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Zusammenfassung

Kontrastmittelunterstitzte MRT zur Gewebedarstellung des RES
unter Verwendung von SHU 555 A und dreier Derivate
Ergebnisse einer tierexperimentellen Studie

Jorg Barmig

In dieser Studie wurde der Einflu3 der Partikelgréf3e und Dosierung auf
die Aufnahme des superparamagnetischen Kontrastmittels SHU 555 A
(Partikelgréie 65nm, (Gruppe 1)) und 3 Derivate mit kleineren
hydrodynamischen Durchmessern (Partikelgréfe 22nm, 33nm, 46nm,
(Gruppen 2-4)) in RES-haltige Organsysteme (Leber, Milz, Knochenmark,
Lymphknoten) untersucht. Besonderes Interesse galt der
Signalbeeinflussung des RES unter der Verwendung der ultrakleinen
Eisenoxidpartikel (USPIO). Hierzu wurden New Zealand White Kaninchen
die jeweiligen Partikelgrof3en in Dosierungen von 10, 20, oder 40 umol Fe/
kg KG intravends appliziert. Anschlie3end wurden in-vivo-Aufnahmen vor,
sowie 2h und 24h nach KM-Gabe mit T1l-gewichteten SE- und T2-
gewichteten TSE-Sequenzen angefertigt. Zur Validierung der in-vivo
ermittelten Daten erfolgte ex-vivo die Messung der post mortem
entnommenen Organe.

Das Signalverhalten von Leber- und Milzgewebe nach Kontrastmittelgabe
war, unabhangig von der Wichtung, nahezu identisch. Es wurde bei jeder
Dosierung und PartikelgroRe eine signifikante Signalbeeinflussung
ermittelt.

Im Knochenmark ergab sich durch USPIO eine signifikante
Signalbeeinflussung sowohl in T1- als auch T2-gewichteten Aufnahmen.
Es zeigte sich eine klare Dosis-Wirk-Beziehung nach 2h und 24 h.

Alle drei Gewebe zeigten bei Reduzierung der PartikelgréRe einen
verminderten Signalabfall.

In  Lymphknoten hingegen konnte weder ex-vivo noch mittels
Massenspektrometrie eine signifikante Aufnahme des Kontrastmittels
unabhangig von Partikelgré3e oder Dosierung festgestellt werden. Eine
verwertbare Kontrastierung von Lymphknotengewebe konnte fur die
untersuchten Dosisbereiche nicht beobachtet werden.

Die Ergebnisse lassen den Schlufl3 zu, dass hoher dosierte ultrakleine
carboxydextran-stabilisierte  Eisenoxidpartikel sowohl fir die KM-
unterstitzte Darstellung von Leber und Milz als auch des Knochenmarks
eingesetzt werden konnen. AulRerdem erdffnet sich die Mdoglichkeit der
gleichzeitigen Anwendung in MR-Angiographie.

Versuchsgenehmigung durch die Bezirksregierung Minster, 10.12.1996:
Aktenzeichen: 23.0835.1.0 (67/96)

Tag der mindlichen Prufung: 28.09.2004
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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Gewebedarstellung am MRT

Der friihen Erkennung von Primartumoren und Metastasen (z.B. in Leber,
Knochen, Mamma oder Colon) kommt eine erhebliche Bedeutung zu.
Bildgebende Verfahren, speziell die Schnittbilddiagnostik (Ultraschall, CT,
MRT), ermdglichen genaue Aussagen und sind Hauptbestandteil bei
Staginguntersuchungen. Zur weiteren Diagnostik stehen unterstitzend
unterschiedliche Methoden zur Verfigung (Szintigraphie, PET, etc.), die
sich hinsichtlich ihrer Spezifitat und Sensitivitat unterscheiden.

Die kontrastmittelverstarkte CT war fur die Detektion von Leber-, Colon-
oder Knochentumoren und der Suche nach Lymphknotenmetastasen
lange Zeit die Methode der Wahl [16, 20, 45, 48, 62, 63]. Inzwischen hat
die Anwendung kontrastverstarkter MRT-Untersuchungen bei Indikationen
wie der Detektion fokaler Leberlasionen klare Vorteile gegeniber der
kontrastmittelverstarkten CT sowie der nativen MRT [27, 31, 30, 42, 47].
Nachteile der CT gegenuber der MRT sind die Strahlenexposition fur den
Patienten, die schlechtere Kontrastauflosung bei der Darstellung von
Weichteilgewebe und die hdhere Inzidenz von Nebenwirkungen durch die
Applikation von Rontgen-KM. Jedoch sind der MRT in speziellen
Fragestellungen Grenzen gesetzt. So erhoffte man sich bei der
Anwendung der MRT zur Detektion von Lymphknoten (LK) durch
unterschiedliches Signalverhalten von LK eine Steigerung der
diagnostischen Genauigkeit zu erreichen. Jedoch ist mit der nativen MRT
die Erkennung von Metastasen in nicht vergré3erten Lymphknoten nicht
maoglich. Somit ist fur das Staging mittels MRT, wie bei der CT, weiterhin
die GroRRe der LK das entscheidende diagnostische Kriterium [5, 13, 14,
26, 41].

Wie bei anderen bildgebenden Verfahren kann auch in der MRT durch die
Anwendung von Kontrastmitteln (KM) die Sensitivitat der Aufnahmen fur
den Nachweis von Pathologien erhoht werden [5]. Einen Ansatz stellen
eisenoxidhaltige Kontrastmittel dar, die  von Zellen des

Retikuloendothelialen-Systems (RES) aufgenommen werden. Sie reichern
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Einleitung

sich in Abhéangigkeit von Partikelgrof3e in Leber, Milz, Knochenmark und
Lymphknoten an. Durch sie kbnnen genauere Aussagen uber
Gewebeintegritat, Perfusion und Funktion bestimmter Organsysteme
gemacht werden [12, 25, 35, 52, 58].

Seneterre et al. erzielten mit der Verwendung von i.v.-applizierten
superparamagnetischen, eisenoxid-haltigen KM  eine  deutliche
Signalbeeinflussung von rotem und gelben Knochenmark in T1- und T2-
gewichteten Aufnahmen [43].

Weissleder und Anzai et al. zeigten mit der Applikation von Kontrastmitteln
(AMI-25, AMI-227) eine Signalbeeinflussung von Lymphknoten in T2-
gewichteten Sequenzen. Durch die Verwendung der KM konnte eine
Differenzierung zwischen metastatischen und freien Lymphknoten erreicht
werden [2, 3, 4, 56].

1.2. Kontrastmittel in der MR-Diagnostik

Bei der Konzeption von Kontrastmitteln in der MRT haben zwei Aspekte
Bedeutung. Zum einen mul3 die Substanz bei gegebener Vertraglichkeit in
ausreichendem Mal} in das Zielgewebe gelangen und sich hier anreichern
(Pharmakokinetik), zum anderen mul3 die Substanz zu einer
entsprechenden  Signalbeeinflussung  fuhren  (physiko-chemische
Eigenschaften).

Als MR-Kontrastmittel werden Ubergangsmetalle z.B. Eisen (Fe-3 , Fe-2),
Mangan (Mn-2) oder Gadolinium (Gd-3) verwandt. Ihre Beeinflussung des
Magnetfeld ist fur die Signalgebung entscheidend. Unterschieden werden
para- von superparamagnetischen KM [53, 36]. Klassische Vertreter der
paramagnetischen KM sind Gadolinium-Chelate (z. B. Magnevist®). Sie
werden mit TI1-gewichteten Sequenzen kombiniert und zeigen in
anreichernden Geweben eine Steigerung der Signalintensitat. Daher
werden sie auch als positive KM bezeichnet.

Hingegen  bestehen  superparamagnetische  Kontrastmittel  aus

superparamagnetischen Eisenoxidpartikeln mit geringer Partikelgréf3e (25
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Einleitung

— 100nm). Sie sind durch eine hohe T2-Relaxivitat (R2 = 100 (mmol/l)s™)
gekennzeichnet und werden mit T2-gewichteten Sequenzen kombiniert.
Dies fuhrt in speichernden Geweben zu einer Signalminderung, weshalb
sie als negative KM bezeichnet werden. Mit Hilfe unterschiedlicher
Chelatbildner entstehen aus den Ubergangsmetallen nichttoxische,
wasserlosliche Komplexe, die dem menschlichen Organismus zuganglich
gemacht werden konnen. Zur Stabilisierung der Komplexe werden
Dextran- bzw. Carboxydextranhillen verwandt.

Diese KM (z.B. AMI-25, AMI-227) finden Verwendung in angiografischen
Untersuchungen, Organperfusions- und —funktionmessungen [6, 17, 44].

1.3. Zielsetzung dieser Arbeit

Ziel dieser Arbeit ist die Evaluation der Signalbeeinflussung von RES-
haltigen Geweben in der MRT unter der Verwendung des
superparamagnetischen RES-Kontrastmittels Resovist®, sowie dreier
Derivate unterschiedlicher GréRe und Konzentrationen am Tiermodell.
Besonderes Interesse gilt der Beeinflussung des Enhancements durch die
Applikation der ultrakleinen, superparamagnetischen Eisenoxidpartikel
(USPIO) in Leber, Milz, Knochen und Lymphknoten. Auf3erdem soll
untersucht werden, ob eine Signalbeeinflussung auch 24h nach KM-
Applikation noch diagnostisch zu verwerten ist. Die Wertigkeit der in den
Untersuchungen verwendeten T1- und T2-gewichteten Sequenzen soll
miteinander verglichen werden. Hintergrund der Uberlegungen ist die
Verwendung von Eisenoxidpartikel mit kleinen GrofRen fur angiografische
Untersuchungen, so dass neben der Angiografie auch andere Gewebe bei

einmaliger KM-Applikation untersucht werden kdnnten.
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Grundlagen

2. Grundlagen

2.1 Anatomie des RES (Retikuloendotheliales System) - Zellulare

Bestandteile

Fur die immunologische Abwehr des Organismus ist einerseits die
spezifische Abwehr mit seinem Lymphozytensystem und andererseits die
unspezifische Abwehr des Retikuloendothelialen Systems (RES)
verantwortlich. Die mononukleédren Phagozyten (Makrophagen) sind im
Blut die Monozyten und im Bindegewebe die Histiozyten (s.Tab.). In Milz,
Knochenmark  und Lymphknoten  sind  sie phagozytierende
Retikulumzellen und kleiden die dortigen Sinusoide aus. In der Leber
werden sie als Kupffer'sche Sternzellen bezeichnet. Sie kdnnen ganze
Erythrozyten, korperfremde Zellen und v.a. Substanzen wie Kohle-,
Quarz- und Metallpartikel phagozytieren. Diese Eigenschaft der
Makrophagen macht man sich bei der Applikation von eisenhaltigen

Kontrastmitteln zu Nutze.

Tab. 1: Zellformen des Retikuloendothelialen Systems (RES)

Lokalisation Zellformen
Knochenmark Hamopoetische
Stammzelle
Monoblast
Promonoblast
Monozyt
Blut Monozyt
Bindegewebe Makrophagen
(Histiozyten)
Leber Kupffer-Zellen
Milz Plasmazellen,
Makrophagen,
Lymphozyten
Knochen Osteoklasten
Knochenmark Makrophagen
Lymphatisches Makrophagen
Gewebe
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Grundlagen

2.2 Physikalische Grundlagen & Pharmakologie

2.2.1 Para- und Superparamagnetismus

Magnetische Suszeptibilitat beschreibt die Magnetisierbarkeit einer
Substanz in einem magnetischen Feld.

