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1. Einleitung

1.1 Die Magnetresonanztomographie

Das Prinzip der Magnetresonanztomographie

Die Magnetresonanztomographie (MRT) ist ein bildgebendes Verfahren, das in
der medizinischen Diagnostik zur Darstellung von Struktur und Funktion der
Gewebe und Organe im menschlichen Korper eingesetzt wird.

In der MRT werden sehr starken Magnetfelder sowie elektromagnetische
Wechselfelder im Radiofrequenzbereich zur Diagnostik und Bildgewinnung
eingesetzt.

Im Folgenden soll das Prinzip der MRT vereinfacht dargestellt werden:

Atomkerne mit einfach ungerader Protonen- und/oder Neutronenzahl haben
einen kreisahnlichen Eigendrehimpuls, den so genannten Kernspin.

Die elektrische Ladung rotiert mit den Protonen und bildet so ein eigenes
kleines Magnetfeld. Im menschlichen Korper werden die Wasserstoffatome fur
die Bildgebung in der MRT genutzt. Diese Kernspins sind ohne Einwirkung
eines Magnetfeldes nicht ausgerichtet. Bringt man sie aber nun wie in der MRT
in ein starkes Magnetfeld, so erfolgt ihre Ausrichtung entlang der
Magnetfeldlinien parallel oder antiparallel. Dabei entsprechen die
Kreiselbewegungen entlang der Magnetfeldlinien der Geschwindigkeit und
somit der Frequenz der Starke des Magnetfeldes (Prazessionsgeschwindigkeit/-
frequenz bzw. Larmor-Frequenz in Hz oder MHz). Durch elektrische
Hochfrequenzwellen (Radiowellen), welche eine den Protonen identische
Frequenz und Geschwindigkeit aufweisen, kann die Ausrichtung des Kernspins
beeinflusst werden. Die Protonen nehmen die Hochfrequenzenergie auf und
reagieren darauf mit einer Richtungsanderung. Dabei nimmt die
Longitudinalmagnetisierung ab, die Transversalmagnetisierung zu.

Sobald die Hochfrequenzstrahlung endet, bewegen sich die Kernspins in ihre

Ausgangslage zurick. Das daraus entstehende elektromagnetische



Induktionsfeld wird auf einer Empfanger-Spule aufgefangen, was als
Kernrelaxation bezeichnet wird.

Die Signale, die hierbei von den Wasserstoffatomen zuriickgesendet werden,
werden von einem Computer analysiert und zur Erzeugung des Bildes
verwendet.

Die Zeit, die die Wasserstoffkerne bendtigen, um in den Gleichgewichtszustand
zurlckzukehren, bezeichnet man als Relaxationszeit.

Man unterscheidet zwei Relaxationszeiten:

Die T1-Relaxationszeit, welche aus Longitudinalrelaxationszeit oder Spin-Gitter-
Relaxationszeit genannt wird und ungefahr 300-2000 ms lang ist.

Die T2-Relaxationszeit, auch Transversalrelaxationszeit oder Spin-Spin-
Relaxationszeit genannt. Sie ist ungefahr 30-150 ms lang.

Die Repititionszeit (TR) bezeichnet die Zeit zwischen zwei aufeinander
folgenden Hochfrequenzimpulsen. Die Echozeit (TE) ist die Zeit, die verstreicht
von der Anregung der Wasserstoffkerne bis zu der Ankunft des Antwortsignals.
Wahit man eine lange TR- und TE-Zeit, so werden Bilder erzeugt, die starker
von den T2-Werten des Gewebes abhangen. Wahlt man hingegen ein kurze
TR- und TE-Zeiten, so erhalt man Bilder, die starker T1-abhangig sind.

So kann man die relative Signalintensitat unterschiedlicher Gewebe
beeinflussen, um schlieBlich das zu untersuchende Organ oder das
Krankheitsbild bestmoglich darzustellen. Die verschieden Koérpergewebe
senden charakteristische MRT-Signale, aus denen sich ableitet, ob sie auf dem
entsprechenden Bild weil3, grau oder schwarz erscheinen.

Die MRT verwendet starke Magneten mit einer Feldstarke zwischen 1 und 7,0

Tesla.



1.2 Der Einsatz von Kontrastmitteln in der MRT

Bei der MRT hangt die bildliche Darstellung von anatomischen Strukturen und
pathologischen  Veranderungen vom  Signalkontrast zwischen den
angrenzenden normalen und pathologischen Geweben ab.

Mit der Einfuhrung der Magnetresonanztomographie glaubte man zunachst,
dass man aufgrund des hervorragenden Gewebekontrastes keine
Kontrastmittel benotigt. Bald stellte man jedoch fest, dass auch bei der MRT
ahnlich wie bei der Computertomographie spezielle Kontrastmittel weitere,
diagnostisch hilfreiche Informationen liefern kdnnen. Zum Beispiel fuhrt eine
Verkirzung der T1- und T2-Relaxationszeit durch das Kontrastmittel zu einer
Signalverstarkung bei T1-gewichteten Bildern und zu einer Signalabnahme bei

T2-gewichteten Bildern.

1.3 Folgende Kontrastmittel werden in der MRT eingesetzt

Heute stehen fur die Magnetresonanztomographie im Wesentlichen vier
Substanzklassen an Kontrastmitteln zur Verfugung:

- niedermolekulare Gadoliniumchelate

- hoher konzentrierte Gadoliniumchelate

- superparamagnetische Eisenperoxidpartikel und

- hepatobiliare Kontrastmittel
Die in dieser Arbeit verwendeten Kontrastmittel Omniscan® und MultiHance®
gehoren zu den hoher konzentrierten gadoliniumhaltigen Kontrastmitteln.
Das Gadoliniumion ist, aufgrund von sieben ungepaarten Elektronen, eine sehr
stark paramagnetische Substanz. Da dieses Schwermetallkation Uber toxische
Eigenschaften verfugt, ist es nicht in freier Form anzuwenden, sondern immer

an einen Liganden gebunden. Bei diesen Gadoliniumkomplexen unterscheidet



man in ihrem Aufbau lineare von nicht-linearen und ionische von nicht-ionischen

Komplexen (46).

1.3.1 Gadodiamid, Omniscan®

Abb.1.1: chemische Strukturformel von Gadodiamid, Omniscan®

Die Strukturformel von Omniscan® zeigt, dass es sich um ein nicht-ionisches,

lineares Molekil handelt.
Pharmakodynamik

Omniscan® ist ein nicht-ionisches paramagnetisches Kontrastmittel, welches
seine Anwendung zum Beispiel in der kranialen und spinalen
Magnetresonanztomographie und in der allgemeinen
Magnetresonanztomographie des ganzen Korpers inklusive der Ganzkorper-
Angiographie findet. Der Gadoliniumkomplex ist hierbei flr den
kontrasterhhenden Effekt in der Magnetresonanztomographie verantwortlich.
Die T1-Relaxationszeit wird unter dem Einfluss des Gadoliniumions verkurzt,
worauf eine Erhéhung der Signalintensitat resultiert und wodurch wiederum
eine Bildkontrasterhdhung in T1-gewichteten Bildern erzielt wird. Somit wird die
Erkennung pathologischer Strukturen oder Lasionen in verschiedenen
Korperteilen einschliel3lich des ZNS erleichtert.



Pharmakokinetik

Nach intravendser Bolusgabe verteilt sich Gadodiamid recht zlgig in der
Extrazellularflissigkeit. Seine Halbwertszeit der Verteilung betragt ungefahr vier
Minuten, die Eliminationshalbwertzeit 70 Minuten. Die Elimination des
unveranderten Gadodiamid erfolgt renal. Vier Stunden nach Injektion lassen
sich 85% der verabreichten Dosis im Urin nachweisen. Eine Plasma-

Proteinbindung ist nicht nachzuweisen.
1.3.2 Gadobensaure (Dimegluminsalz), MultiHance® (Gd-BOPTA)

MultiHance® ist ein paramagnetisches Kontrastmittel fur die MRT-Diagnostik.

Es wird vor allem eingesetzt zur Erkennung fokaler Leberlasionen, z.B. bei
hepatozellularem Karzinom, bei der Bildgebung des Gehirns und des
Ruckenmarks. In der Leberdiagnostik bewirkt MultiHance® bei T1-gewichteter
Darstellung eine Verstarkung der Signalintensitat in normalem Parenchym, so
dass nach einigen Minuten ein Kontrast zu fokalen Leberlasionen sichtbar wird.
Weiterhin wird MultiHance® zu ca. 5-8% hepatobiliar eliminiert.
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Abb. 1.2: chemische Strukturformel von Gadobenat Dimeglumin MultiHance®
(Gd-DOPTA)

Bei MultiHance® handelt es sich um ein lineares ionisches Molekill.
Pharmakodynamik

Das Gadoliniumchelat Gadobensaure, Dimegluminsalz, verkurzt sowohl die T1
als auch in geringerem Male die T2-Relaxationszeit.

Bei T1-gewichteter Darstellung der Leber fuhrt der Einsatz von MultiHance® bei
der MRT zu einer deutlichen und anhaltenden Verstarkung der Signalintensitat
des normalen Leberparenchyms. Somit kann eine verbesserte Detektion von
Leberlasionen erzielt werden. In der Bildgebung des ZNS ermdglicht
MultiHance® ein verbessertes Enhancement von normalem Gewebe ohne Blut-
Hirn-Schranke, extraaxialen Tumoren und von Tumoren, die mit einer Storung

der Blut-Hirn-Schranke einhergehen.
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Pharmakokinetik

Nach intravendser Injektion verteilt sich die Substanz im Plasma und im
Extrazellularraum. Die Verteilungs- und Eliminationszeiten liegen zwischen
0,085 und 0,117 Stunden bzw. zwischen 1,17 und 1,68 Stunden.

Nach einer schnellen Elimination des Gadobenat-lons aus dem Plasma erfolgt
die Ausscheidung vor allem renal und in geringerem Umfang auch Uber die
Galle.

Das Gadobenat-lon durchdringt die intakte Blut-Hirn-Schranke nicht, so dass es
zu keiner Anreicherung im normalen Hirngewebe oder in Lasionen mit intakter
Blut-Hirn-Schranke kommt. Bei einer Schrankenstérung, wie sie fur maligne
Tumoren oder Gefalmissbildungen typisch ist, kann das lon jedoch in die

Lasion vordringen
1.3.3 Mangofidipir,TesIascan®

Ahnlich wie MultiHance® eignet sich Teslascan® ganz besonders zur
Darstellung der Leber, da diese Substanzen von der Leber aufgenommen
werden und eine partielle Ausscheidung Uber eine aktive biliare Exkretion
erfolgt. Mangafodipir (Mn-DPDP, Teslascan®) ist ein paramagnetisches

Manganchelat und wurde dediziert zur Darstellung der Leber entwickelt (70).

12
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Abb. 1.3: chemische Strukturformel von Mangafodipir, Teslascan®

Bei Teslascan® handelt es sich um ein nicht-ionisches Molekiil.
Pharmakodynamik

Teslascan® wird als Trinatriumhydrogensalz eingesetzt und ist ein
Manganatkomplexsalz. Mangafodipir ist ein Chelatkomplex bestehend aus dem
Metall Mangan, welches paramagnetische Eigenschaften besitzt und somit fur
die Kontrasterhohung in der MRT verantwortlich ist, und dem Liganden Fodipir,
Dipyridoxyl-Diphosphat. Teslascan® wird als diagnostisches Hilfsmittel bei
Patienten eingesetzt, bei denen mittels MRT Lasionen (beispielsweise
Metastasen) in der Leber nachgewiesen und von lebereigenem Gewebe
differenziert werden sollen.

Weiterhin kann Teslascan® beispielsweise auch bei der Bildgebung des
Pankreas eingesetzt werden. Nach der intravendsen Verabreichung des
Kontrastmittels wird das Mangan freigesetzt und von gesundem Leber- und
Pankreasgewebe besser aufgenommen als von pathologisch verandertem.
Teslascan® verkiirzt die T1-Relaxationszeit des Zielgewebes und somit kommt
es zu einem Anstieg der Signalintensitat z.B. des Leberparenchyms in T1-
gewichteten Aufnahmen. Die kontrastverstarkte Bildgebung setzt 15 bis 20

Minuten nach Infusionsbeginn ein und halt ungefahr vier Stunden an.
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Pharmakokinetik

Das Mangan-(ll)-lon und der Ligand Fodipir haben unterschiedliche
pharmakokinetische Eigenschaften und Metabolismen.

Die initiale Plasma-Halbwertszeit von Mangan betragt ungefahr 20 Minuten mit
einer deutlichen Aufnahme in Leber, Pankreas, Nieren und Milz.

Das Verteilungsvolumen flr Mangan liegt zwischen 0,5 und 1,5 Liter/kg.

In vitro betragt die Proteinbindung von Mangan im menschlichen Vollblut
ungefahr 27%. Die initiale Plasma-Halbwertszeit von Fodipir liegt bei circa 50
Minuten, die Proteinbindung ist zu vernachlassigen.

Nach intravenodser Verabreichung wird Mangafodipir-Trinatrium
dephosphoryliert, so dass Manganionen vor allem im Austausch mit Zinkionen
des Plasmas freigesetzt werden. Daraus entstehen die zwei Hauptmetaboliten
Mangandipyridoxylethylen-

diaminobiessigsaure (MnPLED) und Zinkpyridoxylethylendiaminobiessigsaure
(ZnPLED). Der Ligand wird innerhalb eines Tages zu uber 90% uber den Urin
ausgeschieden. Das Mangan (~20%) wird innerhalb der ersten 24 Stunden
uber den Urin elimiert, der Rest in den darauf folgenden Tagen mit dem Fazes.

Bei den superparamagnetischen Eisenoxidpartikeln (SPIO und USPIO) handelt
es sich um Partikel, welche von den Zellen des retikuloendothelialen Systems
(RES) aufgenommen werden und zu einer Verkurzung der Relaxationszeit
fuhren.

Die Arbeit dieser Kontrastmittel hangt also ganz offenbar von der Prasenz von
RES-Zellen ab. Diese sind in pathologischen Geweben nicht vorhanden, somit
werden z.B. Lasionen aus leberfremden Gewebe in ihrem Signal nicht oder nur

kaum beeinflusst und dadurch vom gesunden Lebergewebe besser abgrenzbar.
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1.4 Anwendungsgebiete der Magnetresonanztomographie

Die Magnetresonanztomographie stellt in der Radiologischen Diagnostik eines
der zunehmend wichtigsten und vielseitigsten bildgebenden Verfahren dar.
Anfang der achtziger Jahre war die MRT der Diagnostik zerebraler Pathologien
vorbehalten. Das Spektrum der moglichen Untersuchungen und
Anwendungsgebiete erweiterte sich im Laufe der Zeit jedoch enorm. Dies liegt
zum Einen an neuen Empfangerspulen, verbesserten Messsequenzen,
leistungsstarkeren Geraten mit hoherer Feldstarke, zum Anderen an der
Verwendung — teils gewebespezifischer — Kontrastmittel. Im Vergleich zu
anderen bildgebenden Verfahren, wie zum Beispiel dem Rontgen oder der
Computertomographie, ist bei der Magnetresonanztomographie vor allem die
fehlende Strahlenbelastung hervorzuheben. Weitere Vorteile sind die hohe
ortliche Auflosung in Kombination mit dem hervorragenden Gewebekontrast.
Diese Vorteile und die Tatsache, dass die MRT die Maoglichkeit der
dynamischen Untersuchung bietet, machen deutlich, warum die MRT
zunehmend sowohl bei gynakologischen oder neonatalen Fragestellungen
eingesetzt wird.

So beschrieb Tanaka 2001 den pranatalen Einsatz der MRT zur Beurteilung der
Intaktheit und Beschaffenheit der Plazenta (42, 44, 59), denn Anomalien von
Uterus und Plazenta sind mit der MRT zunehmend gut darzustellen und zu
beurteilen.

Ebenfalls verwendet wird die MRT in der Schwangerschaft zur Abklarung von
abdominellen und cerebralen Beschwerden (17, 19, 69). Zusatzlich dient die
MRT der Beantwortung vieler weiterer Fragestellungen bei schwangeren
Frauen; so findet sie zum Beispiel auch Anwendung bei der Abklarung und
Kontrolle malignomsuspekter Befunde (17, 39, 49). Beispielsweise konnen
infarzierte Myome oder Ovarialtumoren MR-tomographisch besser dargestellt
werden als sonographisch.

