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1. Einleitung

Die Rheumatoide Arthritis (RA) ist eine chronisch entzundliche
Systemerkrankung mit weltweitem Vorkommen, sie geht mit erhdhter Morbiditat,
Mortalitat sowie hohen wirtschaftlichen Verlusten einher. Sie betrifft geschatzt
etwa 40 Millionen Menschen weltweit, die durchschnittliche Lebenserwartung
betroffener Patienten mit RA sinkt um 7.5 Jahre bei Mannern und um 3.5 Jahre
bei Frauen. Frauen erkranken in etwa doppelt so oft an der RA wie Manner.
(Silman, S265-72; Gabriel, 269-81) Der initial entscheidende Schritt im RA-
Management ist eine mdglichst frihzeitige Diagnose mit konsekutivem
frlhzeitigen Therapiebeginn und dem Ziel, irreversible Gelenksdestruktionen zu
vermindern oder gar zu vermeiden. (Quinn, S154-7) Diese frUhe Diagnose kann
klinisch schwer zu stellen sein, da in der Anfangsphase der Erkrankung nur
wenige, eher unspezifische Symptome vorhanden sind. (Schumacher, S15-9)
Der Rheumafaktor z.B. ist lediglich bei 75% der Patienten mit RA positiv, er kann
aber auch bei anderen Erkrankungen positiv sein und ist auch bei 5% der

gesunden Bevolkerung im Serum zu finden. (Schrohenloher)

Konventionelle Rontgenaufnahmen zeigen lediglich fortgeschrittene, sekundare
Prozesse im Krankheitsverlauf der RA wie Erosionen des Knochens und
Gelenkspaltveranderungen und -deformitaten. (Machold, 2278-87) Die
Magnetresonanztomographie (MRT) ermdglicht eine hochauflésende Darstellung
der Synovialmembran, an der sich die frihesten und auch kausalen
pathologischen Veranderungen der RA zeigen. (Klarlund, 521-8; Rand, 107-10;
McQueen, 350-6; Tehranzadeh, 89-107) Histopathologisch kommt es bei der
frihen RA zu einer Angiogenese der GefalRe der Synovialmembran und einer
Zellproliferation und -infiltration durch Lymphozyten, Monozyten bzw.
Makrophagen. (Paleolog, S81-90; Kinne, 189-202; Iguchi, 600-13; Jenkins, 171-
80) Diese Prozesse sind eng miteinander verknupft, aktuelle Studien lieferten

neue Erkenntnisse Uber diese Zusammenhange und die Rolle verschiedener
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Wachstumsfaktoren und Zytokine fur den Krankheitsverlauf der RA. (Jackson,
457-65) Das paramagnetische MRT-Standardkontrastmittel Gd-DTPA ermdglicht
die Darstellung dieser Hypervaskularisation der Synovialmembran. (Klarlund,
521-8; Rand, 107-10; McQueen, 350-6; Tehranzadeh, 89-107) Mit MRT-Kriterien
fur die frihe RA, die durch eine positive Signalanhebung nach i.v. Gabe von Gd-
DTPA definiert sind, konnte die Erkrankung mit einer Sensitivitat von 96% und
einer Genauigkeit von 94% diagnostiziert werden. (Sugimoto, 185-92) Die
Diagnose durch klinische Zeichen, definiert durch die American Rheumatism
Association erreicht vergleichsweise eine Sensitivitdt von 69% und eine
Genauigkeit von 81%. (Arnett, 315-24)

Jedoch hat das Kontrastmittel Gd-DTPA auch einige Nachteile. Die
Kontrastmittelanreicherung in der Synovialmembran ist unspezifisch und
lediglich von kurzer Dauer. (Sugimoto, 159-65; Ostergaard, 1050-4) In bis zu
19% zeigt auch die Synovialmembran nicht erkrankter Gelenke eine gewisse
Signalanhebung, was zu einem Uberlappen von Kontrastmitteleffekten von
normalen und arthritischen Gelenken flihrt. (Rand, 26-30; Klarlund, 108-15) Es
gibt keine festgelegten Grenzwerte oder Gradierungen des GD-DTPA Effektes,
der eine RA des untersuchten Gelenkes definiert, ausschlief3t, oder beschreibt.
Des Weiteren kann mit der Verwendung von Gd-DTPA zwar die
Hypervaskularisation dargestellt werden, diese ist aber nur ein Teil der
Prozesse, die in der fruhe RA stattfinden, gleichzeitige Zellinfiltrationen werden

mit dieser Methode nicht erfasst.

Kontrastmittel die aus so genannten kleinen Eisenoxidpartikeln (Ultrasmall
Superparamagnetic lron Oxides Particles, USPIOs) bestehen, konnten diese
zwei wichtigen Faktoren der Pathogenese der frihen RA erfassen. In ihrer
Eigenschaft als makromolekulare Blutpool-Kontrastmittel kdnnten die USPIOs
eine Signalanderung in der arthritischen Synovialmembran hervorrufen, die mit
dem Blutvolumen und der Kapillarpermeabilitat korreliert und ein Mal} fur die

Angiogenese in der Synovialmembran ist. (Turetschek, 882-8) AuRerdem sind
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USPIOs auch zellspezifische Kontrastmittel, sie werden von Makrophagen
phagozytiert. Gewebe des RES zeigen nach USPIO Gabe einen negativen T2-
Effekt. So ware zu erwarten, dass durch die Aufnahme von USPIOs in
Makrophagen der arthritischen Synovialmembran und die daraus resultierende
Signalanderung der entzindliche Prozess charakterisiert und gradiert werden
kann. (Lutz, 149-57)

Derzeit befinden sich drei USPIOs weltweit in unterschiedlichen Phasen der
klinischen Priafung zur Anwendung als zellspezifische Blutpoolkontrastmittel:
Ferumoxtran-10, SHUS555C und Ferumoxytol. Alle drei Kontrastmittel besitzen

eine ahnliche Pharmakokinetik und ein ahnliches Sicherheitsprofil.

Die Ziele dieser Arbeit sind:

(1) Erkennung der Arthritis: Vergleich der T1-Signalanhebung der Synovialitis
nach Gabe des neuen USPIOs SHUS55C und nach Gabe des
Standardkontrastmittel Gd-DTPA.

(2) Charakterisierung der Arthritis: Vergleich der Kontrastmitteleffekte des
USPIOs SHUS555C und des Standard MRT-Kontrastmittels Gd-DTPA in
normaler und arthritischer Synovialmembran, mit Korrelation zur
Histopathologie.

(3) Vergleich der drei USPIO-Kontrastmittel fur die Erkennung und
Charakterisierung der Arthritis: Vergleich von SHU555C, Ferumoxtran-10
und  Ferumoxytol bezuglich  Auspragung und Verlauf der

Kontrastmitteleffekte in normaler und arthritischer Synovialmembran.
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2. Grundlagen

2.1. Makroskopische Anatomie und Histologie des Kniegelenkes

Man unterscheidet im menschlichen Korper drei verschiedene Arten von
Gelenken. Die Synarthrosen, wie man sie zum Beispiel zwischen den Knochen
der Schadeldecke sieht, sind prinzipiell unbeweglich, die betreffenden
Knochenoberflachen liegen eng zusammen und werden durch Bindegewebe
verbunden. In Amphiarthrosen erlauben Faserknorpel (Bandscheiben) oder
interosseale Bander wie zwischen distaler Tibia und Fibula eine eingeschrankte
Bewegung benachbarter Knochen. Der Grossteil der Gelenke des Menschen
sind jedoch so genannte Diarthrosen, klassische Beispiele sind das Knie- oder
Humeroulnargelenk. Diese beweglichen Gelenke bestehen stets aus den jeweils
beteiligten Knochen, Knorpel, Bandern und einer Synovialmembran. (Gray, 217-
293)

Knochen besteht makroskopisch aus kortikalem und trabekularem Knochen. An
der Oberflache und in Gebieten wo mechanische Belastungen auftreten ist die
Knochensubstanz zur so genannten Kompakta verdichtet. Das Innere des
Knochens besteht aus trabekular aufgebauter Spongiosa, deren Hohlraume mit
Knochenmark geflllt sind. Die gesamte Oberflache des Knochens mit Ausnahme
der Gelenkflachen ist von einer diinnen Schicht Periost Uberzogen. Zwei Dirittel
des Knochens ist anorganische Substanz, bestehend aus Uber 80 Prozent
Kalzium-Phosphat, ansonsten Uberwiegend aus Kalzium-Karbonat, Kalzium-
Fluorid, Kalzium-Chlorid und Magnesium-Phosphat. Histologisch kann man
kreisformig angeordnete Lamellen mit Osteozyten erkennen, die konzentrisch
um so genannte Haversche Kanale angeordnet sind. Die Osteozyten
entsprechen eingemauerten Osteoblasten, durch die Haverschen Kanale laufen

Gefalke und Nerven. Die Knochenmatrix ist einem standigen Umbau
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unterworfen, der durch die Aktivitat von Osteoklasten und Osteoblasten bedingt
ist. (Gray, 217-293; Gray, 1073-1146)

Hyaliner Knorpel Uberzieht die Gelenkflachen der Knochen in Diarthrosen und
schitzt den Knochen vor Ubermafiger Belastung, indem er punktuellen Druck
auf die gesamte Gelenkflache verteilt. Die blauliche, elastisch verformbare
Substanz enthalt keine Nerven oder Gefalte. Mikroskopisch besteht der Knorpel
aus einer homologen, strukturlosen Knorpelmatrix, aufgebaut aus Kollagen vom
Typ Il sowie Hyaluronsaure, Chondroitin-Sulfat und Keratan-Sulfat. In dieser
Matrix findet man ovale Lakunen, in die jeweils zwei oder mehr Chondrozyten
eingelagert sind. (Gray, 1073-1146; Ross, 132-148)

In einigen mechanisch stark belasteten Gelenken, wie zum Beispiel dem
Kniegelenk, bestehen zusatzliche Knorpelstrukturen, die Menisci, die die
Druckverteilung auf die Gelenkflachen zusatzlich unterstitzen. (Gray, 1073-
1146) Beide, laterale und mediale, Menisci im Kniegelenk sind halbringférmige,
faserknorpelige Strukturen, die dem Tibiaplateau aufliegen und somit die
Gelenkflache zwischen Tibia und Femur vergrofRern. Sie sind gegenuber beiden
Gelenkflachen beweglich, diese Beweglichkeit ist eingeschrankt durch
Verbindungen zu Tibia, einzelnen Bandern und der Gelenkkapsel. (Sinnatamby,
128-134) Menisci bestehen aus fibrosem Knorpelgewebe, mikroskopisch
dominieren Fibrillen des dichten Bindegewebes uber Chondrozyten und hyaliner
Knorpelmatrix. (Ross, 132-148)

Die Aufgabe der Bander besteht darin, das jeweilige Gelenk zu stabilisieren und
unphysiologische Bewegungen zu vermeiden. Sie verbinden die artikulierenden
Enden der entsprechenden Knochen, bestehen aus Fasergewebe, sind extrem
zugfest und unelastisch. Ein Band besteht aus parallel verlaufenden Bundeln
von angeordneten, kollagenen Fasern, so genannten Fibrillen, zwischen diesen
Bindeln finden sich saulenartig angeordnete Fibrozyten. (Gray, 217-293; Gray,
1073-1146)
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Die Synovialmembran ist eine zarte, bindegewebige Membran, die den
gesamten Innenraum der Gelenkkapsel mit Ausnahme des Gelenkknorpels
bedeckt. Aulerdem bildet sie die Begrenzung der Bursae und die
Sehnenscheiden. Sie produziert die weilllich transparente, viskdse

GelenkflUssigkeit, auch Synovia genannt. (Gray, 1073-1146)

Histologisch sieht man einen Aufbau der Synovialmembran aus zwei Schichten.
Die Intima ist dem Gelenkinnenraum zugewandt und besteht aus einer oder
wenigen Reihen von flachen Zellen mesenchymalen Ursprungs. Bei diesen
unterscheidet man die makrophagenartigen A Zellen von den fibroblastenartigen
B Zellen mit sekretorischen Eigenschaften. Im Gegensatz zu serdsen
Membranen sind diese Zellen nicht durch eine kollagene Basalmembran von der
nachfolgenden Stromaschicht getrennt. Diese Stromaschicht besteht aus losem,
kollagenem Bindegewebe, in dem sich Blutgefasse, relativ wenig Zellen, meist
synoviale Fibroblasten (Synoviozyten) und einzelne Makrophagen, befinden.
(Fassbender, 55-159)

2.2. Rheumatoide Arthritis (RA)

Typisch fur die rheumatoide Arthritis ist die symmetrische Manifestation an den
peripheren Gelenken, wie zum Beispiel den proximalen Interphalangeal- oder
Kniegelenken. Allgemeine Zeichen der akuten Arthritis sind eine
Leistungsminderung mit Abgeschlagenheit und Schwachegefihl. Die betroffenen
Gelenke zeigen eine mit Schmerzen und Einschrankung der Beweglichkeit
einhergehende Schwellung sowie Hautrétung. (Hough, 2612-2652)

Die RA ist eine systemische Erkrankung, deren exakte Ursache nach wie vor
unklar ist. Eine genetische Pradisposition ist durch bestimmte MHC-Il und TCR

(T-Zell-Rezeptor) Gene gegeben, beide Moleklle spielen eine Rolle in der
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Reaktion des Immunsystems auf Antigene. (Jenkins, 171-80; Weyand, 801-6.)
Der so genannte Rheumafaktor, ein Antikorper, meist IgM, gegen den Fc-Teill
von IgG, wird im Serum von bis zu 75% von RA Patienten gefunden, ist jedoch
nicht spezifisch fur die RA. Die entstehenden IgG-IgM-Komlexe reichern sich in
der Synovialmembran an und aktivieren das Komplementsystem.
Rheumafaktoren sind weder Ursache noch Bedingung fur die RA, ihr
Vorkommen lasst jedoch einen schwereren Verlauf der Erkrankung erwarten.
(Jenkins, 171-80; Fassbender, 55-159) Die Bedeutung von T-Zellen, besonders
vom CD4+ und Th1 Typ, wird am Beginn der Pathogenese der RA, in der
Erkennung und Prasentation von Autoantigenen via MHC-II vermutet. Im
weiteren Verlauf fuhrt die Aktivierung von Monozyten und Makrophagen zur
Produktion von proinflammatorischen Zytokinen und Chemokinen wie TNFa und
IL-18. Uber verschiedene Signalkaskaden und Aktivierung weiterer
Entzindungszellen kommt es letztendlich zur akuten Synovialitis mit

Hypervaskularisation, Hyperplasie und Zellinfiltration. (Jenkins, 171-80)

Die ersten histologischen Veranderungen zeigen sich in der entzindeten
Synovialmembran. In der initialen exudativ-infiltrativen Phase findet man
Fibrinablagerungen auf der Synovialoberflache sowie eine Infiltration der
Stromaschicht durch  Makrophagen, Lymphozyten und Plasmazellen.
(Fassbender, 55-159) Darauf folgt eine proliferative Phase mit einer deutlich
erhdhten Anzahl von Makrophagen in der Intima, die Uberwiegend auf einer
Rekrutierung von Monozyten aus dem peripheren Blut und Knochenmark beruht.
Die fibroblastenartigen B Zellen zeigen eine ausgepragte Hyperplasie, mit
gesteigerter Proliferation und verminderter Apoptoserate. (Falk, 55-67;
Fassbender, 55-159) Diese Hyperplasie fuhrt zu zellreichen, Vvillésen
Formationen, die die Kontaktflache zwischen Intima und GelenkflUssigkeit
vergrofiern. Gepragt wird diese Phase durch die teils massive Proliferation der
Fibroblasten der Stromaschicht, die aufgrund hoher Zelldichte und invasivem
Wachstum auch als "tumor like proliferation" bezeichnet wird. (Fassbender, 55-

159) In der anschlieBenden, vergleichsweise lang andauernden
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Ubergangsphase, verringert sich die Zelldichte des Synovialgewebes wieder,
man findet vermehrt Blutgefasse, Lymphfollikel, Makrophagen und Plasmazellen.
Zuletzt befindet sich die Synovialmembran wieder in einer Ruhephase,
kennzeichnend sind die jetzt vaskularisierten Villi, zellarmes Stroma mit

lymphozytarem Infiltrat sowie einzelne Siderophagen. (Fassbender, 55-159)

Bei langer andauernder Arthritis kann es durch die Schwellung zu Uberdehnung
der Gelenkkapsel und Bander kommen, Luxationen und
Bewegungseinschrankung der betroffenen Gelenke sind die Folge. (Hough,
2612-2652) Auch kdnnen die Bander, vor allem das vordere Kreuzband, durch
infiltratives Wachstum der Synovialmembran geschadigt werden. Das kann bis
zur Ruptur einzelner Bander fuhren. (Fuijii, 1728-34. Epub 2002 Dec 6.)

