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ABKURZUNGEN

BSA
CKD
CKD-EPI
DTPA
ECFV
EDTA
eGFR

GFR
MBq
MDRD
MRT
NSF
ROI
SD
SRF

Body Surface Area, Korperoberflache

Chronic Kidney Disease, chronische Nierenerkrankung
Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration
Diethylentriaminpentaessigsaure

Extracellular Fluid Volume, Flussiges Extrazellularvolumen
Ethylendiamintetraessigsaure

estimated Glomerular Filtration Rate, geschatzte
Glomerulare Filtrationsrate

Glomerulare Filtrationsrate

Megabecquerel

Modification of Diet in Renal Disease
Magnetresonanztomographie

Nephrogene Systemische Fibrose

Region Of Interest

Standard Deviation, Standardabweichung

Single Renal Function, einzelne Nierenfunktion



I. EINLEITUNG

I.1. Bedeutung der glomerularen Filtrationsrate (GFR)

Die GFR ist der Hauptindex der Nierenfunktion und gibt das durch samtliche
Glomeruli beider Nieren filtrierte Primarharnvolumen an, aus dem nach
tubularer Rulckresorption der Sekundar- oder Endharn gebildet wird. Die
Normwerte auf Alter, Geschlecht und Korpergrélde bezogen, entsprechen etwa
130 ml/min pro 1,73 m? bei jungen Mannern und 120 ml/min pro 1,73 m? bei
jungen Frauen, bzw. ca. 180 Liter Primarharn am Tag. [Lesley et al. 2006]

Die GFR sinkt physiologisch mit zunehmendem Alter (um ca. 0,7 -1 ml/min/1,73
m? pro Jahr) [Lindeman et al. 1985] oder aufgrund pathologischen Bedingungen

bzw. Erkrankungen der Nieren wie z.B. einer Glomerulonephritis.

1.2. Methoden zur Bestimmung der GFR

Die GFR wird aus der Eliminierung eines idealen Filtrationsmarkers, wie z.B.
Inulin  oder alternativen exogenen Markern, wie lothalamat, EDTA,
Diethyltriaminpentaessigsaure und lohexol bestimmt [Lesley et al. 2006]. Auch
stehen endogene Marker, wie das im Muskel als Abfallstoff gebildete Kreatinin

oder das Cystatin C, zur Verfugung.

l.2.1. Die Inulin-Clearance

Die Inulin-Clearance gilt als der Goldstandard zur Ermittlung der Nierenfunktion.
Es handelt sich hier um ein Polysaccharid der Fruktose und wurde erstmals
1934 beim Menschen eingesetzt [Shannon und Smith, 1935]. Inulin erfullt
ganzlich die Erfordernisse einer Substanz, die zur Bestimmung der GFR

verwendet werden sollte:

- es wird glomerular frei filtriert und tubular nicht rlickresorbiert



- tubular weder sezerniert, noch metabolisiert
- es ist nicht an Plasmaproteine gebunden und nicht toxisch

- es ist physiologisch inert

Die Menge des filtrierten Inulins in den Glomeruli entspricht der GFR
multipliziert mit der Plasmainulinkonzentration: GFR x Pin. Die Menge des
ausgeschiedenen Inulins entspricht der Urin-Inulinkonzentration (Uin)
multipliziert mit der Urinflussrate (V, ausgeschiedenes Volumen pro Zeiteinheit).

Somit entspricht das filtrierte Inulin der im Urin ausgeschiedenen Menge.

Es Iasst sich folgender Zusammenhang beschreiben:

1)GFRX P|n= Umxv

2) GFR = Pin
GFR = ml/min
\% = Urinvolumen in mi
Pin = Inulin-Konzentrationen in Plasma [g/I]
Un = Inulin-Konzentrationen in Urin [g/l] das pro Zeiteinheit [min]

ausgeschieden wird

Die Bestimmung der ,Standard-Inulin-Clearance® erfordert eine kontinuierliche
Inulinzufuhr mittels Infusion, mehrfache exakte Urinsammlungen mit oder ohne
Blasenkatheterisierung und eine zeitaufwendige Nachbearbeitungszeit
[Shannon und Smith, 1935). Sie ist zeit-, kosten und personalintensiv, so dass
sie im klinischen Alltag zu aufwendig und somit kaum noch Anwendung findet
[National Kidney Foundation 2002]. Jedoch stehen einem, zusatzlich zu der
oben genannten Methode, vereinfachte Methoden zur Verfigung, wie z.B. die
Plasma-Inulin-Clearance. Dieses durch Earle und Berliner 1946 beschriebene