Immer haufiger wird die MRT auch im Rahmen der Abklarung pranataler
Pathologien verwendet. Vor allem dann, wenn ein vorausgegangener

Ultraschall nicht genligend Klarheit Gber die Diagnose gibt und noch zusatzliche
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Informationen, die der Ultraschall alleine nicht liefert, bendtigt werden, um eine
weitere Behandlung zu planen oder zu erméglichen (4, 18, 28, 32, 33, 40, 64).
Ein weiteres Anwendungsgebiet der MRT ist ihr Einsatz als molekulares
Bildgebungsverfahren. Hierbei werden mit Eisenoxid markierte Zellen sichtbar
gemacht und somit insbesondere Migrationseigenschaften verschiedener
Zelllinien und Endorgankonzentrationen darstellbar (3, 14).

1.5 Problematik

Die nicht vorhandene Strahlenbelastung der MRT ist ein wesentlicher Vorteil
dieses Verfahrens bei der Untersuchung schwangerer Frauen. Der Einsatz von
Kontrastmitteln ist bei bestimmten Fragestellungen sehr vorteilhaft, um
eindeutige Ergebnisse erzielen zu konnen. So ist die intravenose
Kontrastmittelappliaktion z.B. bei Ovarialkarzinomen sehr hilfreich und auch
unverzichtbar bei der Abklarung von suspekten Mamma-Befunden.

In den meisten Fallen werden gadoliniumhaltige Kontrastmittel wie zum Beispiel
MultiHance®, Omniscan® oder Magnevist® verwendet, aber auch der Einsatz
manganhaltiger Kontrastmittel wie zum Beispiel Teslascan® scheint bei einigen
Fragestellungen berechtigt.

Wahrend man davon ausgehen kann, dass der Einsatz eines Kontrastmittels fur
die Schwangere keine zusatzlichen Risiken mit sich bringt, kann man bis heute
eine mogliche Schadigung des Fetus durch das Kontrastmittel nicht sicher
ausschlief3en.

Die MRT-Kontrastmittel kdnnen allesamt die Plazenta passieren und gelangen
somit in den fetalen Kreislauf, werden von den Nieren des Fetus filtriert,
ausgeschieden, dann oral wieder aufgenommen und reabsorbiert (51). Dies
veranschaulicht, dass die Kontrastmittel auch im fetalen Kreislauf, in eventuell
sogar hoheren Konzentrationen als bei der Mutter, nachzuweisen sind.

Ob und inwiefern das fetale Wachstum durch diese Konzentration beeintrachtigt
werden kann, wurde bisher vor allem aus ethischen Grinden in vivo nur in

geringem Umfang und somit unzureichend untersucht. Eine routinemafige
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Kontrastmittelapplikation wird daher derzeit nicht empfohlen und sollte nur mit
strenger Indikationsstellung erfolgen.

Eine Arbeit von Okuda (52) beschreibt zum Beispiel einen deutlichen
schadigenden Einfluss auf Kaninchenembryonen bei einer taglichen
Gadoliniumapplikation mit einer Dosis von 0,9 mmol/kg Korpergewicht. Unter
anderem wird sogar ein fruhes intrauterines Absterben des Embryos
beobachtet.

Im Gegensatz dazu konnten bei einer Exposition mit Gadolinium im ersten
Schwangerschaftstrimester von 26 Frauen keine fetalen Veranderungen
festgestellt werden (15).

Insgesamt herrscht somit bei geringer und inhomogener Datenlage Unklarheit
und Unsicherheit Uber eine mdgliche Schadigung des Ungeborenen oder auch
von Stammzellen bei der molekularen Bildgebung.

Diese Sorge und Unsicherheit auf Seiten der Untersucher und naturlich auch
der betroffenen Patienten fuhrt zu einer eher ablehnenden Haltung gegenuber

einem letztlich viel versprechenden Bildgebungsverfahren.

1.6 Ziel der Arbeit

Mit zellbiologischen Untersuchungsverfahren sollen die biologischen Wirkungen
verschiedener in der Radiologischen Diagnostik verwendeter MRT-
Kontrastmittel

(Omniscan®,  MultiHance®, Teslascan®) auf humane embryonale
Lungenfibroblasten und humane Nabelschnurendothelzellen untersucht werden.
Ziel ist es, den Einfluss dieser drei Kontrastmittel bezuglich der Proliferation

und der Koloniebildungsfahigkeit fetaler Zellkulturen zu evaluieren.
Folgende Fragen sollen beantwortet werden:

- Fuhren die Kontrastmittel zu einer Veranderung des Wachstumsverhaltens

der untersuchten Zelllinien?
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- Gibt es unterschiedliche Effekte bezlglich Proliferation und Koloniebildung
in Abhangigkeit von der eingesetzten Dosis eines Kontrastmittels?

- Gibt es Toxizitatsunterschiede im Vergleich der Kontrastmittel miteinander
(bei gleicher Dosis)?

- Gibt es Unterschiede der Toxizitat im Hinblick auf die untersuchten Zelllinien?

2. Material und Methoden

2.1 Materialien fiir die Zellkulturen

2.1.1 Zellen

Far die Laborversuche wurden humane embryonale Lungenfibroblasten (Hel)
und humane Nabelschnurendothelzellen (HUVEC) verwendet. Die humanen
embryonalen Lungenfibroblasten wurden von der American Type Culture
Collection (ATCC, Rockville, MD, USA) bezogen, expandiert und ein Stamm
von kryokonservierten Aliquots angelegt. Die humanen
Nabelschnurendothelzellen wurden von der Firma PromoCell in Heidelberg

bezogen.

2.1.2 Kulturmedium

Das verwendete Kulturmedium hat die Aufgaben, den Zellen in vitro alle
lebenswichtigen Stoffe zur Verfigung zu stellen. Weiterhin werden durch das
Kulturmedium  Abbauprodukte abgefangen und durch Puffersysteme
neutralisiert.

Als Basismedium wird bei den Versuchsreihen mit den humanen embryonalen
Lungenfibroblasten Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) von Gibco-
BRL (Karlsruhe, Deutschland, Cat.-No.: 41965) verwendet. Unter sterilen
Bedingungen wird diesem Basismedium fetales Kalberserum (FCS, Invitrogen,
Karlsruhe, Deutschland) und Antibiotika zugeflgt.

18



Fir die Versuchsreihen mit den humanen Nabelschnurendothelzellen dient eine
Mischung aus Dulbecco’s Mod Eagle Medium (DMEM) von Gibco-BRL (16%)
und Nutrient Mixture F-12 (HAM) von Gibco (64%) (Karlsruhe, Deutschland) als
Basismedium.

Unter sterilen Bedingungen wird diesem Gemisch fetales Kalberserum (FCS),
ein Antibiotikum, ECGS-BD (endothelial cell growth supplement, 30ug/ml)
(Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland) und eine Heparin-Stammldsung

(50pg/ml) zugefugt.

2.1.3 Medienzusatze

Fetales Kalberserum (FCS)

Fetales Kalberserum enthalt eine Vielzahl von Proteinen. Unter diesen
Proteinen befinden sich auch Wachstumsfaktoren, die fur das Kultivieren von
Zellen in ZellkulturgefalRen notwendig sind. In den durchgefihrten Versuchen
wurden dem Grundmedium DMEM jeweils 10% FCS fur die Proliferationskinetik
und 20% fur den Koloniebildungsassay hinzugefugt. Das verwendete FCS
wurde in Aliquots bei

-20°C eingefroren und fur jeden neuen Medienansatz frisch aufgetaut.

Antibiotika

Um eine Kontamination des Kulturmediums mit Bakterien und somit ein
verandertes Zellwachstum zu verhindern, wird dem Grundmedium eine
bestimmte Antibiotikamenge hinzugefligt. Die Antibiotikaldsung enthielt 100
pg/ml Streptomycin und 100 IE/ml Penicillin (Biochrom, Berlin, Deutschland).
Die Lagerung des Antibiotikums erfolgte in Aliquots bei -20°C. Fur jeden

Medienansatz wurde die bendtigte Menge aufgetaut..
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2.1.4 Trypsin-Losung

Adharent wachsende Zelllinien wie die verwendeten humanen embryonalen
Lungenfibroblasten missen zunachst vom Boden der Zellkulturflasche abgeldst
werden, um sie subkultivieren zu konnen. Es wird hierfur das proteolytische
Enzym Trypsin verwendet. Bei sachgerechter Anwendung werden die Zellen
nicht geschadigt, sondern nur vereinzelt, indem die extrazellularen Proteine
(Adhasionsmolekile) gespalten werden. Trypsin ist als Trypsin-EDTA-L&sung
(PromoCell, Heidelberg, Deutschland) erhaltlich und besteht aus 0,5 g/l (0,05%)
Trypsin und 0,2 g/l (0,53mM) EDTA.

Diese Lésung wird bei 4°C gelagert und kurze Zeit vor Gebrauch auf 37°C im

Wasserbad erwarmt.

2.1.5 Phosphatgepufferte Salzlosung (“Phosphate-Buffered-Saline* PBS)

Vor dem Passagieren der Zellen mit der Trypsin/EDTA-L6sung werden die
Zellen zweimal grundlich mit PBS gewaschen. Dadurch werden die
Medienreste in der Kulturflasche, welche die enzymatische Wirkung des
Trypsins erheblich beeintrachtigen konnen, entfernt.

FiUr die Versuche wurde das gebrauchsfertige Dulbecco’s PBS w/o Ca*+Mg?+

(Gibco, Karlsruhe, Deutschland) verwendet.

2.1.6 Sterilbank

Alle Versuche mit den Zellkulturen wurden unter einer Laminar-Flow-Sterilbank,
welche ein keimfreies Arbeiten ermdglicht, durchgefuhrt.

Vor jedem Arbeitsbeginn wurde die Bank fur 30 Minuten bei Umluft mit UV-C-
Licht bestrahlt und danach mit 70%igem Alkohol gereinigt und desinfiziert.

Des Weiteren wurde die Sterilbank nach Arbeitsende ebenfalls mit 70%igem
Alkohol desinfiziert. Zum Arbeiten wurden sterile Einmal-Pasteurpipetten und

Plastikpipetten bis max. 50 ml verwendet.
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2.1.7 Kontrastmittel

Folgende Kontrastmittel sollen hinsichtlich ihres moglichen toxischen Potentials
auf die humanen embryonalen Lungenfibroblasten und die humanen
Umbilikalvenen-Endothelzellen untersucht werden:

- MultiHance® (Altana Pharma, Konstanz)

- Teslascan® (Nycomed Amersham, Minchen)

- Omniscan® (Nycomed Amersham, Munchen)

Folgende Dosierungen wurden in vitro ausgetestet:

- Das Einfache der klinisch eingesetzten Dosis (1x)

- Das Funffache der klinisch eingesetzten Dosis (5x)

- Das Zehnfache der klinisch eingesetzten Dosis (10x)

- Das Zwanzigfache der klinisch eingesetzten Dosis (20x)
Zur Dosisbestimmung orientiert man sich an einem 70 kg schweren Patienten
mit 5 Liter Blut.

Tab. 1: eingesetzte Dosismengen der Kontrastmittel

1x 5x 10x 20x
MultiHance® | 0,5M - | 33,6 ul 168 pl 336 pl 672 pl
0,1mM/kg
Teslascan® | 0,01mM-> 84 pl 420 pl 840 pl 1680 pl
SuM/kg
Omniscan® | 0,5M -2 33,6yl | 168 pl 336 ul 672 pl
0,1mM/kg

Die Humanen embryonalen Fibroblasten (Hel 299, CCL-137, ATCC, Rockuville,
MD, USA) wurden fir 4 und fur 24 Stunden mit den oben genannten
Kontrastmitteln und —dosen inkubiert.

Die Humanen Nabelschnurendothelzellen (Huvec, CRL-1730, ATCC, Rockville,
MD, USA) wurden fur 24 Stunden mit den oben genannten Kontrastmitteln in

zehn- und zwanzigfacher Dosis inkubiert.
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MultiHance®

Wirkstoff::

Zusammensetzung:

Anwendung:

Dosierung:

Gegenanzeigen:

Gadobensaure als Dimegluminsalz.

Verschreibungspflichtig.

1 ml MultiHance® (0,5) enthdlt 334 mg (0,5M)
Gadobensaure als Dimegluminsalz, Wasser flr

Injektionszwecke.

In der MRT-Diagnostik bei Patienten mit bekanntem oder
Verdacht auf Leberkarzinom zur Erkennung von Lasionen
und Metastasen und in der MRT-Diagnostik des Gehirns
und des Ruckenmarkes zur Erkennung von Lasionen.
Weiterhin findet MultiHance® Anwendung in der MR-
Angiographie.

ZNS und MRA
Fur Erwachsene:
0,1 mmol/kg KG (0,2 ml/kg KG)

Leber:

Fur Erwachsene:

0,05 mmol/kg KG (0,1 ml/kg KG)

Uberempfindlichkeit gegeniiber der Inhaltsstoffe oder
anderen Gadolinumchelaten; eingeschrankte
Nierenfunktion  (Kreatinin-Clearance < 30 ml/min);
Uberempfindlichkeit gegeniiber Benzylalkohol;

Aufgrund fehlender Daten wird die Verwendung von
MultiHance® bei Patienten unter 18 Jahren und bei

Schwangeren nicht empfohlen. Bei Verabreichung von
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Nebenwirkungen:

MultiHance® sollte fir 24 Stunden mit dem Stillen

ausgesetzt werden.

haufig: Kopfschmerzen, Ubelkeit, Reaktionen an der
Injektionsstelle

gelegentlich:  Parasthesien, Schwindel, AV-Block I°,
Hypotonie, Diarrhoe, Erbrechen, Mundtrockenheit, Juckreiz,
Fieber, Schittelfrost, Schmerzen an der Injektionsstelle,
verandertes EKG (verlangerte QT-Strecke),

selten:  Tremor, Ohnmacht, Konjunktivitis, Rhinitis,
Tachykardie, Vorhoffimmern, Arrhythmie, ventrikulare
Extrasystolen, Bradykardie, Dyspnoe, Laryngospasmus,
Stauungslunge, Dyspepsie, Hypersalivation, Obstipation,
Stuhlinkontinenz, Myalgie, verlangerte PR-Strecke im EKG,

Herzstillstand, anaphylaktoide Reaktion
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Teslascan®

Wirkstoff

Zusammensetzung:

0,01 mmol/l Lésung zur intravendsen Infusion enthalt:
Arzneilich wirksamer Bestandteil: 1 ml enthalt 7,57 mg
Mangafodipir-Trinatrium wasserfrei (entspr. 0,01 mmol pro
ml).

Weitere Bestandteile sind geringe Mengen Ascorbinsaure,

Anwendung:

Dosierung:

Gegenanzeigen:

Nebenwirkungen:

Natriumchlorid, Natriumhydroxid und/oder Salzsaure zur

pH-Einstellung und aulRerdem Wasser fur Injektionszwecke.

Teslascan® wird in der Magnetresonanz-Tomographie der
Leber bei Patienten mit Verdacht auf Lebermetastasen

oder Leberzellkarzinom eingesetzt.

Die empfohlene Dosierung betragt 0,5 ml/kg KG (5umol/kg
KG) fur Erwachsene. Bei einem KG Uber 100 kg sind 50 ml

ausreichend.

Teslascan® darf nicht verwendet werden wihrend der
Schwangerschaft, bei Uberempfindlichkeit gegeniiber dem
Praparat oder seinen Bestandteilen, bei Phaochromozytom,
bei schweren Nieren- und Lebererkrankungen (Child-Pugh
C-Stadium). Teslascan® soll wahrend der Stillzeit nicht
angewendet werden. Kann auf Teslascan® nicht verzichtet
werden, so ist das Stillen ab dem Zeitpunkt der Gabe des
Kontrastmittels zu unterbrechen und die Muttermilch nach
der Kontrastmittelgabe Uber die Dauer von 14 Tagen zu

verwerfen.
haufig: Kopfschmerzen, Ubelkeit, Warmegefuhl/Flush

gelegentlich: Uberempfindlichkeitsreaktionen (Urticaria,

Rhinitis, Pharyngitis), Schwindel, Dysgeusie, Parasthesien,
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Omniscan®

Wirkstoff:

Hilfsstoffe:

Anwendung:

Dosierung:

Palpitationen, Erbrechen, Abdominalschmerz, Diarrhoe,

Schmerzen an der Injektionsstelle, Fieber

(sehr) selten: Hypertonie, Sehstdrungen,
Meteorismus
Weitere: Erhdhung der Transaminasen und der

Bilirubinwerte, anaphylaktoide Reaktionen

Gadodiamid (GADTPA-BMA) 1 ml Injektionslésung enthalt
Gadodiamid 287 mg (entspr. 0,5 mmol Gadodiamid / ml
bzw. 78,67 mg Gd / ml)

Weitere Bestandteile sind geringe Mengen Ascorbinsaure,
Natriumchlorid, Natriumhydroxid und/oder Salzsaure zur
pH-Einstellung  (6,0-7,0), aullerdem  Wasser fur

Injektionszwecke.