Die moglichen Ursachen fur die irreversiblen Schadigungen an Knochen und
Knorpel der betroffenen Gelenke bei chronischer Arthritis sind vielfaltig. Zytokine,
produziert von Makrophagen und T-Lymphozyten der Synovialmembran,
stimulieren die Osteoklastengenese und damit den Knochenabbau. Auch kdnnte
die tumorartige Proliferation der Fibroblasten zu Knochenlasionen durch
infiltratives Wachstum fuhren. (Fassbender, 55-159) Autoantikorper gegen
Kollagen vom Typ-Il stehen im Verdacht, am Abbau von Knorpelsubstanz
beteiligt zu sein, ebenso wie von Makrophagen sezerniertes TNFa. (Barnett,
290-7.) Nicht =zuletzt stimulieren IL-1 und TNF die Fibroblasten der
Synovialmembran sowie die Chondrozyten zur Produktion von zahlreichen
Proteasen und Kollagenasen, die zu Abbau von Knochen- und Knorpelmatrix
fuhren. (Jenkins, 171-80; Kay, 1112-1119.)

Histologisch findet man in der chronischen Arthritis lokale Destruktion des
physiologischen Knorpel und Knochengewebes, mit einen Infiltrat von
Synovialgewebe. Das Infiltrat besteht zunachst aus zahlreichen Fibroblasten
sowie Makrophagen, entwickelt sich dann zu  vaskularisiertem

Granulationsgewebe. (Fassbender, 55-159)
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Abbildung 1: Rheumatoide Arthritis des Kniegelenkes. Friihe (a) und
fortgeschrittene (b) Gelenkverdnderungen (Aufnahmen erstellt von N. Brewster).

2.3. Charakteristika der Antigen-induzierten Arthritis (AlA)

Wie auch alle anderen derzeit existierenden Tiermodelle ist die in unserer Studie
angewandte Antigen-induzierte Arthritis (AlA) kein exaktes Spiegelbild der RA im
Menschen. (van den Berg, 599-616.) Je nachdem, welche Aspekte untersucht
werden, sollte das in einer Studie verwendete Modell einzelne der folgenden
Merkmale der humanen RA enthalten: Klinische Charakteristika, histologisches
Bild der Entzindung im Gelenk, Assoziation mit MHC-Il Genen, Bildung von
Rheumafaktoren, potentiell pathogene Immunreaktionen wie z.B. Bildung von
Kollagen-lI-Antikorper, sowie das Ansprechen auf spezifische Therapien.
(Klareskog, 315-33.; Sokoloff, 107-45.)

Die Versuche, entsprechende Tiermodelle mit Hilfe immunologischer Methoden
hervorzurufen, reichen zurlck bis zum Anfang des 20. Jahrhunderts. Friedberger
injizierte 1913 homologes Serum in Kniegelenke von zuvor sensibilisierten
Hasen, was zu einer Immunreaktion vom Sofort-Typ fuhrte. (Friedberger, 88) Die
entstandene Synovialitis zeigte jedoch weder morphologische Ahnlichkeiten
noch den chronischen Verlauf der rheumatoiden Arthritis. (Dumonde, 373-83.)

1961 sensibilisieten Dumonde und Glynn Hasen mit einer Emulsion von
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vollstandigem Freundschen Adjuvans und hetero- bzw. homologem Fibrin. Nach
intraartikularer Injektion des jeweiligen Fibrins entwickelte sich eine chronische,
monoartikulare Arthritis aufgrund einer verzdgerten Hypersensibilitat gegen
Fibrin.(Dumonde, 373-83.) Dieses, spater als Antigen-induzierte Arthritis
bezeichnete Modell wurde bald auch mit anderen Substanzen wie Ovalbumin
und bovinem Serumalbumin (BSA) als Antigen beschrieben.(Glynn, Suppl:3-4.)
1977 verwendeten Brackertz et al. methyliertes bovines Serumalbumin (mBSA)
als Antigen zur Arthritisinduktion in Mausen. (Brackertz, 1639-44.) Dieses Modell
wurde bis heute, mit unterschiedlichen Variationen was Menge, Konzentrationen
und Zeitpunkte der Injektionen angeht, in zahlreichen Studien an verschiedenen
Versuchstieren, meist Hasen, Mausen und Ratten, durchgefuhrt. (Andersson,
1772-7.; Andersson, 1778-84.; Beckmann, 1047-55; Cooke, 323-38.; Dawson,
119-28.; Varisco, 781-7.)

Die Antigen-induzierte Arthritis mit mBSA und Freudschem Adjuvans zeigt
folgende Pathogenese: Nach einer systemischen Verabreichung einer Emulsion
von mBSA und Freundschem Adjuvans entwickeln die Versuchstiere innerhalb
von einigen Tagen eine T-Zell-abhangige Immunitat gegenuber mBSA. (Griffiths,
88-95.) Nach einer spateren intraartikularen Injektion (Tag 0) von mBSA bilden
im sich Gelenk Antigen-Antikdrper-Komplexe, die die Grundlage fiur eine sich
entwickelnde Synovialitis sind.(Cooke, 323-38.) Die akute Phase beginnt nach
wenigen Stunden mit einer erhohten Vaskularitat der Synovialmembran, die an
Tag 3 ihr Maximum erreicht und zu Odemen und Gelenkerguss fiihrt.
(Andersson, 1772-7.) Ab Tag 1 zeigen sich eine zunehmende Proliferation der
Fibroblasten sowie ein Infiltrat von Monozyten, Makrophagen und Granulozyten.
Die resultierende Volumenzunahme der Synovialmembran ist an Tag 7 maximal.
(Andersson, 1778-84.; Griffiths, 88-95.; Verschure, 371-81.)

Erste chronische Veranderungen wie Knorpelschadigung sind schon ab dem
dritten Tag erkennbar, jedoch erst nach ca. zwei Wochen deutlich ausgepragt,

hier zeigen sich auch die ersten ossaren Destruktionen. (Andersson, 1772-7.;
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Griffiths, 88-95.) Ein kleiner Teil des an Tag 0 in das Kniegelenk injizierten
mBSA verbleibt in Knorpel und Bandern, von wo aus es bestandig in das Gelenk
diffundiert. Das flhrt zu einer milden chronischen Arthritis, die bis zu Tag 30
beschrieben wurde. (van den Berg, 233-41.) Auch resultiert eine
Hypersensitivitat des jeweiligen Gelenks gegenuber dem Antigen, so dass mit
erneuter i.a. Injektion von mBSA eine Reaktivierung der akuten Arthritis moglich

ist (sog. "flare-up"). (Buchner, 61-74.)

Betrachtet man die oben erwahnten Merkmale, die ein Tiermodell fir RA
besitzen sollte, so zeigt die AIA  sowohl Gemeinsamkeiten als auch

Unterschiede.

Unterschiede zwischen humaner RA und der AIA in Ratten finden sich im
klinischen Bild, der genetischen Grundlage, Bildung von Rheumafaktoren und
der Pathogenese. Der fur die RA typische, symmetrische Befall mehrerer
Gelenke ist nicht gegeben, da mit der intraartikularen Injektion des mBSA gezielt
eine monoartikulare Arthritis induziert wird. Der Vorteil hierbei ist, dass mit dem
linken, lediglich mit NaCl injizierten und somit nicht entzindeten Kniegelenk eine
Kontrolle im selben Tier vorhanden ist. Weder eine relevante Assoziation mit
MHC-II Genen, noch die Bildung von Rheumafaktoren im Lauf der AIA sind bei
diesem Modell bisher beschrieben worden. Auch uber potentiell pathogene
Immunreaktionen lasst sich mit diesem Modell keine Aussage treffen, die
Sensibilisierung gegen das verwendete mBSA steht in keinem direkten
Zusammenhang mit der multifaktorellen Pathogenese der humanen RA.
(Klareskog, 315-33.)

Merkmale der RA, die sich auch in der AIA zeigen, sind das histologische Bild
der Entzindung im Gelenk, Teile des klinischen Bildes, sowie das Ansprechen
auf spezifische Therapien. Mikroskopisch entwickelt sich in beiden Fallen eine
akut entzindete Synovialmembran mit einer vergleichbaren villdsen

Hypertrophie mit Hypervaskularisation und Infiltration durch Lymphozyten,
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Mastzellen und Makrophagen. (Wooley, 47-58.) Der Verlauf der RA mit Schiben
von akuter Arthritis gefolgt von langeren chronischen Phasen lasst sich mit
wiederholter i.a. Antigeninjektion simulieren. (Buchner, 61-74.) Auch bietet die
AlA die Moglichkeit, Anti-Makrophagen und Anti-T-Zell Therapien zu evaluieren,
da die Entstehung und der Verlauf der Arthritis wesentlich von diesen Zelltypen
abhangen. (Brackertz, 1639-44.; Verschure, 371-81.)

Da der Schwerpunkt dieser Studie in der Bildgebung der Arthritis liegt, die
wiederum von der Morphologie des Gewebes abhangt, entschieden wir uns
aufgrund der histologischen Ahnlichkeit fir die Antigen-induzierte Arthritis als
Modell fur die RA. Die Pathogenese und die =zugrunde liegenden
immunologischen Vorgange in der Entstehung der humanen RA kdnnen mit
diesem Tiermodell nicht untersucht werden, dies ist aber auch nicht das Ziel

dieser Arbeit.

2.4. Bildgebende Verfahren zur Diagnostik der Rheumatoiden Arthritis

Die bildgebenden Verfahren zur Darstellung der RA umfassen konventionelle
Rontgenbilder, Ultraschall, nuklearmedizinische Methoden,

Computertomographie, sowie die Magnet-Resonanz-Tomographie.

Die konventionelle Radiographie (KR) ist aufgrund der breiten Verfugbarkeit und
relativ geringen Kosten nach wie vor das Mittel der Wahl zur Evaluation von
Patienten mit Synovialitis. (Wakefield, 435-42.) Der grof’e Nachteil der KR
gegenuber den anderen bildgebenden Methoden ist, dass lediglich
Veranderungen des Knochengewebes dargestellt werden kénnen. So kann man
Erosion des Knochens und die Weite des Gelenkspaltes beurteilen, diese
Prozesse zeigen sich jedoch erst relativ spat im Verlauf der RA und sind dann
teilweise irreversibel. (Peterfy, 288-95.) (Machold, 2278-87)
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Die Sonographie zur Diagnostik der RA hat in den letzten Jahren an Bedeutung
gewonnen, da sie kostengunstig und nicht-invasiv die Maoglichkeit bietet,
Weichteilveranderungen in  den entzindeten Gelenken darzustellen.
(Szkudlarek, 2103-12.) Auch bei der Erkennung von Knochenlasionen ist
Ultraschall der konventionellen Radiologie Uberlegen, erreicht jedoch nicht die
Sensitivitat der Magnet-Resonanz-Tomographie.  (Hermann, 3338-49.)
(Alasaarela, 1152-6.) Limitierend auf die Anwendbarkeit wirken vor allem das
eingeschrankte Gesichtsfeld und die schlechte Erreichbarkeit mancher
Gelenkareale. (Wakefield, 435-42.)

Nuklearmedizinische Methoden wie Positronen-Emissions-Tomographie (PET)
oder Szintigraphie bieten die Madoglichkeit, radioaktiv markierte Proteine,
Antikorper oder Zellen im Korper zu lokalisieren. So lasst sich im PET
entziindliches Gewebe aufgrund der erhdhten Glukoseaufnahme mit '°F
markiertem FDG darstellen, ''C-Cholin wird von schnell proliferierenden Zellen in
Synovialitis aufgenommen. (Roivainen, 3077-84.) Mit **Technetium- markierten
Phosphaten kann man szintigraphisch die entzundlichen
Knochenveranderungen detektieren und auch das Ausmal} der Entzindung
anhand des relativen Traceruptakes abschatzen. (Sandrock, 476-80.) Die
szintigraphischen Methoden zeigen eine hohe Sensitivitat, jedoch geringe
Spezifitdt und geringe anatomische Auflosung fur die Diagnose der

entzundlichen Gelenkveranderungen. (Roivainen, 3077-84.; Sandrock, 476-80.)

Die Computer-Tomographie ist trotz hoher Auflosung bei groRem Gesichtsfeld
nur relativ selten das Mittel der Wahl zur RA Diagnostik. Die Durchfihrung der
Untersuchung ist relativ aufwendig und die hohe Strahlenbelastung der CT ist
ungunstig fur die Anwendung zur Verlaufs- und Therapiekontrolle von RA
Patienten, die wiederholte Scans, oft Uber Jahre hinweg, erfordert. (Wakefield,
435-42.)



2 Grundlagen 14

Mit der Magnet-Resonanz-Tomographie lassen sich alle Strukturen des
Gelenkes, Skelettanteile, Knorpel, Bandstrukturen und die Synovia, darstellen.
Die Abbildung dieser Strukturen auf der MRT-Aufnahme erfolgt mit
unterschiedlicher Auflésung und unterschiedlichem Kontrast, je nachdem welche
Pulssequenzparameter verwendet werden. Die Moglichkeit, sowohl den Zustand
von Synovialmembran und Sehnen zu beurteilen, als auch kleinste
Knochenlasionen zu erkennen, machen die MRI zu einem wertvollen Instrument
bei der Diagnostik der friihen RA. (Peterfy, 288-95.) (Benton, 555-61.)

