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Ziel: Vergleich von SPIO, USPIO und Gd-DOTA fir die MR-tomographische Beurteilung des
hamatopoetischen Knochenmarkes vor und nach externer Bestrahlung: Quantifizierung der

Permeabilitat der Knochenmark-Sinus und der Phagozytoseaktivitat der RES-Zellen.

Methoden: 36 Neuseeland-Kaninchen wurden MR-tomographisch vor und nach Injektion von
SPIO (n=12), USPIO (n=12) oder Gd-DOTA (n=12) untersucht. In jeder Kontrastmittel-Gruppe
wurden LWS und Os sacrum von jeweils 4 Kaninchen vor, nach 4 Gy und nach 12 Gy
Ganzkdrperbestrahlung untersucht. Pulssequenzen umfalRten T;-und T,-gewichtete Spinecho
(SE)- und Turbo-SE (TSE)- sowie dynamische T;-gewichtete FLASH-Sequenzen vor und nach
Kontrastmittelinjektion (p.i.). Anderungen der Signalintensitaten (SI) des Knochenmarkes
wurden als ASI(%) = | ((Slpost-Slpra)/Slpra)X100% | quantifiziert und mit der Histopathologie des

Knochenmarkes verglichen.

Ergebnisse: Radiogene Endothelschdden der Knochenmark-Sinus konnten mit der
dynamischen USPIO-unterstiitzten MRT quantifiziert und fir die verschiedenen Gruppen vor
und nach Bestrahlung signifikant unterschieden werden (p<0,05), nicht jedoch mit SPIO oder
Gd-DOTA. Spate Postkontrast-Aufnahmen zeigten einen groBeren Signalabfall des
Knochenmarkes nach Injektion von USPIO im Vergleich zu SPIO, histologisch einer héheren
RES-Phagozytose der USPIO entsprechend.

SchluRRfolgerung: Die MR-tomographische Quantifizierung der Permeabilitat der

Knochenmark-Sinus und der RES-Phagozytoseaktivitdt des Knochenmarkes gelingt mit USPIO
besser als mit SPIO oder Gd-DOTA.
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1. Einleitung

Die Magnetresonanztomographie (MRT) hat fur die bildgebende Diagnostik des
Knochenmarkes neue Moglichkeiten er6ffnet. In der Vergangenheit basierte die
Darstellung des Knochenmarkes auf der konventionellen Radiologie, der
Nuklearmedizin (z.B. Knochenmarksszintigraphie) und der

Computertomographie (1).

Die Anatomie des normalen und neoplastischen Knochenmarkes wurde in
ersten Studien bereits untersucht (3,11,12,13,14). Die MRT erlaubt eine direkte
Darstellung des héamatopoetischen und fettigen Knochenmarkes mit hoher
anatomischer Auflosung und gutem Weichteilkontrast (3,4,5,6). Zudem kdénnen
morphologische Veranderungen infolge von Knochenmarkerkrankungen,
Chemo- oder Strahlentherapie sowie physiologische altersabhéngige
Veranderungen in der MRT gut beurteilt werden. Damit wurde erstmals eine
bildgebende in vivo Diagnostik der Knochenmark-Konversion von
hamatopoetischem zu fettigem Knochenmark in Abhangigkeit vom Lebensalter
und verschiedenen Therapien, wie z.B. aplasiogener Chemotherapie und
Radiatio, moglich (3,4,5,7).

Wahrend das Uberwiegend fettige, zellarme Knochenmark und das zellreiche
hamatopoetische Knochenmark gut auf konventionelle MR-Aufnahmen anhand
von unterschiedlichen Signalintensitdten zu unterscheiden ist, kann ein
Zellreichtum des Knochenmarkes infolge einer aktiven Hamatopoese oder
Tumorinfiltration mit nativen MR-Standardsequenzen nicht unterschieden
werden. Dieses diagnostische Problem gewinnt in den letzten Jahren an
Bedeutung, da zunehmend Medikamente (z.B. GCSF = granulocyte colony
stimulating factor) verwendet werden, die die Hamatopoese nach einer
Chemotherapie zur raschen Uberwindung der Aplasie anregen und damit zu

einem  vermehrten  Zellreichtum des normalen  hamatopoetischen



Knochenmarkes fuhren. Die Verteilung der Zellansammlung kann bei Kenntnis
der normalen Knochenmark-Konversion fir die Differentialdiagnose zu einer
Tumorinfiltration hilfreich sein, eine sichere Differenzierung zwischen
Ansammlungen von hamatopoetischen Zellen oder Tumorzellen im
Knochenmark ist jedoch bei Verwendung von konventionellen nativen MR-

Standardaufnahmen nicht mdglich (2,4).

Eine Markierung des normalen h&matopoetischen Knochenmarkes mit zell-
spezifischen Kontrastmitteln kdnnte zwischen aktivem hamatopoetischem
Knochenmark, das dieses Kontrastmittel aufnimmt, und neoplastischen
Infiltrationen, die dieses Kontrastmittel nicht aufnehmen, differenzieren.
Vertreter der zell-spezifischen Kontrastmittel, die in der Lage sind RES-Zellen
des hamatopoetischen Knochenmarkes zu markieren, sind eisenoxid-haltige-
MR-Kontrastmittel. Zu diesen Eisenoxid-Kontrastmitteln gehoéren die
superparamagnetischen Eisenoxidpartikel (SPIO, Ferumoxides) und die
ultrakleinen superparamagnetischen Eisenoxide (USPIO, Ferumoxtran). Die
Wertigkeit dieser Kontrastmittel fur die bildgebende Diagnostik des

Knochenmarkes wurde bisher in nur wenigen Studien untersucht (6,15,16).

Die neuen Eisenoxid-Kontrastmittel unterscheiden sich von dem Standard-
Kontrastmittel neben ihrer zell-spezifischen Aufnahme in den Zielorganen auch
durch ein etwa 1000-fach héheres Molekulargewicht. Daher erlauben diese
Kontrastmittel auch neuartige Perfusionsstudien: Die Eisenoxid-Kontrastmittel
verbleiben in der initialen Perfusionsphase unter normalen Bedingungen im
Intravasalraum und treten nur bei einer pathologisch erhdhten
Kapillarpermeabilitat in das Interstitium der Zielorgane Uber. Eine Untersuchung
des Knochenmarkes mit diesen Kontrastmitteln erlaubt damit eine
Quantifizierung der sogenannten ,Blut-Knochenmark-Schranke® (,blood-bone
marrow barrier = BMB). Die BMB wird vom Endothel der Knochenmark-
MikrogefaRe (Sinus) und wandstandigen AdventitialgefaRen gebildet und

reguliert den Zellaustausch zwischen Blut und Knochenmark (19).



Die Permeabilitit der Knochenmark-Sinus ist von Bedeutung fir das
Engraftment von intravends infundierten Spender-Stammzellen vor einer
Knochenmark-Transplantation. Histopathologische Untersuchungen haben
gezeigt, dal3 die konditionierende Ganzkorperbestrahlung vor der
Knochenmark-Transplantation die endotheliale Permeabilitat der Knochenmark-
Sinus deutlich erhéht und damit den Eintritt der infundierten Spender-
Stammzellen in das hamatopoetische Host-Kompartiment steigert (20). Bisher
ist jedoch zur genauen Darstellung und somit zur Quantifizierung der BMB-
Permeabilitdit keine zuverlassige Methode gefunden worden. Neuere
experimentelle Forschungsergebnisse haben gezeigt, da mit der MRT unter
Verwendung von eisenoxid-haltigen makromolekularen Kontrastmitteln diese
Anderung der Permeabilitat der Knochenmark-Sinus in vivo quantifiziert werden
kann (18).
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1.1. Ziel dieser Arbeit

Die vorliegende Studie soll untersuchen, ob die Kkleineren, noch nicht
zugelassenen USPIO-Partikel (Ferumoxtran) oder die groRReren, bereits
zugelassenen SPIO-Partikel (Ferumoxides) besser fur die Markierung des
hamatopoetischen Knochenmarkes geeignet sind. Die Ergebnisse werden mit
dem Standard-Kontrastmittel Gd-DOTA (Gadoterat) verglichen und weiter auf
eine  Korrelation mit der histologischen = Zusammensetzung des
hamatopoetischen Knochenmarkes hin untersucht. Zusatzlich werden die
Knochenmarkperfusion und die Sinus-Endothel-Permeabilitdt dieser drei
Kontrastmittel einerseits am normalen und andererseits am bestrahlten

Knochenmark verglichen.

Ziele dieser vorliegenden Arbeit sind:

1) Optimierung der zu verwendenden Pulssequenzen fur die verschiedenen

Kontrastmittel Ferumoxides, Ferumoxtran und Gd-DOTA

2) Markierung des normalen hamatopoetischen Knochenmarkes mit neuen
eisenoxid-haltigen Kontrastmitteln fir die MRT
a) MRT: bestrahltes Knochenmark
normales, nicht-bestrahltes Knochenmark
b) Histopathologie: bestrahltes Knochenmark
normales, nicht-bestrahltes Knochenmark

3) Quantifizierung der Blut-Knochenmark-Schranke

4) Untersuchung des Einflusses einer Bestrahlung auf die Beurteilung der
RES-Phagozytoseaktivitat und BMB-Permeabilitat
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2. Grundlagen

2.1. MR-tomographische und histologische Darstellung

des Knochenmarkes

Das Knochenmark ist eines der groften Organsysteme des Menschen. Es
besteht aus hamatopoetischen Zellen, Fettzellen, Stroma, Zellen des retikulo-
endothelialen Systems (RES) und Sinus (Abbildung 1). Zum Zeitpunkt der
Geburt enthalt nahezu das gesamte Skelettsystem hamatopoetisches
Knochenmark (8). Das Verhaltnis zwischen rotem hamatopoetischem, und
gelbem, Uberwiegend fettigem Knochenmark, andert sich im Laufe des Lebens.
So gibt es graduelle Unterschiede zwischen der Verteilung des roten und
gelben Knochenmarkes von Geburt an bis zum Erwachsenenalter (2).

2 Knochenbalkchen

(@)= __Retikulumzelle
Blutsinus

DY __ Zellen der
Enyihropoese

Zellen der
Granulopoese

~Fettzallen

Megakaryozyt

Abbildung 1: Anatomie des Knochenmarkes (Schiebler/ Schmidt/ Zilles:
Anatomie; Springer-Verlag; 8. Auflage)
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Mit zunehmendem Lebensalter findet ein Rickgang der hamatopoetischen
Zellen statt, und es wird vermehrt Fett eingelagert (9). So &ndert sich nicht nur
das Verteilungsmuster, sondern auch die relative Zusammensetzung des
Knochenmarkes im Laufe des Lebens. Das héamatopoetische rote
Knochenmark besteht aus ca. 40% Wasser, 40% Fett und 20% Protein.
Hingegen besteht das fettige Knochenmark aus ca. 15% Wasser, 80% Fett und
5% Protein (74). Die Konversion von hamatopoetischem aktiven Knochenmark
zum inaktiven fettigen Knochenmark schreitet in den Extremitaten langsam
nach proximal fort. Beim Erwachsenen findet sich nur noch in den proximalen
Metaphysen von Humerus und Femur, im Becken, in den Wirbelkdrpern, in den
Rippen, im Sternum, in der Skapula, im Kalkaneus und in der Schéadelkalotte

hamatopoetisches aktives Knochenmark.

Dieses Verteilungsmuster ist etwa mit dem Erreichen des 20. Lebensjahres
vorhanden, wobei eine gewisse Schwankungsbreite vorliegen kann (9). Eine
weitere Zunahme des prozentualen Fettgehaltes des hamatopoetischen Markes
und einer damit progredienten Konvertierung des aktiven roten Knochenmarkes
in inaktives Knochenmark, ist mit zunehmenden Alter zu erkennen (9,
Abbildung 2). Mit der MRT kann diese Konversion dargestellt werden, und muf3

bei der Beurteilung von pathologischen Prozessen bericksichtigt werden (2).

on
L=

[
in

20 40 Alber

Abbildung 2: Prozentualer Anteil von Hamatopoesemark in Abhangigkeit

vom Alter in verschiedenen Knochen (9)
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Bei der MRT des Knochenmarkes héangt die Signalintensitat (SI) von der
Verteilung und Relaxivitat der Protonen ab, die wiederum dem Verhaltnis der
Fettzellen zu den hamatopoetischen Zellen unterliegt (10). So ist die Sl auf T;-
und T,-gewichteten Bildern, auf denen das Fett Uberwiegt, erhoht (10). Fettiges,
konvertiertes Knochenmark |aRit sich durch eine Verkirzung von T; und einer
daraus resultierenden Signalintensitatssteigerung erkennen (1). Zellreiches
Knochenmark stellt sich signalarm auf T;- und signalreich auf T,-gewichteten
Bildern dar. So zeichnen sich z.B. Knochenmarkhyperplasien durch die
Reduzierung der Fettzellen und Uberwiegen der zellularen Anteile aus. In der
MRT ist dieses durch eine Verlangerung von T; und Verminderung der

Signalintensitat ersichtlich (1,10).

Die Knochenmark-Biopsie aus dem Beckenkamm ist essentieller Bestandteil fur
die Diagnostik von potentiellen neoplastischen Prozessen. Verschiedene
Studien konnten jedoch zeigen, dal? ein positiver MRT-Befund bei negativen
konventionellen diagnostischen Methoden signifikant mit der Uberlebensrate
von Patienten mit Non-Hodgkin-Lymphomen und Plasmozytomen korreliert (6).
Die MRT bietet die Mdglichkeit zur Detektion eines fokalen Knochenmark-
Befalls bei negativer Histologie, Planung einer gezielten Punktion von fokalen
Lasionen, nicht-invasiver Verlaufskontrolle und Ganzkorperstaging im

Gegensatz zu fokalen Befunden bei der Biopsie.