Kraniale und spinale Magnetresonanztomographie (MRT)
und allgemeine Magnetresonanztomographie des Korpers
inklusive ~ Ganzkdrperangiographie.  Omniscan®  wird
eingesetzt zur Kontrastverstarkung und damit zur
Verbesserung der Darstellung von abnormen Strukturen
oder Tumoren in den verschieden Korperregionen
einschlieBlich ZNS.

kraniale und spinale MRT

fur Erwachsene und Kinder ab 1 Jahr: 0,1 mmol/kg KG bis
zu einem Korpergewicht von 100 kg (entspr.0,2 ml’kg KG).
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Gegenanzeigen:

Nur fur Erwachsene:

Wenn Hirnmetastasen vermutet werden, kann eine Dosis
von 0,3 mmol/kg KG (entsprechend 0,6 ml/kg KG) bis zu
einem  Korpergewicht von 100 kg appliziert werden. Bei
einem hoheren Korpergewicht sind 60 ml in der Regel

ausreichend.

Ganzkorper-MRT

Far Erwachsene:
0,1 mmol/kg KG bis zu einem Korpergewicht von 100 kg

(dartber hinaus sind 20 ml gewdhnlich ausreichend)

Fur Kinder ab 1 Jahr:
0,1 mmol/kg KG (0,2 ml/kg KG)

Ganzkorperangiographie

Far Erwachsene:

0,1 mmol/kg KG. Fur die Diagnostik von abdominellen und
iliakalen Stenosen ist eine Dosierung von 0,3 mmol/kg KG
(0,6 ml’kg KG) von Vorteil.

Omniscan® darf bei Patienten mit bekannter
Uberempfindlichkeit gegen Gadodiamid oder die
Hilfsstoffe nicht angewendet werden.

Omniscan® ist kontraindiziert bei Patienten mit schweren
Nierenfunktionsstérungen (GFR < 30 ml/min/1,73 m?),
ebenfalls bei Dialysepatienten. Eine Kontraindikation
besteht ebenfalls bei Patienten mit transplantierter Leber
oder bei Patienten, die sich einer Lebertransplantation
unterziehen.

Uber die Anwendung von Omniscan® bei Schwangeren

liegen wenige Erfahrungen vor. Deshalb ist die
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Verwendung des Praparates wahrend der
Schwangerschaft nicht zu empfehlen, es sei denn, eine
kontrastverstarkte  MRT-Untersuchung ist unbedingt
notwendig. Omniscan® sollte wahrend der Stillzeit nicht

angewendet werden.

Nebenwirkungen: haufig: Kopfschmerz, Schwindel, Ubelkeit, lokales Warme-,

Kalte-, oder Druckgefuhl

gelegentlich: Schlafrigkeit, Geschmacks- oder
Geruchssensationen, Schmerzen an der Injektionsstelle
Weitere NW: anaphylaktoide Reaktionen (bis zum Schock),
Angstgefiihl, Konvulsion, Parasthesien, Sehstdrung,
Tachykardie, Dyspnoe, Diarrhd, nephrogene systemische
Fibrose, Arthralgie, Anstieg der Transaminasen

2.2 Methoden

2.2.1 Auftauen

Fir jede Versuchsreihe wird ein Aliquot der kryokonservierten Zellen in einem
37°C warmen Wasserbad aufgetaut.

FUr die weiteren Vorgange wird als Vorlage eine Kulturflasche (25 cm? Becon
Dickinson, New Jersey, USA) mit 5 ml warmen Kulturmedium befullt.

Die Zellen werden sofort nach dem Auftauen in die Kulturflasche Uberfuhrt. Die
Zellen und ihre Anwuchsrate werden nach ungefahr 4-6 h mikroskopisch
beurteilt. Sind die Zellen vital und betragt inre Anwuchsrate wenigstens 70%, so
kdnnen sie weiter verwendet werden.

Ist dies nicht der Fall, werden sie verworfen.

Anschlielend wird das alte durch frisches Kulturmedium ersetzt. Dadurch
entfernt man das zytotoxische DMSO. DMSO wird dem Kryomedium

hinzugegeben, um einer Kristallbildung bzw. Bersten der Zellen vorzubeugen.
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2.2.2 Passagieren

Zum Passagieren wird Folgendes bendtigt und sollte vor Beginn jeder Passage
bereitstehen:

Sterile Pasteurpipetten, sterile Pipetten, Trypsin steril, Medium steril, PBS steril,
neue Kulturgefale und das Cell Analyser System (CASY TT, Roche
Diagnostics, Mannheim). Die Passagen dienen dazu, die bei langerer
Zellkonfluenz einsetzende Kontaktinhibition zu vermeiden und somit ein

gleichmaliiges Wachstumsverhalten zu garantieren.

Zu Beginn der Passage wird das Kulturmedium abgesaugt, die Zellkulturflasche
mit 5ml PBS gesplilt und erneut abgesaugt. Danach wird der Zellrasen mit 1 ml
der Trypsin/EDTA-L6sung benetzt.

Um eine optimale Wirkung des Trypsins zu erlangen, werden die Kulturflaschen
mit dem vorgewarmten Trypsin fur ungefahr 5 Minuten im Brutschrank bei 37°C
inkubiert.

Je dichter der Zellmonolayer und je alter die Zellen sind, desto langer muss das
Trypsin einwirken.

Nach der Inkubation sind die Zellen in der Regel vom Boden der Kulturflasche
geldst, was immer mikroskopisch Uberpraft wird.

Trypsin wird inaktiviert, indem man in die Flaschen je 5 ml Medium hinzu gibt.
Durch kraftiges Resuspensieren werden die Zellen vereinzelt und man erhalt
eine moglichst gleichmalige Einzelzellsuspension. Der Flasche wird ein
bestimmtes Volumen (100ul) enthnommen, um die Zellzahl zu bestimmen. Die
Zellzahlbestimmung wird mittels einer Zellzahl- und Analysegerates (CASY TT,
Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland) durchgefuhrt.

Anschlieend werden dann je 200.000 Zellen auf die vorbereiteten

Kulturflaschen verteilt.
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2.2.3 Proliferationskinetik (PK)

Die Proliferationskinetik wird durchgefuhrt, um die Vermehrungsgeschwindigkeit
und die maximal erreichbare Zelldichte der Zellen unter Einwirkung von
verschieden  Kontrastmitteln in  verschiedener  Konzentration  und

Inkubationszeiten zu untersuchen.

Proliferationskinetik mit den humanen embryonalen Lungenfibroblasten (HEL)

Uber einen Zeitraum von insgesamt 21 Tagen wurde die Proliferationskinetik
der Zellen erfasst. Dabei wurde das Wachstumsverhalten der mit Kontrastmittel
inkubierten Zellen mit einer Kontrollgruppe verglichen.

Die Inkubation der Zellen mit dem Basismedium und den Kontrastmitteln
MultiHance®, Teslascan® und Omniscan® erfolgt fiir jeweils vier und 24 Stunden.
Die Kontrastmittel werden jeweils in einfacher, funffacher, zehnfacher und
zwanzigfacher Dosis der empfohlenen Dosis dem Basismedium zugeflgt. Zur
Untersuchung der Auswirkungen der verschiedenen Kontrastmitteln in
verschiedenen Konzentrationen auf das Wachstumsverhalten auf humane
embryonale Lungenfibroblasten werden nach der Inkubation zu Beginn der
Proliferationskinetik jeweils 30.000 Zellen pro Kulturgefal® (25cm?) ausgesat
und je 5 ml Basismedium zugefugt.

Im Brutschrank werden die Zellen inkubiert und erhalten bei 37°C optimale
Wachstumsbedingungen.

An den Stopptagen (Tag 4, Tag 7, Tag 11, Tag 14, Tag 18 und Tag 21) wird pro
Bedingung die Zellzahl aus einem Kulturgefa® bestimmt. Die Versuchsreihe
wird insgesamt dreimal wiederholt.

Parallel bestimmt man die Zellzahl einer Kontrolle ohne Zugabe von
Kontrastmittel.
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Proliferationskinetik humane Nabelschnurendothelzellen (HUVECQC)

Die Inkubation erfolgt fur 24 Stunden mit der zehn- und zwanzigfachen Dosis
der klinisch angewandten Dosis. Nach der Inkubation werden jeweils 30.000
Zellen in die Kulturflaschen ausgesat und 5 ml Basismedium zugefugt.

Die Zellzahlung erfolgt bei den humanen Nabelschnurendothelzellen an Tag 3,
Tag 7, Tag 10,Tag 14 und Tag 17.

An jedem Stopptag erfolg bei den jeweils verbleibenden KulturgefalRen ein

Medienwechsel.
2.2.4 Koloniebildungsassay (KoBl)

Mithilfe des Koloniebildungsassays kann die Klonierungseffizienz der Zellen
nach unterschiedlichen Behandlungsarten bestimmt werden (unterschiedliche
Kontrastmittel, unterschiedliche Konzentrationen der Kontrastmittel,
unterschiedliche Einwirkzeit der Kontrastmittel).

Fir den Assay wird den Medien ebenfalls die Kontrastmittel MultiHance®,
Teslascan® und Omniscan® in jeweils einfacher, fiinffacher, zehnfacher und
zwanzigfacher Konzentration zugefugt. Die Einwirkzeit der
kontrastmittelhaltigen Medien auf die Zellen betragt hier ebenfalls vier bzw. 24
Stunden. Danach werden die Zellen mittels Trypsin abgelost, die Zellzahl
bestimmt und far den Versuch eingestellt. Die Aussaat fur den
Koloniebildungsassay erfolgt nach Beendigung der  jeweiligen
Inkubationsbedingung in zwei 6-Well-Platten (Multiwell 6 Well, Becton
Dickinson, New Jersey, USA).

Es werden fur jede Bedingung pro Stichprobe zwodlf ,wells® mit jeweils 500
behandelten Zellen in 2ml Medium mit 20% FCS bestuckt.

Die Platten werden anschlieliend 10 Tage im Brutkasten inkubiert. Danach
wird der Versuch gestoppt.

Darauf folgt die Fixierung der Kolonien in den Platten, woflr der
Medienuberstand verworfen und die Zellen mit PBS gewaschen werden.

Die folgende Fixierung der Kolonien erfolgt mit 3,5%igem Formaldehyd und

70% Alkohol fur jeweils 10 Minuten. Bevor die Platten gefarbt werden, missen
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sie an der Luft trocknen. Die Farbung erfolgt mit Coomassie (Serva R Tablette).
Die Tablette wird vor Verwendung in Methanol, 7,5% Eisessig und Aqua dest.
aufgeldst. Die Fixierung dauert etwa zehn Minuten. Danach erscheinen die
Zellen blau und somit wird eine mikroskopische Auswertung moglich. Es
werden alle Klone gezahlt, die aus mehr als 50 Zellen bestehen. Alle
Konglomerate, die aus weniger als 50 Zellen bestehen, gelten als beschadigt

und werden nicht bertcksichtigt.

3. Ergebnisse

3.1 Proliferationskinetik, humane embryonale Lungenfibroblasten (Hel)

Mithilfe der Proliferationskinetik kann Uberpruft werden, ob es durch die
verwendeten Kontrastmittel MultiHance®, Teslascan® und Omniscan® zu einer
Proliferationshemmung in den untersuchten Zelllinien (Hel, HUVEC) kommt.
Interessant ware zu beobachten, ob ein Kontrastmittel einen wesentlich
groReren Einfluss auf die Proliferationskinetik der Zellen hat als ein anderes
Kontrastmittel. Weiterhin wird der Effekt der Dosisabhangigkeit der
Kontrastmittel auf das Zellwachstum fokussiert und darauf, ob einer der beiden
Zelllinien empfindlicher reagiert.

Die folgenden Grafiken geben einen Uberblick (iber die Proliferationskinetiken
nach Inkubation mit den Kontrastmitteln im Vergleich zu der jeweiligen
Kontrollgruppe.
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3.1.1 MultiHance®, Inkubation 4 h, humane embryonale
Lungenfibroblasten

Ubersicht Mittelwerte MultiHance 4h, Hel
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Abb 3.1: Verlauf der Proliferationskinetik der humanen embryonalen
Lungenfibroblasten nach vier Stunden Inkubation mit MultiHance® in
ein-, finf-, zehn- und zwanzigfacher Dosis.

Die Grafik zeigt einen vergleichbaren Verlauf der Kurven bei allen eingesetzten
Dosierungen des Kontrastmittels.

Die Zellen vermehren sich nach Inkubation mit MultiHance® bis zum Tag 11, an
dem die Zellen ihre maximale Gesamtzellzahl erreichen.

Diese unterscheidet sich bei den verschieden eingesetzten Dosen nur
geringflgig. Die hochste Gesamtzellzahl an Tag 11 liegt bei der Kontrollgruppe
mit 6.469.333 Zellen vor, die niedrigste bei der finffachen Konzentration mit
einer Gesamtzellzahl von 5.808.333. Dieser Unterschied ist statistisch nicht
signifikant (p>0,05).

Am letzen Stopptag (Tag 21) erreichen die Gesamtzellzahlen ein Minimum und
liegen ebenfalls wieder dicht beieinander. Die Kontrollgruppe erreicht ebenfalls

wieder die hochste Zellzahl mit 4.228.333 Zellen. Die geringste Zellzahl ergibt
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sich nach Inkubation mit MultiHance® in zwanzigfacher Dosis mit 3.724.667
Zellen (p>0,05).

Tab. 3.1: Mittelwerte und Standardabweichung der Gesamtzellzahlen der
humanen embryonalen Lungenfibroblasten nach Inkubation mit
MultiHance® fur vier Stunden. MW= Mittelwert, Stabw.=
Standardabweichung
1.Tag |4.Tag |7.Tag 11.Tag 14.Tag 18.Tag 21.Tag
MW1x |30.000|315.333|1.875.000|6.332.667 |5.291.667 |4.501.667 |4.079.000
Stabw. |0 49.541 |438.432 |593.553 |751.995 |474.218 |369.089
MW 5x |30.000|319.000|1.701.000|5.808.333|5.186.000 | 4.250.667 | 3.749.667
Stabw. |0 35.553 [201.129 [396.601 |786.592 [549.419 |456.892
MW 10x | 30.000 | 300.000 | 1.839.000 | 5.867.000 | 5.548.000 | 4.157.333 | 3.877.667
Stabw. |0 80.430 |389.247 |442.614 |816.199 |340.196 |398.117
MW 20x | 30.000 | 293.667 | 1.908.667 |6.151.333|5.632.333|4.122.000 | 3.724.667
Stabw. |0 21.455 |502.384 [427.674 |413.316 |548.650 |275.335
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3.1.2 MultiHance®, Inkubation 24 h, humane embryonale
Lungenfibroblasten

Ubersicht Mittelwerte MultiHance 24 h, Hel
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Abb. 3.2: Verlauf der Proliferationskinetik der humanen embryonalen
Lungenfibroblasten nach 24 Stunden Inkubation mit MultiHance® in
ein-, finf-, zehn- und zwanzigfacher Dosis.

Erneut werden die maximalen Gesamtzellzahlen bei den vier eingesetzten
Dosierungen und auch bei der Kontrollgruppe an Tag 11 erreicht. Die Zahlen
liegen wie auch bei der vierstindigen Inkubationszeit dicht beieinander. Die
hochste Gesamtzellzahl wird bei Inkubation mit der zwanzigfachen Dosis
erreicht (6.914.000 Zellen), die niedrigste bei Inkubation mit der funffachen
Dosis (6.087.667 Zellen). Es liegt kein statistisch signifikanter Unterschied vor
(p>0,05). Die Zellzahl der Kontrollgruppe betragt am elften Tag 6.469.333. Am
letzten Stopptag weist die Kontrollgruppe jedoch mit 4.228.333 Zellen die
hochste Zellzahl auf, die niedrigste findet sich nach Inkubation mit der
funffachen Dosis mit 3.574.750 Zellen (p>0,05).

