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Glossarium

� MT Magnetisierungstransfersättigung

5-ALA 5-Aminolävulinsäure

AD axiale Di�usivität

ADC apparent di�usion coe�cient

T1app scheinbare T1-Zeit

ASL arterial spin labelling

AUC area under the curve

CBF zerebraler Blut�uss

CBV zerebrales Blutvolumen

CEST chemical exchange saturation transfer

Cho Cholin

Cr Creatin

DSC-MRI dynamic susceptibility weighted magnetic resonance imaging

DTI di�usion tensor imaging

DWI di�usion weighted imaging

EdU 5-ethynyl-2-deoxyuridine

EGF epidermal growth factor

EGFR epidermal growth factor receptor

FA fraktionelle Anisotropie

FACS �uorescense activated cell sorting

FLASH Fast Low Angle Shot

FLAIR �uid attenuated inversion recovery

GFAP glial �brillary protein

IDH1 Isozitrat-Dehydrogenase-1

Iba1 ionisierendes kalziumbindendes Adaptorprotein 1

KG Körpergewicht

KM Kontrastmittel
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Ki-67 Antigen Ki-67

LFB Luxol-Fast-Blue

MDD main di�usion direction

MGMT O6-Methylguanin-DNS-Methyltransferase

MR Magnetresonanz

MRS Magnetresonanzspektroskopie

MRT Magnetresonanztomographie

MTC Magnetisierungstransferkontrast

MTR Magnetisierungstransferrate

MTT mittlere Transitzeit

NAA N-Acetylaspartat

PBS phosphate bu�ered saline

PD Protonendichte

PWI perfusion weighted imaging

QSM quantitative susceptibility mapping

RD radiale Di�usivität

SWI susceptibility weighted imaging

T1w T1-gewichtet

T2w T2-gewichtet

TR Repetitionszeit

TSE Turbo Spin Echo

VEGFR-2 vascular endothelial growth factor receptor 2

vWF von Willebrand Faktor

WHO World Health Organization

ZNS zentrales Nervensystem
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1 Einleitung

1.1 Glioblastom

1.1.1 Epidemiologie

Das Glioblastoma multiforme ist der häu�gste und maligneste hirneigene Tumor des Erwachse-

nen. Es macht 15,6 % aller primären und 45,2 % aller malignen Hirntumore aus. Mit zunehmen-

dem Alter steigt auch die Inzidenz und hat ihren Gipfel zwischen dem 75. und 84. Lebensjahr

[1]. Die weltweite Inzidenzrate liegt bei 3-4 pro 100.000 Menschen pro Jahr. Sie schwankt je

nach Region und ist höher in industrialisierten Nationen [2]. Männer sind ca. 1,5 mal häu�ger

betro�en als Frauen [3]. Trotz moderner Operationsmethoden mit intraoperativen Neuronavigati-

onssystemen, intraoperativer Magnetresosnanztomographie (MRT) und dem Einsatz von 5-ALA

(5-Alpha-Aminolävulinsäure) (vgl. 1.1.5) ist die Prognose mit einer 5-Jahresüberlebensrate unter

5% infaust [1]. Die mediane Überlebenszeit beträgt trotz der Kombination aus Operation und

adjuvanter Chemo-/Strahlentherapie nur 14,6 Monate [4].

1.1.2 Histopathologie

Das Glioblastom zählt histologisch zu den neuroepithelialen Tumoren und geht von glialen Zel-

len des zentralen Nervensystems aus. Im internationalen Gradingsystem der WHO(World Health

Organization) wird das Glioblastoma multiforme als Grad IV-Tumor und damit als malignester

hirneigener Tumor eingestuft. Der Tumor besteht histopathologisch aus anaplastischen, gering

di�erenzierten, pleomorphen Zellen und weist typischerweise eine starke Vaskularisation und

Nekrosen auf [3]. Bereits 1940 unterschied Scherer zwischen primären und sekundären Glioblas-

tomen [5]. Die primären, oder auchde novo entstandenen Glioblastome machen ca. 90% aller
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Glioblastome aus. Die sekundären Glioblastome entstehen durch zunehmende Malignisierung

aus weniger malignen Gliomen. Histopathologisch sind diese beiden Gruppen schwer voneinan-

der zu unterscheiden, jedoch weisen sie Unterschiede in ihrem genetischen Pro�l auf. So sind

Mutationen im Tumorsuppressorgen p53 selten in primären Glioblastomen (11%) und häu�g

in sekundären Glioblastomen (67%), während eine Überexpression des EGF-Rezeptors (epider-

mal growth factor-Rezeptor) häu�g in primären Glioblastomen (63%) und selten in sekundären

Glioblastomen (10%) zu �nden ist [6]. Seit 2008 ist ein weiterer genetischer Marker zur Di�eren-

zierung zwischen primärem und sekundärem Glioblastom bekannt: die Mutation des IDH1-Gens

(Isozitrat-Dehydrogenase-1-Gen) [7]. Das Vorhandensein dieser Mutation korreliert in 95% der

Fälle mit der klinischen Diagnose eines sekundären Glioblastoms [8].

Das Glioblastom ist am häu�gsten supratentoriell lokalisiert [3, 9] und ist charakterisiert durch

ein in�ltratives Wachstum. Bereits 1940 fand Scherer in histologischen Studien zum Glioblastom

heraus, dass sich Tumorzellen in mehreren Zentimetern Entfernung vom makroskopisch sichtba-

ren Tumor be�nden. Die Migration und In�ltration der Tumorzellen erfolgt entlang myelinisierter

Axone, entlang der Basalmembran von Gefäÿen oder basalmembranähnlicher Strukturen sowie

subependymal [5].

1.1.3 Symptome und Diagnostik

Symptome eines Glioblastoms äuÿern sich durch neurologische De�zite in Abhängigkeit von der

Lokalisation des Tumors. So kann es zu sensomotorischen und/oder kognitiven De�ziten, Persön-

lichkeitsveränderungen oder epileptischen Anfällen kommen. Der Massene�ekt des Tumors und

des typischen perifokalen Ödems kann zu Symptomen eines erhöhten intrakraniellen Druckes

führen.

Standarddiagnostik des Glioblastoms, auch nach den aktuellen S2k-Leitlinien der Gesellschaft

für Neurologie, ist die kontrastunterstützte MRT [10]. Typischerweise weist das Glioblastom

in der kontrastunterstützten T1-gewichteten Sequenz (T1w+Kontrastmittel(KM)) einen irregu-

lären kontrastmittelaufnehmenden Rand und ein nicht kontrastmittelanreicherndes inhomogen

hypo-/hyperintenses Zentrum auf. In der T2-gewichteten (T2w) Aufnahmen und in der �üssig-

keitsunterdrückten FLAIR ( �uid attenuated inversion recovery)-Sequenz stellen sich in den meis-
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ten Fällen perifokal �ächige Hyperintensitäten dar (Abb. 1.1). Diese entsprechen einem Ödem

und/oder einer mikroskopischen Tumoraussaat.

Abbildung 1.1: MRT eines humanen Glioblastoms: Axiale MRT-Bilder eines rechts temporalen hu-

manen Glioblastoms mit zentraler Nekrose, links: T1-gewichtetes Bild mit Kontrastmittel,

rechts: T2-gewichtetes Bild

Zusätzlich zu den beschriebenen konventionellen MR-Techniken versuchen aktuelle Studien

den Tumor und das umliegende Gewebe mikrostrukturell mit neuen, zum Teil in der Entwick-

lung be�ndlichen MR-Techniken, genauer zu charakterisieren. Zu diesen Methoden gehören die

Suszeptibilitätsgewichtete Bildgebung (SWI), die Messung der Gewebedurchblutung (PWI =

perfusion weighted imaging), MR-Spektroskopie, die Di�usions-Tensor-Bildgebung (DTI = dif-

fusion tensor imaging) und die funktionelle MRT.

Die suszeptibilitätsgewichtete Bildgebung ist sensitiv für alle Veränderungen und Substanzen,

welche zu einer Verkürzung der T2*-Relaxation führen und hierdurch eine Signalabsenkung auf

den suszeptibilitätsgewichteten Bildern bewirken. Die MR-Perfusionsmessung gibt zeitlich aufge-

löste Informationen über die Gewebedurchblutung. Bei der kontrastmittelgestützten Perfusions-

messung werden de�nierte Schichten einer Region über einen längeren Zeitraum wiederholt ge-

messen, während intravenös ein Kontrastmittelbolus verabreicht wird. Zur Charakterisierung der
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Gewebeperfusion können unterschiedliche Parameter berechnet werden (vgl. Kapitel 2.6.5). Dar-

überhinaus gibt es Techniken, mittels derer sich Perfusionsmessungen ohne die Verwendung eines

Kontrastmittels durchführen lassen - ASL (arterial spin labelling) (vgl. Kapitel 1.3). Die Spek-

troskopie gibt Informationen über den Hirnsto�wechsel. Mit der Di�usions-Tensor-Bildgebung

lassen sich Stärke und Richtung der Di�usion von Wassersto�atomen visualisieren und damit

Rückschlüsse auf die Gewebemikrostruktur ziehen. Insbesondere lässt sich hiermit der Verlauf

der Faserbahnen abbilden. Die funktionelle MRT gibt Aufschluss über die Aktivierung einzelner

Hirnareale auf de�nierte Reize und Aufgaben und damit über die Lage eloquenter Areale in Re-

lation zum Tumor.

Die MR-Perfusion eines Glioblastoms zeigt typischerweise eine Hyperperfusion der soliden

Tumoranteile als Korrelat der charakteristischen Neovaskularisation (Abb. 1.2).

Abbildung 1.2: MR-Perfusion eines humanen Glioblastoms: Axiales MRT-Bild und Perfusionskarte

(CBV - zerebrales Blutvolumen) eines links temporalenGlioblastoma multiforme. links:

T1w+KM, rechts: negatives Integral der Perfusionsmessung mit deutlicher Hyperperfusi-

on im Tumor

Das MR-Spektrum eines Tumors zeigt typischerweise einen Untergang von Neuronen (ernied-

rigtes NAA=N-Acetylaspartat), einen erhöhten Zellumsatz (erhöhtes Cholin, als Bestandteil der
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Zellmembran) sowie einen Anstieg der Nekrosemetabolite wie Laktat (Abb. 1.3) Auf eine his-

tologische Diagnosesicherung im Rahmen einer Biopsie oder einer operativen Resektion sollte

jedoch nicht verzichtet werden. Auch eine histologische Untersuchung in Bezug auf molekulare

Marker ist für die weitere Therapie entscheidend, insbesondere eine Untersuchung auf MGMT

(O6-Methylguanin-DNS-Methyltransferase) -Promotor-Methylierung [10](vgl. Kapitel 1.1.4).

Die Diagnostik des Glioblastoms im Verlauf sollte ebenfalls mittels kontrastmittelunterstütz-

ter MRT durchgeführt werden. Die Herausforderung besteht hier, insbesondere im kurzfristigen

Verlauf, in der Di�erenzierung zwischen Progress und Pseudoprogress. Letzterer ist durch ei-

ne therapieinduzierte Kontrastmittelanreicherung gekennzeichnet. Im Rahmen der adjuvanten

Radiatio kommt es zur strahleninduzierten Gewebsnekrose, welche eine Zerstörung der Blut-

Hirn-Schranke in diesem Gewebe zur Folge hat. Nach intravenöser Kontrastmittelgabe zeigt sich

in diesen Anteilen also eine Konstrastmittelanreicherung, welche morpholgisch nicht von einer

durch Tumorwachstum bedingten Zerstörung der Blut-Hirn-Schranke zu unterscheiden ist und

daher Pseudoprogression genannt wird. Die Pseudoprogression weist hierbei jedoch nicht, wie der

Progress des Glioblastoms, eine Hyperperfusion auf. Dadurch verspricht die MR-Perfusion eine

schnelle und einfache Di�erenzierungsmöglichkeit [11, 12, 13]. Die Methode ist aktuell jedoch

noch nicht ausgereift, insbesondere was die Vergleichbarkeit der Messungen unterschiedlicher

diagnostischer Zentren betri�t, sodass die Di�erenzierung zwischen Progress und Pseudoprogress

weiterhin eine Herausforderung in der radiologischen Diagnostik des Glioblastoms darstellt.
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Abbildung 1.3: MR-Spektroskopie eines humanen Glioblastoms im Vergleich zum normalen

Metabolitenspektrum: Single-Voxel Spektroskopie zur Darstellung des Metaboliten-

spektrums im perifokalen Ödem eines rechts temporoparietalen Glioblastoms einer 74-

jährigen Patientin mit Darstellung der Lokalisation des Voxels auf zuvor aufgenommenen

T2- und T1-gewichteten Bildern (oben). Normales zerebrales Metabolitenspektrum einer

75-jährigen Patientin (unten). (Cho - Cholin, Cr - Creatin, NAA - N-Acetylaspartat)
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1.1.4 Therapie

Die Therapie des Glioblastoms besteht aus der operativen Resektion und einer adjuvanten Radio-

/Chemotherapie. Präoperative therapeutische Maÿnahmen dienen lediglich der Symptomkontrol-

le. So kommen Kortikosteroide zur Reduktion der Hirnschwellung und der hierdurch hervorge-

rufenen Symptome sowie gegebenenfalls Antikonvulsiva zum Einsatz. Die operative Resektion

dient sowohl der Gewinnung von Gewebe zur histologischen Sicherung der Diagnose, als auch

zur Reduktion der Tumormasse und ist damit sowohl diagnostische, als auch therapeutische

Maÿnahme. Eine komplette Resektion ist auf Grund des in�ltrativen Wachstums des Glioblas-

toms nicht möglich. Die Strahlentherapie erfolgt alsinvolved-�eld, eine lokale Therapie, um die

Dosis für das Tumorvolumen zu erhöhen und das umliegende Gewebe weitestgehend zu schonen

[10]. Zur adjuvanten Chemotherapie stehen unterschiedliche Therapieschemata zur Verfügung.

Die Wirksamkeit einiger Chemotherapeutika ist abhängig von den genetischen Eigenschaften

der Tumorzellen. Eine Methylierung des MGMT-Gens, welches für ein DNA-Reparaturgen ko-

diert, stellt einen Vorteil in Bezug auf das Ansprechen auf alkylierende Chemotherapeutika dar

[14, 15, 16, 17]. So wird in der Leitlinie empfohlen, dass Glioblastome ohne MGMT-Promotor-

Methylierung oder mit unbekanntem MGMT-Status einer alleinigen hypofraktionierten Strah-

lentherapie zugeführt werden sollen, während Glioblastome mit MGMT-Promotor-Methylierung

mit Themozolomid oder Themozolomid in Kombination mit Radiatio behandelt werden sollen.

Unabhängig von molekularen Markern sollte jedes Therapieschema interdisziplinär und indivi-

duell entschieden werden unter Einbeziehung des Karnofsky-Index [10](vgl. Kapitel 1.1.5).

Die Gabe von Bevazizumab, einem Angiogenesehemmer, in der Primärtherapie zeigte in Pha-

se III-Studien eine Verlängerung des progressionsfreien Überlebens, hatte jedoch auch negative

E�ekte auf die Lebensqualität und führte nicht zu einer Verlängerung des Gesamtüberlebens

[18, 19].

1.1.5 Prognose

Wie oben beschrieben, ist die Prognose der Patienten mit einem Glioblastom infaust. Prognosti-

sche Faktoren sind das Alter der Patienten und der Karnofsky-Index, sowie molekulargenetische

Faktoren. Ein junges Alter bei Erstdiagnose sowie ein hoher Karnofsky-Index korrelieren mit
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einer besseren Prognose [20]. Der Karnofsky-Index ist eine Skala zur Beschreibung der Aktivität

von Patienten mit malignen Tumoren. Die Skala reicht von 100% (keine Einschränkungen) bis

0% (Tod) mit Abstufung in Zehnerschritten. In den letzten Jahren konnte auch ein positiver

Ein�uss der MGMT-Methylierung und des Vorliegens einer IDH1-Mutation auf das Überleben

nachgewiesen werden [21, 22].

Die positive Auswirkung des Resektionsausmaÿes auf das Überleben wird seit Jahren dis-

kutiert. In der Literatur überwiegt die Meinung, dass das Resektionsausmaÿ positiv mit der

Prognose korreliert [23, 24, 25]. In diesem Zusammenhang spielt die Markierung von Tumorzel-

len mit dem Fluoreszenzfarbsto� 5-Aminolivulänsäure (5-ALA) eine groÿe Rolle, da dies eine

intraoperative Visualisierung von Tumorzellen ermöglicht, um das Resektionsausmaÿ zu erhö-

hen [26]. Hierbei führt 5-ALA als Vorstufe des Häm in den Glioblastomzellen zur Synthese des

�uoreszierenden Protoporphyrin IX, ebenfalls eine Hämvorstufe [27].

1.2 Tiermodelle des Glioblastoms

Für wissenschaftliche Untersuchungen von Erkrankungen, sowohl auf molekularer Ebene, als

auch in Bezug auf Diagnostik und Therapie, werden diese in Tiermodellen nachgebildet. Für

das Glioblastom existieren unterschiedliche Tiermodelle, insbesondere in Ratten und in Mäusen.

Man unterscheidet zwischen intrazerebralen Implantationsmodellen, sowie chemisch induzierten

Modellen, transgenen Modellen, Neurospheren-Modellen und virusinduzierten Modellen. Letz-

tere Modelle sind sehr aufwendig und bieten keine Sicherheit in Bezug auf histopathologische

Eigenschaften der Zellen sowie Tumorlokalisation. Bei intrazerebralen Injektionsmodellen kön-

nen Tumorzellenin vitro zuvor gut charakterisiert werden. Stereotaktische Instrumente erlauben

eine präzise und über alle Versuchstiere im Rahmen der Möglichkeiten identische Tumorzellloka-

lisation. Dieses Modell erlaubt daher auch bei kleinen Stichproben eine bessere Vergleichbarkeit.

Rattenmodelle erleichtern, auf Grund des gröÿeren Rattenhirns im Vergleich zum Maushirn,

die präzise Tumorzellinjektion. Im Gegensatz zu vielen Mausmodellen des Glioblastoms wer-

den in entsprechenden Rattenmodellen art- und rassespezi�sche Glioblastomzellen verwendet,

da immunsupprimierte Ratten derzeit nur sehr selten in der tierexperimentellen Forschung ver-
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wendet werden. Es stehen unterschiedliche Zelllinien in der Ratte für das Glioblastom zur Ver-

fügung. Eine häu�g verwendete Zelllinie im Rattenmodell des Glioblastoms ist die C6-Zelllinie.

Hierbei handelt es sich um rattenspezi�sche Glioblastomzellen, welche durch die Injektion von

N-nitrosomethylurea in Wistar-Ratten induziert und anschlieÿend kultiviert wurden [28]. Es han-

delt sich um gliale Tumorzellen mit fokal invasivem Wachstum [29]. Sie weisen viele Merkmale

eines humanen Glioblastoms auf, wie zum Beispiel eine hohe Mitoserate, Nekrosen und Hämor-

rhagien sowie Neovaskularisationen [30, 31].

1.3 Aktuelle Entwicklung in der MRT-Diagnostik des

Glioblastoms

Der aktuelle Goldstandard in der Diagnostik von Hirntumoren ist die kontrastmittelgestützte Ma-

gnetresonanztomographie. Die MRT verfügt, als noninvasive Technik, über viele unterschiedliche

Kontraste und liefert sowohl morphologische, als auch funktionelle und metabolische Informa-

tionen. Wie unter 1.1.3 beschrieben, spielt die MRT nicht nur eine Rolle in der Erstdiagnostik

des Glioblastoms, sondern ist auch Standarddiagnostik in dessen Verlauf. Trotz der vielen unter-

schiedlichen MR-Sequenzen, die in der Glioblastomdiagnostik verwendet werden (T1w vor und

nach Kontrastmittelinjektion, T2w, FLAIR, DTI, PWI und in einigen Zentren ggf. SWI) steht

die Diagnostik weiterhin vor vielen Herausforderungen.

Die erste Herausforderung ist die Abgrenzbarkeit des Tumors zum gesunden Gewebe. Weder kon-

trastunterstützte T1-gewichtete Datensätze noch T2- oder FLAIR-gewichtete Datensätze sind,

aufgrund des in�ltrativen Wachstums des Tumors, in der Lage das gesamte Ausmaÿ eines Glio-

blastoms abzubilden [32].

Eine weitere Schwierigkeit besteht im weiteren Verlauf in der MR-morphologischen Therapiekon-

trolle. Eine eindeutige Di�erenzierung zwischen Rezidivtumor und sogenanntem Pseudoprogress

ist aktuell nicht möglich.

Das oben genannte in�ltrative Wachstum spiegelt sich bildmorphologisch in einer perifokalen,

di�usen, �ächigen T2-Verlängerung wider. Eine Di�erenzierung zwischen vasogenem Ödem und

mikroskopischer Tumoraussaat mit Detektion der in�ltrierenden Zellen ist MR-morphologisch
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bisher nicht möglich.

Viele aktuelle Studien beschäftigen sich mit neuen MR-Techniken und/oder neuen Kontrastmit-

telentwicklungen. So gibt es Ansätze einer indirekten Darstellung der Tumorzellin�ltration mit-

tels Di�usions-Tensor-Bildgebung (DTI = di�usion tensor imaging) , da die In�ltration

entlang der Faserbahnen zu einer Veränderung der Di�usivität und der Hauptdi�usionsrichtung

führt. So beschreiben Deng at al., dass die fraktionelle Anisotropie (FA) und die In�ltration

durch Tumorzellen negativ miteinander korrelieren [33]. Andere Gruppen beschreiben ebenfalls

eine peritumorale Erniedrigung der fraktionellen Anisotropie für in�ltrative Tumore, wie das

Glioblastom [34]. Allerdings werden diese Veränderungen hier ebenfalls für nicht in�ltrative, se-

kundäre Tumore wie Metastasen beschrieben, welchen in den meisten Fällen ein perifokales Ödem

und Tumorzellin�ltration ausbilden. Diese Beobachtung zeigt, dass auch mittels DTI nicht ein-

deutig zwischen Tumorzellin�ltration und vasogenem Ödem unterschieden werden kann [35].

Tierexperimentelle Studien beschreiben ebenfalls peritumorale Veränderungen der fraktionellen

Anisotropie (FA). Hier wird jedoch eine Erhöhung der fraktionellen Anisotropie im peritumoralen

Gewebe beschrieben [36]. In einer einzelnen Studie wird zunächst eine Erhöhung der fraktionellen

Anisotropie im peritumoralen Gewebe beschrieben, welche eine Woche später nicht mehr nach-

weisbar war [37].

Eine weitere Methode, dasCEST-Imaging (chemical exchange saturation transfer

imaging) ermöglicht Aussagen über das Vorliegen bestimmter Metaboliten in besserer räumli-

cher Au�ösung als in der konventionellen lokalisierten Protonen-MR-Spektroskopie (MRS). Es

handelt sich um die indirekte Detektion von Metaboliten mit schnell austauschbaren Proteinen.

Man erhält pixelweise Informationen zur Metabolitenkonzentration des Gewebes über das ge-

samte�eld of view, während die MRS lediglich das Spektrum für ein de�niertes, kleines Volumen

zeigt. CEST-Imaging wurde bereits zur Detektion nicht schrankengestörter Hirntumore und zur

Di�erenzierung zwischen Tumor und Radionekrose in Ratten angewandt [38].

