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5 Material und Methoden

Im folgenden werden dle zur Durchfiibrung der Experimente notwendigen Komponenten
erléutert.

51 Tiermoddl

Alle vorgesditen tierexperimentdlen Studien wurden im Radiologischen Forschungdabor
der Charité, Humboldt-Universtét zu Berlin, Deutschland mit Genehmigung des Senas von
Berlin, Deutschland (G 0371/97) durchgefiihrt.

Das Gehirn wurde an waeblichen Fischer-344 Ratten (150g- 1809 Korpergewicht)
untersucht. Die Versuche gliedeten dch  aufgrund von  verschiedenen  Kontrastmittel-
gpplikationen in vier Telle, demnach wurden die Tiere in vier Gruppen aufgetellt.

5.2 Tumormoddl

Den Tieren wurden 10° 9L-Glioblastomzellen 3 mm rechts der Fissura sagittdlis und 1 mm
poderior der Fissura coronaris 4 mm unterhalb der Schédelkaotte mit Hilfe enes
stereotaktischen Rahmensinokuliert.

Abb. 51 Transversaler Schnitt
durch das Rattengehirn zur Visuali-
sierung der Tumorkoordinaten. Der
AIP 6.00 mm 9 AR 100 m rote Pfeil stellt den Einstichkanal

> zur Injektion der Tumorzellen dar.
o Der entstehende Tumor entlang des
roten Pfeils wachsen. Zur weiteren
Orientierung im Rattengehirn sel
auf den Anhang verwiesen, in dem
die in der Abbildung auftauchenden
Abkir z-ungen genannt wer den.
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Abbildung 5.1 zeigt enen transversden Schnitt durch ein Rattengehirn. Fir den interesserten
Lesr s im Anhang en Abkirzungsverzeichnis fir die in der Abbildung benutzten
Abklrzungen gegeben (79). Der Pfell verdeutlicht den Eingtichkanal der dereotaktischen
Inokulation. Das 9L Gliosarkom ist das am weitesten verbreitete Tumormoddl (80). Dieses
Tumormodel hat den Vortel ener 100%igen Anwechsrate und eines regdmaldgen
Weachgums, was den Vergleich vereinfacht (81). Je nach Tumorgréf3e wurden die Tiere 9, 16
und einige Tiere auch 23 Tage nach Implantation kernspintomographisch untersucht.

5.3 Anasthesie und Medikation

Die Tiere wurden entorechend ihrem Korpergewicht (100 ul/100g Korpergewicht) mit
Ketamin/Rompun (Ketanest®, Parke-Davis, USA und Rompun®, Bayer, Deutschland) in
enem Vehdtnis von 2/1 andsheset und auf ener Plexiglashdterung fixiert. Vor der
kernspintomographischen  Untersuchung wurde zur Injektion zuséizlichen Anésthetikums und
zur Kontrastmittelgpplikation eine klene Butterfly-Kantle in ene Schwanzvene der Tiere
gelegt. Unmittdbar nach der letzten Kerngpintomographieuntersuchung wurden die Tiere
durch ene Uberdosis von Phenobarbitd getétet, gleichzeitig iber die linke Herzkammer
zunchg mit 250 ml NaCl und anschlieflend mit 250 ml Phosphat gepuffertem Formdin
(10 %) perfusondfixiert.

54 Kontrastmitte

Zur Vefigung sanden drei verschiedene Kontrastmitte, die nachstehend engehend
beschrieben werden.

541 Gd-DTPA ﬂGd DTPA
Als klenmolekulares Kontrastmittel  diente Magnevist® &oH

Q.
(Schering AG, Berlin). Dieses Kontrastmittel wurde bereits < )Y =0
u\ /

in Kapitd 4 diesx Arbat audfuhrlich vorgesdit. Der
Vollstandigket halber sai in Abbildung 5.2 auf die Struktur Gd™
N

 ¢o
_ o | wo N o
von Gd-DTPA  hingewiesen.  Aufgrund der  kleinen | g-¢ N -0

MolekilgroRe extravasiet Gd-DTPA sehr schndll in das | Y N—/

Abb. 5.2 Chemischer Aufbau
von Gd-DTPA.

i

Intergtitium. Im Gehirn dlerdings reichert es nur an, wenn
eine Blut- Hirn- Schrankengtérung vorliegt.
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542 Gadomer-17

Gadomer-17 ig bisher nur fur den Gebrauch an Tieren GJd-DOTA
erhdtlich und hat en Molekulargewicht von ca 35kD (82), E_G_ o—g
(83). Wie Gd-DTPA liegt es in einer 05 molaren Losung < \__/ >
vor. Freundlicherweise wurde uns Gadomer-17 von der N \ N
Schering AG, Belin, Deutschland zur Verfligung gesdlt. \r: u/

In Retten hat das Kontrastmittel eine Plasmahadbwertszeit / a' '\\
von ca 375 min und west gegentber Gd-DTPA ene <M : H>
hohere Reaxivitd auf. Abbildung 53 verdeutlicht die E'ﬂ“ ﬂ-g

Struktur von Gadomer-17.

