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1. Einleitung

Die Magnetresonanztomographie ist als bildgebende Methode aus der
modernen  Medizin  nicht mehr  wegzudenken. Gegenluber der
Computertomographie ermdoglicht sie gleichermal3en die Erstellung von 3D-
Rekonstruktionen und bietet hierbei einen deutlicheren Weichteilkontrast bei
Verzicht auf ionisierende Strahlung. Im Vergleich zur Sonographie stellt sie
eine untersucherunabhangige Methode dar, die auch valide Ergebnisse liefert,
wo erstere an ihre Grenzen stol3t, z.B. bei schlechten Schallbedingungen durch

Gasuberlagerung oder bei Patienten mit Adipositas.

Kontrastmittel in der MRT kommen zum Einsatz, um den unterschiedlichen
Signalcharakter zwischen gesundem und pathologisch verdndertem Gewebe
noch zu verstarken, beispielsweise in der Einordnung malignomverdachtiger
oder entzindlicher Lasionen. Eine weitere Indikation ist die Darstellung von

Gefal3-Stenosen oder Gefalimalformationen in der MR-Angiographie.

Eine besondere Herausforderung bedeutet die Wahl der angemessenen
Bildgebung bei Fragestellungen wahrend der Schwangerschaft. Sie soll eine
Entscheidung Uber das weitere Procedere herbeifihren ohne dabei die
Schwangere oder den Fetus einem Risiko auszusetzen, was den Einsatz der
CT aufgrund der Teratogenitéat ionisierender Strahlung einschrankt. Nach dem
Einsatz der Sonographie bleibt die MRT denjenigen Fallen vorbehalten, bei
denen durch erstere keine ausreichende Klarung der Fragestellung erreicht
werden kann. Primar erfolgt bei diesen Konstellationen die Bildgebung mittels
nativer MRT, allerdings ist der Einsatz von MR-Kontrastmitteln zum Teil

notwendig.

Erfahrungswerte zu den Auswirkungen von MR-Kontrastmitteln auf den fetalen
Organismus liegen bisher nur begrenzt vor, die sehr geringen Fallzahlen lassen
das tatsachliche Gefahrenpotential der MR-Kontrastmittel fir den Feten
ungeklart. Toxizitatsstudien wahrend der Schwangerschaft sind aufgrund

ethischer Bedenklichkeit nicht durchfiihrbar. Umso wertvoller sind demnach



Erkenntnisse, die man aus der in vitro-Exposition fetaler Zellen und

Nabelschnurzellen gegeniber den MR-Kontrastmitteln gewinnen kann.

1.1. Magnetresonantomographie — Technische

Grundlagen und neue Einsatzgebiete

Bei der Erstellung eines Bildkontrastes macht man sich die physikalische
Gegebenheit zu Nutze, dass Wasserstoff als Atom mit ungerader
Kernladungszahl einen Eigendrehimpuls besitzt. Man kann jeden Kern als
magnetischen Dipol betrachten. In einer Ursprungssituation im Gewebeverband
liegen die magnetischen Momente der H'-lonen ungeordnet vor, sodass sie
sich gegenseitig ausgleichen und die Summe der Vektoren null ergibt.

Im ersten Schritt erzeugt man durch einen Permanentmagneten, im klinischen
Alltag mit einer Feldstarke von 0,5-3 Tesla, ein statisches magnetisches
Hauptfeld, das Bo-Feld. Hierdurch richten sich die magnetischen Dipole
entsprechend dem fur sie gunstigsten Energiezustand zu einem gréf3eren Anteil
parallel und zu einem kleineren Anteil antiparallel zum au3eren Magnetfeld aus.
Die Dipole werden zu einer Prazessionsbewegung angeregt um die Achse des
magnetischen Hauptfeldes in Z-Richtung mit einer fir die Feldstarke

charakteristischen Larmorfrequenz.

Im zweiten Schritt wird ein Radiofrequenzpuls B; in der Larmorfrequenz
eingestrahlt, dadurch kommt es zur Energietibertragung auf die magnetischen
Einzelmomente, was als Phanomen der Resonanz bezeichnet wird. Das
Summationsmoment wird ausgelenkt aus der Z-Richtung um einen Winkel, der

abhangig ist von Dauer und Amplitude des Radiofrequenzpulses.

Liegt das magnetische Wechselfeld nicht mehr weiter an, fallt die Ausrichtung
der H¥-lonen in ihren Ausgangszustand unter By zuriick (Relaxation).
Relaxation bedeutet mathematisch, dass der Anteil des Gesamtvektors in der x-

y-Ebene abnimmt.
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Sie besteht aus 2 Komponenten:

1. Die Longitudinale Relaxationszeit T1  oder Spin-Gitter-Relaxationszeit
entspricht der Zeit, bis zu der die Z-Komponente des Summationsvektors
zu einem bestimmten Anteil (1-1/e=63%) ihren Ausgangswert
angenommen hat.

Sie ist abhangig von der Beweglichkeit des Kerns im Molekulgefiige oder
Gitter.

2. Die Transversale Relaxationszeit T2 oder Spin-Spin-Relaxationszeit
bezieht sich auf die Zeit, bis zu der die X-Y-Komponente auf 1/e (=37%)
ihres Ausgangswertes unmittelbar nach Anregung gefallen ist.

Sie  beruht auf dem Entropieeffekt, der  zunehmenden
Desynchronisierung der prazedierenden Spins, und zu einem kleineren
Anteil auf Inhomogenitaten des magnetischen Hauptfelds.

T1 und T2 sind nicht unmittelbar voneinander abhangig, aber T1 ist immer

kleiner als T2.

Ziel der Ortkodierung ist es, dass jedes emittierte Signal seinem Ursprungsort
zugeordnet werden kann. Man erreicht dies durch Uberlagerung des
magnetischen Hauptfelds durch 3 zueinander senkrecht stehende, ansteigende

Magnetfelder, die sogenannten Gradientenfelder.

- Durch Einwirken eines Gradienten in Z-Richtung, werden nur die in dieser

Schicht befindlichen Spins definiert.

- Wirkt ein weiterer Gradient in X-Richtung ein, erhalt jeder Spin entlang der x-
Achse ein spezifisches Resonanzsignal.

- Entsprechend wird mit der Charakterisierung der Spins entlang der y-Achse

verfahren.

Die Registrierung der Signale mit Frequenz- und Phaseninformation fir jede
Schicht erméglicht mithilfe der Fourier-Transformation die Rekonstruktion zu

einem Bild.
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Kontrastbestimmende Parameter in der MRT kann man gliedern in intrinsische
und extrinsische Parameter. Zu den wesentlichen intrinsischen Parametern
zéhlen die T1- und T2-Relaxationszeiten und die Protonendichte im
untersuchten Gewebe, desweiteren spielen Blutfluss und Diffusionsvorgange
eine Rolle. Als extrinsische Faktoren bezeichnet man geréatespezifische
Komponenten, wie z.B. Starke und Homogenitat des Magnetfelds oder
Suszeptibilitat der Empfangsspulen. MR-Kontrastmittel werden zu den

extrinsischen Faktoren gerechnet.

Schnellere Sequenzen ermdéglichen die Registrierung von Echtzeit-MRT-
Bildern, die sich zu dreidimensionalen bewegten Bildern rekonstruieren lassen.

Ein Einsatzgebiet dieser Technik stellt die EKG-getriggerte Kardio-MRT dar.

Bei der funktionellen MRT (fMRT) entsteht der Kontrast durch die Differenz des
Bildsignals von zuvor aktivierten Gehirnarealen im Vergleich zum Signal ohne
Aktivierung. Auf diese Weise kdonnen gezielt die Verarbeitungskreise eines

aulReren Reizes im Gehirn dargestellt werden.

1.2. Einsatz von MR-Kontrastmitteln
1.2.1. In Zahlen

MR-Kontrastmittel werden seit 1988 in der bildgebenden Diagnostik verwandt.
Seitdem wurden diese Substanzen weltweit bei mehr als 145 Mio. Patienten
eingesetzt, davon bei mehr als 80 Mio. Gadopentetat-Dimeglumine (Magnevist
®) und bei mehr als 33 Mio. Gadodiamid ( Omniscan®).
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1.2.2. Klassifizierung der KM

1.2.2.1. Nach ihrer chemischen Zusammensetzung

MR-KM basieren auf verschiedenen chemischen Grundsubstanzen, tber die
Tabelle 1.1 einen Uberblick verschafft (die in der Dissertation untersuchten

Kontrastmittel sind hervorgehoben).

Basierend auf | Kontrastmittel Generischer Name

Gadolinium Magnevist ® Gadopentetat-Dimeglumin=Gd-DTPA
Gadovist ® Gadobutrol=Gd-BT-DO3A
Dotarem ® Gadoterat-Meglumin=Gd-DOTA
Multihance ® Gadobenat-Dimeglumin=Gd-BOPTA
Omniscan ® Gadodiamid=Gd-DTPA-BMA
Primovist ® Gadoxetsdure disodium=Gd-EOB-DTPA
Prohance ® Gadoteridol=Gd-HP-DO3A
Vasovist ® Gadofosveset trisodium

Eisen Resovist ® Ferucarbotran
Endorem ® Ferumoxtran

Mangan Teslascan ® Mangafodipir

Tabelle 1.1: Ubersicht der MR-Kontrastmittel: Chemische Grundsubstanz, Handelsname,
generischer Name

Als paramagnetische Substanzen eignen sich neben dem im klinischen Alltag

am haufigsten eingesetzten Gadoliniumionen Metallionen der
Ubergangsmetalle (Mn, Cu, Ni, Cr). Durch die ungepaarten Elektronen im
Molekul wird ein starkes magnetisches Wechselfeld erzeugt, das zu einer
Beschleunigung der Relaxation der Protonen in unmittelbarer Néahe fuhrt. Gd,
das zur Gruppe der Lanthanoide (,seltenen Erdmetalle*) gerechnet

wird, Dbesitzt mit seinen 7 ungepaarten Elektronen einen hohen

paramagnetischen Effekt.

In einfacher Dosis rufen paramagnetische Substanzen eine Verkirzung der T1-
Relaxationszeit und damit eine Hyperintensitat im Vergleich zur nativen

Aufnahme hervor, man spricht von positiven Signalverstarkern. Bei hoheren
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Konzentrationen zeigt sich auch ein Effekt auf die T2-Ralaxationszeit, der sich
als Hypointensitat aul3ert.

Neben den paramagnetischen KM existiert eine zweite Gruppe der
superparamagnetischen Kontrastmittel. Sie bestehen aus Eisenoxidpartikeln,
die zur besseren Ld&slichkeit und Vertraglichkeit von Dextran oder Stéarke
umhdllt sind. Durch die Anordnung der Atome im Kristallgitter ist eine
Verstarkung des magnetischen Moments um den Faktor 10-1000 erreichbar. In
Abhéngigkeit von der Partikelgréf3e werden die Substanzen unterteilt in SPIO
(superparamagnetic  particles of iron oxide) und USPIO ( ultrasmall
superparamagnetic particles of iron oxide), woraus sich ihr unterschiedliches

Anreicherungsverhalten und ihre spezifischen Indikationen ergeben.

Die Potenz eines Kontrastmittels lasst sich mithilfe der Relaxivitat (1/T)
erfassen, die definiert ist als Steigung der Relaxationsrate in Bezug auf die

Konzentration des KM.

1.2.2.2. Nach der Konfiguration des Chelatkomplexes

Die Gadolinium-Chelate lassen sich untergliedern nach der Art, wie das
Gadolinium-lon gebunden ist in lineare und makrozyklische Chelate. Innerhalb
der linearen Verbindungen kann unterschieden werden zwischen ionischen und

nichtionischen Gd-Chelaten.

-Linear nicht-ionisch: Omniscan ®

-Linear-ionisch: Magnevist ®, Multihance ®, Primovist ®, Vasovist ®
-Zyklisch: Gadovist ®, Dotarem ®, Prohance ®

Die chemische Struktur beeinflusst die Stabilitat der Bindung des Gd**-lons.
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1.2.2.3. Nach ihrem Anreicherungsverhalten und ihre r

Pharmakokinetik

Nach intravendser Bolusapplikation zeichnen sich die KM durch

unterschiedliche Anreicherungsweisen im Gewebe aus.

- Extrazellulare KM: Der Grof3teil der Gadolinium-Chelate wird als extrazellular

bezeichnet, da sie nicht von Zellen spezifisch aufgenommen werden.

Pharmakokinetik: Die Elimination erfolgt renal, das Gadolinium wird im Komplex
gebunden glomerular filtriert und nicht resorbiert. Beispielsweise betragt die
Plasmahalbwertszeit von Gd-DTPA bei Nierengesunden 1,5h. Entsprechend
der herabgesetzten GFR besitzt das Chelat bei Niereninsuffizienten eine
verlangerte Verweildauer im Korper, wodurch sich das hohere Risiko der
Dissoziation erklart. In ungebundener Form zeigen Gd-lonen eine toxische
Wirkung. Durch wiederholte H&amodialyse kann die Elimination des

Chelatkomplexes beschleunigt werden.

Unter den extrazellularen KM gibt es niedermolekulare Chelate (0,5M), deren
klassischer Vertreter das Gd-DTPA darstellt, und hoherkonzentrierte Gd-
Chelate wie z.B. Gadobutrol. Letzeres besitzt im Vergleich zu Gd-DTPA eine

verbesserte Relaxivitat bei geringerer Osmolalitéat und Viskositat.

- Hepatobilidre KM: Vertreter dieser Substanzgruppe fuhren zur spezifischen

Kontrastierung der Leber. Sie werden in die Hepatozyten aufgenommen,
unterliegen grof3tenteils einer aktiven bilidren Exkretion und darauffolgenden

enteralen Elimination.

Primovist ® besitzt eine hepatobilidre Metabolisierung. Das Mangan-
basierende Mangafodipir (Teslascan ®) ist zugelassen zur Bildgebung von

Leber und Pankreas. Gadobenat dimeglumin (Multihance ®) besitzt sowohl
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Charakteristika eines extrazellularen KM als auch solche eines hepatobiliaren,
es findet Anwendung in der Bildgebung von Leber und ZNS.

- Retikuloendotheliale KM: Kontrastmittel auf der Basis von Eisenoxidpartikeln

werden in den Zellen des retikuloendothelialen Systems von Leber und Milz
angereichert. Dort fuhren sie durch eine Stérung des lokalen Magnetfelds zur
Verkirzung der T2-Relaxationszeit. Es resultiert eine Signalausléschung,
retikuloendotheliale KM gehdren damit zu den negativen Signalverstarkern.
Wenig ausdifferenzierte Raumforderungen der Leber enthalten in Abh&ngigkeit
von ihrer Herkunft (lebereigener Tumor oder Metastase) wenig bis gar keine
Zellen des RES und konnen auf diese Weise gut vom restlichen Lebergewebe
abgegrenzt werden. Ferucarbotran (Resovist ®) besitzt Eigenschaften eines
retikuloendothelialen KM.

- Blutpool-Kontrastmittel: Diese KM besitzen die Eigenschaft, verhaltnismalig

langer im Blutkreislauf zu zirkulieren, wodurch sie sich besonders zur
Gefallkontrastierung eignen. Es handelt sich um eine heterogene Stoffgruppe.
Die lange intravasale Verweildauer ist bei einigen KM zuriickzufuhren auf ihre
reversible Bindung an Albumin, zum Beispiel im Falle von Vasovist ®, das seit
2005 in Deutschland fur die MRA zugelassen ist. Gd-BOPTA (Multihance®) ,
das in erster Linie zu den hepatobiliaren KM zahlt, weist ebenfalls einen
verstarkten Signaleffekt im Gefal3system auf, die sich durch seine schwache
Proteinbindung erklart. Vasovist ® besitzt beziglich der Proteinbindung
ahnliche Eigenschaften.

Aus einem kleinen Durchmesser der Eisenpartikel der superparamagnetischen
Kontrastmittel resultiert eine verzdgerte Aufnahme in die Zellen des RES und

dementsprechend auch eine intravasale Kontrastierung.
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1.2.3. Nebenwirkungsprofil von MR-Kontrastmitteln

Gd-Chelate gelten als sehr nebenwirkungsarme Substanzen. Fir das sich am
langsten auf dem Markt befindliche Gd-DTPA werden
Unvertraglichkeitsreaktionen in 1-2,4% der Falle angegeben, in der Mehrzahl
handelt es sich um Ubelkeit und Erbrechen oder lokale Veranderungen um die
Injektionsstelle 3. Aber auch wenige Zwischenfalle von anaphylaktischem
Schock (55 Falle nach Gber 20 Mio. Anwendungen Gd-DTPA, Ergebnisse der
.Postmarketing surveillance®) bis zum Tode des Patienten (9 Falle) wurden
beschrieben. Das Auftreten einer Nephrogenen Systemischen Fibrose ( NSF)
bei Niereninsuffienz wird mit Ziffern zwischen 3,5% und 18% angegeben, die
Schwankungen erklaren sich in Abhangigkeit von der Art des eingesetzten KM,
dessen Dosis und dem Grad der Niereninsuffizienz. Im Vergleich zu
nichtionischem  Rontgenkontrastmittel, das in der CT oder der
Koronarangiographie seinen Einsatz findet, ist die Nebenwirkungsrate laut dem

Japanese Committee on safety of Contrast Media um den Faktor 2-3 geringer
(83]

1.2.4. Die drei untersuchten KM: Chemische Struktu r,

Indikationen, Kontraindikationen

- Magnevist ®:

Bei Gd-DTPA handelt es sich um das weltweit erste zugelassene MR-
Kontrastmittel, es kam 1988 auf den Markt. Es wird zur Gruppe der
niedermolekularen Gd-Chelate gerechnet, die Einbindung des Gadoliniums im
Komplex ist linear ionisch. Gd-DTPA besitzt die umfassendste Zulassung,
welche die gesamte Korperregion und damit auch indirekt den Einsatz in der
MRA einschliel3t. Die Substanz wird intravends als Bolus appliziert, wobei die

Dosis vom Hersteller mit <0,3mmol angegeben wird.
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Nach dem Auftreten einiger Falle von Nephrogener Systemischer Fibrose nach
Anwendung von Gd-DTPA besteht eine Kontraindikation bei schwerer

Niereninsuffizienz mit einer GFR < 30ml/min/1,73m>.

Der Einsatz wahrend der Schwangerschatft ist umstritten, in jedem Fall wird zu
einer kritischen Nutzen-Risiko-Abwéagung geraten. Da es beziglich des Anteils,
der in die Muttermilch tbergeht, von Seiten des Herstellers oft keine Angaben
gibt, wird eine Stillpause von 24h nach der Applikation empfohlen.

Gadopenierate (Magnauise™)
MIRE Contrast Mediam: Linear Com plex

4]

T
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Abb. 1.1: Strukturformel Magnevist (Quelle: Bayer Schering Pharma)

- Gadovist ®:

Gadobutrol als Vertreter der hoher konzentrierten Gd-Chelate besitzt den
Vorteil einer hoéheren Relaxivitdt bei geringerer Osmolalitat und Viskositat.
Durch dieses Profil ist die Substanz besonders geeignet fir die MRA, ein
weiteres  Einsatzgebiet stellt die ZNS-Bildgebung dar. Auch die
hoherkonzentrierten Gd-KM kdnnen intravends als Bolus verabreicht werden,
wobei fur beide oben genannten Bereiche eine Dosis von 0,3mmol angegeben
wird. Die Gd-Einbindung in den Komplex ist makrozyklisch, das Gadolinium

liegt im nicht-ionischen Zustand vor.
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Gadabutrol (Gadovist®)
MA1 Contrast Medium: Macrocyclic Comples

GTG :?g
A el

Q

Abb. 1.2: Strukturformel Gadovist (Quelle: Bayer Schering Pharma)

Gadobutrol ist auch bei Patienten mit eingeschrankter Nierenfunktion
zugelassen, bei stark eingeschrankter GFR kann die Ausscheidung durch
Dialyse beschleunigt werden. Es wurden bisher keine Falle von nephrogener

systemischer Fibrose nach Anwendung der Substanz beschrieben.

Zum Einsatz in der Schwangerschaft existieren von Seiten des Herstellers
keine klaren Angaben, es gilt ahnliches wie bei Gd-DTPA, wobei fir letzteres

aufgrund der langeren Zulassung mehr Erfahrungswerte vorliegen.

Um ein Ubertreten in den kindlichen Organismus zu verhindern sollte nach
Anwendung bei stillenden Patientinnen eine Stillpause von 24h eingehalten

werden.

Der Einsatz von Gadobutrol bei p&adiatrischen Patienten ist sicher und wurde

gut toleriert, abgesehen vom Kdorpergewicht ist keine weitere Dosisanpassung

notig ¢,

Resovist ®:

Ferucarbotran besteht aus superparamagnetischen Eisenoxid-Partikeln, die mit

Dextranen ummantelt in Suspension gehalten werden.
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Da es spezifisch von Zellen des RES vor allem in der Leber (und zu kleinerem
Teil auch der Milz) aufgenommen wird, eignet es sich zur Detektion und
Charakterisierung  hepatischer ~ Raumforderungen. Es fuhrt nach
Kontrastmittelgabe  auf  T1l-gewichteten  Aufnahmen im  normalen
Leberparenchym zu einer Signalverstarkung, ein Effekt, der bei leberfremden
Malignomen aufgrund ihrer Entdifferenzierung und der Abwesenheit von RES-
Zellen oft ausbleibt. Im Vergleich zu seinen Vorgangern unter den SPIO bietet
es die Moglichkeit der i.v. Bolus-Applikation ohne Nebenwirkungen wie
kardiovaskulare Symptome oder Ruckenschmerzen hervorzurufen. Dadurch
eignet es sich auch zur Aufnahme dynamischer Aufnahmeserien, die wichtige

Zusatzinformationen zur Lasionscharakterisierung liefern kénnen.

Durch den kleinen Durchmesser der Eisenoxidpartikel verlangert sich die
Verweildauer im Blutkreislauf. Daraus ergibt sich, dass die Substanz
gleichzeitig der Gruppe der Blutpool-KM zugerechnet werden kann ©% was in

Zukunft zu einer Erweiterung ihres Zulassungsbereichs fuhren kann.

Es gelten keine Einschrankungen fur die Anwendung bei Niereninsuffizienz
oder Leberinsuffizienz. Es gibt keine klaren Angaben bezuglich des Einsatzes in
der Schwangerschaft, nach Kontrastmittelgabe in der Stillzeit sollte einige Tage

nicht gestillt werden.

1.2.5. Neue Einsatzgebiete von MR-KM

Die Stammzelltherapie ist eine Methode, von der man sich in der Zukunft eine
Verbesserung der Prognose bei einer Vielzahl von Krankheitsbildern verspricht,
beispielsweise bei Z.n. Myokardinfarkt. Hill et al. gelang es, durch Eisenoxid-
Markierung die Migration und Implantation mesenchymaler Stammzellen im

Myokard kernspintomographisch und somit noninvasiv sichtbar zu machen [42],

In Abhangigkeit von der Zellpopulation lassen sich durch Inkubation mit

Eisenoxid und verschiedenen Transfecting agents beispielsweise das
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Migrationsverhalten von Tumorzellen im Organismus erfassen oder die

Neovaskularisation eines Malignoms darstellen 2% 7,

Zum aktuellen Zeitpunkt kommt das Zell-Labeling in experimentellen Settings
zum Einsatz, es verspricht aber ein wichtiges diagnostisches und

therapeuthisches Instrument bei klinischen Fragestellungen zu werden.

1.3. Evidenz beziglich Toxizitat

1.3.1. Toxizitat in vitro

Es liegen Hinweise fur die Toxizitat Gadolinium-haltiger Kontrastmittel auf

renale Tubuluszellen und Chondrozyten vor B* 49,

1.3.2. Nephrogene systemische Fibrose

Bei der Nephrogenen Systemischen Fibrose (NSF) handelt es sich um ein
Krankheitsbild, das erstmals im Jahr 2000 bei Dialysepatienten, damals noch
unter dem Namen der Nephrogenen Fibrosierenden Dermopathie (NFD)
beschrieben wurde. Es ist gekennzeichnet durch das Auftreten subkutaner
symmetrischer Plaques besonders an Beinen, Unterarmen und am Stamm mit
Aussparung des Gesichts, das von Schmerzen und Pruritus begleitet sein kann
und differentialdiagnostisch an Skleromyxédem oder Systemische Sklerose
denken lasst. Im weiteren Verlauf kommt es zu Hyperpigmentierung und
Hautindurationen, die  Ausbildung von  bewegungseinschrdnkenden
Kontrakturen ist moglich. Die Mortalitat der NSF betragt 5%, bei 30% der
Betroffenen fuhrt die Krankheit zu schwerer Behinderung in Form von
Kontrakturen und Hautulzerationen ®. Die Bezeichnung ,systemisch* bezieht

sich darauf, das entgegen anfanglicher Annahmen auch weitere Organsysteme
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wie Herz, Lunge oder Skelettmuskulatur am Fibroseprozess beteiligt sein

kénnen, wie sich erst in Autopsien Betroffener zeigte 12 33 68102

Die Anwendung von Gd-Chelaten als auslésendes Agens wurde 2006 in zwei
Publikationen postuliert * ¢ in beiden Studien waren Symptome nach Gabe
von Gadodiamid (Omniscan ®) aufgetreten. Bei einer Kontrastmittelart, die bis
zu diesem Zeitpunkt als vergleichsweise unbedenklich galt, |6sten die
Veroffentlichungen ein Aufhorchen in der Fachwelt aus. Mittlerweile gelten ca.
250 Falle von NSF als gesichert Y von denen 177 mit der Gabe von
Gadodiamid (Omniscan ®) und 78 mit der Gabe von Gadopentetat-
Dimeglumine (Magnevist ®) assoziiert wurden. Somit ist der kausale
Zusammenhang hochwahrscheinlich, wobei die pathophysiologischen

Einzelschritte weiterhin Fragen aufwerfen.