2.5. Magnet-Resonanz-Tomographie des normalen und pathologischen
Kniegelenkes

Der hohe Weichteilkontrast der MRT beruht auf Unterschieden in der
Protonendichte sowie den T1- und T2-Relaxationszeiten der einzelnen Gewebe.
Diese unterschiedlichen Gewebeeigenschaften kénnen zur Klarung
unterschiedlicher Fragestellungen betont oder unterdrickt werden. (Hendrick,
43-67)

Bei langer Repetitionszeit (TR) und kurzer Echozeit (TE) entstehen
Protonendichte-gewichtete Aufnahmen, hier ist die Signalintensitat umso groRer,
je hoéher der Wassergehalt und damit die Protonendichte eines Gewebes ist. T1-
gewichtete Bilder erhalt man, wenn man sowohl eine kurze TR als auch eine
kurze TE wanhlt, dabei entspricht eine lange T1-Relaxationszeit einer geringen
Signalintensitat. die Anatomie von Gelenkstrukturen Iasst sich mit T1-
gewichteten Aufnahmen besonders gut darstellen. Wahlt man hingegen eine
Sequenz mit langer TR und langer TE, so entsteht ein T2-gewichtetes Bild, das
bei langer T2-Relaxationszeit eine hohe Signalintensitat zeigt. Die meisten
pathologischen  Prozesse, so auch der Gelenkerguss und die
Synovialproliferation bei der RA zeigen auf T2-gewichteten Aufnahmen eine sehr

hohe Signalintensitat, wahrend normale Gelenkstrukturen mit relativ geringer
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Signalintensitat zur Darstellung kommen. Daher eignen sich T2-gewichtete
Aufnahmen besonders fur die Erkennung des Entzundungsprozesses. (Rinck,
155-174)

Tabelle 1: Signalintensitdten (SI) unterschiedlicher Gewebe bei
verschiedenen Pulssequenzen. Hohe SI:+++ Mittel:++ Niedrig:+ Kein Signal:0
(Gires, 263-283)

Protonendichte T T2
Fett +++ +++ ++
Muskel + + +
Kortikaler Knochen
Sehnen und Bénder 0 0 0
Gelenkkapsel
Fibroser Knorpel
Hyaliner Knorpel ++ ++ +
Gelenkfliissigkeit + + +++

Bei dem Erscheinungsbild des Knochens muss man zwischen dem kortikalen
und dem trabekularen Knochen unterscheiden. Kortikaler Knochen erscheint
aufgrund seines geringen Wassergehaltes stets dunkel. Der mit fettigem und
hamatopoetischen Knochenmark angefillte trabekulare Knochen besitzt
besonders auf T1 Bildern eine hohe SI, diese ist bei T2-Wichtung etwas
geringer. (Gires, 263-283)

Der hyaline Knorpel der Gelenkflachen zeigt auf T2-gewichteten Aufnahmen
eine geringe SI, bei T1-Wichtung steigt die S| etwas an, was den Kontrast
gegenuber dem dunklen Knochen vergroRert. Die Oberflache des Knorpels lasst
sich besser auf T2 Bildern beurteilen, da hier die Gelenkfllissigkeit eine hohe Sl
aufweist. Der hohe Anteil an Fibrillen in den Menisci beschrankt die vorhandenen
Wassermolekile in ihrer Beweglichkeit, es resultiert eine geringere Sl als bei

hyalinem Knorpel. (Crues, 811-871)
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Auch die Bander des Kniegelenkes wie vorderes und hinteres Kreuzband, das
Innen- und Auflienband, sowie die Patellarsehne bestehen uUberwiegend aus
Fibrillen. Dementsprechend zeigen sie ebenfalls eine geringe Sl, sie erscheinen
stets dunkel. (Gires, 263-283)

Die Synovialmembran des nicht pathologischen Kniegelenkes ist aufgrund ihrer
geringen Dicke normalerweise nicht zu erkennen. Selten kann sie auf T2-
gewichteten Bildern als dunner Streifen mit hoher SI wahrgenommen werden.
(Gires, 263-283)

Im Knochen von RA Patienten sind oft juxtaartikulare Knochenmarksédeme zu
erkennen. Sie fallen aufgrund héheren Wassergehaltes im T1-gewichteten Bild
als subkortikale Areale mit niedriger S| auf, auf T2-Aufnahmen besitzen sie eine
hohe Sl. Die, meist unscharf begrenzten Bereiche werden als Vorstufen von
erosiven Knochenlasionen angesehen. (Alasaarela, 1152-6.; Wakefield, 435-42.)
Diese tatsachlichen Lasionen sind, durch OMERACT, unter anderem definiert
als scharf begrenzte Areale mit Unterbrechung der einheitlichen dunklen Linie
des kortikalen Knochens sowie Erhdhung der sonst niedrigen S| auf T1-Bildern.
(Ostergaard, 1385-6.)

Bei der Beurteilung des Knorpels im Kniegelenk von RA Patienten sind vor allem
die Dicke sowie die Beschaffenheit der Oberflache des Gelenkknorpels von
Bedeutung. Die Dicke des Knorpels nimmt uniform und diffus ab, fokale
Invasionen durch Synovialmembran zeigen sich als unregelmafige Erosion der
Knorpeloberflache. (Forslind, 683-8.; Verstraete, 674-89.)

Bander, die aufgrund der Entzindung L&sionen entwickelten, zeigen auf MR-
Bildern Areale, in denen die ansonsten homogen niedrige S| gestort ist, die
Oberflache ist weniger regelmafig und der Durchmesser des Bandes nimmt ab.
Rupturen erscheinen als Unterbrechungen des dunklen Streifens des normalen
Bandes. (Fuijii, 1728-34. Epub 2002 Dec 6.)
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Die entzundete Synovialmembran ist bei der RA aufgrund der Volumenzunahme
MR-tomographisch zu erkennen. Sie zeigt eine niedrige S| auf T1-Aufnahmen,
auf T2-gewichteten Bildern kann man zwischen hypervaskularisiertem Pannus
mit hoher SI und fibrbsem Pannus mit niedrigerer S| unterscheiden.
Schwierigkeiten konnen in der Abgrenzung gegenuber bestehendem
Gelenkerguss bestehen, da hypervaskularisierte Synovialmembran und
Gelenkflussigkeit ahnlich niedrige bzw. hohe SI-Werte auf T1 bzw. T2 Bildern
besitzen. Es kann versucht werden, mit starker T2-Wichtung den Kontrast zu
verbessern, im Allgemeinen werden aber zur Darstellung der Synovialmembran
Kontrastmittel, wie z.B. Gd-DTPA, verwendet. (Narvaez, 1819-28. Epub 2002
Jan 11.; Beltran, 153-7.; Ostergaard, 1050-4)

2.6. Kontrastmittel

2.6.1. Ubersicht

Um eine Systematik fur die Vielfalt der neuen MR-Kontrastmittel zu erhalten, gibt
es verschiedene Moglichkeiten der Einteilung in Gruppen. So kann man ein
Kontrastmittel anhand seines Effektes auf die Bildgebung, seiner Verteilung im
Korpervolumen, sowie der Anreicherung in bestimmten Organen klassifizieren.
(Rinck, 155-174)

Bei dem Effekt auf die Bildgebung unterscheidet man zwischen T1- und T2-
Kontrastmitteln. T1-Kontrastmittel verkirzen die T1-Relaxationszeit, was sich in
einer Verstarkung der Signalintensitat von kontrastmittelhaltigem Blut und
Gewebe auf T1-gewichteten Bildern aulRert. Dieser Effekt ist umso ausgepragter,
je langer die native T1-Relaxationszeit eines Gewebes ist. Klassische Vertreter
dieser Gruppe sind gadolinium-haltige Kontrastmittel (z.B. Gd-DTPA, Gd-DOTA).
Im Gegensatz dazu verkurzen T2-Kontrastmittel die T2-Relaxationszeit, dies
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ergibt einen Signalabfall in T2-gewichteten Bildern. Klassische Vertreter der T2-
Kontrastmittel sind Eisenoxid-haltige Kontrastmittel, die man weiter unterteilt in
superparamagnetische Eisenoxidpartikel (SPIO) mit einem Partikeldurchmesser
> 50 nm, z.B. Ferumoxides (Endorem) und SHUS555A (Resovist), und in
ultrakleine SPIO (USPIO) mit einem Partikeldurchmesser < 50 nm, z.B.
Ferumoxtran-10 (Sinerem), SHU555C (Supravist) sowie Ferumoxytol. (Rinck,
155-174; Dawson, 201-4.; Metz, 1851-8)

Die Einteilung bezlglich der MolekulgroRe der MRT-Kontrastmittel erfolgt in
niedermolekulare und makromolekulare Kontrastmittel. Die Molekulgrofie
bestimmt die Bioverteilung der Kontrastmittel. Niedermolekulare Kontrastmittel
haben ein Molekulargewicht von < 1 kDa. Klassische Vertreter der
niedermolekularen MR-Kontrastmittel sind die MRT-Standardkontrastmittel Gd-
DTPA, Gadodiamid und Gd-DOTA. Sie verteilen sich nach i.v. Injektion zunachst
im Intravasalraum und treten dann, innerhalb von Sekunden nach der Injektion,
rasch in den extrazellularen Raum aus. Diese niedermolekularen Kontrastmittel
werden glomerular filtriert und rasch renal eliminiert. (Runge, 257-275) Im
Gegensatz dazu besitzen makromolekulare Kontrastmittel ein Molekulargewicht
von >1 kDa. Ihre Grofde verhindert in normalen Geweben das Austreten aus der
Blutbahn, so dass das Verteilungsvolumen annahernd dem Blutvolumen
entspricht. Prototyp der makromolekularen Kontrastmittel ist das Albumin-Gd-
DTPA. Aber auch die superparamagnetischen Eisenoxid-Partikel Ferumoxides
und Ferumoxtran-10 werden zur Gruppe der makromolekularen Kontrastmittel
gezahlt. (Rinck, 155-174)

Schliel’lich kann man die MRT-Kontrastmittel auch in zell-spezifische,
intrazellulare und unspezifische, extrazellulare Kontrastmittel klassifizieren.
Unspezifische Kontrastmittel reichern sich unselektiv im Extravasalraum in allen
Geweben mit Ausnahme des ZNS an. Zu den unspezifischen MR-
Kontrastmitteln zahlen die niedermolekularen Standard-Kontrastmittel Gd-DTPA,

Gadodiamid oder Gd-DOTA. Zellspezifische Kontrastmittel werden selektiv von



2 Grundlagen 19

bestimmten Zellverbanden oder Organen aufgenommen. Die oben bereits
erwahnten superparamagnetischen Eisenoxid-Partikel Ferumoxides und
Ferumoxtran-10 werden von Zellen des retikuloendothelialen Systems (RES)
phagozytiert und reichern sich so in diesen Zellen an. Dadurch kommt es in
Organen des RES wie Leber, Milz, Knochenmark und Lymphknoten zu einem
Signalintensitatsverlust auf T2-gewichteten MRT-Bildern. Weitere Vertreter der
zell-spezifischen Kontrastmittel sind Mn-DPDP, Gd-DTPA-EOB und Gd-BOPTA,
diese markieren spezifisch Hepatozyten. (Rinck, 155-174; Runge, 257-275)
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Tabelle 2: Ausgewdéhlite MRT-Kontrastmittel und ihre Anwendungen

Kontrastmittel Handelsname Applikation
T1-Kontrastmittel
Gd-DOTA Dotarem ZNS-, Organ-, GefaRdarstellung
Gd-DTPA Magnevist ZNS-, Organ-, GefaRdarstellung
Gd-BOPTA MultiHance Leber- und Pankreasdarstellung
T2-Kontrastmittel
Feruglose Clariscan MR-Angiographie, Perfusionsstudien
Ferumoxides Endorem Leberdarstellung
Ferumoxtran-10 Sinerem Lymphknotendarstellung
EZR-Kontrastmittel
Gd-DOTA Dotarem ZNS-, Organ-, GefaRdarstellung
Gd-DTPA Magnevist ZNS-, Organ-, GefalRdarstellung

Makromolekulare Kontrastmittel

MR-Angiographie, Perfusionsstudien:

Albumin-Gd-DTPA )
v.a. Tumorperfusion

MR-Angiographie, Perfusionsstudien:

Polylysine-Gd-DTPA v.a. Tumorperfusion

MR-Angiographie, Perfusionsstudien:

Carboxymethyldextran-Gd-DOTA v.a. Tumorperfusion

P 792 Vistarem MR-Angiographie
Gd-Cascade-Polymer Gadomer 17 MR-Angiographie
spezifische Kontrastmittel
hepatobiliar
Gd-EOB-DTPA Eovist Leberdarstellung
Mn-DPDP Teslascan Leberdarstellung
Gd-BOPTA MultiHance Leberdarstellung
RES
Ferumoxides Endorem Leberdarstellung
Ferumoxtran-10 Sinerem Leber-, Lymphknoten- und

Gefaldarstellung

Die Folgenden Kapitel geben nahere Informationen zu den in dieser Arbeit

verwendeten MRT-Kontrastmitteln.
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2.6.2. Paramagnetische Kontrastmittel

Niedermolekulare Gadolinium-Chelate sind die Standard-Kontrastmittel in der
Magnetresonanztomographie. Prototyp ist das Gadopentetat-Dimeglumin (Gd-
DTPA, Magnevist®, Schering), weitere Vertreter sind das Gadodiamid
(Omniscan™, Amersham Health), Gadoteridol (ProHance®, Bracco Diagnostics)
und Gadoterate Dimeglumin (Dotarem®, Guerbet). Nach den bereits erwahnten
Kriterien werden diese Kontrastmittel als unspezifische, extrazellulare T1-
Kontrastmittel bezeichnet. (Rinck, 155-174)

Fur die vorliegende Studie wurde das in Deutschland far klinische

Untersuchungen zugelassene Standard-MRT-Kontrastmittel Gadopentetat-

Dimeglumin (Gd-DTPA, Magnevist®) verwendet.

Gadolinium ist eine seltene Erde und besitzt eine hohe Zahl von sieben
ungepaarten Elektronen. Einzelne, ungepaarte Elektronen erzeugen ein sehr viel
starkeres magnetisches Feld als gepaarte Elektronen und Protonen. Auch wird
die Relaxationszeit der Elektronenspins eines Molekuls langer, je mehr
ungepaarte Elektronen vorhanden sind. (Rinck, 155-174; Runge, 257-275)

Der Aufbau der Elektronenhille von Gadolinium resultiert in einer relativ
langsamen Relaxation der Elektronenspins sowie einem magnetischen Moment,
das circa um den Faktor 1000 starker ist als das von Protonen. (Reimer, 9)

Dies fuhrt dazu, dass Gadolinium die Prazession benachbarter
Wasserstoffatome beeinflusst. Die T1-Relaxationszeit der
kontrastmittelaufnehmenden Gewebe wird verkirzt, die Region erscheint auf T1-
gewichteten MR-Bildern heller als vor Kontrastmittelgabe. Dieser Prozess wird
auch als positive Verstarkung, Gd-DTPA und Gd-DOTA daher auch als positive
Kontrastmittel bezeichnet. (Rinck, 1993, 155-74) Gleichzeitig besitzen alle
gadoliniumhaltigen Kontrastmittel auch einen T2-Effekt, der sich durch

Signalminderung auf T2-gewichteten Bildern zeigt. Dieser Effekt ist im Vergleich
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zum T1-Effekt relativ gering, so dass er im Allgemeinen keine Anwendung findet.
(Rinck, 155-174; Schering)

Tabelle 3: Einzelne paramagnetischen Substanzen und ihre Eigenschaften
(Rinck, 155-174)

Anzahl ungepaarter Relaxationszeit der
Element
Elektronen Elektronenspins
Gadolinium Gd”* 7 10°-10"s
Mangan Mn** 5 10°-107s
Dysporium Dy*" 5 10" -10"s
Eisen Fe** 4 10" -10"s

Aufgrund der hohen Toxizitat von Gadolinium wird das Element zur Verwendung
als Kontrastmittel mit DTPA (Diethylentriaminpentaessigsaure) komplexiert.
Diese, Gadopentetat-Dimeglumin (Gd-DTPA) genannte Verbindung, ist extrem
hydrophil, nichttoxisch und weist keine nennenswerte Proteinbindung oder
Enzymwechselwirkung auf. Wahrend die Beeinflussung der Signalintensitat
weitgehend auf den paramagnetischen Effekt des Gadoliniums zurtckzufuhren
ist, bestimmt das DTPA die pharmakokinetischen Eigenschaften des Komplexes.

(Schering)

0Gd-DTPA
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Abbildung 2: Chemische Struktur von Gadolinium DTPA (Hornak)
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Tabelle 4: Physikalische Eigenschaften von Magnevist® (Schering)

Osmolalitat bei 37°C 1.96 Osm/kg H2O
Viskositat bei 20°C 4.9 mPa s (bzw. cP)
37°C 2.1 mPa s (bzw. cP)
Dichte bei 20°C 1.210 glcm®
37°C 1.195 g/em?®
pH 70 -79
In vivo und in vitro Stabilitat 22 - 23 log K
Verteilungskoeffizient bei pH 7.6 0.0001

Magnevist® kann intravends als Bolusinjektion verabreicht werden. Die Dosis
variiert bei klinischer Anwendung zwischen 0.1 mmol Gadopentetat/kg
Korpergewicht (0.2 ml Magnevist®/kg) und 0.3 mmol Gadopentetat/kg (0.6 ml
Magnevist®/kg). Nach Injektion und einer wenigen Minuten dauernden
Verteilungsphase im Intravasalraum verteilt sich Gd-DTPA dosisunabhangig im
extrazellularen Raum. Die intakte Blut-Hirn- sowie Blut-Testes-Schranke wird
nicht passiert.

