert wurde, zeigt sich eine starke MPO-Expression im
Hirngewebe, wohingegen MPO in der Kontrollgruppe nur in sehr geringen Mengen nachgewiesen
werden kann. 3-Aktin ist als Ladungskontrolle aufgetragen.
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Abb. 3b/c) Quantitative MPO Aktivitats-Messung mit dem Guaiacol-Assay in vitro

(b) MPO wird in den einzelnen Krankheitsstadien unterschiedlich stark exprimiert. Wahrend in der
Kontrollgruppe nur sehr wenig MPO im Hirngewebe nachweisbar ist, steigt die MPO Aktivitat um
das 3-fache bzw. 20-fache in den spateren Stadien der Erkrankung.

(c) Weiterhin findet sich eine positive Korrelation zwischen der MPO-Aktivitat und dem
Erkrankungsstadium (R°=0.73, p=0.014).

2. Die Magnet Resonanz Tomographie mit MPO-Gd
stimmt gut mit immunhistochemischen Befunden tberein
Die Bildgebung mit MPO-Gd zeigt multiple entztindliche Plaques vor allem im

Cerebellum und Mittelhirn. Zusétzlich lassen sich auch einzelne L&sionen im
Kortex nachweisen. Die Lasionen erscheinen bereits deutlich 6 Minuten nach
Kontrastmittelgabe als hyperintense Kontrastmittel-aufnehmende Herde im
Hirnparenchym wund treten nach 60 Minuten durch die persistierende
Kontrastverstarkung von MPO-Gd noch klarer hervor. In den entsprechenden
Hirnschnitten finden sich immunhistochemische Korrelate in Form von
demyelinisierten Plaques, in denen die Myelin Anfarbung durch die Luxol Fast
Blue Farbung fehlt und die massiv von Makrophagen/Mikroglia infiltriert werden.
Zudem ist Myeloperoxidase im entzindeten Areal fokal stark exprimiert.
Exemplarisch ist ein Tier mit starken hyperintensen Arealen im Cerebellum und
Mittelhirn gezeigt (Abb.4a), das an Tag 7 nach EAE Induktion gescannt wurde.
Ein anderes Tier, das klinisch noch keine Symptome zeigte, weil3t eine stark
entziindete, solitdre Lasion im Cerebellum auf (Abb.4b). Bei einem weiteren Tier
fanden sich neben einer massiven cerebellaren Kontrastmittelaufname diffuse

kortikale Lasionen, die sich immunhistochemisch bestatigen liel3en (Abb.4c).
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MPO Demyelinisierung (LFB) Makrophagen/Mikroglia

Abb. 4a) Die MPO Bildgebung korreliert gut mit den immunhistochemischen Befunden

6 Minuten nach MPO-Gd Gabe zeigen sich in der T1 gewichteten MRT diffuse L&sionen im
Cerebellum und Mittelhirn. Die persistierende Kontrastverstéarkung nach 60 Minuten weifdt auf
eine starke MPO Expression in diesem Gebiet hin, die mit der Immunhistochemie bestétigt wird.
MPO und Makrophagen/Mikroglia finden sich weit verstreut vor allem in der weil3en Substanz des
Cerebellums. Diese Region imponiert auch durch eine starke Demyelinisierung in der Luxol Fast
Blue Farbung (LFB), was durch die fehlende blaue Myelinscheidenfarbung in der weil3en
Substanz angezeigt wird (*).

6 min 90 min

Demyelinisierung (LFB) normale Myelmis:erung
(kontralaterale Seite)
Abb. 4b) Mit der MRT lassen sich klinisch stumme Lasionen nachweisen
Dieses Tier wurde an Tag 6 nach EAE Induktion mittels der MRT untersucht, wobei es zu diesem
Zeitpunkt noch keine klinischen Symptome aufwies (EAE Stadium 0). Dennoch zeigt sich in der
T1 gewichteten MRT mit MPO-Gd eine grof3e, solitdre Lasion im linken Cerebellum, die eine
hohe, persistierende Kontrastverstarkung dber 90 Minuten aufweist, was eine hohe
Entzindungsaktivitat anzeigt. Auf den korrespondierenden histologischen Schnitten findet sich
eine starke MPO Expression sowie viele Makrophagen/Mikroglia. Die Luxol Fast Blue Farbung

zeigt eine diskrete Demyelinisierung der weilen Substanz, wahrend die kontralaterale Seite ohne
pathologischen Befund ist.
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Abb. 4c) Auch im Kortex und subkortikalen Marklager finden sich Lasionen

In diesem Tier zeigen sich in der Magnet Resonanz Tomographie mit MPO-Gd neben einem
starken cerebellaren Enhancement, diffuse Plagues im kortikalen und subkortikalen Bereich, die
sich immunhistochemisch durch grof3flachige Myeloperoxidase-positive Areale und eine
entsprechende Demyelinisierung in der Luxol Fast blue Farbung bestéatigen lassen.

3. MPO wird stark von Makrophagen/Mikroglia

exprimiert
In der konfokalen Doppelfuoreszenz Mikroskopie mit Antikérpern gegen MPO
und Makrophagen/Mikroglia zeigt sich, dass die gesamte nachweisbare MPO-
Expression aus Makrophagen/Mikroglia stammt, da jede MPO positive Zelle
auch durch den Makrophagen Marker Mac-3 angefarbt wird. Zusatzlich sind
weitere Makrophagen/Mikroglia nachweisbar, die keine MPO exprimieren
(Abb.5a). Insgesamt finden sich vor allem perivaskulare Infiltrate in der weif3en
Substanz des Cerebellums und Mittelhirn. Bei héherer Auflésung lasst sich auch
die extrazellulare Lokalisation von MPO erkennen. Ein grol3er Teil der MPO
befindet sich in Makrophagen. Die sekretierte MPO diffundiert dann ins
Interstitium, wo sie ihre oxidierende Wirkung entfaltet (Abb.5b). Zusatzlich gibt es
auch im Kortex MPO-exprimierende Makrophagen/Mikroglia. In den gesunden
Kontrolltieren sowie in nicht entzindlich verdnderten Arealen der EAE Tiere

finden sich weder MPO-positive Zellen noch Makrophagen.
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Abb. 5) Makrophagen/Mikroglia sind die alleinige Quelle von MPO

(a) Doppelfuoreszenz-Farbungen fir Makrophagen/Mikroglia und MPO zeigen in der konfokalen
Mikroskopie, dass MPO ausschlie3lich von Makrophagen/Mikroglia exprimiert wird. Es finden
sich vor allem perivaskulare Infiltrate in der weien Substanz des Cerebellums. MPO-positive
Makrophagen sind jedoch auch vereinzelt in der grauen Substanz des cerebellaren Cortex zu
finden. Als Kontrolle ist eine Region ohne entzlindliche Aktivitat im kontralateralen Cerebellum
der selben Maus gezeigt.