Die Tatsache, dass man freies Gd** in Hautbiopsien von NSF-Patienten
nachwies | beweist, dass zuvor eine Freisetzung von Gadolinium aus dem
Chelatkomplex stattgefunden hat. Dieser als in vivo-Transmetallierung
bezeichnete Prozess ist dadurch gekennzeichnet, dass endogene Metalle wie
Cu und Zn mit dem Gd*" um die Bindung konkurrieren. Das dabei entstehende
freie Gadolinium ist toxisch und kann sich in Knochen und Geweben ablagern.
Die Wahrscheinlichkeit der Gd-Dissoziation erhoht sich bei verlangerter KM-
Halbwertszeit, wie es bei herabgesetzter GFR der Fall ist. Sie ist abh&ngig von
der individuellen  Stabilitstt des  Chelatkomplexes. Aufgrund der
unterschiedlichen Marktanteile ist das individuelle NSF-Risiko eines
Kontrastmittels schwer zu bewerten. Quellen bestétigen, dass die Assoziation
von NSF mit Gadodiamid auch in Anbetracht des breiten Einsatzes
tiberproportional hoch ist &%,

Als besonders brisant stellt sich das Krankheitsbild dar, da zu den Betroffenen
nicht nur chronisch niereninsuffiziente Patienten z&hlen (i.d.R mit eGFR <
30ml/min/1,73m? sondern auch Personen, die zum Zeitpunkt der KM-

Applikation an akutem Nierenversagen litten.
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Die Diagnosestellung basiert auf dem klinischen Erscheinungsbild, der
Exposition gegenuber MR-Kontrastmitteln sowie der histologischen Sicherung.

Reaktionen auf die NSF-Félle von Seiten nationaler und internationaler
Pharmakovigilanz-Zentren blieben nicht aus. Die amerikanische FDA versah im
Mai 2007 alle auf dem Markt befindlichen Gd-Chelate mit einem ,Black Box
Warning®, also einer Empfehlung diese Substanzgruppe nicht einzusetzen bei
Patienten mit einer GFR<30ml/min/1,73m2. Ausgeweitet wurde die
Einschrankung auf Patienten mit Z.n.Lebertransplantation und solche mit

hepatorenalem Syndrom .

Der Ausschuss fur Humanarzneimittel (CHMP) der europaischen
Arzneimittelbehdrde (EMA) leitete 2009 ein Risikobewertungsverfahren der
Gadolinium-haltigen Kontrastmittel ein. Bei der Risikostratifizierung wurden
sowohl das NSF-Risiko als auch thermodynamische wund kinetische
Eigenschaften des  jeweiligen  Kontrastmittels  berlcksichtigt.  Zur
Hochrisikogruppe gehdren Omniscan ®, Magnevist ® und OptiMARK ®, die
Gruppe mit mittlerem Risiko bilden Vasovist ®, Primovist ® und MultiHance ®,
das geringste Risiko besteht bei Gadovist ®, ProHance ® und Dotarem ®. Es
wird eine Bestimmung der eGFR vor der Gd-KM-Anwendung empfohlen, vor
allem bei Patienten die é&lter als 65 Jahre sind. Bei einer Clearence
<30ml/min/1,73m? sind Chelate der Hochrisikogruppe kontraindiziert, fur die
anderen beiden Gruppen wurden Warnhinweise verhéngt. Ist der Einsatz
erforderlich, muss die Dosis auf ein Minimum beschrankt werden und ein
Intervall von mindestens 7 Tagen bis zur néchsten KM-Gabe eingehalten
werden. Eine Dokumentation von KM-Name und Dosis soll der besseren
Ruckverfolgung dienen. Die Arzneimittelhersteller verpflichten sich, die
Warnhinweise in ihre Produktinformation aufzunehmen und weitere Studien zur

Gadolinium-Retention in menschlichem Gewebe durchzufiihren 2,

Da die angewandten therapeuthischen Mallnahmen ( u.a. Extrakorporale
Photopherese, Plasmapherese, Gabe von IFN-a, Cyclophosphamid oder
Prednisolon) nur in Einzelfallen eine Wirksamkeit zeigten, stellt die

Verbesserung der Nierenfunktion den einzigen gesicherten therapeuthischen
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Ansatz dar. Bei Patienten, bei denen die NSF im Rahmen eines akuten
Nierenversagens aufgetreten war, und im Falle einer Nierentransplantation
zeigten sich die kutanen L&sionen bei Wiedererlangen der Nierenfunktion als

reversibel.

Zur Pravention weiterer NSF-Falle eignen sich Fragebdgen zum Screening auf
eine vorbestehende Niereninsuffizienz und eine Kalkulation der GFR mithilfe
der Cockcroft-Gault- oder der MDRD-Formel bei Verdacht auf eine
Niereninsuffizienz. In Fallen, bei denen trotz stark eingeschréankter
Nierenfunktion nicht auf eine Gd-KM-Gabe verzichtet werden kann, sollte auf
makrozyklische Verbindungen als thermodynamisch stabilste Vertreter
zurtckgegriffen werden und auf Gd-Chelate, bei denen Zwischenfalle bisher
ausgeblieben sind ( Vasovist ®, Gadovist ®, Primovist ®, Multihance ®) %,
Eine Dosisabhangigkeit von Auftreten und Auspragung der NSF konnten
verschiedentlich nachgewiesen werden % 8 weshalb die geringstmégliche
KM-Konzentration empfohlen wird. Ein guter Bildkontrast lasst sich auch
erreichen durch die Verwendung hochsensibler Empfangsspulen und das

Einwirken eines hoheren statischen Magnetfelds (3T).

Auch wenn eine Dialyse das Auftreten einer NSF nicht verhindern kann, ist ihre
Durchfihrung sinnvoll, um die Kontrastmittel-Halbwertszeit in vivo zu
verrringern und so das Risiko einer Transmetallierung maoglichst niedrig zu

halten.

1.3.3. Gabe von MR-KM in der Schwangerschaft und
Toxizitat fur den Feten

Der Einsatz von Konstrastmitteln fir die Magnetresonanztomographie in der

Schwangerschatft ist ein Thema, das der kritischen Betrachtung bedarf.

Erfahrungen auf tierexperimenteller Ebene gelangen zu gegensatzlichen

Ergebnissen. In der Mehrzahl der Untersuchungen lassen sich weder
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teratogene noch mutagene Einflisse der Gadolinium-Derivate bestétigen,
postpartale Wachstumsdefizite wurden ebenfalls nicht dokumentiert &7 96 131,
Novak dagegen weist aufgrund der Chelat-Anreicherung in fetalen Nieren
darauf hin, dass eine Nephrotoxizitat nicht ausgeschlossen werden kann %
Dies gilt insbesondere aufgrund der wenig erforschten Pharmakokinetik im
fetalen Organismus. Eine orale Resorbtion nach Exkretion Uber die fetalen
Nieren ist denkbar. Zusammen mit der unbekannten Verweildauer im
Fruchtwasser macht dies eine deutlich verlangerte Halbwertszeit im Vergleich
zum erwachsenen Organismus wahrscheinlich. In einer Studie ergaben sich
neben intrauteriner Wachstumsbeeintrachtigung auch ein vermehrtes Auftreten
von Spontanaborten und kongenitalen Malformationen ™. Dartber hinaus ist
denkbar, dass fetale Zellen gegeniber Toxizitat grundsatzlich eine hdhere

Empfindlichkeit besitzen.

Beim Einsatz von MR-Kontrastmitteln aus medizinischer Indikation in der
menschlichen Schwangerschaft traten bislang keine Komplikationen fir den
Feten oder kongenitale Malformationen auf #% ® %9 Aufgrund der sehr
geringen Fallzahlen berechtigt dies allerdings nicht zu der Schlussfolgerung,

dass eine fetale Toxizitat ausgeschlossen ist.

Wie auch der Sonographie kommt der Magnetresonanztomographie fur die
Bildgebung in der Schwangerschaft eine Rolle zu. Wird der Verdacht auf eine
fetale Malformation im Ultraschall gedul3ert, so ist die MRT geeignet, diesen zu
verifizieren. Bei der Diagnose intrakranieller Fehlbildungen ist sie der

Sonographie deutlich tberlegen [

Schwangerschaftkomplikationen, die
diagnostische Einordnung eines akuten Abdomens, der Verdacht auf ein
thrombembolisches Geschehen oder onkologische Fragestellungen kénnen den
Einsatz der Kernspintomographie aus muitterlicher Indikation rechtfertigen. Die
Entscheidung fur eine Kontrastmittelgabe muss von Fall zu Fall getroffen
werden und erfordert das schriftiche Einverstandnis der Patientin, da eine

Unbedenklichkeit fir den Feten weiterhin nicht garantiert werden kann.
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1.4. Fragestellung der Dissertation

Da humantoxikologische Studien in der SS ethisch nicht vertretbar sind und die
aufgetretenen NSF-Falle bezuglich des Nebenwirkungsprofils von Gd-KM neue
Fragen aufgeworfen haben, erscheint es notwendig, eine systematische
Untersuchung der in vitro-Toxizitdt mit Bezug auf die Schwangerschaft
durchzufihren. Humane embryonale Lungenfibroblasten und Nabelschnur-
Endothelzellen wurden zu diesem Zweck mit den Kontrastmitteln Gadovist®,
Magnevist® und Resovist® inkubiert und in der Folge der Einfluss auf
Wachstumsverhalten, klonogene  Aktivitat, Zellzyklus, Apoptose und

Zytomorphologie beurteilt. Die Fragen, die es zu beantworten gilt, lauten:

- Besteht eine Toxizitat bei einem spezifischem KM?

- Lasst sich ein Grenzwert der KM-Konzentration erkennen, ab dem eine Toxizi-
tat besteht oder verhalt sich die Zellzahl umgekehrt proportional zur KM-
Konzentration?

- Besteht die Toxizitat in Abhéngigkeit von der Dauer der Inkubation mit dem

KM? Vergleich zwischen 4h- und 24h-Expositionsdauer.
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2. Material und Methodik

2.1. Materialien

2.1.1. Zellen

Humane embryonale Lungenfibroblasten (HEL):

Die Untersuchungen wurden an humanen embryonalen Lungenfibroblasten
HEL 299 (CCL-137, ATCC, Manassas, VA, USA) durchgefihrt, diese liegen
kryokonserviert vor. Alle Experimente fanden an Zellen der Passage 11 und 12

statt.

Nabelschnur-Endothelzellen (HUVEC):

Bei der zweiten Zellpopulation handelte es sich um Nabelschnur-Endothelzellen
(Promocell, Heidelberg, Germany) , fur die Untersuchungen wurden Zellen der

Passage 7 verwendet.

2.1.2. MR-Kontrastmittel

In den Versuchsreihen wurde die Wirkung von 3 verschiedenen géngigen

Kontrastmitteln untersucht:
- Gadovist ® (Gadobutrol, Bayer Schering AG, Berlin, Germany)
- Magnevist ® (Gadopentetate-Dimeglumine, Bayer Schering AG, Berlin,
Germany)

- Resovist ® (Ferucarbotran, Bayer Schering AG, Berlin, Germany)
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Dabei handelt es sich bei Gadovist und Magnevist um Gadolinium-Derivate
und bei Resovist um ein KM auf der Basis von Eisen.

Die verwendeten Konzentrationen wurden ermittelt, indem man von einem
menschlichen Modell mit 70 kg Koérpergewicht und 51 zirkulierendem Blut
ausgeht, daraus ergibt sich die einfache Konzentration (1x). Entsprechend
wurde verfahren mit der 5-fachen, 10-fachen und 20-fachen Konzentration, der
der Organismus ausgesetzt ware. Die molare Konzentration ist durch den

Hersteller angegeben.

1x 5x 10x 20x
Gadovist: 1,0M 7ul 35ul 70pl 140ul
-20,1mM/kg KG
Magnevist: 0,5M | 14ul 70ul 140ul 280ul
-20,1mM/kg KG
Resovist: Fe 14ul 70ul 140ul 280ul
2>14ml/  >60kg
KG [2,8mg]
= 0,5M Fe/ml Blut

Tabelle 2.1: Schema fiir die Kalkulation der Kontrastmitteldosis

Um die Wirkung eines KM in Abhangigkeit von der Expositionsdauer zu
bertickrichtigen, wurden bei jeder KM-Konzentration ein Zellpool mit 4h-
Exposition und einer mit 24h-Exposition angesetzt.

2.1.3. Kulturmedium

Das Kultumedium fir die HEL bestand aus DMEM (Invitrogen, Karlsruhe,
Germany), dem bei Ansatzen fur PK 10% und bei solchen fur KoBi 20% fetales
Kalbsserum (FCS, PAA, Codlbe, Germany) hinzugefiigt wurde. Das fetale
Kalbsserum dient der Bereitstellung von wachstumsférdernenden Faktoren,

Né&hrstoffen und Vitaminen.

- 28 -




Das Medium fir die Kultivierung der HUVEC enthielt 64% HAM's F-12
(Invitrogen, Karlsruhe, Germany), 16% DMEM (Invitrogen, Karlsruhe, Germany)
und 20% FCS (PAA, Colbe, Germany). Desweiteren wurden pro ml Medium
30ug ECGS (Endothelial cell growth supplement, Becton Dickinson, Heidelberg,
Germany) und 50 pg Heparin (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) hinzugeflgt.

Zusatzlich enthielten beide Medien Penicillin/Streptomycin (Biochrom, Berlin,
Germany) in den Ublichen Dosen: 100IU Penicillin/ ml Medium und 100 pug

Streptomycin/ ml Medium.

21.4. PBS

PBS (Phosphate buffered Saline) (Invitrogen, Karlsruhe, Germany) dient dem
Auswaschen von in der Zellsuspension befindlichen abgestorbenen Zellen und
zellularen Abfallprodukten ehe der Zellrasen von den Kulturgefallen abgelost
wird. Desweiteren wird durch das Waschen der Zellen verhindert, dass Reste

des Kulturmediums das Trypsin inaktivieren.

2.1.5. Trypsin

Humane Lungenfibroblasten und Nabelschnur-Endothelzellen wachsen
adharent am Boden der 25 cm? ZellkulturgefaRe (Falcon, Becton Dickinson,
Heidelberg, Germany) und miussen daher zur Passagierung und Aussaat fur die
Versuche mithilfe des Enzyms Trypsin (Invitrogen, Karlsruhe, Germany) vom
Boden der Flaschchen abgeldst werden. Ebenso werden durch Trypsin die Zell-

Zell-Kontakte geldst und es entsteht eine Einzelzellsuspension.
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2.2. Methoden

2.2.1. Messungen zu Wachstumsverhalten und klonogen er
Aktivitat

2.2.1.1. Zellkultur

Samtliche Arbeitsschritte der Zellkultur fanden unter einer Laminar-flow-
Sterilbank statt, die vor und nach Benutzung 30 Minuten mit UV-Licht bestrahlt
wurde und deren Oberflachen mit 70% Ethanol gereinigt wurden. An Tag 1
nach Auftauen der kryokonservierten Zellen fand ein Medienwechsel und eine
Bestimmung der Anwachsrate statt, wobei nur Kulturen mit einer Anwachsrate
von = 90% ausgewahlt wurden. Der zweite Medienwechsel erfolgte an Tag 4,
das Passagieren der Zellen an Tag 7. Hierzu wurde zunachst das Medium
abgesaugt und die Zellen mit PBS gewaschen, um zu verhindern, dass im
Medium befindliche Faktoren das Trypsin inaktivieren. Nach Hinzugabe von 1ml
Trypsin wurden die Kulturflaschen 2-5 Minuten je nach Zelldichte im
Brutschrank inkubiert und der schwimmende Zustand der Zellen unter dem
Lichtmikroskop (Zeiss, Gottingen, Germany) kontrolliert. Der Zellrasen wurde
daraufhin in 5ml Kulturmedium resuspendiert, aus der Suspension wurden
kleine Proben (100ul) entnommen und deren Zellzahl unter Zuhilfenahme eines
elektronischen Zellzéhlers (CASY®2 Cell Counter and Analyser System, Model
TT, Roche AG, Switzerland) gemessen .

Der Zellzahler bestimmt desweiteren Viabilitdt, durchschnittichen Durchmesser
und der Aggregationsgrad der Zellen.

Fir die Passage wurden 200.000 Zellen suspendiert in 5ml Medium in 25cm?
Kulturflaschen ausgesat.

Besonderheiten bei HUVEC:
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Da sich in den zuvor durchgefuhrten Untersuchungen mit den HEL nur eine
Wachstumsbeeintrachtigung bei hoheren KM-Konzentrationen zeigte und die
Kultivierung der HUVEC einen hoheren finanziellen Aufwand bedeutet, wurden
bei den Nabelschnur-Endothelzellen lediglich die 24h-Exposition mit 10- und
20-facher Konzentration im Vergleich zur Kontrolle betrachtet.

Proliferationskinetik und Koloniebildungs-Assay erfordern den Gebrauch von
Kollagen-I-beschichteten Kulturflaschen bzw. 6-Well-Platten ( beides Falcon,
Becton Dickinson, Heidelberg, Germany).

2.2.1.2. Proliferationskinetik (PK)

In der Proliferationskinetik wird das Wachstumsverhalten (Wachstums-
geschwindigkeit, hochste Zellzahl und Tag, an dem sie erreicht wurde) der mit
den KM inkubierten Zellpopulation im Vergleich zu einer nur mit Nahrmedium
inkubierten Kontrolle erfasst.

Nach Auftauen und Passagieren wurden die Zellen bei beginnender Konfluenz
fur 4 bzw. 24h mit dem entsprechenden Kontrastmittel inkubiert. Nach
Beendigung der Expositionsdauer fand ein Medienwechsel statt. Es folgte die
Aussaat der Zellen in 25cm? Kulturflaschen & 30.000 Zellen. Im Folgenden
bezieht sich dO auf den Tag der Aussaat mit den Kontrastmitteln, d4 auf die
Zellzahl am 4.Tag nach Aussaat etc. Am Tag der jeweiligen Zellzahl-
Bestimmung, also an d4, d7, d11, d14, d18, d21, fur die HEL und d3, d7, d10,
d14, d17 fur die HUVEC wurde pro Bedingung eine Kulturflasche entnommen,
mit PBS gewaschen und daraufhin vom Flaschenboden abtrypsiniert. Bei allen
anderen Kulturflaschen wurde an jedem Stopp-Tag ein Medienwechsel
durchgefiihrt. Aus dem mit 5ml Medium resuspendierten Flascheninhalt
(Gesamtmenge 6ml = 1ml Trypsin + 5ml Medium) wurde 1ml entnommen und
daraus Zellzahl, Viabilitat, durchschnittlicher Durchmesser und
Aggregationsgrad bestimmt. Die gemessene Zellzahl wurde zum Erhalt der

Gesamtzellzahl mit 6 multipliziert.
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Aus der Zusammenschau der uber die Zeit bestimmten Zellzahlen ergibt sich
fur jede Bedingung eine Wachstumskurve.

Die Anzahl der Versuchsdurchlaufe betrug n=3

2.2.1.3. Koloniebildungs-Assay (KoBi)

Im Kolonie-Bildungs-Assay wird die klonogene Aktivitat einer Zellpopulation
erfasst. Als Kolonie wird bezeichnet, wenn aus einer der 500 pro Well
ausgesaten Zellen ein Konglomerat von mindestens 50 Zellen hervorgeht. Die
Auszahlung erfolgt nach Fixierung und Farbung unter dem Lichtmikroskop.
Hierbei ist hervorzuheben, dass diese Methode, was das Widerspiegeln einer
Schadigung durch &uflere toxische Einflisse betrifft, als sensibler gilt als die
zuvor beschriebene Proliferationskinetik.

Fur den Koloniebildungs-Assay erfolgte die Aussaat der Zellen mit 20% FCS-
Zusatz zum Medium aus mehreren Grinden: es wurde hier zum spateren
Zeitpunkt kein Medienwechsel mehr durchgefuhrt und die Zellen des KoBi

durchlaufen mehr Teilungsschritte als die der PK.

Nach Ende der Inkubation mit dem Kontrastmittel wurden die Zellen
abtrypsiniert und entsprechend der Zellzahlbestimmung pro Well je 500 Zellen
in 2ml Nahrmedium in 6-Well-Platten (Multiwell TM, FALCON, Becton Dickinson,
Heidelberg, Germany) ausgesat. Pro Bedingung und Versuchdurchlauf wurden
dabei zwei 6-Well-Platten (entspricht 12 Wells) angelegt, die zunachst fir 10
Tage im Brutschrank inkubiert wurden. In der Folge wurden die Zellen nach
Waschen mit PBS fir 10 Minuten mit 3,7% Formaldehydldsung und daraufhin
fur weitere 10 Minuten mit 70% Ethanol fixiert. Zum Sichtbarmachen der

Kolonien wurden sie zuletzt mit Coomassie-Blau gefarbt.

Die Anzahl der gebildeten Kolonien wurde unter dem Lichtmikroskop (Zeiss,

Gottingen, Germany) ausgezabhilt.
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Die Anzahl der Versuchsdurchlaufe betrug n=3.

2.2.2. Durchflusszytometrie

2.2.2.1. Zellzyklus einer Saugetierzelle

Die Zeitspanne zwischen zwei Zellteilungen, die von Gewebe zu Gewebe stark
variiert, wird als Zellzykluszeit bezeichnet. Im Durchschnitt durchlauft eine
Saugetierzelle den Zellzyklus in etwa 22 Stunden. Von dieser Dauer befindet
sich die Zelle nur 10% der Zeit in der Mitosephase (M-Phase), die restlichen

90% fallen auf die Intermitosephasen, also G;-Phase, S-Phase und G,-Phase.

In der G;-Phase (G=gap, Lucke) erfillt die Zelle ihre fir sie charakteristischen
Funktionen. Es erfolgt hier die Enzymsynthese fir die bevorsstehende S-
Phase, weswegen man auch von prasynthetischem Intervall spricht.
Ausdifferenzierte Zellen kénnen in einen Zustand der Teilungsruhe tbergehen,
die als Go-Phase bezeichnet wird.

Sind die notwendigen Arbeitsschritte der Gi;-Phase durchlaufen und an
Kontrollpunkten bestatigt, folgt der Ubergang in die S-Phase (S=Synthese). Der
DNA-Doppelstrang wird enzymatisch aufgespalten und die DNA repliziert. Es

resultiert daraus die Entstehung von zwei Schwesterchromatiden.

Als nachsten Schritt gelangt die Zelle in die G,-Phase. Das Produkt der
Replikation durchlauft Kontroll-und Reparaturvorgédnge, um zu verhindern, dass
fehlerhaft repliziertes Erbmaterial an Tochterzellen weitergegeben wird. Auch
findet die Synthese von Proteinen und RNA fur die bevorstehende Zellteilung

statt.

Nach Beenden der Kontrollvorgange werden Enzyme phosphoryliert, die das
Signal geben zum Eintritt in die M-Phase (M=Mitose). In Vorbereitung auf die

Zellteilung kondensieren die Chromosomen und reihen sich entlang der
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Aquatorialebene auf. Es erfolgt die Spaltung in 2 Tochterzellen, von denen jede

einen diploiden Ein-Chromatid-Chromosomensatz besitzt.

Weg der Tochterzelle

Abb. 2.1: Zellzyklus einer Saugetierzelle

2.2.2.2. Prinzip der Durchflusszytometrie

Die bereits 1975 von Crissman et al. beschriebene Methode dient dem Zweck,
Saugetierzellen entsprechend ihrer spezifischen physikalischen oder
chemischen Charakteristika aufzutrennen und so quantitativ messbar zu
machen 8. Zellen in Suspension werden entlang einer Kapillare einzeln an
einer Lichtquelle vorbeigeleitet. Durch die Lichtquelle werden innerhalb der
Zellen chemische Verbindungen angeregt selbst Licht einer bestimmten
Wellenldnge zu emittieren, was als Prinzip der Fluoreszenz bezeichnet wird.
Das Fluoreszenzlicht wird Uber Bandenfilter entsprechend seiner Wellenlange
aufgetrennt und von verschiedenen Photodetektoren gemessen. Entsprechend

der zuvor fluoreszenzmarkierten zellularen Anteile ergeben sich quantitative
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und qualitative Aussagen zur untersuchten Zellzusammensetzung, z.B. was
den DNA-Gehalt betrifft.

2.2.2.3. Grundlagen der Farbung

Propidiumiodid (PI) interkaliert unspezifisch mit der DNA und ist daher ein
Marker fur den Gesamtgehalt an zellularer DNA. Es ist charakterisiert durch
eine rote Fluoreszenz der Wellenlange 578/£30nm, welche Uber Bandenfilter

gesammelt wird.

BrdU (Bromodesoxyuridin) ist ein Thymidin-Analogon, das den Gehalt an
neusynthetisierter DNA widerspiegelt. Im Versuch wurde BrdU mit FITC
markiert, einer Verbindung, die nach Anregung Licht der Wellenlange 530/

+30nm emittiert.

2.2.2.4. Versuchsdurchfihrung

Die Zellanteile in den einzelnen Zyklusphasen wurden bei Inkubation mit der
20-fachen KM-Konzentration zu zwei Zeitpunkten bestimmt :

- direkt nach Ende der KM-Exposition
- 24h nach Ende der KM-Exposition.

Tag der Vorbereitung: Die Fibroblasten wurden fur eine Stunde mit 20mM
BrdU-Lésung im Medium im Brutschrank inkubiert. Der Uberstand wurde
abpipettiert und die Zellen abtrypsiniert. Es folgten zwei Waschschritte mit 2ml
PBS. Die HEL wurden mit je 250ul 70% Ethanol resuspendiert und bis zum Tag
der Messung bei -20C gelagert.

