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4.1. Eisenstudie

Da das zu untersuchende Kontrastmittel USPIO (DDM 43/34) bereits mit positiven
Ergebnissen in anderen Publikationen (Schmitz et al. 2000; Ruehm et al. 2001) untersucht
wurde, lag der Schwerpunkt in dieser Arbeit auf der Detektion einer minimalen effektiven
Dosis im Tiermodell bei 3 Tesla. Ziel war es, eine Dosierung zu finden, die evtl. auf den
Menschen Ubertragen werden kann. Daher wurden in einem Vorversuch vier verschiedene
Kontrastmitteldosen untersucht, von denen die hdchste der Dosierung in einer anderen
Arbeit entsprach (Ruehm et al. 2001), wahrend die niedrigste Dosierung im Hinblick auf
einen Einsatz beim Menschen gewahlt wurde und den Dosierungen nahe kam, welche eine

weitere Forschergruppe am 1,5T-MRT eingesetzt hatte (Schmitz et al. 2000).

Bei der anschlielBenden Auswertung der MR-Tomogramme stellte sich Uberraschenderweise
heraus, dass keine der Dosierungen die gewiinschte Wirkung in Form von signalarmen
Arealen (Signalausloschungen) in der Aortenwand hervorrief, welche normalerweise mit den
entsprechenden Sequenzen dargestellt werden konnen. Signalausloschungen durch
Eisenoxidpartikel wurden von anderen Forschergruppen am 1,5T-MRT bereits dargestellt
(Schmitz et al. 2000; Ruehm et al. 2001; Schmitz et al. 2001). Fur die vorliegende Arbeit
wurde daher groRBer Wert auf die Verwendung eines 3Tesla-MRT gelegt, da dieses
wesentlich empfindlicher auf superparamagnetische Substanzen reagiert, als die
herkdmmlichen 1,5Tesla-Geréte, welche bisher von anderen Forschern verwendet wurden
(Schmitz et al. 2000; Ruehm et al. 2001; Schmitz et al. 2001).

Mdgliche Einflussquellen, die zum Ausbleiben der erwarteten Signalausléschungen fiihren
konnten, wurden daraufhin untersucht. Allem voran ergab die physikalische und chemische
Untersuchung des Kontrastmittels durch das herstellende Unternehmen, dass die Substanz

noch intakt war.

Es stellte sich heraus, dass die Tiere, welche von anderen Forschern genutzt wurden,
teilweise junger waren (zwischen 6 und 10 Monaten), als die fur diese Arbeit zur Verfiigung
stehenden Tiere (Ruehm et al. 2001).
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Allerdings bedingt ein héheres Alter der Tiere ein fortgeschrittenes Plaquestadium, welches
bei der Untersuchung eben dieser Plaques von besonderem Vorteil sein misste. Da das
Kontrastmittel mit Hilfe von Makrophagen in die Plagues gelangt, wurde bei der
histologischen Untersuchung der Aorten besonderer Wert auf eine spezielle Makrophagen-
Antikoérper-Farbung gelegt, um die Existenz von Makrophagen im Plagque und somit den
entziindlichen Charakter der Plaques nachweisen zu koénnen. Tatsachlich ergab die
Auswertung der Histologien eine hohe Prasenz von Makrophagen, was einen aktiven
entziindlichen Prozess im Plague bewies. Somit erschien es eher als unwahrscheinlich, dass

das Fehlen der signalarmen Areale mit dem Alter der Tiere zusammenhing.

Zusatzlich wurden wie in anderen Studien (Schmitz et al. 2000; Ruehm et al. 2001) die
histologischen Préparate der Aorten im Anschlu@ an die kernspintomographischen
Untersuchungen auf Eiseneinlagerungen untersucht. Hierzu wurde die Berliner-Blau-
Farbung verwendet, welche zu einer Anfarbung der Eisengranula in den Zellen fihrte. Die
Auswertung der Histologien auf Eiseneinlagerungen ergab, dass sowohl die Makrophagen
als auch die Endothelzellen in den Plaques der Watanabe-Kaninchen Eisenpartikel
eingelagert hatten. Allerdings variierte die Eisenmenge mit der jeweiligen
Kontrastmitteldosis. Wahrend die WHHL mit der hochsten Dosis eine deutliche
Eisenanreicherung in den pathologisch veranderten Arealen der Aortenwand zeigten,
konnten nur sehr schwache Eisenansammlungen bei den zwei niedrigeren Dosierungen
ermittelt werden. Eine solche Abhéangigkeit der Eisenakkumulation in den Plagues von der
entsprechenden Kontrastmitteldosis war auch schon in der Studie der Forschergruppe von

Schmitz et al. aufgefallen (Schmitz et al. 2000).

Die Eisenmenge in den Histologien der Tiere mit der hdchsten Dosierung lag im Vergleich
zur niedrigsten Dosis deutlich hoher. Allerdings ist es dennoch fraglich, ob diese
Eisenmenge tatsachlich ausreicht, um im MRT trotz sensibler Sequenzen nachgewiesen zu

werden.