Magnetismus entsteht durch die Bewegung elektronisch geladerner
Teilchen und ist daher allen Substanzen gemeinsam. Unterschiedlich ist
nur die ,Empfindlichkeit, mit der verschiedene Substanzen auf ein
aulReres Magnetfeld reagieren. Suszeptibilitat beschreibt dieses Maf3 und
wird als Diamagnetismus, Paramagnetismus, Superparamagnetismus
oder Ferromagnetismus definiert. Die Magnetisierbarkeit nimmt auch in
dieser Reihenfolge zu.

Paramagnetische Substanzen sind durch das Vorliegen ungepaarter
Elektronen charakterisiert. Mit Erhéhung der Elektronenzahl steigt das
magnetische Moment. Paramagnetische Substanzen zeigen eine positive
magnetische Suszeptibilitat. Durch Anlegen eines magnetischen Feldes
wirkt sich die in der Substanz selbst hervorgerufene Magnetisierung
additiv zu dem bereits bestehenden Magnetfeld aus, so dass es zu einer
lokalen Erh6hung der Feldstarke kommt. Paramagnetische Verbindungen
fuhren vor allem zu einer Verkirzung der T1-Relaxationszeiten. Da eine
T1-Verkirzung die Signalintensitat (SI) in T1 gewichteten Sequenzen
erhoht, werden sie auch als ,positive” KM bezeichnet. Nach Entfernung
des aul3eren Magnetfeldes kehren paramagnetische Substanzen in ihren
ursprunglichen Zustand zurtck.

Hingegen besitzen superparamagnetische Eisenoxidpartikel aufgrund
ihrer geringen Gré3e nur eine magnetische Doméne. Sie lassen sich bei
Einbringung in ein externes Magnetfeld (z.B. MRT) schon bei schwachen
Feldstarken vollstindig magnetisieren und richten sich entlang der
Feldlinien aus. Die geordneten magnetischen Domanen bauen ihrerseits
ein Magnetfeld auf, welches die Homogenitat des externen Magnetfelds
stort und hierdurch die Relaxationszeiten T1 und T2 verkirzt. Da eine
Verkirzung der T2-Relaxationszeit die Sl erniedrigt, werden

superparamagnetische Verbindungen auch als ,negative“ KM bezeichnet.
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Grundlagen

Dieser Suszeptibilitatseffekt ist bei superparamagnetischen
Eisenoxidpartikeln im Vergleich zu paramagnetischen Substanzen

besonders ausgepragt.

2.2.2 Paramagnetische Kontrastmittel

Klassische Vertreter dieser Gruppe sind Gadolinium-Chelate (Gd-
Chelate). Sie zeigen aufgrund ihrer hohen Zahl ungepaarter Elektronen
einen starken paramagnetischen Effekt und fliihren zu einer Verkirzung
der T1-Relaxationszeit und somit auf T1-gewichteten Sequenzen zu
einem Sl-Anstieg.

Das pharmakologische Verhalten von niedermolekularen Gadolinium-
Chelaten, wie z.B. Magnevist®, &hnelt im wesentlichen dem
konventioneller jodhaltiger Ro&ntgenkontrastmittel. Nach intraventser
Applikation und schneller intravasaler Verteilung diffundieren Gd-
Komplexe in den Extrazellularraum. Eine dynamischen Bildgebung nach
Bolusapplikation hat sich z.B. fur die Charakterisierung fokaler

Leberlasionen als vorteilhaft erwiesen [19].

2.2.3 Superparamagnetische Kontrastmittel

Superparamagnetische Kontrastmittel bestehen aus
superparamagnetischen Eisenoxidpartikeln. Typischerweise werden sie
durch eine Dextran- bzw. Carboxydextranhiille stabilisiert. Aufgrund ihres
Eisenkerns werden sie von Zellen des RES phagozytiert und unterliegen
dann dem physiologischen Eisenstoffwechsel [4]. Sie fihren primar zu
einer Verkirzung der T2-Relaxationszeit in den speichernden Geweben
und somit zu einer Signalreduktion in T2-gewichteten Aufnahmen [2, 38,
49, 50, 56, 57, 58, 61]. Ihre T2-Relaxivitat (R2) ist typischerweise um das
zwei- bis sechsfache groRRer als die T1-Relaxivitat (R1). Die T1-Relaxivitat
ist aber unter gleichen Mel3bedingungen um den Faktor vier bis sechs
groRer im Vergleich zu paramagnetischen KM (Gd-Chelaten) [21]. Sie
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Grundlagen

zeigen konzentrationsabhangig auf stark T1-gewichteten Bildern ein
positives Enhancement [10].

Unterschieden werden kleine (@ = 30nm) (SPIO = Superparamagnetic
Iron Oxide) und ultrakleine Eisenoxidpartikel (@ < 30nm) (USPIO =
Ultrasmall Superparamagnetic Iron Oxide) .

2.2.4 Eisenstoffwechsel

Der Gesamtbestand des Organismus an Eisen betragt 4 — 5g. Es ist an
vielen wichtigen Funktionen beteiligt, wie z.B. als Bestandteil des
Hamoglobins beim O2-Transport im Blut oder des Myoglobins bei Bindung
und Speicherung von O2 im Muskelgewebe. Eisen, das funktionell nicht fur
die Biosynthese von Hamoglobin oder anderen wichtigen Proteinen
bendtigt wird, lagert in Form des Speicherproteins Ferritin in RES-haltigen
Geweben (Leber, Milz, Knochenmark, Lymphknoten). Somit unterliegen
eisenhaltige KM schlief3lich dem physiologischen Eisenstoffwechsel.

Schema des Eisenstoffwechsels:

Erythrozyten
Knochenmark
(Erythroblasten)
Funkti j -
(eLi] gmlhog; Eegzm Transferrin - Depot-Eisen
Enzyme, Myo- - ‘ (Ferritin)
globin) I
enterale

Resorption
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Material und Methode

3. Material und Methoden

Um den EinfluB der KM auf die Signalgebung von Lymphknoten zu
ermitteln, werden in-vivo-Aufnahmen vor, sowie 2 und 24 h nach KM-
Gabe angefertigt. Zusatzlich werden die RES-Gewebe Leber,
Knochenmark und Milz sowohl auf T1- als auch T2- gewichteten Bildern
auf ihre Signalgebung ausgewertet. Als Referenzwert wird Muskelgewebe
gewabhilt.

Um die Effekte zu verifizieren, werden nach Organ— und
Knochenentnahme ex-vivo Aufnahmen der Gewebe gefertigt.
Lymphknoten werden aus drei unterschiedlichen Lymphknotenstationen

(tracheal, mesenterial, popliteal) entnommen.

3.1. Resovist® (SHU 555 A)

SHU 555 A (Resovist®) wurde von der Firma Schering AG, Berlin in
Zusammenarbeit mit Meito Sangyo Corporation Ltd. (Nagoya, Japan)
entwickelt. Es ist ein superparamagnetisches eisenoxidhaltiges KM
(Magnetite — Fe? O*/Maghemite — Y — Fe? 0% ), welches sich im RES
anreichert. SHU 555 A wird im Gegensatz zu AMI-227 nicht durch eine
Dextran-, sondern einer Carboxydextranhille stabilisiert [18, 39]. Der
polykristaline Eisenoxid-Kern selbst enthélt mehrere Kristalle mit einem
mittleren Durchmesser von 4.2 nm. Die Resovist®-Stammldsung besteht
aus einer Mischung von Eisenoxiden verschiedener hydrodynamischer
Durchmesser und enthélt 28,59 Eisen (Fe)/l (0,5 mol Fe/l), 40g Mannit/I
sowie 2g Laktat/l (pH-Wert 6,5). Die Osmolaritat betragt 0,324 osmol/l H,O
mit einer Viskositat von 1,023 mPa:s bei T=37°C. Die Relaxivitat betragt in
Plasma unter Standardbedingungen: R1 = 19,4 (mmol/l)*s? und R2 =
185,8 (mmol/l)1s? [18] (Gruppe 1, Tabelle 2).

Um den EinfluR der Partikelgré3e auf die Signalgebung zu untersuchen,
wurden drei verschiedene Subfraktionen des Kontrastmittels mit jeweils
kleineren hydrodynamischen Durchmessern von der Resovist®-

Stammldsung separiert und fir das Experiment verwandt (Gruppen 2-4,

8



Material und Methode

Tabelle 2 + 3).
Kontrastmittel

Resovist® erwies sich als nebenwirkungarmes

und ermoéglicht bei guter Vertraglichkeit durch die

Bolusapplikation eine dynamische Bildgebung.

Tabelle 2: Physikalische Eigenschaften der Eisenoxid-Partikel

Gruppe |mittlerer [Konz. R1* R2* Verhaltnis
Durch- (mmol Fe/l) |(mmol/ (mmol/ R2* /| R1*
messer | x sec)-! |l xsec)?

(nm)
1 65 500 19 186 9,78
2 46 102 25 119 4,75
3 33 70 24 67 2,79
4 21 68 18 41 2,28
Tabelle 3: Gruppenaufteilung
GroRe | SHUB55A | SHUS55 A | SHU 555 A | Resovist®
22nm 33nm 46nm 65nm
Dosis
10 pmol 4 Tiere 4 Tiere 4 Tiere 4 Tiere
20 pmol 4 Tiere 4 Tiere 4 Tiere 4 Tiere
40 pmol 4 Tiere 4 Tiere 4 Tiere 4 Tiere
Magnevist® 4 Tiere
ohne KM 2 Tiere

9



Material und Methode 10

3.2 In-vivo Experiment

3.21 Versuchsaufbau und Anasthesie

Als Versuchstiere wurden ausgewachsene weibliche New Zealand White
Kaninchen mit einem mittleren Gewicht von 3500g (+ 500g) verwendet.
Die Versuche waren durch die Bezirksregierung Minster (Aktenzeichen
67/96) genehmigt.

12 Gruppen mit je 4 Tieren pro Dosisstufe Resovist® (n=48), eine
Vergleichsgruppe von 4 Tieren mit dem KM Magnevist® (Schering AG,
Berlin) (n=4) und eine Kontrollgruppe (ohne KM) bestehend aus 2 Tieren
ohne Kontrastmittelapplikation bei ex-vivo Messungen wurden gebildet (
Tabelle 2).

Die intramuskulare Narkose der Tiere erfolgte mit 50 mg/kg KG Ketamin-
Hydrochlorid (Sanofi-CHEVA, Dusseldorf) und 2,5 mg/kg KG Xylazine-
Hydrochlorid (Medistar, Holzwickede). Nach Abschlul3 des ersten Scan-
Protokolls erfolgte eine erneute Narkose fur die 24h-Aufnahmen.
(Samtliche in-vivo Versuche wurden durch Dr. C. Bremer und Dr. T.

Allkemper durchgefihrt.)

3.2.2 Kontrastmittelapplikation

Zur Applikation der Kontrastmittel wurde unter Narkose eine
Venenverweilkanile (22G insyte-W, Becton Dickenson, Heidelberg) in die
Ohrvene der Tiere plaziert. Vor Injektion der randomisiert zugeteilten
Dosis KM, erfolgte das erste Scan-Protokoll zur Ermittlung der Nativwerte.
Einheitlich wurde zwei Stunden nach Applikation eine erneute Messung

durchgefuhrt.



Material und Methode 11

3.2.3 MR-Sequenzen

Die Messungen erfolgten in einem Magnetresonanztomographen mit 1,5
Tesla (Siemens Magnetom Vision) unter Verwendung einer Body-phased-
array-Spule.