In Bezug auf die Messung von Perfusionsparametern gibt es sowohl Ansätze, auf Kontrast-

mittel zu verzichten, mittels Arterial Spin Labellig (ASL) , als auch zur Verwendung anderer
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Kontrastmittel. Im Fokus aktueller Studien stehen hier insbesondere Eisennanopartikel. Diese

lassen sich sehr variabel synthetisieren. So können die Partikel einerseits mit einem höheren

Molekulargewicht als blood-pool Kontrastmittel eingesetzt werden, welche nicht über die o�ene

Blut-Hirn-Schranke gelangen. Andererseits wurden wenige Nanometer groÿe Partikel, die vom

Tumorgewebe aufgenommen werden, bereits sowohl in tierexperimentellen, als auch in humanen

Studien zur Tumordiagnostik eingesetzt und versprechen eine schärfere Abgrenzbarkeit des Tu-

mors, da die Partikel nicht so stark di�undieren, wie die in der klinischen Anwendung üblichen

Gadoliniumverbindungen. Zudem werden sie zum Teil von den Tumorzellen phagozytiert [39]. des

Weiteren lassen sich spezi�sche Ober�ächen-Antikörper wie z. B. EGFR(epidermal growth factor

receptor) oder VEGFR-2 (vascualr endothelial growth factor receptor-2)mit dem Kontrastmittel

konjugieren und so eine spezi�sche Kontrastmittelakkumulierung herbeiführen [40]. Eisennano-

partikel wurden mit unterschiedlichen Molekülen konjugiert, um die spezi�sche Aufnahme durch

Tumorzellen zu erhöhen [41, 42, 43]. In präklinischen Studien wurden Eisennanopartikel bereits

in mehreren in vitro und in vivo Studien zur Zellmarkierung verwendet. Hierbei werden Tumor-

zellen vor der Inokulation mit Eisennanopartikeln inkubiert, um diese dann später mittels MRT

zu detektieren [44, 45].

Auch andere bildgebende Verfahren, wie z.B. die Nuklearmedizin entwickeln Tracer, die spezi�sch

an molekulare Ziele binden [40]. Die medizinische Bildgebung bietet, nicht zuletzt auf Grund der

raschen technischen Entwicklung, groÿes Potential in der Tumordiagnostik. Aus der Neuroonko-

logie ist die Magnetresonanztomographie auf Grund des guten Weichteilkontrastes nicht mehr

wegzudenken und das Potential der MRT ist noch lange nicht komplett erschlossen.

1.4 Fragestellung der vorliegenden Arbeit

Das oben beschriebene in�ltrative Wachstum des Glioblastoms stellt weiterhin eine Herausfor-

derung an die moderne Bildgebung dar. Da sich alle weiteren therapeutischen Schritte nach der

vorangegangenen Bildgebung richten, ist es von groÿem klinischen Interesse, in�ltrierende Tu-

morzellen zu visualisieren. Das Resektionsausmaÿ könnte, soweit die Lokalisation des Tumors es

zulässt, erhöht werden oder die adjuvante Strahlentherapie so geplant werden, dass in�ltrative
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Tumornester mittels lokaler Dosiseskalation e�ektiver bestrahlt werden. Es gibt bereits Studi-

en zur Visualisierung der Tumorzellmigration in vitro [44]. Doch das Tumorwachstum und die

In�ltration in vivo sind von lokalen Faktoren, wie Verlauf der Faserbahnen und Angiogenese ab-

hängig [5]. Daher sind zum gegenwärtigen Zeitpunkt tierexperimentelle Arbeiten unverzichtbar.

Es gibt zahlreiche Ansätze zur Detektion der zellulären In�ltration mittels MRT. Diese lassen

sich grob in direkte und indirekte Methoden unterscheiden. Bei der indirekten Detektion der

Tumorzellin�ltration werden mittels MRT detektierbare Veränderungen der Gewebeeigenschaf-

ten genutzt. Hierzu zählen Veränderungen im Gewebemetabolismus, der Durchblutung und der

Gewebestruktur, messbar mittels MR-Spektroskopie bzw. CEST-Imaging, MR-Perfusion und

Di�usions-Tensor-Bildgebung. Bei der direkten Detektion der Tumorzellin�ltration handelt es

sich um das sogenannteCell-Tracking. Hierbei werden Zellen mit Substanzen markiert, welche

E�ekte auf die Relaxivität der Wassersto�atome haben. Dies führt zu einer Veränderung der

Signalintensität im Bild in Gebieten mit Ansammlung markierter Tumorzellen. Die Markierung

von Zellen mit ferromagnetischen Substanzen, wie Eisennanopartikeln hat in den letzten Jahren

in der tierexperimentellen Forschung breite Anwendung gefunden, jedoch mit unterschiedlichen

Ergebnissen.

In der vorliegenden Arbeit lag der Fokus auf der Charakterisierung des Areals, von dem In�l-

tration und Migration der Tumorzellen vermutlich ausgehen - der Tumorrand. Im Tiermodell

sollte untersucht werden, welche Methoden in der MR-Bildgebung geeignet sind, in�ltrierende

Tumorzellnester oder mit der Tumorzellin�ltration einhergehende Veränderungen der Gewebe-

eigenschaften im Verlauf des Tumorwachstums zu detektieren. Hierzu wurden sowohl dasCell-

Tracking mit Eisennanopartikeln in Kombination mit hochaufgelöster suszebtibilitätsgewichteter

Bildgebung angewendet, als auch verschiedene MR-Techniken zur indirekten Darstellung der Tu-

morzellen. Hierbei wurden einerseits konventionelle T2- und T1-gewichtete Sequenzen mit und

ohne Kontrastmittel angewendet, welche im klinischen Alltag Teil der Routinediagnostik sind,

um den Vergleich zum humanen Glioblastom ziehen zu können. Des Weiteren wurden Messun-

gen zum Magnetisierungstransfer durchgeführt mit dem Ziel, makromolekülreiche Strukturen zu

detektieren sowie MRT-Perfusionsmessungen zur Detektion der, aus der Histologie bekannten,

Neoangiogenese. Weiterhin wurden Di�usionsmessungen zur Analyse des perifokalen Ödems und
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der Di�usionstensor zur Analyse der Parenchymveränderungen durch Tumorwachstum genutzt.

Die Ergebnisse der Bildgebung wurden anschlieÿend mit der Histologie verglichen.
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2 Material und Methoden

2.1 Zellkulturexperimente

2.1.1 Zellpräparation

Es wurden je 4 Millionen C6-Zellen in zwei T75-Zellkultur�aschen in ca. 15 ml Nährmedium

ausgesäht. Nach 24 h Inkubation bei 37°C wurde das Medium ausgewechselt. In eine der Fla-

schen wurden anschlieÿend Eisennanopartikel im Verhältnis 1:1000 hinzupipettiert. Die Zellen

wurden erneut 24 h bei 37°C inkubiert. Die Zellen wurden dann zweimal mit je 5 ml Pu�er-

lösung gewaschen und mit Trypsin vom Boden der Zellkultur�asche gelöst. Die Zellen wurden

mittels Neubauer Zählkammer gezählt und abzentrifugiert. Anschlieÿend wurden die Zellen in

unterschiedlichen Konzentrationen in 15µl PBS (phosphate bu�ered saline)in Eppendorf-Tubes

gefüllt, aus welchen sie für die Injektion in die Hamilton-Spritze aufgezogen wurden.

2.1.2 Zellproliferation

Der Ein�uss der internalisierten Eisennanopartikel auf die Proliferation der C6-Zellen wurde

in vitro mit der FACS (�uorescense activated cell sorting) -Analyse untersucht. Hierzu wurden

sowohl eisenmarkierte, als auch nicht markierte C6-Zellen untersucht (n=?).

Der Prozentsatz der Zellen in der S-Phase der Zellteilung wurde mittels des Click-iT® EdU

(5-ethynyl-2-deoxyuridine) Durch�usszytometrietests (Invitrogen) nach Anleitung des Herstel-

lers durchgeführt. Kurz dargestellt wurden SCC-9 Zellen für 2 h im Nährmedium mit 10µM

EdU markiert. Nach Permeabilisierung und Fixierung wurden die Zellen für 30 Minuten bei

Raumtemperatur mit Click-iT ® Reaktionslösung inkubiert, anschlieÿend zweimal mit Permea-

bilisierungslösung gewaschen und für 30 Minuten mit 100µg/ml RNaseA Lösung (Sigma Aldrich)
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inkubiert. Die DNA-bindende Färbung 7-aminoactinomycin-D (7-AAD, eBioscience) wurde un-

mittelbar vor der FACS-Analyse mittels BD FACS Canto Durch�usszytometer hinzugegeben.

Zellproliferations- und Apoptoseraten wurden bestimmt durch Analyse der Einzelzellpopulation

mittels BD FACSDiva Software.

2.2 Verwendete Eisennanopartikel

Schlorf et al. untersuchten unterschiedliche Eisennanopartikel in Bezug auf ihre Internalisierung

durch humane Glioblastomzellen und humane Umbilical-Venen-Endothelzellenin vitro . Des Wei-

teren wurde untersucht, inwieweit diese Partikel zytotoxische E�ekte auf die Zellen haben [46].

Fuÿend auf diesen Ergebnissen wurde nachgewiesen, dass diese Partikel auch durch C6-Zellen

phagozytiert werden. Latex-ummantelte Nanopartikel der Firma Merck® zeigten in Studien von

Schlorf et al. im Vergleich mit sechs anderen Nanopartikeln die höchsten Phagozytoseraten bei

langer Verweildauer in der Zelle und geringer Zytotoxizität. An diesen Partikeln wurde eine

MR-Relaxometrie zur Messung der spezi�schen Relaxivität durchgeführt, da diese Eigenschaft

zur Eisendetektion in der suszeptibilitätsgewichteten Bildgebung ausgenutzt wird. Hierzu wur-

den eisenbeladene C6-Zellen in Agarose suspensiert und T2-, T1- und T2*-gewichtete Bilder

aufgenommen. Die Partikel wurden in den Gröÿen 310 nm und 850 nm getestet. In den Rela-

xometriestudien der unterschiedlichen Partikel in C6-Zellen wiesen die 850 nm groÿen Partikel

bei der verwendeten Feldstärke von 7 T eine so massive Signalauslöschung auf, dass bei den

mit dem vorliegenden MRT-Gerät realisierbaren Echozeiten kein MR-Signal mehr messbar war,

während die mit 310 nm groÿen Partikeln beladenen Zellen in Agarose bei gleicher Konzentra-

tion deutliche, jedoch nur fokale Signalauslöschungen aufwiesen und damit eine Beurteilung der

umliegenden Strukturen zulieÿen (Abb. 2.1).
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Abbildung 2.1: Signalauslöschung durch Eisennanopartikel in der MRT: Transversale T2*-

gewichtete Bilder von Zellsuspensionen in Agarose. Von links nach rechts: C6-Zellen

markiert mit Latex-ummantelten Nanopartikeln 850 nm; C6-Zellen markiert mit Latex-

ummantelten Nanopartikeln 310 nm; native C6-Zellen.

Für die im Rahmen dieser Arbeit durchgeführtenin vivo Versuche wurden daher 310 nm groÿe

Eisennanopartikel mit Latex-Hülle der Firma Merck® verwendet.

2.3 Tiermodell

Für die vorliegende Studie wurde das C6-Glioblastommodell verwendet. Die C6-Zellreihe wird seit

Jahren erfolgreich im anatomischen Institut der Christian-Albrechts-Universität zu Kiel kultiviert

und weist, wie oben beschrieben (vgl. Kapitel 1.2), viele Eigenschaften des humanen Glioblastoms

auf.

2.3.1 Tiere

Es wurden 13 (6-10 Wochen) alte männliche Wistarratten mit 250 - 300 g Körpergewicht aus

der eigenen Züchtung der zentralen Tierhaltung des Universitätsklinikums Schleswig-Holstein,

Campus Kiel für die Studie verwendet. Hierbei handelt es sich um die Rasse, aus denen die

C6-Zellreihe hervorgebracht wurde (vgl. Kapitel 1.2). Tabelle 2.1 zeigt eine Übersicht über die

Tiere des Versuchs und die Menge der injizierten Zellen und Partikel.
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Tier Injektion von Zellen/5 µl Beobachtungszeitraum in Tagen Eisenmenge

1 Fe-C6-Zellen 500.000 21 500 ng

2 Fe-C6-Zellen 500.000 21 500 ng

3 C6-Zellen 500.000 21 -

4 Fe-C6-Zellen 100.000 21 100 ng

5 C6-Zellen 100.000 21 -

6 Fe-C6-Zellen 50.000 28 50 ng

7 C6-Zellen 50.000 28 -

8 Fe-C6-Zellen 10.000 21 10 ng

9 C6-Zellen 10.000 21 -

10 Fe-C6-Zellen 1.000 28 1 ng

11 C6-Zellen 1.000 28 -

12 Fe-Partikel - 28 10 µg

13 Fe-Partikel - 28 1 µg

Tabelle 2.1: Übersicht der verwendeteten Tiere

(Fe-C6 = eisenmarkierte Zellen; C6 = nicht markierte Zellen; Fe-Partikel = reine Eisenna-

nopartikel)
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2.3.2 Tierschutz

Der für diese Arbeit durchgeführte Tierversuch wurde vom Ministerium für Landwirtschaft,

Umwelt und ländliche Räume des Landes Schleswig-Holstein gemäÿ Ÿ 8 Abs. 1 des TierSchG

(Tierschutzgesetz) in der Fassung der Bekanntmachung vom 18. Mai 2006 (BGBI. I S. 1206, 1313),

geändert durch Artikel 2 des Gesetzes vom 13. Dezember 2007 (BGBI. I S. 2936) genehmigt.

2.3.3 Injektion der Tumorzellen

Für die Injektion der Tumorzellen wurden die Tiere mittels intraperitonealer Injektion von

70 mg/kg Körpergewicht (KG) Ketamin (Ketavet ® , P�zer) und 0,5 mg/kg KG Medetomidin

(Dorbene® , P�zer) narkotisiert. Zum Schutz der Sklera wurde eine Salbe (Roche® , Augen- und

Nasensalbe) auf die Augen der Tiere aufgetragen. Die Tiere wurden dann in einen Stereotakten

eingespannt, um den Kopf der Tiere für eine in allen drei Ebenen genaue Injektion zu �xieren.

Das Fell des apikalen Schädels wurde rasiert und die Haut desin�ziert. Anschlieÿend wurde eine

ca. 1 cm lange Inzision der Kopfhaut in anterior-posteriorer Schnittführung durchgeführt und

die Kopfhaut von der Schädelkalotte abpräpariert. Die Desinfektion und Hämostase erfolgte mit

einer 3%igen Wassersto�peroxidlösung. Um die Tumorzellen gezielt in die linken Basalganglien

zu injizieren, wurde dasBregma (Kreuzungspunkt von Sutura coronalis und Sutura sagittalis)

aufgesucht und ein Punkt 3 mm rechts lateral hiervon markiert. Die ca. 1 mm messende Bohr-

lochtrepanation erfolgte mittels manueller Bohrung. Die Erö�nung der Dura mater erfolgte mit

einer 30 G Kanüle. Die Injektion der Zellen in einer 5µl Suspension erfolgte mit einer 10µl

Hamilton-Spritze in 4,5 mm Tiefe. Hierzu wurde die Kanüle der Hamiltonspritze mit einer Ge-

schwindigkeit von 1 mm/min 5 mm tief in das Hirn vorgeschoben. Nach einer Wartezeit von

einer Minute wurde die Kanüle 0,5 mm zurückgezogen und die Suspension mit 1µl/min inji-

ziert (Abb. 2.2). Nach einer weiteren Wartezeit von zwei Minuten wurde die Kanüle mit einer

Geschwindigkeit von 1mm/min wieder zurückgezogen. Hierdurch wird die Sogwirkung auf die

Zellsuspension im Stichkanal weitestgehend minimiert. Das Bohrloch wurde mit Knochenwachs

versiegelt und die Hautinzision mit einer Einzelknopfnaht mit einem nicht resorbierbaren Prolene-

Faden der Fadenstärke 5.0 verschlossen. Zur postoperativen Analgesie wurden einmalig 50 mg/kg

Metamizol-Natrium (Vetalgin® , Intervet) subkutan verabreicht. Im weiteren Versuchsverlauf er-
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folgte eine su�ziente Analgesie durch Opiate im Trinkwasser (2,5 mg Tramadol/100 ml H2O,

Tramal® , Grunenthal).

Abbildung 2.2: Stereotaktische Injektion der C6-Zellen: Narkotisierte Wistar-Ratte, eingespannt in

den Stereotakten, während der Injektion der Zellsuspension.

2.3.4 Injektionskontrolle

Unmittelbar im Anschluss an die stereotaktische Injektion der Zellen wurde der Injektionserfolg

mit einer MRT-Untersuchung kontrolliert. Es wurden T2-gewichtete Aufnahmen in den drei ana-

tomischen Ebenen axial, sagittal und coronal durchgeführt (Abb. 2.3).

Die Antagonisierung der Ketamin/Medetomidin-Narkose erfolgte mit 0,2 ml/kg KG Antipa-

mezolhydrochlorid (Alzane® , P�zer) subkutan. Die Tiere wurden nach der Narkose so lange

beobachtet, bis sie die volle Orientierung und Beweglichkeit wiedererlangt haben.
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Abbildung 2.3: Injektionskontrolle mittels MRT: T2-gewichtete MRT-Bilder in axialer, coronaler

und sagittaler Orientierung unmittelbar nach Injektion von 500.000 C6-Zellen zur Kon-

trolle des Injektionserfolges. (Der Pfeil markiert den Stichkanal.)

2.4 Verlaufsbildgebung

Die diagnostischen MRT-Untersuchungen erfolgten an den Tagen 5, 9, 14, 21 und für die Tiere

6, 7, 10, 11, 12 und 13 zusätzlich an Tag 28 nach Tumorzellinjektion (Abb. 2.4).

Abbildung 2.4: Schematische Darstellung des Versuchsablaufs
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2.4.1 Narkose und Lagerung zur MRT-Messung

Für die diagnostische MRT-Untersuchung erfolgte erneut eine Peritonealnarkose mit 70 mg/kg

KG Ketamin und 0,5 mg/kg KG Medetomidin. Es wurde ein Schwanzvenenkatheter der Gröÿe

26 G, 19 mm in eine der lateralen Schwanzvenen eingebracht. Die Sklera wurde, wie oben be-

schrieben, mit einer Salbe vor Dehydratation geschützt. Um die Bewegungsartefakte durch die

eigene aktive Bewegung der Atemmuskulatur der Tiere während der MRT-Untersuchung zu mi-

nimieren, wurden die Tiere intubiert und kontrolliert beatmet. Die Beatmung erfolgte mit einem

zeitgesteuerten Respirator und einer Frequenz von 45/min. Nach 90 Minuten wurde die Narkose

mittels 0,5-1,5% Iso�uran über den Endotrachealtubus aufrechterhalten.

Die Tiere wurden in Rückenlage mit dem Kopf voran auf dem MRT-Tisch gelagert. Dabei wurde

die Nase in einer eigens konstruierten Haltevorrichtung mit Zahnhaltespange gelagert und �xiert.

Der Überwachung der Körpertemperatur diente eine rektale Temperatursonde. Die Atemexkur-

sion wurde über ein drucksensitives System gemessen. Hierzu wurde die Messsonde auf dem

Thorax der Tiere platziert. Zum Konstanthalten der Körpertemperatur zwischen 35°C und 36°C

wurden die Tiere mit einer Wärmedecke abgedeckt, welche über eine Pumpe mit regulierbarem

Wasserbad betrieben wurde. Für eine bessere Wärmewirkung wurde eine zurechtgeschnittene

Molltex-Unterlage um den MR-Tisch und das Tier (ausschlieÿlich des Kopfes) gewickelt. Die-

se bildete mit der Wärmedecke das Widerlager für die drucksensitive Atemmesssonde. Nach

abgeschlossener Lagerung wurde ein mit Natriumchlorid gefüllter Infusionsschlauch mit einem

Volumen von 0,4 ml für die spätere Kontrastmittelapplikation an den liegenden Schwanzvenen-

katheter angeschlossen.

Nach Ende der Untersuchung wurde die Injektionsnarkose mit 1 mg/kg Antisedan subkutan ant-

agonisiert. Für die Extubation wurde der Beatmungsdruck langsam herunterreguliert, bis das

Tier eigene Atemanstregungen zeigte. Die Beatmung wurde ausgestellt und das Tier erst bei

regelmäÿiger Atmung mit Schluckre�ex extubiert. Die Tiere wurden nach der Narkose so lange

beobachtet, bis sie die volle Orientierung und Beweglichkeit wiedererlangt hatten.
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2.4.2 MRT-Protokoll und verwendete Sequenzen

Die Messungen erfolgten mit einem Kleintier 7T-System (ClinScan, Bruker, Biospin, Deutsch-

land) und einer 4-Kanal-Ober�ächenspule zur Signaldetektion (Bruker, Biospin). Die Anregung

der Wassersto�kerne erfolgte mittels Ganzkörperresonator.

Das MRT-Protokoll für die Studie wurde im Vorfeld an gesunden Tieren optimiert und fest-

gelegt und beinhaltete folgende MR-Sequenzen und Parameter (Tabelle 2.2):
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Die zugrundeliegenden Techniken der in dieser Studie verwendeten Sequenzen werden im Fol-

genden kurz erläutert.

TSE - Turbo Spin Echo

Diese Sequenz stellt eine Multiecho-Sequenz auf der Grundlage der Spin Echo (SE)-Sequenz

dar. Hier werden nach jeder Hochfrequenz-Anregung mehrere Echos ausgelesen. Hierdurch er-

gibt sich eine deutlich kürzere Messzeit im Vergleich zur konventionellen Spin Echo-Sequenz.

Der Turbofaktor gibt die Anzahl der ausgelesenen Echos pro Hochfrequenz-Anregung an. Die im

vorliegenden Messprotokoll verwendete T2-gewichtete TSE-Sequenz besitzt neben einem Turbo-

faktor von 7 zusätzlich einen Fettsättigungspuls. Im Rahmen des Protokolls diente die Sequenz

zur Aufnahme hochau�ösender anatomischer Bilder und somit zur Positionierung der folgen-

den Messprotokolle auf dem Gehirn der Ratte. Die verwendeten Akquisitionsparameter sind in

Tabelle 2.2 zusammengefasst.