(b) In héheren VergréRerungen ist zu erkennen wie Makrophagen das Gefal3bett verlassen und
ins Interstitium einwandern. Zudem lasst sich die extrazellulare Lokalisation der MPO darstellen.
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4. bis-5HT-DTPA-Gd zeigt mehr und kleinere Lasionen
als Gd-DTPA
In einem nachsten Schritt wurde die Bildgebung mit MPO-Gd und Gd-DTPA im

selben Tier direkt miteinander verglichen. Dazu wurden die Tiere in 2 Gruppen
randomisiert und in einem Abstand von etwa 6 Stunden entweder zuerst mit Gd-
DTPA oder MPO-Gd gescannt (Abb.6a).

Bei der T1 gewichteten MR-Bildgebung mit den beiden Kontrastmitteln finden
sich mit MPO-Gd 6 Minuten nach Kontrastmittelgabe etwa doppelt so viele
Lasionen wie mit Gd-DTPA. MPO-Gd zeigt zudem bereits durchschnittlich 50%
kleinere Lasionen an (Abb. 6c¢). Auch sind mit MPO-Gd Léasionen Kklarer
voneinander abgrenzbar und gehen nicht so diffus in einander tber wie bei der
Gd-DTPA Bildgebung. Es lassen sich also mit MPO-Gd Plaques visualisieren,
die in der konventionellen Gd-DTPA Bildgebung nicht sichtbar werden. 60 und 90
Minuten nach Kontrastmittelinjektion zeigt sich die verlangerte Pharmakokinetik
von MPO-Gd, wodurch sich die Entzindungsaktivitat der Lasionen durch eine
hohe persistierende Kontrastverstarkung validieren lasst, wahrend Gd-DTPA zu

diesen Zeitpunkten schon weitgehend ausgewaschen ist.

Die Quantifizierung der beiden Kontrastmittel tber die Zeit macht deutlich, dass
MPO-Gd bereits am Anfang ein ~20% starkeres Signal liefert, was Uber die Zeit
unverandert hoch bleibt, wahrend Gd-DTPA ausgewaschen wird und nach 60
Minuten nur noch 40% der Signalstarke von MPO-Gd zeigt (Abb.6b, p<0.001).

Betrachtet man mit immunhistochemischen Methoden Lasionen, die durch MPO-
Gd, nicht aber durch Gd-DTPA visualisiert werden, zeigt sich in diesen Regionen
eine starke fokale MPO Expression, was flur die Spezifitat von MPO-Gd und den
entzindlichen Charakter der Lasionen spricht. Mit Gd-DTPA lassen sich diese
Lasionen nicht darstellen (Abb.6d).
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Tier 1 Tier 2

nativ 6 Minuten 60 Minuten nativ 6 Minuten 60 Minuten

MPO-Gd

Gd-DTPA

Abb. 6a) MR-Aufnahmen mit MPO-Gd im Vergleich zu Gd-DTPA in der selben Maus

In der oberen Reihe ist die MRT mit MPO-Gd zu sehen, unten die entsprechenden Aufnahmen
des selben Tieres mit Gd-DTPA. In der nativen T1 Aufnahme sind keine L&sionen erkennbar.
Nach Kontrastmittelgabe zeigen sich multiple Herde vor allem im Cerebellum und Mittelhirn, aber
auch im Kortex. Nach 6 Minuten sind die einzelnen Plaques mit MPO-Gd gut abgrenzbar,
wahrend Gd-DTPA diffusere Hyperintensitaten aufweist. Nach 60 Minuten ist Gd-DTPA grof3teils
ausgewaschen, wahrend MPO-Gd am Ort der Entzindung eine persistierend, hohe
Kontrastverstarkung zeigt. Die Pfeile weisen auf Lasionen hin, die mit MPO-Gd dargestellt
werden kdnnen, jedoch nicht oder allenfalls angedeutet mit Gd-DTPA.
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Abb. 6b/c) MPO-Gd stellt mehr und kleinere Lasionen dar als Gd-DTPA

(b) MPO-Gd erreicht schon 6 Minuten nach Kontrastmittelgabe hohere Signalintensitaten als Gd-
DTPA. Uber die Zeit wascht Gd-DTPA rasch aus und besitzt nach 60 Minuten nur noch 40% der
Signalintensitat von MPO-Gd, welches selbst eine lang anhaltende Kontrastverstarkung zeigt.

(c) In der Quantifizierung der MR Bildgebung wird deutlich, dass MPO-Gd signifikant mehr
Lasionen darstellt als Gd-DTPA. AuRerdem detektiert MPO-Gd durchschnittlich bereits halb so
grolRe Lasionen wie Gd-DTPA.

Gd-DTPA MPO-Gd Myeloperoxidase

Abb. 6d) Die MPO-Gd Bildgebung zeigt die MPO Aktivitat spezifisch an und ist sensitiver
als Gd-DTPA

Gezeigt sind 2 repréasentative Tiere, die zum Vergleich der Kontrastmittel in einem Abstand von 6
Stunden mit MPO-Gd und Gd-DTPA gescannt wurden. L&sionen, die mit MPO-Gd visualisiert
werden (Box), nicht jedoch (oder weniger deutlich) mit Gd-DTPA, Kkorrelieren in der
immunhistochemischen Farbung mit vielen diffus verteilten, MPO-positiven Zellen. Dies spricht
dafir, dass die erkannten Plaques keine falsch positiven Hyperintensitdten darstellen, sondern
MPO-Gd tatséchlich sensitiver beim Aufdecken von entziindlichen Lasionen ist als Gd-DTPA.
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5. Das Signal durch bis-5HT-DTPA-Gd korreliert mit dem
Grad der Demyelinisierung
Eine weitere Kernfrage bei der MR-Bildgebung von EAE Plaques ist, inwieweit

diese mit der entscheidenden pathophysiologischen Veranderung, der axonalen
Demyelinisierung korreliert. Dazu wurden die Kontrastmittel anreichernden
Lasionen in ihrer Starke quantifiziert und mit dem Grad der Demyelinisierung,
angezeigt durch die Luxol Fast Blue Farbung, verglichen. Dabei zeigte sich, dass
die MRT mit MPO-Gd besser den Demyelinisierungsgrad (R? = 0.73, p=0.002)
erfasste als Gd-DTPA (R? = 0.65, p=0.098, Abb.7).
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Abb. 7) Die MRT mit MPO-Gd korreliert gut mit dem Demyelinisierungsgrad

Die MPO Bildgebung korreliert besser mit dem histologischen Grad der Demyelinisierung,
qguantifiziert mit der Luxol Fast Blue Farbung, als Gd-DTPA (MPO-Gd: R?=0.96, p=0.002; Gd-
DTPA:R?=0.65, p=0.098). Hierfur wurden die Kontrastmittel verstarkten MR-Aufnahmen und die
korrespondierenden histologischen Schnitte quantifiziert und in Beziehung gesetzt.
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vl. Ergebnisteil 2: Cerebrale Ischamie

1. Die MRT mit bis-5HT-DTPA-Gd zeigt ein hoheres
Signal als Gd-DTPA

Im Modell der cerebralen Ischamie liefert MPO-Gd vor allem in den spaten
Sequenzen 60 und 90 Minuten nach Kontrastmittelgabe hoéhere Kontrast-zu-
Rausch Verhéltnisse als Gd-DTPA. In nativen T1 gewichteten Bildern ist das
Infarktareal nicht eindeutig abzugrenzen. Exemplarisch sind MR-Aufnahmen
gezeigt, die im selben Tier, um 6 Stunden versetzt, mit den beiden
Kontrastmitteln durchgefiihrt wurden (Abb.8a).