Die Wachstumskurve der Zellen, welche mit der funffachen Dosis inkubiert
wurden, zeigt an Tag 14 eine Abweichung von den udbrigen Kurven. Die
Gesamtzellzahl an diesem Tag (4.767.000 Zellen) liegt 21% (p>0,05) unter der
der Kontrollgruppe (6.010.667), nahert sich dieser jedoch bis Tag 21 wieder an.
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Tab. 3.2: Mittelwerte und Standardabweichung der Gesamtzellzahlen der humanen
embryonalen Lungenfibroblasten nach Inkubation mit MultiHance® fiir 24
Stunden, MW = Mittelwert, Stabw. = Standardabweichung

1.Tag |4.Tag |7.Tag 11.Tag 14.Tag 18.Tag 21.Tag
MW 1x |30.000|413.000|2.618.000|6.350.333|5.516.000 | 4.583.333 | 3.727.750
Stabw. |0 33.287 |338.004 |548.199 [679.424 |398.339 |1.041.364
MW 5x |30.000|335.000|2.202.333|6.087.667 |4.767.000 | 4.318.000 | 3.574.750
Stabw. |0 95.504 |686.088 |873.203 |566.506 |789.098 |980.318
MW 10x | 30.000|315.667 |2.196.667 | 6.560.667 | 5.554.000 | 4.365.333 | 3.810.500
Stabw. |0 25.423 |827.416 |142.567 |370.490 |520.859 |1.045.920
MW 20x|30.000|318.333|2.527.333|6.914.000|6.140.750 | 4.846.667 | 3.978.000
Stabw. |0 69.241 |440.573 [197.575 |744.156 |486.318 |1.039.309

3.1.3 Teslascan®, Inkubation 4 h, humane embryonale Lungenfibroblasten
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Abb. 3.3: Verlauf der Proliferationskinetik der humanen embryonalen
Lungenfibroblasten, nachdem sie vier Stunden mit Teslascan® in
ein-, finf-, zehn- und zwanzigfacher Dosis inkubiert wurden.
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Auch nach vierstiindiger Inkubation mit Teslascan® zeigt die Wachstumskurve

einen recht einheitlichen Verlauf. Die hochsten Gesamtzellzahlen werden

wieder an Tag 11 erreicht.

Den bis dahin groften Zuwachs sieht man mit 6.469.333 Zellen bei der

Kontrollgruppe, den geringsten mit 5.289.000 Zellen bei

Teslascan® in zwanzigfacher Dosis.

Inkubation mit

An Stopptag 21 findet man bei der Kontrollgruppe wieder die hdchste Zellzahl
(4.228.333 Zellen) und bei der zwanzigfachen Dosis die geringste (3.626.667).

An allen Stopptagen besteht zwischen den gemessenen Gesamtzellzahlen kein

statistisch signifikanter Unterschied (p>0,05).

Tab. 3.3:

Mittelwerte und Standardabweichung der Gesamtzellzahlen der humanen
embryonalen Lungenfibroblasten nach Inkubation mit Teslascan® fiir vier
Stunden, MW = Mittelwert, Stabw. = Standardabweichung

1.Tag

4.Tag

7.Tag

11.Tag

14.Tag

18.Tag

21.Tag

MW 1x

30.000

339.500

1.906.667

6.290.333

5.516.667

4.414.000

3.883.333

Stabw.

0

44.643

326.345

196.291

220.926

175.348

413.384

MW 5x

30.000

308.250

1.968.250

5.876.000

5.5626.333

4.270.333

3.871.750

Stabw.

0

50.704

440.253

491.027

418.237

324.676

441.304

MW 10x

30.000

356.250

2.148.333

5.834.667

5.597.333

4.109.000

3.819.333

Stabw.

0

61.646

331.582

336.352

211.245

422.167

197.145

MW 20x

30.000

320.000

1.765.000

5.581.000

5.289.000

4.350.667

3.626.667

Stabw.

0

83.606

287.522

467.013

347.538

353.851

486.732
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3.1.4 Teslascan® Inkubation 24 h, humane embryonale
Lungenfibroblasten

Ubersicht Mittelwerte Teslascan 24 h, Hel
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Abb. 3.4: Verlauf der Proliferationskinetik der humanen embryonalen
Lungenfibroblasten, nachdem sie 24 Stunden mit Teslascan® in ein-,
funf-, zehn- und zwanzigfacher Dosis inkubiert wurden.

Auch nach 24-stindiger Inkubation  mit Teslascan® zeigen die
Wachstumskurven der humanen embryonalen Lungenfibroblasten einen recht
ahnlichen Verlauf mit einer maximalen Gesamtzellzahl aller Kurven am 11. Tag.
Die hochste Zellzahl an Stopptag 11 wird bei den Zellen nach Inkubation mit der
funffachen Dosis erreicht (6.512.000 Zellen), die niedrigste nach Inkubation mit
der einfachen Dosis (5.915.333 Zellen). Es liegt hierbei kein statistisch
signifikanter Unterschied vor (p>0,05). Die Gesamtzellzahl der Kontrollgruppe
an Tag 11 betragt 6.469.333.

Am letzten Stopptag weist die Kontrollgruppe die hochste Zellzahl mit 4.228.333
Zellen auf, die niedrigste findet sich nach Inkubation mit der zwanzigfachen
Dosis mit 3.636.333 Zellen (p>0,05).
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Tab. 3.4:

Mittelwerte und Standardabweichung der

Gesamtzellzahlen

der

humanen

embryonalen Lungenfibroblasten nach Inkubation mit Teslascan® fiir 24 Stunden.
MW = Mittelwert, Stabw. = Standardabweichung

1.Tag |4.Tag 7.Tag 11.Tag 14.Tag 18.Tag 21.Tag
MW 1x |30.000|365.333 2.483.250 [5.915.333|5.206.667 |4.390.000 [4.145.400
Stabw. |0 106.791 868.377 131.341 |302.252 |321.441 276.606
MW 5x |30.000416.333 2.397.667 |6.512.000|5.430.667 |4.391.333 |4.074.000
Stabw. |0 32.192 169.459 387.190 |507.075 |437.893 253.679
MW 10x | 30.000 [445.333 2.277.333 |5.917.333|5.153.667|3.834.667 |3.921.000
Stabw, |0 25.813 312.714 626.882 |361.243 |467.021 462.040
MW 20x|30.000|339.667 2.005.667 |6.248.500|5.456.500|3.997.667 |3.636.333
Stabw. |0 56659,8035|343564,162|496.649 |433.615 |496034,609|506504,031

3.1.5 Omniscan®, Inkubation 4 h, humane embryonale Lungenfibroblasten
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Abb. 3.5: Verlauf der

Proliferationskinetik der

humanen

embryonalen

Lungenfibroblasten nach vier Stunden Inkubation mit Omniscan® in
ein-, finf-, zehn- und zwanzigfacher Dosis.
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Am elften sowie am 21. Tag erreicht die Wachstumskurve der Kontrollgruppe
die hochsten Gesamtzellzahlen mit 6.469.333 bzw. 4.228.333 Zellen.

Demgegenuber steht eine Zellzahl von 5.807.333 nach Inkubation mit der

einfachen Dosis Omniscan® bzw. eine Zellzahl von 3.730.333 nach Inkubation

mit der zehnfachen Dosis Omniscan® (p>0,05).

Tab. 3.5: Mittelwerte und Standardabweichung der Gesamtzellzahlen der humanen
embryonalen Lungenfibroblasten nach Inkubation mit Omniscan® fiir 4
Stunden. MW = Mittelwert, Stabw. = Standardabweichung
1.Tag |4.Tag 7.Tag 11.Tag 14.Tag 18.Tag 21.Tag
MW 1x 30.000 |354.667 [2.317.333 |5.807.333|5.149.250|4.156.000| 3.798.667
Stabw. 0 91.194 [490.516 [192.786 [659.598 [399.291 [189.273
MW 5x 30.000 |344.667 [2.182.667 |5.899.333|5.562.750|4.122.000|3.942.333
Stabw. 0 77.694 |352.757 |352.554 |603.660 |222.108 |275.780
MW 10x 30.000 |331.000 [2.253.000 |5.838.333|5.171.333|4.016.667|3.730.333
Stabw, 0 95.598 [394.714 |432.334 [324.679 |95.291 226.990
MW 20x 30.000 |324.667 |2.263.333 |6.152.000|5.212.333|4.471.000 | 3.914.000
Stabw. 0 56.536 [169.356 |370.065 [558.726 |207.422 |345.547
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3.1.6 Omniscan®, Inkubation 24 h, humane embryonale
Lungenfibroblasten
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Abb. 3.6. Verlauf der Proliferationskinetik der humanen embryonalen
Lungenfibroblasten, nach 24stiindiger Inkubation mit Omniscan® in ein-,
funf-, zehn- und zwanzigfacher Dosis.

Die maximalen Gesamtzellzahlen werden wieder an Tag 11 erreicht.

Die Zellen, welche mit der einfachen Dosis Omniscan® inkubiert wurden,
zeigten bis zu diesem Tag die starkste Wachstumstendenz und erreichen eine
Gesamtzellzahl von 6.517.667, demgegenuber stehen die Zellen nach
Inkubation mit der finffachen Dosis mit einer Zellzahl von 6.168.500 Zellen. Die
Kontrollgruppe weist an diesem Tag 6.469.333 Zellen auf (p > 0,05).

Am letzten Stopptag erreichen die Zellen, die mit der zwanzigfachen Dosis
inkubiert wurden, eine Zellzahl von 3.433.000. Die Zellen, welche mit der
einfachen Dosis inkubiert wurden, erreichen eine Zellzahl von 4.464.333. Somit
besteht eine Differenz von ungefahr 23% (p > 0,05).

Die Differenz zur Kontrollgruppe (4.228.333 Zellen) betragt an Tag 21 ungefahr
19%

(p > 0,05).
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Tab. 3.6: Mittelwerte und Standardabweichung der Gesamtzellzahlen der humanen
embryonalen Lungenfibroblasten nach Inkubation mit Omniscan® fir 24
Stunden. MW = Mittelwert, Stabw. = Standardabweichung
1.Tag |4.Tag 7.Tag 11.Tag 14.Tag 18.Tag 21.Tag
MW 1x |30.000 | 398.333 2.653.667 |6.517.667 |5.416.667 |4.929.000 |4.464.333
Stabw. |0 33.020 494.108 [492.002 312.033 563.024 581.751
MW 5x |30.000|377.667 2.589.000|6.168.500 [5.380.333 |4.428.000 |4.044.000
Stabw. |0 126.065 831.076 |541.820 573.502 229.367 181.849
MW 10x | 30.000 |402.333 2.610.750|6.205.750 |5.585.000 |4.553.000 |3.964.667
Stabw. |0 94.113 646.408 |752.766 672.062 469.646 339.833
MW 20x|30.000 |277.667 1.976.000|6.416.333 |5.453.333 |4.630.333 |3.433.000
Stabw. |0 129881,998 |563.718 [461497,923 |371962,812|243771,067 | 992234,347
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3.1.7 Vergleich der Kontrastmittel

Vergleich der Kostrastmittel, Hel, 20x, 4h
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Abb. 3.7:  Proliferationskinetik der humanen embryonalen Lungenfibroblasten,
nachdem sie vier Stunden entweder mit MultiHance®, Teslascan®
oder Omniscan® in zwanzigfacher Dosis inkubiert wurden.

Die Kontrollgruppe erreicht sowohl an Tag 11 als auch an Tag 21 die hochste
Zellzahl (6.469.333 bzw. 4.228.333 Zellen). Die niedrigsten Zellzahlen findet
man jeweils nach Inkubation mit Teslascan® (zwanzigfache Dosis) mit
5.581.000 bzw. 3.626.667 Zellen.

Somit ergibt sich jeweils eine Differenz von ungefahr 14%. An allen Stopptagen
ergeben sich zwischen den verschiedenen Kontrastmitteln keine statistisch
signifikanten Unterschiede (p > 0,05).

Es kommt bei allen Kontrastmitteln zu einem recht einheitlichen Zellwachstum
bis zum 11. Tag. Danach folgt ein negatives Wachstum, es kommt also zum
Absterben der Zellen durch Kontaktinhibition.
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3.2 Proliferationskinetik humane Nabelschnurendothelzellen (HUVEC)

Die folgenden Grafiken geben einen Uberblick Uber die Verldufe der

Proliferationskinetiken der humanen Nabelschnurendothelzellen.

3.21 MuItiHance®, Inkubation 24 h, Nabelschnurendothelzellen

Ubersicht Mittelwerte MultiHance 24 h, HUVEC

4000000
3500000

3000000 /&rsk
2500000 / —e— Mittelw ert 10x
2000000 4 —=— Mittelw ert 20x

1500000 /}' Mittelw ert Kontrolle
1000000 /

500000
0 v /4{/

d1 d3 d7 d1i0 d14  d17
Tage

Gesamtzellzahl

Abb. 3.9: grafische Ubersicht der humanen Nabelschnurendothelzellen nach
24stiindiger Inkubation mit MultiHance® in 10- bzw. 20facher Dosis.

Die Kurven zeigen insgesamt einen sehr einheitlichen Verlauf.

Am Stopptag 14 liegt die Gesamtzellzahl der Kontroligruppe mit 3.207.067
Zellen Uber den Zellzahlen nach Inkubation mit MultiHance® in zehnfacher
Dosis (3.049.200 Zellen) und auch Uber den Zellzahlen nach Inkubation mit
MultiHance® in zwanzigfacher Dosis (2.903.000 Zellen). Statistisch liegen
jedoch keine signifikanten Unterschiede zwischen den Zellzahlen an Stopptag
14 vor (p > 0,05). Gleiches gilt fur den Stopptag 17 (Kontrollgruppe: 3.255.600
Zellen, nach Inkubation mit der zehnfachen Dosis: 3.158.200 Zellen, nach

Inkubation mit der zwanzigfachen Dosis: 2.954.000 Zellen).
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Tab. 3.8: Mittelwerte und Standardabweichung der Gesamtzellzahlen der
Nabelschnurendothelzellen nach Inkubation mit MultiHance® fir 24
Stunden. MW = Mittelwert, Stabw. = Standardabweichung

1.Tag 3.Tag 7.Tag 10.Tag 14.Tag 17.Tag
MW 10x | 30.000 |107.733 | 1.756.167 | 3.205.867 | 3.049.200 | 3.158.200
Stabw. |0 10.555 296.576 | 235.708 |366.556 |299.318
MW 20x | 30.000 | 126.690 | 1.822.667 | 3.169.467 | 2.903.000 | 2.954.000
Stabw. |0 15.389 291.251 | 219.490 |470.319 |324.094

3.2.2 Teslascan®, Inkubation 24 h, Nabelschnurendothelzellen
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Abb. 3.10: Verlauf der Proliferationskinetik der humanen

Nabelschnurendothelzellen, nachdem sie 24 Stunden mit
Teslascan® in zehn- und zwanzigfacher Dosis inkubiert wurden.

Zu Beginn erkennt man, dass die Zellzahlen der Nabelschnurendothelzellen
nach Inkubation mit Teslascan® deutlich unter der der Kontrollgruppe liegen. So
betragt die Zellzahl der Kontrollgruppe an Tag 7 1.830.833. Nach Inkubation mit

der 20fachen Dosis des Kontrastmittels ergibt sich eine Zellzahl von 206.900
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und ist somit um 89% geringer. Bei der zehnfachen Dosis ergibt sich an Tag 7
eine Zellzahl von 408.333, diese entspricht 22% der Kontrollgruppen-Zellzahl (p
< 0,05). Nach Inkubation mit der zehnfachen Dosis zeigt sich auch ein
statistisch  signifikanter Unterschied der Zellzahlen im Vergleich zur
Kontrollgruppe (p < 0,05). Das heil3t, dass nach Inkubation mit dieser Dosis im
Verlauf signifikant niedrigere Zellzahlen erreicht werden.

Am letzten Stopptag lassen sich bei allen drei Zellgruppen sehr ahnliche
Zellzahlenbeobachten (MW Kontrolle: 2.506.200, MW 10x: 2.608.800, MW 20x:
2.581.800).

Somit scheinen sich die Zellen im Verlauf erholt zu haben.

Tab. 3.9: Mittelwerte und Standardabweichung der Gesamtzellzahlen der
Nabelschnurendothelzellen  nach Inkubation mit Teslascan® fiir 24
Stunden. MW = Mittelwert, Stabw. = Standardabweichung

1.Tag 3.Tag 7.Tag 10.Tag 14.Tag 17.Tag

MW 10x | 30.000 |50.600 |408.333 |2.764.067 | 3.103.800 | 3.232.400

Stabw. |0 13.953 291.703 |455.614 |422.662 |585.977
MW 20x | 30.000 36.300 206.900 | 2.096.000 | 2.929.600 | 3.193.000
Stabw. |0 8.287 112.340 | 516.563 199.707 | 541.706
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3.2.3 0mniscan®, Inkubation 24 h, Nabelschnurendothelzellen
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Abb. 3.9: Verlauf der Proliferationskinetik der humanen

Nabelschnurendothelzellen, nachdem sie 24 Stunden mit Omniscan®
in zehn- und zwanzigfacher Dosis inkubiert wurden.