Ungeachtet der Variation der Zahl der positiv befundeten Bilder bei den verschiedenen
Tieren zeigten die Kaninchen in den histologischen Praparaten keine Unterschiede
zueinander. Bei allen Tieren, die im MRT eine Signalausléschung zeigten, war die Anzahl an
eisenhaltigen Zellen gleich hoch. Das Verteilungsmuster dieser Zellen in den
Aortensegmenten war zwar insgesamt inhomogen, jedoch bei allen Tieren &hnlich
ausgepréagt. Sogar ein Tier, welches trotz hoher Kontrastmitteldosis keine Sighalausldschung
zeigte, unterschied sich bei der histologischen Auswertung nicht von den anderen Tieren

derselben Gruppe, welche Signalausléschungen aufwiesen. Warum dieses Tier trotz gleicher
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Bedingungen keine signalarmen Areale auf den Schichtbildern zeigte, konnte nicht geklart

werden.

In diesem Zusammenhang fiel ebenfalls auf, dass das verwendete USPIO im Vergleich zu
dem USPIO anderer Publikationen schneller aus dem Blut verschwunden war. Es war zu
beobachten, dass sich bei der hochsten Dosis (1,0 mmol USPIO (DDM43/34)/kg) das Blut in
den kernspintomographischen Untersuchungen 48 h nach Kontrastmittelgabe wieder weil3
darstellte. Zu diesem Zeitpunkt war die Kontrastmitteldosis somit wieder auf den
bluterhellenden Effekt eines Bloodpoolkontrastmittels gesunken. In anderen Publikationen
(Ruehm et al. 2001) trat dieser Effekt erst 120 h nach Gabe der gleichen Dosis Kontrastmittel
auf. Ein hoher Kontrastmittelspiegel war somit in der Studie von Rihm et al. wesentlich

lAnger im Blut der Tiere vorhanden als bei den Untersuchungen der vorliegenden Studie.

Niedrigere Kontrastmittelspiegel durch eine zu kurze Verweildauer des Kontrastmittels im
Blut kdnnten dazu fihren, dass nicht genug Eisen in die Plaques gelangen kann und somit
ein Nachweis im MRT nur schwer moglich ist. Dies kdnnte durchaus ein Problem des hier

verwendeten USPIO gewesen sein.

Des Weiteren wurden die verwendeten MR-Sequenzen auf ihre Eisensensibilitdt hin
untersucht. Da aber sogar nach der Gabe der geringsten Dosierung in praktisch allen
Organen (z.B. Knochenmark, Leber) starke Suszebtibilitatsartefakte durch die
Eisenoxidpartikel hervorgerufen wurden, die mit den verwendeten Sequenzen gut dargestellt
werden konnten, konnte das Problem nicht allein von den Sequenzen herrihren. Um diese
potentielle Fehlerquelle trotzdem noch zu minimieren, wurden die weiteren Gruppen von
Tieren (Gruppe lI-IV) zusatzlich mit zwei etwas modifizierten T2*w GR-Sequenzen mit

transversaler Schichtfiihrung untersucht.

Bei der anschlieBenden Auswertung dieser MR-Tomogramme stellte sich heraus, dass bei
80% der untersuchten Watanabe-Kaninchen mit der hochsten Dosis der Befund
Signalausléschung gestellt werden konnte. Dies lasst den Schluss zu, dass die Optimierung
der Sequenzen notwendig war, um das Kontrastmittel im 3Tesla-MRT als signalarmes Areal

sichtbar zu machen.

Allerdings stellte sich auch heraus, dass nicht bei allen Tieren, welche die hochste Dosierung
erhalten hatten, dieser gewiinschte Effekt auftrat. Bei der Verwendung der beiden anderen
Kontrastmitteldosen (0,25 bzw. 0,1 mmol USPIO (DDM43/34)/kg) zeigte sich jeweils bei den
funf mit den modifizierten Sequenzen in transversaler Schichtfihrung untersuchten

Watanabe keine Signalausléschung.
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Dies fuhrte erstmalig zu dem Schluss, dass das untersuchte USPIO selbst bei Verwendung
von sehr hohen Dosierungen nicht ausreichend sicher im 3Tesla-MRT nachgewiesen
werden kann. Eine Reduzierung der Dosierung fuhrt somit ebenfalls nicht zur Detektion des
Kontrastmittels und lasst es dadurch zum momentanen Zeitpunkt fur den klinischen
Gebrauch ungeeignet erscheinen. Zudem muss bedacht werden, dass selbst die als
niedrigste Dosierung gewahlte Dosis fur den Menschen noch toxisch ist, sodass eine
Modifikation des Kontrastmittels nétig ist, um es fur die Detektion der Atherosklerose nutzbar

Zu machen.