Die histologische Darstellung des Knochenmarkes ist allerdings auch heute
noch ein unverzichtbares diagnostisches Verfahren zur Beurteilung von
Knochenmark-Konversionen, -Hyperplasien und -Infiltrationen. So wird bei
einem Verdacht auf mdgliche Knochenmark-Infiltrationen, Plasmozytomen,
Non-Hodgkin-Lymphomen oder aplasiogener Tumoren Knochenmark-Proben
aus Sternum oder Beckenkamm entnommen. Die histologischen Praparate
werden mit Hamatoxylin-Eosin angefarbt und unter dem Lichtmikroskop
ausgewertet. Ein gesundes Knochenmark |48t hierbei neben vielen
hamatopoetischen Stammzellen auch Stroma- und Fettzellen erkennen
(schematische Zeichnung auf Abbildung 1).
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2.2. Verwendungsgrund von Kontrastmitteln

Im Sinne des Arzneimittelgesetzes gelten Kontrastmittel als Pharmaka und
missen vielen Anforderungen wie organspezifische Anreicherung, gute
Vertraglichkeit, leichte und zumutbare Applikation, Stoffwechselinaktivitat,

schnelle Ausscheidung und 6konomische Verordnungsweise (70) erflllen.

Es gibt verschiedene Einteilungen der neuen MR-Kontrastmittel. Ein System
beurteilt den priméren Effekt der Kontrastmittel auf die Bildgebung und
unterscheidet zwischen T;- und T,-Kontrastmitteln. Weiterhin findet man eine
Unterteilung in extrazellulare versus makromolekulare Kontrastmittel und

unspezifische versus spezifische Kontrastmittel (13, Tabelle 1).

MR-Kontrastmittel, die eine Verklirzung der T;-Relaxationszeit bewirken, nennt
man T;-Kontrastmittel. Die Kontrastmittel verstarken die Signalintensitat von
Blut und Geweben auf T;-gewichteten Bildern (25,72). T;1-Kontrastmittel sind um
so wirksamer, je langer die T;-Relaxationszeiten ohne Kontrastmittel sind (71).
Klassische Vertreter der T;-Kontrastmittel sind gadolinium-haltige Kontrastmittel
(z.B. Magnevist®, Dotarem®). T,-Kontrastmittel nennt man hingegen MR-
Kontrastmittel, die auf T,-gewichteten Bildern eine Verklrzung der T,-
Relaxationszeit mit konsekutivem Signalabfall der Zielorgane zeigen (25,72).

Klassischer Vertreter der T,-Kontrastmittel ist Ferumoxides (Endorem®).

Die extrazellularen MR-Kontrastmittel werden i.v. verabreicht, um dann rasch in
den extrazellularen Raum zu diffundieren. Klassische Vertreter extrazelluléarer
MR-Kontrastmittel sind Gd-DTPA und Gd-DOTA, die ein Molekulargewicht von
<1 KDa haben. Sie besitzen ein Verteilungsvolumen, das annahernd dem
Extrazellularvolumen entspricht, eine hohe glomeruléare Filtrationsrate und in

der Regel eine rasche renale Eleminierung (Abbildung 6).
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Kontrastmittel

Handelsname

Applikation

T,-Kontrastmittel

Gd-DOTA Dotarem ZNS-, Organ-, GefaR3darstellung
Gd-DTPA Magnevist ZNS-, Organ-, GefaRdarstellung
Gd-BOPTA MultiHance Leber- und Pankreasdarstellung
T,-Kontrastmittel
Feruglose Clariscan MR-Angiographie, Perfusionsstudien
Ferumoxides Endorem Leberdarstellung
Ferumoxtran Sinerem Lymphknotendarstellung
EZR-Kontrastmittel
Gd-DOTA Dotarem ZNS-, Organ- und Gefaf3darstellung
Gd-DTPA Magnevist ZNS-, Organ- und Gefalidarstellung
Makromolekulare Kontrastmittel
Albumin-Gd-DTPA o MR-Angiographie, Perfusionsstudien:
v.a. Tumorperfusion
Polylysine-Gd-DTPA . MR-Angiographie, Perfusionsstudien:
v.a. Tumorperfusion
Carboxymethyldextran-Gd-DOTA . MR-Angiographie, Perfusionsstudien:
v.a. Tumorperfusion
P 792 Vistarem MR-Angiographie
Gd-Cascade-Polymer Gadomer 17 MR-Angiographie
spezifische Kontrastmittel
hepatobiliar
Gd-EOB-DTPA Eovist Leberdarstellung
Mn-DPDP Teslascan Leberdarstellung
Gd-BOPTA MultiHance Leberdarstellung
RES
Ferumoxides Endorem Leberdarstellung
Ferumoxtran Sinerem Leber-, Lymphknoten- u.

GefaRdarstellung

Tabelle 1: Einteilung von MR-Kontrastmitteln in verschiedene Gruppen

(22,34),

sondern soll nur

Kontrastmittel liefern!

diese Tabelle erhebt

einen Uberblick Uber
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Makromolekulare Kontrastmittel haben eine Molekulargewicht von >1 KDa.
Albumin-Gd-DTPA stellt den Prototyp dieser Gruppe von neuen MR-
Kontrastmitteln dar, deren Verteilungsvolumen anndhernd dem Blutvolumen
von Geweben entspricht. Die superparamagnetischen Eisenoxid-Partikel
Ferumoxides und Ferumoxtran zahlen auch zu der Gruppe der
makromolekularen Kontrastmittel. Sie sind zwar relativ kleine Eisenpartikel,
deren GrolRe jedoch mit der von Plasmaproteinen vergleichbar ist. Daher
verhalten sie sich physiologisch als Makromolekiile.

Gleichzeitig kann man die superparamagnetischen Eisenoxid-Partikel
Ferumoxides und Ferumoxtran zu den zell-spezifischen Kontrastmitteln z&hlen,
da sie sich spezifisch in RES-Zellen anlagern (Tabelle 1). Mit Hilfe dieser
Kontrastmittel kann man bestimmte Organe, wie Milz, Knochenmark,
Lymphknoten und Leber markieren. Die Kontrastmittel-Partikel werden vom
RES phagozytiert und fuhren im abgebildeten normalen Gewebe zu einem
Signalintensitatsverlust. Weitere Vertreter der zell-spezifischen Kontrastmittel
sind Gd-DTPA-EOB und Gd-BOPTA, die spezifisch Hepatozyten markieren. Die
niedermolekularen Standard-Kontrastmittel (Gd-DTPA, Gd-DOTA) reichern sich
im Gegensatz zu diesen Kontrastmitteln unspezifisch in allen Organen
aullerhalb des ZNS an und werden daher auch als ,unspezifische

Kontrastmittel“ bezeichnet.

Bei der MRT héngt die bildliche Auflosung von den darzustellenden
Signalintensitaten ab. Je hoher das Signal-/ Rauschverhéltnis zwischen dem
physiologischen und dem pathologischen Gewebe ist, desto glnstiger sind die
Voraussetzungen fur die bildliche Auflosung. Durch den Einsatz von
Kontrastmitteln in der bildgebenden radiologischen Diagnostik wird der Kontrast
zwischen unterschiedlichen anatomischen Strukturen und pathologischen

Lasionen beeinflul3t (71).

Mehrere Parameter koénnen den Bildinhalt und damit die diagnostische
Aussagekraft der MRT bestimmen. Die Protonendichte des Gewebes steht bei

17



Verwendung entsprechender protonendichte-gewichteter Aufnahmen in einer
linearen Beziehung zur Signalintensitat, das heil3t, dal mit steigender
Protonendichte das Resonanzsignal linear verstéarkt wird. Zusatzlich bestimmen
die T;- und T,-Relaxationszeiten der Gewebe die Signalintensitat auf den MR-
Aufnahmen und konnen bei Verwendung von entsprechend gewichteten
Pulssequenzen hervorgehoben werden. So fihrt z.B. eine kurze Repetitions-
und Echozeit zu einer hohen Signalintensitat auf T;-gewichteten Aufnahmen,
eine lange Repetitions- und Echozeit zu einer hohen Signalintensitat auf T,-
gewichteten Aufnahmen. Durch von auf3en eingebrachte Substanzen (z.B.
Kontrastmittel) lassen sich intrinsische Parameter des Zielgewebes
beeinflussen (71,73). Kontrastmittel, die die T;-Relaxationszeiten verkirzen,
fuhren zu einer Zunahme des T;-Signals, Kontrastmittel, die die T,—
Relaxationszeit verkirzen, fihren zu einem Abfall des T,-Signals. Die
Konzentration des Kontrastmittels im Gewebe beeinflult zuséatzlich das
Signalverhalten: bei relativ geringen Kontrastmittel-Konzentrationen im
Zielgewebe sind die Konzentrationen von T;—Kontrastmitteln proportional zum
T.:—Signal der Zielgewebe, die Konzentrationen der T,—Kontrastmittel
umgekehrt proportional zum T,-Signal der Zielgewebe. Fir hohere
Kontrastmittel-Konzentrationen im Zielgewebe ergibt sich dann jedoch eine
logarithmische oder sogar umgekehrte Beziehung (71).

Klinische Anwendungen von Kontrastmitteln in der MRT haben unter anderem
folgende Vorteile der kontrastverstarkenden Untersuchungen gegenuber der
Nativuntersuchungen  gezeigt:  verbesserte  Sensitivitat,  verbesserte
Detailerkennbarkeit und die Moglichkeit funktioneller Untersuchungen (25).
Zudem koénnen bei Verwendung von Kontrastmitteln genauere Aussagen wie
z.B. Uber Perfusionseigenschaften und die Kapillarpermeabilitat, z. B. Uber
Storungen der Bluthirnschranke und die Knochenmark-Blut-Schranke (BMB)

gemacht werden (72).
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2.3. Paramagnetische Kontrastmittel

2.3.1. Gadoterat-Meglumin (Gadolinium-DOTA, Dotarem®)

Gadolinium-Chelate sind Vertreter von niedermolekularen, extrazellularen
paramagnetischen MR-Kontrastmittel. Sie werden als Standard-Kontrastmittel
fur die Magnetresonanztomographie eingesetzt. Aufgrund ihrer Eigenschatft, die
Signalintensitat von Geweben auf T;-gewichteten Aufnahmen zu erhohen,

werden sie als positive Kontrastmittel bezeichnet.

Gadolinium ist eine seltene Erde und besitzt eine besonders hohe Zahl von
sieben ungepaarten Elektronen. Daher weist Gadolinium einen starken
paramagnetischen Effekt auf (26). Da die Dipolmonomere von Atomkernen mit
ungepaarten Ladungen (z.B. Wasserstoff) um den Faktor 600-800 schwacher
als die magnetischen Dipolmonomere paramagnetischer Substanzen sind,
entsteht eine starke Wechselwirkung zwischen gadolinium-haltigem
Kontrastmittel und Wasserstoff-Protonen (Abbildung 3). Infolge dieser
Wechselwirkung sind die Prézession der Wasserstoffatome des jeweiligen
Gewebes und damit die T;-Relaxationszeiten und Signalintensitaten zu
beeinflussen (25).

i<
|.:.|/

paramagnetisches Wasserstoff-Protonen
Dipol-Monomer

O

Abbildung 3: Gadolinium-Interaktion (27)
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Aufgrund der hohen Toxizitdt von Gadolinium wird das Element in MR-
Kontrastmitteln mit dem Chelatbildner DOTA (tetraazacyclododecanetetraacetic
acid) komplexiert (Tabelle 2), so dal} eine nichttoxische, wasserlosliche
Gadolinium-Verbindung entsteht, welche man zur Injektion nutzen kann. Die
Beeinflussung der Signalintensitat (SI) wird weitgehend durch das
paramagnetische Gadolinium hervorgerufen, wahrend die pharmakokinetischen

Eigenschaften auf den Chelatkomplex zurtickzufiihren sind.

Gd-DOTA: 27,93% (m/v)
Meglumin: 9,76% (Mm/v)
Dichte bei 20°C: 1,1739 g/cm?
Viskositat bei 20°C: 3,2 mPa.s (or cp)
Viskositat bei 37°C: 2,0 mPa.s (or cp)
pH: 6,5- 8,0
Gd-Konzentration: 0,5 mol/l
thermodynamische Stabilitat: 25,8 log K
apparente Stabilitat pH 7,4: 18,8 log K
Halbwertzeit in 0,1 M HCL Lésung: > 1Monat
Komplexbestandteile: < 1% Zn** (25 mM)
< 1% Cu”* (25 mM)
Osmolalitat: 1350 (mOsm/kg H,0)
Plasmaosmolalitat: 1,08 (mOsm/kg KG)

Tabelle 2: Physikalische Eigenschaften von Dotarem® (27)

Gadolinium-DTPA war das erstmals verwendete paramagnetische,
extrazellulare gadolinium-haltige Kontrastmittel. Es wurde 1988 in Europa, den
USA und Japan unter dem Handelsnamen Magnevist® (Schering, Berlin) firr die
kraniale und spinale MRT zugelassen. Als zweites Kontrastmittel erhielt 1989

das Monomegluminsalz Gd-DOTA (Dotarem®; Guerbet, Aulnay-sous-Bois,
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Frankreich, Abbildung 4) in einigen europaischen Landern die Zulassung (25).

In Deutschland ist Dotarem® noch nicht zugelassen.

Abbildung 4: Chemische Struktur von Dotarem® (27)

Dotarem® verkiirzt in der bildgebenden MRT die T:- und T,-Relaxationszeiten
des Zielgewebes, wobei bei relativ geringer Kontrastmittel-Dosis ein deutliches
positives Enhancement auf Ti-gewichteten Aufnahmen nachweisbar ist. Auf
konventionellen T,-gewichteten Aufnahmen beobachtet man haufig keine oder
nur eine geringe Signaldnderung. Mit stark T,*-gewichteten, dynamischen MRT-
Aufnahmen kann man jedoch den Suszeptibilitdts-Effekt des Kontrastmittels
darstellen. Weitere physikalische Eigenschaften sind in Tabelle 2

zusammengefalit.