In samtlichen Sequenzen wurden 13 Schichten mit einer Dicke von 4mm
erzielt. Fur die Untersuchungen wurden SE- (Spin-Echo) und TSE- (Turbo-
Spin-Echo) Sequenzen mit folgenden Parametern (TR [ms] / TE [ms])

verwendet:

T1-gewichtete SE-Sequenz (500/14) mit einem Flipwinkel von 90°; in 2
Aquisitionen wurden 13 coronare Schichten mit einer Matrix 384 (Phase)

x 512 (Frequenz) Pixel innerhalb von 6 min und 27 sec aufgenommen.

T2-gewichtete TSE-Sequenz (4000/96) mit einem Flipwinkel von 180°; in 2
Aquisitionen wurden 13 coronare Schichten mit einer Matrix von 324 x 512

Pixel innerhalb von 5 min und 44 sec aufgenommen.

T2-gewichtete TSE-Sequenz (3150/54) mit einem Flipwinkel von 180°; in 2
Aquisitionen wurden 13 axiale Schichten mit einer Matrix von 378 x 512

Pixel innerhalb von 5 min und 44 sec aufgenommen.

Nach Ermittlung der Nativwerte folgte die KM-Gabe. Jeweils 2h und 24h
nach KM-Applikation erfolgte die erneute Messung mit den festgelegten

Sequenzen. Die Parameter wurden fir alle Aufnahmen konstant gehalten.
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3.3 Ex-vivo Experiment

3.31 Versuchsaufbau

Nach Beendigung der 24h-Aufnahmen wurden die Tieren flur die ex-vivo
Messungen geopfert. Durch eine Laparotomie wurden Leber, Milz,
Knochen und Lymphknoten enthommen. Zum Vergleich der ex-vivo Werte
mit und ohne KM-Applikation, wurde zwei Tieren ohne KM-Gabe ebenfalls
die entsprechenden Organe entfernt. Die Organe wurden zunachst in
Gefrierschalen mit 0,9% NaCl-Losung eingebettet und in einem
Gefierschrank aufbewahrt. Um eine gleichmafige Aufteilung und
Gewebemenge bei den Messungen zu gewdahrleisten, wurden
Pepitierplatten (12 x 8 cm) mit einer Anzahl von 64 Vertiefungen
verwendet. Die Aufteilung der Gewebe wurde nach Partikelgrof3e und
Dosisstufe in aufsteigender Reihenfolge vorgenommen. Anschlie3end

erfolgte die Einbettung der Platten in Agarosegel.

Plattenaufteilung:

1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12

NO® © © O 000

1000000000000

100 © © O 000

1 000000000000

200 © O 0 000

1000000000000

100 © 0 0 000

1 000000000000
Magnevist + SHU 555 A SHU 555 A SHU 555 A
Normal (ohne KM)  10umol Fe/kg KG  20umol Fe/kg KG  40umol Fe/kg KG
A3: Magnevi_st A5: R10-22nm A7: R20-22nm A9: R40-22nm
C3: Magnevist C5: R10-33nm C7: R20-33nm C9: R40-33nm
E3: Normal ES: R10-46nm E7: R20-46nm E9: R40-46nm

G3: Normal G5: R10-65nm G7: R20-65nm G9: R40-65nm
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Phantom:

Pepitierplatte mit

Gewebe
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3.3.2 MR-Sequenzen ex-vivo

Die ex-vivo Messungen erfolgten unter Verwendung einer Extremitaten-
Spule. Die Schichtdicke betrug 3mm bei einem Field of View (FOV) von
300 x 300 mm und einer Matrix von 256 x 256 Pixel. Diese Parameter
galten fur alle ex-vivo Aufnahmen und wurden konstant gehalten.

Fur die Untersuchungen wurden SE- (Spin-Echo) und FLASH-Sequenzen
(Fast-Low-Angle-Shot) mit folgenden Parametern (TR [ms] / TE [ms])

verwendet:

T1lw SE-Sequenz (500/14) , coronare Schnittfiihrung, Flipwinkel 90°
T2w SE-Sequenz, (3000/50), coronare Schnittfiihrung, Flipwinkel 180°
T1w FLASH-Sequenz, (100/5), Flipwinkel 90°

T1w FLASH-Sequenz, (100/10), Flipwinkel 90°

T2w FLASH-Sequenz, (100/5), Flipwinkel 20°

T2w FLASH-Sequenz, (100/10), Flipwinkel 20°

o ok 0N PE

3.4 Massenspektrometrie

In einem Massenspektrometer wird aus einer Substanzprobe ein Strahl
gasformiger lonen erzeugt und diese nach Masse und Ladung getrennt.
Die Trennung ergibt schlie3lich ein Massenspektrum. Aus diesem wird
abgelesen, welche lonen in welchen relativen Mengen gebildet worden
sind. Massenspektren erlauben bei Einzelsubstanzen Ruckschlisse auf
deren Struktur, bei Gemischen uberdies auf deren qualitative und
quantitative Zusammensetzung.

In dieser Versuchsreihe wurden samtliche Lymphknoten nach Dosierung
und Partikelgrol3e getrennt und Dr. Ebert (Schering Berlin) zur
massenspektrometrischen Untersuchung zugesand. Mit Hilfe der
Massenspektrometrie konnte die von den LK aufgenommene relative

Eisenmenge bzw. Kontrastmittelmenge bestimmt werden [8].
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3.5 Auswertung

3.5.1 Bildanalyse —in-vivo

Zur Ermittlung der Signalintensitat (SI) der Gewebe wurden 3 aufeinander
folgende Schichten mit dem jeweils zu messenden Organ gewahlt.

Die Messung der Signalintensitat der Organe erfolgte vor (Slnaivy) und nach
KM-Gabe (Slkv). Das relative Signal-Enhancement (ENH) wurde mit
folgender Formel berechnet:

Sl — Sl
ENH = ("~ ™%yy100

Nativ

Ebenso wurde der direkte Unterschied im Signalverlust (ASI) zwischen
den Aufnahmen ohne Eisenoxidgabe (Slyaiv) und nach KM-Gabe (Slkw)
berechnet.

Berechnung 2 h post KM : ASI = Slativ — Sl2h post km

Berechnung 24 h post KM : ASI = Slativ — Sl2ah post km

15
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3.5.2 Bildanalyse — ex-vivo

Zur Ermittlung von Nativwerten dienten zwei Kontrolltiere ohne
Kontrastmittelapplikation. Die Nativwerte wurden bei der Berechnung des
Signal-Enhancements (ENH) mit Slyaiy  bezeichnet. Als Grundlage zur
Berechnung wurde dieselbe Formel wie bei der in-vivo Auswertung

benutzt:

Sl — Sl
ENH = (v " ™%y v 100

SINativ

Als Grundlage zur Berechnung des direkten Signalverlustes (A Sl) diente

dieselbe Formel wie bei in-vivo-Aufnahmen.

Berechnung direkter SI-Verlust ex-vivo:  ASI = Slye — Slpost

3.6. Statistik

Als Signifikanznorm wurde der T-Test flr gepaarte Stichproben verwendet
mit einer

Signifikanz p < 0,05. (Statistische Beratung durch das Institut fur
Biomathematik WWU Munster)

16
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4, Ergebnisse

4.2 Leber

421 In-vivo

Das Lebergewebe zeigte durch SHU 555 A einen signifikanten
Signalabfall sowohl 2, als auch 24 Stunden nach Kontrastmittelapplikation
in jeder Dosisstufe und PartikelgroRe. Der Signalverlust war in T1- und T2-
Wichtungen abgrenzbar. Fir alle Gruppen stellte sich eine klare
Dosisabhangigkeit heraus. Unabhéngig jedoch von Partikelgrole,
Dosierung und gewdahlter Sequenz wurde nach 24h ein geringerer
Signalverlust im Vergleich zur 2h-Aufnahme ermittelt. Aus einer Erhéhung
der PartikelgroRe innerhalb der gleichen Dosisstufe resultierte ein
starkerer Signalabfall. Dementsprechend fiihrte eine Dosissteigerung bei
gleicher Partikelgrof3e zu einem erhdhten Signalverlust (Grafik: 1-4, Bild:
5-8). Der maximale Signalverlust betrug -82,0+2,5% 2h nach KM-
Applikation in den T2-gewichteten TSE Aufnahmen. (Grafik: 1, Bild: 8).
Nach 24h ergab sich noch eine Signalreduktion von -75,7+2,0% (Grafik:
2). In T1l-gewichteten Aufnahmen wurde ein maximaler Signalverlust
mit -72,9£1,5% in 2h- und -62,9+1,9% in 24h-Bildern fir SE-Sequenzen
ermittelt (Grafik: 3+4, Bild: 7).

Auch mit USPIO wurde 2h und 24h nach KM-Applikation ein diagnostisch
verwertbarer Signalverlust erzielt (Grafik: 5 + 6, Bild 1-6). In dieser Gruppe
zeigte sich der groRte Sl-Verlust in T1- und T2-gewichteten SE-
Sequenzen ebenfalls bei der 40umol-Dosierung. In der T2-gewichteten
Sequenz betrug der SI-Abfall nach 2h -71,0+£1,5% und nach 24h
-60,9+2,0% (Grafik: 1+2).

Eine Dosissteigerung flihrte unabhangig von der PartikelgroRe wie bei
SPIO aufgrund der Dosis-Wirk-Beziehung zu einer vermehrten
Signalreduktion. Analog dem Knochengewebe verkleinerte sich die
Differenz des Signalverlustes zwischen USPIO und SPIO bei Steigerung
der Dosierung von 10umol auf 40umol (Grafik: 2 + 4; Bild: 7 + 8).
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Somit kann auch mit der Anwendung von USPIO in héheren Dosierungen,
sowohl nach 2h als auch nach 24h, eine vergleichbare diagnostische
Aussage wie bei der Verwendung von SPIO getroffen werden.

422 Ex-vivo

Ex-vivo zeigte Lebergewebe ebenfalls eine Dosiabhangigkeit innerhalb der
einzelnen Gruppen. Die in-vivo gemessenen Werte konnten bis auf
geringe Abweichungen verifiziert werden.

So wurde der hochste Sl-Verlust in der T1-gewichteten FLASH-Sequenz
bei 40umol 65nm mit -88,5+0,5% erzielt und lag, im Vergleich zur
entsprechenden T2-gewichteten FLASH Aufnahme mit -67,5t1,4%,
signifikant hoher.

Eine Erh6éhung der TE von 5msec auf 10msec ergab innerhalb der
gleichen Gruppe fur T1- und T2-gewichtete FLASH-Sequenzen eine
Steigerung der SI-Reduktion (zwischen -3% und -29%).

Analog wurde in SE-Sequenzen mit der grof3ten Dosierung und
Partikelgrof3e (40umol 65nm) der hochste Signalverlust in der T2-
gewichteten Aufnahme nachgewiesen (-67,2+1,5%) (Grafik: 9; Bild: 9).
Dieser fiel, im Vergleich zu T1-gewichteten SE Bildern, -16,7% hoher aus
(-50,5+1,3% , 40umol 65nm, T1w SE) (Grafik: 10; Bild 9).

Die Verwendung von USPIO zeigte im Vergleich zu anderen Geweben
keine signifikante Signalreduktion. In der T2-gewichteten FLASH-Sequenz
wurde ein maximaler Signalverlust von -1,6+£2,0% bei 40umol verzeichnet.
Abweichend zu anderen Geweben wurde bei niedrigeren Dosierungen
(10pmol + 20umol), sowohl in T1lw- als auch T2w-Aufnahmen, zum Teil
eine Signalanhebung verzeichnet (Grafik: 5 + 6, Bild 9 + 10).