Tag der Durchflusszytometrie:  Die Zellen wurden mit 3ml PBS resuspendiert
und in Messrohrchen Uberfihrt, daraufhin zentrifugiert und dekantiert. Der
Inkubation mit 0,5ml RNase (0,1mg/ml) fur 10 Minuten im Wasserbad folgte

erneutes Waschen und Zentrifugieren. Durch die RNase wird méglicherweise
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vorhandene doppelstrangige RNA zerstort, da diese sich sonst auch durch PI
anfarben lieRe und das Ergebnis der Messung verfalschen wirde. Der
Uberstand wurde verworfen und dem Zellpellet je 1ml Pepsin beigefiigt, das 10
Minuten im Wasserbad seine Wirkung entfaltete. Durch das Pepsin werden die
Zellkerne isoliert, was die Messung verfeinert. Die enzymatische Verdauung
wurde angehalten, indem die Zellen 5 Minuten auf Eis gelagert wurden. Dem
Waschen, Zentrifugieren und Dekantieren folgte die Inkubation mit je 1ml 2M
HCI fur 10 Minuten bei Raumtemperatur, welches die DNA denaturiert und das
BrdU zuganglich macht fiir die AK-Farbung. Uberschiissiges HCI wurde durch
zweimaliges Waschen entfernt. Als nachstes wurden die Fibroblasten mit der
anti-BrdU Maus- Antikorper-Lésung (Becton Dickinson, Heidelberg, Germany) a
200ul inkubiert, dies erfolgte bei Raumtemperatur und unter Lichtabschluss fir
30 Minuten. Als Negativkontrolle erfolgte die Markierung mit einem
unspezifischen Antikorper. Im folgenden Schritt wurden 200ul des sekundaren
Antikdrpers  hinzugegeben, ein  monoklonaler Kaninchen-AntiMaus-IgG-
Antikérper (Fa. DAKO, Hamburg, Germany), der mit FITC (Fluorescein
Isothiozyanat) markiert war. Daraufhin wurden die Zellen mit je 500pl
Propidiumiodid (PI1) inkubiert, zentrifugiert und der Uberstand dekantiert. Zuletzt
wurde Propidiumiodid-RNAse fur 30 Minuten bei 4C unter Lichtabschluss
einwirken gelassen. Die Zellzyklusanalyse erfolgte am Durchflusszytometer
(FACsort, Becton Dickinson Immunocytometry Systems, San Jose, CA, USA)
unter Zuhilfenahme der Cell Quest Pro Computersoftware (Becton Dickinson,
Heidelberg, Germany). Es wurden 10.000 Kerne pro Bedingung auswertet.

Die Anzahl der Versuchsdurchlaufe betrug n=3.

2.2.2.5. Mitochondriales Transmembranpotential

Die Messung der Veranderung des mitochondrialen Transmembranpotentials
(AWYm) erlaubt eine Aussage Uber den Anteil der apoptotischen Zellen nach
Inkubation mit den Kontrastmitteln. Bei vitalen Zellen ist die Atmungskette aktiv,
das Membranpotential intakt und der applizierte Farbstoff TMRE wird zum
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fluoreszieren angeregt. Im Falle von apoptotischen Zellen oder Inkubation mit
CCCP bricht das Transmembranpotential zusammen und die Zellen ,strahlen®

nicht mehr.

Die Messungen wurden mit HEL nach 24-stiindiger KM-Exposition mit der 20-

fachen Konzentration durchgefihrt.

Procedere: Nach Beendigung der KM-Inkubation erfolgte das Ablosen der
Zellen von den Zellkulturflaschen und die Zellzahlbestimmung mittels CASY,
wobei pro Bedingung 500.000 Zellen vorgelegt wurden. Die HEL wurden
zunachst zweimal mit je 2ml PBS gewaschen, dann zentrifugiert und der
Uberstand dekantiert. Es schloss sich eine Inkubation mit 300 pl 25nM TMRE-
Suspension (tetramethylrhodamin ethyl ester; Invitrogen) fir 30 Minuten im
Brutschrank an. Als Positivkontrolle wurde einer Probe zusatzlich 1ul Carbonyl-
Cyanid-3-chlorophenylhydrazon (CCCP; Sigma, St. Louis, MO, USA)
zugegeben, das zu einem Zusammenbruch des Transmembranpotentials und
damit zu fehlender Fluoreszenz fihrt. Darauf folgte erneutes zweimaliges
Waschen. Die HEL wurden in 500ul PBS resuspendiert. Die Messung des
mitochondrialen Transmembranpotentials fand am FACSort
Durchflusszytometer (Becton Dickinson, Heidelberg, Germany) mithilfe der Cell
Quest Pro Software (Becton Dickinson, Heidelberg, Germany) statt. Es wurden

10* Ereignisse ausgezahlt.

Die Anzahl der Versuchsdurchaufe betrug n=3.

2.2.3. Immunfluoreszenz-Mikroskopie

Die Immunfluoreszenz-Mikroskopie dient dem Erfassen von zytoskelettalen
Verdanderungen nach Exposition gegenuber den Kontrastmitteln. Zu diesem

Zweck wurde die maximale 20-fache KM-Konzentration gewabhilt.

Procedere: Die HEL wurden auf 4-Kammer-Objekttragern (Becton Dickinson,

Heidelberg, Germany) aufgebracht, dabei wurden pro Kammer 5.000 Zellen
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ausgesat. Bei Subkonfluenz erfolgte die Beladung mit den Kontrastmitteln und
Inkubation fur 24h. Die Zellen wurden danach zwei Mal mit PBS gewaschen, es
schloss sich das Fixieren durch Hinzugabe von reinem Methanol bei -20C fir
10 Minuten an. Die HEL wurden erneut zweimalig gewaschen. Als nachstes
wurde der erste Antikdrper aufgetragen und fur 30 Minuten im Brutschrank
inkubiert, hierbei handelte es sich um einen murinen Anti-Vimentin-AK (DAKO;
Hamburg, Germany) a 8ul auf 300ul PBS pro Kammer. Die nicht gebundenen
AK-Anteile wurden durch zweimaliges Waschen entfernt. Danach erfolgte die
Markierung mit dem sekundéaren Fluoreszenz-emittierenden anti-Maus-
Antikorper (Alexa Fluor 488, Invitrogen, Karlsruhe, Germany), der ebenfalls 30-
minitig inkubiert und danach ausgewaschen wurde. Um die Zellkerne
darzustellen wurden die Zellen weitere 15 Minuten mit einer 4,6-Diamino-2-
Phenylindol-Dihydrochlorid-Losung (DAPI, Serva, Heidelberg, Germany) in
Methanol inkubiert. DAPI ist ein in die DNA interkalierendes Agens, das unter
dem Fluoreszenz-Mikroskop sichtbar gemacht wird. Die HEL wurden zuletzt in
Mounting Medium eingebettet und konnten nun fluoreszenzmikroskopisch

bezuglich Veranderungen der Zellmorphologie beurteilt werden.

2.3. Statistik

Zur statistischen Auswertung der erhobenen Daten verwendeten wir T-Test und
Varianzanalyse. Von statistisch  signifikanten ~ Abweichungen wurde
ausgegangen ab einem Wert von p<0,05. Bei statistisch signifikanten

Abweichungen sind die Messwerte entsprechend gekennzeichnet.

Proliferationskinetik:

Die sich ergebende Wachstumskurve lasst sich durch ein mathematisches

Modell erfassen:
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1+(T/t) ©

Es ermdglicht das Errechnen von Zellzahlen fur Zeitpunkte, die zwischen den
Messungen liegen. c; bezieht sich auf den Ort der Plateaubildung, die Variable
T bezeichnet den Wendepunkt der Kurve. e ist fir alle Versuche proportional

zur Steigung der Kurve im Wendepunkt.
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3. Ergebnisse

Die Ergebnisse von Proliferationskinetik, Koloniebildungsassay und
Zellzyklusanalyse werden tabellarisch und graphisch dargestellt, bei Vorliegen
von statistisch signifikanten Abweichung sind diese entsprechend

gekennzeichnet.

Bei der Messung des Transmembranpotentials und der Immunfluoreszenz-
Mikroskopie handelt es sich um Methoden, die eine qualitative Aussage
erlauben. Daher erfolgt die Analyse der gewonnenen Daten hier rein deskriptiv.

3.1. Proliferationskinetik

In der PK werden Veranderungen der Zellzahl {ber einen
Beobachtungszeitraum von 21 (HEL) bzw. 17 (HUVEC) Tagen erfasst. So kann
im Fall einer antiproliferativen Wirkung durch eine Noxe auch bestimmt werden,
ob es sich um einen reversiblen oder irreversiblen Effekt handelt. Es wurde das
Wachstumsverhalten von zwei Zelllinien (HEL und HUVEC) in Abhangigkeit von

Art des KM, Konzentration des KM und Dauer der Exposition untersucht.

3.1.1. Beschreibung des Kurvenverlaufs

Die sich aus den Zellzahlbestimmungen ergebende Wachstumskurve einer
Zellpopulation kann in charakteristische Anteile untergliedert werden. Diese
Phasen spiegeln die vorherrschenden Bedingungen in der Zellkultur wider.
An eine anfangliche Anpassungs-oder Latenzphase nach Aussaat schliel3t sich
die exponentielle Phase an, wahrend der in der Kultur optimale
Wachstumsbedingungen herrschen: ausreichendes Angebot an Nahrstoffen

und genigend Platz. Es kommt zum Erreichen eines Plateaus, welches
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gekennzeichnet ist durch Konfluenz der Zellen. Es stellt sich ein Gleichgewicht

ein zwischen Zellzuwachs und —verlust B,

Die Dauer und der Verlauf der einzelnen Phasen kann zwischen den Zelllinien

variieren.

Abweichungen vom Kurvenverlauf der Kontrolle durch die Kontrastmittelwirkung

kdnnen auftreten in Form von Veranderungen
e der Steigung
* der Hohe der maximal erreichten Zellzahl
* des Zeitpunktes , an dem diese erreicht wird

» des weiteren Kurvenverlaufs: Plateauphase, steiler Abfall

3.1.2. HEL

Nach Aussaat von je 30.000 Lungenfibroblasten an Tag O erfolgt im Abstand

von 3-4Tagen fir jede Bedingung die Bestimmung von Zellzahl und Viabilitat.

3.1.2.1. Zellzahl

a) 4h-Werte
Der Anstieg der Zellzahl verlauft initial langsam, ohne dass Unterschiede
zwischen der Kontrolle und den KM-Gruppen auftreten ( Tag 4 Kontrolle
361.000, SD 42.790, KM zwischen 290.000, SD 20664 - Resovist 20x und
389.000, SD 41.356 - Resovist 1x). Es folgt ein steil ansteigender Kurvenanteil
ab Tag 4, bei dem sich keine der Einzelkurven von denen der anderen
Bedingungen abgrenzt. Der Peak wird an Tag 11 erreicht, die hochste Zellzahl
liegt in der Kontrollgruppe bei 6.345.667, SD 510.522 und bei Inkubation mit
den Kontrastmitteln zwischen 5.795.000, SD 68.563 (Resovist 5x) und
6.676.000, SD 358.514 (Magnevist 5x). Im weiteren Verlauf kommt es zu einem
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stetigen Abfall der Zellzahl von Tag 14 an bis zum Ende der Proliferationskinetik

an Tag 21. Auch im abfallenden Schenkel der Kurve tritt keine Abgrenzbarkeit

der Zellzahlen einer Bedingung im Vergleich zu den restlichen auf.

MW
2z

do

d4

d7

di1

di4

dis

d21

Ko

30.000

361.000

2.369.000

6.345.667

5.787.333

4.322.333

3.888.667

R 1x

30.000

389.667

2.244.000

6.053.667

5.487.667

4.307.667

3.619.667

R 5x

30.000

306.667

2.098.667

5.795.000

5.180.333

3.917.667

3.442.000

R 10x

30.000

314.667

2.209.666

6.029.667

5.051.333

4.100.000

3.290.667

R 20x

30.000

290.000

2.026.333

6.083.667

5.897.000

4.190.333

3.661.333

G 1x

30.000

330.667

1.939.000

6.306.000

5.213.333

4.209.000

4.002.333

G 5x

30.000

312.667

2.112.000

5.942.333

5.282.667

4.277.000

3.784.667

G 10x

30.000

332.333

2.305.000

6.267.000

5.087.333

4.375.667

4.013.333

G 20x

30.000

316.000

2.179.333

6.089.333

5.201.333

4.129.333

3.803.333

Ma 1x

30.000

311.000

2.293.000

6.364.000

5.336.667

4.273.333

3.930.000

Ma 5x

30.000

345.667

2.227.333

6.676.000

5.392.667

4.300.333

3.723.667

Mal0x

30.000

282.000

2.072.667

6.301.667

6.310.000

4.439.333

3.819.667

Ma20x

30.000

307.667

2.317.333

6.189.000

5.737.333

4.504.333

3.886.667

Tabelle 3.1 zeigt die Mittelwerte der Zellzahlen der HEL nach 4-stiindiger KM-Inkubation

Ko= Kontrolle, R 1x= Resovist 1-fache Konzentration, R 5x= Resovist 5-fache Konzentration, R
10x= Resovist 10-fache Konzentration, R 20x= Resovist 20-fache Konzentration, G 1x=
Gadovist 1-fache Konzentration, G 5x= Gadovist 5-fache Konzentration, G 10x= Gadovist 10-
fache Konzentration, G 20x= Gadovist 20-fache Konzentration, Ma 1x= Magnevist 1-fache
Konzentration, Ma 5x= Magnevist 5-fache Konzentration, Ma 10x= Magnevist 10-fache
Konzentration, Ma 20x= Magnevist 20-fache Konzentration
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Mittelwerte Zellzahl HEL 4h V1-V3

8000000
7000000
—e— Control
6000000 Resovistlx
Resovist 5x
5000000 —&— Resovist 10x
—8— Resovist 20x
- —#— Gadovist 1x
]
% 4000000 —&— Gadovist 5x
N —®— Gadovist 10x
—®— Gadovist 20x
3000000 Magnevist 1x
—&— Magnevist 5x
—8— Magnevist 10x
2000000
—8— Magnevist 20x
1000000
0
d18 d21
Abb.3.1 stellt fir die embryonalen Lungenfibroblasten den Kurvenverlauf
der Zellzahlmittelwerte dar
8.000.000
PK HEL Zellzahl 4h n=3T B Control
7.000.000 B ® Resovistlx
@ Resovist 5x
6.000.000
B Resovist 10x
5.000.000 E Resovist 20x
rEv @ Gadovist 1x
N
E 4.000.000 B Gadovist 5x
3.000.000 B Gadovist 10x
O Gadovist 20x
2.000.000 B Magnevist 1x
o .
1.000.000 Magnevist 5x
O Magnevist 10x
0-

O Magnevist 20x
do d4 d7 di1 di4 di18 d21

Versuchstag

Abb.3.2 Darstellung der Zellzahlen der Proliferationskinetik als Mittelwert der 3 Messungen +
Standardabweichung im Saulendiagramm
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Mittelwerte Zellzahl HEL Resovist 4h

8.000.000
7.000.000
6.000.000
—e— Control
_ 5.000.000 Resovistlx
-
ﬁ 4.000.000 Resovist 5x
o}
N —8— Resovist 10x
3.000.000
—8— Resovist 20x
2.000.000
1.000.000
0
do d4 d7 di1 dia di8 d21
Versuchstag

Abb. 3.3 stellt die Zellzahlmittelwerte der HEL * eine Standardabweichung nach 4-stiindiger
Inkubation mit Resovist dar

Mittelwerte Zellzahl HEL Gadovist 4h

8.000.000

7.000.000

6.000.000 T

5.000.000 —e— Control
/ —*— Gadovist 1x

Zellzahl

4.000.000
// —&— Gadovist 5x
3.000.000

—o— Gadovist 10x

2.000.000 —8— Gadovist 20x

1.000.000 ‘//
0

do d4 d7 di1l di4 d1s d21

Versuchstag

Abb. 3.4: stellt die Zellzahlmittelwerte der HEL + eine Standardabweichung nach 4-stiindiger
Inkubation mit Gadovist dar
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Mittelwerte Zellzahl HEL Magnevist 4h

9.000.000

8.000.000

7.000.000

6.000.000 —e— Control
E 5.000.000 Magnevist 1x
E 4.000.000 Magnevist 5x

3.000.000 —®— Magnevist 10x

2.000.000 —&— Magnevist 20x

1.000.000

0
do d4 d7 di1 di4 d1s d21
Versuchstag

Abb. 3.5 stellt die Zellzahlmittelwerte der HEL +* eine Standardabweichung nach 4-stiindiger
Inkubation mit Magnevist dar

b) 24h-Werte

Der Zellzahlanstieg bis Tag 4 nach Aussaat verlauft langsam, er ist statistisch
signifikant verzdgert nach Exposition gegentber Magnevist in der 20-fachen
normalen plasmatischen Konzentration: Magnevist 20x 304.667, SD 78.590,
Kontrolle 501.000, SD 115.858, restliche KM zwischen 380.000, SD
159.361(Resovist 10x) und 556.000, SD 141.421(Gadovist 10x), p<0,05. Auch
am folgenden Versuchstag liegt die Magnevist 20x-Kurve deutlich unterhalb der
Ubrigen: Magnevist 20x 1.463.000, SD 561.577; Kontrolle 2.694.333, SD
656.361, p<0,05. Die Kurven erreichen ihre maximale Zellzahl um Tag 11,
diese fallt am hochsten aus fur die Zellen der Kontrolle ( 6.579.667, SD
671.458). Bei einer Reihe von Bedingungen zeigt sich ein weniger ausgepragter
Peak ( Magnevist 1x-20x, Resovist 5x-20x), die Unterschiede besitzen keine
statistische Signifikanz. Ab Tag 11 kommt es in allen Gruppen zu einer stetigen
Abnahme der Zellzahl, wobei die Kurve der Kontrolle oberhalb derer der
Kontrastmittelgruppen liegt: Tag 18 Kontrolle 4.686.333, SD 674.490, KM-
Gruppen zwischen 3.830.333, SD 136.258 (Resovist 20x) und 4.221.000, SD
473.870 (Gadovist 1x), p>0,05.
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MW

Y4 do d4 d7 dil di4 dis d21

Co 30.000 | 501.000 | 2.694.333 |6.579.667 |5.627.000 | 4.686.333 | 4.424.667
R 1x [30.000 |397.667 |2.363.000 |6.181.667 |5.153.000 | 3.927.667 | 3.865.667
R 5x |30.000 | 408.667 |2.409.333 |5.645.667 |5.095.667 |4.093.000 | 3.874.333
R 10x |30.000 | 380.000 |2.054.333 |5.503.667 |5.164.667 |4.003.000 | 3.607.667
R 20x |30.000 | 500.000 |2.712.667 |5.582.667 |5.312.333 | 3.830.333 | 3.871.000
G 1x |30.000|488.500 |3.049.667 |5.971.333 |5.172.667 |4.221.000 | 3.938.667
G 5x |30.000|431.500 |2.546.667 |6.407.667 |5.201.667 |4.063.000 |3.831.000
G 10x |30.000 | 556.000 |2.929.667 |6.407.333 |5.185.000 | 3.977.333 | 3.835.667
G 20x |30.000 | 531.500 |2.806.000 |6.134.000 |5.232.667 |4.092.000 |3.952.000
Ma 1x |30.000 |446.000 |2.218.333 |5.530.333 |5.237.667 |4.157.000 | 3.946.667
Ma 5x | 30.000 |407.333 | 2.031.667 |5.648.333 | 5.451.000 | 3.981.000 | 3.946.000
1M06:( 30.000 | 391.333 |2.127.000 | 5.584.000 [5.342.000 |3.977.000 |3.669.333
g/lOa;( 30.000 | 304.667 |1.463.000 | 5.484.667 |5.265.667 |4.050.333 | 3.641.667

Tabelle 3.2 zeigt die Mittelwerte der HEL-Zellzahlen Giber den Zeitraum von 21 Tagen nach
Inkubation mit den Kontrastmitteln fir 24 Stunden

Co= Kontrolle, R 1x= Resovist 1-fache Konzentration, R5x= Resovist 5-fache Konzentration,

R10x= Resovist 10-fache Konzentration, R20x=

Resovist 20-fache Konzentration, Glx=

Gadovist 1-fache Konzentration, G5x= Gadovist 5-fache Konzentration, G10x= Gadovist 10-
fache Konzentration, G20x= Gadovist 20-fache Konzentration, Malx= Magnevist 1-fache

Konzentration,

Mabx=

Magnevist

5-fache Konzentration,

Konzentration, Ma20x= Magnevist 20-fache Konzentration
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7.000.000

6.000.000

5.000.000

4.000.000

Zellzahl

3.000.000

2.000.000

1.000.000

Mittelwerte Zellzahl HEL 24h V1-V3

do da d7 di1 di4 dis d21
Versuchstag

—e— Control
Resovistlx
Resovist 5x

—&— Resovist 10x

—&— Resovist 20x

—o— Gadovist 1x

—— Gadovist 5x

—8— Gadovist 10x

—8— Gadovist 20x
Magnevist 1x

—®— Magnevist 5x

—&— Magnevist 10x

—8— Magnevist 20x

AbDb.3.6 zeigt die Mittelwerte der HEL-Zellzahlen im Verlauf nach 24-stiindiger Inkubation

8.000.000

7.000.000

6.000.000

5.000.000

4.000.000

Zellzahl

3.000.000

2.000.000

1.000.000

PK HEL Zellzahl 24h n=3

do d4 d7 di1 di14 d18 d21

Versuchstag

B Control

B Resovistlx

B Resovist 5x

B Resovist 10x
B Resovist 20x
@ Gadovist 1x

B Gadovist 5x

B Gadovist 10x
O Gadovist 20x
B Magnevist 1x
B Magnevist 5x
O Magnevist 10x
O Magnevist 20x

Abb.3.7: Balkendiagramm der HEL-ZellzahIimittelwerte + 1 Standardabweichung nach

24-stundiger Inkubation
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Mittelwerte Zellzahl HEL 24h Resovist n=3

8.000.000
7.000.000 ;\
6.000.000 ; T
,E‘, >000.000 I —e— Control
= 4.000.000 Resovistlx
N
3.000.000 Resovist 5x
—8— Resovist 10x
2.000.000
—8— Resovist 20x
1.000.000

do d4 d7 di1 d14 di18 d21

Versuchstag

Abb. 3.8 stellt die Zellzahlmittelwerte der HEL + eine Standardabweichung nach 24-stiindiger
Inkubation mit Resovist dar

Mittelwerte Zellzahl HEL 24h Gadovist n=3

8.000.000

7.000.000

6.000.000

5.000.000 / L ! —e— Control

Zellzahl

4.000.000 —&— Gadovist 1x
—— i

3.000.000 Gadovist 5x
—&— Gadovist 10x

2000.000 —8— Gadovist 20x

1.000.000 ‘/¥

do da d7 di1 di4 dig d21
Versuchstag

Abb. 3.9 stellt die Zellzahlmittelwerte der HEL + eine Standardabweichung nach 24-stiindiger
Inkubation mit Gadovist dar
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Mittelwerte Zellzahl HEL 24h Magnevist n=3
8.000.000

7.000.000 T

) —

T
5.000.000 f I \i\i o— Control
4.000.000 3 Magnevist 1x

6.000.000

Zellzahl

Magnevist 5x

3.000.000
a —&— Magnevist 10x
2.000.000 g
—8— Magnevist 20x
1.000.000 "% £

do d4 d7 di1 di4 d18 d21

Versuchstag

Abb.3.10 stellt die Zellzahlmittelwerte der HEL + eine Standardabweichung nach 24-stindiger
Inkubation mit Magnevist dar

3.1.2.2. Viabilitat

Auf der Basis der gemessenen Zelldurchmesser durch den CASY®2 Cell
Counter lassen sich durch Anwendung der Methode nach Lindl Aussagen uber

die Viabilitat der ausgezahlten Zellen treffen 7.

a) 4h

Im Zellpool mit 4-stiindiger Kontrastmittelexposition tritt zu keinem Zeitpunkt der
Proliferationskinetik eine  signifikante  Abweichung der Viabilitait der
Kontrastmittelgruppen von den Werten der Kontrolle auf. Unmittelbar nach
Ende der Inkubation betragt die Viabilitdt unter Kontrollbedingungen 97,4%, SD
0,07%, bei KM-Exposition betragt sie zwischen 97,6%, SD 0,03% (Gadovist 1x)
und 97,0%, SD 0,54% (Magnevist 1x). Sie bleibt an den beiden
darauffolgenden Versuchstagen konstant bei Werten um 97% und fallt ab Tag
11 bis zum Ende der Kinetik leicht ab (Tag 11: Kontrolle 95,1%, SD 0,37%,
KM 93,8%, SD 0,99% bis 95,7%, SD 0,41% , Tag 21: Kontrolle 92,2%, SD
0,5%, KM 91,2%, SD 0,92% bis 93%, SD 0,62%).
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MW Viabilitat do d4 d7 dll di4 di8 d21
Kontrolle 97,4 97,2 97,0 95,1 93,7 91,8 92,2
Resovist1x 97,4 96,6 97,1 95,2 92,6 91,2 92,3
Resovist 5x 97,5 96,7 97,0 94,9 92,8 92,2 92,3
Resovist10x 97,3 96,8 97,0 94,6 92,5 91,6 91,8
Resovist20x 97,3 96,7 96,5 94,4 92,7 91,2 91,7
Gadovistlx 97,6 97,1 96,9 95,6 95,3 92,0 93,0
Gadovist5x 97,4 96,8 96,8 95,7 94,6 92,1 92,3
Gadovist10x 97,5 96,7 97,2 95,1 94,4 91,6 92,4
Gadovist20x 97,3 96,7 96,9 95,3 95,0 91,9 92,3
Magnevist1x 97,0 97,2 97,5 94,4 93,3 91,7 91,1
Magnevist5x 97,4 97,2 97,9 94,6 93,3 91,8 91,5
Magnevist10x 97,1 96,5 96,6 94,8 94,2 92,5 91,4
Magnevist20x 97,1 96,8 97,1 93,8 93,8 92,6 91,2

Tabelle 3.3 zeigt die Viabilitatsmittelwerte nach 4-Stunden-Exposition mit den Kontrastmitteln

MW Viabilitat HEL Vist 4h
100 B Control

B Resovistlx

@ Resovist 5x

B Resovist 10x

B Resovist 20x
B Gadovist 1x

Viabilitat [%]

B Gadovist 5x
B Gadovist 10x
O Gadovist 20x

B Magnevist 1x

B Magnevist 5x
do da d7 d11 di4 dis d21 O Magnevist 10x

Versuchstag O Magnevist 20x

Abb. 3.11 stellt fir die 4-Stunden-Gruppe die Viabilitatsmittelwerte +1 Standardabweichung
graphisch dar

b) 24h
Direkt nach Ende der Inkubation zeigt sich in der 24-Stunden-Gruppe eine

verminderte Viabilitat bei maximaler KM-Konzentration von Magnevist
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(Magnevist 20x 93,7%, SD 0,48% vs. Kontrolle 96,4%, SD 0,42; p<0,05) und in
geringerem Malfl3e auch von Resovist (p>0,05). Die Viabilitat an den Folgetagen
ist annahernd gleichbleibend, wobei sich die Werte der verschiedenen KM-
Konzentrationen einander angleichen. Ab Tag 11 nehmen die Messergebnisse
langsam ab, es treten keine signifikanten Abweichungen von der Kontrolle auf:
Tag 11 Kontrolle 94,9%, SD 0,57%, KM 94,2%, SD 1,69% bis 95,8%, SD
0,79%; Tag 21 Kontrolle 90,1%, SD 2,06%, KM 90,5%, SD 1,46% bis 92,7%,
SD 1,5%.