Gd-DOTA (Dotarem®) verteilt sich in der initialen Perfusionsphase im
Intravasalraum (Abbildung 5), tritt dann rasch in den Extrazellularraum
extrazerebraler Gewebe Uber und wird renal, entsprechend der glomerularen
Filtrationsrate, eleminiert (25,28, Abbildung 6). Nach Gabe von Dotarem®
wurden keine Veranderungen der Nierenfunktion oder des
Serumkreatininwertes, selbst bei bereits eingeschrankter Nierenfunktion,

festgestellt (25). Die Ausscheidung der Substanz erfolgt in unveranderter Form,
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das bedeutet, da’ sie nicht dissoziiert, nicht metabolisiert und nicht retiniert
wird. Das Verteilungs- und Ausscheidungsverhalten ist dosisunabhangig, was
auf eine geringe oder fehlende biochemische Wechselwirkung mit dem
Organismus schlieBen lalt (25). Da sich Gd-DOTA nicht-selektiv im
Extrazellularraum samtlicher extra-zerebraler Gewebe verteilt, ist es nicht

organspezifisch einzusetzen. Die Plasmahalbwertszeit im menschlichen

Organismus betragt etwa 15 Minuten (28).

Perfusionsverhalten von Dotarem ©

Fonreniration [mmolfil)

.
13

o 2RESRAERC.EH

£
:
§
:

Abbildung 5: Perfusionsverhalten von Dotarem® (27)

Ausscheidungsverhalten von Dotarem”
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Abbildung 6: Ausscheidungverhalten von Dotarem® (27)
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Die Nebenwirkungen von paramagnetischen MR-Kontrastmitteln sind im
Vergleich zu den Rontgen-Kontrastmitteln etwa um den Faktor zwei bis drei
niedriger. Allergoide Symptome liegen um den Faktor acht unter der Haufigkeit
von nicht-ionischen jod-haltigen Rontgen-Kontrastmitteln. Bei etwa ein Prozent
der Patienten treten, von MiBempfindungen an der Injektionsstelle abgesehen,
weitere unerwinschte Wirkungen auf (25, Tabelle 3). Auch ist nach einer
Bolusinjektion die Vertraglichkeit der Substanzen im Vergleich zur langsamen
intravenosen Infusion nicht verandert (25). Die Akuttoxizitat (LDsp) weist einen

Sicherheitsfaktor von >100 auf.

Erbrechen 0,19%

Ubelkeit 0,12%

Hitze 0,13%

Kopfschmerzen 0,10%
Unwohlsein 0,12%

Exantheme 0,04%
Unangenehmer Geschmack im Mund  0,04%
Atembeschwerden 0,02%

Andere 0,24%

Tabelle 3: Nebenwirkungen von Dotarem® (25)

Dotarem® gehort physikochemisch zZu den makrozyklischen
Gadoliniumverbindungen, denen gute thermodynamische Eigenschaften
zugeschrieben werden (3). Gd-DOTA hat einen mittleren hydrodynamischen
Durchmesser von ungefahr 5 nm und ein Molekulargewicht von <1 KDa. Die
empfohlene Dosis von Dotarem® betragt 0,1 mmol/kg, entsprechend einer

Dosis von 0,2 mi/kg.
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Die meisten klinisch-diagnostischen Erfahrungen mit Dotarem® sammelte man
in der kranialen und spinalen MRT zur Untersuchung des zentralen
Nervensystems (ZNS). Studien an extrazerebralen Geweben haben gezeigt,
dal3 das Ausmal} dieser SI-Zunahme auf T;-gewichteten Aufnahmen nach Gd-
DOTA Injektion sowohl vom Vaskularisationsgrad und dem Wassergehalt des
Gewebes, als auch der GrolRe des interstitiellen Raumes abhangt.
Pharmakokinetische Studien haben gezeigt, dal3 sich Gd-DOTA auch im
Knochenmark anreichert und hier zu Signalveranderungen auf T;-gewichteten
Aufnahmen fihrt. Bisher gibt es jedoch keine klinischen Studien, die sich mit

der bildgebenden Darstellung des Knochenmarkes mit Dotarem® beschaftigten.
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2.4. Superparamagnetische Kontrastmittel

2.4.1. Allgemein

Ferumoxides (Endorem®, Laboratoire Guerbet, Aulnay-sous-Bois, Frankreich)
und Ferumoxtran (Sinerem®, Laboratoire Guerbet, Aulnay-sous-Bois,
Frankreich) gehoéren zur Gruppe der partikularen superparamagnetischen
Eisenoxidpraparate (SPIO). Sie werden spezifisch vom retikuloendothelialen
System (RES) in Leber, Milz, Lymphknoten und Knochenmark aufgenommen
und unterliegen dem physiologischen Eisenmetabolismus (6,25,23,33).
Ferumoxides werden primar fir die Leber-MR verwendet, da sich die
Kontrastmittel hauptsachlich (zu 80%) in der Leber verteilen. Ferumoxtran wird
dagegen primar zur Darstellung von Lymphknoten eingesetzt. Neuere
Anwendungen schlieen auch MR-Angiographie, Lymphozyten-Marking und
Rezeptor-Imaging ein (34).

Die superparamagnetischen Eisenoxide (SPIO) Ferumoxides und die
ultrakleinen  superparamagnetischen Eisenoxide (USPIO) Ferumoxtran
enthalten Magnetite oder Ferrite. Sie haben eine geringe Gro3e von 25-180 nm
Durchmesser und bestehen aus einem Kristallkern mit multiplen Eisenoxid-
Aggregaten, der von einer stabilisierenden Dextran-Hulle umschlossen wird
(23,25). Die unterschiedliche PartikelgréRe hat nicht nur Einflud auf die
Plasmahalbwertzeit, sondern auch auf den bevorzugten Aufnahmeort der
Substanz. Wahrend sich USPIO (PartikelgréRe <20 nm) bevorzugt in den
Lymphknoten anlagern, werden SPIO (Partikeldurchmesser 60-180 nm)
bevorzugt in das RES von Leber und Milz aufgenommen.

SPIO und USPIO gehdren zu den Substanzen, die in einem aul3eren
Magnetfeld selbst schwach magnetische Eigenschaften entwickeln. Sie fihren
bei Anreicherung im Gewebe zu einer Abschwachung bzw. Ausléschung des
MRT-Signals (35).
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Primar haben die Eisenoxid-Kontrastmittel einen T,-Effekt, der zu einer
Signalabschwéchung auf T,-gewichteten Bildern fuhrt (23). Die To-
Relaxationszeit ist umgekehrt proportional zum Partikeldurchmesser und
proportional zur Partikelzahl. Folglich haben SPIO einen deutlich starkeren T,-
Effekt als USPIO (36). Superparamagnetische Kontrastmittel gelten als
.otorfelder”, die die Homogenitdt des von aul3en angelegten Feldes By
beeinflussen. Hierbei handelt es sich um lokale Effekte, die aufgrund weiter
reichender Wechselwirkungen durch das groRe magnetische Moment
Feldinhomogenitaten erzeugen (25). Dies zeigt sich in T,-gewichteten MRT-
Aufnahmen im konsekutiven Signalabfall des entsprechenden Gewebes
(23,25), also einer negativen Signalintensitat (negatives Enhancement). Daher
werden superparamagnetische Kontrastmittel auch als negative Kontrastmittel

bezeichnet.

Zusatzlich zu dem beschriebenen T,-Effekt verkirzen SPIO die T;-
Relaxationszeiten von Blut und Gewebe. Die T;-Zeit wird von den
superparamagnetischen Kontrastmitteln selektiv verkirzt. Dieses zeigt sich in
einer Erh6hung der Signalintensitat auf T;-gewichteten Bildern (3,5). Die Ti-
Relaxivitat (R;) der superparamagnetischen Kontrastmittel ist um den Faktor
zwei bis sechs schwacher als ihre T,- Relaxivitat (R,). Der T,-Effekt der USPIO
ist deutlich groRBer als der Ti-Effekt fur SPIO. Im Vergleich mit
paramagnetischen (positiven) Kontrastmitteln wie z.B. Gd-DOTA ist unter
identischen MefR3bedingungen (0,47 T in physiologischer Kochsalzldsung) die

T1-Relaxationszeit fur die USPIO um den Faktor vier bis sechs hoher.

Die superparamagnetischen Eisenoxid-Partikel werden von den RES-Zellen
von Milz, Leber, Lymphknoten und Knochenmark aufgenommen und
gespeichert. Sie werden in den physilogischen Eisenstoffwechsel eingeschleust
und zunehmend in den Erythrozyten (Hamoglobin) gefunden (77). Wie das
endogene Eisen werden die zugefuhrten Eisenpartikel sehr langsam
ausgeschieden. Gesunde Manner haben im Normalfall eine Eisenausscheidung
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von ca. 1 mg pro Tag, wobei menstruierende Frauen annahernd die doppelte
Menge ausscheiden (76). Die Eisenpartikel verbleiben mehrere Tage bis
Wochen im Organismus und werden dann Uberwiegend Uber die Faces
ausgeschieden. Die Urinausscheidung betragt < 1 %. Nach etwa 84 Tagen ist

16-21 % des injizierten Eisens ausgeschieden (77).
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2.4.2. Ferumoxides (Endorem®)

Das MRT-Kontrastmittel Endorem® (Laboratoire Guerbet, Aulnay-sous-Bois,
Frankreich) stellt ein superparamagnetisches Eisenoxidpraparat (Magnetite-
Fe,Os3-/ Fe30y4-Partikel) dar (3,13,14,15). Synonyme sind AMI-25 (Name der
klinischen Entwicklung) und Ferridex® (Handelsname in den USA; Fa. Berlex).
Ferumoxides reprasentiert relativ grol3e superparamagnetische Eisenoxide
(SPIO). Es besteht aus mit Dextran umhillten Eisenoxid-Partikeln mit einem
Durchmesser von etwa 150 nm (120-180 nm) (6,44, Abbildung 7). Seit 1988 ist
Ferumoxides in zahlreichen Studien erforscht worden (45-57) und ist das erste
Beispiel fur injizierbare Nanopartikel (44). Ferumoxides gehdrt zu den
zellspezifischen Kontrastmitteln, die sich im RES von Leber, Milz, Lymphknoten

und Knochenmark (6,45,58) anlagern.

Abbildung 7: Kristallstruktur von Endorem® (Fe,403,); (44)

Im Zielgewebe beruht die Wirkung von Ferumoxides primar auf eine
Verkiurzung der T,-Relaxationszeiten. Dieser Effekt ist auf lokale
Feldinhomogenitaten zurlckzufiihren, und macht sich auf T,-gewichteten MR-
Aufnahmen mit einem konsekutivem Signalabfall bemerkbar (6,24). Zusatzlich

werden die Ti-Relaxationszeiten der Gewebe durch die Eisenoxid-Partikel
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verkirzt und fohren somit zu einem, im Vergleich zum T,-Effekt geringer
ausgepragten, Signalanstieg auf T;-gewichteten Bildern (36). Weitere Einflliisse
von Ferumoxides auf die MRT-Bildgebung sind schon im vorherigen Kapitel
2.4.1. besprochen worden.

Endorem® ist eine injizierbare Suspension von schwarzer bis braun-rétlicher
Farbe und liegt als Infusionslésungskonzentrat vor. Die Zusammensetzung
einer Ampulle zu 8 ml enthalt 120-133 mg paramagnetisches Eisen (ll, lll)-oxid,
die 89,6 mg Eisen entsprechen. Zusatzliche Bestandteile sind Dextran 10,
wasserfreie Citronensaure, Mannitol und Wasser fur Injektionszwecke (Tabelle
4).

Wirkstoff Formel
a) spezifisch b) zentesimal
Eisenoxid g.s. 89,6 mg Eisen |g.s. 1,12 g Eisen

Andere Bestandteile

Dextran 60,8 mg 0,76 g
Citrat 2,7 mg 0,034 ¢
Mannitol 490,4 mg 6,13 ¢
Wasser z Injektion g.s. 8 ml g.s. 100 ml

Andere Bestandteile

Osmolalitat 340 mOsm/kg
Viskositat 1,3 mPa.s (20°C)
pH 6,0-8,0

Tabelle 4. Zusammensetzung und physikalische Eigenschaften von
Endorem®: a) pro Ampulle (8ml) und b) pro 100 ml; (44)
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Zur besseren Vertraglichkeit wird Endorem® dem Patienten in einer Dosierung
von 15 umol Fe/kg KG, das entspricht 0,88275 mg Fe/kg KG bzw. 0,075 ml/kg
KG, nach Lésung in 100 ml einer 5% Glucose-L6sung innerhalb von 30 Minuten
verabreicht (44).

Bei der Anwendung von Endorem® sollte darauf geachtet werden, daR das
Kontrastmittel mit 100 ml 5 %iger Glucosel6sung verabreicht wird, und die
Infusion langsam (wahrend der ersten 10 Minuten mit einer Geschwindigkeit
von 2 ml/ Min.) innerhalb von 30 Minuten infundiert wird. Wahrend der letzten
20 Minuten kann die Einlaufgeschwindigkeit auf 4 ml/ Min. gesteigert werden
(44). Um hypotone Kreislaufdysregulationen zu vermeiden, darf Ferumoxides in
Deutschland nicht als Bolus injiziert werden (25,49). In den USA ist die
Bolusinjektion von Ferumoxides zugelassen. Die Bluthalbwertzeit im Menschen

betragt ungefahr 20 Minuten (6) und im Kaninchen 6 Stunden (75).

Endorem® ist ein gut vertragliches Arzneimittel und hat unter Beriicksichtigung
der Anwendungsempfehlungen wenige Nebenwirkungen. In der klinischen
Erprobung eines ersten Praparates traten zum Teil folgende unerwiinschte
Wirkungen auf: Schmerzen im Lumbalbereich (4,8 %), Thoraxschmerzen (1,5
%), Flush (1 %), Hitzegefiuhl (1 %), Dyspnoe (0,7 %), leichte
Blutdruckveranderungen (0,7 %), Kopfschmerzen (0,6 %) und Ubelkeit (0,6 %)
(44). Durch Austausch des Losungsmittels und Verabreichung geringerer

Dosierungen, gelang es, diese Uberempfindlichkeitsreaktionen zu reduzieren.