Quantifiziert man die Signalstarken der Kontrastmittel in einer Serie von Tieren
(n=3) im zeitlichen Verlauf, so zeigt sich, dass sich die Kontrast-zu-Rausch
Verhaltnisse anfangs &hneln und MPO-Gd erst im zeitlichen Verlauf signifikant
hyperintenser wird als Gd-DTPA. MPO-Gd verbleibt langer im infarzierten Areal
und liefert 60 Minuten nach Kontrastmittelgabe ein signifikant starkeres Signal
(p=0.013). Nach 90 Minuten ist das Signal von Gd-DTPA nur noch 65% so
hyperintens wie das von MPO-Gd (p=0.001, Abb.8b), da Gd-DTPA nach 45
Minuten sukzessive ausgewaschen wird, wahrend MPO-Gd im aktivierten
Zustand im Gewebe verbleibt. Auch der Aktivierungsgrad der beiden
Kontrastmittel zeigt deutliche Unterschiede, wobei MPO-Gd an beiden
Zeitpunkten 60min / 6min sowie 90min / 6min eine signifikant hohere Aktivierung
zeigt (p=0.036 und p=0.012, Abb.8b). Interessanterweise unterscheidet sich der
Aktivierungsgrad auch stark interindividuell und erscheint abhéngig von der
Infarktgré3e. Moglicherweise wird in groReren Infarkten MPO wesentlich starker

exprimiert als in kleineren Insulten (Abb.8c).
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Abb. 8a) Vergleich von MPO-Gd und Gd-DTPA bei der cerebralen Ischdmie im selben Tier
In der nativen T1 gewichteten MRT l&sst sich der Infarkt nicht eindeutig abgrenzen. 6 Minuten
nach Kontrastmittelgabe zeigen beide Kontrastmittel eine ahnliche Hohe der Kontrastverstarkung.
Die Ischamie stellt sich als hyperintenses Areal in den Basalganglien und im Kortex dar. Nach 90
Minuten besitzt MPO-Gd wesentlich hdhere Signalintensitaten als Gd-DTPA. Die MR-Aufnahmen
wurden im selben Tier um 6 Stunden versetzt durchgefiihrt, um die Eigenschaften der beiden
Kontrastmittel mdglichst gut miteinander vergleichen zu kénnen.
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Abb. 8b) MPO-Gd zeigt nach 60 Minuten signifikant mehr Signal als Gd-DTPA

(b) Die Signalintensitadten von Gd-DTPA und MPO-Gd in der MRT-Quantifizierung verlaufen
anfangs sehr &hnlich. Erst 60 Minuten nach Kontrastmittelgabe unterscheiden sie sich signifikant
voneinander (p<0.05). Nach 90 Minuten bleibt vom Signal von Gd-DTPA noch 65% der MPO-Gd
Kontrastverstarkung (p<0.001).

Der Aktivierungsgrad, also die Kontrastverstarkung in den spéten Sequenzen im Vergleich zu
den frlhen Sequenzen (90min/6min), ist von MPO-Gd ebenfalls signifikant grof3er als von Gd-
DTPA (p=0.036 und p=0.012).
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Abb. 8c) Die Aktivierung von MPO-Gd schwankt interindividuell stark

Die MR-Bildgebung mit MPO-Gd zeigt starke interindividuelle Unterschiede im Aktivierungsgrad.
In den gezeigten Tieren ist die Kontrastverstarkung 6 Minuten nach Kontrastmittelgabe sehr
ahnlich. Nach 60 Minuten hingegen wird deutlich, dass die CNR-Werte und folglich auch die
Aktivierung von MPO-Gd in Tier 1 wesentlich héher ist als in Tier 2. Hier fand sich der Trend,
dass die Aktivierung in grof3en Infarkten héher war als in kleineren, was darauf schlieRen lasst,
dass in grof3eren Infarkten mehr MPO exprimiert wird.

2. Die Spezifitat von bis-5HT-DTPA-Gd lasst sich mit
MPO knock-out Mausen bestatigen
Zur Bestimmung der Spezifitdit von MPO-Gd wurden homozygote MPO knock-

out (MPO™) Tiere genutzt, bei denen analog zu den Wildtyp Tieren cerebrale
Ischamien induziert wurden. MPO™ Tiere exprimieren durch die Einbringung
eines Stopcodons in die Keimbahn kein funktionelles MPO-Protein, zeigen
jedoch keine phanotypischen Aufféalligkeiten im Vergleich zu C57 Wildtyp
Mausen. In der MPO-Gd Bildgebung unterscheiden sich die MPO™ Tiere von den
Wildtyp Mausen jedoch signifikant. So ist der Aktivierungsgrad 60min / 6min von
MPO-Gd sowohl an Tag 3 und 7 signifikant geringer in MPO™ Tieren im
Vergleich zu den Wildtyp Tieren (p<0.05). Zwar besteht eine Kontrastverstarkung
im Infarktgebiet, doch ist diese allein auf die Blut-Hirn Schranken Stérung
zuriickzufihren. Die CNR Werte sind in den knockout Tieren dabei bei 6 und 60
Minuten anndhrend gleich, da MPO-Gd nicht aktiviert werden kann (Abb.8d).
Zudem ist der Aktivierungsgrad von MPO-Gd und Gd-DTPA in MPO™ Tieren
nicht signifikant unterschiedlich (Abb. 8e). Somit lasst sich die Spezifitdt von
MPO-Gd bestatigen, das nur in Anwesenheit von MPO aktiviert werden kann.
Fehlt diese enzymatische Aktivierung sind die Kontrastmitteleigenschaften von
MPO-Gd annahrend gleich denen von Gd-DTPA.
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Abb. 8d/e) Mit MPO knock-out Mausen lasst sich die Spezifitdt von MPO-Gd bestéatigen

(d) Die T1-gewichtete MR-Bildgebung mit MPO-Gd in knockout Tieren (MPO"'), die kein
funktionelles MPO Protein besitzen, zeigt eine sehr ahnliche Kontrastverstarkung bei 6 und 60
Minuten, da keine Aktivierung des Kontrastmittels erfolgt. Das hyperintense Signal in den
Basalganglien resultiert allein aus der Blut-Hirn Schranken Stérung.