MW Via [%] | dO da d7 d11 d14 d18 d21

Kontrolle 96,4 95,4 97,1 94,9 94,0 90,8 90,1
Resovistlx 96,6 95,7 97,2 95,7 94,6 91,1 91,5
Resovist 5x 96,0 95,3 97,0 95,6 94,6 91,4 91,7
Resovist 10x 95,9 94,5 96,8 95,8 95,0 92,0 91,8
Resovist 20x 95,0 95,0 97,4 95,0 94,9 91,8 91,2
Gadovist 1x 96,2 95,3 97,3 94,3 93,6 91,3 90,5
Gadovist 5x 96,5 96,0 96,8 95,2 93,9 91,5 91,5
Gadovist 10x 95,9 95,6 97,2 95,6 94,7 92,5 92,1
Gadovist 20x 95,5 95,9 97,2 94,2 94,8 92,9 92,7
Magnevist 1x 96,2 96,8 96,6 95,6 94,7 92,2 91,3
Magnevist 5x 96,0 96,3 96,7 95,5 94,6 92,6 91,9
Magnevist10x 94,9 96,4 97,1 95,6 94,3 93,6 92,7
Magnevist20x 93,7 96,0 96,2 95,7 95,1 92,7 92,2

Tabelle 3.4 gibt eine Ubersicht iiber die Mittelwerte der Viabilitat nach 24-stiindiger Inkubation

-51 -



Viabilitat [%]

100

Mittelwerte Viabilitdt PK HEL 24h n=3

do d4 d7 di1 di4 dis d21

Versuchstag

B Control

B Resovistlx

@ Resovist 5x

B Resovist 10x
@ Resovist 20x
@ Gadovist 1x

B Gadovist 5x

B Gadovist 10x
O Gadovist 20x
B Magnevist 1x
B Magnevist 5x
O Magnevist 10x
O Magnevist 20x

Abb. 3.12 zeigt graphisch die Viabilitatsmittelwerte der 24h-Gruppe lber den

Beobachtungszeitraum

c) Vergleich der Viabilitat 4h vs. 24h

Resovist-Gruppe:

Direkt nach Ende der Inkubation und an Tag 4 sind die Viabilitatswerte nach 4-

stindiger Inkubation fur alle Konzentrationen héher als die nach 24h-

Inkubation, die Unterschiede sind nicht signifikant, p>0,05. Die Differenz

Abhé&ngigkeit von der Expositionsdauer ist bei hoherer KM-Konzentration
ausgepragter: Tag 4 Resovist 1x 96,6%, SD 0,92% (4h) vs. 95,7%, SD 0,13%
(24h), Resovist 20x 96,7%, SD 0,65% (4h) vs. 95%, SD 1,33% (24h). Ab Tag 7

zeigen sich die Viabilitdtsunterschiede zugunsten des 4-Stunden-Zellpools nicht

mehr, teilweise liegen die Werte nach 24 Stunden KM-Exposition oberhalb

derer nach 4-stiindiger Exposition.
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MW Via

[%] do d4 d7 d11 d14 d18 d21

Ko 4h 97,4 972| 97,00 951| 937| 91,8] 922
Ko 24h 96,4] 954 97,1] 949| 940] 908| 901
R 1x 4h 97,4] 96,6 97,1 952| 926| 91,2] 923
R 1x 24h 96,6] 957| 97,2] 957 946 91,1 915
R 5x 4h 975| 96,7] 97,0/ 949 928] 922] 923
R 5x 24h 96,0/ 953| 97,0/ 956] 946 91,4] 917
R 10x 4h 97,3 96,8 97,0/ 946 925| 91,6/ 918
R 10x 24h 959] 945| 968 958 950] 920] 918
R 20x 4h 97,3 96,7] 965| 944 927| 912] 917
R 20x 24h 950 950| 97,4] 950 949| 91,8 o912

Tabelle 3.5: Viabilitatmittelwerte nach Inkubation mit Resovist, 4h und 24h in
Gegeniberstellung

HEL Viabilitat Resovist Vgl. 4h-24h
100,00
98,00 O Control 4h
96,00 1 B Control 24h
T 9400 7 TTTT! |0 Reso1x4n
& 92007 O Resolx 24h
% 90,00 B Reso5x 4h
S 88,00 B Reso5x 24h
86,00 1 B Reso10x 4h
84,00 O Reso10x 24h
82,00 + B Reso020x 4h
do d4 d7 di1 di4 dis d21 B Reso20x 24h
Versuchstag

Abb. 3.13: Saulendiagramm der Viabilitdtsmittelwerte fiir Resovist -
Vergleich zwischen 4-und 24-stindiger Inkubation

Gadovist-Gruppe:

Auch bei Gadovist treten an den ersten beiden Beobachtungstagen zwischen

den Inkubationszeiten Viabilitdtsdifferenzen zugunsten des 4h-Zellpools auf.
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Die Differenzen verschwinden im weiteren Verlauf. Es kommt zu keiner
statistisch relevanten Abweichung der Werte zwischen den beiden

Expositionsdauern, p>0,05.

MW Via

[%] do d4 d7 d11 d14 d18 d21

Ko 4h 97,4] 972| 97,0/ 951| 937| 91,8 922
Ko 24h 96,4| 954| 97,1] 949 940] 908| 901
G 1x 4h 97,6] 97,1] 969] 956] 953| 92,0/ 930
G 1x 24h 96,2] 953| 97,3 943| 936] 913 905
G 5x 4h 97,4] 96,8| 96,8 957| 946] 921] 923
G 5x 24h 96,5| 960 968 952] 939| 915/ 915
G 10x 4h 975| 96,7] 97,2] 951| 944| 916 924
G 10x 24h 959| 956| 97,2] 956] 947| 925 921
G 20x 4h 97,3] 96,7 969| 953 950] 919 923
G 20x 24h 955| 959| 97,2] 942| 948 929 927

Tabelle 3.6 Viabilitaitmittelwerte nach Inkubation mit Gadovist, 4h und 24h in Gegenuberstellung

HEL Viabilitat Gadovist Vgl. 4h-24h
100,00
98,00 O Control 4h
96,00 i o T B Control 24h
< 94,00 - O Gadolx 4h
g 92007 I l| [l |C cadoix24n
S 9000 WY = Gadosx an
S 88,00 O Gado5x 24h
86,00 ] B Gado10x 4h
84,00 O Gadol0x 24h
82,00 + B Gado20x 4h
do d4 d7 di1 di4 dis d21 B Gado20x 24h
Versuchstag

Abb. 3.14 Saulendiagramm der Viabilitatsmittelwerte fir Gadovist - Vergleich zwischen 4-und
24-stiindiger Inkubation

Magnevist-Gruppe:

Wahrend die Viabilitatswerte nach 4-stindiger Inkubation sich um die ihrer

Kontrolle bewegen, ist die Viabilitat in der 24-Stunden-Gruppe deutlich
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konzentrationsabhéangig herabgesetzt, wobei die Unterschiede nur unmittelbar
nach Inkubationsende mit den Maximalkonzentrationen statistisch signifikant
sind (p<0,05): Tag 0 Magnevist 10x 97,1%, SD 0,46% (4h) vs. 94,9%, SD
0,55% (24h), Magnevist 20x 97,1%, SD 0,5% (4h) vs. 93,7%, SD 0,48%.

Die Schwankungen in Abhangigkeit von der Konzentration und der
Inkubationsdauer sind ab Tag 7 ausgeglichen. An Tag 11 variieren die 4-
Stunden-Werte von 95,1% bis 93,8% und die 24-Stunden-Werte zwischen
95,7% und 95,1%. Ab diesem Zeitpunkt auftretende Differenzen sind eher im
Sinne von unterschiedlichen Kulturbedingungen anstatt als

Kontrastmittelwirkung zu interpretieren.

MW Via
[%] do d4 d7 di11 d14 d18 d21

Ko 4h 97,4 | 972 | 97,0 | 951 | 93,7 | 91,8 | 922
Ko24h | 964 | 954 | 971 | 949 | 940 | 90,8 | 90,1
Malx4h | 970 | 97,2 | 975 | 944 | 933 | 91,7 | 911
Malx24h | 96,2 | 96,8 | 96,6 | 956 | 94,7 | 922 | 91,3
MaSx4h | 97,4 | 97,2 | 97,9 | 946 | 93,3 | 918 | 915
Ma5x24h | 96,0 | 96,3 | 96,7 | 955 | 946 | 926 | 9109
MalOx4h | 97,1 | 96,5 | 96,6 | 948 | 942 | 925 | 9l4
MalOx24h| 94,9 | 964 | 971 | 956 | 943 | 936 | 92,7
Ma20x 4h | 97,1 | 96,8 | 971 | 938 | 938 | 926 | 91,2
Ma20x24h| 93,7 | 960 | 962 | 957 | 951 | 927 | 92,2

Tabelle 3.7 Viabilitaitmittelwerte nach Inkubation mit Magnevist, 4h und 24h in
Gegenuberstellung
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HEL Viabilitat Magnevist Vgl. 4h-24h
100,00
98,00 I Control 4h
96,00 i TR m T Tl B Control 24h
T 94,00 1 O Malx 4h
g 92,00 Imrqp-llu O Malx 24h
3% 90,00 1 B Ma5x 4h
S 88,00 I Mabx 24h
86,00 B Mal0x 4h
84,00 O Mal10x 24h
82,00 + B Ma20x 4h
do d4 d7 di1 di4 dis d21 B Ma20x 24h
Versuchstag

Abb. 3.15 Saulendiagramm der Viabilitatsmittelwerte fir Magnevist - Vergleich zwischen 4-und
24-stiindiger Inkubation

3.1.3. HUVEC

3.1.3.1. Zellzahl

Die an Tag 0 a 30.000 ausgesaten Nabelschnur-Endothelzellen waren zuvor fir
einen Zeitraum von 24 Stunden mit den 3 Kontrastmitteln in 10- und 20-facher

normaler plasmatischer Konzentration inkubiert worden.

An Tag 3 nach Aussaat ist ein langsamer Anstieg der Zellzahl erfolgt, ohne
dass sich zwischen den Bedingungen signifikante Unterschiede zeigen:
Kontrolle 116.993, SD 4141; Kontrastmittel-Gruppen zwischen 100.857, SD
15.722 (Magnevist 10x) und 144.220, SD 15.808 (Gadovist 20x). Es folgt ein
exponentieller Zuwachs der Werte um Tag 7 (Kontrolle 1.830.833, SD 62.957,
KM zwischen 1.676.500, SD 290.095- Magnevist 10x und 2.200.333, SD
184.960-Gadovist 20x), der im Erreichen eines Plateaus um Tag 10 mundet:
Kontrolle 3.393.867, SD 114.652, KM zwischen 3.190.733, SD 184.939
(Magnevist 10x) und 3.296.267, SD 272.047 (Gadovist 20x). Ab diesem
Zeitpunkt zeigt sich eine Konstanz der Zellzahlen bzw. eine leichte Abflachung

in der Kurve.
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Zu keinem Zeitpunkt der Proliferationskinetik hebt sich die Kurve einer
Bedingung signifikant von den restlichen ab. Dies gilt fir den Ubergang von
langsamem zu exponentiellem Wachstum, der Steigung wahrend der

exponentiellen Phase, der Hohe des Peaks und den Zeitpunkt, zu welchem

dieser erreicht wird.

MW do d3 d7 d10 di4 d17
Kontrolle 30.000| 116.993|1.830.833|3.393.867 | 3.207.067 | 3.255.600
Resovist 10x | 30.000| 118.223]1.919.167 | 3.194.867 | 2.990.533 | 3.240.200
Resovist 20x | 30.000| 126.523|1.961.933|3.213.867 | 3.286.533 | 3.085.400
Gadovist 10x | 30.000| 140.083|1.994.333|3.189.933|3.110.733|3.329.200
Gadovist 20x | 30.000| 144.220|2.200.333|3.296.267 | 3.132.667 | 3.574.200
MagnevistlOx | 30.000| 100.857|1.676.500 | 3.190.733|2.968.400| 3.152.800
Magnevist20x | 30.000| 107.557 | 1.764.000 | 3.251.667 | 2.870.600 | 2.964.600

Tabelle 3.8 zeigt die Zellzahl-Mittelwerte der HUVEC (ber den Beobachtungszeitraum

HUVEC Zellzahl Mittelwerte n=3

4500000

4000000 -+ j

3500000 £ |£ |

R\%/j —e— Control

3000000 = g/‘i —=— Resovist 10x
= 2500000 - Resovist 20x
E Gadovist 10x
()
N 2000000 i —x— Gadovist 20x

1500000 - —e— Magnevist 10x

—— Magnevist 20x
1000000 -
500000 Ré/
0 T
do d3 d7 dio di4 di7v
Versuchstag

Abb 3.16 stellt die Kurven des Wachstumsverlaufs der Nabelschnur-Endothelzellen £ 1
Standardabweichung dar
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HUVEC Zellzahl Mittelwerte n=3
4500000
T
4000000 - T - T _ O Control
3500000 L . B Resovist 10x
= 3000000 O Resovist 20x
< 2500000 O Gadovist 10
= 2000000 T adovISt 10X
N 1500000 B Gadovist 20x
1000000 O Magnevist 10x
500000 B Magnevist 20x
0 ,—'_E-:I:-!_r
do d3 d7 di0 di4 di7
Versuchstag
Abb.3.17 zeigt graphisch die Entwicklung der Zellzahlen der HUVEC (ber den
Beobachtungszeitraum von 17 Tagen
3.1.3.2. Viabilitat

Die Viabilitat der untersuchten Endothelzellen wurde zu jedem Beobachtungs-
zeitpunkt durch den CASY2 Cellcounter nach der ECE-Methode von Lindl.et al.

71 Das Ziel bestand darin, durch sie eine Aussage Uber die zelluldre

erfasst
Vitalitdt nach Exposition gegenuber den Kontrastmitteln im Vergleich zur

Kontrolle zu treffen.

Unmittelbar nach Beendigung der Inkubation liegt die Viabilitdt der
Nabelschnur-Endothelzellen zwischen 93,4% (Kontrolle, SD 0,9%) und 92,1%
(Resovist 20x, SD 0,4%). Die mit Resovist 10x und Magnevist 10x inkubierten
Zellen besitzen im Vergleich zu den anderen Bedingungen eine signifikant
verminderte Viabilitat (Resovist 10x 90,1%, SD 1,3%; Magnevist 10x 89,2%, SD
1,8% , p<0,05). Auf eine globale Abflachung der Werte an Tag 3 (Kontrolle
85,5%, SD ; KM zwischen 85,1%- Resovist 10x, SD 0,3% und 87,3%-Gadovist
10x, SD 0,4%) folgt ein Wiederanstieg auf das urspringliche Niveau zu Tag 7:
Kontrolle 93,0%, SD 1,1%, KM zwischen 89,5%, SD 2,2% (Resovist 10x) und
92,3% , SD 1,5% (Magnevist 20x). Im weiteren Verlauf zeigt sich eine Konstanz
der Viabilitdt um die an d7 erreichten Werte, auch gleichen sich die Werte der

unterschiedlichen Bedingungen zu einem Beobachtungszeitpunkt einander an.
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Die Viabilitat in der Kontrollgruppe liegt mit Ausnahme von Tag 3 und Tag 17
nach Aussaat uUber den Werten der KM-Gruppen, wobei die Unterschiede

zwischen den Gruppen nicht signifikant ausfallen (p>0,05).

Viabilitat

HUVEC do d3 d7 di1o di4 di7
Control 93,4 85,8 93,0 93,2 94,3 93,0
Resovist 10x 90,1 85,1 89,5 90,5 92,5 92,4
Resovist 20x 92,1 85,0 91,0 91,5 93,2 92,4

Gadovist 10x 92,5 87,3 91,2 91,9 93,3 92,5
Gadovist 20x 92,8 86,2 91,9 92,3 93,3 93,4
Magnevist 10x 89,2 85,5 91,1 91,3 93,6 92,0
Magnevist 20x 92,2 85,2 92,3 91,7 94,0 92,2

Tabelle 3.9 stellt die HUVEC-Mittelwerte der Viabilitat Gber den 17-tagigen
Beobachtungzeitraum dar

Mittelwerte Viabilitat HUVEC n=3

98,0

96,0 -

94.0 1 @ Control

92,0 H m Resowuist 10x
= 90,0 - O Resoust 20x
g 8807 O Gadovist 10x
= 86,0
3 84,0 m Gadovist 20x
> 82,0 H @ Magnevist 10x

80,01 m Magnevist 20x

78,0 1 9

76,0 +

do d3 d7 dio di4 di7
Versuchtag

Abb. 3.18 zeigt graphisch die Veranderungen der Viabilitat der HUVEC Uber den
Beobachtungszeitraum
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3.2. Koloniebildungsassay

3.2.1. Aussage des KoBi

Da es mdglich ist, dass eine Noxe in der Proliferationskinetik ihre
wachstumshemmende Auswirkung auf die Zellzahl nicht zeigt, gilt die Methode
des Koloniebildungs-Assays als ein sensiblerer Parameter bei der Frage der
Wachstumshemmung durch das KM. Sie ist ein etabliertes Verfahren in der
Zellkultur, von der man sich verspricht, auch diskrete Effekte auf die
Proliferation sichtbar zu machen. Als Kolonie werden Konglomerate von mehr
als 50 Zellen bezeichnet, dies entspricht dem Durchlaufen von 5-6
Zellteilungen.

3.2.2. HEL
a) 4h

Im Vergleich zur Kontrolle ist die Anzahl der gebildeten Kolonien unter allen
Kontrastmittelbedingungen herabgesetzt (Ko: 99,6 Kolonien, SD 15,7; KM-
Bedingungen zwischen 92,6-Magnevist 5x und 72,0-Resovist 10x). Aufgrund
der breiten Streuung der Werte in den Versuchsdurchlaufen kommt es jedoch
zu keiner statistisch signifikanten Herabsetzung. Eine Tendenz zur
konzentrationsabhangigen Einschrankung der Koloniebildung zeigt sich in der
Resovist-Gruppe ( R1x 91,3 Kolonien und R5x 86,4 Kolonien Vgl. R10 72,0
Kolonien R20 80,5 Kolonien) und in der Magnevist-Gruppe (Mal-10x zwischen
92,6 und 88,9 Kolonien vs Ma 20x 80,5 Kolonien). Bei den mit Gadovist
inkubierten Lungenfibroblasten ist die Koloniebildung mit Ausnahme von G5
(86,6 Kolonien) einheitlich herabgesetzt (G1x 79,8 — G20x 80,6 Kolonien).
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Co R1 R5 R10 R20 Gl G5
MW 99,6 91,3 86,4 72,0 80,5 79,8 86,6
Stabw 15,7 14,5 16,1 12,6 15,6 16,8 12,5
KM/Ko [%] 100,0 91,7 86,8 72,3 80,8 80,1 86,9
G10 G20 Mal Ma5 Mal0 Ma20
MW 80,1 80,6 91,0 92,6 88,9 80,5
Stabw 12,6 17,4 21,1 20,3 17,8 20,4
KM/Ko [%] 80,4 80,9 91,4 93,0 89,3 80,8

Tabelle 3.10 zeigt pro Bedingung Mittelwert der ausgezéhlten Kolonien, Standardabweichung
und Koloniebildungsrate im Vergleich zur Kontrolle

Co= Kontrolle, R1= Resovist 1-fache Konzentration, R5= Resovist 5-fache Konzentration, R10=
Resovist 10-fache Konzentration, R20= Resovist 20-fache Konzentration, G1= Gadovist 1-fache
Konzentration, G5= Gadovist 5-fache Konzentration, G10= Gadovist 10-fache Konzentration,
G20= Gadovist 20-fache Konzentration, Mal= Magnevist 1-fache Konzentration, Ma5=
Magnevist 5-fache Konzentration, Mal0= Magnevist 10-fache Konzentration, Ma20= Magnevist
20-fache Konzentration

HEL Mittelwerte KoBi 4h n=3

140,0

120,0

100,0
80,0

Kolonien

60,0
40,0
20,0

0,0

Abb. 3.19 stellt fir die HEL die Mittelwerte des Koloniebildungsassays nach 4-stiindiger

Inkubation dar

Co= Kontrolle, R1= Resovist 1-fache Konzentration, R5= Resovist 5-fache Konzentration, R10=
Resovist 10-fache Konzentration, R20= Resovist 20-fache Konzentration, G1= Gadovist 1-fache
Konzentration, G5= Gadovist 5-fache Konzentration, G10= Gadovist 10-fache Konzentration,
G20= Gadovist 20-fache Konzentration, Mal= Magnevist 1-fache Konzentration, Ma5=
Magnevist 5-fache Konzentration, Mal0= Magnevist 10-fache Konzentration, Ma20= Magnevist
20-fache Konzentration
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HEL KoBi Ratio KM/Ko 4h

120,0

100,0 - +i
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RL R5 RI0O R0 Gl G5 GI0 G20 Mal Ma5 Mald Ma20

Abb. 3.20 zeigt graphisch die Koloniebildungsrate der HEL im Verhaltnis zur Kontrolle bei 4-
stiindiger KM-Exposition. Die Kontrolle ist auf 100% gesetzt.

R1= Resovist 1-fache Konzentration, R5= Resovist 5-fache Konzentration, R10= Resovist 10-
fache Konzentration, R20= Resovist 20-fache Konzentration, Gl= Gadovist 1-fache
Konzentration, G5= Gadovist 5-fache Konzentration, G10= Gadovist 10-fache Konzentration,
G20= Gadovist 20-fache Konzentration, Mal= Magnevist 1-fache Konzentration, Ma5=
Magnevist 5-fache Konzentration, Mal0= Magnevist 10-fache Konzentration, Ma20= Magnevist
20-fache Konzentration

b) 24h
Die HEL-Anséatze, die 24 Stunden inkubiert wurden, oszillieren in ihren
Kolonienzahlen um den Wert der Kontrolle: Ko 106,2 Kolonien, SD15,0 , KM-
Reihen zwischen 108,8 Kolonien, SD 15,5 (Ma 1x) und 95,3, SD 12,8 (Ma 5x).

Eine Ausnahme hierzu bilden die embryonalen Fibroblasten, die mit 10- und 20-
facher plasmatischer Magnevist-Konzentration inkubiert wurden. Ihre Kolonie-
bildungsrate ist im Vergleich zur Kontrolle signifikant herabgesetzt: Magnevist
10x/Kontrolle 73,7% und Magnevist 20x / Kontrolle 75,7%., p<0,05.
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Abb. 3.21a: KoBi HEL Kontrolle 24h

Abb. 3.21b: KoBi HEL 24h Magnevist 1x
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Abb. 3.21d: KoBi HEL 24h Magnevist 10x
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Abb. 3.21a-e zeigen die mit Magnevist fiir 24 Stunden inkubierten Wells in aufsteigender
Konzentration im Vergleich zur Kontrolle. Bereits makroskopisch ist eine Abnahme der
Koloniebildung mit zunehmender Kontrastmittelkonzentration erkennbar.

Abb. 3.21e: KoBi HEL 24h Magnevist 20x

Tabelle 3.11 zeigt durchschnittliche Kolonienzahl, deren Standardabweichung und Kolonie-

bildungsrate im Vergleich zur Kontrolle der HEL in der 24-Stunden-Gruppe

Co= Kontrolle, R1= Resovist 1-fache Konzentration, R5= Resovist 5-fache Konzentration, R10=
Resovist 10-fache Konzentration, R20= Resovist 20-fache Konzentration, G1= Gadovist 1-fache
Konzentration, G5= Gadovist 5-fache Konzentration, G10= Gadovist 10-fache Konzentration,
G20= Gadovist 20-fache Konzentration, Mal= Magnevist 1-fache Konzentration, Ma5=
Magnevist 5-fache Konzentration, Mal0= Magnevist 10-fache Konzentration, Ma20= Magnevist

20-fache Konzentration
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Co R1 RS R10 R20 Gl G5
MW 106,2 105,9 104,0 103,1 108,3 98,7 100,3
Stabw 15,0 18,3 15,2 16,4 8,6 15,4 13,9
KM/Ko [%] 100,0 99,7 97,9 97,1 102,0 92,9 94,4
G10 G20 Mal Ma5 Mal0 Ma20
MW 102,2 95,8 108,8 95,3 78,3 80,4
Stabw 12,5 18,5 15,5 12,8 20,0 14,2
KM/Ko [%] 96,2 90,2 102,4 89,7 73,7 75,7




HEL Mittelwerte KoBi 24h n=3
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Abb.3.22 zeigt graphisch Kolonienzahl und Standardabweichung der embryonalen
Lungenfibroblasten nach 24-stiindiger KM-Exposition

Co= Kontrolle, R1= Resovist 1-fache Konzentration, R5= Resovist 5-fache Konzentration, R10=
Resovist 10-fache Konzentration, R20= Resovist 20-fache Konzentration, G1= Gadovist 1-fache
Konzentration, G5= Gadovist 5-fache Konzentration, G10= Gadovist 10-fache Konzentration,
G20= Gadovist 20-fache Konzentration, Mal= Magnevist 1-fache Konzentration, Ma5=
Magnevist 5-fache Konzentration, Mal0= Magnevist 10-fache Konzentration, Ma20= Magnevist
20-fache Konzentration

HEL KoBi Ratio KM/Ko 24h
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Abb. 3.23 stellt die Koloniebildungsraten der 24-Stunden-Gruppe im Vergleich zur Kontrolle dar,
die Kontrolle ist auf 100% gesetzt
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Co= Kontrolle, R1= Resovist 1-fache Konzentration, R5= Resovist 5-fache Konzentration, R10=
Resovist 10-fache Konzentration, R20= Resovist 20-fache Konzentration, G1= Gadovist 1-fache
Konzentration, G5= Gadovist 5-fache Konzentration, G10= Gadovist 10-fache Konzentration,
G20= Gadovist 20-fache Konzentration, Mal= Magnevist 1-fache Konzentration, Ma5=
Magnevist 5-fache Konzentration, Mal0= Magnevist 10-fache Konzentration, Ma20= Magnevist
20-fache Konzentration

3.2.3. HUVEC

Da die Koloniebildungsfahigkeit der embryonalen Lungenbindegewebszellen
lediglich nach 24-stiindiger Exposition unter den beiden Hochstkonzentrationen
signifikant alteriert war, konnte man die Untersuchung der Nabelschnur-
Endothelzellen auf diese Bedingungen fokussieren. Die Anzahl der gebildeten
Kolonien ist vom individuellen Wachstumsverhalten und den Anforderungen
einer Zelllinie abhéngig, sodass die Absolutzahlen zwischen HEL zu HUVEC

nicht verglichen werden kdnnen.