Gadomer-17 ist ein  24-Gadoliniumtetraessigsauredendrimer cgbéz'_%;h:'f‘mha Aufbau
(Gd-(DOTA)). Dieses verbleibt hauptschlich im vaskuléren

Raum, extraveset aber abhdngig vom Grad der Blut-Hirn-Schrankenstérung in  den
interditidlen Raum (84). Die mittlere letde Dods dieses neuen Kontrastmittels ist 10 mMal
pro Kilogramm Korpergewicht (85). Es handdt sch um en wasslédiches dendritisches
Kontrastmittel, das 24 Gadoliniumkomplexe auf der Oberflache des Dendrimers enthdlt,
ahnlich zu anderen polymerischen Kontrastmitteln (86), (87). Dieser Verbund wird von einem
zentrden  Trimesoyltriamidkern  und 18  Lysnresten  gebildet, verursacht  durch
24-Merpolyamin.  Die 24 Aminogruppen sSnd an das makrozyklische Tetraessgsaure-
gadoliniumcheat gebunden.

543 DDM 128

Das dritte Kontrastmittel besteht aus einem Magnetit, das mit Carboxydextran ummantelt i<.
Dieses Kontragtmittel liegt in ener einmolaren LGsung vor. DDM 128 wurde im Inditut fur
Diagnodtikforschung  hergestellt und durch Lasarlichtstreuung wurde en  Kerndurchmesser
von (59+2) nm nachgewiesen (88). Das genaue Molekulargewicht kann nur ndherungswveise
auf ca. 300kD abgeschétzt werden, weil eine sch in der Grofe variierende Hydrathille das
zentrde Teilchen umgibt. Ebenso kann die Plasmahdbwertszeit in Raiten aufgrund der
Grolenvariation nur gemittelt auf etwa 180 min abgeschétzt werden.
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55 NMR-System

Die NMR-Experimente wurden an einem BioSpec® 24/40 (Bruker Medicd, Ettlingen),
augedtaitet mit einer MSLX11 Elektronik, des Benjamin Franklin Universtétskrankenhauses
der Freen Universtd Berlin durchgefihrt. Es handdt sch um enen 235 T (100 MHZ)

Horizontalmagneten, der mit enem aktiv abgeschirmten Gradientensysem ausgedettet ig.

Das NMR-System mit seinen verschiedenen Komponenten wird im folgenden beschrieben.

> Magnet: Bruker Medicd, Ettlingen, 24/40: suprdeitender Elektromagnet mit 40 cm
Bohrung. Das datische Magnetfeld wird durch supraeitende Spulen, bestehend aus einer
Niob-TitanrLegierung mit einer kritischen Temperatwr von 10K, erzeugt, welche mit
flissgem Hdium (Sedetemperatur 4,2 K) gekihlt werden. Der Tank mit den gekihlten
Spulen befindet gch in enem Behdter, der dle vier Wochen mit flussgem Stickgoff
(Siedetemperatur 77 K) geftllt wird. Beide Behdter snd durch ein Vakuum vonenander
ioliert. Der Betrieb des Magneten mit suprdetenden Spulen efordert keine egene
Sromversorgung  des Hauptfeldes, wenn e einmd hochgefahren worden is, und
gaatiert ene dabile Feldvertelung mit enem sehr langsamen Fdddrift, der durch die
Verdampfung des Hediums verursacht wird. Zusdzlich dienen Korrekturspulen (aktiver
Shim) und Eisnbleche an der Innenwand (passver Shim) zur Optimierung der
Feldhomogenitét. Der Vorgang zur Optimierung des Magnetfddes wird ds ,,Shim"
bezeichnet und wird vor Beginn jeder Mef3serie durchgefihrt.

» Gradient: Bruker Medicd, Ettlingen, B-GA26: aktiv abgeschirmtes Gradientensystem mit
26 cm Innendurchmesser  (zwelter Spulensatz, der dekirisch gegensinnig geschdtet i,
sorgt dafir, dad die Huldnderung aullerhdb der Gradienten genullt igt): maximae
Gradientenstéarke 50 mT/m be maximder Strom3t&ke von Igrmax=100 A und ener
Spannung von U=% 300 V; Andiegszeit > 250 us Schndle Schdtzeiten implizieren ene
hohe Stroménderungsrate dir/dt. Um Spannungsverluste nach

di,
dt

U=RA,-L (5-1)

moglichst gering zu hdten, sollte die Induktivitdt L so klein wie mdglich gehaten werden,
was bedeutet, da3 ene maoglichs klene Spule mit geringer Windungszahl verwendet
werden solite (U ig in Glechug (5-1) die Spanung und R gelt den ohmschen
Widestand dar.) Dies impliziet jedoch wiederum ene Nicht-Linearitdt des Feldes.
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Demzufolge mu3 en Kompromi3 zwischen Lineaitd des Gradientenfddes und
Sdbgtinduktivitdt der Spule gefunden werden. Um  die ohmschen Verlugste der
Gradientenspulen moglichs gering zu hdten, wird der Widersand R mdglichst klein
gehdten. Dennoch kommt es aufgrund der hohen Stromstérken zu enormer Erwarmung
des Gradientensystems, so dald eine Wasserkihlung unumganglich is. Die Spulen des
Gradientensystems befinden sich in e@nem rohrférmigen Einschub  (, Gradientenrohr”).
Verschiedenste Spulensysteme oder Resonatoren konnen in dem Gradientenrohr an der
homogensten Stelle des Feldes platziert werden (siehe Abbildung 5.4)