Die Ausscheidung des Gadopentetat-Dimeglumins erfolgt in unveranderter Form
nahezu ausschlieldlich durch glomerulare Filtration GUber die Niere, mit einer mit
der von Inulin vergleichbaren Clearence. Die Halbwertszeit der Konzentration
von Gd-DTPA im Plasma betragt bei Dosierung bis 0.25 mmol/kg Korpergewicht
90 Minuten. Nach 6 Stunden kann man 83%, nach 24 Stunden 91% der
ursprunglich verabreichten Menge an Gd-DTPA im Urin wieder finden. Weniger

als ein Prozent wird Uber den Stuhl ausgeschieden. (Schering)

Die folgende Tabelle gibt einen Uberblick tber die Nebenwirkungen von

Magnevist®.
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Tabelle 5: Nebenwirkungen von Magnevist® nach 45 Millionen
Anwendungen (Niendorf)

Nebenwirkung Haufigkeit des Auftretens pro 100 000
Anwendungen
Subjektive Symptome ) 11.61
Kardiovaskulare Reaktionen 4.68
Ubelkeit 4.34
Urtikaria 4.15
Reaktion der Mukosa 3.39
Dyspnoe 1.93
Hautausschlag 1.68
Reaktion an der Injektionsstelle 0.94
Larynxédeme 0.43
Anaphylaktischer Schock 0.29
Krampfanfall 0.25
Sehstdrungen 0.12
GefalRdodeme 0.07
Nierenschadigungen 0.04

Gadolinium-DTPA  war das erste  paramagnetische, extrazellulare
gadoliniumhaltige Kontrastmittel, das fur die MRT verwendet wurde. Die ersten
Anwendungen an Patienten wurden 1983 durchgefuhrt, unter dem
Handelsnamen Magnevist® (Schering, Berlin) wurde Gd-DTPA 1988 erstmals in
Europa, den USA und Japan fur die kraniale und spinale MRT zugelassen.
(Niendorf)

2.6.3. Superparamagnetische Kontrastmittel und Suszeptibilitatseffekt

Zu den superparamagnetischen Kontrastmitteln zahlen die super-
paramagnetischen Eisenoxidpartikel (SPIO) mit einem Durchmesser > 50 nm,
wie Ferumoxides (Endorem®, Guerbet) und Ferucarbotran (Resovist®, Schering),
sowie die ultrakleinen superparamagnetischen Eisenoxidpartikel (USPIO) mit
einem Durchmesser < 50 nm, wie Ferumoxtran-10 (Sinerem® Guerbet),
SHU555C (Supravist®, Schering) und Ferumoxytol (Advanced Magnetics)

(Tabelle 6). Ihr Effekt auf die Signalintensitat besteht Uberwiegend aus einer
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VerklUrzung der T2*- und T2-Relaxationszeit, was zu einer Signalminderung auf
T2*/T2-gewichteten  Bildern  fuhrt. Dieser Effekt wird auch als
Suszeptibilitatseffekt bezeichnet. (Metz, 1851-8; Rinck, 155-174)

Ferromagnetische Substanzen wie Eisen, Nickel oder Fe3;O4 bestehen aus
Multidomanpartikeln, die jeweils ihren eigenen magnetischen Dipol besitzen.
Setzt man diese Substanzen einem externen magnetischen Feld aus, so richten
sich die einzelnen Dipole parallel zu diesem aus, wodurch die Substanz ihr
eigenes Magnetfeld aufbaut. Dies ist schon bei einem relativ schwachen
externen Magnetfeld zu beobachten und wird als hohe magnetische
Suszeptibilitdt bezeichnet. Nach Entfernen des externen Magnetfeldes
verbleiben die Dipole in ihrer organisierten Orientierung, die Substanz behalt ihr

eigenes, permanentes Magnetfeld. (Saini, 735-43.; Josephson, 647-53.)

Reduziert man die GréRe der Partikel auf z.B. unter 350A fir Fe;O4, so
entstehen Eindomanpartikel mit superparamagnetischen Eigenschaften. Wie die
Multidomanpartikel der ferromagnetischen Substanzen, so richten sich auch die
Dipole der Eindomanpartikel parallel zu einem externen Magnetfeld, wie z.B. im
MRT, aus. Auch hier kommt es zur Bildung eines lokalen Magnetfeldes, das die
Relaxationszeiten des umgebenden Gewebes beeinflusst. Diese Verkurzung von
uberwiegend T2* und T2 mit konsekutiver Signalminderung auf T2*/T2-Bildern
nennt man Suszeptibilitatseffekt. Im Unterschied zu den ferromagnetischen
Substanzen ist der Einfluss der Brown'schen Molekularbewegung durch die
geringe PartikelgrofRe so grol3, dass sich die Dipole nach Entfernen des externen
Magnetfeldes wieder zufallig im Raum orientieren. Somit behalten
superparamagnetische Substanzen unter Normalbedingungen kein permanentes
magnetisches Feld. Insofern ahneln sie paramagnetischen Substanzen, jedoch
ist die durch ein externes Magnetfeld induzierbare Magnetisierung der
superparamagnetischen Stoffe wesentlich hdher. (Saini, 735-43.; Rinck, 155-
174; Wang, 2319-31.)
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Tabelle 6: Verschiedene superparamagnetische Kontrastmittel und ihre
Eigenschaften (Metz, 1851-8; Wang, 2319-31.; Ersoy, 1181-6)

Name Substanz- Hiille Partikel- | 14 pelaxation | T2-Relaxation
klasse durchmesser
Ferucarbotran Carboxydextran 11 11
(Resovist®) SPIO (ionisch) 62 nm 25mM's 151 mM''s
Ferumoxides SPIO Dextran T10 80-150 nm 40 mM s 160 mM's™
(Endorem®) (anionisch)
Ferumoxtran-
10 uspio | DetranTi0 | o0 50nm | 22mM’s’ | 80 mMs”
(Sinerem®) (anionisch)
SHU555C USPIO Carboxydextran 21 nm 24 mM s 60 mM's™
(Supravist®) (ionisch)
Ferumoxytol | uUspio | _Carbohydrat 30 nm N.A. N.A.
semisynthetisch

2.6.3.1. SHU555C

SHU555C (Supravist®, Schering AG, Berlin) ist ein USPIO, das sich derzeit in
Phase Ill der klinischen Prufung befindet und voraussichtlich 2006 in Europa
zugelassen wird. SHU555C besteht aus einer Subfraktion von kleinen USPIO-
Partikeln, die durch Filterung aus dem SPIO Ferucarbotran (Resovist®, Schering
AG) SHU555C Partikel

Eisenoxidpartikel, die von einer ionischen Carboxydextranhille umgeben sind.

gewonnen werden. und Ferucarbotran sind
Das SPIO Ferucarbotran besteht aus Partikeln von durchschnittlich 62nm
Gesamtdurchmesser, der Eisenoxidkern von SHU 555 C hat einen Durchmesser
von 3-4nm, die Carboxydextranhille 20-30nm.(Turetschek, 448-55.) Die
geringere PartikelgroRe von SHU555C im Vergleich zu Ferucarbotran bedingt
eine héheres T1/T2* Verhaltnis, mit R1 und R2 Relaxivitaten von 7.8 bzw. 86.6
L-mmol™s™ bei einer Feldstarke von 2Tesla. Auch resultiert eine verldngerte
Partikel
retikuloendothelialen System phagozytiert werden. (Allkemper, 432-8.; Metz,

1851-8) Aufgrund dieser Eigenschaften wird SHU555C als Kontrastmittel zur

Plasmahalbwertszeit, da die kleineren weniger schnell vom
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Angiographie mit positivem Effekt auf T1-gewichteten Bildern untersucht.
(Clarke, 787-94; Tombach, S425-7) Die bisher hochste verwendete Dosis von
SHUS55C fur die Anwendung im Menschen ist 80umol/kg, es ist als Bolus
injizierbar. (Tombach, S425-7) Das Verteilungsvolumen ist 0.04l/kg, die akute
Toleranz bei i.v. Injektion in Mausen ist >10mmol/kg. Die Plasmahalbwertszeit in
Ratten betragt ca. 1h. (Turetschek, 448-55.)

2.6.3.2. Ferumoxtran-10

Ferumoxtran-10 (AMI-227, Sinerem®, Guerbet Group, Paris, Frankreich oder
Combidex, Advanced Magnetics, Cambridge, USA) ist ein weiteres MRT-
Kontrastmittel aus der Gruppe der USPIOs. Die Ferumoxtran-10
Eisenoxidpartikel bestehen aus einem 4-6nm grol3en Eisenoxidkern, der von
einer anionischen Dextran-T10 Hulle mit einem 20-40nm Durchmesser umgeben
ist. (Jung, 661-74) Auch hier ist das Verhaltnis von T1/T2-Relaxation groflier als
bei dem ebenfalls Dextran-T10 beschichteten SPIO Ferumoxides (Endorem®,
Guerbet Group, Paris, Frankreich oder Feridex, Advanced Magnetics,
Cambridge, USA), mit R1 und R2 von 22 bzw. 80 L-mmol™s™ bei einer
Feldstarke von 0.47Tesla und 37°C. (Metz, 1851-8) Die Bluthalbwertszeit von
Ferumoxtran-10 im Menschen liegt bei Uber 24h, die Eisenoxide werden nach
und nach von Zellen des RES phagozytiert und gehen letztendlich in die
Eisenspeicher des Korpers ein. (McLachlan, 301-7) Nach i.v. Injektion kann
Ferumoxtran-10 in einer frihen Phase als positives Blutpoolkontrastmittel
verwendet werden (Anzai, 209-14.), spatere MRT-Aufnahmen dienen der
Evaluation von Lymphknoten (Anzai, 777-88.), Leber (Kim, 1217-23.), Milz
(Harisinghani, 770-6.) und Knochenmark (Daldrup-Link, 1557-66. Epub 2002
Feb 5.).

Sinerem® befindet sich aktuell in Europa in Phase IlIb der klinischen Priifung. Es

sollte nicht als Bolus injiziert werden, da Nebenwirkungen wie Hypotension und
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Lumbalschmerzen auftreten Konnen. (Wang, 2319-31.) Bei langsamer Infusion
von insgesamt 100ml verdinntem Kontrastmittel bis zu einer Dosis von 1.7mg
Fe/kg wurden in einer Phase 2 Studie die in Tabelle 7 aufgefihrten
Nebenwirkungen festgestellt. Die Nebenwirkungen traten dosisunabhangig auf.
(Sharma, 291-4)

Tabelle 7: Nebenwirkungen von Ferumoxtran-10 (Sharma, 291-4)

Nebenwirkung Haufigkeit des Auftretens (%)

Dyspnoe 3.8
Brustschmerz 29
Hautausschlag 2.9
Pruritus 1.9
Hamatom an der Injektionsstelle 1.9
Vasodilatation 1.9
erhéhte Temperatur 1.9
Ubelkeit 1.9
Nausea 1.9
Diarrhd 1.9
Kopfschmerz 1
Ruckenschmerz 1
Hypertension 1

2.6.3.3. Ferumoxytol

Ferumoxytol (Code 7228, Advanced Magnetics, Cambridge, USA) ist ein
weiteres MR-Kontrastmittel aus der Gruppe der USPIOs. Es besteht aus einem
superparamagnetischen Eisenoxidkern, umgeben von einer niedermolekularen,
semisynthetischen Carbohydrathille. Der Gesamtdurchmesser ist ca. 30nm. Die
Anwendung im Menschen als positives Blutpool-Kontrastmittel in der MR
Angiographie mit einer Gesamtdosis von 4mg Fe/kg ist beschrieben worden.
(Ersoy, 1181-6) Ferumoxytol befindet sich derzeit in Phase Ill der klinischen
Prufung. Die Bluthalbwertszeit betragt 10-14h, die Elimination aus der Blutbahn
erfolgt durch Phagozytose durch Makrophagen des RES. (Ersoy, 1181-6) Da die

Eisenpartikel letztendlich in den Eisenhaushalt des Korpers eingehen, wird
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Ferumoxytol auch zur intravendsen Eisenersatztherapie eingesetzt. Mit dieser

Indikation befindet sich Ferumoxytol ebenfalls in Phase Il der klinischen
Prufung.
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3. Material und Methoden

3.1. Tiermodell

Die Versuche dieser Arbeit wurden an Tieren durchgefuhrt, da die verwendeten
Eisenoxid-Kontrastmittel noch nicht flir die Anwendung am Menschen
zugelassen sind. Auch die Moglichkeit, die Ergebnisse der MRT-Messungen mit
der Histologie der entsprechenden Gewebe zu vergleichen sprechen fir die
Verwendung von Versuchstieren. Wir wahlten fur diese Studie Ratten, da die
Antigen-induzierte Arthritis in Ratten in frGheren Arbeiten als reproduzierbares
und in entscheidenden Aspekten Ubertragbares Modell fir die Rheumatoide
Arthritis im Menschen charakterisiert worden ist (siehe Grundlagen S.9). Die
Studie wurde durch das Institutional Animal Care and Use Committee (IACUC)
der University of California, San Francisco, am 20.04.04 begutachtet und
genehmigt (Genehmigungs-Nr. A287-24049-01A).

Fur unsere Experimente wurden 27 weibliche Sprague Dawley Ratten (Charles
River Laboratories Inc. Wilmington, MA) mit einem Alter von drei bis vier Wochen

und einem Gewicht zwischen 190g und 230g verwendet.

3.1.1. Narkose

Die Ratten wurden aus ihrem Kafig einzeln in eine ungefahr eineinhalb Liter
fassende, Iuftdicht verschlieBbare Kammer tberfihrt. Uber den Zulauf wurde ein
Sauerstoff / Isofluran (Forane®, Baxter Healthcare Corporation, Deerfield, IL)
Gemisch mit einer Isofluran Konzentration von 4% in die Kammer eingeleitet.
Nach wenigen Minuten wurde die nun narkotisierte Ratte auf eine mit Zellstoff
ausgekleidete Arbeitsflache gelegt, die Narkose mit 2.5% bis 1% Isofluran und

Sauerstoff Uber eine Maske weitergefuhrt. Die Tiefe der Narkose wurde vor jeder



3 Material und Methoden 31

Injektion durch einen Schmerzreiz an der Sohle des Hinterlaufes der Ratte
getestet, wahrend der MRT-Messungen diente die Atemfrequenz als Indikator.
Nach Beenden der Narkose wurden alle Ratten beobachtet, bis sie wieder bei

Bewusstsein waren.

Abbildung 3: Ratte mit Zufiihrung von Isofluran/Sauerstoff liber eine
Maske, mit fixiertem venésen Zugang liber eine laterale Schwanzvene

3.1.2. Induktion der monoartikularen Arthritis

Alle Ratten wurden mit einer Gesamtdosis von 0.5ml einer Emulsion von
komplettem Freundschem Adjuvans (Lee Laboratories, Grayson, CA) und
methyliertem bovinen Serumalbumin (MBSA), 20mg/ml (Sigma, St.Louis, MO) im
Verhaltnis eins zu eins sensibilisiert. Die Dosis wurde durch funf subkutane
Injektionen mit einer 25G, 5/8" Nadel (Precision Glide® Needle, Becton Dickinson
& Co, Franklin Lakes, NJ) an unterschiedlichen Stellen am Rucken der Ratte
appliziert. Zehn bis flinfzehn Tage spater erfolgte eine intraartikulare Injektion
von 40ul MBSA (25mg/ml) in das rechte Kniegelenk mit einer 27G 1/2" Nadel

(Precision Glide® Needle, Becton Dickinson & Co, Franklin Lakes, NJ). Das linke
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Kniegelenk erhielt dieselbe Menge an 0.9% NaCl (Abbott Laboratories, North
Chicago, IL). Die intraartikulare Injektion wurde nach vier bis sechs Tagen
wiederholt. Zum Zeitpunkt der MRT-Messung zeigten alle so behandelten Ratten
deutliche klinische Zeichen einer Arthritis wie Hinken und Gelenkschwellung, die

auf das rechte Kniegelenk beschrankt blieben.