FLASH - Fast Low Angle Shot

Bei der FLASH-Sequenz handelt es sich um eine Gradienten Echo-Sequenz mit kleinem Kippwin-

kel und einer kurzen Repetitionszeit (TR). Im Vergleich zur oben genannten Spin Echo-Sequenz

war die Messzeit wesentlich geringer. Über die Wahl von Repetitions- und Echozeit lassen sich mit

Hilfe dieser Sequenz unterschiedliche Wichtungen erzeugen. Auf Grund der kurzen Repetitions-

bzw. Echozeiten sind die akquirierten Daten im Allgemeinen T1- oder Protonendichte (PD)-

gewichtet. In dieser Arbeit wurde die FLASH-Sequenz zudem für die suszeptibilitätsgewichteten

Aufnahmen sowie zur Bestimmung der Magnetisierungstransferrrate verwendet. Zur Bestimmung

der Magnetisierungstransferrate wurden drei Messungen mit gleicher räumlicher Au�ösung aber

unterschiedlichen, den Kontrast bestimmenden, Akquisitionsparametern aufgenommen, Magneti-

sierungstranferkontrast (MTC), Protonendichtewichtung und T1-Wichtung. Im Weiteren wurde

die FLASH-Sequenz für anatomische T1-gewichtete Aufnahmen vor und nach intravenöser Kon-

trastmittelapplikation verwendet. Die verwendeten Akquisitionsparameter sind in Tabelle 2.2

zusammengefasst.
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EPI - Echo Planar Imaging

Hierbei handelt es sich um ein schnelles Bildgebungsverfahren, da, ebenso wie beim TSE, nach je-

der Hochfrequenz-Anregung mehrere Echos akquiriert werden. Es lässt sich mit einer(single shot)

oder mehereren(multi shot) Hochfrequenz-Anregungen ein kompletter MR-Datensatz aufneh-

men. Die Vorteile dieser Sequenz ergeben sich aus der kurzen Messzeit von einigen hundert Mil-

lisekunden. Dies bietet die Möglichkeit dynamischer Aufnahmen. Ein Nachteil der EPI-Sequenz

ist ihre hohe Emp�ndlichkeit gegenüber Magnetfeldinhomogenitäten und Suszeptibilitätse�ek-

ten. In dieser Arbeit wurde eine auf Gradienten Echos basierende EPI-Sequenz verwendet, um die

Di�usion und die Perfusion in den verschiedenen Hirnregionen zu bestimmen. Die verwendeten

Akquisitionsparameter sind in Tabelle 2.2 zusammengefasst.

Perfusionsbildgebung

Die Perfusionsbildgebung dient der Quanti�zierung der Gewebedurchblutung. Bei der klassi-

schen kontrastmittelgestützten MR-Perfusionsmessung werden die Perfusionsparameter mittels

modellbasierter Algorithmen aus der zeitlichen und räumlichen Verteilung des Kontrastmittels

im Gewebe bestimmt. Hierzu lassen sich sowohl dynamische T1-gewichtete (DCE-MRI=dynamic

contrast enhanced magnetic resonance imaging), als auch dynamische suszeptibiliätsgewichtete

(DSC-MRI= dynamic susceptibility contrast magnetic resonance imaging) Aufnahmen durchfüh-

ren. Beide Verfahren setzen sich aus folgenden Schritten zusammen:

ˆ Injektion des Kontrastmittelbolus

ˆ Konsekutive und mit der Kontrastmittelinjektion synchrone Datenakquisition

ˆ Bestimmung des MR-Signalverlaufs

ˆ Bestimmung der Konzentration des Kontrastmittels aus dem MR-Signal

ˆ Bestimmung der Perfusionsparameter mit Hilfe eines Perfusionsmodells

In der vorliegenden Arbeit wurde die DSC-MRI verwendet. Dieses Verfahren nutzt den T2*-

verkürzenden E�ekt des Kontrastmittels. Um die verschiedenen Perfusionsparameter zu bestim-

men, wird der zeitliche Verlauf der Kontrastmittelkonzentration im Gewebe analysiert. Eine
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Änderung der Kontrastmittelkonzentration führt über die Veränderung der Relaxationszeiten zu

einer Änderung des Signals. Die Kontrastmittel-Konzentrations-Zeit-Kurve ergibt sich somit aus

der Signal-Zeit-Kurve, welche den zeitlichen Verlauf der Signalintensität abbildet [47].

Suszeptibilitätsgewichtete Bildgebung (SWI)

Für die suszeptibilitätsgewichteten Bilder bei 7T wurde eine Gradienten-Echo-Sequenz durchge-

führt und sowohl die Magnitudbilder, als auch die Phasenbilder abgespeichert, welche im Weite-

ren mit einem bestimmten Algorithmus miteinander verrechnet wurden. Hierdurch erhält man

suszeptibilitätsgewichtete Bilder mit einem stärkeren Kontrast, als die initialen Magnitudbilder.

2.5 MRT-Untersuchung bei 3T

Um den E�ekt der Feldstärke auf die maximal mögliche räumliche Au�ösung und die Emp-

�ndlichkeit für Suszeptibilität zu verdeutlichen, wurde Tier 2 zusätzlich an Tag 13 nach Tu-

morzellinjektion in einem klinischen MRT-Gerät mit einer Magnetfeldstärke von 3T (Philips

Achieva) untersucht. Die Messung erfolgte mit einer 1-Kanal-Volumen-Spule in intraperitonea-

ler Injektionsnarkose. Es wurden axiale T2-gewichtete und axiale suszeptibilitätsgewichtete (hier

T2*-gewichtete) Bilder aufgenommen (Parameter siehe Tabelle 3.5.3).

Se- Orient- Schich- Au�ösung TR in TE in Kippwin- Mess- Mittel-

quenz ierung ten in mm ms ms kel in � ungen ungen

T2 SE trans- 20 0,25 x 0,25 x 0,7 6485 100 90 1 4

versal

FFE trans- 30 0,3 x 0,3 x 1,0 64 35 15 1 2

versal

Tabelle 2.3: Sequenzparameter der Messungen am 3T-System

SE=Spin Echo, FFE= Fast Field Echo, TR=Repetitionszeit, TE=Echozeit
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2.6 Datenauswertung

Um mittels MRT Informationen über die Anzahl der Makromoleküle, die Di�usion von Mole-

külen und die Gewebedurchblutung zu bekommen, müssen die hierfür akquirierten Daten über

komplexe Algorithmen ausgewertet werden. Diese werden im Folgenden erläutert.

2.6.1 Magnetisierungstransferrate

Mit den konventionellen MR Sequenzen ist es möglich, frei bewegliche Protonen darzustellen. In

Makromolekülen kommen allerdings auch gebundene Protonen vor, die auf Grund ihrer kurzen

T2-Zeiten mit den konventionellen Methoden nicht dargestellt werden können. Diese gebundenen

Protonen können jedoch unter Ausnutzung des Transfers von Magnetisierung dargestellt werden.

Um dies zu ermöglichen, wird vor der Hochfrequenz-Anregung ein weiterer Hochfrequenz-Puls

mit einem, gegenüber dem freien Wasser verschobenem Frequenzspektrum gesendet. Dieser zu-

sätzliche Hochfrequenz-Puls führt ausschlieÿlich zu einer Anregung der Makromoleküle, welche

dann die in der Nachbarschaft liegenden, frei beweglichen Protonen beein�ussen. Dadurch än-

dert sich die Intensität des MR-Signals der freien Protonen. Über diese Signaländerung lassen

sich dann die Makromoleküle indirekt nachweisen. Die Magnetisierungstransferrate (MTR) wird

durch die Di�erenz zwischen einer Messung mit einem Magnetisierungstransfer-Puls (SMT ) und

einer Messung ohne einen Magnetisierungstransfer-Puls (S0) bestimmt.

MTR =
(S0 � SMT )

S0
(2.1)

Die mit dieser Methode bestimmte MTR ist, neben der Konzentration von Makromolekülen

aber auch von der T1-Relaxation abhängig. In der von Helms et al. [48] vorgeschlagenen Methode

wird mit Hilfe einer weiteren T1-gewichteten Messung die T1-Relaxivität in Form der scheinbaren

(apparent) T1-Zeit (T1app) berücksichtigt.

2.6.2 Scheinbare T1-Relaxationszeit

Anhand einer Zweipunktmessung mit unterschiedlichen Kippwinkeln (T1-gewichtete (ST 1) mit

Kippwinkel ( � T 1)=25° und PD-gewichtet (SP D ) mit Kippwinkel ( � P D )=5 °) wurde eine Karte
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für die geräteabhängige scheinbare T1-Zeit berechnet, welche im Folgenden alsT1app bezeichnet

wird.

1
T1app

= R1app =
1

2TR
�

ST 1 � � T 1 � SP D � � P D
SP D

� � ST 1
� T 1

(2.2)

mit

Aapp =
SP D � � P D

T R

ST 1 � � T 1 � SP D � � P D
� (

� T 1

� P D
�

� P D

� T 1
) (2.3)

2.6.3 Magnetisierungstransfersättigung

Mit Hilfe der so ermittelten scheinbaren T1-Zeit wurde die Magnetisierungstransferrate für die

T1-Zeit korrigiert.

�MT = (
Aapp � � MT

SMT � 1
) � R1appTR �

� 2
MT

2
(2.4)

Die auf diese Weise ermittelte Magnetisierungstransfersättigung wird im weiterem mit� MT

gekennzeichnet. In der vorliegenden Arbeit wurde ausschlieÿlich die Magnetisierungstranfersätti-

gung in die Auswertung einbezogen, da diese aufgrund der Korrektur für die T1-Relaxation eine

genauere Aussage ermöglicht.

2.6.4 Di�usions-Tensor-Bildgebung

Das Prinzip der Di�usionswichtung in der MRT beruht auf der Brown'schen Molekularbewegung

des Wassers und nutzt die Abhängigkeit des Di�usionskoe�zienten von der Mikrostruktur des

Gewebes. Um MR-Aufnahmen sensitiv für diese E�ekte zu machen schaltet man nach der ersten

Hochfrequenz-Anregung einen zusätzlichen Gradienten. Nach dem für das Spin Echo typischen

180° Puls wird dieser Gradient ein zweites Mal geschaltet. Da alle Spins durch den 180° Puls inver-

tiert werden, heben sich die Auswirkungen der beiden �Di�usionsgradienten� für alle ortstreuen

Spins gerade auf. Sind die Wassersto�moleküle durch die oben genannte Brown'sche Bewegung

aber nicht mehr am gleichen Ort, so wird das von ihnen erzeugte Signal durch die Unterschiede

in den in der Zeit �gesehenen� Gradienten abgeschwächt. Diese Abschwächung nimmt propor-

tional mit der zurückgelegten Entfernung zu und ist somit ein Maÿ für die Di�usivität. Bei der
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Di�usions-Tensor-Bildgebung (abgekürzt DTI von englisch di�usion tensor imaging ) wird zu-

sätzlich die Richtungsabhängigkeit der Di�usion erfasst. Dazu werden die di�usionsgewichteten

Aufnahmen mit Gradienten in unterschiedlichen Raumrichtungen wiederholt. Hat man mit die-

sen Aufnahmen die Di�usion in mindestens sechs unterschiedlichen Raumrichtungen bestimmt,

so kann mit dem Tensor das dreidimensionale Di�usionsverhalten je Voxel beschrieben werden:

D =

0

B
B
B
@

Dxx Dxy Dxz

Dyx Dyy Dyz

Dzx Dzy Dzz

1

C
C
C
A

(2.5)

D : Di�usionskoe�zient

Mit dem so de�nierten Tensor hat man nicht mehr einen einzelnen Zahlenwert pro Voxel,

den man in einem Schnittbild als Grauwert darstellen kann, sondern eine 3 x 3 Matrix. Für

deren Darstellung und Interpretation sind weitere Nachverarbeitungsschritte notwendig. Dabei

sind die Eigenwerte des Di�usions-Tensor� 1; � 2; � 3, wobei � 1 > � 2 > � 3 > 0 gilt, von zentraler

Bedeutung.

2.6.4.1 Scheinbarer Di�usionskoe�zient

In den di�usionsgewichteten Bildern ist der E�ekt der Di�usion als Abschwächung des Signals

zu sehen. Aus dieser Abschwächung wird die durchschnittliche räumliche Bewegung pro Zeit

bestimmt. Dabei bezeichnet der ADC(apparent di�usion coe�cent) den mittleren scheinbaren

Di�usionskoe�zienten pro Bildelement.

ADC =
(� 1 + � 2 + � 3)

3
(2.6)

2.6.4.2 Fraktionelle Anisotropie

Die fraktionelle Anisotropie (FA) ist de�niert als

FA =

s
3((� 1 � �� )2 + ( � 2 � �� )2 + ( � 3 � �� )2)

2(� 2
1 + � 2

2 + � 2
3)

=

s
(� 1 � � 2)2 + ( � 2 � � 3)2 + ( � 3 � � 1)2

2(� 2
1 + � 2

2 + � 2
3)

(2.7)
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mit

�� =
(� 1 + � 2 + � 3)

3
(2.8)

�� : Erwartungswert des mittleren Eigenvektor

und ist ein Maÿ für die Gerichtetheit der scheinbaren Di�usion. Ist die scheinbare Di�usion in

jeder Richtung gleich (� 1 = � 2 = � 3), so spricht man von vollständiger Isotropie und es ergibt

sich FA = 0. Im anderen Extrem (der vollständigen Gerichtetheit der Di�usion in genau eine

Richtung), wenn also � 1 > 0 und � 2 = � 3 = 0 sind, ist die FA = 1.

2.6.4.3 Axiale Di�usivität

Anschaulich beschreibt die axiale Di�usivität (AD) die Stärke der Di�usion in der Hauptrichtung,

also der Richtung der gröÿten Beweglichkeit, z.B. entlang von Axonen der Nervenzellen. De�niert

ist sie als der gröÿte der 3 Eigenwerte:

� a = � 1 (2.9)

2.6.4.4 Radiale Di�usivität

Die radiale Di�usivität (RD) � t (t für transversal) beschreibt die durchschnittliche scheinbare

Di�usion in der Ebene senkrecht zur Hauptrichtung. Sie wird zum Beispiel als Marker für die

Unversehrtheit von Myelin genutzt. Demyelinisierung erhöht die radiale Di�usivität. De�niert

ist sie als der Mittelwert der beiden kleineren Eigenwerte:

� t =
� 2 + � 3

2
(2.10)

2.6.4.5 Hauptdi�usionsrichtung

Eine weitere Möglichkeit zur Darstellung der DTI Ergebnisse sind farbkodierte Karten der Haupt-

di�usionsrichtung (MDD= Main di�usion direction) . Hierbei wird jeder der Hauptrichtungen
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eine der Grundfarben rot, grün und blau zugeordnet, die bei dazwischen liegenden Richtungen

gemischt werden. Die MDD entspricht der Richtung des gröÿten Eigenwertes [49].

2.6.5 Parameterkarten der Hirndurchblutung und der Gefäÿpermeabilität

(DSC-MRI)

Die relativen Perfusionsparameter

ˆ zerebrales Blutvolumen (CBV = Cerebral Blood Volume)

ˆ zerebraler Blut�uss (CBF = Cerebral Blood Flow)

ˆ mittlere Passagezeit des Kontrastmittels (MTT = Mean Transit Time )

wurden in dieser Arbeit nach dem Perfusionsmodell von Rosen et al. [47] bestimmt. Diese Perfu-

sionsparameter basieren auf dem�rst pass des Bolus. Um diese Perfusionskarten zu berechnen,

muss im ersten Schritt die Kontrastmittelkonzentration aus der Signalintensität ermittelt werden.

Auf T2-gewichteten Aufnahmen gilt [50, 51]:

� R2 = � 2C: (2.11)

� R2 : Veränderung derT2-Relaxivität durch Kontrastmittelgabe

� 2 : Konstante

C : Kontrastmittelkonzentration

Wobei � 2 eine gewebe-, magnetfeld- und pulssequenzspezi�sche Konstante ist. Das Signal der

T2-gewichteten Aufnahme zu jedem beliebigen Zeitpunkt ist durch� R2 (R2 = 1
T2

) beschrieben:

S(t) = S(0)e� TE � R2 (t ) : (2.12)

S(t) : Signalintensität zum Zeitpunkt t nach der Kontrastmittelgabe

S(0) : Signalintensität vor der Kontrastmittelgabe

Aus Gleichung 2.11 und Gleichung 2.12 folgt:

C(t) = �
1

� 2TE
ln

S(t)
S(0)

: (2.13)
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Die relativen Perfusionsparameter können somit entsprechend der Arbeit von Axel et al. [52] und

Stewart et al. [53] bestimmt werden:

CBV =

1Z

0

C(t)dt

MTT =

1R

0
tC (t)dt

1R

0
C(t)dt

CBF =
CBV
MTT

:

(2.14)

Eine bekannte Fehlerquelle dieses Perfusionsmodells ist die Blutrezirkulation, die in der Regel

wenige Sekunden nach dem ersten Boluspeak auftaucht. Um diese Fehlerquelle zu eliminieren,

wird die Konzentration-Zeit-Kurve durch eine Gammaverteilung angenähert [54, 55, 56]:

C� =

8
><

>:

K (t � � ) � e� t � �
� t > �

0 t � �
: (2.15)

C� : Angenäherte Konzentration-Zeit-Kurve mit einer Gammaverteilung

K : Skalierungsfunktion

� : Ankunftszeit des Kontrastmittels im Zielorgan

�; � : Variablen der Gammaverteilung

Mit Hilfe der angenäherten Gammaverteilung können wiederum die relativen Perfusionsparame-

ter (Gl. 2.14) bestimmt werden.

In der vorliegenden Arbeit wurden neben den konventionellen Perfusionsparametern CBV,

MTT und CBF die prozentuale Signalerholung (PSR = Percentage of Signal Recovery)[57] und

die im Rahmen dieser Arbeit entwickelte Signalerholung(SR = Signal Recovery)berechnet. Diese

Perfusionsparameter basieren auf der Auswertung des vollständigen Verlaufs der Boluskurve. So-

mit lassen sich weitere Informationen über die Leckage des Kontrastmittels aus dem intravasalen

in den extravasalen Raum gewinnen.

Für diese Berechnungen wird, im Gegensatz zu dem oben beschriebenem Perfusionsmodell,

die Signal-Zeit-Kurve verwendet. Hierfür werden zuerst die Ankunftszeit des Kontrastmittels im
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Zielorgan (BAT = Bolus Arrival Time ) und das Basissignal (BS = Base Signal) aus der Signal-

Zeit-Kurve bestimmt. Das Basissignal ist als die Signalintensität vor der Kontrastmittelgabe

beschrieben.

Bei der Signalerholung (SR) handelt es sich um das Verhältnis des MR-Signals zu einem

bestimmten Zeitpunkt nach �rst pass des Kontrastmittelbolus zum Basissignal:

SR =
St � BS

BS
� 100: (2.16)

SR : Signalerholung

St : MR-Signal zu einem bestimmten Zeitpunkt nach�rst pass

BS : Basissignal

Hierbei handelt es sich um eine mathematisch sehr einfache und gleichzeitig artefaktunanfällige

Methode, um abzubilden, ob das Signal über das Basissignal hinaus ansteigt. In dieser Arbeit

wurde der Zeitpunkt, an dem das Verhältnis zwischen dem MR-Signal nach der Kontrastmit-

telgabe zum Basissignal gemessen wurde, auf 25 Sekunden nach BAT gesetzt, was gemäÿ der

Physiologie in der Ratte, dem Zeitpunkt entspricht, zu dem das gesamte Blutvolumen einmal

umgewälzt wurde.

Die prozentuale Signalerholung, erstmals beschrieben durch Cha et al. [57], ist beschrieben als:

PSR =
St � Smin

BS � Smin
� 100: (2.17)

Wobei Smin als das MR-Signal der maximalen Kontrastmittelkonzentration bzw. Boluspeak des

�rst pass de�niert ist (2.5).
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Abbildung 2.5: Schematische Darstellung der Signalintensitätskurve nach intravenöser Kon-

trastmittelapplikation mit Bezeichnung der verwendeten Variablen zur Berechnung der

Parameter.

BS=Basissignal, St =Signal zu einem bestimmten Zeitpunkt, Smin = Boluspeak,

tpre =Zeitpunkt vor Kontrastmittelbolus, tmin =Zeitpunkt des Boluspeak, tpost =Zeitpunkt

nach Kontrastmittelbolus, SR= Signal Recovery, PSR=Percentage of Signal Recovery

Der PSR ist ein zusätzlicher diagnostischer Parameter, welcher Aussagen über die Kontrastmit-

telleckage zulässt [58], da der PSR proportional zur Gefäÿpermeabilität ist. Hierdurch lassen sich

aus der MRT-Perfusionsmessung nicht nur quantitative Perfusionscharakteristika eines patholo-

gischen Befundes bestimmen, sondern auch qualitative. Es gibt bereits Humanstudien, in denen

dieser Parameter für die Di�erenzierung von Gliomen und Metastasen [57] bzw. Lymphomen [59]

oder das Tumorgrading [60] verwendet wurde.
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2.6.6 Beurteilung der Parameterkarten

Die berechneten Karten wurden anschlieÿend unabhängig von den entsprechenden anatomischen

Bildern von zwei radiologisch erfahrenen Untersuchern auf lokale Änderungen, verglichen zur

gesunden Seite, geprüft.

2.7 Datennachverarbeitung und Datenanalyse

Im Folgenden werden Registrierung und Segmentierung der gewonnenen Datensätze für die Vo-

lumetrie und die ROI (region of interest)-basierte Analyse erläutert.

2.7.1 Bildregistrierung

Um de�nierte Areale in unterschiedlich gewichteten Bildern und den unterschiedlichen Parame-

terkarten zu vergleichen, wurden alle Datensätze und gerechneten Parameterkarten eines Tieres

und einer Messung in Amira (Version 5.4.3) - einer Software zur Visualisierung, Analyse und

Nachbearbeitung radiologischer Volumendatensätze - geladen und mit sechs Freiheitsgraden ri-

gide auf den entsprechenden T2-gewichteten Datensatz registriert. Die Matrix und räumliche

Orientierung der mittels MatLab errechneten Parameterkarten (ADC, FA, RD, AD, � MT und

T1app) musste vor der Registrierung an die Originaldatensätze angepasst werden. Als Referenz-

datensatz für die Registrierungen wurde der koronare T2-gewichtete Datensatz verwendet, da

dieser auch in der klinischen Routinediagnostik des Glioblastoms verwendet wird und detaillierte

anatomische Information ohne exogene Kontrastmittel liefert.

Wenn die verschiedenen Datensätze aufgrund einer Neupositionierung des Tieres während der

Untersuchung räumlich stark di�erent waren, musste manuell eine räumliche Annäherung durch

Translation und Rotation entlang der drei Raumachsen durchgeführt werden. Eine rigide, au-

tomatische Registrierung war anschlieÿend möglich. Nach Abschluss der automatischen Regis-

trierung erfolgte eine visuelle Qualitätskontrolle anhand der Kongruenz folgender anatomischer

Landmarken:

ˆ Mittellinie
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ˆ weiÿe Substanz

ˆ Ventrikelsystem

Waren die oben genannten Landmarken der registrierten Datensätze nicht kongruent, wurde der

Registrierungsvorgang iterativ wiederholt. Nach erfolgreicher Registrierung wurde der registrier-

te Datensatz mit den aktualisierten Koordinaten gespeichert.

Die Parameterkarten aus der Perfusionsauswertung wurden nicht auf den T2-gewichteten Da-

tensatz registriert, da eine exakte Registrierung aufgrund der typischen Verzerrungen der EPI-

Sequenz nicht möglich ist. Es erfolgte die qualitative Auswertung durch Inspektion der Parame-

terkarten und eine Beurteilung des individuellen Tumorwachstums im Verlauf.