(e) Der Aktivierungsgrad von MPO-Gd in MPO™ und Gd-DTPA in Wildtyp Tieren unterscheidet
sich folglich nicht signifikant (p>0.05). Zudem ist der Aktivierungsgrad signifikant geringer als der
von MPO-Gd in Wildtyp Tieren. Dies ist sowohl an Tag 3 wie an Tag 7 der Fall.

3. Die Bildgebung mit bis-5HT-DTPA-Gd erlaubt die
sequentielle Darstellung der Infarktdynamik und die
Quantifizierung der Entziindungsreaktion

Mithilfe von Apparent Diffusion Coefficient- und T2 gewichteten Sequenzen lasst

sich das ischamische Areal gut lokalisieren. Die Infarkte sind in den meisten
Tieren auf die Basalganglien beschrankt, wahrend sie in ca. 30% der Tiere auch
den Kortex betreffen. Die MRT mit MPO-Gd erlaubt die Visualisierung des
Infarktgebiets im  gleichen Tier sequentiell dber den gesamten
Untersuchungszeitrum von drei Wochen. Dabei lasst sich das infarzierte Areal
nach Kontrastmittelgabe gut abgrenzen, wobei beide Kontrastmittel in die
gesamte Lasion diffundieren. Eine Abgrenzung zwischen Penumbra und
Infarktkern ist nicht moglich. Die Kontrastmittelverstarkung erscheint homogen im
Infarkt mit einer klaren Grenze zum gesunden Parenchym. In zwei

reprasentativen Tieren lasst sich die Ischdmie deutlich darstellen (Abb.9a/b).
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Abb. 9a/b) MPO-Gd Bildgebung Gber 3 Wochen nach Infarkt

Gezeigt sind 2 repréasentative Tiere, die Uber drei Wochen mit MPO-Gd gescannt wurden. In der
oberer Reihe sind zur Infarktlokalisation die entsprechenden ADC sowie T2 Sequenzen
aufgeflhrt. In den beiden unteren Reihen befinden sich die T1-gewichtete MPO-Gd Bildgebung.
Hier zeigt sich, dass auch drei Wochen nach Infarkt immer noch starke Hyperintensitéaten im
Infarktareal vorliegen. Alle Kontrastmittelaufnahmen sind 60 Minuten nach Kontrastmittelinjektion
entstanden.

4. Erstellung eines zeitlichen Entziindungsprofils
mithilfe der MRT

Die Quantifizierung der absoluten Kontrast-zu-Rausch Verhaltnisse zeigt zu
unterschiedlichen Zeitpunkten an Tag 1,3,7,14 und 21 nach Infarktinduktion
zuerst eine Zunahme der Signalintensitat mit den hdchsten Signalen zwischen
Tag 7 und 14, gefolgt von einem Abfall des Signals, wobei erhohte
Kontrastverstarkungen bis Tag 21 nachweisbar sind (p<0.05 fir den gesamten

Untersuchungszeitraum im Vergleich zur Kontrollgruppe).

Der Aktivierungsgrad von MPO-Gd (CNRgomin/CNRgmin) als zweites Mal3 der MR-
Quantifizierung zeigt jedoch ein divergentes Bild. Hier liegt die hochste
Signalintensitat bereits an Tag drei vor, mit einem im Anschluss ebenfalls
abfallenden Verlauf (Abb.9c).
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In vitro Quantifizierungen von MPO im infarzierten Gewebe wurden durchgefihrt,
um die Frage zu klaren, welcher MRT Auswertungsalgorithmus die MPO

Expression besser widerspiegelt.
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Abb. 9c/d) Die Quantifizierungen der MPO-Gd Bildgebung zeigen unterschiedliche
Ergebnisse

(c) Die Kontrast-zu-Rausch-Werte nach 60 Minuten haben ihr Maximum an Tag 7.
(d) Dies unterscheidet sich vom Aktivierungsgrad (60/6 Minuten), der an Tag drei seinen
hochsten Punkt erreicht. Dieser Unterschied kommt vermutlich durch die starke Blut-Hirn-
Schranken Stérung zustande, die durch die Ischamie ausgeldst wird.

5. Die MPO Expression zeigt ihre héchsten Werte an Tag
drei

Erhohte MPO Level wurden im Western Blot nur bei ischamischen Tieren, nicht
jedoch in der Schein operierten Kontrollgruppe nachgewiesen (Abb.10a). In
weiteren Quantifizierungsschritten wurde die MPO Aktivitat im Hirngewebe mit
dem Tetramethylbenzidin (TMB) Assay bestimmt. Hierbei lag die htéchste MPO
Aktivitat mit einer 3-fachen Hochregulation an Tag drei (p<0.05) vor. Auch fand
sich eine gute Korrelation mit dem MRT Aktivierungsgrad (R? = 0.85, Abb.10b),
wohingegen die Korrelation mit den absoluten Kontrast-zu-Rausch Verhaltnissen
schlechter war (R = 0.65). Diese Ergebnisse wurden anschlieRend durch die
semi-quantitative real-time PCR bestétigt. Auch hier lagen die héchsten MPO
MRNA Level an Tag drei (2.7-fache Hochregulation, p<0.05). Die Korrelation mit
dem Aktivierungsgrad war hier ebenfalls besser als mit dem absoluten CNR

Level (R? = 0.93 versus R? = 0.52, Abb.10c). Diese in vitro Ergebnisse sprechen
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dafur, dass der MR-Aktivierungsgrad ein besseres Mal3 fur die MPO Expression

ist als die Kontrast-zu-Rausch Werte.

Kontrollen Ischamie
96 kDa -
60 kDa = B HFQ

36 KDa PGNP S S G/ FDH

Abb, 10a) In der Ischamiegruppe sind hohe Expressionslevel von MPO im Western Blot
nachweisbar

MPO wird stark in den ischdmischen Hemisphéren exprimiert, wahrend nur eine sehr geringe
Expression in der Kontrollgruppe vorliegt. Der MPO Antikdrper bindet sowohl an das glykosilierte
Vorlauferprotein von MPO (obere Bande, 96 kDa) sowie an die schwere Kette von MPO (untere
Bande, 60 kDa). Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH, 36 kDa) wurde als
Ladungskontrolle verwendet.
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Abb. 10b/c) Die in vitro Expressionsprofile von MPO entsprechen dem Verlauf des MR-
Aktivierungsgrad von MPO-Gd