3.2. Kontrastmittel

Die Kontrastmittel Gd-DTPA, SHUS555C, Ferumoxtran-10 und Ferumoxytol
wurden intravends (i.v.) Uber eine Butterfly Kanile (Butterfly®, 23 x 3/4, 12"
Tubing Infusion Set, Abbott Laboratories, North Chicago, IL) in eine
Schwanzvene der Ratte injiziert. Die applizierten Kontrastmitteldosen sind
Tabelle 8 zu entnehmen. Nahere Informationen zu den Kontrastmitteln sind auf
den Seiten 21-29 im Kapitel Grundlagen aufgefuhrt. Die zu applizierende
Kontrastmitteldosis entsprach jeweils einem sehr kleinen Volumen von 70-150ul
und wurde daher in 4.0ml 0.9% NaCl verdunnt

Tabelle 8: Verwendete Kontrastmittel und Dosierung

Markenname Code Art Dosierung
Magnevist® GD-DTPA Makromolekular 200pmol Gd/kg
Supravist™ SHUS555C USPIO 200umol Fe/kg

Sinerem® Ferumoxtran-10 USPIO 200umol Fel/kg
N.A. Ferumoxytol USPIO 200umol Fe/kg

3.3. Magnet-Resonanz-Tomographie

Die MRT-Messungen wurden an einem supraleitendem 2 Tesla Omega CSI-lI
Magneten (Brucker Instruments, Fremont, CA) mit selbstabschirmenden Acustar

S-150 Gradientenspulen (+ 20 G/cm, 15cm Innendurchmesser) durchgefihrt.
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S i /£ 4

Abbildung 4: 2 Tesla Omega CSI-ll Magnet (Brucker Instruments, Fremont,
CA) mit selbstabschirmenden Acustar S-150 Gradientenspulen

Um ein Absinken der Korpertemperatur wahrend der MRT-Messung zu
vermeiden, wurden die Ratten in Rilckenlage auf einem Wasserkissen
(Mul'T'Pad®, Gaymar, Orchard Park, NY) in einer konkaven Schiene gelagert
und fixiert. Dieses Wasserkissen wurde mit schwerem Wasser (Dueterium
Oxide, Spectra Stable Isotopes, Columbia, MD) von 37°C aus einer
Warmwasserpumpe (Micro-Temp® Pump, CSZ, Cinncinati, OH) durchflutet.
Deuterium gibt kein Signal auf T1- und T2-gewichteten MRT-Aufnahmen und
beeinflusst daher die Abbildung der Arthritis nicht. Aufgrund technischer Defekte
wurden die Messungen an vier Ratten auch mit einfachem destillierten Wasser
im Pumpsystem durchgefuhrt, dies fihrte zu Flussartefakten auf den MR-Bildern,

die Phasenkodierung wurde jedoch so ausgerichtet, dass die die Auswertung der
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Kontrastmittelanreicherung in der Arthritis nicht beeintrachtigt wurde. Die
Lagerungsschiene mit Wasserkissen und Ratte wurde in einer "birdcage"-Spule
(Eigenbau) mit einem Innendurchmesser von 5.5cm und einer Lange von 7cm

platziert.

Abbildung 5: '‘Birdcage’-Spule, rechts daneben narkotisierte Ratte, fixiert auf
Lagerungsschiene mit Wasserkissen

Die Ratten wurden nach erfolgreicher Induktion der Arthritis in 4 randomisierten
Gruppen von je 6 Tieren MR-tomographisch untersucht (Tab.9). Eine Gruppe
von drei nicht Arthritis induzierten Ratten diente als Kontrolle. Gruppe 1 wurde zu
verschiedenen Zeitpunkten vor und nach Injektion von Gd-DTPA an Tag 1 sowie
vor und nach Injektion von SHU 555 C an Tag 2 untersucht. Diese Messungen
sollten einen Vergleich des T1-Effektes des USPIO und des Standard-
Kontrastmittels Gd-DTPA im gleichen Tier unter Ausschaltung inter-individueller
Einflussfaktoren ermdglichen. Der Vergleich der beiden Kontrastmittel im

gleichen Tier war moglich, da das an Tag 1 injizierte Gd-DTPA aufgrund seiner
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geringen Plasmahalbwertszeit nach 24h ausgeschieden war, was durch
Vergleich der “nativen” Aufnahmen vor Injektion von Gd-DTPA an Tag 1 und
SHU 555 C an Tag 2 gesichert wurde.

Ein Vergleich des Signaleffektes verschiedener USPIO war nicht im gleichen
Tier moglich, da wegen der langen Plasmahalbwertszeit Signalveranderungen
des entzindlichen Gewebes Uber mehrere Tage erwartet wurden. Daher
erfolgte eine Untersuchung des Signaleffektes von SHU 555 C, Ferumoxtran und
Ferumoxytol in 3 verschiedenen Gruppen: Gruppe 2 erhielt SH U 555 C, Gruppe
3 Ferumoxtran-10 und Gruppe 4 Ferumoxytol als i.v. Injektion. Alle drei Gruppen
wurden vor, direkt nach sowie 24h nach Kontrastmittelgabe tomographisch

untersucht.

Gruppe 5 bestand aus den normalen Kontrollratten, das Schema von
Kontrastmittelinjektion (Gd-DTPA und SHU555C) und MRT-Untersuchungen

entsprach dem von Gruppe 1.
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Tabelle 9: Einteilung der Ratten in die verschiedenen Gruppen sowie die
entsprechenden Pulssequenzen zu den einzelnen Zeitpunkten

MRT MRT Verlauf MRT 1-2h MRT 24h
Grubbe vor nach nach nach
PP Kontrast- Kontrast- Kontrast- Kontrast-
mittelinjektion | mittelinjektion | mittelinjektion | mittelinjektion
Arthritische Ratten
Gruppe 1 T2 -SE
Gd-DTPA T1-GE T1-GE T1-GE
und T2 -SE T2 - SE
SHU555C T2*- GE T2* - GE T2*- GE
n=6 T1-GE T1-GE T1-GE
Gruppe 2 T2 -SE T2 - SE T2 -SE
SHU555C T2*- GE T2*- GE T2*- GE T2*- GE
n=6 T1-GE T1-GE T1-GE T1-GE
Gruppes | 13.sE T2-SE T2-SE
T2*- GE T2*- GE T2*- GE T2*- GE
oxtran-10 T1-GE T1-GE T1-GE T1-GE
GFr:rpupn‘:_“ T2-SE T2-SE T2-SE
oxytol T2*- GE T2*- GE T2*- GE T2*- GE
n=6 T1-GE T1-GE T1-GE T1-GE
Normale Ratten
Gruppe 5 T2 -SE
Gd-DTPA T1-GE T1-GE T1-GE
und T2-SE T2 -SE
SHU555C T2*- GE T2* - GE T2*- GE
n=3 T1-GE T1-GE T1-GE

In jeder Untersuchungsgruppe wurden sagittale MRT-Aufnahmen des
arthritischen und kontralateralen normalen Kniegelenkes mit folgenden
Pulssequenzen erstellt:

T2-gewichtete 2D Spinecho (SE) Sequenzen mit einer Repetitionszeit (TR) von
2000ms und Echozeiten (TE) von 20ms, 40ms, 60ms und 80ms, einem field of
view (FOV) von 70mm, einer 128 x 128 Pixel Matrix, jeweils vier Schichten tber

dem rechten und linken Knie mit einer Schichtdicke von 1.5mm ohne Abstand.
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T2*-gewichtete 3D spoiled gradient recalled (SPGR) Sequenzen mit einer
Repetitionszeit (TR) von 100ms, Echozeit (TE) von 15ms, field of view (FOV)
von 70mm, einer 128 x 128 x 30 Pixel Matrix, zwei Bildmittelungen (NEX), 32
Schichten von 1.5mm Dicke und ein Flipwinkel von 38°.

T1 gewichtete 3D-SPGR Sequenzen mit einem TR von 50ms, TE von 1.7ms,
FOV von 70mm, einer 128 x 128 x 32 Pixel Matrix, zwei NEX, 32 Schichten von

1.5mm Dicke und einem Flipwinkel von 60°.

3.4. Datenauswertung

Die MRT Datensatze wurden auf einen Sun Spark 10 Computer (Sun
Microsystems, Mountain View, CA) kopiert, dort prozessiert sowie qualitativ und
quantitativ ausgewertet.

Die Quantitative Auswertung der Daten wurde von einem einzelnen Untersucher
durchgefuhrt, der durchschnittliche Signalintensitaten (Sl) von Synovialmembran,
paraartikularem Muskel und Hintergrundrauschen bestimmte. Diese S| wurden in
benutzerdefinierten Arealen, so genannten regions of interest (ROIl) gemessen.
Die S| der Synovialmembran wurde im vorderen Anteil des Kniegelenkes
bestimmt, im Bereich des Rezessus Suprapatellaris. Hier war die Gefahr, andere
anatomische Strukturen wie Bander, Sehnen, Gefalle oder die Patella mit in die
ROI einzuschlieBen, gering. Auch ergaben fruhere Arbeiten, dass die
Synovialmembran in diesem Areal ausgepragte Zeichen der Entzindung zeigt.
(Andersson, 1772-7.; Andersson, 1778-84.) Die ROI fur die Bestimmung des
Hintergrundrauschens wurde ventral des Kniegelenkes gemessen, in der
Richtung der Frequenzkodierung. Bei der Bestimmung der S| des
paraartikularen Muskels wurde darauf geachtet, Gefalke oder Faszien
auszuschlieBen, die eventuell die Sl beeinflussen kdnnten. Die GréRe der ROls
variierte je nach anatomischen Gegebenheiten zwischen 15 und 200 Pixel.
(Abb.6)
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Abbildung 6: T2-Spin-Echo Sequenz eines arthritischen Kniegelenks, 2h
nach Gabe von 200umol/kg Sinerem® mit exemplarischen ROls. 1:
Synovialmembran, 2: paraartikuldrer Muskel, 3: Hintergrundrauschen

Das Verhaltnis von Signal zu Hintergrundrauschen (SNR) der Zielgewebe wurde
anhand der S| Werte berechnet:

SNR Zielgewebe =Sl Zielgewebe / Sl Hintergrundrauschen

Die durch Kontrastmittelinjektion (KMI) hervorgerufenen Effekte kdnnen anhand
der prozentualen Differenz der S| vor und nach KMI des jeweiligen Gewebes
quantifiziert werden:

AS'(%) Zielgewebe = (Sl Zielgewebe nach KMI — SI Zielgewebe vor KMI) / Sl Zielgewebe vor KMI

3.5. Histologie

Unmittelbar nach der letzten MRT-Messung wurden die Ratten mit einer
Uberdosis Pentobarbital (Nembutal® Sodium Solution 50mg/ml, Abbott
Laboratories, North Chicago, IL, 200mg/kg Korpergewicht), sowie bilateraler
Thorakotomie euthanasiert. Die rechten und linken Hinterlaufe wurden proximal
des Kniegelenkes abgetrennt und nach Entfernen von Weichteilgewebe fir 10
Tage bei 4°C in 10% phosphatgepuffertem Formalin (Poly Scientific®, Bay Shore,
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NY) fixiert. Anschliefend wurden die Gewebeproben fur vier Tage in EDTA
(Versenate®, American Master Techs, Inc.) dekalzifiziert. Nach vollstindiger
Dekalzifizierung wurden die Kniegelenke in einer Reihe von Ldsungen mit
steigendem Alkoholgehalt dehydriert und in Paraffinblocke eingelagert. Von
jedem Kniegelenk wurden drei Schnitte von 5um Dicke im Abstand von jeweils
ca. 350um angefertigt, es wurden jeweils eine Standard Hamatoxilin-Eosin
(H&E) sowie eine immunhistochemische Farbung durchgefihrt.

Fur die H&E Farbung wurden die Schnitte nach dem folgenden Schema

bearbeitet.

Tabelle 10: Schritte der Himotoxilin-Eosin Farbung

Farbeschritt Farbebad Zeit
1 Xylol 2 min
2 Xylol 2 min
3 Xylol 2 min
4 Alkohol 100% 25 sec
5 Alkohol 96% 25 sec
6 Alkohol 96% 25 sec
7 Alkohol 70% 25 sec
8 Wasserbad 25 sec
9 HTX-Mayer 3 min
10 HTX-Mayer 3 min
11 Wasserbad 2 min
12 Wasserbad 2 min
13 Eosin 2 min
14 Alkohol 96% 30 sec
15 Alkohol 100% 25 sec
16 Alkohol 100% 25 sec
17 Xylol 1,5 min
18 Xylol 1,5 min

Es resultiert eine dunkel-blauliche Farbung basischer Gewebsteile wie z.B. der
Zellkerne, andere Komponenten, wie z.B. extrazellulare Knorpelmatrix zeigen
sich rosa. Die H&E Farbungen dienten hauptsachlich zur Beurteilung der
Anatomie der Schnitte und des histologischen Bildes der Antigen-induzierten
Arthritis.
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Die immunhistochemische Farbung diente zum Nachweis der Dextran
beschichteten USPIO-Partikeln im Gewebe. Es wurde ein markiertes
Streptavidin-Biotin-Set (DAKO®, Hamburg, Deutschland) verwendet. Die
Schnitte wurden mit einem monoklonalen Antikorper gegen Dextran inkubiert
(StemCell Technology®, Vancouver, B.C., Kanada) und anschlieBend mit PBS
(Poly Scientific®, Bay Shore, NY) gewaschen um freie Antikorper zu entfernen.
Daraufhin wurden die Schnitte mit einem zweiten Antikérper (DAKO®) inkubiert,
wiederum mit PBS (Poly Scientific®) gewaschen und schlieBlich mit einem
Streptavidin-Peroxidase konjugierten Antikorper (DAKO®) inkubiert und mit PBS
(Poly Scientific®) gewaschen. Mit dem anschlieRenden Farbebad mit 3,3-
Diaminbezidin (DAKO®) wurden die Lokalisationen an denen sich Antikdrper
angelagert hatten braun gefarbt. Negativ Kontrollen wurden mit derselben
Prozedur ohne den primaren Dextran-Antikdrper durchgefuhrt.

Alle Gewebeproben wurden mit einem Eclipse E400 (Nikon, Japan) Mikroskop
mit 40, 100, 200 und 400 facher VergroRerung untersucht.

3.6. Statistik

Alle statistischen Analysen wurden von Mei-Hsiu Chen, PhD, University of
California durchgefuhrt. Fur die Analysen der Daten wurde ein gemischtes
Modell (mixed effects model) angewendet, d.h. ein Modell sowohl mit festen
Effekten (fixed effects) als auch zufalligen Effekten (random effects). Feste
Effekte sind feste, unbekannte Konstanten und werden vom Untersucher mit
dem Ziel festgelegt, die jeweiligen Daten miteinander zu vergleichen. Sie sind
Effekte, die durch vom Untersucher gewollt veranderte Ablaufe des Experiments
verursacht werden. (Laird, 963-74) Somit wurden die Effekte der verschiedenen
Kontrastmittel, Messung im arthritischen oder normalen Kniegelenk sowie die
verschiedenen Zeitpunkte der Messungen auf die SNR- bzw. ASI(%)-Werte als
feste Effekte (fixed effects) des Modells bestimmt. lhre Signifikanz wurde mit

dem F-Test uberpruft, mit dem getestet werden kann, ob zwei Stichproben aus
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unterschiedlichen Populationen sich hinsichtlich ihrer Varianz statistisch
signifikant unterscheiden. Feste Effekte (fixed effect) mit einem p-Wert von
kleiner 0.05 wurden als signifikant bewertet. Das bedeutet, dass die
Wahrscheinlichkeit, dass beobachtete Unterschiede der Daten lediglich durch
Zufall entstanden sind geringer als 5% ist. (Laird, 963-74) Die Variationen, die
unweigerlich bei wiederholten Messungen am gleichen Versuchstier auftreten,
wurden als zufalliger Effekt (random effect) in das Modell eingeschlossen. Dabei
wird davon ausgegangen, dass die Zufallsgrof3en normalverteilt und voneinander

unabhangig sind.