2.7.2 Segmentierung und Volumetrie des Tumors

Um das Wachstumsverhalten des Tumors über die Zeit zu dokumentieren, wurde der Tumor in

den koronaren T2-gewichteten Bildern zu den unterschiedlichen Untersuchungszeitpunkten ma-

nuell segmentiert und und sein Volumen bestimmt. Es wurde das T2-gewichtete Bild ausgewählt,

da der Tumor hier ohne exogene Kontrastmittel am besten abgrenzbar war und diese Sequenz

Teil des Standardprotokolls in der klinischen Routinediagnostik ist. In einem Tier kam es zur

Streuung des Tumors über das Liquorsystem. Hier wurden alle Tumorherde segmentiert und

die Volumina addiert. Für Tiere mit eisenmarkierten Tumorzellen wurde zusätzlich das Areal

der Signalauslöschung in den suszeptibilitätsgewichteten Bildern segmentiert und volumetriert

(Abb. 2.6). Die Volumina eines Tumors in T2-gewichteten Bildern und suszeptibilitätsgewich-

teten Bildern wurden vergleichend gegen die Zeit aufgetragen. Es sollte geprüft werden, ob die

suszeptibilitätsgewichteten Bilder das Wachstum eines eisenmarkierten Tumors ebenso abbilden,

wie die rein anatomische T2-gewichtete Sequenz.
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Abbildung 2.6: Beispiel der Tumorsegmentierung eines eisenmarkierten Tumors: T2-gewichtete

Bilder (links) und suszeptibilitätsgewichtete Bilder (rechts) eines eisenmarkierten Tu-

mors am Tag 14 nach Injektion von 500.000 eisenmarkierter C6-Zellen vor Segmentierung

(oben) und nach Segmentierung (unten) in koronarer Schichtführung.
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2.7.3 Quantitative Analyse de�nierter Hirnareale

Um zu überprüfen, ob verschiedene Sequenzen bzw. Parameterkarten eine Di�erenzierung tu-

moröser, in�ltrierter und gesunder Areale erlauben, wurden auf den koronaren T2-gewichteten

Bildern verschiedeneRegions of Interest (ROI) de�niert und auf die einzelnen registrierten Wich-

tungen und Parameterkarten übertragen. Folgende ROIs wurden de�niert (Abb. 2.7):

ROI T : T umor (Abb. 2.7, grün)

ROI P : Peritumorales, bildmorphologisch gesundes Gewebe (Abb. 2.7, rot)

ROI G : Gesundes Gewebe der Gegenseite (Abb. 2.7, blau)

Abbildung 2.7: Segmentierung de�nierter Hirnareale:

Links: Konorare, T2-gewichtete MRT am Tag 21 nach Injektion von 100.000 C6-Zellen

Mitte: Konorare, T2-gewichtete MRT mit Segmentierung der ROIs T, P und G

Rechts: 3D-Darstellung derROIs T, P und G

(T=Tumor, P=peritumorales, bildmorphologisch gesundes Gewebe, G=gesundes Gewebe

der Gegenseite)

Die ROI T beschreibt das gesamte Tumorvolumen auf den T2-gewichteten Bildern. Bei der

Segmentierung derROI P wurde ein 0,5 - 1,5 mm messender peritumoraler Saum de�niert,

welcher sich auf den T2-gewichteten Bildern nicht vom gesunden Gewebe unterschied. Liquor

und weiÿe Substanz wurden hierbei ausgespart, um den Ein�uss dieser auszuschlieÿen. Für die

ROI G wurde ein Volumen in den Basalganglien rechts de�niert, um die anatomische Position des
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Tumors zu berücksichtigen (Abb. 2.7). Das Volumen vonROI G wurde kleiner gewählt als das

Tumorvolumen, um zu verhindern, dass die angrenzende weiÿe Substanz und/oder der Liquor die

ermittelten Werte beein�ussen. Auf der Tumorseite hingegen werden diese Strukturen durch den

raumfordernden E�ekt des Tumors verdrängt, sodass diese ROI ein gröÿeres Volumen erreichen

kann, ohne das Liquor oder weiÿe Substanz die Werte beein�ussen.

Basierend auf der vorangegangenen Registrierung wurden diese ROIs auf andere Wichtungen

und Parameterkarten übertragen.

2.7.4 Statistische Auswertung

Die Mittelwerte der oben genanntenROIs für folgende Parameter wurden anschlieÿend einer

statistischen Analyse unterzogen:

ˆ Signaldi�erenz FLASH vor und nach Kontrastmittelapplikation ( � KM)

ˆ scheinbare T1-Zeit (T1app)

ˆ Magnetisierungstransfersättigung (� MT)

ˆ Fraktionelle Anisotropie (FA)

ˆ Scheinbarer Di�usionskoe�zient (ADC)

ˆ Radiale Di�usivität (RD)

ˆ Axiale Di�usivität (AD)

Da es sich bei den Mittelwerten der unterschiedlichenROIs für die native und kontrastver-

stärkte T1-gewichtete Sequenz (FLASH) lediglich um Signalintensitäten und daher nicht um

absolute Werte handelt, wurde hier die Signaländerung nach Kontrastmittelgabe in Prozent be-

rechnet und für die statistische Analyse verwendet. Sie wird im folgenden� KM genannt. Die

Berechnung erfolgte wie folgt:

� KM =
(SKM � S0)

S0
(2.18)

39



SKM : Signalintensität nach Kontrastmittelinjektion

S0 : Signalintensität ohne Kontrastmittel

Um festzustellen, welche Sequenz die Areale zuverlässig voneinander di�erenzieren kann, wurde

für die oben genannten Parameter ein Mann-Whitney-U Test angewendet, wobei die folgenden

zwei Testungen durchgeführt wurden:

ˆ �Tumor� gegen �gesundes Gewebe� (ROI T vs. ROI G)

ˆ �scheinbar gesundes Gewebe� gegen �gesundes Gewebe� (ROI P vs. ROI G)

Es wurde eine Fehlerwahrscheinlichkeit erster Ordnung von 5% angenommen. Um die alpha-

Fehler-Kumulierung bei mehrfachem Testen zu korrigieren wurde nach der Bonferroni-Methode

ein Signi�kanzniveau von p � 0,025 verwendet.

2.8 Fixierung und Histologie

Nach der letzten MRT-Untersuchung am Tag 21 bzw. 28 wurden die Tiere mit einer intravenösen

Injektion überdosierter Narkose euthanasiert und anschlieÿend für die histologische Analyse �-

xiert. Hierzu wurde unmittelbar nach Aussetzen der Vitalfunktionen eine mediane Thorakotomie

durchgeführt und eine Knopfkanüle über eine kleine linksventrikuläre Inzision in die Aorta vorge-

schoben. Anschlieÿend erfolgte über eine Schnittinzision die Erö�nung des rechten Vorhofs. Die

Tiere wurden zunächst mit 120 - 180 ml PBS und anschlieÿend mit 120 - 240 ml 5%iger Formal-

dehydlösung perfundiert. Der Schädel der Tiere wurde abgetrennt und in Formaldehydlösung

in die histologische Auswertung gegeben. Hier wurde das Gehirn aus dem Schädel herausprä-

pariert. Zur Einbettung in Para�n wurde das Gewebe mittels Alkohol und Xylol dehydriert.

Anschlieÿend wurde das Gewebe mit Hilfe eines Einbettautomaten (TP1020) über Nacht in Par-

a�n eingebettet. Mit einem Schlittenmikrotom wurden aus den Para�nblöcken 1-2 µm dicke

Schnitte angefertigt und auf einen Glasobejektträger aufgebracht. Bevor die Schnitte gefärbt

wurden, wurden sie depara�niert. Hierzu wurde das Para�n für mindestens eine Stunde bei

56°C geschmolzen. Anschlieÿend wurde den Schnitten das Fett entzogen und eine Rehydratation
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mit mehreren aufeinanderfolgenden Lösungen (Xylol, Isoxylol, 100% Isopropylalkohol, 90% Iso-

propylalkohol, 70% Isopropylalkohol, 50% Isopropylalkohol) durchgeführt. Die Schnitte wurden

anschlieÿend mit destilliertem Wasser gespült. Nach der Färbung wurden die Schnitte in um-

gekehrter Reihenfolge rehydriert und mit DePex-Medium eingedeckelt. Folgende histologische

Färbungen wurden durchgeführt:

ˆ Hematoxylin-Eosin-Färbung (HE-Färbung)

Für einen generellen Überblick wurde eine HE-Färbung durchgeführt. Hematoxylin ist ei-

ne Basisfärbung, welche die basophilen Strukturen (DNA und das raue endoplasmatische

Retikulum) bläulich-lila anfärbt. Saures Eosin auf Alkoholbasis färbt die eosiniphilen Struk-

turen, wie Proteine pink.

ˆ Bielschowsky Silber-Färbung

Diese Färbung färbt Nervenfasern und pathologische Ablagerungen schwarz.

ˆ Turnbull-Eisenfärbung

Diese Färbung färbt Eisen braun.

ˆ Luxol Fast Blue-Färbung

Diese Färbung färbt Myelin blau.

Des Weiteren wurden folgende Immunhistochemische Färbungen durchgeführt:

ˆ GFAP

Diese Färbung färbt reaktive Astrozyten an.

ˆ Iba1

Diese Färbung färbt aktivierte Mikrogliazellen an, welche die Immunzellen des zentralen

Nervensystems darstellen.

ˆ Ki-67

Diese Färbung färbt proliferative Zellen an.

ˆ vWF

Diese Färbung färbt Blutgefäÿe an.

41



Antigen Marker für Spezies Antigen

Demaskie-

rung/Fixierung

verwendtete

Konzentrati-

on

Hersteller

GFAP glial �brillary aci-

dic protein, astro-

zytisches Interme-

diär�lament

Kaninchen 1:1000 Dako Deutschland

GmbH, Hamburg,

Deutschland

vWF von Willebrand

Faktor

Kaninchen Proteinase-K 1:70 Abcam, Cam-

bridge, England

Ki-67 Antigen Ki-67 Kaninchen Mikrowelle, Zi-

trat

1:5000 DCS diagnostic

systems

Iba1 ionisiertes Kal-

ziumbindendes

Adaptormolekül

Kaninchen Mikrowelle, Zi-

trat

1:1000 Wako Chemicals

GmbH, Neuss,

Deutschland

Tabelle 2.4: Übersicht über die verwendeten immunhistochemischen Färbungen.

Eine Übersicht der Färbungen ist Tabelle 2.4 zu entnehmen.
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3 Ergebnisse

3.1 Klinischer Zustand der Tiere während des Versuchs

Das verwendete Tiermodell erwies sich als zuverlässig und sehr robust. Die Tiere tolerierten

den wachsenden Tumor sehr gut und wiesen nur dann neurologische De�zite auf, wenn es durch

den Tumor zu einer Liquorzirkulationsstörung mit Liquoraufstau kam. Dies äuÿerte sich durch

mangelnde Körperp�ege und Apathie. Diese Symptome zeigten lediglich zwei Tiere (Tier 1 und

3) am Ende des Observationszeitraumes (Tag 21), sodass der Versuch nie aufgrund der vorher

festgelegten Abbruchkriterien vorzeitig abgebrochen werden musste.

3.2 Zellproliferation in vitro

Wie in Abbildung 3.1 gezeigt, lieÿ sich in der in vitro FACS-Analyse kein Unterschied in der

Proliferationsrate von eisemarkierten und nicht markierten C6-Glioblastomzellen nachweisen.
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Abbildung 3.1: Dotplots der in vitro Proliferationsanalyse eisenbeladener (links) und nicht-

beladener C6-Zellen (rechts): Auf den Achsen sind die Intensitäten der zwei Fluo-

reszenzmarker (FITC-A, PerCP-A) abgebildet. Die Gra�k zeigt, dass sich die Anzahl der

Zellen in den unterschiedlichen Phasen des Zellzyklus zwischen eisenmarkierten und nicht

markierten Zellen nicht wesentlich unterscheidet. Dabei bildet die blaue Punktewolke die

vitalen Zellen ab, die sich noch nicht geteilt haben und die orange Punktewolke, die Zel-

len, die bei der DNA-Replikation den EdU-Marker bereits in die DNA eingebaut haben

und sich daher in der S- oder G2-Phase be�nden.

3.3 Tumorwachstum in vivo

Die Tiere mit 1.000 und 50.000 initial injizierten Zellen wurden über 28 Tage, die restlichen Tiere

(10.000, 100.000 und 500.000 Zellen) wurden über 21 Tage beobachtet. 10 von 11 Tumorzelli-

nokulationen führten zum Wachstum eines C6-Glioblastoms. Lediglich die Injektion von 1.000

eisenmarkierten Zellen führte nicht zum Wachstum eines Tumors in einem Beobachtungszeitraum

von 28 Tagen. Aus diesem Grund wurde dieses Tier nicht in die folgenden Auswertungen einbe-

zogen. Die restlichen Tumore wiesen in den T2-gewichteten Bildern ein typisches exponentielles

Wachstumsverhalten auf. Nach Injektion von 1.000 nicht markierten Zellen lieÿ sich jedoch erst

ab dem 14. Tag ein Tumor detektieren, während bei höheren Zellzahlen bereits an Tag 5 (10.000,

100.000 und 500.000) bzw. an Tag 9 (50.000) ein Tumor detektierbar war. Dass nach der Injektion

von 50.000 Zellen der Tumor auf den T2-gewichteten Bildern erst ab Tag 9 sichtbar war, ist am
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wahrscheinlichsten dem Partialvolumene�ekt bei einer Schichtdicke von 0,5 mm und geringem

Tumorvolumen geschuldet. Die Tumorgröÿe zum ersten Messzeitpunkt spiegelt, bis auf eine Aus-

nahme (100.000 C6-Zellen), das Konzentrationsgefälle der injizierten Zellsuspension wider. Das

Proliferationsverhalten in vivo zeigte im Gegensatz zum Proliferationsverhaltenin vitro einen

Unterschied zwischen eisenmarkierten C6-Zellen und nicht markierten C6-Zellen. Abbildung 3.2

zeigt die Tumorvolumina zum letzten Untersuchungszeitpunkt im Vergleich. Die eisenmarkierten

Tumore (gestreifter Balken) hatten, bis auf eine Ausnahme (50.000 Zellen), zum letzten Untersu-

chungszeitpunkt ein geringeres Volumen als der nicht eisenmarkierte Tumor (schwarzer Balken)

der gleichen initialen Zellzahl (Abb. 3.2).

Abbildung 3.2: Tumorvolumen an Ende des Beobachtungszeitraumes: Tumorvolumina zum letz-

ten Untersuchungszeitpunkt in T2-gewichteten Bildern in Abhängigkeit von der injizierten

Zellzahl, eisenmarkierte und nicht markierte Tumore im Vergleich.

Einige der Tumore entwickelten eine, in der Histologie nachgewiesene, eingeblutete Nekro-

sehöhle (Abb. 3.11). Das geringste Tumorvolumen bei Auftreten einer Nekrosehöhle betrug

32; 9mm3. Das höchtse Volumen ohne Nekrosehöhle betrug127mm3, sodass eine Abhängigkeit

vom Volumen nicht nachgewiesen werden konnte.
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3.4 Tumormorphologie und Kontrastverhalten in der

konventionellen MRT

3.4.1 T2- und T1-gewichtete Bildgebung und kontrastmittelverstärkte MRT

Das Signalverhalten des C6-Tumors in den konventionellen MR-Wichtungen (T2-gewichtet, T1-

gewichtet mit und ohne KM) entspricht in vielen Aspekten dem des humanen Glioblastoms. In

den T2-gewichteten Bildern stellte sich der C6-Tumor, analog zum humanen Glioblastom, hyper-

intens im Vergleich zum gesunden Gewebe dar. Der C6-Tumor war rundlich-ovalär kon�guriert

und, im Unterschied zum humanen Glioblastom, scharf abgrenzbar (Abb. 3.3). Die gute Ab-

grenzbarkeit lässt vermuten, dass der Tumor das umliegende Gewebe nicht oder wenig in�ltriert.

Dies würde einen wesentlichen Unterschied zum humanen Glioblastom darstellen.

Abbildung 3.3: Morphologie des C6-Tumors: T2-gewichtetes Bild am Tag 21 nach Injektion von

100.000 Zellen in koronarer Orientierung mit scharf abgrenzbarem hyperintensen Tumor.
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In den nativen T1-gewichteten Sequenzen wies der Tumor ein hypointenses Signal im Vergleich

zum gesunden Gewebe auf. Weiterhin zeigte sich eine Leckage der Blut-Hirn-Schranke für das

gadoliniumhaltige Kontrastmittel im Tumorareal in den kontrastverstärkten T1-gewichteten Se-

quenzen (Abb. 3.4). Zum ersten Mal beobachtet wurde dies an Tag 21 für 1.000 Zellen und an

Tag 5 für 10.000, 50.000, 100.000 und 500.000 Zellen (Abb. 3.25). Die Blut-Hirn-Schranke blieb

dann für den Rest des Beobachtungszeitraumes für das MRT-Kontrastmittel o�en.

Abbildung 3.4: Nachweis der o�enen Blut-Hirn-Schranke: T1-gewichtetes Bild vor Kontrastmittel-

injektion (links) und nach Kontrastmittelinjektion (rechts) am Tag 21 nach Injektion von

100.000 Zellen in koronarer Orientierung mit kräftigem, homogenen Enhancement.
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Zwei Tumore (Tier 5 und 9) zeigten bei geringer Gröÿe(0; 4mm3 und 5; 7mm3) ein hyper-

intenes Signal auf nativen T1-gewichteten Bildern, welches sich im Verlauf in ein hypointenses

Signal umwandelt (Abb. 3.5).

Abbildung 3.5: Signaländerung des C6-Tumors in der frühen Phase auf T1-gewichteten Bil-

dern: Natives T1-gewichtetes Bild in koronarer Orientierung am Tag 9 (links) und Tag

14 (rechts) nach Injektion von 10.000 C6-Zellen mit Veränderung des Signals im Tumor

von hyper- zu hypointens.
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Ein perifokales Gewebeödem zeigte sich nur bei Tier 2 (Abb. 3.6). Die ödematösen Verände-

rungen waren in diskreter Ausprägung bereits an Tag 14 sichtbar, jedoch erst am Tag 21 deutlich

ausgeprägt.

Abbildung 3.6: Peritumorales Gewebeödem:

Koronares, T2-gewichtetes Bild eines C6-Tumors am Tag 21 nach Injektion von 500.000

eisenmarkierten C6-Zellen mit perifokalem Ödem (links) mit Markierung des Tumors (T

- weiÿer Kreis) und des perifokalen Ödems (Ö - schwarzer Kreis) (rechts).
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3.4.2 Ausnahmefall: Metastasierung über den Liquor

Bei Tier 1 gelangte ein Teil der Zellsuspension in das Ventrikelsystem. Hierdurch kam es zu einer

Streuung des Tumors über den Liquor. Dies führte, neben dem gezielt initialisierten Tumor in

den linken Basalganglien, zu multifokalen weiteren Tumormanifestationen (Abb. 3.7).

Abbildung 3.7: Metastasierung über den Liquor: Koronares, T2-gewichtetes Bild unmittelbar nach

Injektion 500.000 eisenmarkierter C6-Zellen (links) und an Tag 21 nach Injektion (rechts)

mit initiiertem Tumor in Basalganglien (schwarzer Pfeil) und Tumoraussaat über den

Liquor mit weiteren Tumormanifestationen (weiÿe Pfeile) und resultierendem Liquorauf-

stau.
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3.5 Suszeptibilitätsgewichtete Bildgebung

In den suszeptibilitätsgewichteten Bildern kommt es, wie oben beschrieben, immer dort zu einer

Signalabsenkung, wo paramagnetische oder ferromagnetische Substanzen zu Magnetfeldinhomo-

genitäten führen. Hierzu zählt auch desoxygeniertes Blut, sodass bereits kleine kortikale Venen

eine fokale Signalauslöschung hervorrufen (Abb. 3.8).

Abbildung 3.8: Signalauslöschung in den suszeptibilitätsgewichteten Bildern durch kortikale

Venen: T2-gewichtetes Bild eines Rattenhirns in axialer Schichtführung im Hintergrund

mit überlagertem Bildausschnitt aus der suszeptibilitätsgewichteten Bildgebung mit Dar-

stellung der kortikalen Venen.
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Die eisenbeladenen Zellen führten bereits unmittelbar nach intrazerebraler Injektion zu einer

konzentrationsabhängigen Signalauslöschung. Eisenmengen von 1 ng und 10 ng führten zu einer

Abgrenzbarkeit des zellgefüllten Stichkanals als signalarmes Areal. Ab einer Eisenmenge von 50

ng kam es zu einer massiven Signalauslöschung, welche deutlich über die Grenzen des zellgefüllten

Stichkanals hinausging undBlooming-Artefakte zeigte (Abb. 3.9).

Abbildung 3.9: Eisenkonzentrationsabhängige Signalauslöschung in der suszeptibilitätsge-

wichteten Bildgebung: Ausschnitte aus axialen suszeptibilitätsgewichteten Bildern an

Tag 5 nach Injektion unterschiedlicher Zellzahlen und Eisenmengen, von links nach rechts

abnehmend.
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Mit zunehmendem Tumorwachstum blieb jedoch das Areal der Signalauslöschung in seiner

Ausdehnug weitestgehend unverändert und in Relation zum Tumor im Zentrum lokalisiert. Es

lieÿ sich keine eindeutige Signalauslöschung in der Tumorperipherie nachweisen. Hier fanden sich

lediglich kleine punktförmige Signalabsenkungen, wie sie auch im gesunden Hirngewebe nach-

weisbar waren. Diese wurden am ehesten durch kleine tranparenchymatöse Venen hervorgerufen.

Für groÿe Eisenmengen kam es mit zunehmendem Tumorvolumen zu einer geringen Verände-

rung der Kon�guration des Areals der Signalauslöschung mit abnehmendemBlooming-Artefakt

(Abb. 3.10), sodass hier von einer Verringerung der Eisenkonzentration pro Voxel ausgegangen

werden muss. Eine Detektion migrierender in�ltrativer Tumorzellen entlang von Faserbahnen,

wie sie von Zhang et al. [45] beschrieben wurde, lieÿ sich in der vorliegenden Studie jedoch nicht

nachweisen.

Abbildung 3.10: Blooming -E�ekt durch eisenmarkierte C6-Zellen in der suszeptibilitätsge-

wichteten Bildgebung im Zeitverlauf: Suszeptibilitätsgewichtete Bilder (oben) und

T2-gewichtete Bilder (unten) nach Injektion von 500.000 eisenbeladenen Zellen in ko-

ronarer Orientierung im Verlauf an Tag 0, 5, 9, 14 und 21 (von links nach rechts) mit

abnehmendemBlooming auf den suszeptibilitätsgewichteten Bildern.
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Nicht eisenbeladene Tumore wiesen nach Auftreten einer zentralen Nekrose ebenfalls eine Si-

gnalauslöschung im Bereich der Nekrose auf (Abb. 3.11).

Abbildung 3.11: Tumornekrose in T2-gewichteter und suszeptibilitätsgewichteter Bildgebung:

Nekrosehöhle auf koronarem T2-gewichteten (links) und suszeptibilitätsgewichtetem Bild

(Mitte) am Tag 27 nach Injektion von 50.000 nicht markierten C6-Zellen mit korrespon-

dierendem Ausschnitt auf transversalem T2-gewichteten Bild und HE-Färbung in der

Histologie (rechts).
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3.5.1 Zeitlicher Verlauf nach Injektion purer Eisennanopartikel

Nach der Injektion der puren Eisennanopartikel führten sowohl 1µg als auch 10µg zu einer deut-

lichen fokalen Signalauslöschung mit ausgeprägtemBlooming-E�ekt. Das Areal der Signalauslö-

schung blieb dabei in Ausdehnung und Kon�guration über den gesamten Beobachtungszeitraum

von 28 Tagen konstant (Abb. 3.12). Auf Grund der hohen Suszeptibilität der Partikel kam es

selbst in den T2-gewichteten Bildern zu fokalen Verzerrungen.