Die durchschnittiche Anzahl der gebildeten Kolonien betrdgt unter
Kontrollbedingungen 58,2, SD 5,4. Bei Inkubation mit Resovist und Gadovist
sind die Werte im Vergleich zur Kontrollgruppe leicht erhdht ohne sich
signifikant von letzterer zu unterscheiden. Sie liegen zwischen 102,7%
(Resovist 10x) und 110,1% (Gadovist 20x) bezogen auf die Kontrolle(100%),
p>0,05.

Nach 24-stundiger Inkubation der Nabelschnur-Endothelzellen mit Magnevist ist
die Anzahl der ausgezahlten Kolonien vermindert: Magnevist 10x 92,1% der
Kontrolle und Magnevist 20x 88,8% der Kontrolle. Die Herabsetzung ist nicht

statistisch signifikant.

Co R10 R20 G10 G20 Mal0 Ma20

MW 58,2 59,8 60,2 60,3 64,1 53,6 51,7
Stabw 54 59 51 55 6,7 6,6 7,2
KM/Ko [%] 100 102,7 102,9 103,6 110,21 92,1 88,8

Tabelle 3.12 zeigt die Ergebnisse des Koloniebildungsassays der Nabelschnur-Endothelzellen:
Mittelwerte der gebildeten Kolonien, deren Standardabweichung und Bildungsrate in Bezug auf
die Kontrolle
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Co= Kontrolle, R10= Resovist 10-fache Konzentration, R20= Resovist 20-fache Konzentration,
G10= Gadovist 10-fache Konzentration, G20= Gadovist 20-fache Konzentration, MalO=
Magnevist 10-fache Konzentration, Ma20= Magnevist 20-fache Konzentration

KoBi HUVEC Mittelwerte

Kolonien
P N W A OO O
o O O O o o o
i Il Il Il Il Il
“ﬂ

Abb.3.24: graphische Darstellung von Kolonienzahl der HUVEC mit Standardabweichung

Co= Kontrolle, R10= Resovist 10-fache Konzentration, R20= Resovist 20-fache Konzentration,
G10= Gadovist 10-fache Konzentration, G20= Gadovist 20-fache Konzentration, MalO=
Magnevist 10-fache Konzentration, Ma20= Magnevist 20-fache Konzentration
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Abb. 3.25 zeigt graphisch die Koloniebildungsrate der HUVEC im Vergleich zur Kontrolle(100%)

[%]
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Co= Kontrolle, R10= Resovist 10-fache Konzentration, R20= Resovist 20-fache Konzentration,
G10= Gadovist 10-fache Konzentration, G20= Gadovist 20-fache Konzentration, MalO=
Magnevist 10-fache Konzentration, Ma20= Magnevist 20-fache Konzentration

3.3. Zellzyklus

Die in der Durchflusszytometrie gemessenen Phasenanteile und deren
Verschiebungen im Vergleich zur Kontrolle spiegeln die Bedingungen in der

Zellkultur und die Anpassungsmechanismen auf zellularer Ebene wider.

Ziel der Zellzyklusanalyse war es zu betrachten, inwiefern die Inkubation mit
einem der KM eine Veranderung der Anteile in den jeweiligen Zyklusphasen
bewirkt. Dazu wurden 2 verschiedene Ansdtze gewahlt: Die
Zellzyklusbestimmung erfolgte zunachst unmittelbar nach Ende der Inkubation
mit dem KM. Bei der zweiten Probe fand die Analyse 24 Stunden nach Ende
der Inkubation statt. Hierbei sollte erfasst werden, ob und in welchem Mal3e der

potentielle Einfluss der Noxe reversibel ist.

Die Inkubation fand mit dem 20-fachen der normalen plasmatischen KM-

Konzentration statt.

Die Aufarbeitung der Durchflusszytometrie durch die Software ergibt folgende
Graphik: Auf der Abszisse eingetragen ist der Wert der PI-Fluoreszenz,
wodurch der gesamte DNA-Gehalt gemessen wird. Die Werte der Ordinate
beziehen sich auf die FITC-Fluoreszenz, sie stellt ein Mald fuar die

neusynthetisierte DNA dar.

Beim Gating werden die ausgezéhlten Ereignisse einer der drei verschiedenen
Punktwolken R3, R4 oder R5 zugeordnet. R3-R5 werden als Prozentwerte
bezogen auf die Gesamtzahl der Ereignisse ausgedrickt. Zellkerne, die R3
zugeordnet werden, besitzen einen einfachen DNA-Gehalt (=200 auf der
linearen Achse) bei keiner neusynthetisierten DNA, was der G;i;-Phase
entspricht. Ereignisse, die zu R4 zugeordnet wurden, zeichnen sich durch eine
doppelten DNA-Gehalt (=400) aus, was die G,/M-Phase charakterisiert. Die
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dritte Punktwolke R5 wird gebildet durch Ereignisse mit hoher FITC-
Fluoreszenz und entspricht somit der S-Phase.

<
=)
=

103

Anti-BrdU FITC
102

101

0 200 400 600 800 1000
Propidium lodide

Abb 3.26 Zellkyklusanalyse und Gating mit dem FACSort am Beispiel der 24h-Kontrolle

Zellzyklus direkt nach Ende der KM-Inkubation:

Unter allen Versuchsbedingungen befindet sich der Grof3teil der Zellen in der
G1-Phase.

Der G1-Phasenanteil liegt unter Kontrollbedingungen und bei Resovist- und
Gadovist-Exposition relativ einheitlich um 60% ( Kontrolle 57,4%, Gadovist
61,9%, Resovist 64,8%) und ist im Vergleich dazu beim Magnevist-Zellpool
signifikant erhéht (Magnevist 79,1%), p<0,05.

Nach Inkubation mit Magnevist betragt der Anteil der Lungenfibroblasten in der
S-Phase 2,9%, in den beiden anderen KM-Gruppen und bei der Kontrolle
befindet er sich zwischen 16,7% (Gadovist) und 21% (Resovist), p<0,05.
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Beim G2/M-Anteil zeigen sich zwischen den Gruppen keine wesentlichen

Abweichungen. Er ist am niedrigsten nach Inkubation mit Resovist (13%), unter

Kontrollbedingungen am hochsten (23,1%), die Werte fur Magnevist (17%) und

Resovist bewegen sich dazwischen.

Kontrolle direkt | Resovist direkt | Gadovist direkt Magnevist
direkt
Gl 57,4% 64,8% 61,9% 79,1%
G2/M 23,1% 13% 19,8% 17%
S 18,1% 21% 16,7% 2,9%

Tabelle 3.13: zeigt die durchschnittlichen Zellzyklusanteile direkt nach Ende der Inkubation

Zellzyklus direkt nach Ende d. Ink.

100% 5
18'1 21,0 16,7 l
EON
60% -
40% - 79,1
57,4 6418 61,9
20% -
0% ‘ T T
Ko direkt Reso direkt Gado direkt Ma direkt

os
| G2/M
oGl

Abb. 3.27 zeigt die Phasenverteilung direkt nach Ende der Inkubation mit dem jeweiligen

Kontrastmittel
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Zellzyklus 24 Stunden nach Ende der Inkubation:

24 Stunden nach Ende der
Kontrollgruppe im Vergleich zur Messung unmittelbar nach Inkubationsende
weitgehend konstant (G1-Phase direkt 57,4%, 24h post 52%; S-Phase direkt
18,1%, 24h post 25,1%; G2/M-Phase direkt 23,1%, 24h post 18,6%).

Inkubation sind die Phasenanteile in der

Nach Resovist-Inkubation zeigen sich zwischen den beiden Messungen keine
signifikanten Veranderungen der Zyklusphasen: G1 direkt 64,8% , 24h post
68,1%; S direkt 21%, 24h post 18,6%; G2/M direkt 13%, 24h post 11,8%.

Im Gadovist-Zellpool ist der S-Phasen-Anteil 24 Stunden nach Ende der
Inkubation um 10% angestiegen ( S-Phase direkt 16,7%, S-Phase 24h post
26,8%). Der G1-Anteil ist dagegen leicht gesunken (G1 direkt 61,9, G1 24h post
57,2), ebenso der G2/M-Anteil,p>0,05.

Die deutlichsten Verschiebungen ergeben sich in der Magnevist-Gruppe, mit
einer Zunahme des S-Phasen-Anteils um 35,6% auf 38.5%, p<0,05. Im
Gegenzug dazu ist die G1-Phase prozentual verringert (G1 direkt 79,1%, 24h
post 37,8%, p<0,05). Bei der G2/M-Phase sind die Veranderungen nur gering
(G2/M direkt 17%, 24h post 21,7%).

Mit Ausnahme von Magnevist macht die G1-Phase weiterhin den grof3ten
Phasenanteil aus: G1 zwischen 52% (Kontrolle) und 68% (Resovist) vs.
37,8%(Magnevist).

Kontrolle 24h Resovist 24h Gadovist 24h Magnevist 24h
Gl 52,0% 68,1% 57,2% 37,8%
G2/M 18,6% 11,8% 14,9% 21, 7%
S 25,1% 18,6% 26,8% 38,5%

Tabelle 3.14: Zellzyklusanteile 24 Stunden nach Ende der Inkubation
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Zellzyklus 24h post Ende d. Ink.
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Abb. 3.28 illustriert die Phasenverteilung 24 Stunden nach Ende der KM-Exposition

3.4. Mitochondriales Transmembranpotential

Die Messung des mitochondrialen Transmembranpotentials erlaubt es,
Aussagen uber die Vitalitat der Zellen bzw. eine stattgehabte Induktion von
Apoptose durch die Kontrastmittel zu treffen. Im Gegensatz zu
Proliferationskinetik, KoBi und Zellzyklusanalyse wurden die Alterationen in der
Atmungskette lediglich exemplarisch untersucht. Bei Auftreten von Apoptose
sind die Zellen nicht mehr in der Lage, das mitochondriale
Transmembranpotential aufrecht zu erhalten und die Atmungskette bricht
zusammen. Die entstehende Kurve wirde sich derer der Positivkontrolle mit
CCCP angleichen.

In  unserer Untersuchung besteht fir die Kontrolle und die drei
Kontrastmittelansatze ein aufrechterhaltenenes Transmembranpotential, das
sich in den 4 Kurven rechts um den TMRE Wert von 103 zeigt. Die beiden
Kurven links stellen die unmarkierte Negativkontrolle und die CCCP-

Positivkontrolle dar, bei denen kein Transmembranpotential messbar ist.
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Abb. 3.29: Die graphische Darstellung des mitochondrialen Transmembranpotentials zeigt, dass
es bei keinem der Kontrastmittel zu einer Verminderung desselben kommt. Links:
Negativkontrolle ohne Applikation von Fluorochromen und Positivkontrolle mit CCCP fihrt zu
Zusammenbruch des Potentials, Gruppe rechts: Kontrolle, Resovist, Gadovist und Magnevist,
die keine Veranderung i.S.e. Apoptose induzieren

3.5. Immunfluoreszenz

Im Gegensatz zu Proliferationskinetik, KoBi und Zellzyklusanalyse lassen die
Immunfluoreszenz-Aufnahmen der Zellen nur eine qualitative Beurteilung der
zellularen Integritdt zu. Das Ziel besteht darin, zellmorphologische
Verdanderungen nach Ende der Inkubation mit der maximalen zwanzigfachen
Kontrastmittelkonzentration unter dem Fluoreszenzmikroskop zu erfassen. Die

Analyse der ausgesaten Zellen erfolgt unter 200- und 400-facher
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GesamtvergroR3erung. Die Kameravergrof3erung entspricht nicht exakt der
Vergrol3erung durch das Okular.

Vimentin ist Bestandteil des Zytoskeletts und als solcher an der
Aufrechterhaltung der charakteristischen zellularen Gestalt beteiligt. Es gehort
den Intermediarfilamenten an, denen Uber die Strukturgebung hinaus auch eine
Rolle bei der interzellularen Signaltransduktion zukommt. Ein Vorliegen eines
zellularen Schadens lasst sich durch eine irregulare Anfarbung des
Vimentingerists erkennen, die Grenzen der Zellen gegeneinander sind nicht
klar definierbar. Bei Fibroblasten ist ein Verlust der charakteristischen
langgestreckten Morphologie mit Auslaufern zu erwarten. Die Vimentin-Farbung
charakterisiert Zellen mesenchymalen Ursprungs und ist damit nicht
Fibroblasten-spezifisch.

Die Vimentin-Farbung wurde mit einer DAPI-Farbung zur Darstellung der
Zellkerne kombiniert. Dadurch kénnen zum einen die Fibroblasten besser
gegeneinander abgegrenzt werden, zum anderen werden mdgliche
Verdnderungen in der Kernmorphologie sichtbar gemacht. Inhomogene
Anfarbung und unregelmalliige Kernform mit Aussackungen sind Kriterien fir

einen Schaden auf nuklearer Ebene.

Die kombinierte Farbung wird durch Projektion der Einzelaufnahmen

Ubereinander erzielt.

3.5.1. HEL

HEL-Kontrolle

Unter Kontrollbedingungen mit kombinierter Vimentin- und DAPI-Farbung zeigt

sich das fur Fibroblasten charakteristische Bild mit feinen gut abgrenzbaren
Zellauslaufern und homogen ausgebildetem Zytoskelett. Die ovalen Zellkerne

sind einheitlich angefarbt.
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Abb. 3.30: HEL, Kontrolle, Doppelfarbung, 200-fache VergréRerung, Vimentin = grin,
Zellkern = blau

Abb. 3.31: Kontrolle, Doppelfarbung, 400-fache VergrolRerung, Vimentin = griin, Zellkern = blau
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HEL- Gadovist, 20-fache Konzentration
Nach Inkubation mit Gadovist sind keine zytoskelettalen Veranderungen im

Sinne einer Kontrastmitteltoxizitdt erkennbar. Die DAPI-Farbung zeigt zentral

gelegene ovale Zellkerne ohne Deformitaten.

Abb. 3.32: Gadovist, Doppelféarbung, 200-fache VergréRerung

Abb. 3.33: Gadovist, Doppelfarbung, 400-fache VergréRerung
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HEL- Magnevist, 20-fache Konzentration

Auch bei Fibroblasten, die mit Magnevist inkubiert wurden, ist die feingewebige
Architektur der Intermediarfilamente erhalten. Veradnderungen in der

Zellkernmorphologie kénnen nicht festgestellt werden.

Abb. 3.34: Magnevist, Doppelfarbung, 400-fache VergréRerung

HEL - Resovist, 20-fache Konzentration

Nach Exposition gegenlber Resovist treten Inhomogenitaten der Farbung auf,
die darauf zurtckzufihren sind, dass in Fibroblasten eingelagertes Eisenoxid
die Fluoreszenz von Vimentin und DAPI Uberlagert. Ein regelmafig
ausgebildetes zytoskeletales Gertst und eine normale Kernmorphologie sind

erhalten.
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Abb. 3.35: Resovist, Doppelfarbung, 200-fache Vergré3erung

Abb. 3.36: Resovist, Doppelfarbung, 400-fache Vergré3erung
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3.5.2. Exemplarische Darstellung von Endothelzellen in der

Immunfluoreszenz

Da im Rahmen der Promotionsarbeit keine Untersuchungen an Nabelschnur-
Endothelzellen nach KM-Exposition mittels Immunfluoreszenz durchgefuhrt
wurden, soll im Folgenden nur kurz auf Aspekt und Anfarbbarkeit von

Endothelzellen eingegangen werden.

Endothelzellen besitzen nach Anfarbung mit Anti-Vimentin-Antikbrpern ein

polygonales Aussehen in der Monokultur (Abb. 3.37).

Abb. 3.37: Endothelzellen, kombinierte Vimentin-DAPI-Farbung, 400-fache VergréRerung

In einer Kokultur bilden die Endothelzellen die Tunica intima, welche die
innerste Schicht im GefaRquerschnitt darstellt, und sind zirkul&r angeordnet
(Abb. 3.38). Die Lamina elastica interna bildet die Trennung zur Tunica media,

die aus glatten Muskelzellen besteht.
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Abb. 3.38: Kokultur aus Endothelzellen (vWF- und Vimentin-Farbung) und glatten Muskelzellen
(Vimentin-Farbung), 400-fache Vergrdlierung

Abb. 3.39: Darstellung von Endothelzellen in vWF-Farbung, 400-fache Vergrol3erung
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Der von Endothelzellen synthetisierte von Willebrandt Faktor stellt einen
weiteren Ansatzpunkt fur die Farbung dar (Abb. 3.37, Abb. 3.38). VWF liegt
zytoplasmatisch und in Vakuolen , den Weibel-Pallade-Kérperchen vor. Durch
Antikérper gegen VWF kénnen Endothelzellen und Megakaryozyten spezifisch
markiert werden, was in Kokulturen der besseren Abgrenzung gegentuber den
anderen Zellreihen dient ( s. Abb.3.38).
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4. Diskussion

4.1. Einsatz von MR-KM in der Schwangerschaft

4.1.1. Diaplazentarer Transfer, Darstellung der Pla zenta,

fetale KM-Mengen

a) Prinzip der Plazentagangigkeit

Die Barriere zwischen mdtterlicher Zirkulation und fetalen Chorionzotten besteht
aus einer Schicht Chorionepithel, das sich wie eine Lipidmembran verhalt. Der
Transfer eines Agens, z.B. von Medikamenten geschieht Uber Diffusion, der
Grad des Austausches ist abhangig von Molekulargewicht und Fettloslichkeit
der Substanz ®. Im Fall von Gd-KM ist die Diffusion erschwert durch die
Wasserloslichkeit und das hohe Molekulargewicht (500-850 kDa) der
Verbindung.

b) Bildgebende Darstellung der Plazenta nach KM-Gabe

Bei Kaninchen wurde die hdchste Kontrastmittel-Konzentration in der Plazenta
5 Minuten nach Injektion gemessen [l 'Ein Anteil von 18-30% der initialen KM-
Menge erreichte bei einer Messung an Ratten die Plazenta, wobei sich der
Peak unmittelbar p.i. verzeichnete und die KM-Menge nach 24h auf 1/100

abgesunken war 2,

Marcos et al. untersuchten die Darstellbarkeit der Plazenta nach Injektion von
0,2mmol/kg Gadopentetat bei 11 Schwangeren im 2. und 3. Trimenon: Das
plazentare Enhancement war unmittelbar p.i. am starksten und ging dem
myometrialen Enhancement deutlich voraus Y. Tanaka et al. setzten die
Kontrastmittel-verstarkte MRT zur Bildgebung bei 6 Patientinnen mit hohem

Risikoprofil fur Placenta accreta ein %%,
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c) Kontrastmittelkonzentrationen im fetalen Organismus und Anreicherung

Novak et al. fanden an Kaninchen heraus, dass der Anteil des KM, welcher in
den fetalen Organismus Ubergeht, ausreichend hoch ist, um Nieren und
ableitende Harnwege bildgebend darzustellen. Potentiell toxische Effekte von
Gadopentetat, insbesondere im Bereich der Nieren, wo eine Anreicherung
stattfindet, kbnnen nicht ausgeschlossen werden [0 Ein weiteres Problem stellt
die unklare Pharmakokinetik im Feten dar. Nach fetaler Exkretion ins
Fruchtwasser kann das Kontrastmittel oral resorbiert werden. In Verbindung mit
den ohnehin unreifen Nieren kann dies zu einer deutlich verlangerten
Halbwertszeit fihren. Damit steigt das Risiko der Freisetzung von Gadolinium-

lonen aus ihrer Komplexbindung.

Untersuchungen zum Metabolismus bei trachtigen Ratten mit 14C-markiertem
Gadodiamid zeigten bei den Feten eine 170-fach niedrigere Aktivitdt im
Vergleich zu den miutterlichen Werten und konnten 24h nach Applikation nur
noch Spuren des KM nachweisen. Eine mogliche Erklarung liefert die
Ruckdiffusion Uber die Plazenta entlang des Konzentrationsgefalles und die

darauffolgende miitterliche Ausscheidung "2

4.1.2. Mutagenitat und Teratogenitat von MR-Kontras  tmitteln

a) Tierexperimentelle Studien

Rofsky et al. konnten nach intraperitonealer Gadopentetat-Injektion und
Durchfihrung einer Magnetresonanztomographie bei Mausen in der
Frihschwangerschaft weder vermindertes Gewicht noch Fehlbildungen im

Vergleich zur Kontrollgruppe feststellen £,

Nach Gadoteridol-Gabe im Tierexperiment in Dosierung bis zu 10mmol/kg KG,
was der 100-fachen menschlichen Dosis entspricht, waren weder teratogene

Effekte noch Alterarionen in der postpartalen Entwicklung nachweisbar 1°¢.

Rofsky et al. fanden keinen Hinweis auf instabile chromosomale

Verdnderungen nach Administration von Gd-DTPA und Durchfihrung einer
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MRT [° Dieses Ergebnis ist tbereinstimmend mit den Resultaten des
Kontrastmittelherstellers, der das mutagene Potential mithilfe bakterieller Test

an Mauseembryo-Fibroblasten und Rattenhepatozyten untersuchte .

Auch fur Gadoversetamid (OptiMARK) konnten Mutagenitat, Teratogenitat und

fetale Wachstumsretardierung nicht nachgewiesen werden !,

Bei der wiederholten i.v.-Verabreichung von Gadobenate-Dimeglumine in
verschiedenen Konzentrationen (0,3mmol/kg/d, 0,9mmol/kg/d, 2,0mmol/kg/d)
zeigten Kaninchen-Feten dagegen eine Verminderung der Gewichtszunahme
sowie eine leicht erhohte Inzidenz von Frihaborten. Unter der
Maximalkonzentration, welche der 7-fachen normalen Dosis beim Menschen

entsprach, traten Malformationen der Augen und Skelettdeformitaten auf I3,

b) Humantoxikologische Erfahrung

Der vulnerabelste Zeitpunkt in der SS beziiglich teratogener Einflisse liegt im 1.
Trimenon wahrend der Organogenese. Eine Exposition mit embryotoxischen
Substanzen unmittelbar post conceptionem wurde zu einer erhdhten Inzidenz

an Spontanaborten fihren.

De Santis et al. untersuchten in einer retrospektiven Studie das Outcome von
26 Schwangerschaften mit Gd-DPTA-Exposition in der perikonzeptionellen
Periode: Es kam zu 2 Spontanaborten, bei denen keine fetalen Malformationen
als Ursache des Abortes festgestellt wurden. Bei den 23 Termingeburten traten
keine Komplikationen in der Neonatalperiode auf, 2 der Neugeborenen
besalRen lediglich ein niedriges Geburtgewicht, ein Baby zeigte zwei

Hamangiome 2.

Nach Gd-DTPA-Anwendung im 2. und 3. Trimenon bei V.a. uterine oder
plazentare Pathologien in 11 Schwangerschaften waren alle Neugeborenen
gesund und ohne Auffalligkeiten Y.

Zur besseren Abgrenzung zwischen Plazenta und Myometrium bei V.a.

Placenta accreta setzten Tanaka et al Gd-DTPA in 6 Fallen ein ohne Auftreten
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von Komplikationen, die nach Entlassung einer weiteren Therapie bedurften
[100]

Zum aktuellen Zeitpunkt liegt keine Evidenz zu kongenitalen Fehlbildungen oder
Wachstumsverzdgerung in Assoziation mit der Exposition gegeniuber Gd-KM
vor. Allerdings ist die Datenlage zu unklar, um Schlisse auf die

Unbedenklichkeit des Einsatzes von MR-KM fiir den Fetus zuzulassen.