Magnet

Shimsystem

Gradientensystem

§ Resonator

Probe

i
;

Abb. 54  Querschnitt durch den Magneten. Die Probe wird im Zentrum platziert, wobe die
Mitte desMagneten mit der Mitte des Gradientensystemsund der des Resonator s zusammenfallt.

In dar GCU (Gradient Control Unit), enem Co-Prozessorboard, werden die
Gradientenpulse  digitd generiert, an die BGU Il wetergegeben und dort unter
Berlickschtigung der  Preemphasis-Tafed und der  Bp-Korrektur  in andoge
Spannungswverte umgesstzt. Die Preemphass (Vorverzerrung) des Feldes it notwendig,
da die Gradientenspulen von letféhigen Materidien umgeben snd, in denen durch das
sch andernde Magnetfdd Wirbestrome entstehen konnen und dann die Gradientenfelder
in ihrem zaitlichen Verlauf gestort wirden.

» Spulen: Zur Eindrahlung dektromagnetischer Wechsdfdder wird en homogen
endrahlender rohrférmiger Resonator mit  e@nem  Innendurchmessr  von 60 mm
verwendet. Er dient sowohl ds Sender ds auch as Empfanger. Als Sender soll e en

moglichs homogenes zirkularpolarisiertes B, -Feld erzeugen, welches e dadurch erzidlt,
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dad en dektrischer Strom auf ene  zylindeformigen Oberfléche padld zur I§O-

Fedachse mit ener cosnudormigen Stromvertelung fligd. Dies wird erecht, indem
Hochpalddemente in Serie geschdtet und Anfang und Ende miteinander verbunden
werden. Weiterhin ig es notwendig, dal3 die Spule an den Empfangs- bzw. Sendezweig
angekoppet  wird. Dies geschieht durch kapazitive Anpassung an  enen
Abschluwiderstand von 50 W (Matching). Ferner bedarf es auch ener Anpassung an die
gewlnschte Resonanzfrequenz wp, was mit einer pardld geschdteten variablen Kapazitét
zu bewerkgdligen ig (Tuning). Durch Eingaben an der Konsole werden tber Puls- und
Gradientenprogranme  digitdle  Informationen  Uber beliebige HF-Pulsformen und —
abfolgen Uber die CCU (Communication Control Unit) an die FCU (Frequency Control
Unit) weltergegeben und dort in andoge Signde umgewanddt. In enem Synthesizer
(PTS und enem Amplitudenmodulator (ASU) mit ener Dynamik von 126 dB wird
daraus der HF-Puls generiert, in enem Vedaker (High Power Amplifier) verstérkt und
mit analogen und digitaen Filtern entsprechend verarbeitet.

> BioSpec®-System: Der Steuerungsrechner it eine Silicon Graphics Indy Workstation mit
enem UNIX Betriebssysem. Die Gradienterr und Shimspulen werden Uber die Eingaben
am Termind und durch den Prozel¥echner gesteuert. Das HF-Sgnd wird in eénem HF-
Ogillator erzeugt und mit Hilfe eines Modulators, der vom Prozefirechner gesteuert wird,
in den gewulnschten Puls transformiert. Im Sendeverstdrker wird der Puls verstérkt und
Uber die Antenne ausgedtrahlt. Nach Ausstrahlung des Pulses werden Oszillator und
Vedérker entkoppelt, damit die ungestorte Aufnahme des Signds gewdhrleset wird.
Das aufgenommene Signd wird Uber enen Vorversarker und enen phasenempfindlichen
Gleichrichter dem Prozelyechner zugefthrt und mit dem ausgedtrahlten Signd
phasenkorreliert. Abbildung 55 zeigt den schematischen Aufbau des BioSpec®-Systems.
De Magnet ig zur Abschirmung von HF-Signalen (Radiosendern,...) von einem Faraday-
K&fig umgeben.
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5.6 Software

Zur Steverung diente zunichst des Programm ParaVision®, Verson 2.0 (Bruker Medicdl,
Ettlingen). Spéter wurde die Betaverson ParaVison® 2.1 zur Aufnehme der Ti-gewichteten
dynamischen Sequenzen benutzt (unter 5.7 beschrieben). Die MR-Daten wurden nach den
Messungen zuers auf enen Power Macintosh 7300/200 und schlifdich auf eine Slicon
Graphics O? Workstation importiert. Mit Hilfe des Power Macintoshs wurde das Signd- Zeit-
Verhdten mit dem Programm NIH Image 1.61 (NIH, Washington, USA) in verschiedenen
ROIs (Region Of Interedt) des Rattenhirns ermittelt. Zusdtzlich wurden Maps des vaskuléren
Volumens, der Permesbilitét, des interditidlen Volumens und des zdluléren Volumens mit
enem sdbst entwickdten FORTRAN-Programm berechnet, welches unter Zuhilfenahme des
Programms ,gepit.f* (J. P. Chandler, Computer Science Departement, Oklahoma State
Universty, USA) die Bolusfunktionen angefittet hat. Das Auswerteprogramm berechnet
Parameterbilder, die wie die gemessenen Bilder eine Matrix von 128 128 Pixeln aufweisen
und eine Grauwertabstufung von O bis 255. Ein Grauwert von 255 entspricht 100 % des
jeweligen Volumens.
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5.7 Sequenzen