Das seit 1994 zugelassene Endorem® wurde bisher primér fiir die Diagnostik
von fokalen Leberlasionen eingesetzt (45,59). Uber eine zusatzliche geringe
Aufnahme in das Knochenmark wurde mehrfach berichtet (6,45,59). In einem
gesunden und normal funktionierenden Organismus (speziell Leber) werden ca.
80% der Ferumoxides -Dosis von Kupffer-Stern-Zellen, 6% von der Milz und nur
ein geringer Teil vom Knochenmark aufgenommen. Bei Leberkranken kann sich
die Kontrastmittel-Aufnahme der Milz gegentber der Leber verstarken, wobei
die Kontrastmittel-Aufnahme der Leber unregelmaflig sein kann (34). Da
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maligne Lebertumoren in der Regel keine RES-Zellen besitzen, nehmen sie das
Kontrastmittel nicht auf. Dieses wird nur im tumorfreien Gewebe der Leber
aufgenommen. Dadurch erscheint das Lebergewebe nach Kontrastmittel-
Injektion auf T,-gewichteten MR-Bildern signalarm und die meisten Tumore
signalreich (25). Klinische Untersuchungen zeigten, dafd durch den Einsatz von
Endorem® die Sensitivitit der MRT fir die Detektion von Lebertumoren
gegenuber der nativen MRT gesteigert werden konnte (54). In
vorangegangenen Untersuchungen wurde bereits eine zusatzliche geringe
Aufnahme in das Knochenmark und auch eine verbesserte Detektion von
Knochenmark-Tumoren berichtet (6,45,58).
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2.4.3. Ferumoxtran (Sinerem®)

Auch Ferumoxtran (Sinerem®; Fa. Guerbet, Aulnay-sous-Bois, Frankreich)
gehort zu der Gruppe der ultrakleinen partikularen superparamagnetischen
Eisenoxid-Préaparaten (USPIO) (13,14,15). Synonyme sind AMI-227 (Name der
klinischen Entwicklung) und Sinerem® (Handelsname in Europa). Es ist ein
neues USPIO, das urspringlich zur Diagnostik von Lymphknoten-Erkrankungen
hergestellt wurde (34). Ferumoxtran-Partikel bestehen aus einem Kristallkern
mit multiplen Eisenoxid-Aggregaten, umgeben von einer stabilisierenden
Dextran-Hulle. Sie haben einem hydrodynamischen Durchmesser von etwa 17-
20 nm und sind somit deutlich kleiner als Ferumoxides. Nach i.v.-Applikation
werden sie langsamer als gréRere superparamagnetische Eisenoxidpartikel
vom RES aufgenommen. Daraus resultiert seine signifikant langere
Bluthalbwertzeit von ungeféahr 24 Stunden im menschlichen Organismus (15),
die damit deutlich langer im Vergleich zu Ferumoxides ist. Ferumoxtran kann
noch Stunden und Tage nach Kontrastmittel-Injektion in Leber, Milz,
Lymphknoten und Knochenmark nachgewiesen werden (1). Die
Bluthalbwertzeit im Kaninchen betragt ungefahr 240 Minuten (15).

Ferumoxtran zeigt eine hohe T,-Relaxationszeit, was zu einem signifikanten
Blut-Pool Enhancement auf T;-gewichteten Aufnahmen fuhrt (61). So zeigt
Ferumoxtran auf Ti-gewichteten MR-Bildern effektiv positive Kontraste,
genauso wie negative Kontraste auf T,-gewichteten Bildern (15). Weitere
Einflisse von Ferumoxtran auf die MRT-Bildgebung sind schon im Kapitel

2.4.1. besprochen worden.

Das Kontrastmittel liegt als Trockensubstanz in 10 ml-Ampullen vor. Eine
Ampulle enthélt 210 mg Eisen in Form von Ferumoxtran. Nach Auflosung der
Trockensubstanz mit 10 ml 0,9 %igem NacCl liegt eine Konzentration von 20 mg
Eisen (Fe II, Ill)/ml, entsprechend einer Dosis von 356 umol Fe/ml, vor. Die

empfohlene Dosis von Sinerem® betragt 30 pmol/kg KG, entsprechend einer
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Dosis von 1,7655 mg Fe/kg KG bzw. 0,088275 mil/kg KG. Weitere Bestandteile
sind Dextran 10 und wasserfreie Citronensaure. Das Molekulargewicht betragt
ungefahr 700 000 d. Die Osmolalitat betragt 365 mOsm/kg Wasser und die
Viskositat bei 25° Celsius 1,6 cps (77).

USPIO befinden sich derzeit in klinischer Prifung fir die Verwendung in der
Diagnostik von Leber, Milz, Lymphknoten, Knochenmark sowie in
Perfusionsstudien von Myocard und ZNS (16,42,63,64). Sinerem® verbleibt
lang genug im Blutstrom, um in den Lymphknoten zu akkumulieren (34). In
ersten klinischen Studien zeigte Ferumoxtran nach intraventser Verabreichung
einen Signalabfall in normalen Lymphknoten auf T,-gewichteten Aufnahmen,
wahrend Tumorinfiltrate und entzindliche Veranderungen der Lymphknoten das
Kontrastmittel nicht aufnehmen (65). Aus diesem Grund stellt es ein geeignetes
Kontrastmittel flr onkologische Fragestellungen dar (25). Die Aufnahme in das
Knochenmark betragt etwa 5% der injizierten Dosis (16). Die geringe Menge ist

ausreichend, um MRT-detektierbare Signalveranderungen hervorzurufen.

Erste klinische Studien zeigten, dal3 Ferumoxtran zu einem Signalverlust des
Knochenmarkes auf T,-gewichteten Pulssequenzen fihrt (23). Dieser Verlust
der Signalintensitat ist auf die Aufnahme der Kontrastmittel-Partikel durch die
RES-Zellen zu erklaren (34). Zudem zeigt Sinerem® eine hohe R;-Relaxivitét.
Daher kommt es zu einer signifikanten Signalanstieg des Blut-Pooles auf T;-
gewichteten Bildern (23,34). Diesen Effekt kann man fur die Darstellung der

Knochenmarkperfusion nutzen.
In ersten klinischen Studien (76) wurden gesunde Probanden und Patienten mit

Ferumoxtran untersucht. In Tabelle 5 sind aufgetretene unerwinschte

Nebenwirkungen aufgefihrt.
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Bauchschmerzen 3,10%
Ruckenschmerzen 3,70%
Kopfschmerzen 4,20%
Ubelkeit 2,40%
Juckreiz 2,80%
Urtikaria 3,20%
Flush 3,30%
Atembeschwerden 1,60%

Tabelle 5: Nebenwirkungen von Sinerem® (77)



2.4.4. Physikalische Eigenschaften von

superparamagnetischen Eisenoxidpartikeln

Unter der magnetischen Suszeptibiltdt versteht man die Magnetisierbarkeit
einer Substanz in einem magnetischen Feld. Durch die Bewegung der
elektrisch geladenen Teilchen (Elektronen, Protonen) entsteht ein
Magnetismus. Die magnetische Suszeptibilitat ist ein Mall3 far die
~-Empfindlichkeit* und Reaktion eines Molekiils auf ein von aul3en eingebrachtes
Magnetfeld (66,67).

Den Ferromagnetismus kennzeichnet eine Anziehung des Korpers vom
inhomogenen magnetischen Feld. Wenn man Multidomanpartikel mit
ferromagnetischen Eigenschaften auf eine GréRe von <350A (fir Fez0,)
reduziert, erhalt man sogenannte Eindomanpartikel mit superparamagnetischen
Eigenschaften (25). Der Einflul3 der Brown’schen Molekularbewegung wird
durch die geringe Grol3e der Partikel so grol3, dal3 zwischen den magnetischen
Doméanen aul3erhalb von externen Magnetfeldern keine Ordnung entstehen
kann, sie somit kein eigenes Magnetfeld aufbauen kénnen, kein ,magnetisches

Gedéachtnis“ besitzen und sich zufallig im Raum anordnen (25,68,69).

Gelangen die superparamagnetischen Eisenoxid-Partikel in die Nahe eines
ausreichend starken externen Magnetfeldes (z.B. im Rahmen der MRT),
dessen Einflul3 groRer ist als der der Brown’schen Molekularbewegung, richten
sich die magnetischen Doméanen entlang der Feldlinien aus und werden durch
das externe Magnetfeld geordnet (68). Nach Entfernung des Magnetfeldes
behalten sie keine Restmagnetisierung, und somit kommt es zu keiner
Aggregation der Partikel, die durch gegenseitige Anziehung entstehen kdnnte
(25). Die geordneten magnetischen Doméanen bauen ihrerseits ein Magnetfeld
auf, welches die Homogenitat des externen Magnetfeldes stért und hierdurch
die Relaxationszeiten T, und T, verklrzt. Dieser Suszeptibilititseffekt der

superparamagnetischen Eisenoxidpartikel ahnelt dem der paramagnetischen
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Materialien, allerdings ist die Magnetisierung, die durch ein auleres Feld

induziert wird, viel groRer (25).
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3. Material und Methoden

3.1. Tiermodell

Unsere Versuche wurden an Tieren durchgefiihrt, da sich Erstuntersuchungen
an Menschen verbieten, weil aufgrund der nicht vorliegenden Ergebnisse
Wirkungen und Risiken nicht abschatzbar sind. Die experimentellen
Untersuchungen muf3ten an Tieren durchgefuhrt werden, deren
Gewebereaktion der des Menschen gleichkommt. Diese Voraussetzung trifft auf
Saugetiere zu. Da die Ortsauflosung eines klinischen MRT-Gerates die
Darstellung des Knochenmarkes an den zunachst vorgesehenen Ratten nicht
ermoglichte, wurden Untersuchungen an Kaninchen notwendig. Bei diesen
ermoglicht die GrolRe der Wirbelkorper (ca. 1 x 1,5 cm) und des Os sacrum
(Dicke ca. 3,2 cm) eine suffiziente Auswertung der Kontrastmittelanreicherung.
Die Studie wurde durch die Ethikkomission der Westfalischen-Wilhelms-
Universitat Minster, in der Sitzung vom 14. Oktober 1998, gemal § 8 des
Tierschutzgesetzes in der Fassung der Bekanntmachung vom 25. Mai 1998
(BGBI. 1 S. 1105), begutachtet und genehmigt (Aktenzeichen: 23.0835.1.0.
(G43/98)).

Fur unsere tierexperimentelle Studie wurden 36 weil3e Neuseeland-Kaninchen
mit einem Alter von 6 Wochen und einem mittleren Kérpergewicht von 3 kg
verwendet. Das Knochenmark dieser Tiere ist noch sehr zellreich und enthéalt
Uberwiegend hamatopoetisches, noch nicht fettig konvertiertes Knochenmark.
12 Tiere wurden vor Bestrahlung, 12 Tiere nach einer einmaligen
Ganzkorperbestrahlung von 4 Gy und weitere 12 Tiere nach einer fraktionierten
Ganzkorperbestrahlung von 12 Gy (3 x 4 Gy an drei aufeinanderfolgenden
Tagen) MR-tomographisch untersucht.
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Die technischen Daten und die Bestrahlungszeiten sind der Tabelle 6 zu
entnehmen. Daten, die mit einem Sternchen (*) gekennzeichnet sind, wurden

speziell fur die Bestrahlung der Kaninchen errechnet.

Strahlenart: Gammastrahlen
Focus Hautabstand*: 250 cm
Feldgrdsse*: 40 x 40 cm
Dosisleistung*: 0,935 Gy/min (in 100 cm Abstand 01/99)
Dosierungstiefe*: 7 cm (80 % Isodose)
Geratetyp: Philips 5105-Universal-Cobalt-60 (installiert seit 1984)
Quelle: Isotop Cobalt 60
Source S-4695
Typ C-146
Aktivitat: laut Zertifikat (1/1994): 373.0 TBq (10078 Curies) + 3%
bei Auslieferung (3/1994): Kenndosisleistung= 1,592 Gy/min
Quellendurchmesser: 2cm

Tabelle 6: technische Bestrahlungsdaten

Daraus ergab sich eine Gesamtbestrahlungszeit von 33,44 Minuten und eine

Bestrahlungsdosis pro Feld von 16,72 Minuten fur 4 Gray.

Da zu unterschiedlichen Zeitpunkten bestrahlt worden ist (Juli 1998, November
1998 und Januar 1999), ergaben sich unterschiedliche Dosisleistungen, so daf3

die Bestrahlungsdosis jeweils neu errechnet werden muf3te.

Im Juli 1998 bestrahlten wir mit 15,41 min/Feld, im November 1998 mit 16,41
min/Feld und im Januar 1999 mit 16,72 min/Feld. Die genaue Errechnung der
jeweiligen Bestrahlungsdosen sind im folgenden Rechenbeispiel (anhand

Januar 1999) genauer nachzuvollziehen:

Die Dosisleistung bei einem Abstand von 100 cm und einer Feldgrésse von

40x40 cm ergibt 0,935 Gy/min. Das entspricht einer Bestrahlungszeit von 1,07
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Minuten fur ein Gray. Die Bestrahlungszeit fir eine bestimmte Dosis und einer
bestimmten FeldgréRe in einer gewlnschten Bestrahlungstiefe berechnet sich
nach der Dosis, der Dosisleistung (s.o0.), dem Abstand- Quadrat- Gesetz und
aus der Tiefendosistabelle. In einer Tiefe von 7 cm verlauft die 80% Isodose.

(4 Gy + 80%) x (1,07 Min. + Gy) x (250cm + 100cm)? = 33,44 min.
33,44 min + 2 = 16,72 min/Feld

In jeder Gruppe erfolgte zudem bei jeweils 4 Kaninchen eine MR-
tomographische Darstellung des Knochenmarkes ohne vorheriger Bestrahlung
unter Verwendung von den Kontrastmitteln Ferumoxides, Ferumoxtran oder
Gd-DOTA (Tabelle 7).

Gruppe MRT pré Rx Radiatio (Rx) MRT post Rx
1) n=4 Ferumoxides

2) n=4 4 Gy Ferumoxides
3) n=4 12 Gy Ferumoxides
4) n=4 Ferumoxtran

5) n=4 4 Gy Ferumoxtran
6) n=4 12 Gy Ferumoxtran
7) n=4 Gd-DOTA

8) n=4 4 Gy Gd-DOTA
9) n=4 12 Gy Gd-DOTA

Tabelle 7: Einteilung der Kaninchen in die jeweiligen Gruppen
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Die genaue Anordnung der Kaninchen im Bestrahlungsraum ist in Abbildung 8

dargestellt.