4.2. Gadofluorinestudie

Die Untersuchung mit Gadofluorine M verfolgte zwei Ziele. Zum einen sollten die positiven
Ergebnisse mit diesem Kontrastmittel aus anderen Publikationen (Barkhausen et al. 2003;
Sirol et al. 2004) im Hinblick auf seine Eignung zur Detektion von atherosklerotischen
Plaques fur das 3 Tesla-MRT bestétigt werden. Zum anderen lag das weitaus grof3ere
Interesse in der Untersuchung verschiedener Kontrastmitteldosierungen, um erstmalig die
kleinstmogliche effektive Dosierung zu bestimmen, mit der es noch mdglich ist, sicher die

vorhandenen Plagues in der Aortenwand aufzeigen zu kénnen.

Mit Dosierungen von 100, 50 und 25 umol Gadofluorine M/kg Kérpergewicht war erstmals
eine Darstellung der Plaques durch das Kontrastmittel im 3Tesla-MRT sicher mdglich. Die
Aortenwand zeigte bei diesen Dosierungen eine signifikant erhdhte Signalintensitat im
Vergleich zu den korrelierenden Nativaufnahmen. Diese Erhéhung der Sl war jeweils mit
bloRem Auge deutlich sichtbar. Es zeigte sich auch, dass die unterschiedlichen Dosierungen
zu unterschiedlich stark erhdéhten Werten der Signalintensitat fuhrten, wobei die hdchste
Kontrastmitteldosis die starkste Differenz  der gemessenen Werte nach der
Kontrastmittelgabe erbrachte. Diese Unterschiede in der Signalintensitdt durch die

verschiedenen Dosierungen liel3en sich auch mit bloRem Auge erkennen.

Die Erhéhung der Signalintensitat betraf in den verwendeten Sequenzen jeweils einheitlich
die gesamte Aortenwand. Es konnten nur minimale Unterschiede in der Signalintensitat
verschiedener Areale der Aortenwand ausgemacht werden. Es erwies sich daher als
schwierig, sichere Rickschlisse auf die Dicke der Plaques, die sich Uber die gesamte
Aortenwand erstreckten, zu ziehen. Da die Kaninchen aber aufgrund ihres fortgeschrittenen

Alters Uber eine ausgepragte Atherosklerose verfiigten und in praktisch allen Abschnitten der
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Aortenwand Plaques aufwiesen, stimmte das tomographische Bild mit den histologischen

Praparaten Uberein.

Je hoher die Dosierung des Kontrastmittels gewahlt wurde, desto deutlicher und signifikanter
war auch die Signalintensitat der Aortenwand nach Kontrastmittelgabe erhdht.
Dementsprechend nahm die Signalintensitat mit sinkender Kontrastmitteldosis ab. Dies lasst
den Schluss zu, dass fur die Darstellung von frihen Stadien der Atherosklerose die
Sicherheit der Methode mit steigender Dosierung zunehmen wird. Da jedoch die
Signalintensitat nach der Kontrastmittelgabe erstmalig auch bei der Dosierung mit nur 25
pumol Gadofluorine M/kg im Vergleich zur Nativaufnahme deutlich und signifikant erhéht war,
wird die Anwendung solch geringer Dosierungen den Plaquenachweis erbringen kénnen und

eine sichere Diagnose auch bei niedriger Dosis méglich sein.

Bei der Dosis von 12,5 pumol Gadofluorine M/kg Korpergewicht war eine Veranderung der
Signalintensitadt mit bloRem Auge nicht sichtbar. Erst die Messung der Signalintensitat
erbrachte objektiv leicht erhdhte Werte im Vergleich zu den Nativaufnahmen, die jedoch
nicht signifikant waren. Die Differenz zwischen den Werten fiel sehr gering aus und liel3 eine
Detektion der Plaques nur indirekt durch die Messung der Signalintensitat zu. Die direkte

visuelle Erfassung der Plaques war mit dieser geringen Dosis nicht mehr méglich.

Das Vorhandensein der Plaques auch bei den Watanabe-Kaninchen dieser Gruppe konnte
jedoch durch die Untersuchung der histologischen Schnitte eindeutig nachgewiesen werden,
sodass davon ausgegangen werden muss, dass diese Dosis zu gering ist, um in der

klinischen Anwendung zu sicheren Diagnosen zu fihren.

Die untersuchten Kontrolltiere zeigten nach Kontrastmittelgabe in keinem Fall Areale in der
Aortenwand mit einer erhdhten Signalintensitat. Da diese Tiere in Korrelation mit den
histologischen Praparaten nicht Uber pathologische Veranderungen in der Aortenwand
verflgten, lasst sich zusammenfassend ableiten, dass das verwendete Kontrastmittel eine
Unterscheidung von pathologischem Gewebe und Gewebe in physiologischem Zustand
zulasst. Das Kontrastmittel reicherte sich erwartungsgemall ausschlieBlich in den

atherosklerotischen Plaques und nicht in gesundem Gewebe an.