Zur Visudiserung der Rattengehirne wurden konventionele RARE-Sequenzen benutzt. Alle
dafir notwendigen Parameter snd in Tabelle 5.1 zu finden.

RARE RARE RARE
UBERSICHTS- (To-GEWICHTET) | (T1-GEWICHTET)
MESSUNG
(PROTONEN-
GEWICHTET)
MATRIX 256" 256 256" 256 256" 256
FOV (FIELD OF VIEW) / 8,00" 8,00 6,28 6,28 bzw. 6,28 6,28 bzw.
cn? 7,82 7,82 7,82 7,82
SCHICHTDICKE / mm 2 2 2
ANZAHL DER 11 9 9
SCHICHTEN
RICHTUNG coronal transversa transversa
Tr/mMms 800 2500 400
Te/ms 13,7 13,7 13,7
MITTLUNGEN 1 4 2
RARE-FAKTOR 8 16 2

Tab.5.1 Ubersicht iiber die benutzten Sequenzen.

Fir die dynamischen Untersuchungen wurden zwe  Gradienten-Echo- Sequenzen optimiert.
Die ene ddlt eéne T,*-gewichtete Snapshot-FLASH-Sequenz dar und wurde flr das negative
Kontrastmittel eingesetzt und die andere eine Ti-gewichtete InversionRecovery-Snapshot-
FLASH-Sequenz fir die postiven Kontragmitted. Wegen der grolen Anfdligket dieser
Sequenzen gegentber Feldinhomogenitéten i es notwendig, dald die zu untersuchende
Tumorschicht genau in der Mitte des Tomographen liegt, wo das Fld am homogengen .
Da die T>*-Werte im Rattenparenchym bei der verwendeten Feldstédrke ca. 30 ms betragen,
wird en optimder T,*-Kontras es be ene Bildwiederholungszet von mehr ds ener
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Sekunde erreicht. Um den Bolus zetlich aufzulésen, wurde ene Bildwiederholungsrate von
ene Sekunde gewdhlt, was ene Verschlechterung des Signa/Rausch-Verhdtnisses zur Folge
hatte. Transversde Bilder mit ener Schichtdicke von 2 mm, einer Matrix von 128" 128,
dnem FOV (Fied of View) von (628  6,28) cn?, @énem Tr von 59ms enem Tg von
3,2 msund einem Hipwinked von 7° wurden 60 s lang akquiriert.

Fur die Untersuchungen mit den postiven Kontrastmitteln Gadomer-17 und Gd-DTPA wurde
mit einem darken Inversonspuls der Lange 5000 ms und sekanshyperbolischer (sech) Form
b  Benutzung ener  Sngpshot-FLASH-Sequenz ein Ti-Kontrast  mit ener
Bildwiederholungszeit von ener Sekunde ereicit. Die  InversonRecovery-Snapshot-
FLASH-Sequenz wurde mit den Eingdlungen: Tr=5,3ms, Tg=3,2ms T,=200 ms, Matrix:
128 128, FOV: 7,82 7,82cn? und enem Hipwinkd von 15° zur Geneierung von
transversalen Bildern verwendet.

—| ppaDisplay in ParaVision mode =100

Compile Display Loops Exit

(i -4.4)

|
i

! =

{0 r2ditl 4)

L 432
II

TR
hermite

LAWARS: 100 d& ) A4 419 504 Wuds 1 dd d4 ag S dé  Su d5 Su

M s
LOOFS 1 S 15u . 110w S0u 110u 250 pl 110w 200w 110w 13200 1 Su  1i0u

125
1

Pulse program: snapl.ppg Gradient pregram: snap

Abb. 5.6 Sequenzschemader Inversion-Recover y-Snapshot-FL ASH-Sequenz.
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Der Sequenzverlauf it in Abbildung 5.6 dargestellt, wie er von der Software ParaVisor®
illugriert wird. Die unterschiedlichen Groleen des FOVs dnd auf die beschrénkten
Gradientenstérken  zuriickzufihren. Bel  den dynamischen Sequenzen wurde jewells das
hardwarebedingte  kleangmdgliche FOV  gewdhlt. Die RARE-Seguenzen  wurden
dementsprechend angepald.

Nach zwei Minuten wurde die Anzahl der Mittlungen fir weitere 28 min von 1 auf 60 erhoht.