Ex-vivo konnte eine diagnostisch verwertbare Signalreduktion erst ab
einer PartikelgréRe von 33nm bei hochster Dosierung (40umol) erzielt
werden. Dies lasst vermuten, dass fur USPIO eine zu SPIO vergleichbare
diagnostische  Verwertbarkeit nur mit einer  entsprechenden
Dosissteigerung zu erzielen ist. Analog der ex-vivo Daten des

Knochengewebes lassen diese Werte vermuten, dass eine
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Dosissteigerung bei USPIO die zeitliche Begrenzung zur diagnostischen

Auswertung vergro3ern konnte.

4.3 Milz

Das Signalverhalten der Milz verhielt sich unter Verwendung von SHU 555
A ahnlich dem des Lebergewebes in den Aufnahmen des ex-vivo Scans.
Es konnte ebenfalls eine PartikelgroRen- bzw. Dosisabhangigkeit sowohl
in T2- als auch T1-gewichteten Bildern festgestellt werden. Wie auch bei
der Leber verursachten die groReren Eisenoxidpartikel (SPIO) einen
starkeren Signalverlust im Vergleich zu den ultrakleinen Partikeln
(USPIO).

Der maximale Signalverlust wurde mit -92,3+0,7% in der T1l-gewichteten
FLASH-Sequenzen (TE 10 msec.) bei 40pmol-65nm verzeichnet. T2-
gewichtete FLASH-Aufnahmen ergaben bei gleicher TE mit -86,1+1,0%
einen nur wenig geringeren Sl-Abfall (Grafik: 15+16). Analog zur Leber
wurde bei der Milz mit Erhdhung der TE in beiden Wichtungen ein
signifikant steigendes Enhancement ermittelt (Grafik: 15 — 18; Bild: 12).
Hingegen ergab sich flr SE-Sequenzen mit -72,7+2,8% (T2w) und -
66,5+0,4% (T1w) ein signifikant geringerer Signalverlust im Vergleich zu
den FLASH-Sequenzen (Grafik 11 + 12, Bild 11).

In der Gruppe der ultrakleinen Eisenoxidpartikel (21 nm) wurde ein
maximaler Sl-Verlust von -76,5£1,0% (Tlw FLASH , TE 10 msec)
ermittelt (Grafik: 18). So wurde auch mit USPIO ein signifikanter
Signalabfall erzielt. Jedoch wurde, vergleichbar der Leber, in der
niedrigsten Dosierung (10umol) in T1- und T2-gewichteten SE-Sequenzen
ein Signalanstieg erzielt (Grafik: 13). Eine Dosiserh6hung (20pmol /
40umol) in der 21nm-Gruppe ergab in beiden Wichtungen eine signifikante
SI-Reduktion mit maximal -52,6£2,7% (T2w SE) (Grafik: 13; Bild: 11).
Parallel zu Knochen und Lebergewebe verringerte sich mit Erhdhung der
Dosierung die Differenz im Signalverlust zwischen SPIO und USPIO. Bei
der 10umol-Dosierung ergab sich noch ein Unterschied von bis zu —

62,9%, mit Erhéhung auf 40pmol betrug dieser nur noch —21,1%.
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Diese Daten erharten die fir Knochen und Leber bereits aufgestellte
Vermutung, dass mit einer Dosissteigerung von USPIO eine vergleichbare
diagnostische Wertigkeit erzielt werden kann wie es fir SPIO bekannt ist.

4.1 Knochen

411 In-vivo

Unter Verwendung von SHU 555 A und der Derivate ergab sich im
Knochenmark eine deutlich melR3bare Signalreduktion. Es zeigte sich eine
deutliche  Dosis-Wirk-Beziehung.  Durch  Erhéhung sowohl der
Partikelgrofe als auch der Dosierung konnte ein ansteigendes
Enhancement erzielt werden. Mit der Verwendung von Resovist® (65nm)
wurde, analog der anderen Gewebe, der maximale SlI-Verlust mit -
79,4+1,0% in der héchsten Dosierung (40 pumol) mit einer T2-gewichteten
TSE-Sequenz 2h nach Applikation ermittelt (Grafik: 19, Bild 19). In
derselben Gruppe (40umol-65nm) ergab sich fir T1-gewichtete SE
Sequenzen eine Signalreduktion von -65,1+3,1% (Grafik: 21). Auch fur die
Gruppe der USPIO konnte dosisabhangig eine deutliche und diagnostisch
verwertbare Signalreduktion erzielt werden (Grafik: 23 +24 ; Bild: 13 + 14
). Jedoch wurden Unterschiede in der Hohe der Signalreduktion zwischen
SPIO und USPIO deutlich. Der Signalabfall in der Gruppe der ultrakleinen
Eisenoxidpartikel (22nm) war mit -66,6+1,7% (40umol) in der T2w TSE
Sequenz deutlich geringer im Vergleich zur Gruppe der SPIO (65nm)
(Grafik: 19). Die verminderte Signalreduktion der USPIO ist auf ihren
kleineren R2 / R1 — Quotienten zurlickzufihren. Je kleiner die Relaxivitat
R2 ist, desto geringer ist das Enhancement auf T2-gewichteten
Aufnahmen (Tabelle 2). Mit Steigerung der Dosierung jedoch verkleinerte
sich die Differenz des Signalverlustes zwischen USPIO und SPIO. So
ergab sich bei einer Dosierung von 10pumol noch eine Signaldifferenz von
-22,1% zwischen SPIO und USPIO, bei 40umol jedoch nur noch eine

Differenz von -12,8%. Diese Daten fuhren zu der Vermutung, dass mit
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hoéheren Dosierungen von USPIO eine vergleichbare diagnostische
Aussage wie unter Verwendung von SPIO getroffen werden kann.

Auch 24h nach KM-Applikation wurde fir SPIO und USPIO eine sicht- und
mel3bare Signalreduktion erzielt. Der maximale Signalverlust wurde,
analog zur 2h-Aufnahme, bei 40umol 65nm in der T2w TSE Sequenz
(-75,2+1,4%) deutlich (Grafik 20 + 22, Bild 20). Fur USPIO lag dieser bei
-61,3+£1,4% (Grafik: 20 + 22; Bild 14). Jedoch zeigten sich signifikante
Unterschiede fur die jeweilige Dosisstufe im Vergleich der Signalverluste
zwischen 2h und 24h. Je niedriger die gewahlte Dosierung, desto grof3er
war der Unterschied im Signalverlust zwischen 2h und 24h. So ergab sich
bei einer Dosierung von 40umol, unabhangig der Partikelgrof3e und der
Wichtung, ein maximaler Unterschied von —6,6%. Hingegen zeigte die
niedrigere Dosierung (10umol) Unterschiede im Signalabfall bis zu —14,6%
(10pmol 21nm, T2w TSE) im Vergleich 2h zu 24h (Grafik: 23 + 24). Diese
Daten lassen vermuten, dass mit hoheren Dosierung von SPIO und
USPIO eine groRReres zeitliches Fenster zur diagnostischen Auswertung

zur Verfiigung stehen konnte.

41.2 Ex-vivo

Die in-vivo gemessenen Werte des Knochenmarks konnten tendenziell ex-
vivo Dbestatigt werden. Es wurde ebenso eine Dosis- und
Konzentrationsabhangigkeit deutlich. Der Vergleich der ex-vivo zu den in-
vivo Aufnahmen ergab, unabhangig von Dosierung und Partikelgréiie,
jedoch eine geringere Signalreduzierung.

Die hochste Signalreduktion wurde mit —76,6+1,6% in der T2-gewichteten
FLASH Sequenz bei einer TE von 10msec gemessen. In der T1-
gewichteten FLASH Sequenz fiel der grof3te Signalabfall bei gleicher TE
mit —74,2+0,6% nur gering niedriger aus. Diese wurden, wie auch in-vivo,
unter der Applikation von 40umol Fe/kg KG und 65nm Partikelgréf3e erzielt
(Grafik: 25 +26; Bild: 25 + 26).

Auch mit der Verwendung ultrakleiner Eisenoxidpartikel (21nm) wurde in

T2w- als auch in Tlw-Sequenzen eine signifikante Signalbeeinflussung
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deutlich. So zeigte sich noch ein Signalverlust von -49,2+4,5% bei einer
Dosis von 40umol Fe/kg KG in der T1l gewichteten FLASH Sequenz
(Grafik: 23 + 24; Bild: 15 - 18).

Analog der in-vivo Daten verkleinert sich auch ex-vivo mit Steigerung der
Dosierung die Differenz des Signalverlustes zwischen USPIO und SPIO.
So ergibt sich bei einer Dosierung von 10umol noch eine Unterschied im
Signal-Enhancement von -38,4% (T1lw FLASH) zwischen USPIO und
SPIO. Mit Verwendung der hdchsten Dosierung (40umol) zeigt sich nur
noch eine Differenz von —24,9%.

Diese Werte bestatigen die in-vivo erhobenen Daten und fiihren ebenso
zu der Vermutung, dass mit hoheren Dosierungen von USPIO eine
vergleichbare diagnostische Aussage wie unter Verwendung von SPIO

getroffen werden kann.

4.4 Lymphknoten

Ultrakleine Eisenoxidpartikel (< 30 nm) werden von der Leber weniger
rasch aufgenommen als groRere Partikel. Dies fuhrt zu einer hdheren
Verfluigbarkeit und Aufnahme der USPIO's fir Lymphknoten,
Knochenmark und  Milz.  Desweiteren verlangert sich  die
Plasmahalbwertszeit, weshalb USPIO auch als Bloodpool-Kontrastmittel
bezeichnet werden. Elektronenmikroskopie demonstrierte die Passage
von USPIO's durch die Kapillarwande der BlutgefaRe mittels vesikularen
Transports wie auch Uber interendotheliale Verbindungen [60].

Aufgrund der geringen GrofRe von Lymphknoten (& 0,5 cm) war eine
zuverlassige Messung der KM-Aufnahme nur ex-vivo moglich.

Weder in T2- noch T1-gewichteten Aufnahmen wurde eine signifikante
Reduktion des Signals gemessen. Eine Dosis- oder
Konzentrationsabhangigkeit konnte nicht festgestellt werden. Aus diesem
Grund wurde zusatzlich der Eisengehalt der Lymphknoten durch
Massenspektroskopie untersucht. Dabei konnte nur in einzelnen
Lymphknoten ein gering vermehrter Eisengehalt nachgewiesen werden.

Es wurde aber keine aufféllige Verteilung festgestellt, die auf eine
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Konzentrationsabhangigkeit hatte schlielen lassen kénnen (Tab. 4; Dr.
Ebert, Berlin).