Eine sichere Diagnose der Atherosklerose mit Hilfe dieses Kontrastmittels sollte somit auch

in anderen Spezies moglich sein.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass Gadofluorine M ein geeignetes Kontrastmittel
zur Darstellung der atherosklerotischen Plaques im 3 Tesla-MRT ist und sich auch in einer

Dosierung von nur 25 pmol Gadofluorine/kg mit sicheren Ergebnissen anwenden lasst.
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Bisherige Studien (Barkhausen et al. 2003) zeigten hauptsachlich die Méglichkeiten des
Kontrastmittels bei einer Dosierung von 100 pmol Gadofluorine/kg, die allerdings am
Menschen wegen der Gefahr der Toxizitat bisher nicht eingesetzt werden kann. Eine andere
Studie zeigte kirzlich, dass eine Signalverstarkung der plaquehaltigen Aortenwand nach
Injektion von 50 umol Gadofluorine/kg auch im 1,5T-MRT nachweisbar ist (Sirol et al. 2004).
Die vorliegende Studie zeigt erstmals, dass der Einsatz des Kontrastmittels auch mit einem
Viertel (Barkhausen) bzw. der Halfte (Sirol) der bisher eingesetzten Menge durchaus noch

sichere Ergebnisse bringt, wenn ein 3Tesla-MRT verwendet wird.

Hier sind weiterfiihrende Untersuchungen und Modifikationen des Kontrastmittels hinsichtlich
seiner Toxizitdt notwendig, um den Einsatz in einer klinischen Studie am Menschen méglich

Zu machen.

4.3. Magneviststudie

Die Untersuchungen dieses schon fir andere Indikationen etablierten Kontrastmittels sollte
erstmals seine Eignung bei 3 Tesla fur die Erkennung atherosklerotischer Plaques
darstellen. Es bestétigten sich die Ergebnisse einer anderen Studie (Barkhausen et al.
2003), dass das Kontrastmittel fur die Detektion atherosklerotischer Plagues grundséatzlich
geeignet erscheint. Durch die besseren Messbedingungen bei 3 Tesla bestand in der
vorliegenden Studie jedoch die Méglichkeit, den Plaguenachweis im Gegensatz zum 1,5T-
Modell (Barkhausen et al. 2003) eindeutig zu erbringen. Leider erwies sich der definitive
Plaguenachweis mit der hier verwendeten Dosis auch bei 3 Tesla eher als schwierig. Der
Grund hierflr lag in der vielmehr unspezifischen Anreicherung des Kontrastmittels im
Aortenbereich, wodurch eine sichere Abgrenzung von Bereichen mit und ohne Plaques
schwer erreicht werden konnte. Das lag zum einen daran, dass die Erhéhung der
Signalintensitat zwar bei allen Watanabe signifikant, aber dennoch relativ gering ausfiel und
daher die Auswertung erschwert wurde. Zum anderen lag es an den eher undeutlichen

Konturen der signalreichen Bezirke im Bereich der Aortenwand.

Nach dem vollstandigen Verschwinden des Kontrastmittels aus dem Blut waren zudem keine
signalreichen Areale mehr sichtbar. Der Abfall der Signalintensitat erfolgte auRerdem sehr
schnell, so dass dem Untersucher nur wenige Schichtbilder mit signalreichen Bereichen zur
Auswertung zur Verfiigung standen. Schon 40 Minuten nach Kontrastmittelgabe war das

Signal-zu-Rausch-Verhaltnis der Aortenwand nicht mehr signifikant erhdht.
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Da eine Visualisierung der pathologisch veranderten Aortenwand jedoch grundsatzlich
mdglich und das SNR hier signifikant erhdht war, ist eine Verwendung dieses Kontrastmittels
fur die Detektion von atherosklerotischen Plaques durchaus moglich. Ein grof3er Vorteil von
Magnevist] liegt darin, dass dieses Kontrastmittel bereits fir die Verwendung beim
Menschen zugelassen ist und seine pharmakologische Unbedenklichkeit schon bewiesen

wurde.

Daher waren weiterfuhrende Untersuchungen mit Magnevistdd mit evtl. héheren Dosierungen

im 3Tesla-MRT n6tig, um die Eignung fur die Plaquedetektion weiter zu erforschen.

4.4. Vergleichende Diskussion

Hauptziel dieser Arbeit war ein Vergleich der drei Kontrastmittel Gadofluorine M, Magnevist[]
und eines USPIO (DDM 43/34) hinsichtlich ihrer Eignung als MR-Kontrastmittel fir die
atherosklerotische Plaguedetektion und das Auffinden des Kontrastmittels, welches fir die
Friherkennung der Atherosklerose am besten geeignet ist. In dieser Arbeit wurden die
verwendeten Kontrastmittel erstmalig unter den gleichen Bedingungen in einem 3Tesla-MRT
untersucht und verglichen. Jedes der Kontrastmittel wurde zwar schon einzeln in anderen
Publikationen untersucht, allerdings wurde dabei jeweils nur ein 1,5Tesla-MRT verwendet
(Schmitz et al. 2000; Ruehm et al. 2001; Barkhausen et al. 2003; Sirol et al. 2004). Zudem
wurden teilweise andere Dosierungen untersucht, die meist so gewahlt wurden, dass das
jeweilige Kontrastmittel noch gut darstellbar war. In der vorliegenden Studie sollten mdglichst

geringe Dosierungen verwendet werden, um toxische Effekte der Mittel zu minimieren.