Diese Grafik zeigt, dass die gemessenen Zellzahlen der mit dem Kontrastmittel
inkubierten Zellen bis Tag 7 deutlich geringer sind als jene der Kontrollgruppe.
Somit liegt die Zellzahl an Tag 7 der zehnfachen Dosis mit 542.500 Zellen 70%
unter der Zellzahl der Kontrollgruppe (1.830.833 Zellen). Nach Inkubation mit
der zwanzigfachen Dosis liegt sie mit 244.333 Zellen sogar 87% darunter (p >
0,05).

Im weiteren Verlauf erholen sich die Zellen scheinbar und die Kurven nahern
sich bis zum Stopptag 17 an, so dass nur noch sehr geringe Unterschiede zu
beobachten sind (MW Kontrolle: 2.506.200, MW 10x: 2.554.800, MW 20x:
2.743.800).

Uber den zeitlichen Verlauf betrachtet liegen statistisch gesehen keine
signifikanten Unterschiede zwischen der Zellzahlen der Kontroligruppe jeweils
im Vergleich zu den Zellzahlen nach Inkubation mit Omniscan® in zehn- bzw.

zwanzigfacher Dosis (p > 0,05).

46



Tab. 3.10:

Mittelwerte

und Standardabweichung der
Nabelschnurendothelzellen

Stunden. MW = Mittelwert, Stabw. = Standardabweichung

Gesamtzellzahlen
nach Inkubation mit Omniscan® fur 24

der

1. Tag 3. Tag 7. Tag 10. Tag 14. Tag 17. Tag
MW 10x | 30.000 70.850 542.500 | 3.324.067 | 3.112.600 | 3.107.600
Stabw. 0 28.266 258.880 | 269.016 376.844 488.035
MW 20x | 30.000 35.740 244 333 | 2.827.400 | 3.028.800 | 3.311.200
Stabw. 0 15.013 152.585 | 667.807 346.995 492.766
3.24 Vergleich der Kontrastmittel, 20x, Nabelschnurendothelzellen
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Abb. 3.10: Vergleich der Proliferationskinetik der humanen

Nabelschnurendothelzellen, nachdem sie 24 Stunden entweder mit
Omniscan®, Teslascan® oder MultiHance® in zwanzigfacher Dosis
inkubiert wurden.

In den ersten Tagen lassen sich die hochsten Zellzahlen nach Inkubation mit
MultiHance® messen. So liegt sie an Tag 7 bei 1.822.667 Zellen, wahrend sich

nach Inkubation mit Omniscan® und Teslascan® bei 244.333 bzw. 206.900
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Zellen liegen und somit deutlich geringer sind. In den nachsten Tagen gleichen
sich die Kurven jedoch an und an Tag 17 lassen sich nur noch geringe

Abweichungen der Zellzahlen beobachten.

3.3 Koloniebildungsassay humane embryonale Lungenfibroblasten

Mit Hilfe der Koloniebildungsassays wird die klonogene Aktivitat der Zellen
erfasst, nachdem sie unterschiedlichen Bedingungen ausgesetzt waren. Dieser
Test gilt in der Biologie als eines der Standardverfahren, um die Auswirkung
unterschiedlicher Einflusse auf Zellen zu beschreiben. Die klonogene Aktivitat
ist ein wichtiges Mal3 zur Beurteilung der Regenerationsfahigkeit sich teilender
Zellen und ist deshalb ein sehr wichtiger Parameter bei Ursachen-Wirkungs-
Analysen. Ein proliferationshemmender Effekt, z.B. hier verursacht durch ein
Kontrastmittel, zeigt sich dementsprechend in einer Verminderung der
klonogenen Aktivitdt. Das bedeutet, dass man anhand der ausgezahlten
Kolonien feststellen kann, inwiefern die Aktivitat der Zellen durch die Inkubation
mit einem bestimmten Kontrastmittel verandert und beeinflusst wird. Auch kann
man beurteilen, ob eines der verwendeten Kontrastmittel einen deutlich
groleren Einfluss auf die Zellen nimmt als ein anderes.

Im Vergleich mit dem Koloniebildungassay der humanen
Nabelschnurendothelzellen kann man schliellich noch beurteilen, ob eine der
beiden Zelllinien empfindlicher auf eines der drei Kontrastmittel reagiert als die

andere.
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3.3.1 Koloniebildungsassay, humane Lungenfibroblasten, Inkubationszeit
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Abb. 3.11: Koloniebildungsfahigkeit der humanen embryonalen

Lungenfibroblasten nach vierstiindiger Inkubation mit MultiHance®,
Teslascan® und Omniscan® (ein-, finf-, zehn- und zwanzigfache Dosis),
jeweils im Vergleich zu der Kontrollgruppe. (MW=Mittelwert)

Die niedrigste Kolonieanzahl wird nach einer Inkubation der Zellen mit
MultiHance® in zwanzigfacher Dosis erreicht und liegt bei 99 Kolonien (MW). Im
Vergleich zu der Kontrollgruppe (im Mittel 119 Kolonien) besteht eine Reduktion
von 17%. Jedoch liegt keine statistisch signifikante Differenz vor (p > 0,05).

Die hochste Kolonieanzahl wird nach vierstundiger Inkubation mit Teslascan®
mit 132 Kolonien erreicht. Es errechnet sich eine um 11% hohere Kolonieanzahl
im Vergleich zur Kontrollgruppe. Es zeigt sich jedoch keine statistische

Signifikanz (p > 0,05).
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Tab. 3.11: Mittelwerte (MW) und Standardabweichungen des Koloniebildungsassays,
humane Lungenfibroblasten, Inkubationszeit 4 h

1x 5X 10 x 20x
MW 127 126 123 99
MultiHance®
Stabw. 12,09 12,23 9,18 11,07
MW Teslascan® | 126 118 129 132
Stabw. 12,11 5,15 5,44 10,93
MW Omniscan® | 129 113 120 118
Stabw. 12,13 1,48 9,00 3,15

3.3.2 Koloniebildungsassay, humane Lungenfibroblasten, Inkubationszeit

24 h
Kobi, Hel, 24h
160
140 -
& 120 - ] ]
c I
% 100 4 o MW Kontrolle
X 80 | m MW MultiHance
3 O MW Teslascan
< 60 1 O MW Omniscan
N 40 || -
<
20 + -
0
1x 5x 10x 20x
Dosis
Abb. 3.12.  Koloniebildungsfahigkeit der humanen embryonalen

Lungenfibroblasten nach 24-stiindiger Inkubation mit MultiHance®,
Teslascan® und Omniscan® (ein-, fiinf-, zehn- und zwanzigfache Dosis),
jeweils im Vergleich zur Kontrollgruppe.
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Auch nach 24-stindiger Inkubationszeit ist die Koloniebildungsfahigkeit bei
Verwendung von MultiHance® mit im Mittel 106 gezahlten Kolonien im Vergleich
zur Kontrollgruppe mit 134 Kolonien am meisten eingeschrankt; es ergibt sich
eine Reduktion von 21% (p > 0,05). Nach Inkubation mit Omniscan® in héchster
Konzentration sind 108 gezahlten Kolonien nachweisbar. Im Vergleich mit der
Kontrolle besteht ein Verringerung von 19% (p > 0,05).

Tab. 3.12: Mittelwerte (MW) und Standardabweichungen des Koloniebildungsassays,
humane Lungenfibroblasten, Inkubationszeit 24 h

1x Sx 10 x 20 x
MW 134 131 123 106
MultiHance®
Stabw. 6,60 15,34 16,61 2,32
MW Teslascan® | 126 123 134 120
Stabw. 3,79 1,17 5,15 10,91
MW Omniscan® | 131 126 129 108
Stabw. 13,24 10,98 19,28 11,81
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3.4 Koloniebildungsassay humane Nabelschnurendothelzellen (HUVEC)
Die Nabelschnurendothelzellen wurden jeweils 24 Stunden mit den

Kontrastmitteln in zehn- und zwanzigfacher Dosis inkubiert.

3.4.1 Koloniebildungsassay, Nabelschnurendothelzellen, Inkubationszeit
24 h

MW Kobi, HUVEC 20x

70

60

50

40 +— —

o Mittelwert

30

20 I -

Anzahl der Kolonien

10

Mu10 Mu20 T10 T20 010 020 Ko

Kontrastmittel

Abb.3.13.: Koloniebildungsfahigkeit der humanen Nabel-
schnurendothelzellen nach Inkubation mit MultiHance® (Mu),
Teslascan® (T) und Omniscan® (0) (zehn- und zwanzigfache
Dosis), im Vergleich zur Kontrollgruppe (Ko).

Diese Grafik zeigt deutlich, dass sich die Koloniebildungsfahigkeit unter der
Einwirkung von MultiHance® sowohl in zehn- (im Mittel 55 Kolonien) als auch in
zwanzigfacher Dosis (im Mittel 58 Kolonien) nicht von der der Kontrollgruppe
(im Mittel 58 Kolonien) unterscheidet (p > 0,05).

Im Gegensatz dazu ist die Fahigkeit zur Koloniebildung nach Inkubation mit
Teslascan® in zehnfacher Dosis mit 34 Kolonien im Vergleich zur Kontrolle mit
58 Kolonien deutlich geringer ist (42% weniger Kolonien als in der

Kontrollgruppe). Es zeigt sich ein statistisch signifikanter Unterschied (p < 0,05,
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siche auch unter “Statistik*). Nach Inkubation mit Teslascan® in der
zwanzigfachen Dosis ergeben sich im Vergleich zur Kontrollgruppe sogar 59%
weniger Kolonien (24 vs. 58 Kolonien)

(p > 0,05).

Nicht ganz so stark, jedoch auch deutlich reduziert zeigt sich die Koloniebildung
bei der Verwendung von Omniscan® in zehnfacher Dosis (44 vs. 58 Kolonien).
Omniscan® in zwanzigfacher Dosis (25 Kolonien) hat einen dhnlich hemmenden
Einfluss auf die Koloniebildung der humanen Nabelschnurendothelzellen wie
Teslascan® in zwanzigfacher Dosis. Hier liegt ein statistisch signifikant
hemmender Effekt vor (p < 0,05).

Tab. 3.12: Mittelwerte und Standardabweichungen des Koloniebildungsassays,
humane
Nabelschnurendothelzellen, Inkubationszeit 24 h
Signifikante Werte (im Vergleich zur Kontrolle) sind fett hervorgehoben

Mittelwert Standardabweichung
Kontrolle 58 5,4
MultiHance® 10x 55 6,7
MultiHance® 20x 58,3 5,1
Teslascan® 10x 34 4,3
Teslascan® 20x 24 4,8
Omniscan® 10x 44 6,9
Omniscan® 20x 25,1 8,3
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3.5 Statistik

Auswertung Proliferationskinetik

Die Proliferationskinetik folgt einem nicht-linearen Wachstum. Fur diese
Wachstumskurve wurde ein mathematisches Modell entwickelt, welches das
Wachstumsverhalten und pragnante Punkte innerhalb der Wachstumskurve
prazise wiedergibt und fur alle Beobachtungen anwendbar ist. Somit werden die

Wachstumskurven der Proliferationskinetik untereinander vergleichbar.

Das mathematisches Modell fir die Proliferationskinetik der humanen

embryonalen Lungenfibroblasten lautet:

A

WennTag<T y=
1+( 4 1)@5(“&’-”
30.000

Ao FTeg-T)

R R WS
30.000

Dabei ist A der asymptotische Wert und stellt somit die maximal erreichte

WennTag > T y=

Gesamtzellzahl in der Proliferationskinetik dar, delta (d) ist die Steigung zu
Beginn (anfangliche Wachstumsrate), beta (3) spiegelt die Abfallrate wieder
und T ist der Tag, ab dem ein negatives Zellwachstum stattfindet, Zellen also

absterben.

Das mathematische Modell fir die Proliferationskinetik der humanen

Nabelschnurendothelzellen lautet:

Wenn Tag 1 y = 30.000
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A-30.000

Tag50 \
Tag —1

Wenn Tag>1 y =30.000 +

1+

Dabei ist A wieder der asymptotische Wert. T50 ist die Zeit nach Beginn der
Messung(T=1), an welchem y gleich dem Mittelwert von 30.000 und A ist, bzw.
die Halfte des maximalen Zuwachses A-30.000 erreicht wird. Zu diesem

Zeitpunkt hat die Kurve einen Wendepunkt.
Also gilt an diesem Tag:

A4-30.000 _ 30.000+4
5 .

y = 30.000 +

C ist die Steigung im Wendepunkt der Kurve.

Far jede Kurve lassen sich nun diese Werte bestimmen und vergleichen.

Dafur werden fur jede Bedingung und jeden Versuch die Parameter berechnet.
Zum Vergleich untereinander ermittelt man dann die Mittelwerte aus den drei
Versuchen.

Um die verschiedenen Wirkungen der Kontrastmittel auf die Zellen auf
signifikante Unterschiede zu untersuchen, wurden jeweils die Werte A, also der

asymptotische Wert miteinander verglichen.

Far die Auswertung interessieren folgende Fragestellungen:

- Gibt es signifikante Unterschiede in der Wirkung eines Kontrastmittels im
Vergleich zu den anderen?

- Gibt es signifikante Unterschiede in der Wirkung eines Kontrastmittels
abhangig von der eingesetzten Dosis oder der Inkubationszeit?

- Gibt es signifikante Unterschiede in der Wirkung eines Kontrastmittels im
Hinblick auf die Zelllinie? Reagiert also eine Zelllinie empfindlicher
hinsichtlich der Zellvermehrung auf die Inkubation mit einem
Kontrastmittel als die andere Zelllinie?
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Vergleich der Wirkung in Abhangigkeit von der eingesetzten Dosis
(Inkubation 24h)
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Abb.3.14: Overlay Plot, Auswertung Proliferationskinetik, Kontrastmittel im
Vergleich zur Kontrollgruppe
(y= Ratio)

Dieser Overlay-Plot zeigt mogliche signifikante Unterschiede der zehn- und
zwanzigfachen Dosis eines Kontrastmittel im Vergleich zur jeweiligen Kontrolle.
In den Versuchen mit den humanen embryonalen Lungenfibroblasten zeigt sich
ein signifikanter Unterschied bei Teslascan® in der zehnfachen Dosis (Lower
95%: 0,71, Upper 95%: 0,996). Alle anderen Kontrastmittel zeigen keine
wesentlichen Unterschiede.

In den Versuchen mit den humanen Nabelschnurendothelzellen zeigt sich
ebenfalls ein Unterschied bei Teslascan® in zehnfacher Dosis im Vergleich zur
Kontrolle (Lower 95%: 1,083, Upper 95%: 1,760).

Bei der Inkubation der Zellen mit Teslascan® in zehnfacher Dosis zeigt sich
sowohl bei den humanen embryonalen Lungenfibroblasten als auch bei den
humanen Nabelschnurendothelzellen signifikante Unterschiede hinsichtlich des

untersuchten Wertes A im Vergleich zur Kontrollgruppe.
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Wahrend die Inkubation der humanen Lungenfibroblasten mit Teslascan® zu
einem deutlich geringeren Wert A fuhrt, erreichen die Nabelschnurzellen einen
héheren Wert im Vergleich zur Kontrollgruppe.

Die humanen embryonalen Lungenfibroblasten erreichen nach Inkubation von
Teslascan® (10x) einen (iber die drei Versuche V1-V3 gemittelten Wert A von
5625382,18.

Der Wert A der Kontrollgruppe betragt 7299622,74.

Nach Inkubation mit Teslascan® wird an Tag 21 also eine maximale
Gesamtzellzahl erreicht, die um 23% geringer ist als die der Zellen der
Kontrollgruppe.

Die Kontrollgruppe der humanen Nabelschnurendothelzellen erreicht am 17.
Tag eine maximale Gesamtzellzahl von 3657470,21. Nach 24-stindiger
Inkubation mit Teslascan® in zehnfacher Dosis betragt die maximal erreichbare
Gesamtzellzahl 5091220,13 und ist somit um 28% hdher.

Erhoht man die Dosis von Teslascan® auf das Zwanzigfache, ist jedoch kein
weiterer Anstieg zu beobachten. Mit einer maximal erreichbaren Gesamtzellzahl
von 4676440,90 liegt die Zellzahl dennoch 22% Uber der Zellzahl der Kontrolle.
Dieser Unterschied kann statistisch jedoch nicht als signifikant gewertet werden
(p > 0,05).