Verfahren bendtigt keine Urinsammlungen mehr, da sie aufzeigen konnten,



dass bei gleichbleibender Inulin-Konzentration im Plasma die kontinuierliche

Inulin-Infusion der renalen Inulin-Exkretion entspricht [Earle und Berliner 1946]:

GFR [ml/min] = Infusionsrate [mg/min] / PIn [mg/ml]

Eine weiter vereinfachte Methode ist die, wie hier im Methodenteil noch
eingehender beschriebene Single-Shot-Methode. Bei dieser wird Inulin einmalig
intravends verabreicht und die Nierenfunktion Uber mehrmalige, in definierten

Zeitabstanden enthommene Blutentnahmen bestimmt.

.2.2. Plasma — Clearance — Methoden

Bei den Plasma-Clearance-Methoden wird in einer bestimmten Menge
intravends ein Marker in den Korper injiziert. Durch wiederholte Blutabnahmen
wird die Konzentration des Markers in der Blutprobe bestimmt. Aufgrund der
glomerularen  Filtration nimmt die Konzentration des exogenen
Filtrationsmarkers in nacheinander abgenommenen Blutproben kontinuierlich
ab und somit Iasst sich auf diese Weise die GFR errechnen. Beispiele fur
verwendete GFR-Marker ist das nicht-ionische jodhaltige Rontgenkontrastmittel
lohexol, die bereits genannte Inulin-Clearance oder der in der Nuklearmedizin
verwendete °'"Chrom-EDTA-Clearance.

Die Plasma-Clearance uUberschatzt die reale Clearance systematisch und muss
rechnerisch korrigiert werden. Dies durch die Brdchner-Motensen-Formel
[Brochner-Mortensen 1972]:

GFR = 1,01 x Cl,— 0,0017 x Cl,?

1.2.3. Endogene Filtrationsmarker

Auch im menschlichen Korper selbst gibt es Filtrationsmarker, die zur

Nierendiagnostik herangezogen werden kdnnen.



.2.3.1. Das Serum-Kreatinin

Das 1847 durch Justus Liebig entdeckte Kreatinin ist ein Abbauprodukt des
Kreatins des Muskels [Liebig 1874]. Es ist ein Aminosaurederivat mit einer
Molekularmasse von 113 Dalton, das die meisten, jedoch nicht alle
Eigenschaften eines idealen Filtrationsmarkers besitzt. Es wird frei von den
Glomeruli der Nieren filtriert, ist nicht proteingebunden, wird bei der
Nierenpassage nicht metabolisiert und ist ebenfalls physiologisch inert (Ronald
et al. 1992). Der Serumreferenzbereich liegt zwischen 0,7 — 1,2 mg/dl. Es wird
tagtaglich in der klinischen Routine als Nierenretentionsparameter zur
Abschatzung der Nierenfunktion verwendet. Die Bildung des Kreatinins wird
einerseits durch die Muskelmasse bestimmt und kann ebenfalls durch die
Aufnahme proteinreicher Nahrung beeinflusst  werden, welches
hdchstwahrscheinlich die unterschiedlichen Kreatininwerte im Serum Menschen
unterschiedlichen Alters, ethnischer Herkunft, Rasse und geographischer Lage
erklart. Die extrarenale Eliminierung von Kreatinin kann bei niedriger GFR
erhoht werden, wobei diese Zunahme hauptsachlich auf den Abbau des
Kreatinins durch Darmbakterien zuruckzufuhren ist und auch diese kann mit der
Verwendung von Antibiotika beeinflusst werden. Die Interpretierung der
Nierenleistung nur anhand des Referenzbereiches, um zwischen einer
normalen GFR und einer anormalen zu unterscheiden, kdnnte demnach
irrefuhrend sein [Lesley et al. 2006].