Ein realistischer Vergleich der unterschiedlichen Kontrastmittel untereinander ist trotz der
bisher vorgelegten Untersuchungen nur schwer méglich, da in unterschiedlichen Studien nie
exakt die gleichen Bedingungen vorherrschen kdnnen. Ein direkter Vergleich zum Auffinden
des potentiell wertvollsten Mittels fur diese Indikation konnte daher noch nicht vorgenommen
werden. Die erstmalige Gegenuberstellung der Kontrastmittel sollte in dieser Studie unter

zusatzlich verbesserten Messbedingungen durch das 3Tesla-MRT vorgenommen werden.

Die Aussagekraft der Experimente wurde hierbei durch verschiedene Faktoren beeinflusst.
Als mdgliche Einflussquelle mussten in erster Linie die untersuchten Kaninchen gesehen
werden. Die Vergleichbarkeit der Versuche wurde prinzipiell dadurch begrenzt, dass fir jede
Untersuchung ein anderes Kaninchen verwendet wurde. Die einzelnen Tiere zeigen

aufgrund ihrer natirlichen genetischen Variation und ihres unterschiedlichen Alters
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individuelle Verschiedenheiten. Der Einfluss durch diese Faktoren ist im Allgemeinen schwer
abschatzbar, begrenzt sich jedoch hauptsachlich auf unterschiedlich ausgepragte
Plaguestadien (mit oder ohne Stenose), ungleiche Gewichtsklassen und unterschiedliches
Geschlecht. Bei den verschiedenen Plaquestadien ist es jedoch grundsatzlich wichtig, den
Nachweis ihres entziindlichen Charakters zu erbringen, da dieser als Vorraussetzung fir die
Anreicherung der Mittel im Plaque angesehen wird. Durch die Anfertigung einer speziellen
Makrophagen-Antikdrper-Farbung von Aortensegmenten von allen Kaninchen konnte fur

jedes WHHL-Kaninchen der entziindliche Charakter der Plagues eindeutig erwiesen werden.

Um die Bedingungen fur alle Mittel mdglichst vergleichbar zu halten, wurde bei der
Zuordnung der Tiere zu den Kontrastmitteln auf ein Kriterium geachtet. So wurden bei der
Gruppeneinteilung bewusst Tiere verschiedenen Alters und somit auch unterschiedlicher
Plaguestadien zugeteilt. Deshalb war diese Variation auch innerhalb der einzelnen
Kontrastmittelgruppen vorhanden. Da trotzdem Unterschiede zwischen den Kontrastmitteln
nachweisbar waren, stuft die Autorin den Einfluss dieses Fehlers auf das Ergebnis der

Studie als gering ein.

Bei der speziellen Ziichtung der WHHL-Kaninchen wird die Ausbildung einer Artherosklerose
unabhangig vom Geschlecht des Tieres schon vier Monate nach der Geburt erwartet
(Hansen et al. 1994). Die Plaguemorphologie wurde in vielen Publikationen untersucht und
gilt als ideales Modell fur die Plaquearchitektur beim Menschen. Trotz der groRRen
Gemeinsamkeiten muss dennoch immer bedacht werden, dass es sich hierbei um Tiere
handelt. Ein Vergleich mit dem Organismus des Menschen ist zwar durchaus gerechtfertigt,
trotz allem konnen aber klinische Studien am Menschen selbst hierdurch nicht ersetzt
werden. Auch stellte die geringe Fallzahl der Tiere einen Kompromiss zwischen
Auswertbarkeit der Ergebnisse und der praktischen Anwendung des Tierschutzes dar, der
eine Minimierung der Versuchstierzahlen vorschreibt. So muss laut Tierschutzgesetz bei der
Planung von Tierexperimenten auf eine mdglichst geringe Tierzahl geachtet werden.
Andererseits werden hohe Fallzahlen oft als Grundlage flr aussagekraftige Ergebnisse
angesehen. Die Tierzahl muss daher natirlich ausreichend sein, um auswertbare

Ergebnisse erzielen zu kénnen.