Auswertung Koloniebildungsassay

In den Koloniebildungsassays wird die klonogene Aktivitdt der Zellen unter
bestimmten Bedingungen (Inkubation mit KM unterschiedlicher Dosis)
beobachtet.
Mit dem Overlay Plot werden die Daten der Koloniebildungsassays grafisch
dargestellt.
Es wird jede Dosis eines Kontrastmittels mit der ,Dosis’ 0 (Kontrollgruppe)

verglichen.
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Tab. 3.13: Ubersicht der Koloniebildungsassays mit Mittelwert (Ratio (%)),

Standardfehler (Ratio (%)) und 95% - Konfidenzintervall. Signifikante

Werte sind fett hervorgehoben.

Kontrastmittel | Zelllinie | Dosis Std.Fehler | Mittelwert | Low Up
(Ratio(%)) | (Ratio(%)) | 95% 95%

MultiHance® | Hel 1 2,76 100,14 88,26 112,03
MultiHance® | Hel 5 6,94 97,91 68,01 127,81
MultiHance® | Hel 10 7,28 92,45 61,11 123,78
MultiHance® | Hel 20 1,30 79,69 7412 85,27
MultiHance® | Huvec 10 2,86 95,00 82,70 107,30
MultiHance® | Huvec 20 3,30 100,35 86,17 114,54
Omniscan® Hel 1 6,23 98,16 71,38 124,95
Omniscan® Hel 5 5,31 94,45 71,60 117,30
Omniscan® Hel 10 8,75 96,49 58,83 134,15
Omniscan® Hel 20 5,68 81,65 57,23 106,07
Omniscan® Huvec 7,89 75,87 41,91 109,83
Omniscan® | Huvec 20 9,69 43,23 1,54 84,93
Teslascan® Hel 1,92 94,13 85,89 102,37
Teslascan® | Hel 5 0,96 91,98 87,85 96,11
Teslascan® Hel 10 2,82 100,64 88,50 112,78
Teslascan® Hel 20 5,22 89,83 67,38 112,27
Teslascan® | Huvec 10 1,99 58,15 49,61 66,69
Teslascan® | Huvec 20 3,12 41,16 27,72 54,59
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Koloniebildungsassay humane Nabelschnurendothelzellen

Im Folgenden werden signifikante Werte zusatzlich grafisch dargestellt.
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Dosis

Abb. 3.15: Overlay Plot, Koloniebildungsassay, Omniscan®, Huvec
(y = Ratio (%))

Aus dieser grafischen Darstellung des Overlay Plot Iasst sich ablesen, dass
sich die Wirkung von Omniscan® auf humane Nabelschnurendothelzellen in
zwanzigfacher Dosis statistisch signifikant unterscheidet von der Wirkung der
Kontrollgruppe (lower95%: 1,54, upper95%: 84,93) (p < 0,05). Wenn man die
Zellen 24 Stunden mit Omniscan® in einer zwanzigfachen Dosis inkubiert, ist
die klonogene Aktivitat der Zellen im Vergleich zu den Zellen der Kontrollgruppe
deutlich reduziert.
Fir die Kontrollgruppe lie® sich ein Mittelwert von 58 gebildeten Kolonien
berechnen (Stabw.: 5,4).
Nach Inkubation mit Omniscan® (20x) sind es 25 Kolonien (Stabw.: 8,3), dass
heif3t, die Koloniezahl ist im Vergleich zu der Kontrolle um circa 57% geringer.
W3hlt man die zehnfache Dosis Omniscan®, so erhdlt man eine gemittelte
Kolonieanzahl von ungefahr 44 (Stabw.: 6,9), welche um 24% geringer ist als
die der Kontrollgruppe. Diese reduzierte Anzahl der Kolonien ist statistisch
jedoch nicht signifikant (p > 0,05).
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Abb. 3.16: Overlay Plot, Koloniebildungassay, Teslacan®, Huvec
(y = Ratio (%))

Aus dieser grafischen Darstellung lasst sich ablesen, dass die klonogene
Aktivitat der Zellen sich signifikant von der Aktivitat der Kontrollgruppe
unterscheidet, wenn eine 24-stundige Inkubation mit Teslascan® sowohl in
zehn- (lower95%: 49,61, upper95%: 66,69) als auch zwanzigfacher Dosis
(lower95%: 27,72, upper95%: 54,59) stattfand.

Die Koloniebildungs- und Regenerationsfahigkeit der Zellen ist nach Inkubation
mit Teslascan® in zwanzigfacher Dosis starker reduziert als nach Inkubation mit

der zehnfachen Dosis (p < 0,05).

Nach 24-stindiger Inkubation mit Teslascan® in zehnfacher Dosis ergibt sich
eine gemittelte Kolonieanzahl von ungefahr 34 Kolonien (Stabw.: 4,3). Im
Vergleich zur Kontrolle ist somit die Anzahl der Kolonien um 41% geringer (p <
0,05).

Nach Inkubation mit der zwanzigfachen Dosis liegt die Anzahl der Kolonien bei
24 Kolonien (Stabw.: 4,8), ist also um 49% geringer im Vergleich zur Kontrolle
(p <0,05).

Somit zeigt Teslascan® in zwanzigfacher Dosis in diesem Setting den groRten

hemmenden Effekt auf die Koloniebildungsfahigkeit der humanen embryonalen
Nabelschnurendothelzellen.
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Koloniebildungsassay humane embryonale Lungenfibroblasten
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Abb. 3.17: Overlay Plot, Koloniebildungsassay, MultiHance®, Hel
(y = Ratio (%)), 24-stundige Inkubation

Diese graphische Darstellung des Overlay Plot beschreibt die Wirkung auf die
klonoge Aktivitat nach 24-stundiger Inkubation der humanen embryonalen
Lungenfibroblasten mit MultiHance®.

Es zeigt sich im Vergleich zur Kontrollgruppe ein signifikanter Unterschied bei
Einsatz der zwanzigfachen Dosis (lower95%: 74,12, upper95%: 85,93) (p <
0,05), jedoch nicht bei der ein-, funf- und zehnfachen Dosis.

Nach 24-stindiger Inkubation mit der zwanzigfachen Dosis betragt die mittlere
Kolonieanzahl 106 (Stabw. 2,32).

Im Vergleich zur Kontrolle ist die Anzahl der Kolonien hier um 21% geringer.

Die mittlere Kolonieanzahl liegt bei einfacher Dosis bei 134 Kolonien (Stabw.:
6,60), bei finffacher Dosis bei 131 Kolonien (Stabw.: 15,34) und bei zehnfacher
Dosis bei 123 Kolonien (Stabw.: 16,61).
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Abb. 3.18: Overlay Plot, Koloniebildungsassay, Teslascan®, Hel
(y = Ratio (%))

Aus dieser Grafik kann man die Wirkung von Teslascan® auf die klonogene
Aktivitat der Zellen im Vergleich zur Kontrollgruppe ablesen. Man sieht einen
signifikanten Unterschied bei der funffachen Dosis (lower95%: 87,85, upper95%:
96,11) des Kontrastmittels, nicht jedoch bei ein-, zehn- und zwanzigfacher
Konzentration.

Die mittlere Kolonieanzahl bei funffacher Dosis betragt 123 Kolonien (Stabw.:
1,17), ist also im Vergleich zur Kontrolle um 8% geringer, durch die statistisch

ermittelten Intervalle jedoch signifikant geringer (p < 0,05).

Vergleich der Koloniebildungassays zwischen den beiden Zelllinien

Fir diesen Vergleich mittelt man die Werte der drei Versuchsreihen (V1-V3)
und gibt sie prozentual im Vergleich zum dazugehodrigen Kontrollwert wider
(Ratio = KM/Ko).

Signifikante Unterschiede werden durch die “‘Oneway Analysis of
Ratio* deutlich.

Die Rauten spiegeln die Intervalle der gemessenen Werte wider.

Wenn sich die Rauten der zwei Zelllinien nicht Uberschneiden, liegt ein

signifikanter Unterschied vor.
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Abb. 3.19:  Oneway Analysis of Ratio (%),
MultiHance®, zwanzigfache Dosis

Mit dieser Grafik wird gezeigt, dass sich die Wirkung von MultiHance® auf die
klonogene Aktivitat der humanen embryonalen Lungenfibroblasten signifikant
unterscheidet von der Wirkung auf die humanen Nabelschnurendothelzellen
(p < 0,05). Die mittlere Kolonieanzahl der humanen
Nabelschnurendothelzellen betragt ungefahr 58 Kolonien, ebenso die der
Kontrollgruppe; somit ergibt sich eine Ration von nahezu 100%.
Im Gegensatz dazu betragt die mittlere Kolonieanzahl der Lungenfibroblasten
106 Kolonien, die der Kontrollgruppe 134; somit errechnet sich eine Ratio von
79%.
Die Ratio der gezahlten Kolonien der Lungenfibroblasten ist signifikant kleiner
als die Ratio der gezahlten Kolonien der Nabelschnurzellen. Das bedeutet, dass
die Lungenfibroblasten hinsichtlich ihrer klonogenen Aktivitat wesentlich
empfindlicher reagieren als die Nabelschnurzellen (nach Inkubation mit

MultiHance® in zwanzigfacher Dosis).
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Abb. 3.20: Oneway Analysis of Ratio (%),
Teslascan®, zehnfache Dosis

Aus dieser Grafik erkennt man einen signifikanten Unterschied der klonogenen
Aktivitat der zwei Zelllinien. Nach 24-stindiger Inkubation mit Teslascan® in
zehnfacher Dosis ist die Aktivitat der Endothelzellen wesentlich geringer als die
Aktivitat der Lungenfibroblasten (p < 0,05).

FUr die Lungenfibroblasten ergibt sich eine mittlere Gesamtkolonieanzahl von
134, fur die Kontrollgruppe ergeben sich ebenfalls circa 134 Kolonien, so dass
sich eine Ratio von nahezu 100% ergibt.

Die Nabelschnurzellen weisen nach Inkubation mit Teslascan® eine mittlere
Kolonieanzahl von ungefahr 34 auf. Bei einer mittleren Kolonieanzahl der

Kontrollgruppe von 58 ergibt sich eine Ratio von ungefahr 59%.
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Abb. 3.21:  Oneway Analysie of Ratio (%),
Teslascan®, zwanzigfache Dosis

Aus dieser Grafik erkennt man einen statistisch signifikanten Unterschied in der
klonogenen Aktivitat der Nabelschnurzellen verglichen zu den
Lungenfibroblasten nach 24-stindiger Inkubation mit Teslascan® in
zwanzigfacher Dosis.

Die klonogene Aktivitat der Endothelzellen ist signifikant niedriger (p < 0,05).
Bei den Nabelschnurzellen ergibt sich eine mittlere Gesamtkolonieanzahl von
24, bei der Kontrollgruppe von 58. Daraus ergibt sich eine Ratio von 41%.

Bei den Lungenfibroblasten hingegen errechnet sich bei einer Kolonieanzahl
von 120 und einer Kolonieanzahl der Kontrollgruppe von 134 eine Ratio von
knapp 90%.

Zusammenfassend lasst sich also Folgendes festhalten:

Proliferationskinetik Lungenfibroblasten:

Statistisch signifikant unterschiedlich zur Kontrolle ist nur Teslascan® in
zehnfacher Dosis. Im Gegensatz zu den Kontrastmitteln MultiHance® und
Omniscan® hat Teslascan® eine hemmende Wirkung auf die

Proliferationskinetik der Lungenfibroblasten.
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Proliferationskinetik Nabelschnurendothelzellen:

Hier zeigt keines der drei Kontrastmittel hemmende Effekte auf das Wachstum

der Zellen.

Koloniebildungsassay Lungenfibroblasten:

Einen deutlichen Unterschied zu der Koloniebildung der Kontrollgruppe zeigen
die Zellen nach Inkubation mit MultiHance® in 20-facher Dosis. Die Fahigkeit
zur Koloniebildung ist signifikant reduziert.
Eine ebenfalls signifikant niedrigere Koloniezahl wird nach Inkubation mit
Teslascan® in fiinffacher Dosis beobachtet.

Koloniebildungsassay Nabelschnurendothelzellen:

Einen signifikanten hemmenden Effekt auf die Koloniebildung hat die Inkubation
mit Omniscan® in zwanzigfacher Dosis.
Teslascan® hat sowohl in zehnfacher als auch in zwanzigfacher Dosis einen

deutlich hemmenden Einfluss auf die Fahigkeit, Kolonien zu bilden.

Koloniebildungsassay: Vergleich der beiden Zelllininien:

Es zeigt sich, dass die humanen Lungenfibroblasten nach 24-stundiger
Inkubation mit MultiHance® hinsichtlich ihrer klonogenen Aktivitat wesentlich
empfindlicher reagieren als die Nabelschnurendothelzellen.

Weiterhin zeigt sich, dass die Nabelschnurendothelzellen auf die Inkubation mit
Teslascan® sowohl in zehnfacher Dosis als auch in zwanzigfacher Dosis
hinsichtlich ihrer klonogenen Aktivitat signifikant empfindlicher reagieren als die

Lungenfibroblasten.
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Abb. 3.21: Humane embryonale Lungenfibroblasten. Die
typische spindelférmige Form der Zellen ist in
Vimentinfarbung gut erkennbar (DAPI-Kernfarbung +
Vimentin, Kontrolle 40fach)

Abb. 3.22: Dichter Zellrasen der spindelférmigen
Lungenfibroblasen nach Inkubation mit MultiHance® (DAPI-

Kernfarbung + Vimentin, MultiHance®, 20fache Dosis,
20fach)
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Abb. 3.23: Humane embryonale Lungenfibroblasten
(DAPI-Kernfarbung + Vimentin, Omniscan®, 20fache Dosis,
20fach)

Abb. 3.24: Humane embryonale Lungenfibroblasten (DAPI-
Kernfarbung + Vimentin, Teslascan®, 20fache Dosis, 40fach)
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Abb. 3.25: Die charakteristische Form der Endothelzellen ist
gut zu erkennen (Humane Nabelschnurendothelzellen,
DAPI-Kern-farbung + Vimentin, 20fach)

Abb. 3.26: Endothelzellen, bei denen eine
immnnhistochemische  Farbung des VWF mit der DAPI-
Kernfarbung + Vimentin kombiniert wurde (40fach).
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4. Diskussion

Wenn bei schwangeren Patienten eine kontrastmittelverstarkte MRT-
Untersuchung durchgefuhrt werden muss, ist eine Exposition des Fetus mit
Kontrastmitteln die Folge. Somit stellt sich dann die Frage nach der Gefahrdung
des Fetus durch die geplante Untersuchung und den daraus resultierenden
Konsequenzen.

Ein Blick in den Beipackzettel oder in die Rote Liste® ist oft wenig hilfreich,
zumal auch die Gefahrdungseinstufungen bei Medikamenten aus der gleichen
Klasse nicht einheitlich sind.

Eine Kontrastmittelexposition von Schwangeren allein zu Studienzwecken ist
ethisch nicht vertretbar und somit ist es schwierig, bei der leider sehr sparlich
vorhandenen Informationsfulle, genaue Aussagen Uber die teratogenen

Eigenschaften der verschiedenen Kontrastmittel zu machen.

4.1 Regelungen der Gabe von MRT-Kontrastmitteln wahrend der
Schwangerschaft

Gedacht werden muss an Stérungen wahrend der hochkomplexen
Entwicklungsvorgange in der Organogenese. Durch Einwirkung von
teratogenen Medikamenten kann es in diesem Zeitraum zu Fehlbildungen

unterschiedlichsten Ausmafies kommen.

Die ESUR (European Society of Urogenital Radiology; http://www.esur.org) hat

nach ausfuhrlicher Literaturrecherche zu dieser Problematik eine Empfehlung
zum Einsatz von Kontrastmitteln wahrend der Schwangerschaft und Stillzeit
erarbeitet.

Die aktuellste Fassung von 2009 gibt folgende Entscheidungshilfen zum

Einsatz von gadoliniumhaltigen MRT-Kontrastmitteln:
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Einsatz wahrend der Schwangerschaft: Bei streng zu stellender Indikation darf
die geringstmogliche Dosis eines
modglichst stabilen gadoliniumhaltigen
Kontrastmittels der  Schwangeren
verabreicht werden. Bei fachgerechter
Handhabung sind keine besonderen
Tests des Neugeborenen erforderlich.

Einsatz wahrend der Stillzeit: Das Stillen sollte fur bis 24 Stunden
nach der Kontrastmittelgabe pausiert

werden.