Ebenfalls hat sich das Kreatinin fur Personen mit beginnender
Nierenfunktionseinschrankung als unzuverlassig erwiesen, da es erst ab einem
Verlust von ca. 50% der GFR (Kreatinin-Blinder-Bereich) zu einer Erhdhung des
Serum-Kreatinins kommt. Eine normale Konzentration im Serum kann hiermit
eine bereits beginnende Niereninsuffizienz verschleiern. Durch diesen
Sachverhalt kommt der genauen Messung der GFR mittels Plasma-Clearance-

Methoden oder der Kreatinin-Clearance besondere Bedeutung zu.
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.2.3.2. Die Kreatinin - Clearance

Die Kreatinin-Clearance ist eine in der Routinediagnostik haufig angewandte
Untersuchung um die Nierenleistung annaherungsweise einschatzen zu kdénnen
und um eine manifeste Nierenerkrankung im Langzeitverlauf zu beobachten. Es
hat den Vorteil, dass es im Kreatinin-blinden Bereich eine reduzierte GFR
anzeigen kann.

Jedoch ist wie Dbereits oben genannt das Kreatinin kein idealer
Filtrationsmarker. Bereits 1929 beschrieb Rehberg die glomerulare Filtration
und tubulare Sekretion von Kreatinin [Brandt-Rehberg 1929] und es zeigte sich,
dass das Kreatinin dem Inulin nachsteht: 1935 konnte die aktive Sekretion im
proximalen Tubulusbereich von Kreatinin anhand der Applikation des
organischen Kathions Phlorizin bewiesen werden [James et al 1941].

Weitere Studien konnten den gleichen Zusammenhang fur Cimetidin und
Trimethoprim zeigen, die am gleichen Transporter angreifen [Berglund et al
1975, Burgess et al. 1982, Dubb et al. 1978]. Somit wird die reelle
Filtrationskapazitat aufgrund der tubularen Sekretion Uberschatzt. Trotz dessen
ist die Kreatinin-Clearance in der taglich klinischen Tatigkeit ein wichtiges
diagnostisches Werkzeug. Sie ist leicht durchzufihren und im Vergleich zu den
bereits genannten diagnostischen Mdglichkeiten relativ kostenglnstig. Jedoch
ist sie aber eine flir den durchfuhrenden Patienten aufwandige Prozedur, da
das Sammeln eines Urins Uber einen bestimmen Zeitraum, fir gewohnlich 24
Stunden, bendtigt wird. Somit ist die Kreatinin-Clearance auch sehr

fehleranfallig.

Die Durchflhrung sieht folgenderweise aus:
- Beginn der Sammelperiode (24h) am Vortag ca. um 7:00 - 8:00
Uhr morgens: Zu Beginn Entleerung der Blase und verwerfen
dieser Urinportion,
- Urinsammlung bis zum nachsten Morgen
- Vor Ende der Sammelperiode Blase entleeren.

- Bestimmung des Urinvolumens(ml)
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- Aliquot des Sammelurins sofort ins Labor schicken

- Blutentnahme zur Kreatinin-Bestimmung im Plasma

Die Kreatinin-Clearance berechnet sich folgendermalien:

Kreatinin-Clearance (ml/min) = Vy x ¢(Cr)y / ¢(Cr)piasma X F

Clkr entspricht der Kreatinin-Clearance in ml/min
Vu entspricht dem Harnzeitvolumen
c(Cr)y entspricht der Kreatinin-Konzentration im Urin

c(Cr)pasma  entpricht der Kreatinin-Konzentration im Blutplasma
F ist der Korrekturfaktor.

1.2.3.3. Das Cystatin C

1985 wurde erstmals angenommen, dass das Cystatin C als Marker fur die
GFR in Betracht gezogen werden kann (Referenzbereich: 0,5 - 0,95 mg/l). Das
Cystatin C ist eine Proteinase aus der Familie der Cystein-Proteinase-
Inhibitoren mit einem niedrigen Molekulargewicht (~13 kDa). Es entsteht mit
einer konstanten Produktionsrate in allen kernhaltigen Zellen, wird glomerular
frei filtriert, im proximalen Tubulsbereich der Nieren reabsorbiert und dort
nahezu ganzlich metabolisiert, so dass es nicht im Urin erscheint. Die
Serumkonzentration des Cystatin C wird fast ausschlieBlich durch die
glomerulare Filtration bestimmt, somit kann Cystatin C neben dem Kreatinin als
endogener Marker zur Abschatzung der glomerularen Filtrationsrate verwendet
werden [Dubb et al. 1978]. Da der Spiegel des Cystatin C im Serum
unabhangig von Alter, Geschlecht und Muskelmasse zu sein scheint, wurde es
als zuverlassigerer endogener Filtrationsmarker als das Kreatinin postuliert [Coll
et al. 2000]. Der diagnostische Wert von Cystatin C als Marker fur
Nierenfunktionsstérungen wurde ausgiebig in mehreren klinischen Studien bei
Erwachsenen, Kindern und bei alteren Menschen untersucht. In fast allen