Fur die Prasentation der Daten in Tabellen und Graphen wurden alle SNR- und
ASI(%)-Werte der einzelnen Gruppen zu arithmetischen Mittelwerten mit
Standardabweichungen zusammengefasst. Die statistischen Berechnungen am
Computer wurden mit den Programmen SAS 9.1 (SAS institute, Cary, NC) und
Splus 6.2 (Insightful Inc., Seattle, WA) durchgefluhrt.
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4. Ergebnisse

4.1. Histologie

Auf den H&E gefarbten Schnitten der arthritischen Kniegelenke zeigte sich
eine akute Entzundung mit deutlicher Verdickung der Synovialmembran
sowie massiver leukozytarer Infiltration. Die Synovialmembran der
kontralateralen Kniegelenke hingegen war unverandert dunn, ohne
Zeichen einer akuten oder chronischen Entzindung. (Abb.7) Auf den Anti-
Dextran Farbungen prasentierten sich sowohl 2 h als auch 24 h nach
Gabe von USPIO-Kontrastmitteln positive braunlich gefarbte Areale in der
arthritischen  Synovialmembran. 2h p.i. waren die USPIO-Partikel
uberwiegend im Interstitium nachzuweisen, wahrend 24 h p.i. ein Grossteil
der Partikel intrazellular in  Makrophagen der entzindeten
Synovialmembran zu finden war. In der Synovialmembran der
kontralateralen Kniegelenke waren zu keinem der beiden Zeitpunkte
USPIO-Partikel nachweisbar. (Abb.8) Es wurde keine Unterschiede

zwischen den einzelnen USPIO-Kontrastmitteln festgestellt.



4 Ergebnisse 43

Normales Kniegelenk arthritisches Kniegelenk

Abbildung 7: H&E Farbung von normalem und arthritischem Kniegelenk
einer Ratte in der Ubersichtsaufnahme (a) und im jeweiligen Detailausschnitt
(b). Die Synovialmembran (schwarze Pfeile) im normalen Kniegelenk ist &ul3erst
dinn wéhrend im arthritischen Kniegelenk deutliche Entziindungszeichen wie
Verdickung und leukozytére Infiltration zu erkennen sind.
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a) Arthritisches Kniegelenk, 2 h p.i.
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c) Normales Kniegelenk, 24 h p.i.

Abbildung 8: Anti-Dextran Fdrbung nach i.v. Injektion von USPIO. 2 h p.i. (a)
sind die USPIO-Partikel liberwiegend im Interstitium zu finden (weisse Pfeile),

24 h p.i. (b) Uberwiegend intrazelluléar (schwarze Pfeile). Im normalen Kniegelenk
(c) sind 24 p.i. keinerlei USPIO-Partikel zu sehen.
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4.2. Detektion der Arthritis (T1-Signalanhebung)

Die intravendse Injektion von SHUS55C resultierte in einer deutlichen, positiven
Signalanhebung der entzindeten Synovialmembran auf den T1-gewichteten
Gradientenecho-Bildern (Abb. 9). Diese Signalanhebung der Synovialmembran
war ab ca. 3 min nach Kontrastmittelinjektion (KMI) zu erkennen und nahm stetig
zu, bis zu einer maximalen Signalanhebung zum Zeitpunkt 2h nach der

Kontrastmittelgabe (post Injektion = p.i.) (Abb.9a, 10a). Der Kontrastmittel-

Bedingte Signalanstieg der Synovialmembran war zum Zeitpunkt 3 min p.i. noch
nicht signifikant unterschiedlich vom Ausgangswert (p>0.05). Alle weiteren MRT-
Aufnahmen von 13 min p.i. bis 123 min p.i. zeigten jedoch einen signifikanten
Signalanstieg der entzindlich veranderten Synovialmembran (p<0.05) (p<0.001,
Tabelle 10). Bei 2 Versuchstieren waren zusatzliche, T1-gewichtete MRT Bilder
bis zu 4h p.i. aufgenommen worden. Fur diesen Zeitraum zwischen 2h und 4h
p.i. nahm die Kontrastmittel bedingte Signalanhebung der Synovialmembran
kontinuierlich ab, 24h p.i. entsprachen die SNR Werte aller Versuchstiere wieder
denjenigen vor Injektion von SHUS55C, die ASI Werte waren nicht signifikant
unterschiedlich vom Basiswert (0) (p<0.05).

Die Synovialmembran des kontralateralen Kniegelenkes zeigte eine schwache
Anreicherung, jedoch waren die SNR-Werte nach Kontrastmittelinjektion nicht
signifikant verschieden von dem Wert vor Kontrastmittelinjektion (p>0.05; Abb.
9a, 10a). Auch bestand kein signifikanter Unterschied zwischen der
Kontrastmittelanreicherung in den gesunden, kontralateralen Kniegelenken von
Arthritis-induzierten Ratten und den normalen Kniegelenken von ganzlich

unbehandelten Versuchstieren ohne Arthritis. (p=0.44).

Die intravendse Injektion von Gd-DTPA zeigte bei denselben Tieren eine
deutliche, jedoch nur wenige Minuten wahrende, positive Signalverstarkung der
arthritischen Synovialmembran (Abb. 9b). Sowohl ASI als auch SNR Werte

waren bei der ersten Messung zum Zeitpunkt 2 min p.i. maximal und signifikant
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verschieden von den Ausgangswerten vor der Kontrastmittelinjektion (p<0.001,
Tabelle 10). Bereits 60 min p.i. war keine Gd-DTPA bedingte Signalverstarkung
der entzindlichen Synovialmembran mehr festzustellen (Abb.10b). Die
Synovialmembran der kontralateralen, normalen Kniegelenke zeigte ebenfalls
eine signifikante Signalverstarkung nach der Gd-DTPA-Injektion (p<0,05). Der
zeitliche  Verlauf der Kontrastmittelanreicherung in  der normalen
Synovialmembran verlief parallel zu der der arthritischen (Abb.9b).Die Gd-DTPA-
Anreicherung in der normalen Synovialmembran des normalen Kniegelenkes
war jedoch signifikant geringer ausgepragt als in der entzindlich veranderten

Synovialmembran des arthritischen Kniegelenkes (p<0.05).

Vergleich von GD-DTPA und SHU555C: Der T1-Effekt der beiden Kontrastmittel
in den entzundeten Kniegelenken war signifikant unterschiedlich, sowohl was
das Ausmald der Signalverstarkung angeht (p<0.001), als auch deren Verlauf
Uber die Zeit (p<0.001). Die maximalen Differenz des Kontrastmitteleffektes in
der normalen und arthritischen Synovialmembran, quantifiziert als ASI Werte,
war signifikant hdher nach der i.v. Gabe des USPIOs als nach Gabe von Gd-
DTPA (p<0.001, Abb. 9, 10). Diese maximale Differenz zwischen ASI Werten
von arthritischer und normaler Synovialmembran wurde bei SUH555C deutlich
spater beobachtet (40-120 min nach KMI) als bei Gd-DTPA (2-10 min nach KMI).
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Tabelle 10a: SNR Werte in T1-gewichteten SPGR- Sequenzen von
arthritischen Kniegelenken (n=6). Vergleich von SNR Werten vor und nach
KMI: *: p< 0.05, **: p < 0.01, ™ p < 0.001; S.E.: Standardabweichung vom
Mittelwert.

Gd-DTPA SHUS555C
Mittelwert (S.E.) |Mittelwert (S.E.)
Zeitpunkt
Pre-Kontrast 19.0 (4.6) 22.1 (5.2)
2-3 min p.i. 65.5 (13.3)"** 34.1 (4.3)
23-25 min p.i. 40.5 (10.3)** 73.8 (9.0)***
40-43 min p.i. 28.0 (6.3)* 96.6 (18.2)***

Tabelle 10b: Vergleich des Kontrastmitteleffektes von SHU555C und Gd-
DTPA in arthritischen Kniegelenken auf T1-gewichteten SPGR-Sequenzen

Effekt p-Wert
SH U 555 C versus Gd-DTPA <.0001
Durchschnittlicher KM-Effekt Uber den Zeitverlauf 0.017
Einzelne KM-Effekte zu unterschiedlichen Zeitpunkten <.0001
SNR vor KMI 0.2002
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Arthritisches Kniegelenk

Pre 3 min 23 min 43 min 123 min

Normales Kniegelenk

Pre 3 min 23 min 43 min 123 min

Abbildung 9a: Erkennung der Arthritis auf sagittalen, T1-gewichteten SPGR
MRT Bildern (TR/TE/a = 50 ms/1.7 ms/609 nach Gabe von SHU555C. T1-
gewichtete MRT Bilder von arthritischen Kniegelenken vor und zu verschiedenen
Zeitpunkten nach SHUS55C Injektion zeigen eine Signalanhebung der
arthritischen Synovialmembran, die ab 3 min p.i. sichtbar ist (schwarzer Pfeil)
und bis zu 2h p.i. stetig stérker wird. Im kontralateralen, normalen Kniegelenk ist
keine deutliche Signalanhebung zu erkennen. Der weile Pfeil markiert die
Poplitealarterie, in der eine Signalanhebung durch intravaskuldres SHU555C zu
beobachten ist.
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Arthritisches Kniegelenk

Pre 3 min 23 min 43 min 123 min

Normales Kniegelenk

Pre 3 min 23 min 43 min 123 min

Abbildung 9b: Erkennung der Arthritis auf sagittalen, T1-gewichteten
SPGR MRT Bildern (TR/TE/a =50 ms/1.7 ms/609 nach Gabe von Gd-DTPA.
Bei den gleichen, sagittalen MRT Aufnahmen (TR/TE/a = 50 ms/1.7 ms/60°9) im
selben Versuchstier ist nach der Gabe von Gd-DTPA eine deutliche
Signalanhebung der entziindeten Synovialmembran zu beobachten, die lediglich
wenige Minuten anhélt. Der Kontrastmitteleffekt 60 min p.i. ist nahezu
verschwunden. Im Kontralateralen Kniegelenk zeigt sich ein dhnlicher Verlauf,
Jedoch weniger ausgepréagt.
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Abbildung 10a: Quantitative ASI-Werte der arthritischen und kontra-
lateralen Kniegelenke, gemessen nach Injektion von SHUS555C in T1-
gewichteten SPGR Sequenzen (TR/TE/a = 50ms/1.7 ms/60°). Dargestellt sind
Mittelwerte und Standardabweichungen aus einer Gruppe von sechs
Versuchstieren (Gruppe 2). Das arthritische Kniegelenk zeigt eine kontinuierlich
ansteigende Signalanhebung, wdhrend beim kontralateralen Kniegelenk nur eine
minimale Signalédnderung zu beobachten ist.
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Abbildung 10b: Die entsprechenden quantitativen ASI-Werte arthritischer
und kontralateraler Kniegelenke, nach Injektion von Gd-DTPA in denselben
Versuchstieren (Gruppe 1). Die Einteilung der X- und Y-Achse ist analog zu
Abbildung 9a. Es wurden ebenfalls T1-gewichteten SPGR Sequenzen (TR/TE/a
= 650ms/1.7 ms/60°) verwendet. Beide Kniegelenke zeigen friih ein kurzes
Maximum der Signalanhebung, gefolgt von einem biexponentiellen Abfall der
Signalanhebung, 60 min p.i. sind die ASI Werte wieder um Null. Im Vergleich zu
Abb. 2a erkennt man einen geringeren maximalen Signalanstieg der entziindlich
verdnderten Synovialmembran nach Injektion von Gd-DTPA als nach Injektion

des USPIOs.
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4.3. Charakterisierung der Arthritis

Nach Injektion von SHU555C zeigte sich wahrend der ersten 2h p.i. auf T2-
gewichteten MRT Bildern ein signifikanter Signalabfall der arthritischen
Synovialmembran (p<0.05, Abb. 11, 12). Die anatomischen Areale, in denen
dieser Signalabfall auftrat, entsprachen weitgehend denen mit positiver
Signalverstarkung auf den T1-gewichteten Bildern. Auch die normalen
Kniegelenke zeigten 2h p.i. einen geringen, aber doch signifikanten
Signalverlust, der wahrscheinlich auf einer Perfusion der Blutgefasse durch das
USPIO beruhte (p<0.05, Abb. 11, 12).

Spatere T2-gewichtete Aufnahmen, 24h p.i.,, zeigten einen persistierenden
Signalverlust in der entzundeten Synovialmembran, der offensichtlich auf dem
negativem T2-Effekt von in der Synovialmembran verbliebenen Eisenoxiden
beruhte, da er mit einem Verlust des T1-Effektes einher ging. Dieser
persistierende Signalverlust wurde in den kontralateralen Kniegelenken nicht
festgestellt. Der beschriebene Effekt war sowohl auf T2*-gewichteten GE-
Sequenzen als auch auf den T2-gewichteten SE-Sequenzen zu beobachten
(Abb. 11, 12, Tabelle 11). Die entsprechenden ASI und SNR Werte 24h p.i.
waren fur die arthritischen Kniegelenke signifikant unterschiedlich von den
Ausgangswerten (p<0.05), bei den normalen Kniegelenken war kein signifikanter
Unterschied festzustellen (p>0.05, Tabelle 11).
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Tabelle 11a: SNR Werte in T2*-gewichteten SPGR und T2-gewichteten SE-
Sequenzen von arthritischen und normalen Kniegelenken. Vergleich von
SNR Werten vor und nach KMI. *: p< 0.05, **: p < 0.01, ***: p < 0.001; S.E.:

Standardabweichung vom Mittelwert.

T2*-gewichtet

Arthritisches Kniegelenk

Normales Kniegelenk

Zeitpunkt Mittelwert (S.E.) Mittelwert (S.E.)
Pre-Kontrast 53.9 (5.7) 41.1 (9.2)

13 min p.i. 10 8 (3.9)*** 31.5(12.1)**

33 min p.i. 2 (2.3)** 32.3 (11.9)**

53 min p.i. 12 0 (4.6)*** 35.3 (9.7)"

115 min p.i. 12.2 (9.3)*** 39.8 (12.2)

24 h p.i. 24.8 (13.3)** 36.1 (9.5)

T2-gewichtet

Arthritisches Kniegelenk

Normales Kniegelenk

Zeitpunkt Mittelwert (S.E.) Mittelwert (S.E.)
Pre-Kontrast 26.7 (2.6) 14.4 (6.6)
70 min p.i. 5.2 (3.1) 12.8 (5.4)
24 h p.i. 12.4 (5.2)*** 14.1 (6.5)

Tabelle 11b: Vergleich des Kontrastmitteleffekts in arthritischen und
gesunden Kniegelenken auf T2*-gewichteten SPGR-Sequenzen

Effekt P-Value
Normale versus arthritische Synovialmembran <.0001
Durchschnittlicher KM-Effekt Uber den Zeitverlauf 0.0007
KM-Effekt in der normalen und arthritischen Synovialmembran zu 0.0299

verschiedenen Zeitpunkten
SNR vor KMI

0.0002
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Arthritisches Kniegelenk, T2-gewichtete SE-Sequenz
Pre 115 min 24h

Arthritisches Kniegelenk, T2*-gewichtete SPGR-Sequenz
Pre 115min 24h

Normales Kniegelenk, T2*-gewichtete SPGR-Sequenz
Pre 115 min 24h

Abbildung 11: Charakterisierung der Arthritis auf T2-gewichteten SE-
(TR/TE = 2000ms/40 ms) und T2*-gewichteten SPGR- (TR/TE/a = 100 ms/15
ms/389 Sequenzen vor und nach Gabe von SHU555C. Nach KMI ist auch in
den kontralateralen, normalen Kniegelenken eine minimale T2*-Signalsenkung
zu erkennen, diese beruht wahrscheinlich auf der Perfusion des SHU555C in
den Blutgefdssen. Spétere T2- und T2*-Bilder, 24 h p.i., zeigen einen
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bestehenden negativen Kontrastmitteleffekt der arthritischen Gelenkkapsel (zwei
Pfeile). Am besten ist die Signalminderung im Bereich der Bursa Suprapatellaris
zu erkennen (zwei Pfeile), sie beruht offensichtlich auf der Speicherung von
Eisenoxiden in der entziindeten Synovialmembran. Im normalen Kniegelenk ist
24 h p.i. kein derartiger Effekt zu beobachten. Der geschwungene Pfeil markiert
die Patella.