Abbildung 3.12: Signalauslöschung durch pure Eisennanopartikel in der suszeptibilitätsge-

wichteten Bildgebung im Zeitverlauf mit korrelierender Histologie:

Oben: Suszeptibilitätsgewichtetes Bild nach Injektion von 1 µg Eisen an Tag 5, 9, 24,

21, und 28 von links nach rechts in koronarer Schichtführung.

Unten: Suszeptibilitätsgewichtetes Bild in axialer Schichtführung mit histologischer Ei-

senfärbung (Mitte) und GFAP-Färbung (rechts) mit Darstellung vermehrter reaktiver

Astrozyten im Areal der Partikelinjektion.
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3.5.2 Vergleichende Volumetrie des Tumors auf den suszeptibilitäts- und den

T2-gewichteten Bildern

Die Volumetrie des Tumors in T2-gewichteten Bildern im Vergleich mit dem Volumen der Si-

gnalauslöschung in der suszeptibilitätsgewichteten Bildgebung zeigte, dass das Areal der Signal-

auslöschung in der Suzeptibilitätswichtung zu Beginn des Beobachtungszeitraums das Volumen

des Tumors überschätzt, während es im weiteren Verlauf nicht in gleichem Maÿe zunahm, wie

das Volumen des Tumors auf den T2-gewichteten Datensätzen (Abb. 3.10 und 3.13). Diese Be-

obachtung war unabhängig von der Anzahl der injizierten Zellen und der damit verbundenen

Eisenmenge.

Abbildung 3.13: Vergleichende Volumetrie auf T2-gewichteten und suszeptibilitätsgewichte-

ten Bildern im Verlauf: Volumen des Tumors auf T2-gewichteten Bildern und des

Areals der Signalauslöschung in der Suszeptibilitäswichtung für eisenmarkierte Tumore

unterschiedlicher injizierter Zellzahl über die Zeit.
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3.5.3 MRT-Untersuchung bei 3T

Die Messungen am 3T-System zeigten im Vergleich zu den Messungen am 7T-System eine deut-

lich stärkere Signalauslöschung auf den T2*-gewichteten Bildern, hervorgerufen durch die Ei-

sennanopartikel. Die Signalauslöschung war bei den am 3T-System akquirierten T2-gewichteten

Bildern ebenfalls deutlich sichtbar. In den T2*-gewichteten Bildern führten jedoch auch die

das Hirngewebe umgebenden Strukturen zu deutlichen Signalauslöschungen, sodass den T2*-

gewichteten Bildern bei 3T keine anatomischen Informationen mehr zu entnehmen waren (Abb.

3.14). Statische Magnetfeldinhomogenitäten schränkten also die Bildqualität bei 3T deutlich

stärker ein, als bei 7T. Dies widerspricht dem Wissen, dass die Artefakte aufgrund lokaler Ma-

gnetfeldinhomogenitäten mit der Magnetfeldstärke zunehmen. Bei den hier aufgenommenen Da-

ten lässt sich dies dadurch erklären, dass die erreichte räumliche Au�ösung bei 3T (0,3 x 0,3 x

1,0 mm) deutlich geringer war, als bei 7T (0,065 x 0,065 x 0,5 mm). Hierdurch entspricht jeder

Bildpunkt einem gröÿeren Volumen. Innerhalb eines Bildpunktes kommt es also auf Grund der

höheren Anzahl, das Magnetfeld beein�ussender Substanzen, zu einer schnelleren Dephasierung

der angeregten Protonen und hierdurch zu einem schnellen Signalabfall. Des Weiteren ist das kli-

nische Humansystem möglicherweise nicht in der Lage, das Magnetfeld auf einem derart geringen

Volumen, ausreichend zu homogenisieren.
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Abbildung 3.14: Vergleich des Suszeptibilitätse�ektes der eisenmarkierten C6-Zellen bei 3T

und 7T: T2-gewichtete Bilder und T2*-gewichtete bzw. suszeptibilitätsgewichtete Bilder

in axialer Schichtführung am Tag 14 nach der Injektion 500.000 eisenmarkierter C6-

Zellen.

Au�ösung bei 3T in mm: T2w: 0,25 x 0,25 x 0,7; T2*w: 0,3 x 0,3 x 1,0

Au�ösung bei 7T in mm: T2w: 0,125 x 0,125 x 0,5; SWI: 0,065 x 0,065 x 0,5

3.6 Quantitative MRT - Parameterkarten

In diesem Abschnitt werden zunächst die visuell detektierten Veränderungen in den Parameter-

karten beschrieben. Später werden die Ergebnisse der quantitativen Analyse de�nierter Hirna-

reale präsentiert.
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3.6.1 Magnetisierungstransfer

Für die Berechnung der Magnetisierungstransfersättigung (� MT) wurden drei Messungen gleicher

Au�ösung aber mit unterschiedlichen Aquisitionsparametern durchgeführt, eine T1-gewichtete

Sequenz und zwei protonengewichtete Sequenzen mit und ohne MT-Puls (vgl. 2.6.1). In den

protonendichtegewichteten Bildern mit MT-Puls kam das Tumorgewebe hyperintens zur Dar-

stellung, während der Tumor auf den protonendichtegewichteten Bildern ohne MT-Puls nur in

Kenntnis des Befundes abgrenzbar war (Abb. 3.15). Diese Sequenzen sind jedoch nicht Bestand-

teil des klinischen Routineprotokolls und dienten hier in erster Linie der Berechnung weiterer

Parameter.

Abbildung 3.15: Protonendichtewichtung ohne und mit MT-Puls: Protonendichte-gewichtetes Bild

ohne MT-Puls (links) und PD-gewichtetes Bild mit MT-Puls (rechts) am Tag 21 nach

Injektion von 100.000 Zellen in koronarer Schichtführung.
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Die Karte für die Magnetisierungstransfersättigung (� MT) zeigte einen hypointensen Tumor.

In 2 von 11 Tieren (Tier 5 und 9) ist zum Ende des Observationszeitraumes peritumoral ein

schmaler hyperintenser Saum abgrenzbar (Abb. 3.16). Dieser Saum war auf den, der Karte für

die Magnetisierungstransfersättigung zugrunde liegenden PD-gewichteten Bildern sowohl ohne,

als auch mit MT-Puls nicht sichtbar (Abb. 3.15).

Abbildung 3.16: Peritumoraler hyperintenser Saum auf der Karte für die Magnetisierungst-

transfersättigung: Magnetisierungstransfersättigung am Tag 21 nach Injektion von

100.000 C6-Zellen in axialer Schichtführung mit schmalem hyperintensen Saum peritu-

moral (Pfeile) als Zechen für eine erhöhte Anzahl von Makromolekülen in diesem Bereich.
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3.6.2 scheinbare T1-Relaxationszeit

Die Karte für die scheinbare T1-Relaxationszeit (T1app) zeigte für alle Tumore im Verlauf eine

Verlängerung der T1-Zeit im Tumor (höhere Grauwerte). Für die Tumore ohne Eisenmarkierung

konnte eine Verlängerung der T1-Zeit im Tumor ab einem Volumen von 1,7 mm3, für die eisen-

markierten Tumore ab einem Volumen von 9,7 mm3 beobachtet werden. Bei 4 Tumoren (Tier

4, 5, 7 und 9) konnte zum Ende des Beobachtungszeitraumes ein pertiumoraler Saum mit einer

Verkürzung der T1-Zeit (tiefere Grauwerte) beobachtet werden (Abb. 3.17).

Abbildung 3.17: Karte für die scheinbare T1-Relaxationszeit ( T1app ) : Karte für die scheinbare T1-

Relaxationszeit am Tag 21 nach Injektion von 100.000 C6-Zellen in koronarer Schicht-

führung mit Verkürzung der T1-Relaxationszeit im peritumoralen Saum (T=Tumor,

Pfeil=peritumoraler Saum).
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3.6.3 Di�usions-Tensor-Bildgebung

Für die, aus den di�usionsgewichteten Aufnahmen berechneten Karten ergaben sich folgende

Beobachtungen:

3.6.3.1 Scheinbarer Di�usionskoe�zient

In der Karte für den scheinbaren Di�usionskoe�zient lieÿ sich der Tumor nicht eindeutig abgren-

zen und zeigte inhomogene Werte im Vergleich zur gesunden Seite von einem gering erniedrigten

bis gering erhöhten Di�usionszkoe�zienten (ADC). (Abb. 3.20 und 3.18).

Abbildung 3.18: Unterschiedliche Di�usionskoe�zienten der C6-Tumore: Karte des scheinbaren

Di�usionskoe�zienten eines Tumors an Tag 28 nach Injektion von 50.000 C6 Zellen

(links) mit anteilig erhöhtem Di�usionskoe�zienten und am Tag 21 nach Injektion von

100.000 C6-Zellen im erniedrigtem Di�usionskoe�zienten im Tumor.

3.6.3.2 Fraktionelle Anisotropie

In der Karte für die fraktionelle Anisotropie kam, bis auf ein Tier, bei allen Tieren mit zuneh-

mendem Tumorvolumen ein deutlich hyperintenser peritumoraler Saum zur Darstellung. Dieser

nahm im Verlauf zu (Abb. 3.19). Dies spricht für eine Zunahme der Gerichtetheit der Di�usivi-

tät peritumoral. Der Tumor selbst wies eine erniedrigte fraktionelle Anisotropie auf (Abb. 3.19
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und 3.20). Lediglich bei Tier 2 waren diese Veränderungen der fraktionellen Anisotropie nicht

sichtbar.

Abbildung 3.19: Gerichtetheit der peritumoralen Di�usivität im Zeitverlauf: Karte der fraktio-

nellen Anisotropie (oben) und T2-gewichtete Bilder (unten) nach Injektion von 100.000

C6-Zellen an Tag 5, 9, 14 und 21 (von links nach rechts) in axialer Schichtführung mit

Darstellung der erhöhten fraktionellen Anisotropie peritumoral.

3.6.3.3 Axiale Di�usivität

Auf den Karten für die axiale Di�usivität waren nur in einzelnen Fällen geringe Veränderungen

detektierbar. Die axiale Di�usivität zeigte eine Absenkung im Tumor, lässt jedoch keine Di�e-

renzierung zwischen gesundem Gewebe der Gegenseite und peritumoralem Hirngewebe zu (Abb.

3.20). Lediglich der Tumor aus 1000 initial injizierten Zellen (Tier 11) zeigte intratumoral erhöhte

Werte in der Karte für die axiale Di�usivität.

3.6.3.4 Radiale Di�usivität

Die Veränderungen auf der Karte für die radiale Di�usivität waren im Vergleich zur axialen Dif-

fusivität deutlicher und wiesen, im Vergleich mit der kontralateralen Seite, intratumoral erhöhte

Werte und peritumoral erniedrigte Werte auf (Abb. 3.20).
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Abbildung 3.20: Aus den di�usionsgewichteten Aufnahmen errechnete Parameterkarten mit

entsprechendem T2-gewichtete Bild (T2w) am Tag 21 nach Injektion von

100.000 C6-Zellen in axialer Schichtführung:

Der scheinbare Di�usionskoe�zient (ADC) lässt keine eindeutige Abgrenzbarkeit des

Tumors zu, die fraktionelle Anisotropie (FA) weist peritumoral erhöhte Werte auf, die

Axiale Di�usivität zeigt erniedrigte Werte im Tumor, die Radiale Di�usivität weist pe-

ritumoral erniedrigte Werte auf.

3.6.3.5 Hauptdi�usionsrichtung

Die farbkodierten Karten für die Hauptdi�usionsrichtung (MDD) zeigten eine Veränderung der

Di�usionsrichtung im peritumoralen Gewebe mit zunehmendem Tumorvolumen. Zum Ende des

Beobachtungszeitraumes zeigte sich eine zirkulär um den Tumor herum orientierte Di�usion. In

der anterioren sowie der posterioren Zirkumferenz des Tumors war die Di�usion rechts-links bzw.

links-rechts orientiert (rot kodiert), während die Di�usion an der beidseits lateralen Zirkumferenz

anterior-posterior bzw. posterior-anterior (blau kodiert) orientiert war (Abb. 3.21).

64



Abbildung 3.21: Farbkodierte Karten zur Darstellung der Hauptdi�usionsrichtung (MDD):

MDD-Karte in axialer Schichtführung durch den vordern (1), mittleren (2) und hinteren

(3) Anteil des Tumors.

3.7 Ergebnisse der quantitativen Analyse de�nierter Hirnareale in

den gerechneten Parameterkarten

Wie oben erwähnt wurden die folgenden drei Hirnareale de�niert:

ROI T : Tumor (Abb. 2.7, grün)

ROI P : peritumorales, bildmorphologisch gesundes Gewebe (Abb. 2.7, rot)

ROI G : gesundes Gewebe der Gegenseite (Abb. 2.7, blau)

und in Bezug auf folgende Parameter miteinander verglichen:
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ˆ Signaländerung im T1-gewichteten Bild nach Kontrastmittelgabe (� KM)

ˆ Scheinbare T1-Relaxationszeit (T1app)

ˆ Magnetisierungstransfersättigung (� MT)

ˆ Scheinbarer Di�usionskoe�zient (ADC)

ˆ Axiale Di�usivität (AD)

ˆ Radiale Di�usivität (RD)

ˆ Fraktionelle Anisotropie (FA)

Da das Signal im Tumor jedoch durch Eisennanopartikel arti�ziell beein�usst wird, wurden

für die Analyse derROI T umor nur die Tiere in die Auswertung einbezogen, deren Tumore nicht

mit Eisennanopartikeln markiert wurden. Da in der suszeptibilitätsgewichteten Bildgebung und

in der Histologie kein Eisen im Randbereich nachgewiesen werden konnte, wird dieses Areal

nicht vom Eisen beein�usst, sodass hier alle Tiere in die Auswertung einbezogen wurden. Die

kontralaterale Seite wird ohnehin nicht vom Eisen beein�usst, sodass hier ebenfalls alle Tiere zur

Auswertung herangezogen wurden.

Damit ergeben sich folgende Stichprobenzahlen:

ˆ Tumor: n=5

ˆ scheinbar gesundes peritumorales Gewebe: n=10

ˆ gesundes Gewebe der kontralateralen Seite: n=10

Die Mittelwerte sowie die Standardabweichung der drei de�nierten Hirnareale �Tumor�, �peri-

tumorales, scheinbar gesundes Gewebe� und �gesundes Gewebe der kontralateralen Seite� (ROI

T, P undG) für die unterschiedlichen Parameter zum letzten Untersuchungszeitpunkt sind Ta-

belle 3.1 zu entnehmen.
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Parameter ROI T ROI P ROI G

� KM 0,61609� 0,45428 0,19571� 0,08109 0,06453� 0,04229

T1app 89,53403� 8,17030 78,69170� 6,14012 81,02765� 7,77703

� MT 26,70730� 6,30965 40,64793� 4,94046 42,32938� 4,14298

ADC 0,00193� 0,00041 0,00176� 0,00020 0,00183� 0,00006

AD 0,00079� 0,00016 0,00079� 0,00007 0,00079� 0,00003

RD 0,00057� 0,00013 0,00048� 0,00007 0,00052� 0,00003

FA 0,25691� 0,04973 0,34242� 0,05986 0,27500� 0,05511

Tabelle 3.1: Ergebnisse der Quantitativen Analyse de�nierter Hirnareale: Mittelwerte und

Standardabweichung der quantitativen MRT für die drei de�nierten Areale Tumor (ROI T) ,

scheinbar gesundes peritumorales Gewebe(ROI P) und gesundes Gewebe der kontralateralen

Seite (ROI G) für folgende Parameter:

� KM=Signaldi�erenz auf T1-gewichteten Bildern vor und nach Kontrastmittelga-

be, T1app =scheinbare T1-Relaxationszeit, � MT=Magnetisierungstransfersättigung,

ADC=scheinbarer Di�usionskoe�zient, AD=Axiale Di�usivität, RD=Radiale Di�usi-

vität, FA=Fraktionelle Anisotropie

Die Ergebnisse der quantitativen Di�erenzierung für die drei Regionen �Tumor�, �peritumora-

les, scheinbar gesundes Gewebe� und �gesundes Gewebe der kontralateralen Seite� (Abb. 2.7)für

die Parameter der Di�usions-Tensor-Bildgebung (ADC, FA, AD und RD) zum letzten Untersu-

chungszeitpunkt sind in Abb. 3.22 dargestellt.
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Abbildung 3.22: Di�erenzierung de�nierter Hirnareale mittels Parameter aus der Di�usions-

Tensor-Bildgebung: Boxplots der unterschiedlichen Di�usionsparameter in drei de�-

nierten ROIs

Modi�zierter Boxplot mit Darstellung der Ausreiÿer, sofern diese nicht innerhalb des

1,5-fachen IQR liegen. Der horizontale Balken in der Box entspricht dem Median, wäh-

rend Q1 und Q3 durch die untere bzw. obere Begrenzung der Box repräsentiert sind.

Die Whisker reichen bis zum minimalen bzw. maximalen Messwert, jedoch nicht weiter

als bis zum 1,5-fachen des IQR.

Im Mann Whitney-U-Test wurden die drei de�nierten ROIs wie folgt gegeneinander getestet:

ˆ Tumor gegengesundes Gewebe (ROI T vs. ROI G )

ˆ scheinbar gesundes Gewebe gegengesundes Gewebe (ROI P vs. ROI G )
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Da für � KM ein positiver Wert erwartet wurde, wurde hier das Ergebnis des einseitigen Tests

gewertet, während für alle anderen Parameter das Ergebnis des zweiseitigen Tests gewertet wurde.

Die Ergebnisse sind Tabelle 3.2 zu entnehmen.

Parameter ROI T vs. ROI G ROI P vs. ROI G

� KM p=0,001 p=0,0005

T1app p=0,027 p=0,406

� MT p=0,002 p=0,450

ADC p=0,624 p=0,028

AD p=0,806 p=1

RD p=0,270 p=0,023

FA p=0,391 p=0,023

Tabelle 3.2: Ergebnisse des Mann-Whitney-U-Tests:

Die fett gedruckten Werte waren beim angenommenen Signi�kanzniveau von p� 0,025

signi�kant und lieÿen damit eine quantitative Di�erenzierung der de�nierten Areale zu.

(� KM=Signaldi�erenz auf T1-gewichteten Bildern vor und nach Kontrastmittelga-

be, T1app =scheinbare T1-Relaxationszeit, � MT=Magnetisierungstransfersättigung,

ADC=scheinbarer Di�usionskoe�zient, AD=Axiale Di�usivität, RD=Radiale Di�usi-

vität, FA=Fraktionelle Anisotropie)

3.8 Perfusion

Die Signalintensitätskurven zeigten die zu erwartende Signalabsenkung beim�rst pass des Kon-

trastmittelbolus durch die ROI im gesunden Gewebe (Abb. 3.23).

Von den beiden berechneten Perfusionsparameterkarten, welche auch in der klinischen Routine

Anwendung �nden CBV und MTT konnten auf den MTT-Karten über den gesamten Beobach-

tungszeitraum keine Veränderungen nachgewiesen werden. Die CBV-Karten zeigten eine relative
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Erhöhung des zerebralen Blutvolumens im Tumor. Diese waren für die Injektion von 1000 C6

Zellen zum ersten Mal an Tag 27 detektierbar, für 10.000, 100.000 und 500.000 Zellen an Tag 14

und für 50.000 Zellen an Tag 21. Zum Ende des Beobachtungszeitraumes, bei groÿem Tumorvo-

lumen, wurde deutlich, dass die Erhöhung des CBV betont im Tumorrand auftrat. Bis auf eine

Ausnahme war die CBV-Erhöhung zeitgleich mit Veränderungen in den SR- und PSR-Karten, als

Karten für die Gefäÿpermeabilität, sichtbar (Abb. 3.25). Die Erhöhung der Gewebedurchblutung

und die frühe Kontrastmittelleckage aus dem Gefäÿsystem waren jedoch später detektierbar, als

das Enhancement nach Kontrastmittelgabe auf den T1-gewichteten Bildern. Dies zeigt, dass der

Defekt der Bluthirnschranke im Tumor mit der Zeit weiter zunimmt. Denn SR und PSR bilden

das Ausmaÿ der Gefäÿpermeabilität nach sehr kurzer Zeit, hier 25 Sekunden nach Beginn des

Kontrastmittelbolus, ab. Dies ist gekennzeichnet durch eine Erholung des Signals nach dem ��rst

pass� des Kontrastmittels über die Basislinie hinaus (Abb. 3.23). Doch auch im weiteren Verlauf

nahm die Erhöhung des SR und PSR und damit die Menge an Kontrastmittel, die innerhalb

von 25 Sekunden in das Gewebe übertritt, weiter zu. Ebenso nahm das Areal, in dem SR und

PSR erhöht waren mit zunehmender Tumorgröÿe zu (Abb. 3.27). Im Gegensatz zur Erhöhung

des CBV war die Zunahme des SR und PSR als Maÿ für die Gefäÿpermeabilität auf das Tumor-

zentrum beschränkt, wobei Nekroseareale, detektiert auf den T2-gewichteten Bildern, ausgespart

blieben (Abb. 3.26). Obwohl beide Parameter (SR und PSR) das Ausmaÿ der Gefäÿpermeabilität

für das gadoliniumhaltige MR-Kontrastmittel abbilden, wiesen die Karten für diese Parameter

Unterschiede auf. Abbildung 3.23 zeigt, dass der Kontrast in der PSR-Karte im Vergleich zum

Gewebe mit intakter Blut-Hirn-Schranke deutlicher ist, als in den SR-Karten.
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Abbildung 3.23: Perfusionsparameterkarten und Signal-Zeit-Kurven de�nierter Areale:

Darstellung der Perfusionsparameterkarten SR, PSR und CBV mit Darstellung der

Signal-Zeit-Kurve für Tumorareale mit erhöhter Gefäÿpermeabilität (blau), mit erhöhter

Durchblutung (rot) und gesundem Gewebe der kontralateralen Seite (gelb) von Tier 9

am Ende des Beobachtungszeitraumes.

SR=Signal Recovery, PSR=Percentage of Signal Recovery, CBV=zerebrales Blutvolu-

men

Abbildung 3.24 zeigt die Auswertung einer Perfusionsmessung mit lang gestrecktem und da-

her unscharfem Kontrastmittelbolus. Die Karte für PSR, CBV und MTT wiesen ein starkes

Rauschen auf und lieÿen keine Abgrenzbarkeit von Arealen mit pathologischen Perfusionseigen-

schaften zu. Die SR-Karte jedoch erlaubte eine Abgrenzbarkeit des Tumors. Dies zeigt deutlich,

dass die Berechnung dieses Parameters auch bei unscharfem Kontrastmittelbolus eine Aussage

über das Ausmaÿ der Gefäÿpermeabilität zulässt.
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Abbildung 3.24: Parameterkarten einer Perfusionsmessung mit lang gestrecktem Kontrast-

mittelbolus:

Darstellung der Perfusionsparameter-Karten von Tier 11 am Ende des Beobachtungszeit-

raumes von 4 aufgenommenen Schichten durch den Tumor mit ausgeprägtem Rauschen

für PSR, CBV und MTT, jedoch abgrenzbaren pathologischen Veränderungen in den

SR-Karten.