Diese Vorgaben zwingen die Forschergruppen zu einem regelrechten Balanceakt. Der Sinn
eines jeden Tierversuches muss daher grindlich gepruft werden. Nur wenn die Aussicht auf
einen Fortschritt in der Medizin vorhanden ist, sollten Tiere fir diese Zwecke verwendet
werden dirfen. Solch strenge Vorgaben sind ohne Frage wichtig, um unnotige sowie

besonders schmerzhafte Versuche am Tier zu vermeiden. Ein Versuch, wie das in dieser
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Arbeit durchgefiihrte Experiment stellt somit einen fairen Kompromiss dar in dem Bestreben
nach der Durchfihrung von Tierexperimenten zum Wohle des Menschen und der
Reduzierung von Schmerzen am Tier. In diesem Versuch stellte die Narkose samt Einleitung
und Aufwachphase den schmerzhaftesten Teil des Tierversuches dar. In den Augen der
Autorin ist dies ein vertretbarer Schmerz, den auch normale Haustiere von Zeit zu Zeit

durchleben.

Es handelte sich bei dieser Arbeit um eine experimentelle Studie, in der grundlegend die
Nutzung der Kontrastmittel zur Plaquedetektion erstmals im 3Tesla-MRT geklart werden
sollten, um ihrer Anwendung in Klinischen Studien am Menschen den Weg zu ebnen.
Gleichzeitig sollten die Mittel zum ersten Mal in mehreren verschiedenen méglichst niedrigen
Dosierungen im 3Tesla-MRT getestet werden, um den Einfluss des jeweiligen
Kontrastmittels auf den Organismus gering zu halten. Da sich das 3 Tesla-MRT durch
verbesserte Messbedingungen gegentber den herkdmmlichen 1,5Tesla-Geraten
auszeichnet, sollten die Kontrastmittel erstmalig mit Hilfe eines solchen
Hochfeldtomographen getestet werden. Durch die Verwendung einer Feldstéarke von 3 Tesla
waren die Voraussetzungen zur erfolgreichen Reduktion der bisher in 1,5Tesla-Geraten
verwendeten Dosierungen der Kontrastmittel vorhanden. Durch das verbesserte Signal-zu-
Rausch-Verhaltnis bei sehr hoher Ortsauflosung sollte der Tomograph auch bei niedrigen

Dosierungen der Kontrastmittel zuverlassige Ergebnisse liefern kénnen.

Die drei verwendeten Kontrastmittel machten eine Darstellung ausschlielich von
pathologischem Gewebe der Aorta und nicht von gesundem Aortengewebe der Kontrolltiere
mdglich. Daraus konnte wie erwartet gefolgert werden, dass sich alle Mittel ausschlielich in
den Plagues anreicherten. Alle Kontrastmittel kénnen somit als spezifisch geeignet fir die
Detektion atherosklerotischer Plagues eingestuft werden. Dies konnte erstmalig auch fur das
3Tesla-MRT bestatigt werden, da bisherige Studien ausschlieRlich unter Verwendung von
1,5Tesla-Geraten durchgefihrt wurden (Schmitz et al. 2000; Ruehm et al. 2001; Barkhausen
et al. 2003; Sirol et al. 2004). Dennoch lieRen sich groRe Unterschiede zwischen den drei

Mitteln feststellen.

Wahrend Gadofluorine M sich sicher und deutlich Gber mindestens 24 h in den Plaques der
Aorten nachweisen lie3, war Magnevistll zwar auch durch eine signifikant erhdhte
Signalintensitdt in den Plaques auszumachen, jedoch war der Nachweis des
Kontrastmitteleffektes hier schon nach ca. 40 Minuten nicht mehr méglich. Auch konnte die
Plaguediagnose mit Gadofluorine M aufgrund des starken kontrastmittelinduzierten

Anstieges der Signalintensitdat in den Plagues eindeutiger gestellt werden als es mit
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Magnevistd moglich war. Ein Grund hierfur konnte durchaus in der Dosierung von
Magnevist[] gelegen haben. Wéhrend fir diese Arbeit nur eine am Menschen ubliche Dosis
gewahlt wurde, wurde Gadofluorine M in verschiedenen Dosierungen getestet. Dabei stellte
sich erstmals heraus, dass die niedrigste gewéhlte Dosis (12,5 pmol Gadofluorine M/kg) kein
signifikantes Signal zu geben vermochte und daher fir die Fragestellung ungeeignet

erscheint.

Verschiedene Dosierungen dieses Mittels wurden gewéhlt, da viel versprechende
kontrastmittelbedingte Signalverstarkungen der Plagues mit einer Dosis von 100 bzw. 50
pumol Gadofluorine M/kg schon demonstriert wurden (Barkhausen et al. 2003; Sirol et al.
2004), die Toxizitdt dieses Kontrastmittels jedoch mit zunehmender Dosis ansteigt. Ein
sicherer Nachweis der Plaques war in der vorliegenden Studie bei 3 Tesla erstmalig schon
mit einer Dosis von nur 25 pmol/Gadofluorine M/kg mdoglich. Eine solch geringe Dosierung
reduziert durchaus die toxischen Effekte des Kontrastmittels. Somit sinkt das Risiko bei einer
klinischen Studie am Menschen; diese sollte nach weiterer pharmakologischer Verbesserung
des Kontrastmittels bald durchfiihrbar sein. Nach den positiven Ergebnissen am Tiermodell
erscheint eine rechtzeitige Diagnose von friihen artherosklerotischen L&sionen beim

Menschen in nahe Zukunft gerlckt.