Abbildung 8: Bestrahlungsraum (x = Kaninchen)

Die experimentelle Studie sollte zeigen, ob Ferumoxides oder Ferumoxtran
besser sukzessive radiogene Anderungen der Knochenmark-Physiologie
zeigen kann. Dazu wurden MRT-Veranderungen des Knochenmarkes nach
geringer (4 Gy) und fir den Menschen normalerweise im Rahmen einer
Konditionierungstherapie angewendeter einmaligen Ganzkérperbestrahlungs-
Dosis (3 x 4 Gy) verglichen. Die nicht-bestrahlten Kaninchen wurden im Hinblick
auf die Markierung des normalen hamatopoetischen Knochenmarkes und der
Quantifizierung der BMB hin untersucht. Hier wurden die eisenoxid-haltigen
Kontrastmittel (SPIO und USPIO) mit dem Standard-Kontrastmittel Gd-DOTA

verglichen.

Nach Abschlul3 samtlicher Untersuchungen wurden die Tiere durch
intrakardiale Injektion von 3 ml T61 (0.2 g Embutramid, 0.05 g
Mebezoniumjodid, 0.005 g Tetracainhydrochloride per ml) geopfert.
AnschlieBend wurden Praparate aus der LWS, dem Os sacrum und der

paravertebralen Muskulatur zur histologischen Aufarbeitung entnommen.
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3.2. MR-Kontrastmittel

Die im vorangehenden Kapitel ,Grundlagen® ausfuhrlich beschriebenen
Kontrastmittel Gd-DOTA  (Dotarem®), Ferumoxides (Endorem®) und
Ferumoxtran (Sinerem®) wurden fiir diese tierexperimentelle Studie wie folgt

intravenos in eine Ohrvene injiziert.

Dotarem® wurde in einer Dosis von 0,1 mmol Gd/ kg KG als Bolus intravends
injiziert. Diese Kontrastmittel-Dosierung entspricht den Empfehlungen des

Herstellers fur klinische Anwendungen.

Endorem® wurde in der vom Hersteller empfohlenen Dosis von 15 umol Fe/ kg
KG in 5 ml einer 5%-Glucose-Lésung aufgelést und Uber einen 5 pum-Filter

innerhalb von 60-120 Sekunden intravends injiziert.
Sinerem® wurde in einer Dosis von 30 umol Fe/ kg KG verwendet. Auch diese

Losung wurde Uber einen Zeitraum von 60-120 Sekunden und Uber einen 5 um

Filter intravends injiziert.
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3.3. MRT-Gerat und Pulssequenzen

Zur Erstellung der MRT-Bilder der LWS und des Os sacrum wurde ein
Magnetom Vision-Scanner (Siemens, Erlangen) mit einer Feldstarke von 1,5

Tesla und eine body-phased array Spule verwendet.

Zunachst wurden an sechs Kaninchen ein Vorversuch zur Puls-Sequenz-
Optimierung mit einer axialen dynamischen T;-gewichteten Turbo-Spinecho
(TSE) 500/15 (Repetitionszeit (Tr)/Echozeit (Tg)) und FLASH 60°/150/4
(Flipwinkel o/Tr/Tg)-Sequenzen sowie Tp-gewichteten FLASH 20°/50/10
(a/Tr/Tel)-Sequenzen untersucht (Tabelle 8). Fur diese Untersuchungen wurde
drei zusatzlichen Kaninchen das Kontrastmittel Ferumoxides und weiteren drei

Kaninchen das Kontrastmittel Ferumoxtran injiziert.

Kontrasmittel| Radiatio [Kaninchen Pulssequenz Optimierung

Ferumoxtran | pra Rx K1 TSE 500/15 | FLASH 60°/150/4| FLASH 20°/50/10
Ferumoxtran | pra Rx K2 TSE 500/15 | FLASH 60°/150/4| FLASH 20°/50/10
Ferumoxtran | pra Rx K3 TSE 500/15 [ FLASH 60°/150/4 FLASH 20°/50/10
Ferumoxides | pra Rx K1 TSE 500/15 | FLASH 60°/150/4| FLASH 20°/50/10
Ferumoxides | pra Rx K2 TSE 500/15 | FLASH 60°/150/4| FLASH 20°/50/10
Ferumoxides | pra Rx K3 TSE 500/15 | FLASH 60°/150/4| FLASH 20°/50/10

Tabelle 8: Pulssequenz Optimierung an 6 zusatzlichen Kaninchen

Im Anschlu? an die Pulssequenz-Optimierung wurden 36 Kaninchen im
Rahmen der Studienuntersuchungen untersucht. Es wurden zunachst statische,
durch LWS wund Os sacrum
Kontrastmittelgabe durchgefihrt: T;-gewichtete Turbo Spinecho (TSE) 500/15
(Tr/Te)-Aufnahmen und T,-gewichtete TSE 4000/90 (Tr/Tg)-Aufnahmen. Dabei

wurden jeweils Bilder mit einer Matrix von 256 x 256 Pixel, einem Bildausschnitt

native, axiale Pulssequenzen vor

("field of view" = FOV) von 50 cm und einer Schichtdicke von 4 mm
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aufgenommen. Da frihere Untersuchungen gezeigt haben, dal3 T,-gewichtete
TSE-Sequenzen sensitiver flr einen Signalabfall des Knochenmarkes nach
Eisenoxid-Aufnahme sind als konventionelle T,-gewichtete SE-Aufnahmen (8)
wurden keine konventionellen T;-gewichteten Aufnahmen durchgefuhrt. Das
normale Knochenmark wird bereits auf nativen Aufnahmen in konventionellen
T,-gewichteten SE-Aufnahmen sehr signalarm dargestellt, so dal3 ein weiterer

Signalabfall begrenzt ist (8).

Danach erfolgten dynamische repetitive axiale Aufnahmen durch das Os
sacrum, die direkt vor und nach Kontrastmittel-Injektion von Ferumoxides,
Ferumoxtran oder Gd-DOTA durchgefihrt wurden (Tabelle 9). Unter
Berlicksichtigung der Ergebnisse der Pulssequenz-Optimierung wurden
dynamische Untersuchungen in einer axialen Schichtebene mit Ferumoxtran
und Gd-DOTA unter Verwendung einer 2D-FLASH 50/4/60° (Tr/Te/a))-Sequenz
mit einer Schichtdicke von 4mm, einer Matrix von 128 x 128 Pixel und einem
FOV von 30 cm durchgefihrt. Oberhalb und unterhalb der untersuchten
Schichten wurden Versattigungspulse plaziert um FluReffekte aus den
Blutgefal3en zu eliminieren. Insgesamt wurden jeweils drei prakontrast- und 60
postkontrast-Aufnahmen erstellt. Fir die ersten 40 Aufnahmen wurde ein
Intervall von 30 Sekunden und fir die folgenden 20 Aufnahmen ein Intervall von
120 Sekunden gewahlt. T;-gewichtete SE 500/15 Sequenzen wurden fur die
dynamischen Untersuchungen nach Injektion von Ferumoxides verwendet
(Tabelle 9). Sie umfal3ten drei prakontrast- und 30 postkontrast-Aufnahmen mit
einem Intervall von 120 Sekunden. Die Untersuchungszeit betrug fir alle

dynamischen Untersuchungen 60 Minuten.

Etwa 60 Minuten nach Kontrastmittel-Injektion (spate Kontrastmittelphase,
Tabelle 10), wurden nochmals T;-gewichtete TSE 500/15 (Tr/Tg)-Aufnahmen
und T,-gewichtete TSE 4000/90 (Tr/Tg)-Aufnahmen durch die LWS und das Os
sacrum in identischer Technik zu den Aufnahmen vor Kontrastmittelgabe
durchgefuhrt. Die gesamte MRT-Untersuchung erforderte eine

Untersuchungszeit von etwa 1,5 Stunden.



Kontrastmittel Radiatio Kaninchen Sequenzen
Ferumoxtran pra Rx K1 TSE 500/15 | TSE 4000/90
Ferumoxtran pra Rx K2 TSE 500/15 | TSE 4000/90
Ferumoxtran pra Rx K3 TSE 500/15 | TSE 4000/90
Ferumoxtran pra Rx K4 TSE 500/15 | TSE 4000/90
Ferumoxtran post 4 Gy K1 FLASH 50/4/60°
Ferumoxtran post 4 Gy K2 FLASH 50/4/60°
Ferumoxtran post 4 Gy K3 FLASH 50/4/60°
Ferumoxtran post 4 Gy K4 FLASH 50/4/60°
Ferumoxtran post 12Gy K1 FLASH 50/4/60°
Ferumoxtran post 12Gy K2 FLASH 50/4/60°
Ferumoxtran post 12Gy K3 FLASH 50/4/60°
Ferumoxtran post 12Gy K4 FLASH 50/4/60°
Ferumoxides pra Rx K1 TSE 500/15 | TSE 4000/90
Ferumoxides pra Rx K2 TSE 500/15 | TSE 4000/90
Ferumoxides pra Rx K3 TSE 500/15 | TSE 4000/90
Ferumoxides pra Rx K4 TSE 500/15 | TSE 4000/90
Ferumoxides post 4 Gy K1 TSE 500/15
Ferumoxides post 4 Gy K2 TSE 500/15
Ferumoxides post 4 Gy K3 TSE 500/15
Ferumoxides post 4 Gy K4 TSE 500/15
Ferumoxides post 12Gy K1 TSE 500/15
Ferumoxides post 12Gy K2 TSE 500/15
Ferumoxides post 12Gy K3 TSE 500/15
Ferumoxides post 12Gy K4 TSE 500/15
Gd-DOTA pra Rx K1 TSE 500/15 | TSE 4000/90
Gd-DOTA pra Rx K2 TSE 500/15 | TSE 4000/90
Gd-DOTA pré Rx K3 TSE 500/15 | TSE 4000/90
Gd-DOTA pré Rx K4 TSE 500/15 | TSE 4000/90
Gd-DOTA post 4 Gy K1 FLASH 50/4/60°
Gd-DOTA post 4 Gy K2 FLASH 50/4/60°
Gd-DOTA post 4 Gy K3 FLASH 50/4/60°
Gd-DOTA post 4 Gy K4 FLASH 50/4/60°
Gd-DOTA post 12Gy K1 FLASH 50/4/60°
Gd-DOTA post 12Gy K2 FLASH 50/4/60°
Gd-DOTA post 12Gy K3 FLASH 50/4/60°
Gd-DOTA post 12Gy K4 FLASH 50/4/60°

Tabelle 9: Statische und dynamische Pulssequenzen




Kontrasmittel Radiatio (Rx) Kaninchen Spéatkontrast
Ferumoxtran pra Rx K1
Ferumoxtran pra Rx K2
Ferumoxtran pra Rx K3
Ferumoxtran pra Rx K4
Ferumoxtran post 4 Gy K1 TSE 500/15 TSE 4000/96
Ferumoxtran post 4 Gy K2 TSE 500/15 TSE 4000/96
Ferumoxtran post 4 Gy K3 TSE 500/15 TSE 4000/96
Ferumoxtran post 4 Gy K4 TSE 500/15 TSE 4000/96
Ferumoxtran post 12 Gy K1 TSE 500/15 TSE 4000/96
Ferumoxtran post 12 Gy K2 TSE 500/15 TSE 4000/96
Ferumoxtran post 12 Gy K3 TSE 500/15 TSE 4000/96
Ferumoxtran post 12 Gy K4 TSE 500/15 TSE 4000/96
Ferumoxides pra Rx K1
Ferumoxides pra Rx K2
Ferumoxides pra Rx K3
Ferumoxides pra Rx K4
Ferumoxides post 4 Gy K1 TSE 500/15 TSE 4000/96
Ferumoxides post 4 Gy K2 TSE 500/15 TSE 4000/96
Ferumoxides post 4 Gy K3 TSE 500/15 TSE 4000/96
Ferumoxides post 4 Gy K4 TSE 500/15 TSE 4000/96
Ferumoxides post 12 Gy K1 TSE 500/15 TSE 4000/96
Ferumoxides post 12 Gy K2 TSE 500/15 TSE 4000/96
Ferumoxides post 12 Gy K3 TSE 500/15 TSE 4000/96
Ferumoxides post 12 Gy K4 TSE 500/15 TSE 4000/96
Gd-DOTA pra Rx K1
Gd-DOTA pra Rx K2
Gd-DOTA pra Rx K3
Gd-DOTA pra Rx K4
Gd-DOTA post 4 Gy K1 TSE 500/15 TSE 4000/96
Gd-DOTA post 4 Gy K2 TSE 500/15 TSE 4000/96
Gd-DOTA post 4 Gy K3 TSE 500/15 TSE 4000/96
Gd-DOTA post 4 Gy K4 TSE 500/15 TSE 4000/96
Gd-DOTA post 12 Gy K1 TSE 500/15 TSE 4000/96
Gd-DOTA post 12 Gy K2 TSE 500/15 TSE 4000/96
Gd-DOTA post 12 Gy K3 TSE 500/15 TSE 4000/96
Gd-DOTA post 12 Gy K4 TSE 500/15 TSE 4000/96

Tabelle 10: Aufnahmen sechzig Minuten nach Kontrastmittel-Injektion




3.4. Auswertung der MR-Daten

Die MR-Aufnahmen wurden ausgewertet, indem die Signalintensitaten (SI) von
Knochenmark des Os sacrums und Blut der Vena cava inferior oder Vena iliaca
communis, innerhalb einer frei wahlbaren Untersuchungsregion (ROI, region of

interest) gemessen wurde.

Um eventuell auftretende geringe Variationen des Spektrometers zu korrigieren,
wurden die mittleren gemessenen Signalintensitaten durch die Signalintensitat
des Referenz-Phantoms dividiert. Das relative positive oder negative
Kontrastmittel-Enhancement von Blut und Knochenmark wurde als Differenz

der Signalintensitat vor (Slprg) und nach (Slpost) Kontrastmittelinjektion,

normiert auf die prakontrast-Signalintensitaten, wie folgt berechnet:
ASI = | ((Slpost — Slpra)/ Slpra) x 100% |.