klinischen Studien konnte nachgewiesen werden, dass das Cystatin C eine
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bessere diagnostische Genauigkeit, bezluglich der Unterscheidung zwischen
normaler von eingeschrankter Nierenfunktion besitzt, als das Serumkreatinin.
[Mussap und Plebani 2004]. In einer Studie von Vega et al 2013 an 129
Patienten mit Niereninsuffizienz aller CKD-Stadien, konnte aufgezeigt werden,
dass das Cystatin C verglichen mit den auf Kreatinin basierten Formeln (der
Keatinin-Clearance, der Cockcroft-Gault-Formel, der MDRD-Formel und der
CKD-EPI-Formel) die GFR besser einschatzte [Vega et al. 2013].

Aufgrund der tubularen Metabolisierung, ist die Urinkonzentration niedrig und
kann deshalb nicht zur GFR-Bestimmung in einem Clearance-Ansatz
herangezogen werden. Wegen der sehr geringen Sekretion und der
Reabsorption als intaktes Molekul korreliert jedoch die Serumkonzentration
ausgezeichnet mit der GFR [Kuhlmann et al 2008]. In einer vergleichenden
Untersuchung mit der 125-Jod-Clearance als Goldstandard fur die GFR zeigte
die Serum-Cystatin-C-Konzentration im Vergleich zum Serumkreatinin eine
deutlich bessere Sensitivitat als Marker fur eine Nierenfunktionsstorung
[Kuhimann et al 2008, Coll et al. 2000]. Im Gegensatz zum Serum-Kreatinin
erkennt es schon ab einer GFR unter 80 ml/min eine beginnende
Nierenfunktionseinschrankung mit konsekutivem Anstieg des Cystatin C im
Serum [Artunc et al 2005]. Auch soll die Blutkonzentration unabhangig von
Proteinaufnahme, Entzindungen, Malignomen und Medikamente
ausschlieRlich durch die GFR bestimmt werden. Jedoch kénnen Stérungen der
Schilddrise (Hypo-/Hyperthyreose) und die Einnahme von Glukokortikoiden die
Konzentration des Cystatin C im Serum verandern. Somit ist anzunehmen,
dass die Bestimmung des Serum-Cystatin C in manchen Situationen eine

Uberlegene Alternative zum Serum-Kreatinin ist.

.2.4. Errechnete GFR

Aufgrund der streng mathematisch-hyperbolischen Beziehung zwischen der
Plasma-Konzentration des Kreatinins (oder auch des Cystatin C) und der GFR
kann letztere anhand von Formeln aus der alleinigen Plasma-Konzentration

abgeschatzt werden.
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.2.4.1. Die Cockcroft-Gault-Formel

Diese ist eine im Jahr 1976 entwickelte Formel auf der Grundlage von 249
Patienten zwischen 18 und 92 Jahren [Cockcroft und Gault 1976]:

Kreatinin-Clearance [ml/min] = (140 — Alter) x Gewicht / 72 x Kreatinin
[mg/dl] (Manner) [x 0,85 (Frauen)]

Da auch diese Formel die tubulare Sekretion des Kreatinins nicht
berucksichtigt, Uberschatzt sie die reelle GFR. Bei Frauen wird das Ergebnis
der Cockcroft-Gault-Formel aufgrund der niedrigeren Muskelmasse mit 0,85

multipliziert.