Schwangere oder stillende Mutter mit eingeschrankter Nierenfunktion:  Auf
die Gabe von gadoliniumhaltigen
Kontrast-Mitteln sollte verzichtet

werden.

Eine Differenzierung hinsichtlich des Applikationszeitpunktes (1., 2., 3.
Trimenon) wird nicht vorgenommen. Vor Anwendung eines gadoliniumhaltigen

Kontrastmittels soll eine Schwangerschaft ausgeschlossen werden.

4.2 Klinische Studien liber die Effekte von Kontrastmitteleinsatz wahrend

der Schwangerschaft

Bis Heute gibt es nur sehr wenige klinische Studien, die Uber den Einsatz von
Kontrastmitteln wahrend der Schwangerschaft und mdogliche Folgen fur den
Fetus berichten.

De Santis (15) berichtete 2007 Uber eine prospektiv angelegte Studie, an der

insgesamt 26 schwangere Frauen teilnahmen.
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Alle diese Frauen haben sich im ersten Trimenon ihrer Schwangerschaft einer
kontrastunterstitzten MRT aus den verschiedensten Grinden unterziehen
mussen.

Der Zeitraum der Kontrastmittelverabreichung lag in der frihen
Embryonalphase, nicht jedoch die Organogenese.

Nach Entbindung wurde das Augenmerk auf Geburtsfehler und frahkindliche
Komplikationen gerichtet.

Diese Studie zeigte jedoch weder Komplikationen auf Seiten der Mutter, noch
bei den Neugeborenen.

Nebenbefundlich wurden bei einem Neugeborenen zwei Hamangiome
diagnostiziert, ein chirurgischer Eingriff war nicht vonnéten.

Zwei der 26 Frauen erlitten eine Fehlgeburt. Jedoch ergaben sich auch bei der
Untersuchung des Abortmaterials keinerlei Hinweise auf angeborene
Missbildungen oder Ahnliches.

In einer Studie von Marcos (44), in der die Mdglichkeiten der Darstellung der
Plazenta mittels MRT und Gabe eines gadoliniumhaltigen Kontrastmittels bei elf
schwangeren Frauen unersucht wurden, kamen alle Neugeborene gesund auf

die Welt und es gab keine Anhalt auf eine intrauterine Wachstumsretardierung.

4.3 Effekte von Kontrastmitteln im Tiermodell

Der Vorteil von Experimenten mit Tieren liegt ganz offenbar darin, dass man
Auswirkungen auf einen Gesamtorganismus beobachten und untersuchen kann.
Im Vergleich zu In-vitro-Experimenten sind somit eher vergleichende
Schlussfolgerungen beziglich des Gesamtorganismus Mensch maoglich.

Jedoch muss man bedenken, dass humane Zellen Uber andere Zellorganellen,
Reparaturmechanismen, lonenkanale und Enzyme verfugen und somit
insgesamt eine andere Reaktion auf toxische Substanzen hervorrufen kénnen,

als die untersuchten tierischen Zellen.
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Der Vergleich von Ergebnissen aus Tiermodellen mit denen aus in-vitro-Studien
bewegt sich ebenfalls in engen Grenzen. Es ist offensichtlich, dass Tiere auf

aulere Stressfaktoren anders reagieren als eine In-vitro-Zellkultur.
4.3.1 Magnevist®

1992 berichtete Rofsky (57) Uber die Ergebnisse seines Tiermodells, in
welchem die Effekte von gadoliniumhaltigen Kotrastmitten auf die fetale
Entwicklung von Mausen untersucht wurden.

In dieser Studie wurden folgende Gruppen untersucht: keine Behandlung,
intraperitoneale Injektion mit Kochsalzlésung, intraperitoneale Injektion mit
Gadopentetate dimeglumine und MRT-Einwirkung und alleinige MRT-
Einwirkung (1,5 Tesla).

Die applizierte Dosis des Gadopentetate dimeglumine (Magnevist®) entsprach
ungefahr dem Hundertfachen der klinisch empfohlenen Dosis.

Etwa neun Tage nach der Injektion wurden die Tiere getotet und die Feten
entnommen, gewogen und auf folgende Aspekte hin untersucht:

Grolle des Wurfes, Anzahl der lebenden und toten Feten, Morphologie der
Extremitaten, Ohr- und Augenentwicklung und  Aussehen des Kopfes
einschliel3lich des Mauls.

Weiterhin wurde der Uterus bezlglich Zeichen, die auf einen frihen
intrauterinen Tod hinweisen kdonnten, untersucht.

Das Ergebnis der insgesamt 739 untersuchten Mausefeten zeigt, dass es keine

Unterschiede zwischen den verschieden Gruppen gab.
4.3.2 MultiHance®

In einer Studie von Okuda (52) wurden Kaninchen hinsichtlich mdglicher
Komplikationen fur Muttertier und intrauterine Entwicklung der Feten untersucht.
Den Tieren wurde Gadobenate dimeglumine (MultiHance®) taglich in einer
Dosis von 0,3, 0,9 oder 2,0 mmol/kg KG injiziert (klinisch eingesetzte Dosis: 0,1
mmol/kgKG).
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Bei der taglich applizierten Dosis von 2,0 mmol/kg KG kam es zu einem initialen
Gewichtsverlust des  Muttertiers verbunden mit einer reduzierten
Nahrungsaufnahme.

Zu einem schleichenden Gewichtsverlust bei im Verlauf reduzierter
Nahrungsaufnahme kam bei der Dosis von 0,9 mmol/kg KG.

Es kam jedoch zu keiner ersichtlichen Benachteiligung der Tiere bei einer Dosis
von 0,3 mmol/kg KG.

Im Hinblick auf die Feten kam es zu einer leicht erhdhten Inzidenz des frihen
intrauterinen Todes sowohl bei einer Dosis von 2,0 mmol/kg KG als auch bei
einer Dosis von 0,9 mmol/kg KG.

Feten, dessen Mutter mit einer Dosis von 2,0 mmol/kg KG behandelt wurden,
fielen mit einer Mikrophthalmie und Retinafehlbildungen auf, weiterhin nahm die
Zahl zusatzlicher und/oder verschmolzener Wirbel im Thorakolumbalbereich zu.
Insgesamt lie3en sich jedoch keine Benachteiligungen fur Muttertiere und die

fetale Entwicklung bei einer Dosis von 0,3 mmol/kg Kérpergewicht beobachten.

Vergleichend soll erwahnt werden, dass die empfohlene klinische Dosis von
MultiHance® beim Erwachsenen bei einer MRT der Leber 0,05 mmol/kg
Korpergewicht, bei einer MRT des Gehirns oder des Ruckenmarks 0,1 mmol/kg

Korpergewicht und bei einer MRA ebenfalls 0,1 mmol/kg Kérpergewicht betragt.

In einer weiteren tierexperimentellen Studie aus dem gleichen Jahr von
Kawaguchi (34) untersuchte man die Einflisse auf die Fertilitat und die embryo-
fetale Entwicklung in weiblichen Ratten nach intravendser Gabe von
Gadobenate Dimeglumine (MultiHance®).

15 Tage vor der Paarung wurde 22 weiblichen Ratten das Praparat in einer
Dosis von 0,3, 1,0 oder 2,0 mmol/kg KG taglich verabreicht.

Die Behandlung wurde bis zum 17. Tag der Tragezeit fortgesetzt. Am 20. Tag
folgte die Totung und Untersuchung der Tiere. Im Vergleich zu einer
Kontrollgruppe gab es keine Unterschiede hinsichtlich dem Gewicht, der
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Nahrungsaufnahme, dem Paarungsverhalten, der WurfgroRe, dem Gewicht des
Fetus und dem Uberleben und der Entwicklung der Feten.

Das Verhalten der Muttertiere zeigte keine Veranderungen im Vergleich zu den
Kontrolltieren (Verhaltensauffalligkeiten, Sterblichkeit, Fehlgeburten,
Korpergewicht und Nahrungsaufnahme).

Am 29. Tag der Tragezeit wurden die Tiere eingeschlafert, um nun die Feten
untersuchen zu konnen. Gezahlt wurden die lebenden und toten Feten, die
Gesamtanzahl der Implantationen und die Corpi lutea.

Auch die Untersuchung der Feten ergab keine auffalligen Unterschiede im

Vergleich zu der Kontrollgruppe.
4.3.3 Teslascan®

1995 untersuchte Blazak die Wirkung von Mangafodipir Trisodium (Teslascan®)
in trachtigen Kaninchen (9).

Einer Gruppe von 22 Tieren wurde jeweils im Abstand von sechs Tagen das
Kontrastmittel in einer Dosis von 5, 20, 40, oder 60 ymol/kg KG intravends
verabreicht. Die Kontrollgruppe erhielt isotone Kochsalzlosung (klinisch
eingesetzte Dosis: Spmol/kg KG).

Selbst bei der hochsten Dosis gab es bei den Muttertieren keine Anzeichen
einer moglichen toxischen Reaktion. Es bestanden keine Auffalligkeiten
bezuglich des Gewichts oder der Menge der Nahrungsaufnahme.

Die Feten wurden an Tag 29 hinsichtlich auerlicher, viszeralen und skeletalen
Abweichungen untersucht.

Bei der Dosis von 60 pmol/kg zeigte sich ein deutlicher Anstieg von
Fehlgeburten. Gehaufte viszerale oder skeletale Fehlbildungen konnten jedoch

nicht beobachtet werden.

Eine vorausgehende ahnliche Studie von Treinen (61) mit Ratten zeigte von

dieser Studie abweichende Ergebnisse:
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Den Ratten wurde ab Tag 6 der Tragezeit taglich MnDPDP in einer Dosis von O,
2, 5 oder 20 pymol/kg Korpergewicht injiziert. Toxische Auswirkungen auf die
Muttertiere waren bei keiner der verwendeten Dosen zu beobachten.

Weiterhin gab es keinen Zusammenhang zwischen der eingesetzten MnDPDP-
Dosis und der Grofe des Wurfes, der Anzahl der lebenden und toten Feten und
der Anzahl der Implantationen.

Jedoch war auffallig, dass nach Injektion des Muttertieres von MnDPDP in der
héchsten Dosis das Gewicht der betroffenen Feten deutlich reduziert war.
Weiterhin wurden zunehmend skeletale Fehlbildungen beobachtet. Eine
Folgestudie zeigte, dass die Skelettfehlbildungen dosisabhangig sind, am
ausgepragtesten bei Feten von Muttertieren, welchen das Kontrastmittel an
den Tagen 15, 16 und 17 der Tragezeit verabreicht wurde.

Diese Studien lassen vermuten, dass sich eine wiederholte Gabe einer hohen
Dosis MnDPDP schadlich auf den heranwachsenden Fetus auswirkt.

4.4 Effekte von Kontrastmitteln in vitro

Der Vorteil von Studien mit Zellkulturen liegt in der experimentellen
Reproduzierbarkeit. Weiterhin sind die experimentellen Parameter (z.B.
Temperatur, CO,-Gehalt, Wahl der Dosis der untersuchten Substanz) frei
wahlbar. Generell ist jedoch auch bei In-vitro-Studien Vorsicht geboten, wenn
man die erzielten Ergebnisse auf den Gesamtorganismus des Menschen
ubertragen mochte.

Es gilt zu beachten, dass die einzelnen Zellen lediglich Parenchyme definierter

Organe reprasentieren.

4.4.1 Omniscan®

2001 untersuchte Greisberg mogliche Auswirkungen von gadolinumhaltigen
Kontrastmitteln auf kultivierte Chondrozyten des Knochens (24).
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Dem Medium der Zellen wurde Gadodiamide (Omniscan®) fiir 16 Tage in drei
verschiedenen Dosen zugesetzt:

Die erste Gruppe erhielt 4 mmol/l Gadodiamide, die zweite erhielt das
Flnffache dieser Dosis, eine dritte Gruppe das Zehnfache.

Somit erhielt die erste Gruppe eine alltagsubliche Dosis.

SchlieBlich wurden die Zellen hinsichtlich der Proteoglykanproduktion, der
Zellproliferation und der Apoptose untersucht.

Die Zellproliferation nahm mit steigender Dosis ab, die Aptotoserate mit
ebenfalls zunehmender Dosis zu.

Somit gibt es Hinweise darauf, dass Omniscan® eine Apoptose in Knorpelzellen

bewirken kann, auch in klinisch taglich verwendeten Dosen.
4.4.2 MultiHance®, Omniscan®

In einer weiteren in-vitro-Studie verglichen Heinrich et al 2007 die Toxizitat von
iodhaltigem Kontrastmitteln und gadoliniumhaltigen Kontrastmitteln auf renale
Tubuluszellen (27).

In seinen Versuchen untersuchte er auch die Kontrastmittel Omniscan® und
MultiHance®.

Nach einer 24-stindigen Inkubation der Zellen mit Gadobenate dimeglumine
(MultiHance®) in einer Konzentration von 125 mmol/l kam es zu einer
signifikanten Nekrose der untersuchten Zellen, nicht jedoch nach Inkubation mit

Omniscan® in gleicher Dosis.

4.5 Zusammenfassung bisheriger Studien

Klinische Studien sind besonders aussagekraftig bezuglich einer moglichen
Toxizitat von  MRT-Kontrastmittelin bei  Anwendung wahrend der
Schwangerschaft.

Leider sind sie rein zu Forschungszwecken schwer durchzuflhren. Klinische

Erfahrungsberichte liegen nur in sehr kleiner Anzahl vor. Negative
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Auswirkungen auf Mutter oder Ungeborenes/Neugeborenes nach einer
notwendigen Verabreichung eines gadoliniumhaltigen Kontrastmittels sind nicht
dokumentiert.

Diese Datenlage ist jedoch so dinn, dass man von ihr ausgehend keine
Entwarnung bezlglich moglicher toxischer Effekte auf Embryonen geben kann.
Bei einer Studie mit Kaninchen konnte man neunfach verabreichten Dosis der
klinisch empfohlenen Dosis des gleichen Kontrastmittels MultiHance® eine
leicht erhdhte Inzidenz des intrauterinen Fruchttodes feststellen, sowie
zusatzliche fetale Fehlbildungen bei der zwanzigfachen der Kklinische
empfohlenen Dosis (52). Bei einer ahnlich aufgebauten Studie mit Ratten
konnten diese Beobachtungen nicht gemacht werden (34).

Somit ist es schwierig eine auf diesen widersprichlichen Ergebnissen
beruhende Richtlinie fir den Gebrauch von MultiHance® bei Schwangeren
auszusprechen. Es stellt sich vielmehr die Frage, ob bezlglich der Toxizitat
eines Kontrastmittels eine Abhangigkeit des jeweiligen Organismus besteht und

somit auch der Zellart oder der Zelllinie.

Auch die Verabreichung von Teslascan® zeigt im Tierexperiment heterogene
Auswirkungen.

Wahrend es bei einer Studie ab dem Zwdlffache der klinisch empfohlenen
Dosis zu einem Anstieg der Fehlgeburtenrate kommt, nicht jedoch zu einer
Haufung von viszeralen oder skeletalen Fehlbildungen (9), kommt es bei einer
anderen Studie bereits bei Verabreichung der vierfachen Dosis zu einem
deutlich reduzierten Gewicht der Feten und zu skeletalen Fehlbildungen (61).
Da sich die Ergebnisse zweier ahnlicher Studien bei Kaninchen und Ratten
unterscheiden, ist es auch hier nicht moglich, konkrete Schlisse Uber die
Wirkung von Teslascan® auf ein menschliches Ungeborenes zu ziehen. Auch
hier stellt sich somit wieder die Frage nach einer mdglichen Abhangigkeit vom

Organismus und der Zellart.
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4.6 Eigene Untersuchungen

Die bisher nur geringe Anzahl an Studien und Erfahrungen bezuglich dieser
Problematik und die Diskrepanzen in den existierenden Studienergebnissen

waren der Anlass, die vorliegende Studie durchzufuhren.
4.6.1 Wahl der Zellen

In den Experimenten der vorliegenden Studie wurden zwei verschiedene
Zelllinien verwendet, humane embryonale Lungenfibroblasten und humane
Nabelschnurendothelzellen. Fibroblasten zeichnen sich durch eine gute
Kultivierbarkeit aus.