5.8 Experimente

5.8.1 Phantommessung

Die Phantome fir die Phantommessungen wurden mit Agar-Agar, einem Gdiermittd fUr
fete Nawrmedien zur Zucht von Bakterienkulturen, angefertigt. Das erhitzte Agar-Agar
zusammen mit 0,01 mMol/l Gd-DTPA wurde in en Gefal3 passender Grofe gegossen, wobel
durch Anordnung von 12 dinnen Rohrchen 12 Locher ausgespat wurden, in die nach
Erkaten die verschiedenen Kontragmitted und Kontrastmittelkonzentrationen zur Messung
eingefullt werden konnten.

Die spezidl angefertigten Phantome wurden mit den verschiedenen Kontrastmitteln  gefiillt.
Die Te-gewichtete kernspintomogrephische Aufnéhme in Abbildung 5.7 verdeutlicht
exemplarisch die Fillwese der Phantome fur den Fal des negativen Kontrasmittedls DDM
128. Die im folgenden beschricbenen Messungen mulden entsprechend fir jedes
Kontrastmittel einma durchgeftihrt werden.

Abb. 57  Phantom, geflllt mit einer Kontrastmittelreihe aus
DDM 128. Die Zahlen sind in mMol/l angegeben.
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DDM 128: Es wurde eine Kontrastmittelrethe von 0,01 - 3,0 mMol/l hergestdlt. Mit einer -
gewichteten RARE-Sequenz wurde Uberprift, ob das Phantom richtig postioniet war.
Anschliellend wurde das Phantom mit der T,*-gewichteten dynamischen Sequenz vermessen
(sehe Abschnitt 5.7). Die gewonnenen Bilder wurden in das Programm NIH-Image
importiert. Mit kresformigen ROIs, wie in Abbildung 5.7 oben rechts angedeutet, wurden die
Sgndintendtéten der 12 unterschiedlichen Kontrastmittel konzentrationen gemessen.

Gd-DTPA: Mit Gd-DTPA wurde ene Kontrasmittereihe von 0,01- 1025 mMoalll
angefertigt und in die Aussparungen des Aga-Agaphantoms gefullt. Mit ener T;-
gewichteten RARE-Sequenz wurde die Postion des Phantoms geprift. Anschlief?end wurden
die Sgndintenstdten der verschiedenen Kontrastmittelkonzentrationen mit  der  T;-
gewichteten dynamischen Sequenz, wie in Abschnitt 5.7 beschrieben, gemessen.

Gadomer-17: Hier wurde nach dem gleichen Prinzip vorgegangen, wie be dem
Kontrastmittel Gd-DTPA.

5,82 Dynamische Messung an experimentdlen Hirntumoren unter Verwendung der
Kontrastmittel Gd-DTPA und Gadomer-17: Auswertung nach dem Weisseder-M odell

In diesem Teil der Experimente wurde das in Kapitd 4 beschriebene Modell von Weisdeder
getestet (67). Die Préaufnahmen wurden wie unter 5.7 angefertigt. Anschlielend wurde die
dynamische T;-gewichtete Sequenz mit einer zeitlichen Auflosung von ener Aufnahme pro
Minute (wie in der Literatur beschrieben) gedtatet und nach 10s das grofermolekulare
Kontrastmittd Gadomer-17 in einer Dods von 0,01 mMol/l injiziet. Die Dods des
Kontrastmittels war gerade so bemessen, dal} das Signd maxima geworden war. Nach
12 Minuten wurde das Gd-DTPA in ene Dods von 0,02 mMoal/l injiziert und wetere 15
Minuten mit der dynamischen Sequenz akquiriert. Zum Abschlul3 efolgte die dbliche Ti-
gewichtete Postkontrastaufnahme.

583 Dynamische Messung an experimentellen Hirntumoren unter Verwendung des
Kontrastmittels DDM 128

Zur  Uberprifung der richtigen Lokalistion wurde die coronare  Ubersichtssequenz
verwendet. Anschliefend wurde die To-gewichtete RARE-Sequenz benutzt, um transversde
Schnittbilder zu erzeugen, auf denen das den Tumor umgebende Odem sichtbar war. 10
Sekunden nach Starten der dynamischen T»*-gewichteten Sequenz wurde den Tieren durch
die Schwanzvene das Kontrasmitted DDM 128 ds Bolus in einer Doss von 0,01 mMol/kg
Korpergewicht verdbreicht und mit 0,3ml NaCl nachinjiziet, um das Totvolumen der
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Butterfly-Kantle nachzuspllen. Die Daten wurden nur in einem Zetraum von 60 Sekunden
akquiriert, da aufgrund der hohen Molmasse des Kontrastmittels ein Permeeren durch die
Gefdldvande in den ersen Minuten nicht zu erwarten war. Zuletzt wurde die T»-gewichtete
RARE- Sequenz wiederholt.