Die Messung der ASI-Werte erfolgte fur die verschiedenen Kontrastmittel, die
verschiedenen Pulssequenzen und verschiedenen Aufnahmen vor Bestrahlung

sowie nach 4 und 12 Gy Bestrahlung.
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3.5. Histopathologie

Die erhaltenen quantitativen MR-Daten wurden mit der Histopathologie des
Knochenmarkes verglichen. Es wurden reprasentative Schnitte durch den 5.
LWK und das Os sacrum auf die relative Zellzahl und auf die Intaktheit des RES

und der Blut-Knochenmark-Schranke hin untersucht.

Es wurden gesamte Lendenwirbelkdrper explantiert, mit 36%igem Formalin
fixiert und mit Ossafix (3% Formaldehyd, 2% Zinkchlorid und 0,9% NaCl-
Losung) entkalkt. Die zugeschnittenen, fixierten und entkalkten Gewebe wurden
mit dem Autotechnikon in 22 Stunden mit einer ansteigenden Alkoholreihe (1 x
50 % Alkohol, 1 x 70 % Alkohol, 1 x 80 % Alkohol, 1 x 96 % Alkohol, 3 x 99 %
Alkohol) entwéassert und mit n-Butylacetat weiterbehandelt. Danach wurden die
histologischen Préparate in Paraffin bei einer Temperatur von 60° Celsius
eingebettet. Auf der -12° Celsius kalten Kuhlplatte kuhlten die
Paraffinblockchen ab.

Entsprechend der MR-Schnittfihrung wurden die entkalkten und in Paraffin
gebetteten Knochenmarkproben mit einem Schlittenmikrotom axial geschnitten.
Die 5 um dunnen Schnitte wurden in einem Wasserbad gestreckt und dann auf
Objekttrager gezogen. Bevor die Proben erneut tber Nacht bei 37° Celsius im
Brutschrank gestreckt wurden, fligten wir Aqua dest. und einige Tropfen

Eiweil3glycerin hinzu.
Danach wurden die Schnittpraparate mit Hamatoxylin-Eosin (HE) und Berliner

Blau (BB) gefarbt. Die genauen Durchfuhrungen der einzelnen Farbeschritte

sind Tabelle 11, Tabelle 12 und Tabelle 13 zu entnehmen.
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Berliner-Blau-Farbung (BB)

Durchfiihrung:
5 Minuten entparaffinieren in 2 x Roti-Histol

je 5 Minuten in der absteigende Alkoholreihe
zur Entfernung des Roti-Histols eintauchen in:
2 x 99 %iger Alkohol
1 x 96 %iger Alkohol
1 x 70 %iger Alkohol
1 x 50 %iger Alkohol
1 x Aqua dest.

15 Minuten mit 2 %igem Kaliumhexacyanoferrat Il und

2 %igem HCI-Wasser (im Verhdltnis 1:1 mischen) farben
Schnitte in Aqua dest. abspilen
5 Minuten mit Kernechtrotaluminiumsulfat farben (Kernfarbung)
grindliches Abspiilen der Farblésung in Aqua dest.
je 1 Minute Schnitte eintauchen in:
2 x 70 %iger Alkohol
1 x 96 %iger Alkohol
2 x 99 %iger Alkohol

Eindecken mit DePeX

Abspilen mit Aqua dest.

Ergebnis:
Rot: Fe lll-lonen

Blau: Zellkerne

Tabelle 11: Berliner-Blau-Farbung



Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE)

Durchfiihrung:
5 Minuten entparaffinieren in 2 x Roti-Histol

je 5 Minuten in der absteigenden Alkoholreihe zur Entfernung des Roti-Histols eintauchen in:
1 x 99 %iger Alkohol
1 x 96 %iger Alkohol
1 x 70 %iger Alkohol

als Vorbereitung auf die wassrige Farblésung 5 Minuten in Aqua dest. tauchen
5 Minuten mit Hdmalaun nach Mayer* farben
5 Minuten unter flieRendem Leitungswasser blauen
ca. 30 Sekunden mit 200ml Eosin-Gebrauchslésung** farben
je 1 Minute Schnitte eintauchen in:
2 x 70 %igem Alkohol
1 x 96 %igem Alkohol

2 x 99 %igem Alkohol

je 5 Minuten 2 x Roti-Histol eintauchen und mit DePeX eindecken

Ergebnis:
Blau:

Zellkerne
Kalk
gram-positive Bakterien (durch Hamalaun nach Mayer*)

Knorpelsubstanz (durch Hamalaun nach Mayer)

Verschiedene Rottone:

Zytoplasma
Bindegewebe und Kollagenfasern (durch Eosin)

Erythrozyten (durch Eosin)

Tabelle 12: Hamatoxylin-Eosin-Farbung
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*Hamalaun nach Mayer

2000 ml Aqua dest. zum Kochen bringen
30 Minuten rihren unter Zugabe von:
2g Hamatoxylin

0,4g Natriumjodat

100g Aluminiumkaliumsulfat-Dodecahydrat

unter Papierkontrolle (bis Farbumschlag auf blau-violett) hinzugeben

100g Chloralhydrat hinzugeben

2g Citronenensaure-1-hydrat

unter Papierkontrolle (bis Farbumschlag auf rot-violett) hinzugeben

Die Farblésung sollte noch 6 Wochen stehen, bevor sie zum Farben benutzt werden kann.

Tabelle 13: *Hamalaun nach Mayer

Die **Eosin-Stammlosung wurde aus 10 g Eosin und 1000 ml 70%igerm
Alkohol angefertigt. Die **Eosin-Gebrauchslosung wurde aus 10 ml Eosin-
Stammldsung, 90 ml Aqua dest. und ca. 3 Tropfen Eisessig hergestellt.

Anhand der Hamatoxylin-Eosin-Praparate untersuchte ein erfahrener
Tierpathologe die relative Anzahl der hamatopoetischen Zellen im Vergleich zu
Stroma- und Fettzellen vor und nach Bestrahlung. Die Eisenaufnahme im
bestrahlten und nicht bestrahlten Knochenmark nach Injektion von
Ferumoxtran, Ferumoxides und Gd-DOTA wurde anhand der Berliner-Blau-
Praparate lichtmikroskopisch untersucht. Hier wurde die Eisenreaktion des
Knochenmarkes als nicht nachweisbar (n.n.), gering positiv (+) oder deutlich

positiv (++) bewertet.
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3.6. Statistik

Die quantitativen Werte flr die Knochenmark-Signalintensitaten vor (Slprg) und
nach (Slpost) Injektion von Ferumoxides, Ferumoxtran und Gd-DOTA und das
Knochenmark-Enhancement (ASI (%)) wurden als Mittelwerte mit
Standardabweichungen aufgefuhrt. Die statistische Signifikanz ~ von
Unterschieden zwischen den Daten vor und nach Kontrastmittelinjektion und
den Daten vor und nach Radiatio wurde mit einer Varianzanalyse fir repetitive
Messungen (T-Test fur gepaarte Stichproben) analysiert. Die Signifikanz von
Unterschieden der SI- und ASI (%)-Mittelwerte wurde mit dem Scheffe’s-Test

getestet. Das Signifikanzniveau wurde fir p< 0,05 festgelegt.

Alle statistischen Berechnungen wurden unter Verwendung eines "Stat View"
(4.0)-Computerprogramms durchgefuhrt.
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4. Ergebnisse

4.1. Pulssequenz-Optimierung

Fur Ferumoxides ergab die initiale Perfusionsphase auf den T;-gewichteten
Aufnahmen zunéchst einen Signalanstieg des Knochenmarkes (Abbildung 9 b).
Mit steigender SPIO-Anreicherung im Knochenmark nahm dann jedoch der
Signalabfall stetig zu. Dieser uberlagernde T,-Effekt war bei der T1-gewichteten
SE-Sequenz deutlich niedriger als bei der Suszeptibilitats-empfindlicheren T;-
gewichteten FLASH-Sequenz (relativ kurzes Te = 4 ms) (Abbildung 9 b). Eine
weitere Reduzierung der Echozeiten fir die T;-gewichteten FLASH-Sequenzen
war an dem von uns verwendeten klinischen Standard-MR-Scanner zum

Zeitpunkt der Studiendurchflhrung nicht méglich.

Auf T,*-gewichteten FLASH-Aufnahmen (relativ langes Te = 10 ms) zeigte
Ferumoxides, wie auch Ferumoxtran, einen signifikanten Signalabfall, der
jedoch bei der jeweils verwendeten Standarddosis einen Sattigungseffekt zeigte
(p< 0,05) (Abbildung 9 a, b).

Die Kontrastmitteldosis konnte fir Ferumoxides nicht weiter verringert werden,
da die Aufnahme in das Knochenmark fiir SPIO unter 5% der injizierten Dosis
betragt. Aus diesem Grund wurde die Ti-gewichtete SE-Sequenz als die am
wenigsten Suszeptibilitdts-empfindliche Sequenz fir die nachfolgenden

Perfusionsstudien des Knochenmarkes ausgewahlt.
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Abbildung 9: Pulssequenz Optimierung: Dynamische Untersuchungen
nach Injektion von Ferumoxtran (a) und Ferumoxides (b) unter
Verwendung von T;- und T,-gewichteten Spinecho- sowie T,*-gewichtete
FLASH-Sequenzen
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Dagegen ergab die initiale Pulssequenz-Optimierung auf T;-gewichteten
FLASH- und TSE-Aufnahmen fir Ferumoxtran ein signifikantes, positives
Enhancement (p< 0,05) (Abbildung 9 a). Auf T,*-gewichteten FLASH-
Aufnahmen (relativ langes Tg = 10 ms) zeigte USPIO einen signifikanten
Signalabfall (Abbildung 9 a). Diese Reduzierung der Signalintensitat zeigte
jedoch bei der verwendeten Standarddosis einen Sattigungseffekt (p< 0,05)
(Abbildung 9 a).



4.2. Dynamische Untersuchungen der Knochenmark-

Perfusion

Reprasentative Aufnahmen der dynamischen Untersuchungen fir die drei
verschiedenen Kontrastmittel, Gd-DOTA, Ferumoxtran und Ferumoxides, sind
in den Abbildungen 10 und 11 gezeigt. Im Vergleich zum nicht bestrahlten
Knochenmark zeigten dynamische T;-gewichtete FLASH-Aufnahmen des Os
sacrums nach Injektion von Gd-DOTA fur das bestrahlte Knochenmark ein
zunehmendes Knochenmark-Enhancement. Zudem zeigten sich fur das
bestrahlte Knochenmark signifikant hohere ASI(%)-Werte (Abbildung 12;
p<0,05). Histologisch entsprachen diese Signalanderungen dilatierten
Knochenmark-Sinus, die auf die Bestrahlung zuriickzufiihren sind. Es bildeten
sich interstitielle Odeme mit erhohten Extrazellularvolumina. Die Gd-DOTA-
unterstitzten Aufnahmen zeigten jedoch keine signifikanten Unterschiede der
ASI(%)-Werte nach Bestrahlung mit geringer (4 Gy) und hdherer (12 Gy) Dosis
(p>0,05, Abbildung 12).

Nach Ferumoxides-Injektion zeigte das Knochenmark in allen Fallen vor
Bestrahlung, nach 4 Gy- und nach 12 Gy-Bestrahlung zunachst einen
Signalanstieg auf dynamischen Ti-gewichteten Aufnahmen (Abbildung 10).
Sowohl auf T;-gewichtete FLASH-Aufnahmen als auch auf T;-gewichtete SE-
Aufnahmen folgte ein kontinuierlicher Abfall der Signalintensitat und ein
deutlicher zunehmender T,-Effekt des Kontrastmittels (Abbildung 11). Die fur
die kinetischen Untersuchungen bevorzugten, weniger
suszeptibilitatsempfindlichen  dynamischen SE-Sequenzen zeigten mit
zunehmender Bestrahlung zusatzlich einen zunehmenden T;-Effekt (Abbildung
10).

Die ASI(%)-Werte des Knochenmarkes vor Bestrahlung, nach 4 Gy- und nach
12 Gy-Bestrahlung nahmen sukkzessive zu. Da jedoch sowohl additive T;- und
T,-Effekte als auch die Kontrastmittel-Konzentration das Knochenmark-Signal
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bestimmten, waren diese Ergebnisse fir eine Charakterisierung der Sinus-
Integritat nicht verwertbar (Abbildung 10). Da ein Aquilibrium erreicht wurde
zeigten die 30-40 Minuten nach der Kontrastmittel-Injektion durchgefiihrten

dynamischen Aufnahmen keine signifikanten Signalanderungen.