20
—®— arthritische Synovialmembran
—— normale Synovialmembran
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Abbildung 12: Quantitative ASI(%) Werte der Synovialmembran von
entziindeten und normalen Kniegelenken auf T2*-gewichteten SPGR
Sequenzen (TR/TE/a = 100 ms/15 ms/38°). Dargestellt sind Mittelwerte und
Standardabweichungen einer Gruppe von sechs Ratten (Gruppe 2). Die
anhaltende negative Signalverstérkung in den arthritischen Kniegelenken 24 h
p.i. entsprechen der intrazellularen Anreicherung von Eisenoxiden in
Makrophagen, die in der Histologie nachgewiesen wurden. Bei den normalen
Kniegelenken wurde 24 h p.i. kein signifikanter Signalverlust gemessen.
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4.4. Vergleich dreier USPIOs zur Charakterisierung der Arthritis

Quantitative Auswertung:

Arthritische Kniegelenke: Alle drei in dieser Studie untersuchten USPIOs fuhrten
nach i.v. Injektion zu einer deutlichen T1-Signalanhebung sowie einem
ausgepragten T2/T2*-Signalabfall in der entzindeten Synovialmembran. Diese
Kontrastmitteleffekte zeigten weder in der Lokalisation, Intensitdt noch im
Zeitverlauf sichtbare Unterschiede zwischen den einzelnen USPIOs. Auf T1-
Sequenzen kurz nach KMI war zunachst eine schwach ausgepragte,
linienformige Signalanhebung im Kniegelenk zu erkennen, die mit der
histologisch bestimmten, entzindeten Synovialmembran Ubereinstimmte. Dieser
frihe Kontrastmitteleffekt ist wahrscheinlich auf eine Perfusion der
hypervaskularisierten  Synovialmembran durch die jeweiligen USPIOs
zurtckzufuhren. Die weiteren T1-Sequenzen zeigten eine zunehmende
Signalanhebung im angrenzendem 6dematdsen Gewebe und im Gelenkserguss,
mit einem Maximum 45 min p.i., das auch 2 h p.i. noch vorhanden war. 24h p.i.
war im Kniegelenk kein T1-Effekt mehr festzustellen. (Abb. 13)

Auf T2*- und T2-gewichteten MRT Bildern war 2 h p.i. ein deutlicher Signalabfall
in den arthritischen Kniegelenken feststellbar, die Lokalisation entsprach der
Lokalisation der positiven Signalanhebung auf T1-gewichteten Bildern. 24 h p.i.
zeigte sich Areale mit Signalminderung im Bereich des Kniegelenkes, die
histopathologisch den Bereichen arthritisch veranderter Synovialmembran
entsprachen. Dieser bestehende, negative Kontrastmitteleffekt ist offensichtlich
auf eine Speicherung der Eisenoxidpartikel durch Makrophagen der entzindeten
Synovialmembran  zuruckzufuhren. Die niedrige  Signalintensitat  der
Synovialmembran ermoglichte eine gute Abgrenzung zum Gelenkserguss mit
hoher Signalintensitat. Der beschriebene Kontrastmitteleffekt der USPIOs war
auf T2*-gewichteten SPGR Sequenzen ausgepragter als auf den T2-gewichteten
SE Sequenzen. (Abb. 14, 15)

Normale Kniegelenke: Die kontralateralen, normalen Kniegelenke zeigten zu

keinem Zeitpunkt nach Injektion der USPIOs eine erkennbare Signalanhebung
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auf T1-gewichteten Bildern. Lediglich auf T2*-Bildern war bis zu 2 h p.i. ein
minimaler Signalabfall zu erkennen, 24 h p.i. gab es in den normalen
Kniegelenken, im Gegensatz zu den arthritischen, auf T2*-Bildern keinen
Kontrastmitteleffekt mehr. (Abb. 13, 14, 15)

Quantitative Analyse:

Arthritische Kniegelenke: Die quantitativen Daten flir den Kontrastmitteleffekt
waren nicht signifikant unterschiedlich fur die einzelnen USPIOs, weder fur T1-
gewichtete (p=0.65), noch fir T2*-gewichtete Sequenzen (p=0.84). 2 h p.i. waren
die SNR und ASI Werte fur jedes USPIO signifikant erhoht auf T1-gewichteten
Sequenzen und signifikant erniedrigt auf T2*-gewichteten Sequenzen, verglichen
mit den Ausgangswerten (p<0.001). 24 h p.i. waren die SNR und ASI Werte auf
den T1-gewichteten Sequenzen nicht signifikant verschieden zu den
Ausgangswerten vor Kontrastmittelgabe (p=0.35). Die SNR und ASI Werte der
T2*-Sequenzen hingegen zeigten einen signifikanten Abfall (p<0.001). Diese 24
h p.i. beobachtete Entkoppelung von T1- und T2*-Effekt in der entzindeten
Synovialmembran Iasst eine intrazellulare Kompartmentbildung der Eisenoxide
in Makrophagen vermuten. (Abb. 16, 17)

Normale Kniegelenke: Bei allen drei verwendeten USPIOs waren die
Kontrastmitteleffekte auf die SNR und ASI Werte signifikant kleiner, verglichen
mit den arthritischen Kniegelenken (p<0.001). Die Unterschiede wurden 2 h p.i.
fur die jeweils T1- bzw. T2*-gewichteten Sequenzen bestimmt (p<0.001), sowie
24 h p.i. fur T2*-gewichtete Bilder (p<0.001). Trotz der grof3en Unterschiede zu
den Werten der arthritischen Kniegelenken zeigten auch die SNR und ASI Werte
der normalen Kniegelenke p.i. einen signifikanten Unterschied im Vergleich zu
den Ausgangswerten (p<0.01). Die Signalanhebung auf den frihen T1- bzw. der
Signalabfall auf frihen T2*-gewichteten Bildern lasst sich wahrscheinlich auf
eine vorUbergehende Perfusion der normalen Synovialmembran mit dem
Kontrastmittel zurtckfuhren. 24 h p.i. waren bei allen USPIOs fur keine der
beiden Pulssequenzen signifikante Unterschiede zu den Ausgangswerten
festzustellen (p>0.05). (Abb. 16, 17)
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Arthritisches Kniegelenk Normales
Kniegelenk

SHU555C

Ferumoxtran-10

Ferumoxytol

pre 2h 24 h 24 h

Abbildung 13: Reprasentative sagittale T1-gewichtete 3D-SPGR MRT Bilder
(TR/TE/a=50ms/1.7ms/609 durch das Kniegelenk einer Ratte vor, 2 h und
24 h nach i.v. Injektion der drei einzelnen USPIOs (obere Zeile: SHU555C,
mittlere Zeile: Ferumoxtran-10, untere Zeile: Ferumoxytol) in drei
verschiedenen Versuchstieren. Jedes USPIO fiihrt 2 h p.i. zu einer deutlichen
Signalanhebung im arthritischen Kniegelenk. 24 h p.i. ist kein Kontrastmitteleffekt
mehr nachzuweisen. In den normalen Kniegelenken ist zu keinem Zeitpunkt
nach Injektion eines der USPIOs eine sichtbare Signalverdnderung zu
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beobachten (Bilder der normalen Kniegelenke jeweils 2 h nach
Kontrastmittelinjektion).

Arthritisches Kniegelenk Normales
Kniegelenk

SHU555C

Ferumoxtran-10

r

Ferumoxytol
l!' -

o

- d
24 h

¥

pre 2h 24 h

Abbildung 14: Reprasentative sagittale T2*-gewichtete 3D-SPGR MRT
Bilder (TR/TE/a=100ms/15ms/38 9 durch das Kniegelenk einer Ratte vor, 2 h
und 24 h nach i.v. Injektion der drei einzelnen USPIOs in drei
verschiedenen Versuchstieren. Die Schnitte entsprechen denen der T1-
gewichteten Bilder aus Abbildung 12. Alle USPIOs zeigen eine ausgeprégte
Signalminderung, besonders im Recessus Suprapatellaris, 2 h p.i. (weilBer Pfeil)
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sowie 24 h p.i. (schwarze Pfeile). Die 24 h p.i. Aufnahmen der normalen
Kniegelenke zeigen keinen Kontrastmitteleffekt.

Arthritisches Kniegelenk Normales
Kniegelenk

SHU555C

Ferumoxtran-10

Ferumoxytol

pre 2h 24 h 24 h

Abbildung 15: Reprédsentative sagittale T2-gewichtete SE MRT Bilder
(TR/TE = 2000ms/40 ms) durch das Kniegelenk einer Ratte vor, 2 h und 24 h
nach i.v. Injektion der drei einzelnen USPIOs in drei verschiedenen
Versuchstieren. Die Schnitte entsprechen denen der Bilder aus Abbildung 12
und 13. Entsprechend Abbildung 13 zeigen alle USPIOs eine ausgepréagte
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Signalminderung, besonders im Recessus Suprapatellaris, 2 h p.i. (weil3er Pfeil)
sowie 24 h p.i. (weille Pfeile). Die 24 h p.i. Aufnahmen der normalen
Kniegelenke zeigen keinen Kontrastmitteleffekt.

150 —&— SHUS555C arthritische Synovialmembran

- -8 - -SHUS55C normale Synovialmembran

—— Ferumoxtran10 arthritische Synovialmembran
- -H- -Ferumoxtan10 normale Synovialmembran
—— Ferumoxytol arthritische Synovialmembran

- -9 - -Ferumoxytol normale Synovialmembran
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0 min 50 min 100 min 150 min 24 h
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Abbildung 16: Quantitative SNR-Werte der arthritischen und
kontralateralen Kniegelenke, gemessen nach Injektion von SHUb555C,
Ferumoxtran-10 bzw. Ferumoxytol in T1-gewichteten 3D-SPGR Sequenzen
(TR/TE/a = 50ms/1.7 ms/60°). Dargestellt sind Mittelwerte und
Standardabweichungen aus drei Gruppen von jeweils sechs Versuchstieren
(Gruppe 2,3,4). Das arthritische Kniegelenk zeigt bei jedem der verwendeten
USPIOs einen vergleichbaren, zunéchst stark zunehmenden, spéter flacheren
Anstieg der Signalanhebung. Maximale SNR-Werte werden ca. 2 h p.i. erreicht,
24 h p.. sind die SNR-Werte wieder bei Ausgangsniveau. Bei dem
kontralateralen Kniegelenk ist jeweils nur eine minimale Anderung der SNR-
Werte zu beobachten.
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Abbildung 17: Quantitative ASi(%)-Werte der arthritischen und
kontralateralen Kniegelenke, gemessen nach Injektion von SHU555C,
Ferumoxtran-10 bzw. Ferumoxytol in T1- (TR/TE/a = 50ms/1.7 ms/60°) und
T2*- (TR/TE/a=100ms/15ms/38°) gewichteten 3D-SPGR Sequenzen.
Dargestellt sind Mittelwerte und Standardabweichungen aus drei Gruppen von
Jeweils sechs Versuchstieren (Gruppe 2,3,4). In den arthritischen Kniegelenken
préasentiert sich 2 h p.i. jeweils eine vergleichbare maximale Signalénderung,
sowohl auf T1- als auch auf T2*-gewichteten Bildern. Die ASI(%)-Werte der
kontralateralen Kniegelenke sind 2 h p.i. deutlich geringer. 24 h p.i ist jeweils
noch ein ausgepréagter T2*-Effekt zu beobachten, eine signifikante T1-
Signalanhebung ist nicht mehr festzustellen. In den kontralateralen Kniegelenken
sind die ASI(%)-Werte minimal, sowohl auf den T1- als auch fir den T2*
Aufnahmen.
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5. Diskussion

Die Daten zeigen, dass die Arthritis der Versuchstiere mit dem USPIO SHU555C
besser erkannt sowie charakterisiert werden konnte als mit Gd-DTPA. Die T1-
Signalanhebung mit SHU555C ist mindestens so ausgepragt, zusatzlich aber
langer andauernd, verglichen mit der von Gd-DTPA. Dieses Phanomen wurde
anscheinend bislang nicht beschrieben. AuRerdem ist SHU555C in der Lage, die
Entzindung durch einen persistierenden negativen Kontrastmitteleffekt auf
T2/T2*-gewichteten MRT Bildern zu charakterisieren, was auf einer Phagozytose
des USPIOs durch Makrophagen beruht.

Des weiteren ist aus den Daten zu erkennen, dass die Arthritis mit allen drei
USPIOs, SHUS55C, Ferumoxtran-10 und Ferumoxytol gleichermallen gut
erkannt und charakterisiert werden kann. Jedes der USPIOs bewirkt eine lang
anhaltende, deutliche positive Signalanhebung auf den frihen T1-gewichteten
MRT-Sequenzen, die zur Entdeckung der Entzindung genutzt werden kann.
Aullerdem zeigte sich sowohl bei SHUS555C, Ferumoxtran-10 als auch
Ferumoxytol ein bestehender negativer Signalverlust auf den spaten T2/T2*-
gewichteten Bildern, die der Charakterisierung der Erkrankung dienen konnten.
Da sich derzeit alle drei USPIOs in verschiedenen Landern in unterschiedlichen
Phasen der klinischen Prufung befinden, kann jeder Anwender dasjenige
Kontrastmittel fir seine Untersuchungen verwenden, welches in seinem Land
am ehesten flur potentielle klinische Anwendungen zugelassen und verflgbar ist.
Alle drei USPIOs wurden von anderen Untersuchern fur andere Indikationen
bereits sicher und mit guter Toleranz bei Patienten angewendet. (Sharma, 291-4;
Tombach, S425-7; Ersoy, 1181-6)

Frahere Studien betonten wiederholt eine ausgepragte positive Signalanhebung
auf T1-gewichteten MRT Bildern im Blutpool von Blutgefassen nach i.v. Gabe
von USPIOs. Dieser Effekt wurde sowohl in Versuchstieren (Wacker, 1251-4;

Wacker, 459-64) als auch Patienten (Reimer, 474-81. Epub 2004 Mar 24
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Tombach, S425-7) zur Angiographie genutzt. Die positive Signalanhebung der
USPIOs beruht auf einer Interaktion der Kontrastmittel mit freien Protonen, die
Verteilung der USPIOs im Blut ermoglicht hier verstarkt diese Interaktionen. Im
Gegensatz dazu wurde der T1-Effekt von USPIOs in Geweben immer als
geringer im Vergleich zu dem T1-Effekt der Standard-extrazellularen
Kontrastmittel angesehen. Die USPIO Partikel haben in Geweben ein
unvorteilhaft groBes T2*/T1 Verhaltnis, was zurlckzuflhren ist auf das geringe
Verteilungsvolumen  von USPIOs in  Geweben, der mdglichen
Kompartmentalisierung in Organen des RES (Saini, 1147-52) und der relativ
geringen Anzahl freier Protonen in Geweben. Die hier erhobenen Daten zeigen
jedoch, dass entzindetes Gewebe eine spezifische pathologische Entitat
darstellen kdnnte, in der der T1-Effekt von USPIOs mehr zu Geltung kommt. Die
Hyperamie und die Hyperpermeabilitat der Kapillaren in entzindetem Gewebe
fuhrt zu einer massiven Extravasation von USPIOs aus dem Blutpool in das
Interstitium. (Andersson, 1772-7.; Warren, 581-4) Auch findet man in dem mit
Entziindungen einhergehenden Odem ein vermehrtes Vorkommen freier
Protonen im Interstitium, mit denen die USPIO Partikel interagieren kénnen. In
der  arthritischen Synovialmembran resultiert damit eine hohe
Gesamtkonzentration USPIO Partikel, die mit zahlreichen freien Protonen in den
intra- und extravaskularen Kompartmenten interagieren konnen, woraus sich der
beobachtete starke T1-Effekt ergibt. Des Weiteren zeigen die Daten auch, dass
die T1-Signalanhebung nach Gabe von SHU555C im Vergleich zum
Standardkontrastmittel Gd-DTPA nicht nur quantitativ gleichwertig ist, sondern
auch wesentlich langer anhalt. Dieser deutlich langere Zeitverlauf des T1-Effekts
von USPIO kann durch die langsamere Pharmakokinetik des USPIOs verglichen
mit Gd-DTPA erklart werden (Brasch, 625-30; Weinmann, 619-24; Weissleder,
489-93) und konnte zur Erkennung multifokaler entzindlicher Erkrankungen mit

der MRT genutzt werden.