Der MPO Aktivitats-Assay mit TMB (b) und der MPO mRNA Verlauf in der semiquantitativen Real
Time PCR (c) zeigen ein &hnliches Profil. Die hdochsten MPO Expressionsraten sind in den
ischamischen Hemispharen an Tag drei nach Infarkt mit einer ~3-fachen Hochregulation im
Vergleich zur Kontrollgruppe zu finden (p<0.05). Die Korrelaton mit dem MR-
Aktivierungsgradsominemin iSt Sehr gut (R°=0.85 und R®=0.93), wihrend sie mit den absoluten
Kontrast-zu-Rausch Werten schlechter ist (R*=0.65 und R°=0.52). Die Korrelation zwischen qRT-
PCR und MPO Aktivitats-Assay ist ebenfalls stark (R°=0.83).
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5. MPO wird sowohl von Makrophagen/Mikroglia als
auch von Neutrophilen exprimiert
Die Korrelation mit der Histologie zeigt eine gute Ubereinstimmung von MRT und

der Farbung mit Hamatoxylin und Eosin, in der das Infarktgebiet als blasses
Areal erscheint (Abb.11a). In der Immunhistochemie ist an Tag drei eine hohe
MPO Expression im gesamten infarzierten Areal nachzuweisen. Eine
Abgrenzung von ,entzindeter” Penumbra und hypoxisch-nekrotischem
Kerngebiet ist, &hnlich wie in der MRT, auch hier nicht moglich.
Makrophagen/Mikroglia sind in hoher Zahl in der gesamten Lasion zu finden
(Abb.11a). In der kontralateralen, nicht ischdmischen Hemisphére finden sich
weder MPO positive Zellen noch Makrophagen oder Neutrophile. Untersucht
man mit Doppelfluoreszenzfarbungen die Herkunft der MPO Expression, finden
sich sowohl Makrophagen/Mikroglia wie auch Neutrophile als MPO positiv
(Abb.11b). Dabei sind erstere in groRerer Zahl und Uber den gesamten
Untersuchungszeitraum vorhanden, wahrend Neutrophile nur in geringerer
Anzahl in den friihen Infarktstadien von Tag eins bis drei gefunden werden. Dies
wird in der Quantifizierung der Zellinfiltration deutlich (Abb.11c). Auch hier

wurden an Tag drei die grof3te Zahl an MPO positiven Zellen gefunden.

6. Quantifizierung der MPO Aktivitat in vitro
Um néheres Uber die MPO Expressionskapazitat von aktivierten Neutrophilen

und Makrophagen herauszufinden, wurden die, aus dem Knochenmark gesunder
Tiere isolierten Zellen, in vitro mit PMA aktiviert und im Anschluss die MPO
Aktivitat im Uberstand gemessen. Dabei zeigte sich, dass beide Zellpopulationen
nach ihrer Aktivierung etwa die 10-fache MPO Menge sekretieren wie im nicht
aktivierten Zustand (p=0.043 fur Neutrophile und p=0.048 fur Makrophagen).
Dabei unterscheiden sich Makrophagen und Neutrophile jedoch nicht signifikant

in der Gesamtmenge ihrer MPO Expression (Abb.11d).
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Hamatoxylin & Makrophagen/
Myeloperoxidase Mikroglia

Makrophagen/ ) )
b) Mikroglia Myeloperoxidase Uberlagert vergroBert

100 um
T=———

Neutrophile Myeloperoxidase Uberlagert vergroBert

Abb.11) Makrophagen/Mikroglia und Neutrophile exprimieren MPO

(a) Die histologische Farbung mit Hamatoxylin und Eosin, in dem das ischamische Areal blass
erscheint, stimmt gut mit der T1 gewichteten MRT mit MPO-Gd Uberein. MPO positive Zellen und
Makrophagen/Mikroglia sind an Tag drei in der entsprechenden Region in grof3er Zahl
vorhanden.

(b) Die Immunfluoreszenz-Doppelféarbungen drei Tage nach Infarktinduktion fir MPO (texas red -
rot), Makrophagen/Mikroglia (fitc - grin) und Neutrophile (fitc - griin) zeigen, dass sowohl
Makrophagen/Mikroglia wie auch Neutrophile zur MPO Expression beitragen. Beide
Zellpopulationen sind zum gro3en Teil positiv fiur MPO. Die Zellkerne sind mit DAPI (blau)
gegengefarbt.
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Abb. 11c) Die Zellinfiltration von Makrophagen/Mikroglia und Neutrophilen ist an Tag 3 am
héchsten

Die Quantifizierung der Immunhistochemie zeigt den zeitlichen Verlauf der Zellinfiltration.
Neutrophile und Makrophagen/Mikroglia sind an Tag drei in grof3ter Zahl vorhanden. Auch MPO
ist zu diesem Zeitpunkt am hdchsten exprimiert. Makrophagen/Mikroglia sind Gber den gesamten
Untersuchungszeitraum von 21 Tagen nachzuweisen. Neutrophile sind hingegen nur von Tag 1
bis 3 in der Lasion zu finden. Die Quantifizierung erfolgte in 5 zuvor definierten hoch-aufgelosten
Feldern (2 in den Basalganglien, 3 im parietalen Cortex, n=3).
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Abb. 11d) Quantifizierung der MPO Sekretion von Neutrophilen und Makrophagen in vitro
Die naiven Makrophagen und Neutrophilen, die aus dem Knochenmark isoliert wurden,
sekretieren nach Stimulation mit Phorbol 12-Myristat-13-Acetat (PMA) die ca. 10-fache MPO
Menge im Vergleich zu den nicht stimulierten Zellen. Die Aktivitat wurde im Uberstand mit dem
Guaiacol Assay gemessen und das Ergebnis auf 10°Zellen normiert.
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vil. Diskussion

1. Die Problemstellung
Die Visualisierung von spezifischen Parametern der cerebralen Inflammation ist

bisher mittels Magnet Resonanz Tomographie nicht mdglich. Wenngleich
Entzindungsprozesse im Gehirn in der Regel mit MR-tomographisch
darstellbaren Wasser- und Diffusionsverschiebungen einher gehen, so bildet die
MRT damit nur sekundare Phanomene ab. Ahnliches gilt fur die im Rahmen
einer Entziindung haufig beeintrachtigte Stoérung der Blut-Hirnschranke, die tber
die Gabe von Gd-DTPA mittels MRT erfasst werden kann.

Sowohl fir eine genauere Diagnostik als auch fir die Entwicklung und das
Monitoring von neuen Therapien ist eine spezifischere Darstellung von
Entzindungsparametern unerlasslich, welche tber die bisherigen Mdglichkeiten
hinausreichen muss. Dies gilt umso mehr, da man heute weil3, dass
Entzindungsreaktionen auch bei primar nicht entzindlichen Erkrankungen, wie

z.B. der cerebralen Ischamie, eine wichtige Rolle spielen.