4.1.3. Indikationen zur MRT mit KM in der Schwanger schaft

Der Einsatz der MRT wahrend der Schwangerschaft bleibt Fallen vorbehalten,
die durch Ultraschall-Diagnostik keine ausreichende Klarung erfahren haben. Er
dient der Diagnosesicherung bzw. Uberprifung der Diagnose mit dem Ziel,
durch Veranderung des therapeuthischen Procederes das Outcome fir Mutter
und Feten zu verbessern. Ob die Verwendung von Kontrastmittel notwendig ist,

muss von Fall zu Fall entschieden werden.

a) Mautterliche Indikationen

Der Nutzen der Magnetresonanzbildgebung in der Schwangerschaft ist
vielseitig und reicht von der Abklarung eines akuten Abdomens Uber

thrombembolische Geschehen bis hin zu geburtshilflichen Fragestellungen ! -

100, 105, 108]

Eine essentielle Indikation ist auch das Staging von innerhalb der
Schwangerschaft auftretenden malignen Tumoren, welches nicht auf einen
Zeitpunkt nach der Entbindung hinausgezégert werden kann. Nicklas et al.
bezeichnen die MRT als Verfahren der Wahl in den meisten Fallen aufgrund der

Abwesenheit ionisierender Strahlen [,

Auf der Suche nach der Atiologie eines akuten Abdomens in der
Schwangerschaft konnte bei 22 von 29 Patientinnen zur Diagnosefindung sogar

auf die Gabe von MR-KM verzichtet werden [,
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Tanaka et al. beurteilten den Nutzen von KM-enhancter MRT im Vergleich zu
T2gewichteten Sequenzen und Sonographie bei V.a. Placenta accreta mit dem
Ergebnis, dass der Einsatz vor allem bei superoposteriorem Sitz der Placenta

gerechtfertigt ist %%,

Bei der Diagnosestellung einer Beckenvenenthrombose erwies sich die MRT im
Vergleich zur Sonographie als sensibler und lieferte eine bessere Abbildung der

Ausdehnung %,

b) Fetale Indikationen

Nach Injektion von 0,1mmol/kg Gadopentetat bei trachtigen Kaninchen findet
sich eine fetale Anreicherung in Nieren und ableitenden Harnwegen, welche
eine anatomisch-funktionelle Bildgebung ermdglicht, gleichzeitig aber den Feten

gegeniiber potentiell toxischem Gd-KM exponiert "%,

Bei V.a. fetale Malformationen ergeben sich aufgrund der héheren Sensitivitat
und Spezifitat der MRT oft Konsequenzen i.S. e. Indikationsstellung zur Sectio,
wie es z.B. bei Neuralrohrdefekten, Bauchwanddefekten oder Herzfehlern der
Fall ist ). Es kénnen auch Fehlbildungen ersichtlich werden, die implizieren,
dass der Fetus ex utero nicht lebensfahig ware und zu einer Interruptio fihren.
Kasprian und Liu konnten bei V.a. intrathorakale Fehlbildungen in der
Sonographie wertvolle Informationen zur Quantifizierung der fetalen
Lungenvolumina gewinnen, was zur Verbesserung des peri- und postnatalen

Managements beitrug % 58,

Durch die Wahl schneller MR-Sequenzen (z.B. Haste, SSFSE) lassen sich

fetale Bewegungsartefakte minimieren ° %8,

In der Mehrzahl der MR-Untersuchungen aus fetaler Indikation kann auf die

Gabe von Kontrastmittel verzichtet werden.
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4.1.4. Richtlinien und Empfehlungen

2009 Uberarbeitete der Ausschuss fur Humanarzneimittel (CHMP) der
europaischen Arzneimittelbehdrde (EMA) anlasslich der Falle von NSF die
Produktinformationen fir Gd-KM. Die Anwendung in der Schwangerschaft wird
demnach wunabhéngig von der Risikoklasse des Kontrastmittels nicht
empfohlen, es sei denn, der klinische Zustand der Frau macht dessen

Anwendung erforderlich 2.

Im ACR Guidance Document for safe MR Practices wird das Risiko der
Langzeit-Exposition des Feten gegeniber freien Gd-lonen nach in vivo
Transmetallierung als real beurteilt. Somit ist die KM-Anwendung nur
gerechtfertigt, wenn der Nutzen fir die Schwangere im Vergleich zum
potentiellen Schaden des Feten eindeutig liberwiegt. Uber den Einsatz von Gd-
Chelaten solle von Fall zu Fall entschieden werden, Aufklarung der Patientin
und schriftiche Einverstandniserklarung sind Voraussetzung fiur die

Durchfiihrung ®°.

Auch Patel et al. weisen trotz bislang fehlender Evidenz auf das Risiko der

Gadolinium-Dissoziation und Langzeit-Persistenz im fetalen Organismus hin [’°.

Die amerikanische FDA ordnet Gd-KM der Risiko-Kategorie C zu: Bei nicht
ausreichender Datenlage aus menschlichen Studien und eventuell vorhandener
Evidenz zu Toxizitat im Tierversuch ist es méglich, dass der Fetus durch die
Anwendung einen Schaden tragt. Es muss eine Abwagung des potentiellen

Nutzens gegen das potentielle Risiko erfolgen.

Im Vergleich dazu bestatigen Webb et al. in den Guidelines der European
Society of Urogenital Radiology, dass der Einsatz von Gd-KM in der
Schwangerschaft moglich ist und dass nach Anwendung keine spezifischen

Tests in der Neonatalperiode notwendig sind Y.
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4.2. Diskussion der NSF im Kontext
4.2.1. Uberlegungen zur Epidemiologie

Angaben zu Inzidenz und Prévalenz der NSF sind starken Schwankungen
unterworfen, die sich erklaren durch Unterschiede bei den eingesetzten
Gadolinium-Kontrastmitteln, bei der Wahl der Dosis (einfache vs. vielfache KM-

Dosis) und durch die Art der Diagnosesicherung.

In einer US-Multicenter-Studie wurde Uber 6 Jahre eine NSF-Gesamtinzidenz
von 0,039% nach Gadodiamid-Einsatz (1:2913 Patienten) und eine um den

Faktor 10 geringere Inzidenz (0,003%) nach Gadopentetat-Gabe beobachtet
[113]

Betrachet man die Pravalenz in Abhangigkeit vom Grad der renalen
Funktionseinschrankung, so liegen bei Dialysepatienten die Mehrheit der
Angaben zwischen 2,8% bei Betrachtung verschiedener Gadolinium-
Kontrastmittel *8 und 4% nach Gabe von Omniscan® %. Rydahl et al. fithren
ihr hohes Ergebnis von 18% Pravalenz in der CKD 5-Gruppe
(GFR<15ml/min/1,73m2 oder in Dialysetherapie) auf den ausschliel3lichen
Einsatz von Gadodiamid im betrachteten Zentrum und der im Patientenkollektiv
haufig durchgefiihrten MRA mit dreifacher KM-Dosis zuriick ©8!,

Das Auftreten der NSF bei einer GFR>30ml/min/1,73m? stellt eine Ausnahme
dar ) bei der Vielzahl der Betroffenen handelt es sich um chronisch
Niereninsuffiziente, jedoch wurden auch Falle im Rahmen von akutem
Nierenversagen und in der perioperativen Phase einer Lebertransplantation

dokumentiert 1089,
Fur Patienten mit schwerer Niereninsuffizienz liefert die Kalkulation der

glomerularen Filtrationsrate mithilfe der MDRD-Formel oft die préaziseren
Ergebnisse als die Cockcroft-Gault-Formel > 1. Aber selbst die MDRD-
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Errechnung spiegelt bei akutem Nierenversagen nicht immer simultan die

Clearence der Niere wider.

Betrachtet man die NSF-Entwicklung in Abhangigkeit vom eingesetzten
Kontrastmittel, so ergibt sich nach Gadodiamid-Einsatz ein um den Faktor 10
erhohtes Auftreten: Broome errechnet eine Pravalenz unter Dialysepatienten
von 4% fur das lineare nichtionische Chelat, bei Gadopentetat-Gabe sind
lediglich 0,4% betroffen % %4 In einem anderen Patietenkollektiv traten NSF-
verdachtige Hautveranderungen bei 30% der Magnevist®-exponierten
Dialysepatienten auf %% Da eine histologische Sicherung der Diagnose
ausblieb, ist die Aussagekraft dieser Studie begrenzt.

In der Zusammensicht der biopsiebestatigten NSF-Félle sind die grof3e
Mehrzahl auf die Gabe von Gadodiamid (Omniscan®) zurickzufihren,

018 fir die

prozentuale Angaben bewegen sich zwischen 85 und 93%
restlichen Félle besteht ein Zusammenhang zu Gadopentetat (Magnevist®)

oder Gadoversetamid (OptiMARK®).

In der Konsequenz der Uberproportionalitat der Falle , die auf Omniscan®-
Gabe zuriickgefiihrt wurden selbst in Anbetracht des Marktanteils ¥ stellten 2
US-Universitatskliniken vollig vom Omniscan®-Einsatz auf den Einsatz von
Multihance® und Magnevist® um und richteten zusatzlich ihr Augenmerk auf
eine Dosisrestriktion bei NSF-Risikopatienten. Dies fuhrte zu einer
Verminderung sowohl der Gesamtinzidenz als auch der Inzidenz bei
Risikopatienten und Patienten in Dialyse. De facto traten nach Einfuhrung der

neuen Richtlinien in keiner der 0.g. Gruppen mehr Falle von NSF auf 1.

Die Anzahl der durchgefuhrten KM-enhancten Magnetresonanztomographien

stellt einen unabhangigen Risikofaktor fiir die Entwicklung einer NSF dar %,

Bei Patienten mit einem Vielfachen der normalen Dosis (0,21mmol/kg KG) zeigte

sich ebenfalls eine erhdohte Pravalenz. Broome et al. errechnete flr die doppelte
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KM-Dosis gegenuber der einfachen eine odds ratio von 12,1 fur das Auftreten
einer NSF 19,

Die Tatsache, dass selbst bei schwerer Niereninsuffizienz die Mehrzahl der
Patienten keine NSF entwickeln, spricht fur das Vorhandensein weiterer
Kofaktoren in der Pathogenese.

Viele Autoren beschreiben fur die NSF-Félle, dass die Kontrastmittelgabe in

zeitlichem Zusammenhang stand mit sogenannten “proinflammatory events”

7.8 |n einer statistischen Analyse stellten die Anzahl proinflammatorischer
Events pro Patient einen unabhangigen Risikofaktor fur das Auftreten des
Krankheitsbildes dar ®9. Sadowski et al. fassen mit o0.g. Term
thrombembolische  Geschehen, chirurgische Eingriffe vor allem im
Gefallbereich und systemische Infektionen zusammen, die mit grol3en
Gewebedefekten einhergehen. Durch die Freisetzung systemischer Mediatoren

kann eine UbermaRige Fibrose getriggert werden.

Bei allen 9 Patienten, die in Grobners retrospektiver Studie eine NSF
entwickelten, lag zum Zeitpunkt der KM-Gabe eine metabolische Azidose vor
351 Es wurde daher vermutet, dass ein azidotischer Zustand die Gadolinium-
Dissoziation aus dem Chelatkomplex beglnstigt. Gegen diese Annahme spricht
eine weitere Untersuchung, laut der eine Azidose nicht als unabhangiger
Risikofaktor fiir eine NSF angesehen werden kann 9. Es wurden selbst Falle

von NSF bei alkalotischem Stoffwechselzustand beschrieben M8,

Auch einer Hyperphosphatamie, wie man sie haufig bei chronisch
Niereninsuffizienten vorfindet, wurde ein mdglicher Einfluss bei der NSF-

Entstehung beigemessen &

. Abraham et al. argumentieren, dass es bei
schlechter Loslichkeit freien Gadoliniums zur Ausbildung von Prazipitaten,
beispielsweise mit Phosphat, kommen kann ™. Frenzel et al. wiesen an
gesunden Testpersonen flur linear nichtionische Chelate (Omniscan®,
OptiMARK®) eine in vivo Dissoziationsvermehrung um 75% nach Zugabe von

Phosphat zu den Proben nach B,
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Was die Medikamentenanamnese betrifft, gibt es bisher keine Hinweise auf
einen Zusammenhang zur NSF. Hinterfragt wurde eine Verbindung u.a. zu
ACE-Inhibitoren, AT-llI-Antagonisten und Erythropoetin.

4.2.2. Gadolinium-Pharmakokinetik in Abhangigkeit v on der
Nierenfunktion, Dialysierbarkeit und Nephrotoxizita t

Patienten mit Niereninsuffizienz besitzen ein hoheres Risiko der NSF-
Entwicklung, da bei verlangerter Halbwertszeit des Gadolinium-Chelats die
Wahrscheinlichkeit der in vivo Transmetallierung steigt. Fur Gadodiamid wurde
bei gesunden Kontrollpersonen eine Halbwertszeit von 1,3 h(x 0,25) ermittelt,
bei schwerer Niereninsuffizienz stieg sie auf 34,3h(x22,9h) an 8. Nach
Grobners Untersuchungen kann die Halbwertszeit bei hochgradig

Niereninsuffizienten 30-120h tiberschreiten B,

Die Gadolinium-Verbindungen sind durch Hamodialyse filtrierbar, die
Elimination betragt 78,2%, 95,6%, 98,7% und 99,5% in der ersten bis vierten
Dialyse-Einheit . Da NSF-Falle auch trotz Durchfilhren einer Dialyse
beschrieben sind 1% 18 stellt diese keinen definitiven Schutz vor dem Auftreten
des Krankheitsbildes dar. Michaely et al. postulierten, dass die Toxizitat bereits
unmittelbar nach i.v. Gabe greift . Nichtsdestotrotz stellt die Dialyse die
einzige Madglichkeit dar, bei medizinisch gerechtfertigter KM-Gabe die

Elimination zu beschleunigen.

Heinrich et al. konnten nachweisen, dass die in vitro Nephrotoxizitat von
Gadolinium-basierenden Kontrastmitteln in angiographischen Konzentrationen

491 Eine

mit derer von iodhaltigen Kontrastmitteln vergleichbar ist
Verschlechterung der Nierenfunktion durch Gadolinium-KM-Gabe selbst bei
hoher Dosis konnte bislang weder tierexperimentell noch in Studien an

gesunden und niereninsuffizienzen Patienten festgestellt werden 8 8% %81,
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4.2.3. Systemische Manifestationen der NSF

Bei Erstbeschreibung des Krankheitsbildes ging man davon aus, es handele
sich um einen auf die Haut begrenzten Fibroseprozess, daher die
Namensgebung Nephrogene fibrosierende Dermopathie (NFD). Nachdem sich
in Autopsien Betroffener die Beteiligung innerer Organe wie Lunge, Myokard,
Nierentubuli oder Zwerchfell bestatigte 2% 33 © 102 yeranderte sich die
Betrachtung hin zu einem systemischen Prozess, der sich in der Bezeichnung

NSF widerspiegelt.

4.2.4. Beurteilung der Stabilitat der Chelate

4.2.4.1. Stabilitat der Gadolinium-Komplexe und Ris iko der

Transmetallierung

Den Prozess, bei dem Gadolinium-lonen aus dem Chelat-Komplex
herausgel6st werden, bezeichnet man als Transmetallierung. Endogene lonen
wie Cu?*, Zn**, Fe** oder Ca®" konkurrieren mit Gd** um die Bindung mit dem
Liganden. Bei Verdrangung aus dem Komplex gelangen freie Gadolinium-lonen
in den Blutkreislauf. In der Konsequenz kann das Gadolinium vor allem in Leber

und Knochen eingelagert werden und sekundar daraus mobilisiert werden ' 3

%, 114 Freie Gadolinium-lonen besitzen eine hohe Toxizitat und konnen als

Antigen fur Zellen dienen, die am Fibroseprozess beteiligt sind.

Klinische Studien zur in vivo Stabilitdt sind rar aufgrund der schwierigen
Durchfuhrbarkeit. Eine Reproduktion der pathophysiologischen
Stoffwechsellage bei Niereninsuffizienz ware von besonderem Interesse. Die
Einschétzung des individuellen Transmetallierungs-Risikos eines Gadolinium-
Chelats beruht daher zum einen auf der Anzahl der dokumentierten NSF-Falle

und zum anderen auf den physikochemischen Eigenschaften des Chelats.
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Chemische _Struktur: Die Starke der Chelatbindung wird durch die

Molekulstruktur und durch die Ladung der Verbindung beeinflusst. Wahrend
makrozyklische Chelate das Gadolinium fest umgeben, besitzen lineare Chelate
eine offenkettige Struktur. Gegenlber den ionischen Verbindungen gelten die
nichtionischen als weniger stabil. Aus diesem Grund sind den beiden
nichtionischen linearen Kontrastmitteln Omniscan® und OptiMARK® in der
kauflichen Losung bereits ein Uberschuss an freiem Ligand hinzugefugt ©*.

zur Klassifizierung der MR-Kontrastmittel s. Kapitel 1.2.2 b

Thermodynamische Stabilitét:

Im Chelatkomplex herrscht ein Gleichgewicht, fir das gilt:
[M]+[L] «>[ML], wobei M=Metall
L=Ligand
ML=Komplex
Die thermodynamische Stabilitéat wird gemessen in 10g k therm, Wobei fur K therm
gilt:
K therm = [ML] / [M][L]
Je hoher der Wert log K whem , desto stabiler ist der Komplex und desto weniger
Metall und Ligand liegen frei vor.
Durch Anwendung der ,Conditional-complex“-Stabilitat wird eine zusatzliche
Annaherung an die in vivo-Bedingungen erreicht. Sie ist definiert als 10g « cond
bei einem pH von 7,4 unter Verwendung der Protonierungskonstanten der
Liganden 1 ®4. Damit beschreibt sie unter physiologischem pH die Affinitat des
Chelats, das Gadolinium zu binden.
Die thermodynamische Stabilitdtskonstante von Omniscan® und OptiMARK®
liegt um das 100-1000-fache unterhalb derer anderer Chelate wie Magnevist®,
Multihance® oder Prohance®.

Kinetische Stabilitat:

Die kinetische Stabilitat beschreibt die Geschwindigkeit der Dissoziation
zwischen Metall und Liganden und lasst somit wichtige Ruckschlisse zu auf die

Gadolinium-Freisetzung in vivo.
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Sie ist messbar als Dissoziationshalbwertszeit T, bei pH 1 und beschreibt den
Zeitpunkt, bei dem 50% des Metalls gebunden und 50% in freier Form
vorliegen. Die Bestimmung der Dissoziationshalbwertszeit unterliegt grof3en
Schwankungen zwischen Laboratorien, welche die Bestimmungen

untereinander nicht vergleichbar machen [,

Frenzel et al. untersuchten die Dissoziationsraten unterschiedlicher Gadolinium-
Verbindungen im Serum gesunder Testpersonen unter physiologischen

B9 Dije Anwendung der Hochdruck-Fliissigkeitschromatographie

Bedingungen
in  Verbindung mit Massenspektroskopie ermdglichte die Differenzierung
zwischen komplex-gebundenem und freiem Gadolinium, prozentuale Angaben
beziehen sich auf die initial applizierte Dosis. Sie wiesen nach, dass die
Gadolinium-Freisetzung aus linearen Chelaten deutlich hoher lag, als dies bei
Betrachtung der entsprechenden ,Conditional-complex®-Stabilitat zu erwarten
war.

Im nativen Serum lag die 15-Tages-Dissoziation der nichtionischen linearen
Chelate im Vergleich zu den ionischen linearen Vertretern um etwa eine
Zehnerpotenz hoéher (Omniscan® 20%, OptiIMARK® 21%, Magnevist® 1,9%).
Durch Zugabe von freiem Liganden zum Gemisch (wie er in der
handelsiblichen Zusammensetzung von Omniscan® und OptiIMARK®
enthalten ist) konnten nur initial freigesetzte Gadolinium-lonen abgepuffert
werden ohne die Gesamtdissoziation zu beeinflussen.

Um eine Stoffwechselsituation zu simulieren, wie man sie oft bei chronischer
Niereninsuffizienz vorfindet, wurde den Serum-Proben 10mmol/l Phosphat
hinzugeflugt. Dies induzierte bei den linearen nichtionischen Verbindungen eine
initiale Dissoziationsvermehrung um das 100-fache wahrend der Anteil
ungebundenen Gadolinium nach 15 Tagen von 20 auf 35% der applizierten
Dosis anstieg. Unter den ionischen linearen Vertretern zeigte sich bei
anfanglich um das 12-20-fach erhohter Freisetzung am Endpunkt ein

vergleichbarer Anteil ungebundenen Gadoliniums.
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In der Gruppe der makrozyklischen Verbindungen lag die Dissoziation basal
und nach Phosphat-Zugabe unterhalb der Nachweisgrenze von 0,1%, wobei
keine Stabilitatsunterschiede bezlglich der Ladung feststellbar waren.

Fur die Starke der Gadolinium-Bindung ergibt sich somit folgende Reihenfolge:

Linear nichtionisch<linear ionisch<makrozyklisch ionisch und nichtionisch.

Weitere Untersuchungen bezlglich der Chelatstabilitit messen den
nichtionischen linearen Verbindungen ebenfalls das hochste Risiko der

Dissoziation und damit der Entwicklung einer NSF bei 7.

Michaely et al. kommen zu dem Schluss, dass innerhalb der zyklischen

Verbindungen die Molekilladung keinen Einfluss auf die in vivo Stabilitat besitzt
[64]

424.2. Evidenz fir Gadolinium-Dissoziation

a)Tierexperimentell

Tweedle et al. untersuchten durch Radiomarkierung die Anreicherung von
verschiedenen Gadolinium-Chelaten (Gadodiamid, Gadopentetat, Gadoteridol,
Gadoterat) in Knochen und Leber von Nagetieren Gber einen Zeitraum von 14
Tagen p.i. . Gadolinium-Ablagerungen waren bei den linearen Chelaten hoher
und langer nachweisbar als bei den zyklischen Verbindungen, wobei der
Ganzkoérper-Gadoliniumgehalt nach Gadodiamid-Applikation (lineare
nichtionische Struktur) den von Gadopentetat (linear ionische Struktur) Gbertraf.
Bei makrozyklischen Chelaten war nach 14 Tagen der geringste Gadolinium-
Gehalt im Gewebe messbar.

Der Faktor, der somit die in vivo Dissoziation am meisten beeinflusste war das

Vorhandensein einer zyklischen bzw. linearen Konfiguration des Chelats 1%/,

Wadas et al. betrachteten die abweichende Verstoffwechselung von

Gadolinium-Verbindungen bei transgenen Mausen mit eingeschrankter

Nierenfunktion im Vergleich zu nierengesunden Tieren. Die Messung der
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Restaktivitat der radiomarkierten Chelate ergab fur Gd-DOTA (makrozyklisch)
einen gegeniber der Kontrolle ohne renale Funktionseinschrdnkung um das 3-
fache erhohten Wert, fur Gd-DTPA (linear ionisch) zeigte sich eine etwa 8-fache
Aktivitat, im Fall von Gd-DTPA-BMA (linear nichtionisch) stieg der Wert sogar
auf das 24-fache 199,

Aus den vorliegenden Daten wird ersichtlich, dass der Antell
Residualgadolinium bei Niereninsuffizienz in Abhangigkeit von der Art des
Chelats erheblich ansteigt und so einen Trigger fir die Entwicklung einer NSF

darstellen kann.

Die gleiche Reihenfolge fir den Grad der langfristig nachweisbaren Gadolinium-
Hautablagerungen (linear nichtionisch>linear ionisch>makrozyklisch) stellten
auch Pietsch et al. in einem Modell niereninsuffizienter Ratten nach
wiederholter Kontrastmittel-Gabe fest ['®.

Der Gadolinium-Gehalt in Knochen von Versuchstieren zeigte selbst 2 Jahre

nach Ende der Magnevist-Gabe keine Tendenz zur Abnahme 2!,

Vergleicht man den Grad der Gadolinium-Ablagerungen bei wiederholter
Hochdosis-Exposition (5mmol/kg KG lber 4 Wochen) mit Siebers Ergebnissen
(2,5mmol/kg KG Uber 20 Tage), so fallen diese bei erster Studie héher aus als
man es durch Dosis-Extrapolation erwarten wirde ®* %l Dies lasst sich
erklaren durch vemehrte Gadolinium-Dissoziation, sobald die Nierenschwelle

Uberschritten ist.

Hautlasionen in tierexperimentellen Studien zur Medikamentensicherheit
wurden bereits 1993 fir Omniscan® und spater auch fiur OptiMARK®
dokumentiert ¥ 1% |n beiden Fallen handelt es sich um lineare nichionische
Chelatkomplexe, die eine geringe Stabilitat in vivo besitzen. Die entzindlichen
Hautveranderungen mit Ulzerationen wurden auf einen durch den Uberschuss

an Liganden induzierten Zinkmangel zurtckgefuhrt.
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Pietsch et al. legten dagegen kurzlich experimentell dar, dass nach KM-
Exposition zwischen zwei Nagergruppen mit und ohne Zinkmangel keine
Unterschiede beziglich des Auftretens von NSF-ahnlichen Hautldsionen

erkennbar waren ",

b) Dissoziation im Menschen

Gibby und White fuhrten an Patienten mit Gelenkersatz Studien durch, in denen
sie den Gadolinium-Gehalt im Knochen nach Verabreichung verschiedener
Chelate verglichen. Das nichtionischen linearen KM (Omniscan®) fuhrte hierbei
zum 2,5-4-fachen der Ablagerungen der makrozyklischen Gd-Verbindung

(ProHance®) ¥ 114

Nachdem ein Zusammenhang zwischen der Gabe von MR-KM und dem
Auftreten der NSF-Lasionen erstmals 2006 postuliert wurde % %% konnte eine
Kausalitat durch den Nachweis von Gadolinium in der Haut betroffener
Patienten belegt werden I ** 18 |n Wigintons Kollektiv fiel die Biopsie in 6 von
7 Fallen positiv fur Gadolinium aus, der 7. Patient hatte zum Zeitpunkt der
Probenentnahme nach akutem Nierenversagen und wiederhergestellter
Nierenfunktion bereits riicklaufige Hauterscheinungen €.

Abraham et al. fihrten bei 20 NSF-Patienten und einer Kontrolle (alle im
Stadium der terminalen Niereninsuffizienz) wiederholte Hautbiopsien mit
guantitativer Bestimmung des Gadolinium-Gehalts durch, die verwandte
Methode ermdoglichte die Differenzierung zwischen komplex-gebundenem und
freiem Gadolinium. Im Gegensatz zu den Kontrollbiopsien lie3 sich in allem
Proben der NSF-Patienten uncheliertes Gadolinium  feststellen.
Interessanterweise ergab sich bei der Mehrzahl der Untersuchten eine
Zunahme des Gd-Gehalts tber 3 bis 5 Jahre. Diese Tatsache begriindeten die
Autoren durch die Bildung endogener Gadolinium-Quellen im Knochen, aus

denen das Gadolinium langfristig freigesetzt werden kann ™.

Puttagunta et al. beurteilten den Effekt von Gd- DTPA-BMA (linear
nichtionisch), Gd-DTPA (linear ionisch) und Gd-HP-DO3A (makrozyklisch) auf
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Verdanderungen der Kupfer- und Zink-Konzetrationen in Serum und Urin. Gd-
DTPA-BMA fuhrte zum markantesten Anstieg der Zink-Exkretion
(27,4+9,2umol) wahrend Gd-HP-DO3A keine erhohte Zinkurie verursachte, Gd-
DTPA nahm zwischen den anderen Chelaten eine Mittelstellung ein
(5,9£1,9umol). Die Zinkurie wird durch in vivo Transmetallierung hervorgerufen,
bei der freie Gadolinium-lonen und Zn-DTPA(-BMA) entstehen. Der Parameter,
der das Risiko einer Dissoziation am ehesten Ubereinstimmend mit den
erhobenen Daten wiedergibt ist die kinetische Stabilitdt. Flr die untersuchten
Chelate lasst sich folgendes ableiten:

Stabilitat Gd-DTPA-BMA<Stabilitat Gd-DTPA<Stabilitdt Gd-HP-DO3A.