Die schon erwiesene pharmakologische Unbedenklichkeit des bereits fiir den deutschen
Markt zugelassenen Magnevistl], liel3 dieses ebenfalls gadoliniumhaltige Mittel als Vergleich
zum noch in der Versuchsphase befindlichen Gadofluorine M in unserer Studie interessant
werden. Da eine signifikante Signalverstarkung der Plaques auch mit Magnevist[l in
geringem aber durchaus Uberzeugenden Male moglich war, sollten weiterfihrende
Untersuchungen mit héheren Dosierungen durchgefiihrt werden. Da die hier verwendete
Dosis von 200 pmol Gd-DTPA/kg noch Spielraum im fir den Menschen zugelassenen
Dosisspektrum lasst, erscheint eine auf diesen Versuchen aufbauende Studie nétig und
sinnvoll, um die Eignung von Magnevist[] fur die Plaquedetektion weiter zu prazisieren. Eine
in diesem Sinne weiterfihrende Studie konnte aus unterschiedlichen Grinden in dieser
Arbeit leider nicht zusétzlich bearbeitet werden. Zum einen muss fir eine Modifikation des
Tierversuchsablaufes ein neuer Tierversuchsantrag gestellt werden, was zeitlich zu einer
Verzogerung der gesamten Studie gefihrt hatte. Zum anderen standen fur eine Ausweitung
der Versuche nicht ausreichend Tiere zur Verfiigung, sodass auch aus wirtschaftlichen

Grinden verschiedene Dosierungen von Magnevist[] nicht untersucht werden konnten.

Auch das dritte hier verwendete Kontrastmittel, das so genannte USPIO (DDM 43/34) erwies

sich als potentiell wertvoll fir die untersuchte Indikation. Allerdings traten zu Beginn der
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Versuche deutliche Probleme mit diesem Kontrastmittel auf. So konnten bei den im so
genannten Vorversuch (Gruppe 1) verwendeten vier Dosierungen bei keinem der vier Tiere
Signhalausléschungen festgestellt werden, was nur zum Teil auf die verwendeten Sequenzen
zurtckzufiihren war. Auch nach Verwendung zusatzlicher weiterfiihrender Sequenzen war
der Plaguenachweis mittels Signalausléschung in den folgenden Untersuchungen nur

eingeschrankt maoglich.

Um zu Uberprifen, ob bei den Kaninchen generell eine Einlagerung der Eisenoxidpartikel
stattfand, wurden zusétzlich Praparate der Milzen dieser Tiere auf Eisenanreicherungen
untersucht. Hierbei konnte festgestellt werden, dass alle Kaninchen einschlie3lich der
Kontrollgruppe, die das USPIO (DDM 43/34) erhalten hatten, deutliche Eisenanreicherungen
in der Milz aufwiesen. Es lie? sich auch hier ein Zusammenhang zwischen Dosis und
Eisenmenge feststellen, wobei die Tiere mit der hdchsten Dosis auch am meisten Eisen in
der Milz angereichert hatten. Doch stellt eine Einlagerung der Eisenoxidpartikel in die Milz
sowie in andere Organe wie Knochenmark und Leber eine potentielle Geféahrdung fir den

Organismus dar und ist daher als pharmakologische Eigenschaft nicht winschenswert.

Allerdings lagerten die WHHL aller Dosisgruppen deutlich mehr Eisen in die Milz ein, als in
die Plaques der Aorta. Dies lasst sich durch die generell starke Makrophagenaktivitat in der
Milz erklaren. Ein Vergleich aller Gruppen mit den jeweiligen Kontrolltieren zeigte, dass sich
die Milzpraparate nicht im Hinblick auf die verwendete Kaninchenart unterschieden. Die
Kontrollgruppe lagerte somit gleiche Mengen an Eisen in ihre Milzen ein wie die WHHL,; eine
Unterscheidung war hier nur bei der Betrachtung der Aortenpraparate beider Gruppen
mdglich. Die Kontrolltiere lagerten unabhangig von der applizierten Kontrastmitteldosis kein
Eisen in die Aortenwand ein. Dies kann als Beweis dafur gesehen werden, dass die Aorten

der Kontrolltiere keine entziindlichen Prozesse aufwiesen.

Es bestatigte sich somit der vermutete Zusammenhang zwischen Eisenanreicherung und der
Prasenz von Makrophagen, welcher auch schon in einer anderen Studie mit den gleichen
Ergebnissen untersucht wurde (Schmitz et al. 2000). Wahrend alle eisenhaltigen Areale der
WHHL auch groRe Mengen an Makrophagen aufwiesen, konnten in den Aorten der
Kontrolltiere keine Makrophagen nachgewiesen werden. Eine Einlagerung von Eisen in die
Aortenwand erfolgt somit offensichtlich nur bei Anwesenheit von entziindlichen Prozessen,

welche durch die Makrophagentétigkeit représentiert wird.