Tab. 4: Lymphknoten: Ergebnisse der Massenspektroskopie Dr. Ebert
(Berlin), Gewichtskonzentration umol Fe/ kg KG
Dosis: 40pmol 20pmol 10umol
pmol
Fel kg
KG
Partikeltrach | mes | pop trach] mes | pop trach| mes | pop
groile
(nm)
22nm ]0,264]1,975]0,398] Normal | 0,390,338 0,494 0,363]0,322]0,504
(ohne 6
MW + SD KM) MW + SD MW + SD
0,879 + 0,952 0.310 0,409 + 0,079 0,396 + 0,095
33nm ]0,342]0,231}0,314 0,561 0,335]0,350 0,395]0,412}0,349
2
MW + SD MW + SD MW + SD
0,295 + 0,058 0,415 +£0,127 0,385 £ 0,033
46nm ]0,459]0,328}0,296] Magne |2,13]0,453]0,485 0,289]0,245)40,340
vist 0
MW + SD 0,384 MW + SD MW + SD
0,361 £ 0,086 1,023 £ 0,959 0,291 £ 0,048
65nm |0,375]0,340]10,323 0,43]10,403]0,426 0,356]0,37410,471
0
MW + SD MW + SD MW + SD
0,346 £ 0,027 0,42 £ 0,015 0,4 £ 0,062
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Massenspektrometrie von Lymphknoten
-Mittelwert des Fe-Gehaltes-
1,500
1,000
—
01500 '—/\/bzd —
0,000
40umol 20umol 10umol
—e—22nm 0,879 0,409 0,396
—8—33nm 0,296 0,416 0,385
46nm 0,361 1,023 0,291
65nm 0,346 0,420 0,400
Mittelwert in umol Fe/kg KG
Grafik A: Mittelwert des Fe-Gehaltes (umol/kg KG) von Lymphknoten
in der Massenspektrometrie
Massenspektrometrie von Lymphknoten
-Standardabweichung vom MW-
1,500

1,000 .\
0,500 \
0,000 =

40umol 20pmol 10umol

——22nm 0,952 0,079 0,095
—&—33nm 0,058 0,127 0,033
46nm 0,086 0,959 0,048
65nm 0,027 0,015 0,062

Standardabweichung vom Mittelwert in umol Fe/kg KG

Grafik B: Standardabweichung des Mittelwertes (umol/kg KG) von
Lymphknoten in der Massenspektrometrie
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Grafik 1: Vergleich des Signalverhaltens von Lebergewebe 2h nach
SHU 555 A Applikation aller Dosisstufen und
PartkelgréRen in T2-gewichteter TSE-Sequenz
(Enhancement MW + SD [%]). Steigerung der Dosierung
bzw. Partikelgré3e fithrt zu einem erhdhtem Sl-Verlust
(Dosis-Wirk-Beziehung).
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Grafik 2: Vergleich des Signalverhaltens von Lebergewebe 24h

nach SHU 555 A Applikation aller Dosisstufen und
Partikelgrof3en in T2-gewichteter TSE-Sequenz
(Enhancement MW % SD[%]). Auch 24h nach KM-Gabe ist
konzentrationsabhangig eine deutliche SI-Reduktion
erkennbar.
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Grafik 3:

20

Vergleich des Signalverhaltens von Lebergewebe 2h nach
SHU 555 A Applikation aller Dosisstufen und
PartikelgréRen in T1-gewichteter SE- Sequenz
(Enhancement MW % SD [%]). Auch in T1w Bildern wird
eine konzentrationsabhangige Sl-Reduktion deutlich.
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Grafik 4:

Vergleich des Signalverhaltens von Lebergewebe 24h
nach SHU 555 A Applikation aller Dosisstufen und
PartikelgréRen in T1-gewichteter SE-Sequenz
(Enhancement MW + SD [%]). Auch 24 h nach KM-Gabe
ist in allen Dosisstufen und Partikelgré3en noch eine Sl-
Reduktion zu erkennen.
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Grafik 5:

40

Vergleich des Signalverhaltens von Lebergewebe 2h und
24h nach SHU 555 A Applikation von USPIO (22nm) aller
Dosisstufen in T2-gewichteter TSE- und SE-Sequenz
(Enhancement MW £ SD [%]). Mit einer Steigerung der
Dosis bzw. Partikelgrof3e erfolgt eine signifikante Sl-
Reduktion.
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Grafik 6: Vergleich des Signalverhaltens von Lebergewebe 2h und

24h nach SHU 555 A Applikation von USPIO (22nm) aller
Dosisstufen in T1-gewichteter SE-Sequenz (Enhancement
MW + SD [%)]). Vergleichbare Ergebnisse zu T2w Bildern,

jedoch ergibt sich eine geringere SI-Reduktion 2h und 24h
nach KM-Gabe.
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Grafik 7: Vergleich des Signalverhaltens von Lebergewebe 2h und

24h nach SHU 555 A Applikation in hochster Dosierung (40
pmol) und allen Partikelgréf3en in T2-gewichteter TSE-
und SE-Sequenz. (Enhancement MW + SD [%]). Eine
Steigerung der Dosierung resultiert in einem langsameren
Sl-Wiederanstieg nach 24h.
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Grafik 8: Vergleich des Signalverhaltens von Lebergewebe 2h und

24h nach SHU 555 A Applikation in hochster Dosierung (40
pmol) und allen Partikelgrof3en in T1-gewichteter SE-
Sequenz. (Enhancement MW + SD [%]). Eine Steigerung
der Dosierung resultiert in einem langsameren Sl-
Wiederanstieg nach 24h.
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Grafik 9: Vergleich des Signalverhaltens von Lebergewebe ex-vivo
nach SHU 555 A Applikation aller Partikelgro3en und
Dosierungen in T2-gewichteter SE-Sequenz
(Enhancement MW % SD [%]). Aus einer Dosis- bzw
PartikelgroRensteigerung resultiert auch ex-vivo eine
groRere SI-Reduktion.
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Grafik 10: Vergleich des Signalverhaltens von Lebergewebe ex-vivo

nach SHU 555 A Applikation aller Partikelgréf3en und
Dosierungen in T1-gewichteter SE-Sequenz (Enhancement
MW + SD [%]). Auch auf T1w Bildern ergibt sich ex-vivo
eine klare Dosis-Wirk-Beziehung.
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Grafik 11: Signalverhalten (Enhancement MW + SD [%)]) von

Milzgewebe ex-vivo nach SHU 555 A Applikation aller
PartikelgréRen und Dosierungen in T2- gewichteter SE-
Sequenz. Vergleichbares Signalverhalten der Milz zu
Leber. Mit Steigerung der Dosis bzw. Partikelgrof3e erfolgt
eine weitere Signalreduktion.
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Grafik 12: Signalverhalten (Enhancement MW + SD [%)]) von

Milzgewebe ex-vivo nach SHU 555 A Applikation aller
PartikelgréRen und Dosierungen in T1-gewichteter SE-
Sequenz. Auch in T1w Bildern zeigt sich eine klare Dosis-
Wirk-Beziehung.
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Grafik 13: Signalverhalten (Enhancement MW + SD [%)]) von

Milzgewebe ex-vivo nach SHU 555 A USPIO (22nm)
Applikation aller Dosierungen in T1- und T2-gewichteten
SE-Sequenzen. In beiden Wichtung wird mit USPIO ein
signifikanter Signalverlust erzielt.
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Grafik 14: Signalverhalten (Enhancement MW * SD [%]) von

Milzgewebe ex-vivo nach SHU 555 A Applikation mit
hdchster Dosierung (40 pumol) und allenPartikelgréRen in
T1- und T2-gewichteten SE-Sequenzen. In beiden
Wichtungen zeigt sich eine klare Dosis-Wirk-Beziehung.

31



Grafiken

20

0
= -20 o
S
@] Dosis
(fl -40 o
; ':'[' 0 |
% 60 A~ 10pumo
c
()
§ .80 20pmol
c
2 I
G -100 —5~ 40umol
22nm 33nm 46nm 65nm
PartikelgrofRe (nm)
Grafik 15: Signalverhalten (Enhancement MW + SD [%)]) von
Milzgewebe ex-vivo nach SHU 555 A Applikation aller
PartikelgréRen und Dosierungen in T2-gewichteter FLASH-
Sequenz mit TE 5 msec. In FLASH-Sequenzen wird der
Einfluss der Dosierung bei gleicher PartikelgroRe auf das
Signalverhalten deutlich.
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Grafik 16: Signalverhalten (Enhancement MW + SD [%)]) von

Milzgewebe ex-vivo nach SHU 555 A Applikation aller
PartikelgréRen und Dosierungen in T2-gewichteter FLASH-
Sequenz mit TE 10 msec. Eine Verlangerung der TE fiihrt
zu einer verstarkten Signalbeeinflussung mit nahezu
identischen Werten in héheren Dosierungen (20umol +
40pmol).
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Grafik 17:

Signalverhalten (Enhancement MW + SD [%)]) von
Milzgewebe ex-vivo nach SHU 555 A USPIO (22nm)
Applikation aller Dosierungen in T2-gewichteter FLASH-
Sequenz mit TE 5 + 10 msec. Durch eine

Verlangerung der TE wird eine vermehrte
Signalbeeinflussung deutlich.
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Grafik 18:

Signalverhalten (Enhancement MW * SD [%]) von
Milzgewebe ex-vivo nach SHU 555 A USPIO (22nm)
Applikation aller Dosierungen in T1-gewichteter FLASH-
Sequenz mit TE 5 + 10 msec. Auch in T1w Bildern fuhrt
eine Verlangerung der TE zu einer vermehrten
Signalbeeinflussung.
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Grafik 19: Vergleich des Signalverhaltens von Knochengewebe 2h

nach SHU 555 A Applikation aller Partikelgréf3en und
Dosierungen in T2-gewichteter TSE-Sequenz. Steigerung
der Dosierung bzw. Partikelgré3e fihrt zu einem erhéhtem
Sl-Verlust (Dosis-Wirk-Beziehung).
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Grafik 20: Vergleich des Signalverhaltens von Knochengewebe 24h

nach SHU 555 A Applikation aller PartikelgroR3en und
Dosierungen in T2-gewichteter TSE-Sequenz
(Enhancement MW + SD [%]). Steigerung der Dosierung
bzw. Partikelgréf3e fihrt auch nach 24h zu einem erhéhtem
Sl-Verlust (Dosis-Wirk-Beziehung).
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Grafik 21: Vergleich des Signalverhaltens von Knochengewebe 2h

nach SHU 555 A Applikation aller Partikelgré3en und
Dosierungen in T1-gewichteter SE-Sequenz (Enhancement
MW + SD [%)]). Steigerung der Dosierung bzw.
PartikelgroRe fuhrt zu einem erhdéhtem Sl-Verlust (Dosis-
Wirk-Beziehung).
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Grafik 22: Vergleich des Signalverhaltens von Knochengewebe 24h

nach SHU 555 A Applikation aller Partikelgréf3en und
Dosierungen in Tlgewichteter SE-Sequenz (Enhancement
MW + SD [%)]). Eine Steigerung der Dosierung bzw.
PartikelgroRe fuhrt auch nach 24h zu einem erhéhtem Si-
Verlust (Dosis-Wirk-Beziehung).
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Grafik 23: Vergleich des Signalverhaltens von Knochengewebe 2h,

24h und ex-vivo nach SHU 555 A USPIO (22nm)
Applikation in allen Dosierungen mit T2-gewichteter TSE-
und SE-Sequenz (Enhancement MW + SD [%]). Auch 24h
und ex-vivo wird mit USPIO ein Sl-Verlust deutlich.
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Grafik 24: Vergleich des Signalverhaltens von Knochengewebe 2h,

24h und ex-vivo nach SHU 555 A USPIO (22nm)
Applikation in allen Dosierungen mit T1- gewichteter SE-
Sequenz (Enhancement MW + SD [%]). Auch 24h und ex-
vivo wird mit USPIO ein Sl-Verlust in T1w Aufnahmen
deutlich.
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Grafik 25: Vergleich des Signalverhaltens von Knochengewebe ex-

vivo nach SHU 555 A Applikation aller Partikelgré3en und
Dosierungen in T2-gewichteter SE-Sequenz (Enhancement
MW + SD [%)]). Analog der 2h- und 24h-Aufnahmen
resultiert aus einer Steigerung der Dosis bzw.
PartikelgroRe ein vermehrter SlI-Abfall.
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Grafik 26: Vergleich des Signalverhaltens von Knochengewebe ex-

vivo nach SHU 555 A Applikation aller Partikelgré3en und
Dosierungen in T1-gewichteter SE-Sequenz (Enhancement
MW + SD [%)]). Auch auf T1w Bildern wird ex-vivo eine
klare Dosis-Wirk-Beziehung deutlich.
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4.6 Bilder

46.1 Leber

Bild 1. Leber (Pfeil) in-vivo vor, 2h und 24h nach Applikation der kleinsten
Resovist®-Subfraktion (22nm) mit 10umol Dosierung in T1w SE-
Sequenz und einem max. Sl-Verlust 2h nach KM-Gabe.