Es ist sinnvoll, humane Zellen zu verwenden, da so eine Ubertragung der
Ergebnisse aus Zellkulturen humaner Zellen zur Einschatzung des Risikos fur
den Menschen einfacher ist (als z.B. bei Verwendung tierischer Zellen).
Embryonale Zellen bieten den Vorteil, dass sie sich in einer sehr empfindsamen
Entwicklungsphase befinden und den Abschnitt der Organogenese (entspricht
dem ersten Trimenon) widerspiegeln. Somit reagieren sie wahrscheinlich

sensibler auf den Kontakt mit Kontrastmitteln.
4.6.2 Proliferationskinetik

Die Proliferationskinetik der Fibroblasten zeigt einen bei allen Bedingungen
anzutreffenden typischen Verlauf:

Bis zum Tag 11 kommt es zu einem raschen Wachstum der Zellen. Nachdem
sie an diesem Tag ihre maximale Gesamtzellzahl erreicht haben, kommt es
durch Kontaktinhibition zu einem Absterben der Zellen.

Die Versuche mit den Fibroblasten zeigen in der Proliferationskinetik wenige
signifikante Beeintrachtigungen des Wachstumsverhaltens der Zellen unter
Einwirkung der jeweiligen Kontrastmittel.

Lediglich nach Inkubation mit Teslascan® in der zehnfachen der klinisch

empfohlenen Dosis lasst sich ein statistisch signifikanter Unterschied
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nachweisen (Abb. 3.4 und Abb. 3.14). Im Vergleich zu dem
Wachstumsverhalten der Kontroligruppe ist die Proliferationsfahigkeit der Zellen
deutlich eingeschrankt.

Durch Anwendung eines mathematischen Modells, welches die Kurvenverlaufe
der Proliferationskinetik widerspiegelt, lasst sich fur die Zellen nach Inkubation
mit Teslascan® ein asymptotischer Wert (maximal erreichbare Zellzahl an Tag
21) von 5.525.382 ermitteln, welcher um 23% geringer ist als der
entsprechende Wert der Kontrollgruppe.

Alle anderen verwendeten Kontrastmittel zeigen in der vorliegenden Studie
keinen eindeutigen proliferationshemmenden Einfluss auf die Fibroblasten.
Auch tierexperimentelle Studien zeigten deutliche Fehlbildungen des Fetus
nach Applikation von Teslascan® in der vierfachen der empfohlenen Dosis.

Da jedoch in der vorliegenden Studie bei der zwanzigfachen Dosis keine
signifikanten Einflisse auf das Proliferationsverhalten der Zellen mehr
beobachtet werden kdnnen, ist es fraglich, ob man bei der zehnfachen Dosis

von einer Schwellendosis reden kann.

Die Proliferationskinetik der Endothezellen zeigt ein differentes
Wachstumsverhalten.

Bis zum Tag 10 zeigt sich ein konstantes Wachstum der Zellen. Etwa an Tag 10
erreichen sie ihre maximale Zellzahl und zeigen aufgrund einer
Kontaktinhibition keine weitere Proliferation mehr. Jedoch kommt es im
weiteren Verlauf auch nicht, wie es bei den Fibroblasten der Fall ist, zu einem
Abfall der Zellzahlen.

Keines der drei Kontrastmittel hat einen statistisch signifikanten hemmenden
Einfluss auf die Proliferationsfahigkeit der Endothelzellen.

Dass Teslascan® jedoch hemmend auf das Wachstumsverhalten der
Fibroblasten wirkt, lasst vermuten, dass die Wirkung von Kontrastmitteln auch

vom jeweiligen Zelltyp und somit vom Gewebe abhangt.
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4.6.3 Koloniebildungsassay

Bei der Untersuchung der Koloniebildungsfahigkeit der Zellen zeigen sich
deutlich mehr Einflisse der Kontrastmittel als bei der Proliferationskinetik.

Diese Einflusse sind jedoch bezuglich der beiden untersuchten Zelllinien nicht
identisch.

Bei den Fibroblasten gibt es einen deutlichen hemmenden Effekt auf die
Koloniebildung bei Inkubation der Zellen mit MultiHance® in hdchster Dosis
(Abb. 3.17) und Teslascan® in fiinffacher Dosis (Abb. 3.18).

Die Ubrigen Kotrastmittel bzw. Dosen zeigen keinen signifikanten Einfluss auf

die Koloniebildung der Zellen.

Im Hinblick auf die Klonierungsfahigkeit der Endothelzellen Iasst sich
beobachten, dass es durch die Inkubation von Omniscan® in zwanzigfacher
Dosis und Teslascan® sowohl in zehn- als auch in zwanzigfacher Dosis zu

einem hemmenden Effekt auf die Koloniebildung kommt.

Teslascan® wirkt also hemmend auf die Proliferation der Fibroblasten und auf
die Koloniebildungsfahigkeit der Endothelzellen.

Auch in den tierexperimentellen Studien von Blazak und Treinen wurden
toxische Effekte auf den Fetus bestatigt (9, 65).

Diese unterschieden sich jedoch im Hinblick auf das untersuchte Tier.

Obwohl die Effekte von Teslascan® sich abhangig von der Zelllinie
unterscheiden, lassen sich dennoch hemmende Einflisse bei beiden Zelllinien

beobachten.

Auch unter Omniscan® und MultiHance® in hdchster Dosis lieRen sich
hemmende Einfliisse auf die Koloniebildung feststellen. Omniscan® bewirkt bei
den Nabelschnurendothelzellen eine um 57% geringere Kolonieanzahl im
Vergleich zur Kontrollgruppe. Nach Inkubation der Lungenfibroblasten mit
MultiHance® kommt es zu einer um 21% geringeren Kolonieanzahl im Vergleich

mit der Kontrollgruppe.
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Heinrich, der die Wirkung von Omniscan® auf Chondrozyten untersuchte (29),
bekam ahnliche Ergebnisse. Er konnte feststellen, dass mit steigender Dosis
die Proliferation der Zellen abnahm. In der vorliegenden Studie jedoch kam es
nicht zu einer Hemmung der Proliferation, sondern nur zu einer Hemmung der

Koloniebildung, welche Heinrich nicht untersucht hatte.

4.7 Stabilitat der Kontrastmittel

Um die Frage zu beantworten, welches der in dieser Studie untersuchten
Kontrastmittel denn nun am besten geeignet ist, sollte man auch einen Blick auf
die Stabilitat des jeweiligen Kontrastmittels werfen.

Die extrazellularen gadoliniumhaltigen MRT-Kontrastmittel enthalten alle das
hochtoxische Gd>*-lon. Das isolierte lon an sich kann zu einer Milzdegeneration,
zu einer Lebernekrose, einer Kalziumkanalblockade und zu einer Vielzahl von
hamatologischen Veranderungen flhren (49).

Die Transmetallierung, also die Freisetzung des Gadoliniumions hangt von der
Stabilitat des vorliegenden Chelates ab (54, 55).

Man unterteilt die gadoliniumhaltigen MRT-Kontrastmittel nach ihrer
chemischen Strukturformel in ionische und nicht-ionische und makrozyklische
und lineare Kontrastmittel.

Die Molekulstruktur bedingt auch die Stabilitat der Kontrastmittel.

So entsteht durch eine zyklische Struktur eine starke Bindung zu dem
Gadoliniumion. Im Gegensatz dazu bilden die linear aufgebauten Chelate
offene, bewegliche Ketten, welche keine starke Bindung zu dem toxischen
Gd>*-lon aufweisen (46).

Im Vergleich zwischen ionischen und nicht-ionischen Chelaten sind die ionisch
aufgebauten die stabileren Verbindungen. Dies lasst sich damit erklaren, dass
die Bindung zwischen den negativ geladenen Carboxylgruppen und dem
Gadoliniumion starker ist als die Bindung zwischen Amiden oder Alkohol der
nicht-ionischen Chelate und dem lon (46).
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Gadoliniumchelate, welche eine geringere Stabilitat aufweisen, unterliegen
leichter einer Transmetallierung und geben somit das Gadoliniumion frei (46).
Dieses hochtoxische lon wirkt als Kanalblocker an Kalziumkanalen und hemmt
somit physiologische Vorgange, die mit einem Kalziumeinstrom verbunden sind
sowie einige Enzyme (29).

Das leberspezifische Kontrastmittel Gadobenate dimeglumine, also
MultiHance®, ist ein linearer ionischer Chelatkomplex. Gadodiamide,
Omniscan®, ist auch linear, jedoch nicht-ionisch. Damit wird deutlich, dass
Omniscan® thermodynamisch weniger stabil ist als MultiHance®.

Der Versuch, die geringe Stabilitit von Omniscan® durch einen Uberschuss an
Chelator zu beheben, zeigt leider nicht den gewunschten Effekt, da es dennoch
zu einer erhdhten Ansammlung von Gadolinium im Gewebe kommt und der
Chelatuberschuss zu einer vermehrten Bindung korpereigener lonen fuhrt. Dies
bedeutet, dass es dennoch zur Transmetallierung, also Freisetzung von
Gadolinium kommt (17, 23, 57, 73).

Auch Frenzel untersuchte in einer Studie die unterschiedliche Stabilitat von
gadoliniumhaltigen Kontrastmitteln im Serum von gesunden Probanden.

Es konnte gezeigt werden, dass die Freisetzung des Gadoliniumions aller
linearen Komplexe um einige Male hoher war als angenommen. Nach 15 Tagen
war die Gadoliniumfreisetzung aus den nicht-ionischen Kontrastmitteln ungefahr
zehnmal héher als aus den ionischen linearen (21).

Diese unterschiedliche Stabilitat ist bei der Anwendung von MRT-
Kontrastmitteln - vor allem auch bei Schwangeren - zu bedenken. Mit der
Verwendung einer stabilen Verbindung kann eine Ubermafige Freisetzung des

toxischen Gadoliniumions vermieden werden.

4.8 Schlussfolgerungen
Aufgrund der vorliegenden Studie und der bisherigen Datenlage kann eine

Gefahrdung des Ungeborenen durch eine kontrastmittelverstarkte MRT-

Untersuchung der Schwangeren nicht sicher ausgeschlossen werden.
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Aus diesem Grund sind die Indikationen fur eine Gabe von Kontrastmitteln
streng zu halten.

Nutzen und Risiken muissen vor der geplanten Untersuchung grundlich
gegeneinander abgewogen werden und gegebenenfalls ist auf eine andere
Bildgebung, welche weniger Gefahren mit sich bringt, auszuweichen.

Die wichtigste bildgebende Methode in der Schwangerschaft bleibt somit die
Sonographie. Der transvaginale Ultraschall dient zum Nachweis der intakten
oder gestorten Schwangerschaft. Weiterhin kann er ohne Bedenken auch zur
Abklarung von ovariellen Befunden eingesetzt werden.

Auch bei abdominellen Beschwerden der Schwangeren gibt der Ultraschall
meist ausreichenden Informationen.

Wenn die Sonographie jedoch nicht gentigend Informationen zur Klarung der
vorliegenden Beschwerden der Patientin liefert, kann die MRT aufgrund ihres
guten Gewebekontrastes und der exzellenten Auflosung eventuell die notigen
Informationen liefern, um eine adaquate Therapie einleiten zu kdnnen.

Da die paramagnetischen Kontrastmittel, welche in der MRT Anwendung finden,
die Plazentaschranke passieren konnen, es jedoch noch zu wenige und zu
widerspruchliche Erfahrungen bezuglich ihrer Wirkung auf das Ungeborene gibt,
sollte diese nur bei weiterhin streng gestellter Indikation zum Einsatz kommen
(22).

Besonders im ersten Trimester der Schwangerschaft, welches die Periode der
Organogenese darstellt, sollte mdglichst auf eine kontrastmittelunterstutzte
MRT verzichtet werden, wenngleich toxische Effekte aus der vorliegenden
Studie nicht eindeutig hervorgehen, wohl aber antiproliferative.

Kommt es nach sorgfaltigem Abwagen der Notwendigkeit doch zur Anwendung
von MRT-Kontrastmitteln, so ist stets die niedrigste erforderliche Dosis zu
wahlen, da man davon ausgehen muss, dass die Gefahr des Fetus
dosisabhangig ist.

Weiterhin sollte man sich nach Mdoglichkeit flr ein sehr stabiles Kontrastmittel

entscheiden, welches eine zyklische, ionische Struktur aufweist.
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Um weitere und vor allem prazisere Aussagen uber die Toxizitat der

Kontrastmittel machen zu kbnnen, sind weitere Studien erforderlich.

Schlisse, die man aus der vorliegenden Studie ziehen kann, sind folgende:

Es zeigen sich keine toxischen, wohl jedoch antiproliferative Effekte der
untersuchten Kontrastmittel in der klinisch verwendeten Dosis.

Da die Kontrastmittel unterschiedlich auf die verwendeten Zelllinien wirken,
lasst sich eine Abhangigkeit von Zellart und somit Organismus vermuten.
Weiterhin wichtig sind die Stabilitdt des Kontrastmittels und die damit
verbundene Transmetallierung.

Unter Berlcksichtigung dieser Aspekte |asst sich sagen, dass eine MRT in der
Schwangerschaft mit den hier untersuchten Kontrastmitteln durchaus

durchfuhrbar ist.
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5. Zusammenfassung

Bei manchen Untersuchungen wahrend der Schwangerschaft liefert alleinig die
MRT die erforderliche Information fur die anstehende Therapieplanung.

So ist sie zum Beispiel zur Beurteilung der Plazenta und zur Abklarung
abdomineller oder cerebraler Beschwerden eine groRe Hilfe und oft
unverzichtbar. Auch pelvine Erkrankungen lassen sich mittels MRT exzellent
darstellen.

Bei einigen Untersuchungen ist eine native MRT nicht ausreichend, so dass
paramagnetische Kontrastmittel appliziert werden mussen.

Die intravends verabreichten Kontrastmittel sind plazentagangig und gelangen
so auch in den fetalen Kreislauf.

Uber die Wirkung dieser Kontrastmittel auf das Ungeborene ist bisher nur sehr
wenig bekannt und somit Anlass fur diese Studie.

Methoden

Untersucht wird die Wirkung von den zwei gadoliniumhaltigen Kontrastmittel
Omniscan® und MultiHance® und der manganhaltigen Verbindung Teslascan®
in der umgerechnet maximal erlaubten Dosis und dem Funf-, Zehn- und
Zwanzigfachen dieser Dosis.

Es wird mit humanen embryonalen Lungenfibroblasten (Hel) und humanen
Endothelzellen aus der Nabelschnur (Huvec) gearbeitet. Die Zellen werden 4
bzw. 24 mit den genannten Kontrastmitteln inkubiert und dann hinsichtlich ihrer
klonogenen Aktivitat (Koloniebildungsassay) und ihren Proliferationsfahigkeit

(Proliferationskinetik) untersucht.
Ergebnisse
Proliferationskinetik Lungenfibroblasten:

Statistisch signifikant unterschiedlich zur Kontrolle ist nur Teslascan® in

zehnfacher Dosis. Im Gegensatz zu den Kontrastmitteln MultiHance® und
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Omniscan® hat Teslascan® eine hemmende Wirkung auf die
Proliferationskinetik der Lungenfibroblasten.

PK Nabelschnurzellen:
Hier zeigt keines der drei Kontrastmittel hemmende Effekte auf das Wachstum

der Zellen.

Koloniebildungsassay Lungenfibroblasten:
Nach Inkubation mit MultiHance® in zwanzigfacher Dosis ldsst sich eine
statistisch signifikant reduzierte Koloniebildungsfahigkeit beobachten. Ebenso

nach Inkubation der Zellen mit Teslascan® in fiinffacher Dosis.

Koloniebildungsassay Nabelschnurendothelzellen:

Nach Inkubation mit Omniscan® in zwanzigfacher Dosis kommt es zu einer
statistisch signifikant niedrigeren Koloniezahl.

Ebenso nach Inkubation der Zellen mit Teslascan® sowohl in zehn- als auch in

zwanzigfacher Konzentration.

Diskussion

Da bisher nur sehr wenige Studien zu dieser Problematik vorliegen und die
Ergebnisse in bisherigen sowie in der vorliegenden Studie nicht eindeutig und
zum Teil widerspruchlich sind, kdnnen keine definitiven Aussagen uber die
Toxizitat von MRT-Kontrastmitteln fur den Fetus gemacht werden. So sind auf
diesem Gebiet weitere Untersuchungen und Studien notwendig, um Klarheit zu
schaffen. Bis dahin wird eine strenge Indikationsstellung zu stellen und die
geringstmadgliche Dosis des zum Einsatz kommenden Kontrastmittels zu wahlen.
Die vorliegende Studie zeigt, dass die untersuchten Kontrastmittel in der
klinisch verwendeten Dosis keine toxischen Effekte haben. Weiterhin zeigt sich
eine Zellabhangigkeit.

Die Ergebnisse zeigen, dass eine MRT-Untersuchung in der Schwangerschaft

durchaus durchfuihrbar ist.
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