Dagegen zeigten dynamische T;-gewichtete FLASH-Aufnahmen nach
Ferumoxtran-Injektion signifikant unterschiedliche ASI(%) Werte fur alle drei
Studiengruppen (Abbildung 12; p<0,05). Das bestrahlte Knochenmark zeigte
ein deutliches Enhancement, das mit zunehmender Bestrahlungsdosis weiter
zunahm (Abbildung 10). Ein geringes Ferumoxtran-Enhancement ging dagegen
vom nicht bestrahlten Knochenmark aus (Abbildungen 10, 11). Die ASI(%)-
Werte des Knochenmarkes vor Bestrahlung waren signifikant geringer im
Vergleich zu den ASI(%) Werten nach gering dosierter Bestrahlung (4 Gy).
Nach der Standard-Bestrahlung mit 12 Gy ergab sich die gro3te Reduktion der
ASI(%) Werte (Abbildung 12; p<0,05).
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Abbildung 10: Repréasentative Ty-gewichtete TSE 4000/96 (Tr/Tg)-
Aufnahmen des Os sacrum vor und nach Injektion von Gd-DOTA
(Dotarem®), Ferumoxtran (Sinerem® und Ferumoxides (Endorem®),
dargestellt vor Bestrahlung, nach 4-Gy- und 12-Gy-
Ganzkorperbestrahlung (Rx = Bestrahlung, KM = Kontrastmittel).
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Abbildung 11: Repréasentativer Datensatz der dynamischen T;-gewichteten
SE 500/15 (Tr/Tg)-Sequenz vor Kontrastmittelgabe sowie 5, 20 und 60
Minuten nach Injektion von Gd-DOTA (Dotarem®), Ferumoxtran (Sinerem®)

und Ferumoxides (Endorem®)
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Abbildung 12: Dynamische ASI(%)-Werte des Knochenmarkes nach
Injektion von Gd-DOTA (a), Ferumoxtran (b) und Ferumoxides (c),
dargestellt als Mittelwerte von jeweils vier Untersuchungen vor
Bestrahlung, nach 4 Gy- und 12 Gy-Bestrahlung mit

Standardabweichungen.
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4.3. RES-Phagozytoseaktivitat des Knochenmarkes

Im Vergleich zur nicht-bestrahlten Kontrollgruppe zeigten spéate T,-gewichtete
Aufnahmen nach Injektion von Ferumoxtran und Ferumoxides eine ho6here
Signalintensitat des Knochenmarkes nach Bestrahlung mit 4 Gy und 12 Gy
(Abbildung 10, Tabelle 14). Die Steigerung der Signalintensitat ist hierbei auf
das entstandene Knochenmark-Odem zuruickzufihren. Mit zunehmender
Bestrahlung zeigte das Knochenmark ein zunehmendes Odem auf nativen
Aufnahmen und einen zunehmenden Signalabfall nach SPIO- und USPIO-

Injektion (Abbildung 10).

MRT des Knochenmarkes Slora Slpost ASI(%)
Ferumoxides
keine Bestrahlung 300,3+31,9 139,6+23,9 53,67 + 4,22
post 4 Gy 406,4+52,9 110,3+24,1 73,04 £ 3,13
post 12 Gy 445,0+£39,0 194,0+32,7 56,64 + 3,92
Ferumoxtran
keine Bestrahlung 288,2+46,8 168,0+53,9 43,02 £ 11,16
post 4 Gy 321,9+90,6 174,5+34,3 44,68 + 6,98
post 12 Gy 410,6+31,3 101,5+40,8 75,72 £ 8,21
Gd-DOTA
keine Bestrahlung 320,9+21,5 297,9+57,6 10,03 +£9,47
post 4 Gy 360,3+28,1 380,9+15,0 5,97 £ 4,36
post 12 Gy 389,7+45,6 368,1+61,5 5,93 £ 5,99

Tabelle 14: Vergleich der Knochenmark-Signalintensitaten (SI) auf T,-
gewichteten Turbo-Spinecho-Sequenz-Aufnahmen vor (Sl,s) und nach
(Slpost) SPIO- und USPIO-Injektion sowie des entsprechenden negativen

Enhancements, quantifiziert als ASI(%).
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Spate T;-gewichtete Aufnahmen eine Stunde nach der Kontrastmittelinjektion
zeigten fur keines der drei Kontrastmittel signifikante Anderungen der ASI(%)-

Werte vor Bestrahlung, nach 4 Gy und nach 12 Gy Bestrahlung.

Spate T,-gewichtete Aufnahmen eine Stunde nach der Kontrastmittelinjektion
zeigten einen deutlichen Signalabfall des Knochenmarkes nach Injektion von
Ferumoxtran und Ferumoxides, wobei fur beide Kontrastmittel ASI(%)-Werte vor
Bestrahlung, nach 4 Gy- und 12 Gy-Bestrahlung signifikant unterschiedlich
waren (p<0,05). Nach Injektion von Ferumoxtran zeigte sich jedoch in jeder
Gruppe vor und nach Bestrahlung ein groRerer Signalabfall mit héheren ASI(%)-

Werten im Vergleich zu Ferumoxides (Abbildung 13).

Gd-DOTA konnte, wie bei einem extrazellularen Kontrastmittel zu erwarten, die
RES-Phagozytose nicht charakterisieren. Das Kontrastmittel zeigte keinen
signifikanten T,-Effekt und die entsprechenden ASI(%)-Werte waren nicht
signifikant unterschiedlich vor Bestrahlung, nach 4 Gy und 12 Gy Bestrahlung
(p>0,05).

Abbildung 13: ASI-Daten des Knochenmarkes (Mittelwerte +
Standardabweichung) fur T,-gewichtete TSE-Aufnahmen nach Injektion
von Gd-DOTA (Dotarem®), Ferumoxtran (Sinerem® und Ferumoxides

(Endorem®)
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4.4. Histopathologie

In den Abbildungen 14- 16 sind reprasentative histologische Praparate des
Knochenmarkes vor, nach 4 Gy- und nach 12 Gy-Ganzkdrperbestrahlung
gezeigt. Nach der leichten (4 Gy; Abbildung 15) und starken, fraktionierten (12
Gy; Abbildung 16) Ganzkorperbestrahlung zeigte das Knochenmark eine
zunehmende Entspeicherung. Die relative Zellzahl aller hamatopoetischen
Zellreihen nahm unter Bestrahlung deutlich ab und die Knochenmark-Sinus
zeigten eine zunehmende Dilatation und Hyperamie (Tabelle 15). Ein sehr
zellreiches  Knochenmark mit einzelnen Fettzellen und normalen
hamatopoetischen Zellen und Megakaryozyten und allen Zellreihen der
Hamatopoese, zeigte hingegen das nicht-bestrahlte Knochenmark (Abbildung
14). Das Knochenmark nach 4 Gy-Ganzkérperbestrahlung zeigte Pyknosen und
Karyorhexis der blutbildenden Zellen, sowie dilatierte Sinus (Abbildung 15).
Nach 12 Gy-Ganzkorperbestrahlung stellte sich das Knochenmark entspeichert
dar. Es waren nur noch einzelne hamatopoetische Zellen im Stroma
nachweisbar und die Knochenmark-Sinus zeigten eine zunehmende Dilatation
und Hyperamie (Abbildung 16).

Die Berliner-Blau-Reaktion wurde in keinem Fall deutlich positiv. Das bestrahlte
Knochenmark zeigte nach 4 Gy-Bestrahlung einen positiven Fall und nach 12
Gy-Bestrahlung zeigten drei Félle eine positive Eisenreaktion (Tabelle 15). Die
positive Eisenreaktion deutet auf eine geringe Akkumulation der Eisenoxide im
Knochenmark hin, die unter Bestrahlung geringfigig zunahm (Abbildung 17).
Beim nicht-bestrahlte Knochenmark fiel die Berliner-Blau-Reaktion negativ aus
(Tabelle 15).

Da die Berliner-Blau-Farbung lediglich Eisen-lll-lonen und nicht Eisen-lI-lonen
anfarbt, mul3 bei dieser Untersuchung beriicksichtigt werden, daf3 nur ein Teil,
der ohnehin geringen Eisenoxidpartikel im Knochenmark, mit dieser Methode

nachgewiesen werden kann.
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b)

Abbildung 14: Drei reprasentative Histologien des Knochenmarkes

(Hamatoxylin-Eosin-Farbung) vor Bestrahlung.
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b)

Abbildung 15: Drei reprasentative Histologien des Knochenmarkes

(Hamatoxylin-Eosin-Farbung) nach 4 Gy- Ganzkérperbestrahlung.



b)

Abbildung 16: Drei reprasentative Histologien des Knochenmarkes

(Hamatoxylin-Eosin-Farbung) nach 12 Gy-Ganzkorperbestrahlung.
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b)

Abbildung 17: Drei reprasentative Histologien des Knochenmarkes
(Berliner-Blau-Farbung) vor Bestrahlung (a) und nach 4 Gy- (b) und 12 Gy-

Ganzkorperbestrahlung (c).
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Histologie Praparat Zellgehalt Eisengehalt
Knochenmark (H-E Farbung) (Berliner Blau)
keine Radiatio #1 80-90% n.n.

#2 80-90% n.n.
#3 60-70% n.n.
#4 80-90% n.n.
post 4Gy #5 50-60% n.n.
#6 60-70% n.n.
#7 50-60% +
#8 50-60% n.n.
post 12 Gy #9 5-10% +
#10 5-10% n.n.
#11 20-30% +
#12 5-10% +

Tabelle 15: Histopathologie des nicht-bestrahlten Knochenmarkes sowie
des Knochenmarkes nach 4 Gy- und 12 Gy-Ganzkorperbestrahlung mit
Angabe der relativen Zellzahl hamatopoetischer Zellen im Vergleich zu
Stroma- und Fettzellen, diagnostiziert anhand von Praparaten mit
Standard Hamatoxylin-Eosin-Farbung, sowie Angabe der Eisenreaktion
der Praparate nach Berliner-Blau-Farbung (n.n.= nicht nachweisbar, +=

gering positiv, ++= deutlich positiv)
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5. Diskussion

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie zeigen, dal3 die MR-tomographische
Quantifizierung der Permeabilitat der Blut-Knochenmark-Schranke und der
RES-Phagozytoseaktivitat des Knochenmarkes mit USPIO besser gelingt als
mit SPIO oder Gd-DOTA. Zudem verdeutlicht sie, dal3 durch Verwendung von
neuen eisenoxid-haltigen Kontrastmitteln eine Markierung der
hamatopoetischen Zellen des Knochenmarkes mdéglich ist. Potentielle klinische
Anwendungen dieser MR-tomographischen Untersuchungen der Knochenmark-
Physiologie finden sich in der onkologischen Diagnostik, z.B. bei der
Untersuchung von Patienten vor einer geplanten Knochenmark-Transplantation

und bei der Untersuchung von Patienten mit Knochenmark-Tumoren.

Es ist zu erwarten, dall die USPIO-unterstitzte MRT den Ablauf einer
Knochenmark-Transplantation methodisch optimieren kann. Die bisherige
Therapie-Strategie besteht darin, bei Patienten mit Leukamien und
Lymphomen, die in Remission und infektfrei sind, zundchst eine intensive
Chemotherapie und Ganzkdrperbestrahlung durchzufihren und anschlie3end
allogenes Knochenmarkaspirat eines histokompatiblen Spenders intravends zu
infundieren. Histopathologische Untersuchungen haben gezeigt, dal3 die
Konditionierungstherapie vor der Knochenmark-Transplantation die endotheliale
Permeabilitdt der Knochenmark-Sinus deutlich erhéht und damit den Eintritt der
infundierten Spender-Stammzellen in das hamatopoetische Host-Kompartment
ermdglicht (20,80,81).

Anhand des Anstiegs der Granulozyten ist nach heutigem Forschungsstand erst
zwei bis drei Wochen nach der Stammzelltransfusion abzusehen, ob die
Knochenmark-Transplantation erfolgreich war. In der Literatur sind
histologische Schadigungen der BMB-Ultrastruktur infolge Chemotherapie und
Radiatio in der Pratransplantationsphase beschrieben worden (19,20). Die
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Autoren folgerten, dal3 die Erhéhung der BMB-Permeabilitat essentiell fur die
erfolgreiche Knochenmark-Transplantation sei, um den Eintritt der infundierten
Stammzellen in das hdmatopoetische Kompartiment zu gewéhrleisten (20,21).
Dieser erfolgt im Intervall der erh6hten BMB-Permeabilitdt. Die Permeabilitat
der Knochenmark-Sinus, die die Blut-Knochenmark-Schranke bilden, ist damit
ein entscheidender Faktor fur die Fahigkeit des Empfangerorganismus zur

Akzeptanz der histokompatiblen Spendersubstanz (20).

Neuere Studien haben gezeigt, dai die konditionierende
Ganzkorperbestrahlung, deren Effekt auf das Zielgewebe bisher ohne
individuelle Kontrolle erfolgt, ein Spektrum von Zweit-Tumoren induzieren kann
(82). Die Reduktion der Dosis der Konditionierungs-Bestrahlung ist daher in
neuen Therapieansatze das Ziel. Bisher ist nicht bekannt, welche minimale
Dosis notwendig ist, um eine Eradikation von residuellen Tumorzellen und eine
Hyperpermeabilitat der Blut-Knochenmark-Schranke Zu erreichen.
DarlUberhinaus gibt es bisher keine zuverlassige diagnostische Methode, diese
Parameter in vivo zu quantifizieren. Unsere Studie hat gezeigt, dal3 die
Permeabilitdt der Blut-Knochenmark-Schranke mit der dynamischen USPIO-
unterstitzten MRT quantifiziert werden kann. Diese Ergebnisse werden durch
frihere  MR-tomographische Untersuchungen unter Verwendung des
makromolekularen Kontrastmittels Carboxymethyldextran-A2-Gd-DOTA
bestétigt (18).

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie zeigen ferner, dall das
niedermolekulare Standard-Kontrastmittel Gadoterat-Meglumin (Gd-DOTA,;
Dotarem® 500 Da) nicht geeignet fir die Diagnostik von Anderungen der
Permeabilitdt der Knochenmark-Sinus ist. Dies bestatigen Studien mit radioaktiv
markiertem FITC-Dextran (3 kDa), 153Gd-DTPA (600 Da) und 99mTc-DTPA
(550 Da), die Ubereinstimmend zeigten, dal3 niedermolekulare Tracer nicht-
selektiv nahezu jede Kapillare aul3erhalb des ZNS passieren (84-86). Eine

Erhbhung der Permeabilitdt der Kapillarwand kann daher den bereits
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maximalen Ubertritt der niedermolekularen Tracer vom Intravasalraum in das

Interstitium der extrazerebralen Gewebe nicht weiter steigern (18).

Von der Charakterisierung der Kapillarpermeabilitat ist die MR-tomographische
Quantifizierung des Blutvolumens zu unterscheiden. Verschiedene Studien
haben gezeigt, dal3 niedermolekulare Standardkontrastmittel das Blutvolumen
des Knochenmarkes charakterisieren koénnen (12,17). Anhand des
Signalmaximums in der initialen Perfusionsphase (“first pass”) konnten
Anderungen des Blutvolumens des normalen Knochenmarkes und von
Knochenmark-Tumoren mit Gadopentetat Dimeglumin (Gd-DTPA) quantifiziert
werden (12,17). Anderungen des Knochenmark-Blutvolumens haben jedoch
keinen Einfluld auf das Engraftment von Spender-Stammzellen bei einer

Knochenmark-Transplantation (20).