584 Dynamische Messung an experimentellen Hirntumoren unter Verwendung des
Kontrastmittels Gd-DTPA

Nach Lokalisation mit der Ubersichtssequenz wurden mit einer RARE-Sequenz To-gewichtete
und Ti-gewichtete Aufnahmen des Gehirns akquiriert (dehe Tabdle 5.1). Be der
dynamischen Untersuchung handdt es sch um die InversonRecovery- Snapshot-FL A SH-
Sequenz. Den Tieren wurde nach 10s Basdineskquistion ene Doss von 0,02 mMol/kg
Korpergewicht Gd-DTPA ds Bolus mit einer anschlielfenden NaCl-Injektion verabreicht. Die
Messungen wurden mit der Ti-gewichteten RARE-Sequenz as Postkontrastaufnahme
beendet.

585 Dynamische Messung an experimentellen Hirntumoren unter Verwendung des
Kontrastmittels Gadomer-17

Be diessam Kontrasmittd wurden Pr& und Postkontrastaufnahmen wie in 5.7 beschrieben
produziert. Gadomer-17 wurde den Tieren wéhrend der dynamischen Sequenz as Bolus in
einer Doss von 0,015 mMol/kg Korpergewicht mit anschlieffender NaClInjektion appliziert.
Unmittelbar nach 10 s Basdlineskquisition wurde das Kontrastmittel injiziert.

5.8.6 Eigene Modelentwicklung

Den Glechungen (4-2) und (4-3) aus Kapitd 4 entsprechend verkirzen dSch die
Relaxationszeiten bei Kontrastmittelgabe.

For die Auswetung wird die Sgndabhangigket einer gewdhnlichen To*-gewichteten
Snapshot FLASH-Sequenz, wie sie in Gleichung (4-7) angegeben ist, und deren Anderung bel
Kontrastmittelgabe laut Gleichung (4-8) benttigt. Die Auswertung der Me¥reihe mit der
dynamischen  Tj-gewichteten  Sequenz  efolgt mit der  Signdabhdngigkeit  vor
Kontrastmittelgabe laut Gleichung (4-10) und nach Kontrastmittelgabe laut Gleichung (4-11).

Die Notwendigkeit einer Neuentwicklung des im folgenden diskutieten und angewendeten
Moddls beseht darin, dald zur Zeit kein Moddl exidiet, welches die Diffuson und die
Permedbilitdt der Blutgefddwande be gestorter Blut-Hirn-Schranke in  korrekter Weise
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beschreibt. Zudem bereitet die Vidfdt der dezeit vorhandenen Kontrastmittedl einen
zusitzlichen Undcherheltsfaktor in der Wahl desrichtigen Moddlls.

Beginnend mit der Annahme, dad der Augsausch der Wasserprotonen zwischen den
Blutkdrperchen und dem Blutplasma schndl s8 im Veglech zur  longitudinden
Reaxationszeit T;, konnen auf diessr Bads zwel Kompartimente angenommen werden: das
gne Kompatiment umfad das Plasma- und das Hamatokritsgna und das andere
Kompartiment das Sgnd des interstitiellen Raums und das der Zellen (89), (50).

Be gedtorter Blut-Hirn-Schranke kommt eine weitere  Komponente hinzu, welche die
Extravasation des Kontrastimittels durch die Gefé3vandoberfliche S dargtdlt. Diese
Komponente beschreibt einen langsamen exponentidlen Abfdl der Signdintensté zur Zeit
t>1tp, wobe ty der Zetpunkt des Bolusangtiegs is. Aus dem ergen Fick'schen Gesatz
entwickelte Kety das Moddl, welches die Bass fir vorwiegend dle Perfusonsmessungen
dagelt (59). Als Grundlage des zu entwickenden Moddls dient Glechung (4-28) aus
Kapitd 4.

Subdtitution von der Gefdoberflache O durch eine Zylinderoberflache mit eénem Gefd¥adius
r ergibt folgende Gleichung (Sehe Abbildung 5.8). Da aber in dem betrachteten Voxd vide
Gefdlle mit unterschiedlich groRen Gefd¥adien exidtieren, wird ein gewichtetes Mittd des
Gefal¥adius T betrachtet:

dC. _ 2PCBV
a TV,

(C,-C), (5-2)

mit der Pemesbilitd P, der Kontresmittelkonzentretion im Pasma Cp, der
Kontragmittelkonzentration im interditidlen Raum C; und dem Volumen des interditidlen
Raumes V.

Abb. 58 Schematische Darstellung eines durch das MR-Voxe
mit dem Volumen V verlaufende Gefall mit dem Volumen CBV
O der Gefaroberflache O und der Permeabilitat P der Gefalwand.
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Im Vorgriff auf higologische Ergebnisse ligfet die Auswertung der Higologie eine
Wahrschenlichketsdichte W der Gefdyadien in Form ener abfdlenden Exponentidfunktion

mit @nem minimaen 1y, und eénem maximaen Radius rimax (Sehe Abbildung 5.9).

104 Abb. 59 Wahrscheinlichkeitsdichte der

- Gefallradien auf 100% normiert. Die
] Mef3punkte sind aus der Histologie
gewonnen und wurden mit ener
Exponentialfunktion angepal3t.