Die vorliegende Promotionsarbeit tragt dieser Problematik Rechnung. Zum
Einsatz kommt der neue Magnet Resonanz Marker 5-HT-Gd-DTPA (MPO-Gd),
der indirekt Uber eine T1 Verkirzung die Aktivitdit des Entziindungsenzyms
Myeloperoxidase nachweist. Somit  wird die Darstellung von
krankheitsrelevanten, molekularen Vorgangen, namentlich der Aktivitdt von
MPO, maoglich. In den durchgefuhrten Studien wird die Sensitivitat und Spezifitat
dieses experimentellen  Kontrastmittels zum ersten Mal in den
Krankheitsmodellen der Experimentellen Autoimmunen Encephalomyelitis sowie
der cerebralen Ischamie untersucht und diese mit Gd-DTPA direkt verglichen. In
beiden Erkrankungsmodellen ist dabei der Sensor dem bisherigen unselektiven
klinischen Goldstandard Gd-DTPA sowohl was die Sensitivitdt wie auch was die

Spezifitat betrifft, deutlich Gberlegen.
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2. Experimentelle Autoimmune Encephalomyelitis
Bei der EAE kdnnen mehr und kleinere L&sionen in den frihen Sequenzen nach

Kontrastmittelgabe visualisiert werden, was auf eine hdhere Sensitivitat von
MPO-Gd im Vergleich zu Gd-DTPA schliel3en lasst. Mit MPO-Gd zeigen sich
nicht nur etwa doppelt so viele Lasionen wie mit Gd-DTPA. Auch sind diese
klarer von einander abgrenzbar und gehen nicht so diffus ineinander tber. Der
Grund hierfur liegt darin, dass nach der Aktivierung von MPO-Gd und der
Bindung an Proteine der Sensor am Ort der Entziindung verbleibt, wahrend Gd-
DTPA relativ frei im Gewebe diffundieren kann.

In den spaten Sequenzen 60 und 90 Minuten nach Kontrastmittelgabe lasst sich
dann die Entziindung durch hohe, persistierende Kontrastverstarkung von MPO-
Gd bestatigen. Gd-DTPA ist in diesen spaten Sequenzen bereits wieder grof3teils
ausgewaschen. Diese verlangerte Darstellbarkeit von MPO-Gd beruht auf der
Aktivierung durch MPO. Schlief3lich sind die Blut-Halbwertszeiten der beiden
Kontrastmittel ohne Aktivierung anndhrend gleich (5.4 Minuten + 0.9). Auch
zeigen die Untersuchungen mit MPO knock-out Mausen, dass MPO-Gd ohne
Aktivierung schnell wieder ausgewaschen wird. In diesem Zusammenhang
sollten weitere Studien den Zeitraum herauszufinden in dem Gd-DTPA bereits
komplett ausgewaschen ist, wéhrend das MPO-Gd Signal durch die
Oligomerisierung und Proteinbindung weiter detektierbar ist. Zu diesem Zeitpunkt
konnte dann das ,reine Entziindungssignal“ gemessen werden, ohne das dieses
vom Signal der Blut-Hirnschranken Storung lberlagert ware. Dieser Zeitpunkt
liegt mutmalilich etwa 3 bis 4 Stunden nach Kontrastmittelgabe. Schlie3lich
konnte nach 6 Stunden Kkeines der beiden Kontrastmittel mehr MR-
tomographisch nachgewiesen werden.

Wahrend beide Kontrastmittel im nicht aktivierten Zustand eine Relaxivitdt von
4.5 mM™ s bei 1.5 Tesla besitzen, steigt die Relaxivitat von MPO-Gd durch die
MPO Aktivierung und Proteinbindung stark an. Wie Gd-DTPA kann auch MPO-
Gd nur durch eine geoffnete Blut-Hirnschranke diffundieren. Allerdings reichen
kleinste Schrankenstérungen aus, damit MPO-Gd nach Aktivierung ein
erkennbares Signal liefern kann, wahrend Gd-DTPA nicht darstellbar ist. So ist
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zu verstehen, dass kleine EAE Lasionen mit geringer BHS Stdérung nur mit dem
MPO Sensor visualisierbar sind.

Im Gegensatz zu Gd-DTPA, welches ein unspezifischer Marker der
Schrankenstérung ist, zeigt MPO-Gd die Entzindungsaktivitat in der L&sion
anhand des Markerenzym Myeloperoxidase direkt an. So kénnte eine frihere
Diagnosestellung und damit ein friherer Therapiebeginn méglich werden, was
nachweislich mit einer geringeren Morbiditat und Mortalitat bei der MS einhergeht
(Jacobs et al., 2000).

Eine wichtige Fragestellung in der klinischen Praxis ist die Beurteilung der
Aktivitat von MS-Plaques. Mithilfe des MPO Sensors sollte in weiteren
Untersuchungen der chronischen Phase der EAE untersucht werden, inwieweit
die Unterscheidung von aktiven und nicht aktiven Lasionen mit der MRT mdglich
ist. Denkbar wéren z.B. L&sionen, die noch eine BHS Beeintrachtigung
aufweisen, jedoch nur noch geringe inflammatorische Aktivitat besitzen. Auch
wurden in letzter Zeit mehr und mehr unterschiedliche Arten von MS-Plaques
beschrieben, die unterschiedliche histologische Merkmale aufweisen (Nessler et
al.,, 2007). Eine nahere Charakterisierung der entsprechenden Lasionen und

ihrer Entztindungsaktivitat mit MPO-Gd ware sicherlich interessant.

3. Cerebrale Ischamie
Bei der cerebralen Ischamie sind die Regionen der Kontrastverstarkung durch

die beiden Kontrastmittel sehr &hnlich. Auch sind die Signalintensitaten in den
frithen Sequenzen anndhrend gleich. Erst 60 und 90 Minuten nach
Kontrastmittelgabe liefert MPO-Gd signifikant hohere Kontrast-zu-Rausch Werte
als Gd-DTPA. Bei der in vivo Quantifizierung der MPO Expression mit der MRT
erwies sich der Aktivierungsgrad (CNRggs) als genauerer Parameter als die
absoluten Kontrast-zu-Rausch Werte. So korreliert der Aktivierungsgrad deutlich
besser mit den in vitro Quantifizierungen der MPO anhand der semiquantitativen
RT-PCR und dem MPO Aktivitats-Assay. Der Grund daftr liegt wahrscheinlich in
der starken Blut-Hirnschrankenstdrung, welche durch die Hypoxie bedingte
Nekrose entsteht. So konnen beide Kontrastmittel 6 Minuten nach
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Kontrastmittelgabe ungehindert in das Hirnparenchym diffundieren und die
longitudinale Relaxation verkirzen. Die Aktivierung von MPO-Gd geht dabei im
unspezifischen Signal der absoluten Kontrast-zu-Rausch Verhaltnisse unter.
Hinzu kommt, dass das MPO Expressionsniveau bei der cerebralen Ischamie mit
ihrer sekundar entziindlichen Reaktion von vorneherein weit niedriger ist als bei
der EAE. Dadurch tritt erst nach 60 Minuten, wenn das unspezifische BHS
Storungssignal ausgewaschen ist, das langer anhaltende, spezifische MPO
Signal hervor. Deshalb wurde der MPO-Gd Aktivierungsgrad als Parameter
eingefihrt, um fur die frihe, unspezifische Kontrastverstarkung zu korrigieren.
Auf diese Weise erlaubt der Aktivierungsgrad mit MPO als Markerenzym die
Erstellung eines zeitlichen Entziindungsprofils und die Quantifizierung der MPO
Aktivitat in vivo. Diese Informationen waren zuvor nur ex vivo Untersuchungen
zuganglich. Ein wichtiger Baustein der Ischamie Untersuchungen war die
Nutzung von MPO knock-out Mausen und die damit mégliche Validierung der
Spezifitdt von MPO-Gd. Schlie3lich konnte gezeigt werden, dass die
enzymatische Aktivitat von MPO tatsachlich notwendig ist, um die
Kontrastverstarkung von MPO-Gd herbeizufihren und sich MPO-Gd bei
fehlender Aktivierung genauso verhalt wie das nicht aktivierbare Gd-DTPA. Dies
bedeutet auch, dass MPO-Gd nicht fur die Entzindungsbildgebung bei
Erkrankungen genutzt werden kann, bei denen MPO nicht exprimiert wird.