SR=Signal Recovery, PSR=Percentage of Signal Recovery, CBV=zerebrales Blutvolu-

men, MTT=mittlere Kontrastmittelpassagezeit

Alle beschriebenen Veränderungen der Perfusionsparameter blieben nach dem ersten Auftreten

über den gesamten Beobachtungszeitraum erhalten, veränderten sich jedoch in ihrer Ausdehnung

analog zum Tumorwachstum.
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Abbildung 3.25: Zeitlicher Verlauf des Auftretens von Veränderungen im Tumorbereich im

Vergleich zum gesunden Gewebe:

Graue Felder zeigen an, dass eine Signalveränderung in folgenden MRT-Messungen bzw.

Parameterkarten detektierbar war:

T2-gewichtete Bilder (T2w), T1-gewichtete Bilder nach Kontrastmittelgabe (Gd-T1w),

Signal Recovery (SR), Percentage of Signal Recovery (PSR), zerebrales Blutvolumen

(CBV), Mittlere Kontrastmittelpassagezeit (MTT).
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Abbildung 3.26: Räumliche Verteilung der Veränderungen des zerebralen Blutvolumens und

der Gefäÿpermeabilität: Der Erhöhung des zerebralen Blutvolumens (türkies) blieb

auf den Tumorrand beschränkt während die Kontrastmittelleckage in Form des erhöhten

Signal Recovery(lila) im Zentrum lokalisiert war.

links: T2-gewichtetes Bild eines C6-Tumors am Tag 21 nach Injektion von 100.000 Zellen

in koronarer Orientierung mit Lokalisation der Schichten für die Perfusionsmessung

oben: Übereinandergelegte Karten für das zerebrale Blutvolumen (türkies) undSignal

Recovery (lila) in transversaler Orientierung

unten: korrespondierende T2-gewichtete Bilder in transversaler Orientierung

3.9 Zusammenfassung der Veränderungen der quantitativen

MRT im Zeitverlauf

Über den gesamten Beobachtungszeitraum von 21 respektive 28 Tagen lieÿ sich in der Di�usions-

bildgebung insbesondere eine peritumorale Erhöhung der fraktionellen Anisotropie detektieren,

welche im Verlauf zunimmt (Abb. 3.19).

Die strukturellen Veränderungen, welche sich durch die Kontrastmittelgabe detektieren lie-

ÿen, betrafen die Blut-Hirn-Schranke und die Vaskularisation des Gewebes und führten zu Ver-

änderungen in der T1-gewichteten Bildgebung und in der Perfusionsmessung. Betrachtet man

beide im Zusammenhang über den gesamten Beobachtungszeitraum, so lieÿ sich als erstes ein

Defekt der Blut-Hirn-Schranke im Sinne einesEnhancementsauf den T1-gewichteten Bildern

nach Kontrastmittelgabe beobachten. Eine bis zwei Wochen später waren Veränderungen in der

Perfusionsmessung detektierbar (Abb. 3.25 und 3.27). Diese resultierten in einer kräftigen, frü-
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hen Kontrastmittelleckage (Erhöhung von SR und PSR), welche sich auf das Tumorzentrum

beschränkte und in einer Erhöhung des CBV, welche im Tumorrand lokalisiert war (Abb. 3.26).
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Abbildung 3.27: Mittels MRT-Kontrastmittel detektierbare Veränderungen im Zeitverlauf

mit korrespondierender, nativer T2-gewichteter Bildgebung in einer reprä-

sentativen Schicht:

Von oben nach unten: T2-gewichtete Bilder, T1-geciwchtete Bilder nach i.v. Kontrast-

mittelgabe, Karten für Signal Recovery (SR), Percentage of Signal Recovery(PSR),

zerebrales Blutvolumen (CBV) und die mittlere Kontrastmittelpassagezeit (MTT) nach

Injektion von 10.000 C6-Zellen im zeitlichen Verlauf in axialer Schichtführung.

Oranger Pfeil und oranger Kreis zeigen die Kontrastmittelanreicherung in Lokalisation

der Tumorzellinjektion, während die kleinen weiÿen Kreise das korrespondierende Areal

in SR- und PSR-Karten ohne eindeutig detektierbare Veränderung zeigen. Die weiÿen

Pfeile zeigen die erste detektierbare CBV-Erhöhung, welche mit der Zeit deutlich zuge-

nommen hat (groÿer weiÿer Kreis). Erhöhte Werte für SR und PSR wurden ebenfalls im

Plexus choroideus detektiert (schwarze Pfeile).
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3.10 Histologie

3.10.1 In�ltration und Tumorwachstum - Hämatoxylin-Eosin-Färbung

In der histologischen Auswertung zeigte sich, dass der C6-Tumor nicht so scharf begrenzt war,

wie dies aus der MRT zu erwarten war. Es zeigten sich angrenzend an den Tumor multiple

kleine Tumorzellnester (Abb. 3.28). Häu�g waren diese gefäÿassoziiert. Lediglich Tier 11 wies

auch in der Histologie einen scharf abgrenzbaren Tumor ohne Nachweis umgebender in�ltrativer

Tumorzellnester auf. Nach Injektion von 1.000 eisenmarkierten Zellen lieÿ sich in der MRT auch

nach 28 Tagen bildmorphologisch kein Tumor nachweisen. In der Histologie lieÿen sich ebenfalls

nur Eisennanopartikel, jedoch keine Tumorzellen nachweisen. Der Tumor, welcher bereits in der

MRT ein perifokales Ödem aufwies unterschied sich bezüglich der Histologie von den anderen

Tieren und wird weiter unten ausführlich betrachtet.

Abbildung 3.28: In�ltrative Tumorzellnester: HE-Färbung eines C6-Tumors (Ausschnitt) nach in-

itialer Injektion von 50.000 C6-Zellen mit Darstellung der in�ltrativen Tumorzellnester

(weiÿe Pfeile).
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3.10.2 Immunhistochemie - Mikroglia und reaktive Astrozyten

In der Iba1-Antikörper-Färbung für die Visualisierung der Mikroglia-Aktivierung zeigte sich, dass

diese homogen über den gesamten Tumor verteilt sind, während sich die aktivierten Astrozyten

überwiegend randbetont nachweisen lieÿen (Abb. 3.29). Eine erhöhte Mikroglia- und Astrozyten-

aktivierung zeigte sich auch am Injektionsort der Tiere, in die reine Eisennanopartikel injiziert

wurden.

Abbildung 3.29: Tumorassoziierte Mikrogliaaktivierung und reaktive Astrozyten:

Histologie nach initial 100.000 injizierten C6-Zellen.

Links: Mikroglia-Färbung mit homogener Verteilung der Mikroglia (braun) über den Tu-

mor (blau).

Rechts: Färbung der reaktiven Astrozyten (braun) mit randbetonter Lokalisation in Be-

zug auf den Tumor (blau).
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3.10.3 Zellproliferation

In der Ki-67 Färbung als Marker für die Proliferation zeigten sich unterschiedliche Ergebnisse.

In einem Tier (Tier 1) waren die proliferativen Zellen di�us über den Tumor verteilt. Die ande-

ren Tiere wiesen eine randbetonte Proliferation auf, welche sich jedoch nicht zirkulär verteilte,

sondern fokal an einem Teil des Tumorrandes lokalisiert war (Abb. 3.30).

Abbildung 3.30: Proliferative Tumorzellen: Ki-67 Färbung eines C6-Tumors nach initialer Injektion

von 50.000 C6-Zellen mit Darstellung einzelner fokaler Proliferationszentren (bräunlich).

Im vergröÿerten Ausschnitt (rechts) ist innerhalb der Ellipse ein solches Proliferations-

zentrum mit mehreren bräunlich angefärbten Zellen innerhalb des Tumors sichtbar.
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3.10.4 Darstellung der myelinisierten Fasern - Luxol-Fast-Blue-Färbung

Die Myelinfärbung (LFB) zeigte drei Tiere, in denen das Corpus callosum auf der ipsilateralen

Seite kaum noch, bis nicht mehr vorhanden war. Diese Beobachtungen korrelierten mit einer,

in diesem Bereich abgesenkten fraktionellen Anisotropie. Zwei Tiere wiesen einen sehr kom-

pakten, schmalen myelinisierten Saum auf, korrelierend mit einem hyperintensen Saum in den

Magnetisierungstransfersättigungs-Karten (Abb. 3.31 und 3.32).

Abbildung 3.31: Au�ösung myelinisierter Fasern und Kompression myelinisierter Fasern in

der Histologie mit Korrelat in den MRT-Parameterkarten:

Karte für die Magnetisierungstransfersättigung und der fraktionellen Anisotropie sowie

histologische Ausschnitte nach Myelinfärbung mit Darstellung des aufgelösten Corpus

callosum (links) und der hellblau angefärbten, zusammengedrängten myelinisierten Fa-

sern (rechts) (Tier 7). Letztere korrelieren mit einer erhöhten Anzahl von Makromole-

külen und einer stärker gerichteten Di�usion.
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Abbildung 3.32: Au�ösung myelinisierter Fasern und Kompression myelinisierter Fasern in

der Histologie mit Korrelat in der Karte für die Magnetisierungstransfersät-

tigung:

Karte für die Magnetisierungstransfersättigung (� MT) mit erhöhter Anzahl an Makro-

molekülen im Randbereich. Korrespondierend hierzu zeigte die Myelinfärbung (LFB) die

zusammengedrängten, hellblau angefärbten, myelinisierten Fasern (rechts unten) sowie

ein teils aufgelöstes, teils stark komprimiertes Corpus callosum (links unten), letzteres

als dünner heller Saum respräsentiert in der� MT-Karte (Tier 9).

3.10.5 Histologische Charakterisierung des Ödems

Eine Ausnahme in Bezug auf die Abgrenzbarkeit des Tumors und die Verteilung der angefärbten

Zellen und Marker stellte der Tumor dar, bei dem sich ein perifokales Ödem ausgebildet hatte.

Die Tumorgrenze war in der HE-Färbung nicht scharf abgrenzbar, sondern Tumorzellen und ge-
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sundes Hirngewebe gingen ineinander über, imponierten insgesamt jedoch aufgelockert. Dieses

Areal korrelierte mit dem ödematösen Saum auf den T2-gewichteten Bildern. In�ltrierende Tu-

morzellen waren somit di�us im ödematösen Gewebe verteilt. Gefäÿassoziierte Tumorzellnester,

wie in den anderen Tieren lieÿen sich somit nicht nachweisen. Die reaktiven Astrozyten waren

im ödematösen Saum vermehrt, so dass das Ödem mutmaÿlich durch eine stärkere fokale Ent-

zündungsreaktion entstanden ist. In der Ki-67 Färbung zeigte sich in diesem Bereich jedoch auch

eine erhöhte Proliferation im Vergleich zum soliden Tumor. Lediglich die aktivierten Mikroglia

nahmen in der Anzahl von zentral nach peripher ab (Abb. 3.33).

Abbildung 3.33: Histologie des Tumors mit umgebendem Ödem und ausgedehnter zentraler

Nekrose:

Vergröÿerung der histologischen Schnitte mit Darstellung des Tumors in folgenden Fär-

bungen (von links nach rechts) HE-Färbung, GFAP-Färbung (reaktive Astrozyten),

Iba1-Färbung (Mikroglia) und Ki67-Färbung (Proliferation) mit unscharfem Übergang

von Tumor- in normales Hirngewebe.

3.10.6 Nachweis der Eisennanopartikel mittels Eisenfärbung nach Turnbull

In der Turnbull-Färbung zur Darstellung von Eisen lieÿen sich die Eisennanopartikel abgrenzen,

welche initial in die C6-Zellen gebracht wurden. Hier zeigte sich, dass die Eisennanopartikel sich

nicht homogen über den Tumor verteilten, sondern gruppiert in wenigen Lokalisationen innerhalb

des Tumors nachzuweisen waren. Es gibt jedoch keine Ortspräferenz für die Lokalisation dieser
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Cluster innerhalb des Tumors. Allerdings lieÿen sich insbesondere im Bereich des Tumorrandes

auch in der Histologie keine Eisennanopartikel nachweisen, korrespondierend zu den Ergebnissen

aus der suszeptibilitätsgewichteten Bildgebung. Die Histologie ermöglicht jedoch eine Di�eren-

zierung zwischen Eisennanopartikeln und Nekrose. Nekrotische Areale färben sich nicht ganz

so intensiv an, wie Eisennaopartikel und weisen meist kleinste Einrisse durch die histologische

Aufarbeitung auf (Abb. 3.35).

Abbildung 3.34: Eisenfärbung: Übersicht und Vergröÿerung der Turnbull-Färbung eines eisenmarkier-

ten Tumors (violett) mit Darstellung der braun angefärbten Eisennanopartikel in Clus-

tern innerhalb des Tumors (blauer Pfeil) sowie gleichzeitiges Vorliegen fokaler Nekrosen

(oranger Pfeil).

Die histologische Aufarbeitung der Rattenhirne, in die pure Eisennanopartikel injiziert wurden,

zeigte die Eisennanopartikel gruppiert am Injektionsort. Es lieÿen sich keine Partikel weiter

peripher darstellen (Abb. 3.12). Die Partikel blieben also über einen Zeitraum von 28 Tagen am

Injektionsort liegen.

3.10.7 Darstellung der Blutgefäÿe

In der Gefäÿfärbung zeigte sich eine erhöhte Vaskularisation im Tumor im Vergleich zum gesun-

den Gewebe. Innerhalb des Tumors zeigten sich Unterschiede zwischen Tumorrand und Tumor-
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zentrum. Der Tumorrand war im Vergleich zum Tumorzentrum stärker vaskularisiert. Für drei

Tiere wurde exemplarisch die Anzahl der Gefäÿe pro mm2 ausgezählt. Es wurden folgende drei

Regionen Unterschieden (siehe Tab. 3.3):

ˆ Tumorzentrum

ˆ Tumorrand

ˆ gesundes Gewebe

Tier Region Anzahl der Gefäÿe/mm2

2 Tumorzentrum 134,4� 63,6

Tumorrand 256 � 98,6

gesundes Gewebe 73,6 � 24,3

5 Tumorzentrum 214,4� 61,6

Tumorrand 345,6� 85,1

gesundes Gewebe 121,6� 51,4

7 Tumorzentrum 192 � 50,6

Tumorrand 326,4� 58,4

gesundes Gewebe 131,2� 36,5

Tabelle 3.3: Quantitativer Vergleich der Vaskularisation:

Unterschiede in der Vaskularisation im Tumorzentrum, Tumorrand und im gesunden Gewebe.
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Abbildung 3.35: Gefäÿfärbung: Von Willebrandt-Färbung mit Darstellung der bräunlich angefärbten

Gefäÿe mit Betonung im Tumorrand.
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4 Diskussion

Im Rahmen der vorliegenden Studie wurden das Tiermodell, sowie die MRT-Protokolle erfolg-

reich im hiesigen Labor implementiert. Im Mittelpunkt der Studie stand die Charakterisierung

des Tumorrandes hierzu wurden sowohl Methoden zur direkten als auch zur indirekten Visuali-

sierung einer möglichen Tumorzellin�ltration angewendet. Die direkte Methode bestand aus der

extrakorporalen Markierung der Tumorzellen mittels Eisennanopartikeln. Zur indirekten Visua-

lisierung wurden unterschiedliche MR-Techniken angewandt und aus den akquirierten Bilddaten

gewonnene Parameter evaluiert. Die gewonnenen Ergebnisse wurden anschlieÿend mit den bisher

bekannten Erkenntnissen zum humanen Glioblastom verglichen und mit den Ergebnissen der

Histologie korreliert. Es ergaben sich sowohl Parallelen, als auch Unterschiede zum humanen

Glioblastom. Des Weiteren ergaben sich insbesondere in der quantitativen MRT Veränderungen

innerhalb des Tumors und im Tumorrandbereich im Zeitverlauf. Die Ergebnisse der vorliegenden

Arbeit werden im Folgenden diskutiert.

4.1 Tiermodell

Die in der Literatur beschriebenen Gemeinsamkeiten des C6-Tumors in der Ratte mit dem hu-

manen Glioblastom, wie eine hohe Proliferationsrate, Neovaskularisation und Nekrosebildung

[30, 31], konnten in dieser Studie bestätigt werden. Des Weiteren erwies sich das Modell als ein

sehr zuverlässiges und robustes Modell, da es in zehn von elf Tieren zur Ausbildung eines Tumors

kam und die Tiere über einen hinreichend langen Untersuchungszeitraum keine Beeinträchtigun-

gen zeigten. Die stereotaktische Tumorzellinjektion führte zu einer sicheren Lokalisation des

Tumors in den Basalganglien, sodass eine vergleichende Analyse der Tumore auch bei geringer

Tierzahl möglich war.
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4.1.1 Tumorwachstum

Die zur Markierung der C6-Zellen verwendeten Eisennanopartikel hattenin vitro keinen nach-

weislichen Ein�uss auf die Zellproliferation. Der unter 3.2 beschriebene Unterschied im Wachs-

tumsverhalten in vivo zwischen eisenmarkierten Tumoren und nicht markierten Tumoren lässt

jedoch vermuten, dass es mikromolekulare Wechselwirkungen innerhalb des Gewebes gibt, die

abhängig von der Eisenmarkierung einen Ein�uss auf das Wachstumsverhalten haben, indem sie

direkt oder indirekt die Teilungsrate der Tumorzellen in vivo verringern. Ein weiterer Grund für

diese Unterschiede, der zu diskutieren ist, ist ein möglicher Ein�uss der MRT auf das Wachstums-

verhalten eisenmarkierter Tumore. Es gibt klinische Studien, in denen intratumoral applizierte

Eisenoxidnanopartikel durch ein wechselndes Magnetfeld erhitzt werden und so zum Tod der

Tumorzellen führen sollen (MF 1001). Um diese Frage zu klären, sind weitere Experimente mit

Kontrollgruppen ohne MR-Untersuchung notwendig.

Da die Injektion 1.000 nicht eisenmarkierter Tumorzellen zum Wachstum eines Tumors geführt

hat, während die Injektion der gleichen Menge eisenmarkierter Zellen keinen Tumor hervor-

brachte, ist diese Menge als kritische Masse anzusehen, die mindestens nötig ist, um einen Tu-

mor mittels intrazerebraler Tumorzellinjektion zu erzielen. In den in der Literatur beschriebenen

Studien, in denen das C6-Injektionsmodell verwendet wurde, wurden in der Regel 104 bis 105

Zellen injiziert. Die vorliegende Studie zeigt, dass eine derart hohe initiale Zellzahl nicht nötig

ist. Eine geringe Zellzahl hat insbesondere für diagnostische Studien den Vorteil, dass der Beob-

achtungszeitraum aufgrund des initial langsameren Tumorwachstums verlängert werden kann. So

können morphologische und mikrostrukturelle Parenchymveränderungen im Verlauf des Tumor-

wachstums detaillierter dokumentiert werden, ohne die Tiere in kurzen Abständen einer Narkose

auszusetzen.

Die T2-gewichteten Bilddaten lieÿen, bei scharf abgrenzbarem Tumor, vermuten, dass der C6-

Tumor auch in der Histologie eine scharfe Grenze aufweist. Hier zeigten sich jedoch in 8 von

10 Tieren in�ltrative Tumorzellnester im Randbereich. Das macht deutlich, dass konventionelle

MRT-Sequenzen auch mittels hochau�ösender Hochfeld-MRT nicht in der Lage sind, in�ltrative

Tumorzellnester abzubilden. Lediglich ein Tumor zeigte keine in�ltrativen Zellen (Tier 11). Da

der Versuchsablauf keinen Änderungen unterlag, gibt es hierfür im Rahmen des Versuchs keine
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Erklärung.

Der Tumor mit dem perifokalen Gewebeödem zeigte, sowohl in den T2-gewichteten Bildern, als

auch in der Histologie einen unscharfen Übergang von Tumorgewebe zum gesundem Hirnge-

webe. Es wurden also kein in�ltrierenden Tumorzellnester, sondern di�us in�ltrierende Zellen

nachgewiesen. Diese Beobachtung macht deutlich, dass das perifokale Ödem und die molekular-

biologischen sowie mikrostrukturellen Veränderungen, die die Ausbildung des Ödems hervorrufen,

grundlegenden Ein�uss auf das In�ltrationsmuster und das Ausmaÿ der In�ltration haben.

Die histologische Auswertung der C6-Tumore bestätigte weitere in der Literatur beschriebene

Merkmale wie eine hohe Mitoserate, Nekroseareale und Neovaskularisationen [30, 31]. Trotz der

zahlreichen histologischen Parallelen zum humanen Glioblastom bleibt zu diskutieren, ob ein

anderes Tiermodell das in�ltrative Wachstum des Glioblastoms besser abbildet. Alternativ kom-

men Mausmodelle in Frage. Transgene Mausmodelle haben den Nachteil, dass nicht im Vorfeld

festgelegt werden kann, welche Eigenschaften und welchen Malignitätsgrad die Tumore haben.

Immuninsu�ziente Mäuse bieten den Vorteil, dass humane Glioblastomzellen inokuliert werden

können, ohne dass diese vom Organismus als fremd erkannt werden. Aus immunhistochemischen

Studien ist jedoch bekannt, dass es im humanen Glioblastom zu einer In�ltration des Tumors

durch Immunzellen kommt, deren Mediatoren eine maÿgebliche Rolle in der Pathogenese des

Tumorwachstums und der Tumorausbreitung spielen, welche bis heute noch nicht ausreichend

erforscht ist (Quellen). In einem immuninsu�zienten Organismus wird eine reduzierte Immun-

antwort hervorgerufen, sodass sich auch hier Einschränkungen in Bezug auf die Vergleichbarkeit

mit dem humanen Glioblastom ergeben. Ein wesentlicher Unterschied zwischen dem Gehirn von

Nagern und dem des Menschen ist das Verhältnis von grauer zu weiÿer Substanz. Das humane

Glioblastom ist überwiegend in der weiÿen Substanz lokalisiert. Der Anteil der weiÿen Substanz

in Nagern ist deutlich geringer, sodass die Tumore hier überwiegend innerhalb der grauen Sub-

stanz wachsen. Dies kann ein anderes In�ltrationsmuster auslösen, insbesondere weil Myelin eines

der besten Substrate zur Anheftung und Migration der Gliomzellen darstellt [61]. Unter Berück-

sichtigung der Charakteristika unterschiedlicher Modelle erweist sich das C6-Injektionsmodell

auch rückblickend als, im Rahmen der Möglichkeiten, geeignetes Modell zur Untersuchung des

Glioblastoms.
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4.2 Tumor-Morphologie und Kontrastverhalten in der MRT

Das Signalverhalten des C6-Glioblastoms in den konventionellen MR-Sequenzen (T2-gewichtet,

T1-gewichtet ohne und mit Kontrastmittel) ähnelt sehr dem des humanen Glioblastoms mit hy-

perintensem Signal in T2-gewichteten Bildern, hypointensem Signal in nativen T1-gewichteten

Bildern und einem Enhancement nach Kontrastmittelgabe als Zeichen der defekten Blut-Hirn-

Schranke. Des Weiteren zeigten sich zentrale Nekrosen und hyperperfundierte Areale. Das C6-

Glioblastom wies also, wie oben und unter 4.1 beschrieben, in der MRT viele Aspekte des hu-

manen Glioblastoms auf. Es zeigten sich jedoch auch Unterschiede, welche insbesondere die

makroskopischen Eigenschaften des Tumors betre�en. Denn hier zeigte sich der Tumor in allen

Tieren rundlich oder ovalär kon�guriert, während das humane Glioblastom sehr unterschiedliche

Formen annehmen kann und sich bildmorphologisch nicht so gut vom umliegenden Gewebe ab-

grenzen lässt, wie der C6-Tumor.