Haufigkeit / %

Radius / pm

Im Zusammenhang zwischen Volumensromstérke F=Dv/dt und treibender Druckdifferenz Dp
nach Hagen-Poiseville geht der Blutgefal3- Radlius rng mit der vierten Potenz ein:

prb4
F=—2 xDp, 5-3
8hl P &3

mit der Viskodtéa h, der Lange der Rohre | und der Druckdifferenz Dp. Folgende Annahme
gelte fur die Wahrscheinlichkeitsdichte W der Gefd¥radien:

W(r,,)dr,, = cxe ™ sdr, fUF Fonin £ Tog £ Tmax (5-4)

W(F)dF = cxe "dF = cxe” ™ 4pDp, sy

anl bg rbg ’ (5- 5)

da wegen (5-3) dF = 48prﬁp rbg3drbg is. Durch Normierung der Gleichung (5-4) und Einsetzen

der Fitparameter b und ¢, die in Abbildung 5.9 ermittelt wurden, ergibt sich die Funktion, mit
der die Vetelung des Volumensroms gewichtet wird. Abbildung 5.10 veranschaulicht den
neuen Zusammenhang auf das Maximum der Amplitude normiet. Ein gewichteter mittlerer
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Gefdyadius T erghbt sch durch Berechnung der Abszisse des Kurvenschwerpunkts. Fir die

weiteren Berechnungen wurde der durch diese Abschézung gewonnene Wert von 7=20,4 um

angenommen.

Abb. 510 Normierte Wahrscheinlichkeits-
dichte des Volumenstroms.

FluBvefelung 7 wille, Einh.

N a0 (7] &0 a0
Fodivz £ pm

Die Losung dea Diffeentidgleichung (5-2) ist das Fatungsprodukt aus dem oben

besprochenen exponentiellen Abfdl, bedingt durch die Extravasation des Kontrastmittels und
der Konzentrations- Zeit- Funktion Cy(t)

2P,
C,(t)= ZP%Cp(t) Ae ™ . (5-6)

D.h. die Einhillende dar Konzentrations-Zdt-Funktion besteht aus der Bolusfunktion, die mit
dem Extravasationsantell gewichtet wird:

2P ()
Ci(t):éZPC;;/ﬂCp(t)xe v (5-7)

Die Kontrastmittelkonzentrations-Zeit-Funktion Cp(t) ist ene Uberlagerung zweier um Dt
verschobener Funktionen. Die erste Funktion stellt die Bolusfunktion Cp, schneii dar, welche den
esen Durchlauf des Kontrastmittels beschreibt (vgl. 4-34). Die zwete ig die Funktion
Cp,langsam, Welche einen exponentiellen Signalabfal nach der Boluspassage beschreibt (68):

C
C (1) = - |—B|ct = C, cmai(t) + Cy jangeam (t)
- CB,schnell(t) + CB,Iangsam (t) '

1- Hct 1- Hct

(5-8)
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mit
1aC,(t-t,)"ep "™ t>t
Coamman(t) =7 27007 10 5-9
B,schnell() ,:\ 0 Z'[Eto ( )
und
‘! C s (1_ e- X(t- t4- DY) )e-b(t- ty-Dt) : t > t + Dt
CB,Iangsam (t) :1 fangsamO 0 “t £ tO +Dt (5_10)
| . 0

mit der Proportionditdtskonstante a, der Kontrastmitteldosis Co, einem Exponentiadfaktor rg,
der die Sgndeholung beschreibenden Kongtante kg und der  Amplitude der
Kontrastmittel konzentration Cjangsam,0. b und X sind hier unabhangige Anpal3parameter.

Die Anpassung von Cggchnel UNd Cgangsam &folgt in zwei Voxen, welche vollgandig in
enem Gefd? liegen. So gdingt die Quantifizierung nach 4.234. De Gebrauch dieser
Gleichungen und die Beriickschtigung des Hamatokritwertes, der mit Hct=0,47 aus der
Literatur Ubernommen wird (68), macht eine Berechnung des zerébrden Blutvolumens, des
interditidlen Volumens, des zdlul&en Volumens und der Permegbilitét in jedem enzelnen
Pixd madglich, was anhand der folgenden in der Literatur nicht beschriebenen enfachen
Gleichung deutlich wird:

CBvV CBV +V. +V
Svoxel = SBlut + Si : . 1 (5‘ 11)

V V

VOX VOX

wobel V,=1-V;-CBV das berechnete lokde Zdlvolumen i, in Voxdn mit gestorter Blut-
Hirn-Schranke.