4.  Weiterfuhrende Uberlegungen zu bis-5HT-DTPA-Gd
Weitere Arbeiten beziiglich der genaueren Charakterisierung von Sensitivitat und

Spezifitait des Sensors sind auch in anderen Krankheitsmodellen
vielversprechend. So konnte in einem Myokardinfarktmodell der Maus mit MPO
knock-out Tieren ebenfalls gezeigt werden, dass sich MPO-Gd im nicht
aktivierten Zustand in seinen Kontrastmitteleigenschaften und seiner
Pharmakokinetik genauso wie Gd-DTPA verhélt. Auch war mit MPO-Gd die
Unterscheidung von homo- und heterozygoten MPO knock-out Tieren in vivo
maoglich (Nahrendorf et al., 2008).
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In den Versuchsreihen wurde durchgangig mit einer Dosis von 0.3 mmol/kg fur
beide Kontrastmittel gearbeitet, was der dreifachen klinischen Dosis entspricht.
Der Grund daflr ist, dass die enzymatische Aktivitdt der murinen MPO nur etwa
10% der menschlichen MPO Aktivitat betragt (Rausch and Moore, 1975). Es
kann also vermutet werden, dass die Bildgebung mit MPO-Gd beim Menschen

wesentlich hohere Kontrast-zu-Rausch Werte ergeben wiirde.

5. Rolle der Entziindung bei der EAE und cerebralen
Ischamie
Sowohl bei der MS/EAE wie bei der cerebralen Ischamie wird tber die Rolle der

Entziindung kontrovers diskutiert. So konnte bei der EAE gezeigt werden, dass
Entzindungszellen nicht nur ,Schaden anrichten®, sondern auch neurotrophe
Faktoren wie den brain derived neurotrophic factor (BDNF) sezernieren und so
die Regeneration von Nervenzellen férdern (Hohlfeld et al., 2007; Hohlfeld et al.,
2006; Kerschensteiner et al., 1999). Bei der cerebralen Ischamie ist das
Abraumen von Zelldetritus durch Phagozyten sicherlich ein wichtiger Prozess der
Reorganisation nach dem Insult. Gleichzeitig kann die Entzindungsreaktion
sekundéaren Schaden hervorrufen. Auch hier besitzt die Inflammation also zwei
Seiten.

In unseren Untersuchungen zeigten immunhistochemische Doppelfarbungen,
dass nicht alle Makrophagen/Mikroglia MPO positiv sind. Dies legt die
Vermutung nahe, dass hier verschiedene  Makrophagen/Mikroglia
Subpopulationen nebeneinander bestehen, die eine unterschiedliche
entzundliche Aktivitdt kennzeichnet, wie sie auch in der Literatur beschrieben ist
(M1 und M2 Makrophagen, Gordon, 2003). Solche Subpopulationen mit
unterschiedlicher Funktion und entzindlicher Aktivitat sind in letzter Zeit in
verschieden Krankheitsmodellen identifiziert worden (Nahrendorf et al., 2007).
MPO hingegen scheint sehr spezifisch fur die angeborene Immunantwort zu sein
und wurde bei der EAE ausschlie3lich von Makrophagen/Mikroglia sekretiert und
bei der cerebralen Ischamie zusétzlich in den friihen Stadien an Tag 1 und 3 von

Neutrophilen Granulozyten.
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6. Fortschritte in weiteren Bereichen der ,,molekularen
Bildgebung*
MPO kann also als Markerenzym von Makrophagen/Mikroglia und Neutrophilen

aufgefasst werden und damit fir Entzindungsvorgange per se, da bei fast jeder
inflammatorischen Reaktion im Korper zumindest eine der beiden
Zellpopulationen beteiligt ist (Faith et al., 2008). Eisenoxidnanopartikel (USPIO,
VSPIO, SPIO) wurden fur die MRT sowohl bei cerebraler Ischamie als auch bei
EAE eingesetzt (Dousset et al., 1999; Kleinschnitz et al., 2003; Linker et al.,
2006; Petry et al., 2007). Dabei werden die Partikel systemisch injiziert und von
zirkulierenden Monozyten/Makrophagen aufgenommen oder alternativ
Phagozyten in vitro mit Eisenpartikeln beladen und anschlieRend i.v. appliziert.
Im Rahmen der cerebralen Schadigung wandern dann die beladenen Zellen ins
Gehirn ein und kénnen dort mit T2* gewichteten Sequenzen dargestellt werden.
Inwieweit MPO-Gd und Eisenoxidnanopartikel komplementare Informationen
liefern, ist unklar und sollte in zukilnftigen Studien untersucht werden.
Maoglicherweise ist mit einer kombinierten Bildgebung mit Eisenoxiden und
MPO-Gd die Differenzierung unterschiedlicher  Makrophagen/Mikroglia

Populationen maoglich.

Ein weiteres Einsatzgebiet des MPO Kontrastmittels sind nuklearmedizinische
Anwendungen, da das Gadolinium lon durch radioaktives Indium (**!In) oder
Kupfer (®*Cu) ersetzt werden kann. So wird aus MPO-Gd ein
nuklearmedizinischer Tracer, der in der Single Photon Emission Computed
Tomography (SPECT) und Positron Emission Tomography (PET) eingesetzt
werden kann, was mit einer erhdhten Sensitivitat im Vergleich zur MRT
einhergeht (Querol Sans et al., 2005).