4.2.1 T2-gewichtete Bilder

In den T2-gewichteten Bildern stellte sich das C6-Glioblastom umschrieben und sehr gut ab-

grenzbar dar, während das humane Glioblastom in T2-gewichteten Bildern typischerweise ein

ausgedehntes perifokales Ödem mit teils unscharfer Abgrenzung aufweist (Abb. 4.1). Ein derar-

tiges Ödem bestand in der vorliegenden Studie nur in einem Tier. Da Zellinjektion und Messungen

analog zu den anderen Tieren erfolgten, gibt es keine Erklärung für diese Ausnahme in der Ver-

suchsdurchführung.
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Abbildung 4.1: Vergleich der MR-Morphologie eines humanen Glioblastoms und eines C6-

Tumors:

Links: humanes Glioblastom (T) links parietal auf T2-gewichtetem Bild mit perifokalem

Ödem (Ö).

Rechts: C6-Tumor auf T2-gewichtetem Bild, scharf abgrenzbar

4.2.2 Zentrale Nekrose

Intratumorale Nekrotisierungen sind, wie oben erwähnt, ein wichtiges Charakteristikum desGlio-

blastoma multiforme. Die histopathologische Erklärung für das auftreten intratumoraler Nekrosen

ohne den Ein�uss therapeutischer Maÿnahmen ist eine nicht mehr ausreichende Versorgung des

Tumorzentrums mit Nährsto�en, da die Neovaskularisation, ausgehend von der Peripherie, nicht

in gleicher Geschwindigkeit abläuft, wie das Tumorwachstum. Die zentralen Tumoranteile wer-

den nicht mehr ausreichend mit Nährsto�en versorgt und es kommt zum absterben dieser Areale.

Dieser Pathomechanismus legt nahe, dass das Auftreten von intratumoralen Nekrosen mit der
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Tumorgröÿe korreliert. Da in der vorliegenden Studie eine zentrale Nekrose bei Volumina von ca.

33 mm3 bis 70 mm3 auftrat, es jedoch auch Tumore mit einer Gröÿe von 127 mm3 ohne Nekrose

gab, lieÿ sich hier kein eindeutiger Zusammenhang zwischen Tumorvolumen und Entwicklung

einer Nekrose feststellen.

4.2.3 T1-gewichtete Bilder

Die für zwei Tiere in der T1-gewichteten Bildgebung beobachtete Transformation des Signals

von hyperintens zu Beginn des Tumorwachstums zu hypointens im weiteren Verlauf, sind für das

humane Glioblastom bisher nicht beschrieben. Es bleibt jedoch zu diskutieren, ob das humane

Glioblastom in keiner Phase hyperintens auf T1-gewichteten Bildern zur Darstellung kommt,

oder ob die klinische Bildgebung diese Phase des Tumorwachstums gar nicht erfasst, da die Pa-

tienten erst ab einer gewissen Tumorgröÿe Symptome aufweisen, die zu einer Bildgebung führen.

In der T1-gewichteten Bildgebung nach Kontrastmittelgabe zeigte sich die zu erwartende Kon-

trastmittelanreicherung im Tumor als Zeichen der defekten Blut-Hirn-Schranke, wie es für das

humane Glioblastom charakteristisch ist.

4.3 Suszeptibilitätsgewichtete Bildgebung

Die hochaufgelöste suszeptibilitätsgewichtete Bildgebung bei 7T bewies mit der Detektion von

Eisenmengen im Pikogrammbereich eine hohe Sensitivität für die Darstellung geringer Eisen-

mengen. Die Menge der histologisch nachgewiesenen Eisennanopartikel war, verglichen mit der

Signalauslöschung in der suszeptibilitätsgewichteten Bildgebung, gering. Möglicherweise waren

die Eisennanopartikel nach Nekrose der markierten Zellen extrazellulär und wurden zum Teil bei

der histologischen Aufarbeitung ausgewaschen.

Allerdings erlaubt die suszeptibilitätsgewichtete Bildgebung keine Di�erenzierung zwischen klei-

nen Venen und eisenbeladenen Zellnestern, da auch desoxigeniertes Blut zu einer Signalabsenkung

führt (vgl. Kapitel 3.5, Abb. 3.8). Durch nacheinander durchgeführte suszeptibilitätsgewichtete

Messungen mit unterschiedlichen Blutsauersto�konzentrionen lieÿen sich die Venen aufgrund des
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Unterschieds in der Signalabsenkung detektieren.

Bei fortgeschrittenem Tumorwachstum tritt die für das Glioblastom typische zentrale Nekrose

auf. Da diese ebenfalls Hämorrhagisierungen aufweist, kam es in nekrotisierten Arealen ebenfalls

zu einer Signalabsenkung, welche sich nicht von eisenbeladenen Zellen unterscheiden lieÿ (Abb.

3.11). Dies wurde insbesondere am Beispiel von Tier 2 deutlich. Denn dieses Tier zeigte in der

Histologie eine ausgedehnte zentrale und subkortikale Nekrose, jedoch nur wenige Eisennanopar-

tikel im vitalen Tumorgewebe (Abb. 4.2). Beides führte zu einer ausgeprägten Signalabsenkung

in der suszeptibilitätsgewichteten Bildgebung. Die Suszeptibilitätswichtung wies daher, zumin-

dest in der hier verwendeten Form, nur eine geringe Spezi�tät auf.

Abbildung 4.2: Geringe Spezi�tät der suszeptibilitätsgewichteten Bildgebung:

Suszeptibilitätswichtung (Mitte, oben) mit ausgeprägter Signalabsenkung und Eisenfär-

bung nach Turnbull (links) mit dunkelbraunen Clustern von Eisenpartikeln (blauer Pfeil),

eingebluteter Nekrose (roter Pfeil) und Nekrose, in der das Blut weitestgehend durch

die Fixierung ausgewaschen wurde (schwarzer Pfeil) mit korrespondierender HE-Färbung

(rechts). Eine Di�erenzierung zwischen Eisennanopartikeln und Nekrose ist der Suszepti-

bilitätswichtung nicht möglich.
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Wie unter Kapitel 3.3.2 beschrieben, blieb das Areal der Signalauslöschung in den suszeptibi-

litätsgewichteten Bildern auf das Tumorzentrum beschränkt. Dies lässt mehrere Erklärungstheo-

rien zu:

Einerseits kann es sein, dass die eisenbeladenen Zellenin vivo keine so hohe Teilungsrate haben

und nur der Teil an Zellen, die keine oder nur wenig Eisennanopartikel aufgenommen haben,

maÿgeblich am Tumorwachstum beteiligt sind. Hierdurch würden die eisenbeladenen Zellen im

Zentrum verbleiben. Aufgrund des appositionellen Wachstums, ist die Versorgung des Tumor-

zentrums nicht ausreichend und es kommt zu einer zentralen Nekrose, welche überwiegend zum

Absterben der eisenbeladenen Tumorzellen führt. Möglicherweise tragen auch die wiederholten

MRT-Untersuchungen zu einem vermehrten Absterben der eisenbeladenen Zellen bei, sodass das

Eisen im Zentrum des Tumors verbleibt. Wenn, analog zur MF 1001 Studie (vgl. Kapitel 4.1.1),

die Zellen durch Erhitzen der Partikel im Rahmen der MRT-Untersuchung absterben, bevor sie

sich teilen und die Eisennanopartikel weitergeben können. Diese Hypothesen werden durch die

beobachtete geringerein vivo-Proliferationsrate gestützt (vgl. Kapitel 3.3).

Des Weiteren ist es möglich, dass sich das Eisen bei der Teilung der Tumorzellen zu stark ver-

dünnt, so dass nach einer geringen Anzahl Mitosen keine Partikel mehr in den Zellen enthalten

sind, oder in so geringer Konzentration, dass das Eisen auch mit hochau�ösender suszeptibili-

tätsgewichteter Bildgebung nicht detektierbar ist.

Wie unter Kapitel 3.5 beschrieben und in Abb. 3.10 gezeigt, nimmt derBlooming-E�ekt auf den

suszeptibilitätsgewichteten Bildern mit der Zeit ab. Dies spricht für eine Verdünnung der Eisen-

konzentration pro Voxel. Diese Verdünnung kann entweder dadurch zustande kommen, dass die

Menge der Eisenpartikel pro Zelle über mehrere Zellzyklen abgenommen hat oder durch Migra-

tion der eisenbeladenen Zellen aus dem Zentrum in die Peripherie. Auch eine Phagozytose frei

gewordener Partikel durch Makrophagen/Mikroglia, welche die Partikel abtransportieren, wäre

denkbar. Da vor Beginn der Studie davon ausgegangen wurde, dass die Eisennanopartikel durch

Makrophagen und Gliazellen abtransportiert werden, wurde die Eisenmenge bei Injektion der

puren Eisennanopartikel höher gewählt, als für die Tumorzellmarkierung, da diese dann beim

Abtransport durch Makrophagen/Gliazellen besser zu detektieren sind. Allerdings lieÿen sich die

beschriebenen Veränderungen desBloomings nach der Injektion reiner Eisennanopartikel über
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einen Beobachtungszeitraum von 28 Tagen nicht nachweisen. In diesem Zusammenhang lässt

sich diskutieren, ob die Eisennanopartikel in Tumorzellen besser von Immunzellen des zentralen

Nervensystems abtransportiert werden können, als Eisennanopartikel allein.

Allerdings gibt keine dieser Theorien eine Erklärung für die Bildung der Cluster von Eisennano-

partikel, wie sie sich in der Histologie nachweisen lieÿen (vgl. Kapitel 3.10.6).

4.3.1 Unterschiede zwischen Messungen am 3T- und 7T-System

Das Auftreten desBlooming-Artefakts bei hohen Eisenkonzentrationen zeigte, dass die hohe Sen-

sitivität der hochau�ösenden suszeptibilitätsgewichteten Bildgebung die Genauigkeit der Loka-

lisation ferromagnetischer oder paramagnetischer Substanzen einschränkt, da das Areal, in dem

die Substanz lokalisiert ist, volumetrisch überschätzt wird. Im Vergleich der T2*-gewichteten

Bilddaten zwischen dem 3T und dem 7T System wird jedoch deutlich, dass die Bilder, welche

bei 7T akquiriert wurden, trotz der hohen Anfälligkeit für Suszeptibilitätsartefakte auf Grund

der hohen Feldstärke weniger Artefakte durch umliegendes Gewebe und mehr anatomische Infor-

mationen aufwiesen. Dies lässt sich, wie oben beschrieben (vgl. Kapitel 3.5.3) durch die geringere

Au�ösung erklären, welche sich, auf Grund der technischen Vorraussetzungen, maximal am 3T-

System erreichen lieÿ.

4.4 Magnetisierungstransfersättigung

Die Karte für die Magnetisierungstransfersättigung zeigte eine erniedrigte Anzahl von Makro-

molekülen im Tumor. Einzelne Tiere wiesen, wie unter 3.3.3 beschrieben, einen schmalen peri-

tumoralen Saum mit einer erhöhten Anzahl an Makromolekülen auf. Dieser korrelierte in der

Histologie mit dicht gepackten meylinisierten Fasern. Innerhalb dieses Saumes lieÿen sich jedoch

auch reaktive Astrozyten und proliferative Zellen nachweisen.

Verglichen mit dem humanen Glioblastom handelt es sich hierbei um einen Unterschied, da es

hier weniger zu einem Zusammendrängen der myelinisierten Fasern kommt, als vielmehr zu ei-

nem Auseinanderdrängen auf Grund des di�usen Ödems. In der Literatur ist jedoch nur wenig in

Bezug auf die Änderung der Magnetisierungtransferrate bedingt durch das Tumorwachstum und
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die Tumorin�ltration beschrieben. Dies liegt möglicherweise daran, dass hier kaum Änderungen

zu erwarten sind, da sich die Magnetisierungstransferrate proportional zum Produkt aus der

Fraktion der Myelinisierung und der T1-Relaxationszeit verhält. Da es auf Grund des perifoka-

len Ödems zu einer Verlängerung der T1-Relaxationszeit kommt, würde dies eine Erhöhung der

Anzahl an Makromolekülen aufheben. Eine Betrachtung der Magnetisierungstransfersättigung

(� MT) liefert hier möglicherweise weitere Aspekte zur Charakterisierung des humanen Glioblas-

toms mittels MRT.

Um die beobachteten Veränderungen in der Anzahl der Makromoleküle in den unterschiedlichen

Gewebearealen genauer zu charakterisieren, könnten weitere MR-Techniken in Zukunft helfen.

So lieÿen sich spezi�sche Metabolitenveränderungen beispielweise mittels MR-Spektroskopie und

proliferative Zellen mittels CEST-Imaging detektieren.

4.5 scheinbare T1-Relaxationszeit

Die unterschiedlichen Volumina zwischen eisenmarkierten und nicht-markierten Tumoren, bei

denen zum ersten Mal eine Verlängerung der T1-Relaxationszeit für den Tumor beobachtet wurde

(vgl. Kapitel 3.6.2), lassen sich möglicherweise durch einen Ein�uss der Eisennanopartikel auf die

Relaxation erklären, sodass die Veränderungen der T1-Relaxationszeit im eisenmarkierten Tumor

arti�ziell überlagert wurde und sich daher erst ab einem gröÿeren Tumorvolumen abbilden lieÿ.

Wie oben beschrieben, gab es Tumore welche einen schmalen peritumoralen Saum aufwiesen, in

dem die T1-Relaxationszeit verkürzt war. Die histologischen Untersuchungen zeigten, dass die

myelinisierten Fasern peritumoral eng zusammengedrängt waren. Myelin besteht zum gröÿten

Anteil aus Lipiden, welche eine kürzere T1-Zeit haben, als das restliche Hirngewebe, sodass es

möglicherweise hierdurch zu einer Verkürzung der T1-Relaxationszeit in diesem Bereich kam.

4.6 Di�usions-Tensor-Bildgebung

Für die aus der Di�usions-Tensor-Bildgebung berechneten Parameter zeigte sich insbesondere

mit zunehmendem Tumorvolumen eine Erhöhung der fraktionellen Anisotropie peritumoral als

Zeichen für eine höhere Gerichtetheit der Di�usivität (Abb. 3.19), während Veränderungen des
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mittleren Di�usionskoe�zienten (ADC) eher di�us waren und keine eindeutige Abgrenzbarkeit

des Tumors erlaubten (Abb. 3.20). Ähnliche Veränderungen in der fraktionellen Anisotropie

wurden bereits 2008 von Lope-Piedra�te et al. [36] beschrieben. Diese Arbeit begründet die be-

obachteten Veränderungen der Di�usivität peritumoral mit der Kompression des umliegenden

Hirngewebes auf Grund des appositionellen Tumorwachstums. Für dieses Argument spricht die

auch in der vorliegenden Studie beobachtete Zunahme der Veränderungen mit zunehmender Tu-

morgröÿe. Allerdings waren die Veränderungen der fraktionellen Anisotropie in der vorliegenden

Studie bereits bei geringen Tumorvolumina sichtbar, welche nur einen geringen mechanischen

Ein�uss auf das Gewebe hatten. Bei einer reinen Kompression des Gewebes würde man erwar-

ten, dass die Di�usion insgesamt eingeschränkt ist. Die gesamte mittlere Di�usivität innerhalb

des Gewebes wird durch den ADC-Wert beschrieben. Bei allgemein eingeschränkter Di�usivität

durch lokal eng zusammengedrängtes Gewebe würde dies eine fokale Absenkung des ADC-Wertes

zur Folge haben, welche in der vorliegenden Studie nicht nachgewiesen wurde. Eine Verringerung

der Di�usivität war nur senkrecht zur Hauptdi�usionsrichtung festzustellen. Die Veränderungen

im peritumoralen Saum sind insbesondere auf der Karte für die fraktionelle Anisotropie sicht-

bar. Die fraktionelle Anisotropie beschreibt, wie oben erläutert, lediglich die Gerichtetheit der

Di�usivität. Eine Erhöhung der fraktionellen Anisotropie, wie hier vorliegend, bedeutet, dass die

Wassermoleküle in den Freiheitsgraden der Di�usion eingeschränkt sind und vornehmlich in eine

bestimmte Richtung di�undieren. Eine Einschränkung der radialen Di�usivität im peritumoralen

Rand, wie in dieser Studie beobachtet, bedeutet, dass die beiden Eigenvektoren, welche senkrecht

zum gröÿten Eigenvektor stehen, erniedrigt sind. Es besteht also eine, von den Molekülen favo-

risierte, Hauptdi�usionsrichtung. Dies bestätigt sich auch bei Analyse der farbkodierten Karten

für die Hauptdi�usionsrichtung (MDD), welche eine zirkulär um den Tumor herum orientierte

Di�usion zeigte (Abb. 3.21). Es kam also peritumoral zu strukturellen Veränderungen, welche

eine richtungsabhängige Di�usionsrestriktion hervorriefen.

In der Di�usions-Tensor-Bildgebung fanden sich sowohl Parallelen, als auch Unterschiede zum

humanen Glioblastom.

In der humanen, onkologischen MR-Bildgebung spielt der ADC eine groÿe Rolle bei der Cha-

rakterisierung eines Tumors in Bezug auf die Zelldichte. So korreliert eine hohe Zelldichte mit
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erniedrigten ADC-Werten. Für das Glioblastom tri�t dies jedoch nicht zu, da es innerhalb des

Tumors durch Nekroseareale und vasogene Ödeme zu erhöhten ADC-Werten kommen kann [62].

Aus diesem Grund ist das humane Glioblastom in der ADC-Karte nicht eindeutig abgrenzbar

[63]. Dies lieÿ sich auch in der vorliegenden Studie beobachten. So lieÿen die ADC-Karten des

Rattenhirns mit C6-Tumor ebenfalls keine eindeutige Abgrenzbarkeit des Tumors zu. Des Wei-

teren fanden sich sowohl höhere, als auch niedrigere oder nahezu gleiche ADC-Werte innerhalb

des Tumors verglichen mit dem gesunden Gewebe.

Die fraktionelle Anisotropie hingegen zeigte im vorliegenden Tumormodell Veränderungen, welche

für das humane Glioblastom bisher nicht beschrieben sind. Während die fraktionelle Anisotropie

im peritumoralen Gewebe in der vorliegenden Studie erhöht ist, ist für das humane Glioblas-

tom eine erniedrigte fraktionelle Anisotropie im peritumoralen Gewebe beschrieben [34, 64]. Die

erniedrigte fraktionelle Anisotropie im humanen Glioblastom lässt sich zum Einen durch das

perifokale Ödem erklären, zum Anderen durch vermutlich unterschiedliche biomechanische Ei-

genschaften der grauen und weiÿen Substanz, da das Glioblastom im Menschen fast überwiegend

in der weiÿen Substanz lokalisiert ist, während es im Tiermodell überwiegend in der grauen Sub-

stanz lokalisiert ist. Tier 2 zeigte, dass das perifokale Ödem einen maÿgeblichen Ein�uss auf

die Di�usivität hat, da dieses Tier als Einziges ein perifokales Ödem ausgebildet hat und keine

Erhöhung der fraktionellen Anisotropie im peritumoralen Saum aufwies. Die Berechnung der ra-

dialen und axialen Di�usivität zeigte eine Erhöhung der radialen Di�usivität. In Zusammenschau

der Ergebnisse der Di�usions-Tensor-Bildgebung war die Di�usion peritumoral, bei unveränder-

tem Di�usionskoe�zienten (ADC), stärker gerichtet, sodass die Di�usion peritumoral nur in

bestimmte Richtungen eingeschränkt war, in andere jedoch erleichtert.

4.7 Diskussion der Ergebnisse der quantitativen Analyse

de�nierter Hirnareale in den gerechneten Parameterkarten

Die Ergebnisse der statistischen Analyse der Parameterkarten für die de�nierten Hirnareale (ROI

T, ROI P, ROI G) zeigten, dass MRT-Parameter zur Messung der Di�usion, der Anzahl von Ma-

kromolekülen, sowie kontrastmittelverstärkte statische und dynamische Messmethoden mit T1-
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bzw. T2*-Wichtung eine Di�erenzierung histologisch unterschiedlich zusammengesetzter Areale

ermöglichen. Während der Tumor durch eine defekte Blut-Hirn-Schranke mit kräftigem Ehan-

cement, eine verringerte Anzahl an Makromolekülen und eine verlängerte T1-Relaxationszeit

charakterisiert war, wies das peritumorale, scheinbar gesunde Gewebe Veränderungen der Dif-

fusivität auf. Die veringerte Anzahl an Makromolekülen lässt sich dadurch erklären, dass die

Tumorzellen keine Myelinisierung aufweisen. Für die Veränderungen der Di�usivität können me-

here Faktoren verantwortlich sein. Hierzu gehören sowohl der raumfordernde E�ekt des Tumors,

als auch eine vermehrte Anzahl von aktivierten Astrozyten und eine erhöhte Anzahl von Gefäÿen

im Randbereich des Tumors.

4.8 Perfusion

In der MRT-Perfusion wurden neben den klinisch üblichen Parametern des zerebralen Blut�usses

(CBV) und der mittleren Kontrastmittelpassagezeit (MTT) zwei weitere Parameter berechnet.

Beide Parameter,Signal Recovery(SR) und Percentage of Signal Recovery(PSR), spiegeln die

Permeabilität und die Gröÿe der permeablen Fläche der Gefäÿe für das Kontrastmittel wider.

Eine hohe Permeabilität der Gefäÿe ist gekennzeichnet durch eine Erholung des MR-Signals nach

�rst pass des Kontrastmittels über das Anfangssignal vor Kontrastmittelgabe hinaus (Abb. 3.23).

4.8.1 Diskussion der beobachteten Veränderungen der Perfusionsparameter

Die Analyse der Perfusionsparameter der C6-Tumore zeigte eine frühe Kontrastmittelleckage

nach �rst pass des Kontrastmittelbolus. Dieser schnelle Übertritt des Kontrastmittels in das ex-

travasale Gewebe ist einen bis zwei Messzeitpunkte nach Tumorzellinjektion später detektierbar,

als das Enhancement nach Kontrastmittelgabe in den T1-gewichteten Sequenzen und geht einher

mit einer Erhöhung des zerebralen Blutvolumens (Abb 3.25).

Die oben beschriebene Reihenfolge der Veränderungen der Kontrastmitteldynamik lassen fol-

gende Schlussfolgerungen in Bezug auf morphologische und funktionelle tumorabhängige Verän-

derungen zu:

Zunächst kommt es zu einer Zerstörung der Blut-Hirn-Schranke. Dies äuÿert sich bildmorpho-
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logisch im Enhancement nach Kontrastmittelgabe auf den T1-gewichteten Bildern. Das Enhan-

cement trat auf, sobald der Tumor auf den T2-gewichteten Bildern abgrenzbar war. Lediglich

bei Tier 11 war der Tumor auf T2-gewichteten Bildern einen Messzeitpunkt nach Injektion der

Zellen eher abgrenzbar, als das Enhancement auf T1-gewichteten Bildern und bei Tier 7 war das

Enhancement einen Messzeitpunkt eher sichtbar, als der Tumor auf den T2-gewichteten Bildern.