In allen Fallen einer Signalausldschung in der Aortenwand im MRT lag an den
entsprechenden Lokalisationen der Aorta immer eine durch die Histologie nachgewiesene

Eisenanreicherung vor. Dies wurde auch schon in anderen Studien dargestellt (Schmitz et al.
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2000; Ruehm et al. 2001). Allerdings lie3 sich bei allen Tieren des Vorversuches sowie bei
einem Tier der Gruppe mit der hdchsten Dosis (Gruppe IV) zwar eine Eisenanreicherung in
den histologischen Préparaten, aber keine Signalausléschung in den MR-Bildern erkennen.
Daraus folgt zwar die zwingende Anwesenheit von Eisen, um eine fokale Signalausléschung
zu bewirken; die Anwesenheit von Eisen bedingt jedoch nicht unbedingt einen Nachweis im
MRT.

Diese Erkenntnisse schréanken somit die Sicherheit des verwendeten USPIO fur den
Nachweis atherosklerotischer Plagues ein. Die in den Vorversuchen aufgetretenen
Schwierigkeiten mit den Sequenzen fihrten zu der Feststellung, dass die Erstellung der
richtigen Sequenzen ebenfalls einen limitierenden Faktor fur den Erfolg der Untersuchungen
darstellt und daher die Unsicherheit der Methode erh6hen. Daraus folgt die Feststellung,
dass ein Plaguenachweis mit Hilfe des verwendeten USPIO nicht in allen Fallen sicher
madglich ist. Hier liegt ein bedeutender Unterschied zu den beiden gadoliniumhaltigen Mitteln

Vor.

Die Griunde hierfur kdnnten in der zu geringen Anreicherung der Eisenoxidpartikel in die
Aortenwand und daher in den pharmakologischen Eigenschaften des vorliegenden USPIO
liegen. Es liegt die Vermutung nahe, dass das Mittel nicht lange genug in ausreichender
Konzentration im Organismus verbleibt, um in gentigender Menge in die Plagues eingelagert
zu werden. Hier erscheint eine Modifikation der pharmakologischen Eigenschaften als

sinnvoll, um die Méglichkeiten dieses USPIO in Nachfolgesubstanzen zu verbessern.

Auch im Fall des hier genannten USPIO sollte eine minimale effektive Dosis aufgefunden
werden, da seine Toxizitdt mit steigender Kontrastmittelsdosis zunimmt. Ein Nachteil des
Kontrastmittels liegt eindeutig in der starken Eisenpartikelanreicherung in Organe wie der
Milz, der Leber und des Knochenmarkes. Eine toxische Belastung fir den Organismus uber
die Kontrastmitteluntersuchung hinaus, liegt hier durch die unerwiinschte massive

Einlagerung in praktisch alle Organe nahe.

Eine Minderung der schon in anderen Publikationen verwendeten hohen Dosierungen
(Ruehm et al. 2001) gelang in unseren Experimenten jedoch nicht. Durch das USPIO
ausgeloste Signalausloschungen waren nur bei einer Dosis von 1000 pmol USPIO/kg
sichtbar. Warum in dieser Studie trotz der Verwendung eines 3Tesla-MRT
Signalausloschungen nur nach einer derart hohen Dosis sichtbar waren und nicht wie in
einer anderen Studie auch bei einer Dosis von nur 200 umol USPIO/kg (Schmitz et al. 2000),

konnte leider nicht geklart werden.
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Bei Applikation von 250 bzw. 100 umol USPIO/kg blieb der erhoffte Effekt der fokalen
Signalausléschungen in der Aortenwand aus. Da jedoch in klinischen Studien mit anderen
Eisenoxidpartikeln maximal 45 pumol USPIO/kg eingesetzt werden kdnnen, um toxische
Nebenwirkungen zu mindern, gelang hieran eine Annéaherung der Dosierung mit positiven
Ergebnissen in dieser Studie leider nicht. Allerdings muss hier auf andere Publikationen mit
Eisenoxidpartikeln am Menschen hingewiesen werden, die mit max. 45 umol/kg Erfolge
erzielen konnten (Schmitz et al. 2001; Kooi et al. 2003). Hier scheint der Unterschied
zwischen dem verwendeten Tiermodell und dem Organismus des Menschen doch grof3er als
erwartet. Diese Tatsache rechtfertigt jedoch in Gewisserweise weiterfihrende
Untersuchungen mit USPIO auch am Menschen nach entsprechender Modifikation der Mittel

im Hinblick auf eine verbesserte Vertraglichkeit.

Basierend auf den vorliegenden Ergebnissen lasst sich zusammenfassend sagen, dass von
den drei verwendeten Kontrastmitteln Gadofluorine M fir die Detektion von

atherosklerotischen Plaques am besten geeignet erscheint.
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