7.  Klinische Ubertragbarkeit der Ergebnisse und
Toxizitat von MPO-Gd

Mittelfristig besitzt MPO-Gd zudem grof3es Potential fur die klinische Einfiihrung.
So wurden fur die MPO-Gd Bildgebung ausschlief3lich klinische Standard

Sequenzen verwendet, was die Uberfihrung in die klinische Anwendung
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erleichtert. Neben den oben genannten Gebieten wird auch intensiv an weiteren
Fragestellungen geforscht. So ist bekannt, dass Entziindungsprozesse und damit
auch MPO in hohem MalRe bei Arteriosklerose, Vaskulitis sowie bei
Tumorerkrankungen eine Rolle spielen. Erste Toxizitatsstudien an Mausen,
denen die 5-fache normalerweise applizierte Dosis injiziert wurde, zeigten keine
toxischen Effekte. Auch in der Zellkultur fihrte die 10-fache Dosis von MPO-Gd
nicht zu einer Wachstumsverzégerung oder gar zu Apoptose (Rodriguez et al.).
Es konnte zudem gezeigt werden, dass MPO-Gd nicht von Phagozyten
aufgenommen wird und somit keine DNA schadigende Wirkung besitzen sollte —
die Aktivierung von MPO-Gd erfolgt also rein extrazellular durch die sezernierte
MPO. Unerwinschte toxische Wirkungen von MPO-Gd sind auch
unwahrscheinlich, bedenkt man die geringe Modifikation durch die beiden
Serotonin Reste im Vergleich zu Gd-DTPA. Unverstanden ist jedoch bisher die
Proteinbindung, die MPO-Gd nach seiner Aktivierung eingeht und die zu der
starken Relaxivitatsverkirzung fihrt (Chen et al.,, 2006). Durch die
Radikalisierung seiner Serotoningruppen kann die Bindung an andere
radikalisierte Serotoninreste der extrazellularen Matrix erfolgen. 6 Stunden nach
Kontrastmittelgabe konnte keine Kontrastverstarkung mehr nachgewiesen
werden — zu diesem Zeitpunkt ist MPO-Gd folglich wieder ausgewaschen. Unklar
ist jedoch, wie die eingegangene Bindung von MPO-Gd wieder geldst wird und,
ob es gegebenenfalls zu einer funktionellen Beeintrachtigung seiner

Bindungspartner kommt.

8.  Ausblick
Einerseits ist also durch die MPO-Gd Bildgebung ein besseres Verstandnis der

Pathophysiologie auf Ebene der Grundlagenforschung moéglich. Andererseits
kann dank hoherer Sensitivitat und Spezifitat eine frihere und genauere
Diagnostik sowie die Uberwachung von Therapieerfolgen in vivo erfolgen. Ein
erstes kirzlich publiziertes Beispiel fur ,Therapiemonitoring” ist die Testung der
Wirkung von Atorvastatin im heilenden Myokardinfarkt. Dabei konnte gezeigt

werden, das die Magnet Resonanz Tomographie mit MPO-Gd sensitiv genug ist,
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um anti-inflammatorische Behandlungserfolge in vivo zu verfolgen (Nahrendorf et
al., 2008).

Die Hoffnung besteht also in Zukunft mit diesen und &hnlichen Kontrastmitteln
eine funktionelle, molekulare Bildgebung zur Verbesserung von Diagnostik und

Therapie in der Klinik zur Verfigung zu haben.
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viil.Zusammenfassung

Ziel der vorgelegten Arbeit ist die Beantwortung der Frage, inwieweit sich
primare und sekundare Entzindungsprozesse in den zwei verschiedenen
Krankheitsmodellen der Experimentellen Autoimmunen Encephalomyelitis und
cerebralen Ischamie durch die spezifische Visualisierung des Markerenzyms
Myeloperoxidase in vivo darstellen lassen.

Die molekulare Magnet Resonanz Tomographie mit dem MPO sensitiven
Kontrastmittel bis-5HT-DTPA-Gd erlaubt die Darstellung von mehr und kleineren
entzindlichen L&sionen als Gd-DTPA im Modell der EAE in den frihen
Sequenzen 6 Minuten nach Kontrastmittelgabe. In den spaten Sequenzen 60
und 90 Minuten nach Applikation des MPO Sensors lasst sich die
Entzindungsaktivitdit durch  starke, persistierende  Kontrastverstarkung
bestéatigen. Mittels MRT mit Gd-DTPA finden sich nach 6 Minuten eher diffuse
Hyperintensitaten, wobei das Kontrastmittel anschliellend sukzessive
ausgewaschen wird. Areale hoher MR Kontrastverstarkung in der MPO
Bildgebung korrelieren gut mit den Regionen starker MPO Expression in der
Immunhistochemie. In Immunfluoreszenz-Doppelfarbungen lasst sich mittels
konfokaler =~ Mikroskopie  zeigen, dass MPO  ausschlieBlich  von
Makrophagen/Mikroglia exprimiert wird und vor allem die weil3e Substanz des
Cerebellums und Mittelhirns betrifft. Dartber hinaus korreliert die Starke der
Kontrastverstarkung sowie die MPO Expression mit dem klinischen Stadium der
Erkrankung und dem Grad der Demyelinisierung. Die in vivo MPO Bildgebung
liefert somit ein indirektes Mal3 der Demyelinisierung, dem entscheidenden

pathophysiologischen Prozess der MS/EAE.

Bei der cerebralen Ischdmie kann eine erhohte MPO Expression in vivo lber den
gesamten Versuchszeitraum von drei Wochen nachgewiesen werden. Dabei war
die hochste MPO Expression an Tag drei zu finden, was in vitro durch
semiquantitative Real Time PCR sowie MPO Aktivitats-Assays validiert wurde.

Im Zeitverlauf der Zellinfiltration sind Makrophagen an Tag drei in grél3ter Zahl



Zusammenfassung o4

vorhanden und bleiben lang anhaltend Uber drei Wochen in der Lasion, wahrend
Neutrophile Granulozyten von Tag eins bis drei gefunden werden. Dies erklart
den Peak der MPO Expression an Tag drei, da hier sowohl massiv Makrophagen
wie Neutrophile im Ischdmiegebiet vorhanden sind. In abschlie3enden Studien
mit MPO knock-out Tieren konnte die Spezifitit von MPO-Gd nachgewiesen
werden. So lasst sich bei diesen aufgrund der fehlenden Aktivierung des MPO
Markers keine verlangerte Kontrastverstarkung im Infarktareal nachweisen.
Vielmehr verhalt sich MPO-Gd in diesen Tieren genauso wie das nicht
aktivierbare Gd-DTPA.

Insgesamt zeigen die Untersuchungen, dass sich MPO-Gd und Gd-DTPA
verstarkte MR-Bildgebung deutlich voneinander unterscheiden. Bei der EAE
kénnen mit MPO-Gd signifikant mehr und kleinere Plaques im Vergleich zu dem
herkémmlichen Gd-DTPA visualisiert werden. Auch lasst sich nach 60 Minuten
die Entzundungsaktivitdt einzelner L&sionen durch hohe, persistierende
Kontrastverstarkung bestatigen, wéhrend zu dieser Zeit Gd-DTPA bereits
grol3teils ausgewaschen ist.

Bei der cerebralen Ischamie kann mit dem MPO Marker ein dynamisches
Entzindungsprofil Uber die Zeit erstellt werden. MPO-Gd-verstarkte MR-
Bildgebung erscheint somit vielversprechend, sowohl primare als auch
sekundare Entzindungsprozesse bei verschiedenen ZNS-Erkrankungen in vivo

sensitiv und spezifisch visualisieren zu kénnen.
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