Letztere Beobachtung kommt durch den Partialvolumene�ekt auf den T2-gewichteten Bildern

bei deutlich höherer Schichtdicke im Vergleich zu den T1-gewichteten Bildern nach Kontrast-

mittelgabe zustande. Pathophysiologisch kann das bedeuten, dass das Tumorwachstum zu einer

Arrosion der vorhandenen Blutgefäÿe führt und die Blut-Hirn-Schranke zerstört. Zunächst ist die

Beschädigung der Blut-Hirn-Schranke nur gering, so dass das Kontrastmittel mit einer gewissen

Latenz aus dem intravaskulären Raum in das Gewebe di�undiert und nur in den T1-gewichteten

Bildern mit einer Akquisitionszeit von mehreren Minuten detektierbar ist. Ein bis zwei Messzeit-

punkte später lieÿ sich bei allen Tieren ein erhöhter SR und PSR abbilden. Diese Veränderungen

sprechen für eine fortschreitende Zerstörung der Blut-Hirn-Schranke, da das Kontrastmittel nun

bereits sehr früh, nach dem�rst pass aus dem endovaskulären Raum in das Gewebe di�undiert.

Zeitgleich lieÿ sich eine Erhöhung des zerebralen Blutvolumens detektieren. Diese Veränderungen

sind mit dem Auftreten von Neovaskularisationen korreliert, welche zu den histopathologischen

Merkmalen des Glioblastoms gehören [3].

Bei der Neoangiogenese sprossen neue Gefäÿe von aussen in den Tumor ein, sodass der Rand-

bereich hypervaskularisiert ist. Dies führt, wie in der vorliegenden Studie beobachtet, zu einer

Erhöhung des zerebralen Blutvolumens im Tumorrand. Diese Beobachtung deckt sich mit den

Ergebnissen aus der Histologie, welche eine randbetonte Hypervaskularisation des Tumors zeigte

(Abb. 4.3).
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Abbildung 4.3: Hypervaskularisation im Tumorrand : Darstellung der Gefäÿfärbung (vWF) mit

Ausschnitten aus Tumorrand und Tumorzentrum (links unten) mit korrelierendem T2-

gewichteten Bild (T2w) und der Karte für das zerebrale Blutvolumen (CBV), sowie Bal-

kendiagramm mit Darstellung der mittleren Gefäÿanzahl für Tumorzentrum, Tumorrand

und gesundes Gewebe (rechts unten).

Die frühe Kontrastmittelleckage im Sinne eines erhöhtensignal recovery/percentage of signal

recovery beschränkte sich auf das Tumorzentrum. Auch die typische Nekrose des Tumors tritt,

wenn vorliegend im Tumorzentrum auf. Für die Tiere, welche zum Endzeitpunkt eine Nekrose

aufwiesen, blieb das Nekroseareal jedoch vom erhöhtensignal recovery/percentage of signal reco-

very ausgespart (Abb. 3.26). Dies zeigt, dass Nekroseareale nicht mehr perfundiert sind und die

frühe Kontrastmittelleckage nicht durch nekrotisch arrodierte Gefäÿe zustande kommt.

In der Karte für die mittlere Kontrastmittelpassagezeit (MTT) lieÿen sich über den gesamten

Beobachtungszeitraum keine Veränderungen beobachten, analog zum humanen Glioblastom [65].
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Aufgrund der Methode zur Berechnung der MTT sind hier jedoch auch keine Veränderungen zu

erwarten, da diese unter Anwendung der gamma variat-Fit-Funktion berechnet wird.

4.8.2 Bedeutung der Signal-Zeit-Kurve für die neuroonkologische Diagnostik

und notwendige Bedingungen

Die Parameter mittlere Kontrastmittelpassagezeit (MTT) und zerebrales Blutvolumen (CBV)

werden bei der Auswertung der Perfusionsbildgebung in der klinischen Routine standardmä-

ÿig berechnet. Diese lassen quantitative Aussagen über die Gewebeperfusion zu. Aussagen über

den Verlauf der Signal-Zeit-Kurve nach �rst pass des Kontrastmittelbolus sind damit jedoch

nicht möglich. In der Routine werden bisher keine Parameterkarten verwendet, die den weiteren

Verlauf der Signalintensitätskurve berücksichtigen. In der Literatur wird der Verlauf der Signal-

intensitätskurve jedoch als di�erentialdiagnostisches Kriterium beschrieben, um beispielsweise

zwischen Progress und Pseudoprogress [66], aber auch zwischen primären ZNS-Lymphomen und

hochgradigen hirneigenen Tumoren zu unterscheiden. Primäre ZNS-Lymphome zeigen hierbei,

wie oben beschrieben, typischerweise ein Erholen des Signals über das Niveau vor Injektion des

Kontrastmittels hinaus ( PSR > 100%), ohne relevante Änderung der AUC (area under the cur-

ve) im Vergleich zum gesunden Gewebe. Für Glioblastome oder hochgradige Astrozytome bleibt

die Kurve in der überwiegenden Anzahl der Fälle unterhalb des Ausgangsniveaus, während die

AUC gröÿer wird [67, 68, 69, 70]. In den meisten Publikationen wird jedoch nicht berücksichtigt,

dass der Verlauf der Signal-Zeit-Kurve maÿgeblich von den gewählten MRT- Parametern, wie

Repetitionszeit, Echozeit, Kippwinkel und Feldstärke bestimmt wird (Abb. 4.4).
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Abbildung 4.4: Simulierte Signalintensitätskurven mit unterschiedlichem Verlauf in Abhän-

gigkeit von den gewählten Akquisitionsparametern.

durchgezogene Linie: TR = 1500, TE = 50

gestrichelte Linie: TR = 1200, TE = 50

gepunktete Linie: TR = 1500, TE = 40

Zum Zeitpunkt t kann man in Abhängigkeit der MR-Parameter für dieselbe Hirnregion

ein Enhancement, eine Signalverringerung oder keine Signaländerung beobachten.

Aus diesem Grund sind mit unterschiedlichen Parametern und bei unterschiedlichen Feld-

stärken gemessene dynamische suszeptibilitätsgewichtete Perfusionsmessungen (DSC-MRI) nicht

unmittelbar miteinander vergleichbar (Abb. 4.4). Da die MRT-Perfusionsmessung ein wichtiger
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Parameter in der Hirntumordiagnostik darstellt, sowohl in Bezug auf die Di�erenzierung verschie-

dener Tumorentitäten, als auch das Therapieansprechen, ist eine Standardisierung der Protokolle

anzustreben. Dies ist insbesondere dann von Bedeutung, wenn ein diagnostisches Zentrum über

mehrere MR-System mit unterschiedlichen technischen Eigenschaften und/oder unterschiedlicher

Feldstärke verfügt, um die erhobenen Perfusionsdaten interinstitutionell vergleichen zu können.

4.8.3 Bedeutung und Vorteile des signal recovery (SR) und des percentage of

signal recovery (PSR) für die klinische Diagnostik

Der hier berechnete Parameter PSR berücksichtigt den Verlauf der Signal-Zeit-Kurve nach�rst

passdes Kontrastmittelbolus. In der Literatur wurde dem PSR das Potenzial zur Di�erenzierung

zwischen Radionekrose und Tumorrezidiv beigemessen [12]. Daher ist der PSR ein zusätzlicher

diagnostischer Parameter, welcher weitere Informationen ohne zusätzliche Messung liefert. Die

Berechnung des PSR berücksichtigt das Ausmaÿ des Signalabfalls, daher ist die zuverlässige

Berechnung dieses Parameters abhängig vom Kontrastmittelbolus. Dieser ist in der klinischen

Routine nicht immer gleich und nicht immer als scharfer Peak in der Signal-Zeit-Kurve de�niert.

Aus diesem Grund wurde hier ein weiterer Parameter berechnet, welcher lediglich das Ausgangs-

signal und das Signal nach�rst pass des Kontrastmittels berücksichtigt und die Di�erenz dieser

darstellt - SR. Vergleicht man die Karten für den PSR und SR, so sind beide Parameter in

der Lage, die frühe Kontrastmittelleckage in gleichem Maÿe abzubilden. Die Karte für den PSR

zeigte zwar bei scharfem Kontrastmittelboluspeak einen besseren Kontrast zwischen Tumor und

gesundem Hirnparenchym, als der SR. Bei unscharfem Boluspeak lieÿ sich der Tumor jedoch

nicht eindeutig abgrenzen und die gerechneten Karten für MTT, CBV und PSR wiesen ein ho-

hes Rauschen auf, während die SR-Karte eine Lokalisation des Tumors erlaubte (Abb. 3.24).

Der SR ist damit wesentlich einfacher zu berechnen und stabiler, da weniger anfällig für un-

scharfe Kontrastmittelboli. Bei mathematisch einfacherer Berechnung liefert dieser Parameter

im vorliegenden Modell ein vergleichbares Ergebnis.

Bei unklaren Raumforderungen werden in der klinischen Routine häu�g ROIs vom Untersu-

cher de�niert und anschlieÿend eine gemittelte Perfusionskurve der de�nierten Pixel analysiert.

Dieses Verfahren ist jedoch nur schlecht reproduzierbar und das Ergebnis stark abhängig vom
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Untersucher, da es keine harten Kriterien zur De�nition der ROIs gibt. In der vorliegenden Ar-

beit wurde die Information über die Kontrastmitteldynamik aus dem Verlauf der Perfusionskurve

pixelweise berechnet und in einer Parameterkarte abgebildet. Hierdurch lassen sich blickdiagno-

stisch Areale mit einer frühen Kontrastmittelleckage abgrenzen. Da diese Parameterkarten mit

einem mathematischen Algorithmus berechnet werden, sind sie untersucherunabhängig und je-

derzeit reproduzierbar. Der PSR ist als Parameter bereits beschrieben und, verglichen mit dem

SR, der mathematisch korrekte Parameter, da hier die Gröÿe des Boluspeaks in der Berech-

nung berücksichtigt wird. Geht es jedoch nur darum, zu überprüfen, ob das Signal das Niveau

vor Kontrastmittelgabe unmittelbar nach �rst pass übersteigt, so ist die Berechnung des SR

ausreichend. Dadurch, dass die Tiefe des Peaks nicht berücksichtigt wird, werden auch gerin-

ge Anstiege des Signals über das Ausgangsniveau in der Karte deutlicher abgebildet als beim

PSR. Des Weiteren ist, wie oben erwähnt, die Berechnung des SR gegenüber unscharfem Kon-

trastmittelbolus weniger anfällig. Dies ist insbesondere in der Tumordiagnostik von Bedeutung.

Die peripheren Venen von Tumorpatienten sind häu�g durch Chemotherapeutika so arrodiert,

dass es einerseits schwer ist, einen peripheren Venenzugang zu legen, dessen Kaliber für die not-

wendige hohe Flussrate ausreicht und andererseits kann es sein, dass die Vene dem Druck bei

hoher Flussrate der Kontrastmittelinjektion nicht standhält. Beides führt zu einem langgezo-

genen, unscharfen Kontrastmittelbolus. Die Berechnung der Parameter, welche den Boluspeak

berücksichtigen (PSR, CBV, CBF, MTT), kann dann fehlerhaft sein. Auf Grund des geringen

Aufwandes, der Robustheit gegenüber einem unscharfen und gestrecktem Kontrastmittelbolus

sowie der zusätzlichen qualitativen Information über die Pefusionscharakteristik des Gewebes

sollten der Parameter des SR sowie der PSR in der klinischen Diagnostik berücksichtigt werden.

Hierzu ist es notwendig, die MRT-Perfusion in der klinischen Routine weiter zu optimieren und

die in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Parameter (PSR und SR) automatisiert als Karten

berechnen zu lassen. Die Implementierung dieser Parameter bietet sich insbesondere deshalb an,

da die bestehenden Untersuchungsprotokolle hierfür nicht um weitere Sequenzen ergänzt wer-

den müssen. Es handelt sich um ein jederzeit durchführbarespostprocessing. Allerdings sollte bei

der Auswertung dieser Karten auf die gewählten MR-Parameter geachtet werden, da diese den

Verlauf der Signalintensitätskurve und damit den PSR und SR maÿgeblich beein�ussen.
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5 Zusammenfassung

Ziel der Arbeit war es, mit einem geeigneten Tiermodell des Glioblastoms MR-Techniken zu

identi�zieren, die in der Lage sind den Tumorrand sowohl funktionell, als auch mikrostruktu-

rell im Verlauf des Tumorwachstums zu charakterisieren. Des Weiteren wurde ein Ansatz der

Tumorzellmarkierung mittels Eisennanopartikeln und Detektion dieser mittels hochau�ösender

suszeptibilitätsgewichteter Bildgebung auf seine Machbarkeit getestet. Das hier verwendete C6-

Glioblastommodell in der Ratte konnte erfolgreich implementiert werden und erwies sich als

robustes und zuverlässiges Modell. Es wies MR-morphologisch viele Parallelen zum humanen

Glioblastom auf, zeigte jedoch auch einige Unterschiede.

Die hochau�ösende suszeptibilitätsgewichtete Bildgebung stellte sich als sehr sensitiv zur Detek-

tion geringer Eisenmengen heraus, war jedoch wenig spezi�sch. Des Weiteren lieÿen sich keine

Eisennanopartikel im Randbereich im Sinne in�ltrierender Tumorzellnester nachweisen, wie prä-

experimentell erwartet.

In allen Sequenzen, die den Tumor sowohl mikrostrukturell (Di�usions-Tensor-Bildgebung und

Magnetisierungstransfer) als auch funktionell (Perfusionsmessungen) untersuchten, lieÿen sich

insbesondere im Randbereich des Tumors Veränderungen über die Zeit feststellen, welche diese

Region vom Tumorzentrum und vom gesunden Gewebe unterschieden. Die Di�usionstensorbild-

gebung zeigte, im Gegensatz zum humanen Glioblastom, eine höhere Gerichtetheit der Di�u-

sion peritumoral. Dieser Unterschied ist möglicherweise dadurch bedingt, dass der C6-Tumor

in der vorliegenden Studie, bis auf eine Ausnahme, kein perifokales Ödem hervorgerufen hat.

Die Magnetisierungstransfersättigung zeigte in 2 von 11 Tieren einen peritumoralen Saum mit

einer erhöhten Anzahl an Makromolekülen und die Perfusionsmessung zeigte eine Erhöhung

der Vaskularisation im Tumorrand und eine erhöhte Kontrastmittelleckage im Tumorzentrum
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mit Ausnahme nekrotischer Areale. In der Histologie zeigte sich eine erhöhte Anzahl von Ge-

fäÿen und reaktiven Astrozyten im Tumorrand sowie dicht gepackte myelinisierte Fasern durch

Kompression und anteilig Au�ösung des Corpus callosum. Diese Beobachtungen zeigten, dass

dieser Bereich, wie vermutet, eine besondere Rolle in der Pathophysiologie der Tumorin�ltrati-

on spielt. Die beobachteten Veränderungen lassen sich mit weiterführenden MR-Techniken, wie

zum Beispiel gezielter dreidimensionaler MR-Spektroskopie und CEST-Imaging, sowie weiteren

Perfusionsstudien, insbesondere im Zeitverlauf, möglicherweise weiter charakterisieren und mit

histopathologischen oder molekularbiologischen Vorgängen in Verbindung bringen. Der Unter-

schied im Proliferationsverhalten der C6-Zellenin vivo und in vitro lässt vermuten, dass Wech-

selwirkungen zwischen Tumorzellen und Zellen des zentralen Nervensystems wesentlich kom-

plexer sind, als bisher bekannt und es ist erforderlich diese molekularbiologischen Vorgänge zu

entschlüsseln, um Ansatzpunkte für Therapiemethoden zu entwickeln. Diese Arbeit zeigt, dass

die hochau�ösende MRT geringe Veränderungen im Tumorrandbereich, möglicherweise als Fol-

ge der oben genannten Wechselwirkungen, detektieren kann. Allerdings erfordert es nicht nur

die Weiterentwicklung der MR-Techniken, um die Diagnostik des Glioblastoms zu verbessern,

sondern auch eine enge Zusammenarbeit mit Arbeitsgruppen, welche molekularbiologische Ana-

lysen am Glioblastom durchführen, um diese Veränderungen verstehen und deuten zu können.

Auf Grund der Ergebnisse der vorliegenden Studie sollten die aus der MR-Perfusionsmessung

berechneten Parameterkarten in der klinischen Diagnostik um die Karten für die Parameter SR

und PSR, als Maÿ für die Gefäÿpermeabilität, erweitert werden, da diese di�erentialdiagnostisch

von Bedeutung sein kann. Dies bedarf keiner zusätzlichen Messung, bietet jedoch einen weiteren

Parameter, welcher möglicherweise die Di�erentialdiagnostik der Neuroonkologie erleichtert. Um

diesen Parameter auf sein Potential in der Neuroonkologie zu prüfen, bedarf es jedoch einer zu-

nächst breiten Anwendung und gruppenweise Auswertung der Ergebnisse. Da hierdurch jedoch

die Messzeit nicht verlängert wird ist dies nicht nur klinisch und wissenschaftlich erstrebenswert,

sondern auch ethisch und wirtschaftlich vertretbar.

Ebenso sollte sich in der Di�usions-Tensor-Bildgebung der Fokus von der Darstellung bestimmter

Faserbahnen zur präoperativen Planung auf die Auswertung der fraktionellen Anisotropie, sowie

der axialen und radialen Di�usivität ausweiten, um mikrostrukturelle Änderungen abzubilden
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und diese bestenfalls im Verlauf darzustellen, um Zusammenhänge zwischen diesen und mögli-

chen molekularbiologischen Prozessen herzustellen, welche sowohl auf Grund der Tumorbiologie,

als auch auf Grund der Reaktion auf therapeutische Maÿnahmen ablaufen. Aufgrund der mul-

tiparametrischen Optionen stellt die fortlaufende Entwicklung neuer Methoden in der MRT ein

zentrales Ziel in der Glioblastomforschung dar, denn die radiologische Diagnostik mittels MRT

hat als wenig invasive Methode eine tragende Rolle in der Versorgung von Glioblastompatienten.
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6 Forschungsausblick

Die in dieser Studie verwendeten MR-Methoden untersuchten sowohl morphologische, als auch

funktionelle Aspekte in Bezug auf Di�usion und Perfusion. Insbesondere die Ergebnisse der Per-

fusionsmessungen lassen sich ohne Weiteres als Folgestudie im humanen Organismus etablieren.

Der bisher nur in Studien verwendete Parameter des PSR bzw. des in der Studie zusätzlich

berechneten SR als Maÿ für die Gefäÿpermeabilität sollten in humanen Studien auf ihr Poten-

tial in der Di�erentialdiagnostik geprüft werden und in Bezug auf ihre Aussagekraft verglichen

werden. In erster Linie sollte dies natürlich in Bezug auf die neuroonkologische Diagnostik erfol-

gen, allerdings ist auch ein Potential im Bereich der Schlaganfallsdiagnostik und der Diagnostik

entzündlicher Veränderungen denkbar. Die Permeabilität von Gefäÿen für Kontrastmittel wurde

bisher überwiegend über dynamische T1-gewichtete Messungen (DCE-MRI) ermittelt. Die hier

ermittelte Transferrate K trans (min -1) liefert zwar absolute Werte für die Menge Kontrastmittel,

die in bestimmter Zeit in das Gewebe übertritt, macht jedoch kein Aussage darüber, wie früh

dies passiert. So dass eine geringe Permeabilität der Gefäÿe bei erhöhter Durchblutung nicht von

einer hohen Permeabilität bei geringer Durchblutung zu unterscheiden ist. Das Optimum wäre

eine Kombination aus T2*-gewichteten und T1-gewichteten dynamischen Aufnahmen im Sinne

einer Multiecho-Sequenz. Da der T2*-E�ekt bei hohen Feldstärken stärker ist, ist dieser Ansatz

insbesondere in der Ultrahochfeld-MRT vielversprechend und ermöglicht sowohl genauere Aussa-

gen, da man die T2*-Zeit berechnen könnte, als auch eine kombinierte Aussage über Parameter

der Durchblutung wie CBF, CBV und MTT sowie über Parameter der Gefäÿpermeabilität wie

dem PSR als relativen Wert zu einem de�nierten Zeitpunkt und K trans als quantitativen Wert.

Die beobachtete zeitliche Reihenfolge, der durch das Kontrastmittel detektierbaren Verände-
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rungen, sollte in einer tierexperimentellen Studie weiter untersucht werden. Hier gilt es zu klären,

was das morphologische Korrelat der Veränderungen des SR bzw. PSR ist und ob diese Verän-

derungen einen Ein�uss auf das Tumorwachstum oder die Therapie haben.

Die zur Markierung der Tumorzellen in diese eingebrachten Eisennanopartikel lieÿen sich mit

der hochau�ösenden suszeptibilitätsgewichteten Bildgebung zwar detektieren, jedoch war die

Spezi�tät dieser Methode nur gering, sodass hier der Einsatz der quantitativen Suszeptibilitäts-

kartierung (QSM - quantitative susceptibility mapping) eine mögliche Methode wäre. Allerdings

sollten in Folgestudien Eisennanopartikel verwendet werden, welche intravenös bei bereits beste-

hendem Tumor appliziert werden können, da dies einer möglichen klinischen Anwendung näher

kommt.

Die beobachteten Veränderungen in der Di�usivität zeigten zwar einen Unterschied zum hu-

manen Glioblastom, machen jedoch auch deutlich, dass die Di�usionstensorbildgebung in der

Lage ist, Veränderungen im Verlauf darzustellen, welche möglicherweise die Pathophysiologie

der Tumorzellin�ltration im humanen Glioblastom genauer charakterisieren. Ebenso sollten die

metabolischen Veränderungen, welche in der vorliegenden Studie mittels des Magnetisierungs-

transfer detektiert, jedoch nur ansatzweise dargestellt wurden, in Folgestudien genauer untersucht

werden, da auch diese möglicherweise weitere diagnostische Kriterien liefern. Mittels aktueller

MR-Methoden lassen sich weitere Informationen über metabolische Veränderungen gewinnen.

Hier sind insbesondere CEST-Imaging und selektive MR-Spektroskopie mittels 2DRF zu nen-

nen. Mit diesen Methoden lassen sich verschiedene Areale gezielt untersuchen, insbesondere der

Tumorrandbereich, welcher sich in der vorliegenden Arbeit als morphologisch und funktionell

von Bedeutung herausgestellt hat.

Zusammenfassend wies das verwendete C6-Glioblastommodell in der Ratte, welches ein in der

Literatur viel benutztes Modell darstellt, insbesondere in der Histologie viele Gemeinsamkeiten

mit dem humanen Glioblastom auf. Im Detail zeigten sich an vielen Stellen jedoch auch Ab-

weichungen, die durch die ausführliche bildmorphologische Charakterisierung deutlich wurden.

Diese Abweichungen betrafen insbesondere die Mikrostruktur des Gewebes mit einer stärker

gerichteten Di�usion peritumoral, welche zirkulär um den Tumor herum orientiert war sowie

die Mikrostruktur der Gefäÿe, welche im Verlauf eine starke Leckage entwickelt haben. Diese
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Charakteristika des C6-Glioblastoms sind bei der Durchführung von Therapiestudien mit syste-

misch verabreichten Chemotherapeutika zu berücksichtigen, da diese den Tumor möglicherweise

in anderer Konzentration erreichen, als im humanen Glioblastom.
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3.18 Unterschiedliche Di�usionskoe�zienten der C6-Tumore: Karte des schein-
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3.23 Perfusionsparameterkarten und Signal-Zeit-Kurven de�nierter Areale:
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3.27 Mittels MRT-Kontrastmittel detektierbare Veränderungen im Zeitver-
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