Eine Veradnderung der Serum-Werte fur Zink und Kupfer durch die
Kontrastmittelgabe liel3 sich genauso wenig nachweisen wie eine erhdhte
Kupferausscheidung im Urin Y. Zink liegt im Vergleich zu Kupfer im Serum in
hoherer Konzentration vor und besitzt im Vergleich zu Calcium eine hohere
Affinitat zu organischen Liganden, Eisen liegt praktisch immer proteingebunden
vor. Daraus ergibt sich fur Zink das hohere Potential, Gadolinium aus dem

Chelatkomplex zu verdrangen mit der resultierenden Zinkurie .

Der instabile Chelatkomplex von Gd-DTPA-BMA in Verbindung mit dem
Uberschissigen  Liganden in Omniscan  fihrten  besonders  bei
niereninsuffizienten Patienten zu falsch-niedrigen Calcium-Werten in der

[119, 122

farbkolorimetrischen Messung 1. Das Auftreten von Pseudohypokalzamie

ist fur keines der anderen Gadolinium-Chelate beschrieben 11,

42.4.3. NSF im Tiermodell

Ziel eines NSF-Modells ist es herauszufinden, wie Gadolinium-Chelate im
Organismus mit Niereninsuffizienz metabolisiert werden und ob NSF-ahnliche

Lasionen im experimentellen Setting auslosbar sind.

Sieber et al. reproduzierten an Ratten die verlangerte Gadolinium-Halbwertszeit

bei Niereninsuffizienz durch wiederholte Kontrastmittel-Gaben a 2,5mmol/kg KG
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Uber 20 Tage. Sowohl nach Omniscan®-Exposition als auch bei Gadodiamid
ohne Uberschissigen Liganden entwickelten sich Hautlasionen, die im Aspekt
der NSF glichen. Auch mikroskopisch zeigten sich Ubereinstimmungen:
beginnende Fibrose mit Spaltenbildung, heterogenes zellulares Infiltrat mit
Beteiligung CD34-positiver Zellen. Die dermale Gadolinium-Konzentration lag in
der Omniscan-Gruppe um den Faktor 10 hoher als in der Magnevist-Gruppe.
Sowohl nach Magnevist-Gabe als auch bei Testung des Liganden im

Omniscan-Praparat entstanden makroskopisch keine Hauteffloreszenzen 4,

Steger-Hartmann betrachteten vor dem Hintergrund der NSF erneut Ergebnisse
der tierexperimentellen Untersuchungen zur Medikamentensicherheit von
Magnevist® (Gadopentetat) und konnten in den Biopsien von Haut und inneren
Organen ebenfalls keine mit den NSF-Lasionen vergleichbare Pathologie
feststellen, trotz ahnlich hoher Gadolinium-Konzentrationen der Hautproben wie

in Siebers Untersuchung %,

Haylor et al. mafl3en bei Ratten nach subtotaler Nephrektomie und einmaliger
Omniscan-Injektion (2,5mmol/kg KG) die Gadolinium-Konzentrationen in
Knochen, Leber und Haut. Sie gelangten zu dem Schluss, dass bei 2,5
(Knochen) bis 10-fach (Leber) erhéhter Gewebekonzentration im Vergleich zu
nicht nephrektomierten Kontrollen ein linearer Zusammenhang etabliert werden
kann zwischen Serum-Kreatininwert und Grad der Gadolinium-Ablagerungen.
Interessanterweise waren Hautlasionen trotz vermehrtem zellularem Infiltrat und
CD34-positiver Immunhistochemie auBerlich nicht sichtbar B%. Mdglicherweise
wurde das NSF-Aquivalent bereits getriggert, aber 4 Wochen
Beobachtungszeitraum reichten nicht aus far die Entwicklung einer
makroskopisch sichtbaren Fibrose. Beziglich des Zeitfensters zwischen
Exposition und Auftreten der Hautlasionen liegt der Median je nach

Patientenkollektiv zwischen 25 Tagen und 11 Wochen [0 118,
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4.2.5. Pathophysiologie der NSF

425.1. Fibrosemechanismus und involvierte Mediato ren

Fibrose ist gekennzeichnet durch Uberwucherung, Verhartung oder Vernarbung
von Gewebe, welche auf ein Ungleichgewicht zwischen Synthese und
Katabolismus von Extrazellularer Matrix und insbesondere Kollagen
zuruickzufihren ist. Haupteffektorzelle der ECM-Produktion ist der aktivierte
Myofibroblast, der aus diversen Zellarten ausdifferenzieren kann. Somit besitzt
er in der Fibrogenese eine Schlusselrolle 2%,

Auf Organebene wird der Fibroseprozess relevant durch die Verdrangung
lokaler  parechymatdser Zellen und dem daraus entstehenden

FunktionseinbufRen.

Bisher zielten viele medikamentdése Therapien auf die Unterbrechung
chronischer Entzindung, durch die haufig die Fibrose aktiviert wird. Mit
Verbesserung des Verstandnisses von Fibrosemediatoren und deren
Interaktionen steigt die Evidenz, dass es zwischen Entziindungsmediation und
Fibrosemediation auch abweichende Signalwege gibt. Durch gezieltes
Anknupfen der pharmakologischen Therapie an die fibrogenen Signale konnte
im Tierversuch bereits ein Fortschreiten der Fibrose verlangsamt werden. Diese
Ergebnisse sind vielversprechend auch im zukinftigen klinischen Einsatz bei
einem Prozess, der bei den unterschiedlichsten Krankheitsbildern die Prognose

determiniert.

Rolle der Chemokine: Chemokine flihren zu Migration von Leukozyten an den

Ort eines Gewebedefekts. Unter ihnen gelten besonders CCL3 (macrophage
inflammatory protein 1 a) und CCL2 (monocyte chemoattractant protein 1) als

profibrotische Mediatoren [¢% 193,

Rolle der Thl- und Th2- Antwort: Bei Mausen mit dominierender T-Helfer-1-

Antwort zeigte sich eine Hochregulierung der Gene fur Akute-Phase-Reaktion
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und Apoptose in Zusammenhang mit einer gesteigerten Aktivitat von Interferon
y und Interleukin 12, die antifibrotische Eigenschaften besitzen 3 .

Zu den Zytokinen, die in der Th2-gepragten Immunantwort involviert sind
gehoren u.a. Interleukin 4, Interleukin 5 und Interleukin 13. Erhéhte IL4-Werte
konnten in einer Vielzahl fibroseinduzierender Erkrankungen nachgewiesen
werden 3 119,

In Studien wurde die fibroseinduzierende Potenz von Interleukin-4 héher als
die von TGFB-1 eingestuft ?7.

Humane Fibroblasten besitzen Interleukin-4-Rezeptoren, deren Aktivierung zur
gesteigerten ECM-Synthese filhrt ®  wahrend selektive Interleukin-4-
Antagonisierung das Fortschreiten der Fibrose hemmt ["4,

IL-13 besitzt teilweise identische Signaltransduktionswege wie IL-4, durch den
Einsatz transgener und Knockout-M&use und die selektive Antagonisierung
konnten kirzlich auch Abweichungen in der generierten Antwort nachgewiesen
werden: Die Fibroseentwicklung war nach IL-13-Antagonisierung deutlich
reduziert ¥, 1L-13-defiziente Mause besaRen nach chemischer Stimulation im

Vergleich zu Mausen mit IL-4-Defizienz stark reduzierte Kollagen-Ablagerungen
[54]

Rolle von TGFB: Der Stellenwert von TGFf in diversen physiologischen und

pathologischen Signalwegen, zu denen auch die Uberschiel3ende Fibrose
gehort, war bereits Kernstiick diverser Studien % %%,

Blutmonozyten und Gewebsmakrophagen stellen die Hauptquelle fir TGFB1
dar. Da es in inaktiver Form intrazellular gespeichert wird, kbnnen die Schritte,
die bei der Aktivierung und Freisetzung durchlaufen werden, pharmakologische
Ansatzpunkte zur Fibroseinhibierung sein 2.

TGFB1 induziert auf direktem Weg die Ausdifferenzierung mesenchymaler
Zellen zu Myofibroblasten. Nach Andocken an Transmembranrezeptoren kann
TGFB1 Uber Smad-Proteine die Transkription von Prokollagen 1 und |li
verandern 84,

IL-13 und TGF B1 interagieren in der Fibrogenese, zum Beispiel kann IL-13 in

Makrophagen die Sekretion von latentem TGFB1 aktivieren *2Y. Es haben sich
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Hinweise ergeben, dass IL-13-getriggerte Fibrose auch TGFB1-unabhangig
stattfinden kann 2,

4.25.2. NSF: Histologie, Rolle der CF, Rolle des TGFR, weitere

Fibrosemediatoren

Charakteristisch fur Hautbiopsien, welche die Diagnose der NSF bestatigen,
sind neben dem Infiltrat von Fibroblasten und dendritischen Zellen und den
verdickten  Kollagenbindeln mit  Spaltenbildung die  doppelpositive
immunhistochemische  Farbung  CD-34+, Prokollagen | +, eine
Immunhistochemie, die den zirkluierenden Fibrozyten charakterisiert 2%,

Der Zelltypus des zirkulierenden Fibrozyten wurde erstmals 1994 im Rahmen
eines Wundheilungsmodells beschrieben ™. Den von pluripotenten
Knochenmarkszellen abstammenden Fibrozyten wurde bereits damals eine
Rolle sowohl in der Wundheilung als auch bei pathologischen Fibroseprozessen
zugesprochen.

Das CD34-Oberflachenantigen haben CF gemeinsam mit hdmatopoetischen
Stammzellen, Endothelzellen und Knochenmark-Stromazellen. Somit besitzen
sie sowohl die Eigenschaft im Blutkreislauf zu zirkulieren als auch die Fahigkeit
Zellmatrix zu synthetisieren (Prokollagen 1). CF sind beteiligt an der
proliferativen Phase der Wundheilung, als antigen-prasentierende Zellen sind
sie in der Lage naive T-Zellen zu aktivieren. Durch die Produktion von

Wachstumsfaktoren und Zytokinen erfolgt die Interaktion mit anderen Zellen £,

Die Angiogenese, welche u.a. durch die Sekretion von VEGF, PDGF-A und M-
CSF vermittelt wird P findet sich sowohl in Gewebeproben von

Wundheilungsprozessen als auch in den NSF-Hautbiopsien wieder.
Die Kollagensynthese und der -Abbau werden durch Matrixmetalloproteinasen

(MMP) und deren Inhibitoren wie z.B. TIMP (tissue inhibitors of
metalloproteinases) reguliert ["°.
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Varani et al. wiesen in Zellkulturen von Hautfibroblasten eine gesteigerte
Ausschittung von MMP-1 und TIMP-1 nach Exposition gegentber Omniscan®
und in geringerem Mall auch gegeniber Magnevist®, Multihance® und
Prohance® nach ") Bei vermehrter Kollagen-I-Ablagerung ohne Zunahme der
Prokollagen-1-Synthese beruht die profibrotische Wirkung von Omniscan® auf
einer Beeinflussung des Kollagenabbaus durch ein Enzym/Inhibitor-System
ohne Zunahme der Neusynthese ©.

Edward et al. stellten fur aus der Haut von NSF-Patienten isolierte Fibroblasten
erhohte Syntheseraten fur Hyaluron (3,2-5-fach) und Kollagen(1,8-4-fach) im
Vergleich zu Kontroll-Fibroblasten fest . Wahrend die Inkubation von Kontroll-
Fibroblasten mit NSF-Patienten-Serum eine Zunahme der ECM-Synthese
induzierte, konnte man diesen Effekt bei aus Hautbiopsien der fibrotischen
Areale isolierten Fibroblasten nicht nachweisen. Da die NSF-Fibroblasten basal
bereits maximal aktiviert sind, ist durch Zugabe von Patienten-Serum keine
weitere Steigerung der ECM-Synthese erreichbar %,

Die Prasenz von fibroseinduzierenden Faktoren im Serum spricht dafir, dass
die Antwort auf den exogenen Stimulus des KM auf systemischer Ebene
ablauft.

Die Quelle der fibrogenen Zytokine und Wachstumsfaktoren konnten
beispielsweise Monozyten darstellen. Wermuth et al. wiesen durch Exposition
von Blutmonozyten mit Gd-DTPA-BMA (Omniscan®), Gd-DTPA (Magnevist®)
und Gd-Chlorid eine Stimulation von Expression und Sekretion von Interleukin-
4, 6, 13, Tumornekrosefaktor a und vascular growth factor nach. Die
anschlieBende Inkubation mit dem konditionierten Medium der Monozyten
induzierte in humanen Hautfibroblasten einen profibrotischen Phanotyp 2.
Gadolinium-Chlorid, welches hier eine profibrotische Antwort hervorrief, zeigte
bei direkter Inkubation mit Hautfibroblasten keine wachstumsférdernde Wirkung
[24]

Bezuglich der proliferativen Wirkung der KM auf verschiedene Zellreihen
divergieren die Untersuchungsergebnisse: Hautfibroblasten-Kulturen, die mit
1ImM Omniscan® inkubiert wurden, zeigten unabhangig von ihrer

Inkubationsdauer (1Tag, 4Tage) ein signifikant gesteigertes Wachstum, mit

- 104 -



Abnahme der Zellzahlverdopplungszeit (Kontrolle:28h, Omniscan®: 22h) und
Erhéhung der Zelldichte(Kontrolle: 4,75x10*, Omniscan®:9,3x10%) 24,

Varani et al. beschrieben ebenfalls einen proliferativen Effekt von Omniscan®,
und in geringerem Umfang auch von Magnevist®, Multihance® und Prohance®
auf das Wachstum von Hautfibroblasten 197,

Wiesinger et al. konnten dagegen fir Omniscan®, Multihance® und das
Mangan-basierende Teslascan® in bis zu 20-facher normaler plasmatischer
Konzentration und 24-stiindiger Inkubation keine Induktion von gesteigertem
Zellwachstum bei embryonalen Lungenfibroblasten und Nabelschnur-
Endothelzellen feststellen ¢ 1171,

Zum gleichen Ergebnis gelangten auch die Untersuchungen dieser
Promotionsarbeit, die sich mit den Gadolinium-haltigen Kontrastmitteln
Magnevist® und Gadovist® und dem Eisen-haltigen Kontrastmittel Resovist®
beschaftigten.

Eine mogliche Erklarung fir die divergierenden Ergebnisse liefert die
Verschiedenheit der untersuchten Zellpopulationen. Wéahrend TGFB-1 Uber
smad3-Signalisierung in Hautfibroblasten eine proliferative Antwort mit
Zunahme der Hyaluron-Synthese induzierte, fuhrte derselbe Signalweg in
Fibroblasten der Mundschleimhaut zu einem antiproliferativen Ergebnis 2.
Strutz et al. zeigten, dass die TGFB-1 getriggerte Proliferation zwischen den
Fibroblasten-Subpopulationen abweichende Transduktionsmechanismen
durchlauft: PDGF-Blockade fiihrte zu Reduktion des Proliferationsreizes in
Hautfibroblasten, wahrend die Proliferation von Nierenfibroblasten, welche
groftenteils basic fibroblast growth factor (FGF-2)-mediiert ist, davon
unbeeinflusst blieb %,

Die Wirkung des TGFB-1 hangt dariber hinaus von dessen Quelle ab: Wahrend
TGFB-1 aus Makrophagen meist eine profibrotischen Effekt besitzt 31 scheint
von T-Zellen synthetisiertes TGFB-1 eher eine fibrosesupprimierende Rolle

auszuuben 5%,

Haupteffektor der ECM-Produktion ist der aktivierte Myofibroblast, der aus einer

Vielzahl anderer Zelltypi hervorgehen kann, wie beispielsweise ansassige
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mesenchymale Zellen, Epithel- und Endothelzellen (sogenannte epitheliale/
endotheliale mesenchymale Transition) und zirkulierende Fibrozyten 2.
Mit dem intraldsionalen Gadolinium-Nachweis aus Hautbiopsien von NSF-

Patienten [ 4% 118l

gilt der kausale Zusammenhang zwischen Kontrastmittel-
Exposition und Entstehung der NSF als erwiesen. Weiterhin unklar bleibt, ob
das noch in der Blutbahn befindliche durch Transmetallierung freigesetzte
Gadolinium den Trigger der Fibrose darstellt oder ob erst die kutanen
Gadoliniumablagerungen die Fibrogenese aktivieren. Kutanes Gadolinium
konnte zur Aktivierung ansassiger Fibroblasten fuhren, alternativ kdnnen auch
Makrophagen nach Phagozytose des Fremdmaterials profibrotische Faktoren
ausschutten 24,

Die zum aktuellen Zeitpunkt meistverbreitete These ist die der zirkulierenden
Fibrozyten. Ungebundenes Gadolinium wirkt als Antigen fir die CF, welche in
die Dermis migrieren, wo sie durch immunhistochemische Farbung
nachweisbar werden. Cowper liefert zum Beleg der systemischen Postulate der
CF folgende Argumente: Die symmetrischen Verteilung der Hautlasionen, die
Geschwindigkeit der Entwicklung der NSF bei Abwesenheit von Mitosefiguren
in den Hautschnitten, der histologische Aspekt, welcher einem
Wundheilungsprozess mit der dazugehérigen Angiogenese gleicht und das
Beginnen der Hauteffloreszenzen an abhangigen Koérperpartien, wo erhdhte
vaskulare Permeabilitat die zellulare Migration erleichtert 7.

Durch Ausdifferenzierung zu Myofibroblasten und Steigerung der
Matrixsynthese stellt der zirkulierende Fibrozyt einen potentiellen
Fibrosegenerator dar.

Verdnderungen der CD-34-Expression im zeitlichen Verlauf fibrotischer
Erkrankungen konnten verschiedentlich nachgewiesen werden. Aiba und
Tagami stellten in hypertrophischem Narbengewebe eine allmahliche
Verminderung des CD-34-Oberflachenantigens fest, welche sie assoziierten mit
dem Ubergang von der inflammatorischen zur regenerativen Phase.
Gleichzeitig fanden sie eine verstarkte Expression von Prolyl-4-Hydroxylase,
welche der Stabilisierung der Kollagen-Tripelhelix dient .
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Quan sieht im Verlust der CD-34-Expression eine Transition von der
zirkulierenden zur ECM-synthetisierenden Zelle 2.

Bei Patienten mt allergischem Asthma zeigte sich ein positiver Zusammenhang
zwischen CD34 positiven Zellen im Bronchial-Biopsat und der Entwicklung einer
Atemwegsfibrose. TGFB-1 induzierte die Ausdifferenzierung zu Myofibroblasten
mit Verlust der CD34-Expression 2.

In der betroffenen Haut von Sklerodermie-Patienten liegt eine verminderte
CD34-Expression im Vergleich zu gesunden Kontrollen vor . Eine mégliche
Erklarung fir die persistierende fibrotische Aktivitdt bei dem Krankheitsbild
liefert die Aufechterhaltung des Fibroblasten-Phanotyps durch ein autokrines
TGFB-1 Signal 2

Jiménez et al. beschrieben erhdohte TGFB-1-Expression in Hautbiopsien von
NSF-Patienten !, welche in einer Zellkultur mit nativen Hautfibroblasten nach
Kontrastmittel-Exposition nicht reproduziert werden konnte ™. Dies spricht
dafur, dass es sich bei den TGFB-1-sekretierenden Zellen nicht um die
Hautfibroblasten selbst handelt, sondern um andere Fibrosemediatoren wie

beispielsweise Monozyten oder Makrophagen 2% 112,

4.2.6. NSF- Konsequenzen im klinischen Alltag

Da Patienten mit hohem Risikoprofil fur NSF ebenfalls durch die Entwicklung
einer CIN (Contrast induced nephropathy) bei Gabe von jodhaltigem
Kontrastmittel in der Computertomographie gefahrdet sind, muss eine
Abwagung der beiden Risiken gegeneinander erfolgen.

Als CIN wird eine Verschlechterung der Nierenfunktion nach intravasaler
Kontrastmittelgabe bezeichnet, die mit einem Serum-Kreatinin-Anstieg von
>0,5mg/dl oder 225% des urspriinglichen Wertes einhergeht . Wahrend die
Inzidenz in der Gesamtpopulation bei 1-2% liegt, kann sie bei

Hochrisikopatienten fiir Niereninsuffizienz bis zu 50% betragen %2,

Bei Auftreten der CIN ist die Gesamtmortalitat im ersten Jahr um 9% erhoht 62,

Die NSF-Inzidenz liegt bei schwerer Niereninsuffizienz zwischen 3 und 7% %,

Hieraus wird ersichtlich, dass die kontrastverstarkte Computertomographie
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gerade in der Risikopopulation keine Alternative zur MRT mit Gadolinium-KM
darstellt. Da auf eine Gefalidarstellung bei vielen dieser Patienten nicht
verzichtet werden kann, sollte in Ubereinstimmung mit den europaischen
Richtlinien (s. Kap. 1.3.2) auf eine Gadolinium-Verbindung mit niedrigem

Risikoprofil zurickgegriffen werden.

Ein Auftreten der NSF wurde bisher nicht dokumentiert nach der Gabe von

Gadoterat Meglumin, Gadoteridol, Gadobenat Dimeglumin und Gadobutrol ™%,

Ein weiteres Ziel muss es sein, einen ausreichenden Gewebekontrast bei
maoglichst geringer Kontrastmitteldosis zu erreichen, beispielsweise durch den

Einsatz optimierter Spulensysteme oder starkere Magnetfelder (3T).

Da ein Nutzen diverser pharmakologischer Therapien nur im Einzelfall
nachweisbar war, ist die Pravention der NSF essentiell. Hierzu bieten sich
Screeningfragebdgen auf eine noch nicht diagnostizierte Niereninsuffizienz an,
denen sich bei Verdacht die Bestimmung der GFR mittels Cockcroft-Gault-
Formel oder MDRD-Formel anschlief3t.

Bei Wiedererlangen der Nierenfunktion, nach akutem Nierenversagen oder
durch Nierentransplantation zeigte sich teilweise eine Rucklaufigkeit der

Hautveranderungen 27,

4.3. Eigene Untersuchung
4.3.1. Beurteilung der Methode

Ziel der Zellkulturuntersuchung war es, so approximativ wie moéglich die in vivo
Bedingungen zu reproduzieren. Nur auf diese Weise kann man aus den
erhobenen Daten auch eine gewisse Aussage fur die Kontrastmittel-Auswirkung
in der Schwangerschaft ableiten. Nachfolgend werden Starken und
Schwachpunkte des verwendeten in vitro-Modells aufgezeigt.
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In einer Monolayer-Kultur lasst sich lediglich das Wachstumsverhalten einer
Zellpopulation betrachten. Eine Kontrastmittelwirkung, die auf der Interaktion
verschiedener Zellen wie beispielsweise Fibroblasten, Endothelzellen und im
Blutkreislauf zirkulierenden Zellen beruht, entzieht sich dem Urteil. Gerade
zirkulierende  Mediatoren nehmen allerdings nach dem aktuellen
wissenschaftlichen Stand in der Pathophysiologie der NSF einen wichtigen
Stellenwert ein.

Auch die Zell-Zell-Kkommunikation durch Ausschittung von Zytokinen und
anderen Signalmediatoren war nicht Gegenstand dieser Arbeit.

Das durch das Kulturmedium gebildete extrazellulare Milieu und der
intermittierende Medienwechsel entsprechen nicht dem physiologischen
Flie3gleichgewicht eines Organismus, in dem das Substratangebot gleichmaRig
vorhanden ist, Abfallprodukte entsorgt werden und der Saure-Basen-Haushalt
durch Pufferungsvorgadnge aufrecht erhalten wird.

Die Wahl der Kontrastmitteldosis steht in direktem Bezug zu den
Konzentrationen, wie sie im menschlichen Plasma angenommen werden. Auch
erfolgt die vergleichende Bewertung der Toxizitat zwischen verschiedenen
Kontrastmittelgruppen.

Die Kontrastmittel-Verweildauer im fetalen Organismus ist schwer zu erfassen.
Studien mit radiomarkiertem Kontrastmittel zeigten nach 24 Stunden einen
Abfall auf 1/100 der initialen Aktivitat [?. Eine Inkubationszeit von 4 bzw. 24
Stunden scheint somit eine adaquate Annédherung an die realen Umstande zu
bieten, wobei eine langere Verweildauer sehr geringer KM-Konzentrationen im
Fruchtwasser denkbar ist.

Im Fall von schwerer Niereninsuffizienz wird von einer Halbwertszeit
Gadolinium-haltigen  Kontrastmittels ausgegangen, die 30 Stunden

uberschreiten kann 1%

. Somit bleibt es fraglich, ob die von uns gewahlte
Expositionsdauer zu kurz fur die Induktion eines fibrotischen Geschehens in
humanen embryonalen Lungenfibroblasten war. Auf der anderen Seite sind
NSF-Falle auch beschrieben bei Patienten, die unmittelbar nach Exposition
einer Dialyse unterzogen wurden, was fur die sofort eintretende Toxizitat des

Kontrastmittels spricht.
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Es ist bekannt, dass TGFB1l in Fibroblasten unterschiedlicher Herkunft
gegensatzliche Antworten hervorrufen kann 3. Eine Beteiligung der Lunge am
systemischen Fibroseprozess ist nicht obligat, wurde aber bereits in der

Literatur beschrieben 68,

Von diesem Standpunkt wéare auch eine
wachstumsanregende Wirkung auf die embryonalen Lungenfibroblasten
maoglich gewesen.

Durch die Beurteilung der =zellularen Integritat  unterschiedlicher
Zellpopulationen auf diversen Ebenen mit (bereinstimmendem Ergebnis

gewinnt die getroffene Endaussage an Tragweite.

4.3.2. Diskussion der eigenen Ergebnisse

Proliferationskinetik:

Bei den embryonalen Lungenfibroblasten, deren Zellzahl tber 21 Tage nach
Ende der Inkubation mit den Kontrastmitteln bestimmt wurde, trat ein
exponentieller Zellzahlanstieg ab Tag 4 ein. Die maximalen Zellzahlen wurden
an Tag 11 erreicht, es folgte eine Plateauphase mit leichter Abflachung der
Kurve.