Nach Injektion von USPIO und SPIO wird das Knochenmark-Enhancement in
der frihen Perfusionsphase durch die Permeabilitdit der Knochenmark-Sinus
und in der spéaten Perfusionsphase durch die RES-Pagozytose bestimmt (6,23).
Dabei dominiert in der frihen Phase der T;-Effekt der Kontrastmittel, da die
Uberwiegend im Intravasalraum und im Interstitium lokalisierten
Eisenoxidpartikel frei mit Wasserprotonen interagieren kénnen. In der spaten
Perfusionsphase dominiert dagegen der T,-Effekt, da die phagozytierten
Eisenoxide sich zu “Klustern” zusammenlagern und Suszeptibilitatseffekte

hervorrufen (65).

USPIO erwiesen sich als geeignet fur Perfusionsstudien, da T;-Relaxivitat und
Kontrastmittelkonzentration im verwendeten Dosisbereich  proportional
zueinander sind. Die in der vorliegenden Studie untersuchten Eisenoxide haben
eine hohe Ti-Relaxivitat, die bis zu sechsfach hoher im Vergleich zu den
gadolinium-haltigen Standard-Kontrastmitteln ist, zusatzlich zu der bekannten
hohen T,-Relaxivitat (36). SPIO haben einen deutlich starkeren T,-Effekt als
USPIO, der das Signal des Zielgewebes auch auf T;-gewichteten Aufnahmen
beeinflufdt (36). In diesem Fall sind Ti-Relaxivitat und
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Kontrastmittelkonzentration des Zielgewebes nicht mehr proportional
zueinander und Kkinetische Signalintensitats-Zeit-Kurven geben keinen
Aufschluf3 mehr Uber die Quantitat der Kontrastmittel-Anreicherung und —
Abflutung (36, 83), d.h. ein Signalabfall im Zielgewebe kdnnte bedingt sein
durch abnehmende Kontrastmittelkonzentration mit abnehmendem T;-Effekt
oder zunehmende Kontrastmittelkonzentration mit zunehmenden T,-Effekt. Der
in der vorliegenden Studie beobachtete T,-Effekt bei SPIO kann minimiert
werden durch Verwendung von SE-Sequenzen, kleinem Tgr (mit Tg=T3), kleinem
Te und geringerer Kontrastmitteldosis (83). Mit zunehmender Bestrahlungsdosis
zeigten die SPIO auf dynamischen Ti-gewichteten Aufnahmen in der friihen
Perfusionsphase relativ geringe, in der spaten Perfusionsphase allerdings auf
T,-gewichteten Aufnahmen relativ starkere T,-Effekte. Eine mdgliche Ursache
konnten Ubewiegende Ti-Effekte sein, die durch eine deutliche Zunahme an
extrazellularen Eisenoxidpartikeln im 6dematdsen Knochenmark-Interstitium
entstehen. Dem gegenuber steht eine relativ geringe Zunahme an
intrazellularen, phagozytierten Eisenoxidpartikeln, deren T,-Effekt Uberwiegt.
Weitere Studien muissen zeigen, ob zusétzliche technische Optimierungen

Perfusionsuntersuchungen mit SPIO ermdglichen.

Als weiterer physiologischer Untersuchungsparameter wurde die RES-
Phagozytoseaktivitdt des Knochenmarkes im Hinblick auf die Mdglichkeit der
Markierung der hamatopoetischen Knochenmark-Zellen mit eisenoxid-haltigen
Kontrastmitteln, untersucht. SPIO- und USPIO-Partikel werden von den Zellen
des retikuloendothelialen Systems des Knochenmarkes phagozytiert und bieten
damit eine Maoglichkeit hamatopoetisches Knochenmark zu markieren.
Verschiedene Studien beschrieben eine Aufnahme der eisenoxid-haltigen
Kontrastmittel Ferumoxides und Ferumoxtran in das Knochenmark (6,16).
Dabei ist zu beachten, da? die RES-Phagozytose ein langsamer, sich Uber

Stunden erstreckender Prozess ist (6).

Bei MR-Untersuchungen an Probanden oder durch zuféllige Beobachtung,

wurde die Aufnahme von SPIO in das normale Knochenmark bereits mehrfach
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beschrieben (6,78). Nach unseren Erfahrungen ist die Aufnahme von USPIO
deutlich starker als die Aufnahme von SPIO (79). Weissleder et al. bestatigt die
20-mal héhere Akkumulation im Knochenmark der USPIO im Vergleich zu SPIO
(24). Dies ist zu erklaren durch die etwa 20-mal hoéhere Knochenmark-
Akkumulation der USPIO im Vergleich zu SPIO (23), die bedingt ist durch den
geringeren Partikeldurchmesser der USPIO (Ferumoxtran-Durchmesser
ungefdhr 20 nm; Ferumoxides-Durchmesser ungefahr 150 nm), die hohere
Bluthalbwertzeit der USPIO (Ferumoxtran ungefahr 80 Minuten; Ferumoxides
ungefahr 20 Minuten) und die geringere Aufnahme der USPIO in Leber und Milz
im Vergleich zu SPIO (6,23). Diese physikalischen Gegebenheiten erleichtern
die Diffusion der Partikel Uber das Sinusendothel in das Knochenmark-
Interstitium und erlauben eine langere Interaktion der Partikel mit dem

Sinusendothel und wandstandigen Makrophagen (6,24).

Potentielle  Anwendungen der RES-Markierung des héamatogenen
Knochenmarkes mit eisenoxid-haltigen Kontrastmitteln bietet die MR-
tomographische Detektion von fokalen Knochenmark-Tumoren und die
Differenzierung von rezidivierenden Tumorinfiltraten und hyperplastischem
Knochenmark nach  Chemotherapie oder Radiatio. Experimentelle
Untersuchungen haben gezeigt, daf3 Eisenoxide von normalem hamatogenem
Knochenmark, aber nicht von fokalen Knochenmark-Tumoren aufgenommen
werden (16). Dies wirde potentiell auch eine Unterscheidung von Tumorrezidiv
und hyperplastischem, rekonvertierten Knochenmark nach Chemotherapie
ermoglichen, da der Kontrast zwischen Tumor und Knochenmark potentiell
verbessert werden kann. Besonders bei Patienten, die eine autologen

Knochenmark-Transplantation erhalten haben, ergibt sich diese Fragestellung.

Da sich sowohl hamatopoetisches Knochenmark als auch Tumorinfiltrate
zellreich und mit &hnlichen MR-Signalen auf konventionellen Pulssequenzen
darstellen, ist insbesondere bei Kindern und jungen Erwachsenen die MR-
tomographische Detektion von Knochenmark-Tumoren erschwert (3), da in
diesem Alter noch sehr zellreiches und fettarmes Knochenmark vorliegt.
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Besonders bei diesen Patienten kdonnten Eisenoxide fur die Tumordetektion
hilfreich sein. Fir unsere Studie verwendeten wir 6 Wochen alte Kaninchen, die
ahnlich wie Kinder und junge Erwachsene, sehr zellreiches hamatopoetisches
Knochenmark besitzen.

Spéate postkontrast-Aufnahmen wurden bei dieser Sudie eine Stunde nach der
Kontrastmittelinjektion  durchgefiihrt. Wie die initialen  dynamischen
Untersuchungen zeigten, war zu diesem Zeitpunkt eine Sattigungskinetik
erreicht, so dal3 mit keinen relevanten weiteren Signalanderungen des
Knochenmarkes zu rechnen war (Abbildung 12). Systematische sequentielle
Verlaufskontrollen der MR-Signalgebung des Knochenmarkes nach Injektion
von SPIO bei Patienten bestatigten eine maximale Anderungen der Ti- und To-
Relaxationszeiten 45-60 Minuten nach der Injektion, die Uber mindestens 12
Stunden konstant blieben und dann langsam tber Wochen und Monate wieder
zum Ausgangszustand zuriickkehrten (6). Folglich ist auch zu beachten, dal3
eine diagnostische Untersuchung mit Eisenoxiden nicht mehrfach in kurzen
Zeitabstanden moglich ist. Eine erneute Untersuchung kann friihestens nach

mehreren Monaten erfolgen.

Unsere Studie konnte zeigen, dal3 die Phagozytoseaktivitdt der RES-Zellen im
Rahmen einer Konditionierung durchgefiihrten Ganzkorperbestrahlung in der
frihen Phase nach der Konditionierung nicht negativ beeinflu3t worden ist. Es
kam zu einer deutlichen Reduktion aller ha&matopoetischen Zellreihen im
Knochenmark, und die RES-Phagozytoseaktivitat steigerte sich mit steigender
Bestrahlungsintensitat. Die RES-Phagozytoseaktivitat mul3 in weiteren Studien
im Hinblick auf ihren langerfristigen Verlauf nach einer autologen Knochenmark-

Transplantation untersucht werden.

Zusammenfassend zeigt die vorliegende Studie, dal3 die MR-Tomographie
unter Verwendung von superparamagnetischen Eisenoxidpartikeln (SPIO) und
ultrakleinen SPIO (USPIO) die RES-Phagozytoseaktivitdt des Knochenmarkes
charakterisieren kann und dall USPIO zusatzlich die Permeabilitat der
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Knochenmark-Sinus quantifizieren kénnen. Zudem hat unsere Studie gezeigt,
dall im Rahmen einer Konditionierungstherapie, wie sie vor einer autologen
Knochenmark-Transplantation durchgefiihrt wird, diese Phagozytoseaktivitat
nicht  vermindert. Damit  erlauben Eisenoxid-Kontrastmittel eine
Charakterisierung der Knochenmark-Physiologie zusatzlich zu Standard-
Untersuchungen der Knochenmark-Anatomie mit dem Kontrastmittel Gd-DOTA.
Mogliche Anwendungsgebiete ergeben sich fur die Detektion und
Differenzierung von fokalen Knochenmark-Tumoren speziell bei jungen
Patienten mit zellreichem hamatopoetischem Knochenmark. Zudem kann die
eisenoxid-unterstitzte MRT fur die Differenzierung von Tumorrezidiv und
hyperplastischem rekonvertiertem Knochenmark bei Patienten nach einer

autologen Knochenmark-Transplantation hilfreich sein.
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Anhang

|.  Arbeitsmaterialien und L6sungen

I.I.  Zur Durchfiihrung der Ganzkorperbestrahlung

e Cobaltgerat: Philips 5105-Universal-Cobalt-60; Fa. Philips
GmbH; Hamburg

I.Il. ~ Zur Durchflihrung der MRT

e Magnetresonanztomograph: Magnetom Vision-Scanner; Fa.
Siemens, Erlangen

e Ketanest: Injektionslosung; Fa. Parke- Davis GmbH; Freiburg

e Rompun: Trockensubstanz zur Infusionsbereitung;

Zulassungsnummer: 15.751; Fa. Bayer; Leverkusen
l.IIl.  Zur Tétung der Versuchs-Tiere

e T 61 ad wus. vet; Injektionslosung (Embutramid,
Mebezoniumjodid, Tetracainhydrochlorid); Fa. Veterinaria AG;
Zirich

l.IV.  Zur Anfertigung und Farbung der histologischen Praparate

e Autotechnikon: Modell-Nr.:  2050/z; Fabrik-Nr.: 840754,
Leistung: 600 W; Anschlu3: 220 V/ 50 Hz; Fa. BAVIMED
Laborgeratebau GmbH; Birkenau

e Mikrotom: Typ Schlittenmikrotom; Modell: Mod.Hn 40; Fa.
Mikrovid GmbH; Arnsberg
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Paraffin-Dispenser: Modell: Tissue-Tek-1l; Fa. Leica AG,;
Wetzlar

Formaldehyd: Desinfektionslosung; PZN: 0706332; Fa. WIRA
GmbH; Goppingen

Zinkchlorid: Kombilésung; PZN: 8425271; Fa. Baxter
Deutschland GmbH; Unterschleil3heim
Aluminiumkaliumsulfat-Dodecahydrat, reinst; Fa. Merck KGaA,;
Darmstadt

Chloralhydrat, Ph Eur, BP, JP; Fa. Merck KGaA; Darmstadt
Citronensaure-1-hydrat, klein, krist., reinst; Fa. Merck KGaA,;
Darmstadt

DePeX, Mounting medium; Fa. SERVA,; Electrophoresis
GmbH; Heidelberg

Deckglaser, 24x60 mm; Fa. Menzel-Glaser & Co KG;
Braunschweig

Eisessig, p.a., 100% Essigsaure; Fa. Carl Roth GmbH & Co.;
Karlsruhe

Eiweil3glycerin, Typ: 3t012, Fa. Chroma GmbH & Co; Mlnster
Eosin, C.I. 45380; Fa. Fluka, Sigma- Aldrich Chemie GmbH,
Deisenhofen

Formalin, purum, Formaldehyd-Losung ca. 36%ig (T) in
Wasser; Fa. Fluka, Sigma- Aldrich Chemie GmbH,
Deisenhofen

Hamatoxylin, krist., C.I. 75290; Fa. Merck KGaA; Darmstadt
Kernechtrot, fur die Mikroskopie, C.l. 60760; Fa. Merck KGaA;
Darmstadt

Natriumjodat, p.a.; Fa. Merck KGaA; Darmstadt

n-Butylacetat, reinst; Fa. Merck KGaA; Darmstadt

Objektrager, 76 x 26 mm, Fa. Engelbrecht; Medizin- und
Labortechnik GmbH; Edermiinde

Paraffin: Medim-Plast 52; Tissue Embedding Medium; Fa.
NOVOGLAS Labortechnik; Bern
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e Roti-Histol, Losungsmittel zum Entparaffinieren; Fa. Carl Roth
GmbH & Co.; Karlsruhe

.. Zum Erstellen der Dia-Positive
e Photomikroskop: ldent. Nr.:109122; Geréate-Typ: Orthoplan;
Serien-Nr.:860283; Fa. Leica Camera AG; Wetzlar

e Dia-Film: Typ: CR 100 S Chrome; Color-Diafilm: 24 x 36 mm,;
Process: E 6; 36 Aufnahmen; Fa. TURA AG; Duren
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