Bild 2: Leber (Pfeil) in-vivo vor, 2h und 24h nach Applikation der kleinsten
Resovist®-Subfraktion (22nm) mit 10umol Dosierung in T2w TSE-
Sequenz und einem max. Sl-Verlust 2h nach KM-Gabe.
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vor KM KM 2h KM 24h

Bild 3: Leber (Pfeil) in-vivo vor, 2h und 24h nach Applikation der kleinsten
Resovist®-Subfraktion (22nm) mit 40umol Dosierung in T1w SE-
Sequenz. Persistierend hoher SlI-Verlust auch 24h nach KM-Gabe
bei Verwendung von USPIO in hdchster Dosierung.

vor KM KM 2h KM 24h

Bild 4. Leber (Pfeil) in-vivo vor, 2h und 24h nach Applikation der kleinsten
Resovist®-Subfraktion (22nm) mit 40pumol Dosierung in T2w TSE-
Sequenz. Persistierend hoher Sl-Verlust auch 24h nach KM-Gabe
bei Verwendung von USPIO in hdchster Dosierung.
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Vor KM 10umol (2h) 20umol (2h) 40umol (2h)

Bild 5: Leber (Pfeil) in-vivo vor und 2h nach Applikation von Resovist®
22nm mit 10-, 20-, 40umol Dosierung in Tlw SE-Sequenz. Auch
auf T1-gewichteten Aufnahmen ergibt sich unter Verwendung
von USPIO ein erhohter SI-Verlust bei ansteigenden
Dosierungen.

Vor KM 10umol (2h) 20umol (2h) 40umol (2h)
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Bild 6: Leber (Pfeil) in-vivo vor und 2h nach Applikation von Resovist®
22nm mit 10-, 20-, 40umol Dosierung in T2w TSE-Sequenz. Fir
USPIO wird besonders in T2 gewichteten Aufnahmen erhéhter Si-
Verlust bei ansteigenden Dosierungen deutlich.
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22nm 33nm 46nm 65nm

Bild 7: Leber (Pfeil) in-vivo 2h nach Resovist® -Applikation 22nm-65nm
mit 40umol Dosierung in Tlw SE-Sequenz. Die Erhéhung der
Partikelgrof3e bei gleicher Dosierung fuhrt zu grof3erem Sl-Verlust.

22nm 33nm 46nm 65nm

Bild 8: Leber (Pfeil) in-vivo 2h nach Resovist® -Applikation 22nm-65nm
mit 40umol Dosierung in T2w TSE-Sequenz. Eine Erhdhung der
Partikelgréf3e bei gleicher Dosierung fihrt zu grol3erem Sl-
Verlust.
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Bild 9: Leber ex-vivo in Tlw und T2w SE-Sequenz mit einer TE von
50 msec. Erhéhung der PartikelgréRe bzw. Dosierung fuhrt zu
einem groReren Sl-Verlust
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Bild 10: Leber ex-vivo, Vergleich der Signalintensitat bei Erh6hung der TE
von 50 (links) auf 100 msec (rechts) in T2w SE-Sequenz
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4.6.3 Milz

Bild 11: Milz ex-vivo nach Applikation aller Dosierungen und Partikelgré3en
in T1w (links) und T2w (rechts) SE-Sequenz mit TE 50msec. In
beiden Wichtungen zeigt sowohl die Erh6hung der Partikelgrof3e
als auch der Dosierung einen groéf3eren Signalverlust.

Normal+ 10 20 40 Normal+ 10 20 40
Magnevist | umol | pmol | umol | Magnevist | pmol | pmol pmol

Bild 12: Milz ex-vivo nach Applikation aller Dosierungen und
Partikelgrof3en in T2w SE-Sequenz mit TE 50msec (links) und
100msec (rechts)

Normal+ 10 20 40 Normal+ 10 20 40
Magnevist | umol | pmol | pmol | Magnevist| umol | pumol pmol
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46.1 Knochen

Pra KM 10pmol-22nm (2h) 20pmol-22nm (2h) 40pmol-22nm (2h)

Bild 13: Knochen in-vivo vor und 2h nach Applikation von 22nm mit einer
Dosierung von 10-40umol in einer T2w TSE-Sequenz.
Auch unter Verwendung von USPIO (22nm) wird bei steigender
Dosierung ein diagnostisch verwertbarer Signalverlust deutlich.

Pra KM 10pmol-22nm (24h) 20umol-22nm (24h) 40umo|-‘2_2nm (24h)

Bild 14: Knochen in-vivo vor und 24h nach Applikation von 22nm mit einer
Dosierung von 10-40umol in einer T2w TSE-Sequenz.
Auch 24h nach USPIO-Gabe wird ein diagnostisch verwertbarer
Signalverlust deutlich, mit gré3ter Signalreduktion bei hochster
Dosierung (40pmol).
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10pumol-22nm 20pmol-22nm 40umol-22nm

Bild 15: Knochen ex-vivo nach Applikation der Resovist® -Subfraktion
22nm in ansteigender Dosierung (10-40pumol) mit einer T2w SE-
Sequenz. Auch im Knochenmark von Réhrenknochen (Femur)
wird unter Verwendung von USPIO mit steigender Dosierung ein
signifikanter Signalverlust sichtbar.

(siehe VergroRerungsbild)

10pmol-22nm 20pmol-22nm 40umol-22nm

Bild 16: Vergrél3erung:
Knochen ex-vivo nach Applikation der Resovist® -Subfraktion
22nm in ansteigender Dosierung (10-40umol) mit einer T2w SE-
Sequenz
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10pmol-22nm 20pmol-22nm 40umol-22nm

Bild 17: Knochen ex-vivo nach Applikation der Resovist® -Subfraktion
22nm in ansteigender Dosierung (10-40pumol) mit einer Tlw SE-
Sequenz. Auch in T1-gewichteten Aufnahmen ist im
Knochenmark unter Verwendung von USPIO ein deutlicher
Signalverlust zu verzeichnen.

(siehe VergroRerungsbild)

10pmol-22nm 20pmol-22nm 40pmol-22nm

Bild 18: VergroRRerung:
Knochen ex-vivo nach Applikation der Resovist® -Subfraktion 22nm in
ansteigender Dosierung (10-40pumol) mit einer Tlw SE-Sequenz
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Pra KM 10pumol-65nm (2h) 20umol-65nm (2h) 40umol-65nm (2h)

Bild 19: Knochen in-vivo vor und 2h nach Applikation von Resovist (65nm)
mit einer Dosierung von 10-40umol in einer T2w TSE-Sequenz.
Unter Verwendung von SPIO (65nm) wird bei steigender
Dosierung ein deutlicher Signalverlust erzielt.

Pra KM 10pumol-65nm (24h) 20umol-65nm (24h) 40umol-65nm (24h)

Bild 20: Knochen in-vivo vor und 24h nach Applikation von Resovist
(65nm) mit einer Dosierung von 10-40umol in einer T2w TSE-
Sequenz. Auch nach 24h ist unter der Verwendung von SPIO
(65nm) bei steigender Dosierung noch ein deutlicher Signalverlust
erkennbar.
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10pmol-65nm 20pmol-65nm 40umol-65nm

Bild 21: Knochen ex-vivo nach Applikation der (65nm) in ansteigender
Dosierung (10-40umol) mit einer T2w SE-Sequenz. Durch
Applikation der Resovist ®-Stammlésung in héchster Dosierung
wird der hochste Signalverlust erzielt. (siehe VergrofRerungsbild)

10pmol-65nm 20umol-65nm 40pmol-65nm

Bild 22: Vergro3erung:
Knochen ex-vivo nach Applikation der Resovist ®-Stammlésung (65nm)

in ansteigender Dosierung (10-40pumol) mit einer T2w SE-Sequenz
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10pmol-65nm 20pmol-65nm 40umol-65nm

Bild 23: Knochen ex-vivo nach Applikation von Resovist ® (65nm) mit 10-,
20-, 40pmol Dosierung in Tlw SE-Sequenz (TE 50). Auch auf T1
gewichteten Aufnahmen wird, vergleichbar zu T2- gewichteten
Aufnahmen, mit Resovist ® (65nm) bei hochster Dosierung der
grofdte Signalverlust verzeichnet. (siehe VergréfZerungsbild)

10pmol-65nm 20pmol-65nm 40umol-65nm

Bild 24: VergréRerung:
Knochen ex-vivo nach Applikation von Resovist ® (65nm)

mit 10-, 20-, 40umol Dosierung in T1lw SE-Sequenz (TE 50)
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40pmol-22nm 40umol-33nm  40pmol-46nm  40pumol-65nm

Bild 25: Knochen ex-vivo nach Applikation von 40pumol-22nm, -33nm,
-46nm, -65nm in T2w SE-Sequenz (TE 50)

40umol-22nm  40pumol-33nm  40pmol-46nm  40pumol-65nm

Bild 26: Knochen ex-vivo nach Applikation von 40pumol-22nm, -33nm,
-46nm, -65nm in Tlw SE-Sequenz (TE 50)
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5. Diskussion

51 Leber

Lebergewebe zeigt unter Verwendung des intrazellularen KM Resovist®
in T2-gewichteten Sequenzen einen Signalverlust. Nach i.v.-Applikation
erhoht sich durch die Phagozytoseaktivitdt der Kupffer-Zellen die
intrazellulare KM-Konzentration. Hierdurch verschiebt sich das R2/R1-
Verhéltnis zugunsten von R2 und damit das Verhdltnis T2-/T1-Effekt
zugunsten von T2. Dies fuhrt schliellich zu einer negativen
Signalanderung [21]. Bekannt ist bisher der Signalverlust von
Lebergewebe unter Verwendung der Resovist® -Stammlésung (65 nm)
[18, 34, 28], unklar hingegen der EinfluR der Resovist® -Subfraktionen
(21nm, 33nm, 46nm) auf die Signalgebung von RES-spezifischen
Geweben.

In dieser Studie konnte ein signifikanter Signalverlust in Lebergewebe
nach i.v.-Applikation von SHU 555 A und der Derivate unabhangig der
Partikelgroe und der Konzentration beobachtet werden. Das
Enhancement persistierte wéhrend des gesamten
Beobachtungszeitraums. Aufgrund des o.g. gréReren R2/R1-Verhaltnis (s.
Tab. 2), verursachten SPIO’s bei gleicher Dosierung einen starkeren
Signalverlust im Vergleich zu USPIO's. Ex-vivo konnten diese Daten
weiter verifiziert werden. So wurde der maximale Signalabfall nach 2h mit -
82,0£2,5% bei 40pumol-65nm in einer T2-gewichteten TSE-Sequenz
verzeichnet und betrug nach 24h noch -75,7+2,0%.