Nach 4-stindiger Exposition in 1- bis 20-facher normaler plasmatischer
Konzentration hoben sich die Kurven der verschiedenen Bedingungen nicht
voneinander ab (Abb. 3.2). Es trat bei keinem der Kontrastmittel ein
wachstumshemmender Effekt auf. Auch ein hoherer Proliferationsanreiz durch
die Kontrastmittelexposition war nicht festzustellen.

In der 24-Stunden-Gruppe der embryonalen Lungenfibroblasten zeigte sich
dagegen fur Magnevist® in maximaler Dosierung ein initial verzbgertes
Wachstum mit signifikanter Abweichung von den restlichen Bedingungen an
Tag 4, dessen Tendenz an Tag 7 weiterhin bestehen blieb (Abb. 3.6). Da sich
der verminderte Zellzahlzuwachs im weiteren Verlauf ausglich, handelt es sich
hierbei nicht um den Nachweis einer Toxizitdt, sondern lediglich um einen
antiproliferativen Effekt ~mit  anschlieender Kompensierung des
Wachstumsriickstandes. Zwar wurde die hdchste maximale Zellzahl in der

Kontrolle erreicht, wéahrend die Spitze der Kurve fur die mit Resovist® und
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Magnevist® in 10- und 20-facher Konzentration inkubierten Zellen flacher
verlief, doch besitzen die Unterschiede keine statistische Signifikanz. Ein im
Vergleich zur Kontrolle gesteigertes Wachstum war fur keine der Bedingungen

Zu verzeichnen.

Bei den HUVEC folgte auf einen langsamen Zellzuwachs bis Tag 3 eine
exponentielle Vermehrung mit Erreichen der maximalen Zellzahl um Tag 10,
der sich die Ausbildung eines Plateaus bis zum Ende des
Beobachtungszeitraums an Tag 17 anschloss.

Nach 24-stindiger Inkubation in den maximalen Konzentrationen (10x, 20x)
ergaben sich fur keine der Bedingungen Abweichungen von der Kontrolle (Abb.
3.16). In der Untersuchung der Nabelschnur-Endothelzellen traten demnach
weder eine Toxizitat noch ein voribergehender antiproliferativer Effekt auf, wie
er bei den Lungenfibroblasten fir Magnevist® in héchster Inkubationsdauer und

KM-Konzentration zu beobachten war.

Viabilitat:

Fur beide Inkubationszeiten hielten sich die Viabilitatswerte der HEL in der
ersten Halfte des Beobachtungszeitraumes konstant und sanken im Verlauf
leicht ab.

Nach 4-stiindiger KM-Exposition unterschied sich die Viabilitat der embryonalen
Lungenfibroblasten zu keinem Zeitpunkt von der der Kontrolle (Abb.3.11).
Unmittelbar nach Ende der 24-stindigen Exposition in der hdochsten
Konzentration war die Viabilitat der HEL bei Magnevist® (signifikant), Resovist®
(nicht signifikant) und Gadovist® (nicht signifikant) herabgesetzt (Abb 3.12) . Im
Verlauf glichen sich die Viabilitaten der unteschiedlichen Bedingungen einander
an, so dass keine Divergenzen in Abhangigkeit von Kontrastmittel oder
Konzentration mehr feststellbar waren.

Im direkten Vergleich der 4- und 24-Stunden-Werte zeigten sich an den beiden
ersten Beobachtungstagen Viabilitdtsdifferenzen zugunsten der Kkirzeren
Inkubationszeit, welche bei héherer KM-Konzentration ausgepragter waren
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(Abb. 3.13, 3.14, 3.15). Die Differenzen verschwanden an den weiteren
Versuchstagen.

Nach einem globalen Absinken der Viabilitatswerte der
Nabelschnurendothelzellen unmittelbar nach Aussaat folgte ein Wiederanstieg
auf das urspringliche Niveau mit Konstanz bis zum Ende der
Proliferationskinetik (Abb. 3.18). Dieser Effekt kann, da er auch bei der
Kontrolle auftrat, am ehesten auf zellulare Adaptationsmechanismen
unmittelbar nach Aussaat und nicht auf eine Kontrastmittel-Wirkung
zuruckgefuhrt werden. Mit Ausnahme zweier Werte an Tag 0 schwankten die

gemessenen Viabilitaten um den Wert der Kontrolle.

Koloniebildungsassay:

Die Bestimmung der Koloniebildungsrate gilt als geeignete Methode um auch
subtile Einwirkungen einer Noxe zu erfassen.

Wahrend sich bei 4-stindiger Kontrastmittelinkubation nur eine Tendenz zur
konzentrationsabhangigen Hemmung der Koloniebildung fir Magnevist® und
Resovist® zeigte (Abb. 3.20), fihrte eine verlangerte Expositionsdauer von 24
Stunden zu signifikant verminderter klonogener Aktivitdt der embryonalen
Lungenfibroblasten, die mit Magnevist in 10- und 20-facher Konzentration
inkubiert wurden (Abb. 3.23)

Bezuglich der Koloniebildungsrate der Nabelschnur-Endothelzellen nach 24-
stindiger Inkubation mit den Kontrastmitteln in hoher Konzentration lief3 sich fur
keine der untersuchten Verbindungen eine Herabsetzung der klonogenen

Aktivitat feststellen.

Zellzyklus:
In der Analyse der Zellzyklusanteile sollte definiert werden, ob sich aus der

Kontrastmittelexposition eine Veranderung der Phasenanteile im Vergleich zur
Kontrolle ergibt. Durch das Einwirken einer Noxe, kann der reguléare Zellzyklus
beeintrachtigt sein. Kontrollmechanismen, die auf zellularer Ebene durchlaufen
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werden, filhren bei einem fehlerhaften Produkt dazu, dass der Ubergang in die
darauffolgende Phase verhindert wird.

Wir untersuchten die Kontrastmittelwirkung unmittelbar nach Expositionsende
als auch 24 Stunden spéter, wobei die embryonalen Lungenfibroblasten zuvor
mit der maximalen 20-fachen Konzentration inkubiert worden waren.

Die G;-Phase macht bezuglich ihrer zeitlichen Dauer den l&angsten Phasenanteil
aus. Dementsprechend befinden bei allen untersuchten Bedingungen mit
Ausnahme von Magnevist® 24 Stunden nach Ende der Exposition die Mehrheit
der Zellen in dieser Phase.

Der Anteil der Zellen in der S-Phase stellt einen guten Mal3stab des
proliferativen Verhaltens dar. Hier findet die Replikation der DNA statt, welche
den Grundstein legt fur die spatere Zellteilung. Ein erhdhter S-Phasen-Anteil 24
Stunden nach Inkubationsende gegeniber der Messung unmittelbar nach
Kontrastmittelexposition zeigte sich am deutlichsten bei Magnevist®, wobei
dieser von 2,9% auf 38,5% anstieg und in geringerem Mal3e auch bei
Gadovist® mit einer Zunahme von 16,7% auf 26,8%. Durch die beiden
Gadolinium-haltigen Kontrastmittel ist eine voriibergehende Hemmung der
Syntheseleistung der HEL aufgetreten, die 24 Stunden spéater bereits
kompensiert wurde (Gadovist®) bzw. zu einer reaktiv gesteigerten
Syntheseleistung im Vergleich zur Kontrolle fiihrte (Magnevist®)(Abb. 3.27,
Abb. 3.28).

Die G,-Phase ist gekennzeichnet durch die Synthese von Proteinen und RNA,
die fur die Mitose bendttigt werden. Werden die Kontrollpunkte nicht regelrecht
durchlaufen, fuhrt dies zu einem Gy/M-Arrest. Der G,/M-Anteil zeigt im
Vergleich der beiden Messungen wenig Veranderungen. Nach Gadovist®- und
Magnevist®-Exposition geht der zunehmende S-Anteil einher mit einer leichten
prozentualen  Verminderung der G,/M-Phase. Somit trat nach

Kontrastmittelexposition kein G,/M-Arrest auf.

Mitochondriales Transmembranpotential:

Eine mogliche Art, wie sich Toxizitat bei Exposition gegentber einer Noxe

manifestieren kann, ist in Form einer gesteigerten Apoptose. Das
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aufrechterhaltene Transmembranpotential nach Inkubation mit Magnevist®,
Gadovist® und Resovist® deutet darauf hin, dass die Kontrastmittelexposition
keinen  Einfluss auf das  Apoptoseverhalten der  embryonalen
Lungenfibroblasten ausubt.

Dieses Ergebnis ist Ubereinstimmend mit der Abwesenheit von Apoptose bei
der Viabilitdtsbestimmung und mit der reversiblen antiproliferativen Wirkung in

der Proliferationskinetik.

Immunfluoreszenz:

In der Immunfluoreszenz koénnen durch Antikérpermarkierung selektiv
Zellbestandteile  angefarbt werden mit dem Ziel, morphologische
Verdanderungen nach Exposition gegenidber den Kontrastmitteln sichtbar zu
machen.

Einer der Antikdrper, die wir einsetzten, war gegen Vimentin gerichtet. Vimentin
gehort der Gruppe der Intermediarfilamente (IF) an, zusammen mit Mikrotubuli
und Mikrofilamenten bilden sie das zytoskelettale System, welches in nahezu
allen ausdifferenzierten Zellen vorhanden ist.

Wahrend die den Intermediarfilamenten attribuierte Funktion bis in die 90er-
Jahre in erster Linie im Erhalt struktureller und mechanischer Integritat bestand,
hat sich das Verstandnis heute hin zu dynamischen Zellelementen gewandelt.
Sie sind beteiligt an der Regulation von Proteinen, welche Prozesse wie
Zelladhasion, Migration und zellulares Uberleben/Apoptose beeinflussen. Auch
in der Pathogenese diverser Erkrankungen scheinen Mutationen von IF eine
Rolle zu spielen !,

Vimentin ist das Haupt-IF-Protein in mesenchymalen Zellen, somit ist die von
uns angewandte Farbung nicht Fibroblasten-spezifisch, sie kann beispielsweise
auch bei glatten Muskelzellen oder Endothelzellen eingesetzt werden.

Die Anfarbung der Zellkerne wurde mithilfe von DAPI erreicht, welches in die
DNA interkaliert.

Nach Exposition gegeniber den Kontrastmitteln Gadovist, Magnevist und
Resovist in maximaler 20-facher Konzentration traten keine Veranderungen des

charakteristischen Aspekts der Fibroblasten auf. Das feine Netz der
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Intermediarfilamente besald eine homogene Auspragung, die zellularen
Randbereiche waren klar gegeneinander abgrenzbar. Auch bezuglich ihrer
GroRRe zeigten die KM-exponierten HEL im Vergleich zur Kontrolle keine
Auffalligkeiten (Abb. 3.32, 3.34, 3.35). Hinweise auf eine Toxizitat wirden sich
beispielsweise aus einem ungleichmalig aufgebautem Zytoskelett, vegrol3erten
.-aufgedunsenen“ Zellen oder dem Verlust des Fibroblasten-spezifischen
Aussehens mit langgestreckten Auslaufern ergeben.

Nach KM-Exposition wiesen die Zellkerne weiterhin ihre regelmallige ovale
Form auf, es traten keine nuklearen Ausstilpungen oder Kernfragmente auf, die
Anfarbung war homogen.

Bei der Inkubation mit Resovist bildeten sich intrazellulare Eisenablagerungen
aus (Abb. 3.35, 3.36), welche das Fluoreszenz-Muster Uberlagern und so den
verschatteten, scheinbar ungleichmaiig angefarbten Aspekt der Fibroblasten

erklaren.

4.3.3. Diskussion der Ergebnisse im Kontext

Die diversen MR-Kontrastmittelgruppen und die Elemente, auf denen sie

basieren, besitzen ein heterogenes Nebenwirkungsprofil.

Einmalige Gadolinium-Chlorid Injektionen in Dosen bis zu 0,2mmol/kg KG bei
Nagetieren fuihrten zu Mineralemboli in Kapillaren, Nekrose von Leberzellen

und Milz und erhéhten LDH-Werten im Serum 7,

Da Gadolinium-Chelate zur bildgebenden Darstellung auch intraartikulér injiziert
werden koénnen, untersuchten Greisberg et al. die Kontrastmittelwirkung auf
Chondrozyten. Die Inkubation mit Gadodiamid (Omniscan®) wirkte sich
hemmend auf die Wachstumsrate in der Zellkultur aus, gleichzeitig war die

Apoptoserate gesteigert B4,

In Bezug auf die Toxizitat auf renale Tubuluszellen stellte sich heraus, dass in
angiographicher Dosis die Effekte von Gadolinium-haltigen Kontrastmitteln mit
denen jodhaltiger Kontrastmittel vergleichbar sind [“%. Steger-Hartmann konnten

dagegen bei wiederholter hochdosierter Magnevist-Gabe im Tierversuch keine
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Herabsetzung der GFR feststellen . Auch in Patientenkollektiven mit
unterschiedlichem Grad der Niereninsuffizienz trat durch Gadodiamid-Gabe

keine Nephrotoxizitat auf 8! .

Eisenoxidpartikel kénnen eingesetzt werden, um per MRT die Migrationwege
vorher markierter Zellen sichtbar zu machen. Die als Zelltracking bezeichnete
Methode setzt voraus, dass die Langzeitimplantation im Korper unschadlich ist.
SPIO-markierte subkutan implantierte mesenchymale Stammzellen fuhrten zu
Veranderungen des Phanotyps bei Versuchstieren 2,

Beim Versuch der Langzeitmarkierung humaner fetaler mesenchymaler
Stammzellen durch Mikrogel Eisenoxidpartikel (MGIO) war das zellulare

Uberleben durch akute Inflammation und Nekrose auf 5-12 Tage begrenzt .

Fur Mangan, welches die Basis fur Teslascan bildet, geht man von einer
Neurotoxizitdt durch Akkumulation aus, die sich als extrapyramidal motorische
Stoérung manifestiert. Dartberhinaus wurden eine fetale Toxizitdt und

Auswirkungen auf Herz, Leber und Lunge beschrieben 9.

Die  wiederholte  Exposition  humaner  embryonaler und fetaler
Lungenfibroblasten gegeniber statischen Magnetfeldern der Starke 1,5T und
3T beieintrachtigten Proliferation, klonogene Aktivitat und Apoptoseverhalten
nicht 9% 1201,

Zur Stabilitat der Gadolinium-Chelate s. Kapitel 4.2.4

Zur Toxizitat in der Schwangerschaft s. Kapitel 4.1.2

4.4. AbschlieRende Beurteilung und Perspektive

In unseren Untersuchungen konnten wir belegen, dass allein das Kontrastmittel
Magnevist in maximaler Konzentration und Inkubationszeit die Proliferation der
HEL hemmt. Es handelt sich um einen reversiblen Effekt, da sich zum Ende des
Beobachtungszeitraums hin die Zellzahlen bereits angeglichen haben. Eine

vergleichbare antiproliferative Wirkung lief3 sich in der Kinetik der HUVEC nicht
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feststellen. Desweiteren wiesen wir fir die gleiche Bedingung eine Hemmung
der klonogenen Aktivitat und eine reversible Verminderung der DNA-
Syntheseleistung in der Zellzyklusbestimmung nach. Nach Aussaat waren die
Viabilitaten der embryonalen Lungenfibroblasten und Nabelschnur-
Endothelzellen fir keine Kontrastmittelbedingung herabgesetzt. Auch zeigte
sich nach TMRE-Farbung keine Induktion von Apoptose nach KM-Exposition,

die Ausbildung des Zytoskeletts und die Kernmorphologie waren regelrecht.

Da die antiproliferativen Effekte nur vortbergehend zu beobachten waren,
konnen wir nicht von einer Toxizitat der beiden Gadolinium-basierenden
Kontrastmittel Magnevist und Gadovist und des Eisenoxid-haltigen
Kontrastmittels Resovist auf die Zellpopulationen der HEL und HUVEC
ausgehen. Unbericksichtigt bleiben im Zellkulturmodell die Interaktion mit
anderen Zellpopulationen und die Ausschittung von Zytokinen und anderen

Botenstoffen.

Die Zielzellen einer moglichen MR-KM-Toxizitat im fetalen Organismus sind
nicht bekannt. Bei nachgewiesener Anreicherung in den fetalen Nieren und
ableitenden Harnwegen " und noch unausgereifter exkretorischer Funktion der
Organe ist es berechtigt, das Augenmerk auf eine Nephrotoxizitat zu richten.
Eine Toxizitdt auf adulte renale tubuldre Zellen in der Zellkultur durch
Gadolinium-haltige Kontrastmittel in angiographischer Dosis wurde bereits
beschrieben 7,

Die Schlussfolgerung auf die Unbedenklichkeit des Einsatzes einer Kontrast-
verstarkten MRT in der Schwangerschaft ist somit nicht zuldssig. Vielmehr
muss weiterhin eine auf die Patientin abgestimmte Entscheidung erfolgen, in
der der Nutzen fir die Schwangere oder den Fetus und das potentielle Risiko
einer fetalen Schadigung gegeneinander abgewogen werden. Bei der Wahl des
Gadolinium-Chelats ist Gadopentetat (Magnevist®) das Kontrastmittel, far
welches die meiste Kklinische Erfahrung vorliegt. Bezuglich der in vivo
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Dissoziation des Gadoliniums aus dem Komplex ist das Risiko hierftr bei einer
makrozyklischen Verbindung am geringsten.

Im Rahmen der Versuche trat nach Kontrastmittelexposition keine gesteigerte

Proliferation der embryonalen Fibroblasten auf.

Was die Interpretation der Versuche als Modell der NSF betrifft gibt es diverse
Erklarungen, weshalb keine profibrotische Antwort hervorgerufen wurde. Zum
einen ist die Abwesenheit ,zirkulierender Faktoren® zu erwdhnen, welche in der
Pathophysiologie der NSF eine essentielle Rolle spielen. Die Induktion einer
gesteigerten  Zellproliferation in  Verbindung mit einer vermehrten
Kollagensynthese wurde fir humane adulte Hautfibroblasten nach Gadodiamid-
Exposition beschrieben . Zum einen besitzt Gadodiamid basierend auf der
Anzahl der dokumentierten Falle ein weitaus hoheres Risiko zur Entwicklung
einer NSF als Gadopentetat (Magnevist®), nach Gabe von Gadobutrol
(Gadovist®) sind bisher keine Falle beschrieben. Zum anderen muss eine
Aktivierung von Hautfibroblasten durch das Kontrastmittel nicht zwingend in
Lungenfibroblasten die gleiche Wirkung auslésen, auch unterschiedliche
Antworten zwischen adulten und embryonalen Zellen sind denkbar.
Ubereinstimmend hierzu stellte Wiesinger et al. durch Gadodiamid-Inkubation
ebenfalls keine Induktion eines profibrotischen Effekts bei embryonalen

Lungenfibroblasten und Nabelschnur-Endothelzellen fest (116117,

Zur Pravention neuer NSF-Félle scheint insbesondere bei Patienten mit
schwerer Niereninsuffizienz bei Notwendigkeit einer Kontrastmittel-gestitzten
Untersuchung das Zurtickgreifen auf ein makrozyklisches Chelat mit geringer in
vivo Transmetallierung in geringstmdglicher Dosis sinnvoll. Das Ausweichen auf
die kontrstmittelgestlitzte CT stellt bei diesem Patientenkollektiv aufgrund des

Risikos einer CIN keine Alternative dar.
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5. Zusammenfassung

Zielsetzung:
Die Magnetresonanztomographie stellt bei Pathologien in der Schwangerschaft

nicht die Bildgebung der 1. Wahl dar. Sie kommt zum Einsatz um einen bereits
in der Sonographie geaul3erten Verdacht zu verifizieren oder wenn letztere
nicht endscheidungsgebend fur das weitere Prozedere ist. Der Nutzen einer
Kontrastmittelgabe zur Verbesserung der diagnostischen Genauigkeit ist
unumestritten, aber bisherige Untersuchungen der Toxizitat fir den Fetus kamen
zu widerspruchlichen Schlussfolgerungen. Die Intention der vorliegenden Arbeit
bestand darin, systematisch die Wirkung der MR-Kontrastmittel Gadovist,
Magnevist und Resovist auf embryonale Lungenfibroblasten (HEL) und
Nabelschnur-Endothelzellen (HUVEC) in vitro zu erfassen.

Material und Methoden:

Humane embryonale Lungenfibroblasten wurden 4 bzw. 24 Stunden mit
Gadovist®, Magnevist® und Resovist® in 1-facher, 5-facher, 10-facher und 20-
facher normaler  plasmatischer  Konzentration inkubiert. In  der
Proliferationskinetik wurden an den Tagen 4, 7, 11, 14, 18 und 21 nach Aussaat
Zellzahl und Viabilitat bestimmt. Die klonogene Aktivitat der Lungenfibroblasten
wurde im Koloniebildungsassay ermittelt. Eine Zellzyklusanalyse mittels
Durchflusszytometrie wurde unmittelbar nach 24-stiindiger Inkubation mit der
20-fachen Kontrastmittel-Konzentration und 24 Stunden nach Inkubationsende
durchgefuhrt. Der Anteil apoptotischer Zellen wurde nach TMRE-Farbung
durchflusszytometrisch untersucht, zur Erfassung morphologischer
Veréanderungen erfolgte eine Immunfluoreszenz-Mikroskopie mit Vimentin-
Farbung und DAPI-Kernfarbung.

Die Nabelschnur-Endothelzellen wurden 24 Stunden mit den drei

Kontrastmitteln in 10- und 20-facher Konzentration inkubiert. Es schloss sich
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eine Bestimmung des Wachstumsverhaltens und der Viabilitat in der
Proliferationskinetik an den Tagen 3, 7, 10, 14 und 17 nach Aussaat und eine

Erfassung der klonogenen Aktivitat im Koloniebildungsassay an.

Ergebnisse:
Der Kurvenverlauf der Proliferationskinetik von HEL und HUVEC st

gekennzeichnet durch ein anfangs langsames, spater exponentielles Wachstum
mit Erreichen der héchsten Zellzahlen um Tag 11(HEL) bzw. 10 (HUVEC), an
das sich die Ausbildung eines Plateaus anschliel3t. Nach 4-stiindiger Inkubation
der HEL traten keine Abweichungen vom Kurvenverlauf der Kontrolle auf. Bei
einer Expositionsdauer von 24 Stunden ergab sich fur die mit Magnevist® in 20-
facher Konzentration inkubierten Zellen eine Wachstumsverzdogerung an den
Tagen 4 (signifikant, p<0,05) und 7. In der Kinetik der HUVEC zeigten sich bei
maximaler Konzentration und Inkubation von 24 Stunden keine herabgesetzten
Zellzahlen in Bezug zur Kontrolle, auch die klonogene Aktivitat blieb durch die
Kontrastmittel unbeeinflusst.

Die Koloniebildungsrate der embryonalen Lungenfibroblasten nach 24-stiindiger
Magnevist®-Exposition in 10- und 20-facher Konzentration war signifikant
herabgesetzt. Bei 4-stindiger Expositionsdauer der HEL wund in der
Koloniebildung der HUVEC zeigten sich keine Abweichungen zur Kontrolle.

Die Viabilitat der embryonalen Lungenfibroblasten war nach 4-stiindiger KM-
Inkubation zu keinem Zeitpunkt der Kinetik herabgesetzt, wahrend fir die 24-
Stunden-Werte eine verminderte Viabilitat lediglich am Tag der Aussaat (Tag 0)
unmittelbar nach Inkubationsende mit Magnevist® 20x feststellbar war. Bei der
Viabilitat der Nabelschnur-Endothelzellen zeigten sich keine Abweichungen von
den Werten der Kontrolle.

Unmittelbar nach Ende der KM-Inkubation war der S-Phasen-Anteil fur
Magnevist® stark reduziert (Magnevist® 2,9%, Kontrolle 18,1%), stieg aber
bereits 24 Stunden spater Gber den Wert der Kontrolle an (Magnevist® 38,5%,
Kontrolle 25,1%).

Bei der Messung des mitochondrialen Transmembranpotentials zeigte keines

der Kontrastmittel einen erhéhten Anteil apoptotischer Zellen.
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Sowohl die Kontroll-Fibroblasten als auch die in 20-facher KM-Konzentration
inkubierten Zellen zeigten ein regelméaliig ausgebildetes zytoskelettales Gertist,

Veranderungen der Kernmorphologie traten nicht auf.

Schlussfolgerunag:

Nur die 24-stindige Inkubation mit Magnevist® in maximaler Konzentration
|6ste einen reversiblen antiproliferativen Effekt auf die HEL aus. Dieser aul3erte
sich in geringeren Zellzahlen nach Inkubationsende in der PK, einer
verminderten klonogenen Aktivitat und einer reversiblen Hemmung der
Syntheseleistung in der Zellzyklusanalyse. Eine wachstumshemmende Wirkung
von Gadovist® und Resovist® auf die HEL konnte nicht nachgewiesen werden.
Bei der Untersuchung der Nabelschnurendothelzellen tbte die KM-Exposition
keinen Einfluss aus auf proliferatives Verhalten und klonogene Aktivitat. Die
Kontrastmittel induzierten weder eine Erh6hung des Apoptoseanteils noch
zellmorphologische Veranderungen in der Immunfluoreszenz.
Zusammenfassend konnten wir fir die untersuchten Kontrastmittel Resovist®,
Gadovist® und Magnevist® eine Toxizitdt auf embryonale Fibroblasten und
Nabelschnur-Endothelzellen ausschlie3en, die antiproliferative Wirkung von
Magnevist® (20x, 24h Inkubation) war von reversibler Natur.

Um die tatsachliche Unbedenklichkeit fir den Fetus darzulegen, bedarf es der
weiteren in vitro Testung anderer Zellpopulationen, beispielsweise um die Frage
einer Nephrotoxizitdt zu beantworten. Auch waren tierexperimentelle Studien
mit Erforschung der Metabolisierung und Halbwertszeit im fetalen Organismus
winschenswert. Bis dahin sollte sich der Einsatz von MR-Kontrastmitteln in der
Schwangerschaft auf Félle begrenzen, bei denen der diagnostische Nutzen
gegeniber dem potentiellen Schaden fir den Fetus bei weitem Uberwiegt. Vor
dem Hintergrund der NSF erscheint die Wahl eines makrozyklischen Chelats
sinnvoll, um das Risiko einer in vivo Gadolinium-Dissoziation méglichst gering

zu halten.
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