Der T2*/T2-Effekt der USPIOs fugte den anatomischen Informationen, die mit

T1-gewichteten Pulssequenzen gewonnen werden konnten, noch einen
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funktionellen Aspekt hinzu. Die Unterschiede der Signalintensitaten in der
arthritischen Synovialmembran 2 h p.i. im Vergleich zu den Intensitaten 24h p.i.
konnen mit einer zunehmenden Kompartmentalisierung und daraus
resultierender Anderung der Dipolinteraktionen und des Suszeptibilitatseffekts
begrindet werden. (Guimaraes, 201-7; Chambon, 509-19; Muller, 178-82;
discussion 195-6) Auch in der frihen Kontrastmittelphase rufen die USPIO-
Partikel durch Protonendephasierung und ,outer sphere interactions” schon
einen gewissen T2-Effekt hervor. Mit zunehmender Kompartmentalisierung in
Makrophagen tritt dieser T2- und T2*-Effekt der Eisenoxidpartikel im Zeitverlauf
mehr in den Vordergrund, da die Partikel in den Makrophagen eine hohe Dichte
aufweisen. (Briley-Saebo, 622-31) Gleichzeitig nimmt der T1-Effekt kontinuierlich
ab, es gibt weniger mogliche Interaktionen zwischen USPIO-Partikel und freien
Protonen in der Zelle. Das Ergebnis ist die beobachtete Entkoppelung von T1-
und T2-Effekt auf den spaten MRT-Bildern. Ein persistierender negativer USPIO-
Kontrastmitteleffekt in der Synovialmembran auf den MRT-Bildern 24 h p.i. war
bezeichnend flir eine erfolgte Phagozytose der Eisenoxide durch Makrophagen
in der aktiven Entzindung. (Lutz, 149-57) Da die Phagozytose der USPIO-
Partikel ein langsamer Prozess ist, der uber einen Zeitraum von mehreren
Stunden erfolgt kann, muss die Beurteilung des T2*/T2-Effektes zu diesem
Zweck auf spaten MRT-Aufnahmen erfolgen. (Weissleder, 489-93; Kaim, 169-
74; Kaim, 808-14) Die maximale Speicherung von USPIO-Partikeln in der
Entzindung steigt mit vermehrter zellularer Infiltration des Gewebes. (Kaim, 169-
74; Kaim, 808-14) Nach unseren Ergebnissen sind alle drei verwendeten
USPIOs gleichermalien geeignet, die Aktivitat entzindlicher Prozesse zu
beurteilen. Es soll betont werden, dass Angiogenese und zellulare Infiltration
entscheidende und voneinander abhangige Merkmale der rheumatoiden Arthritis
sind. (Jackson, 457-65) Wahrend der Einsatz von Gd-DTPA lediglich die
Angiogenese darstellbar macht, konnten USPIO fur die Charakterisierung beider

Merkmale genutzt werden.
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Nach Gabe von USPIOs wurden ausgepragte positive Signalanhebungen der
entzindeten Synovialmembran auf T1-gewichteten Sequenzen mit bis zu 400%
Erhdhung gegenlber den Ausgangswerten beobachtet. Ein T1-Effekt dieser
GroRenordung in Geweben wurde nach Wissen des Autors noch nicht
beschrieben. Der T1-Effekt wurde optimiert durch Verwendung einer
Pulssequenz mit minimaler Echozeit, die T2/T2*-Effekte unterdrickt, sowie
Verwendung einer optimierten Kontrastmitteldosis. Bemerkenswert ist, dass in
einem Bereich von 40 ymol Fe/kg bis 200 umol Fe/kg eine Erhdhung der
USPIO-Dosis nicht zu einer Abnahme des T1-Effekts durch Uberlagernde T2*-

Effekte fuhrt, sondern tatsachlich zu einer Zunahme des T1-Effekts.

Die kombinierte Darstellung der USPIO-Perfusion der entzindeten
Synovialmembran auf T1-gewichteten Sequenzen und der USPIO-Phagozytose
auf den spaten T2/T2*-gewichteten Sequenzen ermoglicht zusatzliche
Informationen verglichen mit den herkdmmlichen Gd-DTPA Untersuchungen
oder vorangegangenen Studien, die USPIOs lediglich zu Charakterisierung der
Makrophagenaktivitat verwendeten. (Lutz, 149-57; Kaim, 169-74; Kaim, 808-14;
Beckmann, 1047-55) Es wurde gezeigt, dass der durch USPIOs hervorgerufene
T1-Effekt auf den frihen MRT-Bildern mit dem Grad der Angiogenese Korrelierte.
Der T2-Effekt der spaten MRT-Bilder korrelierte mit der Anzahl von
phagozytierenden Monozyten/Makrophagen in der Synovialmembran, der
Menge an phagozytierten Eisenoxidpartikeln und dem Grad der Entzindung.
(Metz, 1851-8; Tak, 217-25) Durch Kombination von T1- und T2-gewichteten
Sequenzen nach Gabe von USPIOs ware es moglich, frthe und fir den
Krankheitsverlauf ~entscheidende Merkmale der rheumatoiden Arthritis,
Angiogenese und zellulare Infiltration der Synovialmembran, mit einer einzigen

Untersuchung zu entdecken und zu beurteilen.
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Einschrankungen:

Die Antigen induzierte Arthritis ist ein weit verbreitetes Modell fur die
rheumatoide Arthritis im Menschen. (Jasin, 147-52; Wooley, 47-58.) Trotz der
vielen Gemeinsamkeiten zwischen den beiden Arthritisformen wie z.B. das
histologische Erscheinungsbild mit synovialer Hypervaskularisation und
zellularer Infiltration bestehen auch einige Unterschiede wie Pathogenese,
Krankheitsverlauf und Verteilungsmuster der betroffenen Gelenke. (Klareskog,
315-33.)

Die Verabreichte Dosis des SHU555C in dieser Studie (200 pmol Fe/kg) war
deutlich hoher als die zugelassene Dosis fur SHU555C bei Menschen (40 pmol
Fe/kg). (Wacker, 1251-4.) Eine Erhdhung der Dosis von SHU555C in Nagetieren
wird empfohlen, um die im Vergleich zum Menschen schnellere Biodistribution
des USPIOs in Nagetieren auszugleichen. (Corot, 619-25) Eine Erhdéhung der
Dosis fuhrt zu einer zunehmenden Sattigung der Aufnahme von USPIO-Partikeln
in Leber und Milz und somit zu einer verlangerten Halbwertszeit von SHUS555C.
Die optimale Dosis, die notwendig ist, den in dieser Studie beschriebenen T1-
Effekt im Menschen zu erreichen, muss noch bestimmt werden. SHU555C
wurde bislang in Patienten mit einer Dosis von bis zu 80 pmol Fe/kg

Korpergewicht sicher i.v. verabreicht. (Tombach, S425-7)

Alle drei USPIOs wurden in dieser Studie als Bolusinjektion verabreicht um die
Art und Weise der Applikation konstant zu halten. Im klinischen Gebrauch sind
lediglich SHU555C und Ferumoxytol als Bolus zu verabreichen, Ferumoxtran-10
muss als langsame Infusion appliziert werden. Diese Unterschiede in der
klinischen Anwendung konnte zu weiteren Unterschieden der in vivo Distribution
der drei USPIOs fuhren.

Es wurden keine spateren MRT Aufnahmen als 24h p.i. gemacht, es ist davon
auszugehen, dass ein kontinuierlich abnehmender T2-Effekt der USPIOs zu
beobachten ware. Wie frihere Studien gezeigt haben, unterliegen die Hullen der

USPIO Partikel einem progressiven Abbau und anschlielRender renalen
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Elimination. Die so freigesetzten Eisenoxidkerne kdnnen dadurch vermehrt mit
freien Protonen interagieren und somit zu einem erneuten T1-Effekt fuhren.
(Daldrup-Link, 197-205) Die Eisenoxide gehen letztendlich in den Eisenpool des
Korpers ein. Weitere Studien konnten zeigen, ab wann die Signalintensitaten der
MRT Sequenzen wieder den Ausgangswerten entsprechen. Dies ware von

Bedeutung fur die eventuelle Planung von follow up Untersuchungen.

Mdgliche klinische Anwendungen:

USPIOs konnten zur Erkennung und Charakterisierung von entzundlichen
Prozessen verwendet werden, was besonders in der frihen Diagnose und
Verlaufsbeobachtung der Rheumatoiden Arthritis Anwendung finden wirde.
AuRerdem konnte die Methode auch der Diagnostik anderer arthritischer oder
entzindlicher Prozesse wie Abszesse, granulomatdse Erkrankungen oder durch
Ischamien verursachte Entzindungen bei Herz- oder Hirninfarkt dienen. Der lang
anhaltende T1-Effekt in entzindeten Geweben ermdglicht die Evaluierung
mehrerer Organe und/oder Gelenke eventuell sogar Ganzkdrperuntersuchungen
bei multifokalen entzindlichen Erkrankungen. Die Aufnahme der USPIOs durch
Makrophagen und der daraus resultierende spate T2-Effekt lieRen sich zur
Charakterisierung und Beurteilung der Aktivitat entzindlicher Prozesse
verwenden. Bezulglich der rheumatoiden Arthritis ware somit die Mdaglichkeit
gegeben, Therapien friher und gezielter anzusetzen und das Ansprechen der
Erkrankung auf die Therapie besser zu beurteilen, was letztendlich manifeste
Gelenks- und Organdestruktionen verhindern oder zumindest verzdgern
wurde. (Quinn, S154-7)

Zusammenfassend hat die vorliegende Studie gezeigt, dass USPIOs sowohl die
Erkennung einer Synovialitis auf frihen T1-gewichteten Sequenzen als auch die
Charakterisierung der Entzindung auf spaten T2-gewichteten Sequenzen nach
Kontrastmittelgabe ermdglichen. Alle drei verwendeten USPIOs, SHU555C,

Ferumoxtran-10 und Ferumoxytol, die sich momentan in Phase Il der klinischen
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Prafung befinden, koénnen gleichermallen mit dieser Indikation verwendet

werden.
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Zusammenfassung

HINTERGRUND: Die Magnet-Resonanz-Tomographie (MRT) besitzt bei der
Beurteilung von Gelenkveranderungen im Rahmen der Rheumatoiden Arthritis
(RA) einen hohen Stellenwert. Die Aussagekraft der Untersuchungen kdnnen

durch die Verwendung von Kontrastmitteln deutlich erhoht werden.

ZIELSETZUNG: Bestimmung der Wertigkeit der neuen Gruppe von Eisenoxid-
Kontrastmitteln (USPIO) bei der Erkennung und Charakterisierung von Antigen-
induzierter monoartikularer Arthritis im MRT im Vergleich zum Standard MRT-
Kontrastmittel Gd-DTPA sowie Vergleich dreier reprasentativer USPIOs

untereinander.

MATERIAL UND METHODEN: 27 sieben Wochen alte weibliche Sprague
Dawley Ratten wurden randomisiert in funf Gruppen eingeteilt. Bei den jeweils 6
Ratten der Gruppen | bis IV wurde eine monoartikulare Arthritis des rechten
Kniegelenks induziert, die 3 Ratten der Gruppe V dienten als Kontrollgruppe. In
Gruppe | wurden an Tag 1 T1-gewichtete 3D-SPGR Sequenzen erstellt, vor der
Injektion von Gd-DTPA sowie 2, 9, 17, 25, 33, 40, 47, 55 und 63 Minuten nach
Injektion (p.i.). An Tag 2 wurden dieselben Sequenzen vor SHUS55C-Injektion
sowie 3, 23, 43 und 123 Minuten p.i. erstellt. In den Gruppen I, lll und IV wurden
jeweils vor Injektion der USPIOs SHUCCCS5 in Gruppe I, Ferumoxtran-10 in
Gruppe Il und Ferumoxytol in Gruppe IV sowie bis zu zwei Stunden p.i. und
noch einmal 24 Stunden p.i. T2-gewichtete 2D Spinecho, T2*-gewichtete 3D-
SPGR und T1-gewichtete 3D-SPGR Sequenzen erstellt. Signal-to-noise ratios
(SNRs) und das relative Enhancement (ASI%) von arthritisch veranderter und
normaler  Synovialmembran  wurden von einem  Untersucher in
benutzerdefinierten regions of interest (ROIs) gemessen. Die Daten wurden
mittels mixed-effect model und F-Test (p<0,05) auf signifikante Unterschiede
zwischen den Kontrastmitteln Gd-DTPA und SHU555C bzw. den einzelnen

USPIOs untereinander sowie zwischen arthritischen und normalen Kniegelenken
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untersucht. Als Goldstandard diente die histopathologische Untersuchung der

Kniegelenke.

ERGEBNISSE: SHU555C und Gd-DTPA zeigten signifikante Unterschiede im
Enhancement (p<0,001) in Gruppe |. Wahrend SHUS55C einen progressiven
und persistierenden Kontrastmitteleffekt erzeugte, zeigte das Enhancement nach
Gabe von Gd-DTPA einen frihen Peak mit raschem Abfall. Maximales
Enhancement der Synovialmembran war 400% 40-120 min nach SHU555C
Injektion und 300% 2 Minuten nach Gd-DTPA Injektion. Der Unterschied im
Kontrastmitteleffekt =~ zwischen  arthritisch ~ veranderter und  normaler
Synovialmembran war signifikant hdher nach SHU555C Applikation, verglichen
mit Gd-DTPA. In den Gruppen Il bis IV zeigten sich in samtlichen verwendeten
Sequenzen keine signifikante Unterschiede der SNR- und ASI1%-Werte zwischen
den einzelnen USPIOs (p>0,05). 2 Stunden nach Injektion der USPIOs waren
SNR und ASI% in den T1-gewichteten Sequenzen signifikant erhéht gegentber
den Ausgangswerten und im entsprechenden Areal in T2*-gewichteten
Sequenzen signifikant erniedrigt (p>0,1001). 24 Stunden nach Injektion der
USPIOs war der Kontrastmitteleffekt der T1-gewichteten Sequenzen wieder im
Bereich der Ausgangswerte, wahrend das Enhancement auf T2*-gewichtete
Sequenzen noch deutlich zu erkennen war (p<0,0001). Histopathologisch
wurden ausgepragte entzindliche Veranderungen in der Synovialmembran der
rechten Kniegelenke gefunden, die linken Kniegelenke zeigten keine
Veranderungen. Immunhistochemische Farbung ergab eine
Kompartmentalisierung der USPIOs in Makrophagen der arthritisch veranderten

Synovialmembran.

SCHLUSSFOLGERUNGEN: Sowohl SHU555C als auch Gd-DTPA kénnen zur
Detekion der Arthritis aufgrund von positivem T1-Enhancement verwendet
werden. SHU555C erzielt ein vergleichbares maximales T1-Enhancement wie
das Standard-Kontrastmittel Gd-DTPA (2 Minuten p.i. fur Gd-DTPA, zwischen 43
und 123 Minuten p.i. fur SHUS555C). Zusatzliche Vorteile von SHUS555C
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gegenuber Gd-DTPA sind in ein insgesamt langer anhaltendes T1-Enhancement
sowie eine hohere Differenz im relativen Enhancement zwischen arthritisch
veranderter und normaler Synovialmembran. Es bestehen keine Unterschiede in
der Wertigkeit der USPIOs SHU555C, Ferumoxtran-10 und Ferumoxytol fur die
MRT der Arthritis. Mogliche weitere Vorteile der USPIOs gegenuber Gd-DTPA
liegen in der Mdglichkeit der Charakterisierung der Arthritis anhand des spaten

T2*-Enhancements.

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass die neue Gruppe der Eisenoxid-Kontrastmittel
(USPIOs) sowohl die Erkennung einer Synovialitis als auch die
Charakterisierung der Entzindung nach Kontrastmittelgabe ermdglichen. Alle
drei verwendeten USPIOs, SHU555C, Ferumoxtran-10 und Ferumoxytol, die
sich  momentan in Phase Ill der klinischen Prufung befinden, kdnnen

gleichermalden mit dieser Indikation verwendet werden.
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