Jedoch wurde auch mit USPIO 2h nach Applikation bei einer Dosierung
von 40pumol Fe/kg KG noch ein Signalverlust in Lebergewebe von
-71,0£1,5% (T2w TSE) beobachtet. Auch geringere Dosierungen von
USPIO (20umol/10umol) bewirkten einen anhaltenden Signalverlust.
Diese Ergebnisse korrelieren mit von Mergo et al. publizierten Daten, die
einen Signalverlust in T2-gewichteten Aufnahmen der Leber von 73%
nach USPIO Gabe ermittelten [27]. Da die Signalintensitadt in
Lebergewebe nach Eisenoxid-Gabe asymptotisch gegen null geht, werden

bei steigender Dosierung Unterschiede im Enhancement zwischen SPIO



Diskussion 52

und USPIO stetig kleiner. Wéahrend bei 10umol Fe/kg KG zwischen
Gruppe 1(21nm) und 4(65nm) noch ein Unterschied im Enhancement von
44% in der Leber zu verzeichnen ist, betragt der Unterschied zwischen
kleinster und groRter PartikelgréRe in der hochsten Dosierung (40umol
Fe/kg KG) nur noch 11% (T2 TSE). Eine Steigerung der Dosis bei gleicher
Partikelgréf3e resultierte aullerdem in einem geringeren Signal-
Wiederanstieg nach 24h [7]. Eine erhohte intrazellulare Eisenoxid-
Konzentration und den daraus resultierenden  verzdgerten
Abbauvorgdngen mit der Einschleusung des Eisens in den
Kdrperkreislauf, ware eine mogliche Erklarung. Diese Erkenntnis konnten
die Mdglichkeit er6ffnen, mit hoheren USPIO-Dosierungen einen
vergleichbaren diagnostischen Effekt bei Leber-spezifischen
Untersuchungen zu erzielen wie es fur SPIO schon bekannt ist und
zusatzlich den zeitlichen Rahmen der diagnostischen Auswertung
vergrofRern.

Neben ihren zellspezifischen Eigenschaften koénnten Resovist® -
Fraktionen bei der Differenzierung von Leberlasionen zum Einsatz
kommen. Klinische Versuche mit unterschiedlichen USPIO-Formeln zur
Charakterisierung fokaler Leberlasionen bestatigen diese Ergebnisse [24,
25, 35]. Mergo et al. demonstrierten einen Anstieg des Kontrastes
zwischen Lebergewebe und Lasion von uber 500% fir SPIO und USPIO
[27]. In weiteren Studien konnte gezeigt werden, dass maligne L&sionen
ohne phagozytierende Zellen unter Eisenoxidgabe ein konstantes
Signalverhalten zeigten. Zusatzlich zeigte ein Ring-Enhancement bei bis
zu 83% maligner L&sionen und nur 14% benigner Lasionen nach
Applikation von USPIO (T1w fat suppr.) eine weitere Moglichkeit der
Differenzierung von Lebertumoren [25, 33]. Der Signalabfall gutartiger
Lasionen ist proportional der Kupffer-Zell-Aktivitat bzw. der
Tumorvaskularisation und damit zur weiteren Charakterisierung wertvoll.
Einige Eisenoxid-Kontrastmittel (AMI-25, AMI-227) kdnnen aufgrund ihrer
kardiovaskularen Nebenwirkungen und dem  Auftreten  von
Ruckenschmerzen jedoch nicht im Bolus appliziert werden [25, 54].
Hingegen wurden fur Resovist® in einer Phase-2-Studie keine derartigen

Nebenwirkungen nach intravendser Gabe beschrieben. So wurde bei
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gesunden Probanden eine Resovist® -Subfraktion (Gruppe 4, 21nm) ohne
das Auftreten relevanter Nebenwirkungen bolus-injiziert, die diese
Ergebnisse der Studie bestatigen [32].

Insgesamt eroffnet die Applikation hoher dosierter USPIO-Dosierungen
die Moglichkeit eine vergleichbare diagnostische Wertigkeit im Vergleich
zu SPIO bei geringen Nebenwirkungen zu erhalten. Ein weiterer Vorteil
ware, analog zum  Knochengewebe, die  Moglichkeit  der
Mehrfachuntersuchung mit einer einmaligen KM-Gabe und die
gleichzeitige Nutzbarkeit fir gewebliche Untersuchungen im Rahmen von
MR-Angiografien [7, 29].

In weiteren Studien ware zu prifen, ob héhere Dosisstufen der Derivate
von SHU 555 A noch zu einem diagnostisch verwertbaren bzw.
gleichwertigen Ergebnis fihren wie die Verwendung von SPIO.

Ein Nachteil dieser Studie war die zu gering gewahlte Fallzahl an Tieren
pro Dosisstufe. Hierdurch lassen sich keine reprasentativen
Schlussfolgerungen fir die Anwendung der USPIO's ziehen. Es missten
weiterfihrende Untersuchungen mit hodheren Fallzahlen angestrebt
werden, um verlassliche Aussagen zur eventuellen Anwendung der

USPIO's beim Menschen treffen zu konnen.

52 Milz

Milzgewebe zeigt unter dem Einflu von RES-spezifischen KM in T2-
gewichteten Sequenzen einen Signalabfall. Das Signalverhalt war
vergleichbar dem  Signalverhalten von Lebergewebe. Bei gleicher
Dosierung wurde mit SPIO ein grol3erer Signalverlust als mit USPIO
bewirkt [7]. Mit dem Einsatz von SPIO zeigte Weissleder et al. eine
Reduzierung der T2-Relaxationszeit der Milz von 77% bei einer Dosierung
von 50pmol/kg KG [60]. Unklar ist jedoch die Signalbeeinflussung unter
der Verwendung von USPIO. In dieser Studie wurde das Signalverhalten
der Milz unter Einflu@ verschiedener Resovist® -Fraktionen
(21nm,33nm,46nm,65nm) untersucht, wobei das besondere Interesse den

USPIO’s galt. Der maximale Signalverlust betrug bei 40pumol-65nm -86,1
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+ 1,0% (T2w FLASH) und bestatigte die von Hamm et al. mit SPIO
ermittelten Daten. Jedoch wurde auch mit der Applikation von USPIO in
allen Dosierungen ein deutlicher Signalverlust erzielt. Der maximale
Signalabfall betrug bei 40umol-21nm -68,2 + 0,7% ( T2w FLASH). Das
Milzgewebe zeigte, vergleichbar dem Signalverhalten der Leber, einen
asymptotischen Verlauf in der Signalgebung zwischen SPIO und USPIO
bei steigender Dosierung. Nach Gabe von 10umol Fe/kg KG konnte noch
eine Differenz von 32%, bei Applikation von 40umol Fe/kg KG nur noch
ein Unterschied von 18% im Enhancement zwischen SPIO und USPIO
ermittelt werden (T2w FLASH).

Die Ergebnisse bestatigen die fur SPIO schon bekannten Daten. Hamm et
al. erzielten 8h nach Applikation der Resovist® -Stammlosung (65 nm)
einen maximalen Signalverlust von 78% bei 40umol Fe/kg KG [18].

In weiteren Studien wurde mit einer Abnahme der Relaxationszeiten eine
signifikante Verbesserung in der Unterscheidung zwischen normalem
Milzgewebe und Lasionen unter Verwendung von SPIO méglich [37, 60].
Ein maximaler Tumor-Milz Kontrast wurde 60 min nach Applikation
gesehen [59].

Diese Erkenntnisse fuhren, wie auch bei der Leber, zu der
Schluf3folgerung, mit hohen USPIO-Dosierungen eine vergleichbar gute
diagnostische Wertigkeit zu erhalten, wie es von SPIO schon bekannt ist
[18, 27]. In weiteren Studien ware zu prifen, ob USPIO's vergleichbare
Ergebnisse in der Unterscheidung zwischen normalem und tumorésen
Milzgewebe liefern kénnen. Insgesamt kdnnten USPIO’s zur weiteren
Diagnostik von Milzerkrankungen / -tumoren beitragen oder als Alternative
zu bisher verwandten Untersuchungen genutzt werden. Eine gleichzeitige
Nutzbarkeit im Rahmen weiterer geweblicher oder angiografischer
Untersuchungen ware denkbar.

Ein Nachteil dieser Studie war, wegen der geringen Organgrof3e und
dadurch bedingter Messfelder in-vivo, die nur ex-vivo vorgenommene
Messung des Milzgewebes. Dadurch konnte auch der Einflud der
Dosierung auf die Signalgebung in Verlaufsmessungen nicht untersuchen

werden, wie es fir Knochen und Leber in dieser Studie erfolgt ist.
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53 Knochen

Die MRT ist bei der Beurteilung von Knochenmarktumoren aufgrund ihrer
vielfaltigeren Moglichkeit der CT in der Anwendung Uberlegen. Durch
bessere Kontrastierung ist die Unterscheidung zwischen umgebendem
Weichteilgewebe und Knochenmark verbessert. Gleichwohl erzielt die CT
exaktere Aufnahmen bei kortikalen Destruktionen des Knochens. Jedoch
erlauben weder MRT noch CT eine exakte und verlaf3liche Aussage Uber
die Dignitat oder GroR3e eines Tumors im Knochengewebe [20]. Um eine
zuverlaRlichere Aussage zur Differenzierung von Knochentumoren und
-erkrankungen zu erhalten, kann der Entwicklung von RES-spezifischen
KM in der MRT eine entscheidende Bedeutung zukommen.

Weissleder et al. zeigten 1990 mit dem Einsatz von USPIO bei einer
Partikelgréie  zwischen 5 und 10nm eine Signalbeeinflussung von
Knochenmark am MRT [58]. Seneterre et al. demonstrierten mit USPIO
eine Dosisabhangigkeit der T1- und T2-Relaxationszeiten unter der
Verwendung von 40, 80 und 160umol Fe/kg KG. Sie zeigten eine
Reduzierung der Relaxationszeiten von 30%, 50% und 65% innerhalb der
ersten 24h nach Applikation [43]. Eine Verbesserung der Detektion von
Knochenmarktumoren unter Verwendung von USPIO ergaben die
Untersuchungen von Bush et al. [9]. Weitere Versuche von Daldrup et al.
demonstrierten einen erhdhten Tumor-zu-Knochenmark Kontrast nach
Applikation von superparamagnetischem Eisenoxid [12].

SHU 555 A und dessen Derivate zeigten in dieser Studie eine deutliche
Dosis-Wirk-Beziehung in Knochengewebe. Mit steigender Dosierung und
PartikelgroRe sank die Signalintensitat auf T1- und T2-gewichteten
Aufnahmen. Die ermittelten Werte bestatigen die von Seneterre et al.
publizierten Daten.

Der maximale Signalverlust mit —79,4+1,0% in der T2w SE-Sequenz 2h
nach KM-Gabe wurde mit —75,2+1,4% in der 24h-Aufnahmne bestéatigt.
Durch den Einsatz USPIO (22nm) in der niedrigsten Dosierung (10pmol/kg
KG) wurde eine Reduktion des Signals von -32,9 + 3,2% (T2w TSE) ,
respektive -23,5 = 1,7% (T1w SE) erzielt. Auch 24h nach Applikation lasst
sich noch eine Signalreduktion von —-18,3+2,0% (T2w TSE) erreichen.
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Diese Daten bestatigen die Untersuchungen mit USPIO in niedriger
Dosierung von Cihal et al. [11]. Jedoch verweist diese Studie auf erneute
KM-Applikationen bei Mehrfachuntersuchungen, von denen bei hdherer
Dosierung abgesehen werden kénnte. Mit hochster Dosierung (40umol
Fe/kg KG) wurde in dieser Studie mit USPIO ein SlI-Verlust von
-66,6+1,7% 2h und -61,3+1,4% 24h nach KM-Gabe gemessen. Diese
Ergebnisse belegen die von Cihal erstellte These einer verlangerten
diagnostischen Verwertbarkeit mit héherer Dosierung ohne weitere KM-
Applikation.