5.8.7 Histologie und Korreation mit MR-Ergebnissen

Den getbteten Tieren wurden die Gehirne entnommen, in einer 10%igen Formdinlésung fur
mindestens 24 Stunden verwahrt, in Paraffin eingebettet, um sie dann in 3um dinne Scheiben
zu schneiden und schlieldich mit  gefél}endothelspezifischen  Lektinen (Isolectin B4, Sigma,
Desenhofen) zu faben. Die Lektine dnd Glykoprotene, die spezifisch  mit
membrangebundenen Karboxylresten reagieren. Der Hintergrund wurde mit enem Standard-
Methylgrin gefarbt. AEC Chromogen (Dako, Hamburg) diente ds Subdtrat fir die Peroxidase
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der Lektine. Diese Farbeprozedur delt einen starken Rot-Grin-Kontrast sicher. An einem
Quantimet 600 (Leica, Bensheim) wurden die Schnitte digitdidert und in Gedchtsfelder, die
der GroRe der PixedlgroRe der dynamischen Ti-gewichteten Sequenz von (610 610) unt
entsprachen (Sehe Abbildung 5.11 und 5.12)aufgetellt. Danach wurden die Geféd3dvolumina
habautomatisch markiert. Diese  Computerroutine konnte per Hand korrigiert werden. So
wurde die Anzahl der Gefdlle pro Geschtsfed, die Querschnittsfléchen pro Gefd? und die
Umfange pro Gefd3d gemessen. Die Durchfiihrung oblag meinem Mediziner-Kollegen Dondd
Lobsen.

Um die kernspintomographisch errechneten CBV-Waerte mit der Higtologie zu korrdieren, ist
darauf zu achten, da3 einem MR-Bild der Schichtdicke 2 mm ungefdhr 667 Schnitte in der
Histologie entsprechen, die unmdglich dle ausgewertet werden konnten. Daher wurden funf
higologische Schnitte, &quidisant Uber 2 mm vertellt, ausgewdhlt, jeder entsprechend der
kernspintomographischen  Pixdauflosung gerastert (Sehe Abbildung 5.11) und Uber die
Ergebnisse der funf  Schnitte  gemittdt.  Als  Koordinatenachse  diente  der
Interhemnisph&renspdt  (rote  Linie), der die senkrechte Symmetrieechse des gesunden
Rattengehirns  darstdlt. Dementsprechend mufden fir jedes Pixd, das in der
Kernspintomographie in Wahrheit ein Voxd von 610um” 610 um”~ 2 mm dargdlt, finf
higologische Pixd ausgewertet werden (sehe Abbildung 5.12). Eine pixelweise Auswertung
i aus higologischer Scht mit enem unermeldichen Arbeatsaufwand verbunden, daher wurde
eine dochastische Auswertung vorgenommen. (Es gdte die Annahme, dal3 das Gehirn der
Rette mit 25° 35 Pixeln dargestdlt sdi, dies mit 5 multipliziet um eine gewisse Schichtdicke
zu smulieren, ergibt 4375 auszuwertende mikroskopische Gesichtsfelder!)
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Abb. 511 Links oben ist ein Ausschnitt einer MR-Aufnahme, gewonnen durch die dynamische Sequenz,
dargestellt. Rechts daneben ist mit der gleichen VergrélRerung ein entsprechender exemplarischer
histologischer Schnitt illustriert, der entsprechend der Kernspintomographie gerastert wurde. Die roten
Pixel in beiden Abbildungen entsprechen jeweils den gleichen Koordinaten in beiden Verfahren. Unten ist
die VergroBerung eines mikroskopischen Gesichtsfeldes der GroRe (6107 610 )um?, entsprechend der
Gr63e eines ker nspintomogr aphischen Voxels, abgebildet.

E-g—..

2 mm : ' , —» MR"VOXG'

Abb. 512 Fiunf histologische Gesichtsfelder im Mikroskop (jeder 133-ste Schnitt) stellen exemplarisch
en MR-Voxel der GroRe610um”™ 610 um”~ 2 mmdar.

Fur die stochagtische Auswertung wurden 20 Gesichtsfelder, zufdlig Uber den Tumorbereich
vertalt, ausgesucht. Anhand der Festlegung enes Koordinatensysems mit Hilfe des
Interhemnisphérenspats und der genauen Abmessung der Lange und der Breite des Gehirns
konnte dieses Koordinatensysem auf die MR-Bilder Ubertragen werden. Die histologisch
berechneten CBV-Werte pro Schnitt wurden Uber die funf Schnitte gemittdt, in Prozent
umgerechnet und konnten dadurch direkt mit den MR-CBV-Werten verglichen werden. Die
Ergebnisse beider Verfahren wurden stochastisch mit dem c?-Test ausgewertet. Hier wird die
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Hypothese Hp aufgestelt, da? dSch die FErgebnise der Higologie und der
Kerngpintormographie nicht sgnifikant unterscheiden, wenn der berechnete Wert (90):

c? :éw, (5-12)

o8

wobel o die Mel3wete der durch die Kernspintomographie berechneten CBV-Werte
dargellen und g die der Histologie und k die Anzahl der Me3werte, einen kritischen Wert
nicht Uberschreitet (90). Dieser kritische Wert berechnet sch anhand der Frehetsgrade f=k-1,
wobe k die Anzahl der Ereignisse bzw. Messungen ist. Laut Literatur ergibt sch be
f=20-1=19 Freiheitsgraden ein kritischer Wert c¢% 95=31,087 (90). Ist der berechnete Wert aus

Glechung (5-12) kleiner ds der kritiscche Wert, so ig die Hypothese mit ener
[rrtumswahrscheinlichket von weniger as 0,05 wahr.