Die ex-vivo ermittelten Daten bestatigten die Dosis-Wirk-Beziehung der in-
vivo gemessenen Werte. Eine Steigerung der Dosis und der Partikelgrof3e
resultierte in einem vermehrten Signalverlust sowohl in T2-, als auch T1-
gewichteten Aufnahmen. Der grof3te Signalverlust ergab sich analog zu
anderen Geweben fur SPIO bei 40umol-65nm. Die Signalreduktion war
mit -71,8 £ 0,2 % (T2w SE) nur geringfligig niedriger im Vergleich zu -75,2
+ 1,4 % der entsprechenden 24h-Aufnahme (T2w TSE). Auch mit der
Verwendung von USPIO (22nm) wurde ein signifikanter Signalabfall ex-
vivo verzeichnet. Mit einer Dosierung von 40umol ergab sich eine
Reduktion des Signals von -31,7 + 4,2 % (T2w SE). Diese war jedoch bei
gleicher Dosierung und Partikelgréf3e signifikant geringer gegentber der
24h-Aufnahme (-61,3 £ 1,4 %). Die ermittelten Werte bestatigen die von
Seneterre et al. publizierten Daten, die eine Reduzierung des
Signalabfalles zur Ausgangsintensitdt innerhalbo von 7 Tagen
beobachteten [43]. Desweiteren unterstreichen sie die Vermutung, dass
mit hoheren Dosierungen ein langsameres Absinken der Signalreduktion
erreicht werden und damit eine verlangertes Zeitfenster flr diagnostische
Auswertungen zur Verfiigung stehen konnte.

Diese Ergebnisse zeigen, dass mit USPIO in hoheren Dosierungen ein
ausreichend diagnostisch verwertbarer Signalverlust bei Knochenmark-
spezifischen Untersuchungen erzielt werden kann. Auch tber 24h hinaus
konnte mit der Verwendung von ultrakleinen Eisenoxidpartikeln in
ausreichender Dosierung noch eine ausreichend diagnostisch verwertbare
Signalreduktion erreicht werden. Dies wirde Mehrfachuntersuchungen

ohne wiederholte KM-Applikation ermoglichen. Eine schonendere
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Untersuchung fir den Patienten bei gleicher diagnostischer Wertigkeit
ware das Resultat.

In weiteren Studien ware zu prifen, in welchem Zeitraum eine
diagnostisch nutzbare Signalbeeinflussung unter Verwendung von USPIO
erreicht werden kénnte. Desweiteren stellt sich die Frage, ob eine weitere
Dosissteigerung die diagnostische Aussagekraft erhdht. Aul3erdem
konnten USPIO, aufgrund ihrer zellspezifischen Eigenschaften, zur
Detektion und Differenzierung von Knochentumoren und -metastasen
durch das Auftreten von Ring-Enhancement um L&sionen verwandt
werden [9]. Hier ware in weiteren Studien zu prufen, in welchem Ausmalf}
SHU 555 A und die Derivate zu einem Ring-Enhancement und damit zu

einer besseren Differenzierung von Knochentumoren fihren.

5.4 Lymphknoten

Die Darstellung von Lymphknoten und deren Befall durch maligne
Erkrankungen ist auch mit den modernen Schnittbildtechniken (CT, MRT,
etc.) problematisch geblieben. Zumeist orientiert sich die Diagnostik an
der Grol3e der Lymphknoten. Da die Detektion von LK-Metastasen eine
der Hauptpunkte bei Staginguntersuchungen ist, kdnnte der Verwendung
lymphotoper wie RES-spezifischer Kontrastmittel ein hoher Stellenwert
zukommen.

Saini et al. beschreiben 1987 erste Signalbeeinflussungen von RES-
Geweben (Leber und Milz) in der MRT unter Verwendung
superparamagnetischer Eisenoxidpartikel (Biomag M 4125) [38]. Heute
werden superparamagnetische Eisenoxidpartikel u.a. zur Diagnostik
fokaler Leberlasionen als ,negative” Kontrastmittel eingesetzt. Sie zeigen
einen ausgepragten Suszeptibilitatseffekt, der in T2-gewichteten, aber
auch in T1l-gewichteten Sequenzen zum Signalverlust fuhrt. Mit dem
Einsatz intrazellularer KM (z.B. AMI-227, AMI-25) ist es gelungen neben
Leber, Milz und Knochenmark auch Lymphknoten zu kontrastieren. Durch
die Applikation von geringen Kontrastmittelmengen lassen sich, im

Vergleich zu extrazellularen Kontrastmitteln, hohe Konzentrationen im
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Zielgewebe erreichen [28]. Das verwendete Basiskontrastmittel SHU 555
A wird als intrazellulares KM von Zellen des RES aufgenommen.

In dieser Studie konnte mit der Verwendung von SHU 555 A sowie der
drei Derivate keine verwertbare Signalbeeinflussung von Lymphknoten
erzielt werden. In den beiden USPIO Resovist® -Fraktionen (22nm, 33nm)
wurden weder in T1-gewichteten noch T2-gewichteten Aufnahmen eine
Signalreduktion, Dosis- oder Konzentrationsabhangigkeit gesehen. Auch
die Massenspektroskopie konnte nur in vereinzelten Lymphknoten einen
gesteigerten Eisengehalt ermitteln, ohne Riuckschluss auf eine
dosisabhangige Gewebekonzentration zu geben. In den aus
unterschiedlichen Lymphknotenstationen entnommenen LK (tracheal,
mesenterial, popliteal) ergab sich auf ex-vivo Bildern ebenso keine auf
unterschiedliche KM-Verteilung riickschliel3ende Signalreduktion.

Erste Signalbeeinflussungen von Lymphknoten unter Einsatz eines
Kontrastmittels am Kernspintomographen wurden von Weissleder et al.
mit Verwendung eines superparamagnetischen Eisenoxids (AMI-25)
erzielt. Es konnte lediglich mit interstitieller Applikation von 20umol
Eisen/kg KG eine Senkung der T2-Relaxationszeit von 67 msec. auf 9,5
msec. erreicht werden [23, 46, 56]. Mit USPIO (AMI-227) beschreiben
Weissleder et al. erstmals nach iv.-Gabe einen maximalen
Signalverlustes in LK von 11% mit 20pumol und 19% mit 40pmol Fe/kg KG
(T2w SE) bei einer PartikelgroRe von 11nm. Aufgrund der kleineren
Partikelgréf3e (11 nm) und einer héheren Dosierung wurde in der gleichen
Studie ein Signalverlust von 36% (80umol Fe/kg KG) erzielt [58]. In einer
weiteren “AMI-227-Studie” mit einer Dosis von 0,3 bis 1,7mg Fel/kg
Kdrpergewicht konnte die Signalintensitat (SI) in T2-gewichteten SE-
Sequenzen in Lymphknoten um 75% gesenkt werden [3]. Diese
Erkenntnisse flhrten zu der Schlussfolgerung, je niedriger die Dosierung
und gréRer der Partikeldurchmesser, desto geringer sei der Signalverlust.
Diese Ergebnisse vorausgesetzt, ware in dieser Studie ein Signalverlust in
Lymphknoten nur bei einer Dosierung von 40umol aufgrund des groReren
Partikeldurchmessers (21nm) zu erwarten gewesen.

Als problematisch erwies sich bei der i.v. MR-Lymphographie in

vorgehenden Studien die ungleiche Verteilung der Kontrastmittel in den
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verschiedenen Lymphknotenstationen mit zum Teil mangelnder
Anreicherung und dadurch bedingter mangelnder Kontrastierung [2, 46,
51]. Diese Ergebnisse bestatigen die auch in dieser Studie nicht
kontrastierten Lymphknoten unterschiedlicher Stationen.

Weitere Untersuchungen von Weissleder et al. zeigten, dass mit
Verringerung der Eisenoxid-Partikelgrof3e ein signifikanter Anstieg der
Plasmahalbwertszeit und des T1-Effekts erzielt wird [22, 55, 57]. Somit
weisen ultrakleine Eisenoxidpartikel (< 30 nm) eine deutlich verlangerte
Plasmahalbwertszeit auf und werden deshalb im Vergleich zu groRReren
Partikeln, von Zellen des RES, besonders Lymphknoten und
Knochenmark, spater aufgenommen. Sie werden, wie bereits erwahnt,
auch als Bloodpool-Kontrastmittel bezeichnet. Es wurde gezeigt, dass mit
von bolus-injizierbarem Resovist® abgeleiteten USPIO's ein
intravaskularer Signalverlust von tber 30 Minuten erzielt werden kann [1].
Die Aufnahme des KM in Lymphknoten wiederum ist nicht nur von der
Partikelgréf3e, sondern auch von Dosierung, der Struktur des verwendeten
Kolloids und der Plasmahalbwertszeit abhangig. Ebenso spielen
Muskelaktivitat, regionale Unterschiede der Korpertemperatur und das
Alter bei der Verteilung des KM eine Rolle wie Studien tierexperimentell
nachweisen konnten [15, 40]. Eine Erklarung fur eine unterbliebene
Phagozytose und damit verbundene mangelnde Signalbeeinflussung von
Lymphknoten wéare die Abhéngigkeit von Proteinabsorbtion der
Partikeloberfache und ihrer anschlieenden Opsonisation durch Zellen
des RES [55]. Mit Reduzierung der Partikeloberflache sinkt die
Proteinabsorbtion und damit verbunden die Phagozytose der Partikel.
Dieser Vorgang erklart auch den allgemein geringeren Signalverlust von
USPIO’s im Gegensatz zu SPIO’s bei gleicher Dosierung. So kénnte
lediglich eine Dosissteigerung die geringere Phagozytose ausgleichen
und zu einer Kontrastierung fihren.

Resovist® ist ein  RES-spezifisches, bolus-injizierbares  und
nebenwirkungsarmes Kontrastmittel und wird im klinischen Alltag fur
angiografische und gewebespezische Untersuchungen verwendet.
Studien haben gezeigt, dass mit USPIO's neben intravaskularen auch

Signalbeeinflussungen von Lymphknoten und weiteren RES-Geweben
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(Leber, Milz, Knochen) erzielt werden kann. In dieser Studie wurden die
Parameter zur MR-Lymphographie zu klein gewahlt. Zum einen konnte die
Dosierung der USPIO's (10pmol - 40umol) zu niedrig, zum anderen die
kleinste PartikelgroRe (21nm) fur die Aufnahme in Lymphknoten zu grof3
gewahlt sein, um eine Signalbeeinflussung zu erzielen.

Weitere Studien mussten zeigen ob mit der kleinsten Partikelgrof3e (21nm)
und hoherer Dosierung (80umol / 120umol) ein Signalverlust bewirkt
werden kann. Alternativ ware die Reduzierung der Partikelgréf3e unter
20nm mit ebenfalls steigender Dosierung in Versuchen zu testen.

Damit wirde sich theoretisch die Moglichkeit eroffnen, mit einer einzigen
i.v.-Applikation eine gleichzeitige Nutzbarkeit sowohl in geweblichen als

auch in angiografischen Untersuchungen zu erhalten.
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