1.2.4.2. Die MDRD-Formel (Modification of Diet in Renal Disease)

Dieser, im Jahre 1999 durch die MDRD-Study-Group entwickelte Formel, lagen
Daten von 1628 Patienten mit chronischer Nierenfunktionseinschrankung
zugrunde. Es sollte die Auswirkungen einer proteinarmen Kost auf die
Progression einer chronischen Niereninsuffizienz untersucht werden. Das Ziel
war es, eine verbesserte Gleichung zur Bestimmung der GFR anhand des
Serum-Kreatinins zu entwickeln. Als Goldstandard-Methode fungierte die

lothalamate-Clearance [Levey et al. 1999]:

eGFR (ml/min/1,73 m?) = Serumkreatinin™"** x Alter®?® x 0.742 (bei

Frauen) x 1.21 (bei Pat. mit schwarzer Hautfarbe)

Auch wurde wie oben in der Formel beschrieben, Rilcksicht auf die
afroamerikanische Bevodlkerung genommen, da diese fur gewdhnlich eine
erhdhte Muskelmasse und somit ebenfalls ein durchschnittlich héheres Serum-
Kreatinin aufweisen. Da diese Formel anhand der Daten von
Niereninsuffizienten entwickelt wurde, scheint sie bei GFR-Bereichen unter 60

ml/min in der Lage zu sein, diese ausreichend genau zu schatzen. In Bereichen
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von 60 ml/min und hoher, scheint sie die reelle GFR-Leistung zu unterschatzen
[Stevens et al 2007]. Verglichen mit der Cockcroft-Gault-Formel, scheint jedoch
die MDRD-Formel bei Erwachsenen mit gesunder Nierenleistung in der Lage zu
sein, die GFR genauer zu schatzen [Lin et al. 2003].

Mit der MDRD-Formel kann man eine genaue GFR-Schatzung bei
nichthospitalisierten Patienten mit chronischer Nierenerkrankung annehmen.
Jedoch ist die Anwendung bei Patienten, z.B. mit Verdacht auf beginnende
oder geringe Nierenfunktionseinschrankung, stark herabgesetzter
Muskelmasse, oder an Personen, denen GliedmalRen amputiert worden, mit
den kreatinin-basierten Formeln nicht empfehlenswert, da es zu einer
deutlichen Fehleinschatzung der GFR kommen kann. Im Vergleich zur MDRD-
Formel, liefert die Cockcroft-Gault-Formel ungenauere Werte bei alten und

adiposen Patienten.

1.2.4.3. Die CKD-EPI-Formel (Chronic Kidney Disease Epidemiology
Collaboration)

Da die MDRD-Formel bei Patienten mit einer GFR von tber 60 ml/min ungenau
ist und die GFR unterschatzt, wurde 2009 die CKD-EPI-Formel entwickelt
[Levey et al. 2009]. Die CKD-EPI-Formel nutzt die gleichen Parameter wie die
MDRD-Formel, schatzt die GFR jedoch in hdheren GFR-Bereichen genauer, da
unterschiedliche Kreatininbereiche berlcksichtigt werden und auf’erdem
hinsichtlich des Serum-Kreatinin bei Frauen ( </ > 0,7 mg/dl) und Mannern ( </
> 0,9 mg/dl) differenziert wird. In hoheren Stadien der chronischen
Niereninsuffizenz zeigt sich jedoch kein signifikanter Unterschied zur MDRD-

Formel.

Es existieren auch Formeln zur Errechnung der GFR aus der Plasma-Cystatin

C-Konzentration:

- eGFR [ml/min/1,73m?] = 99,43 * Cystatin C-"°%" [Larsson et al. 2004]
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- eGFR[m|/min/1_73m2] =84.69 * (S-CysC[mg/|])'1'68 *1.384 (Kinder <14 Jahren)
[Grubb et al. 2005]

80,35
CystatinC(mg/1)

- eGFR [ml/min/1,73 m?] = - 4,32 + [Hoeck et al. 2003]

1.2.5. GFR-Bestimmung mittels Kernspintomographie

Da die meisten gadoliniumhaltigen Kontrastmittel die Eigenschaft besitzen rein
glomerular eliminiert zu werden, sollte es auch moglich sein die Nierenfunktion
kernspintomographisch zu bestimmen [Staks et al 1994, Prasad 2006]. Die
Mehrheit der verwendeten Methoden ermittelt die Nierenfunktion, indem sie die
Kinetik des Kontrastmittels direkt nach Injektion in den Korper und eine
Anpassung an verschiedene Multikompartimentmodelle verwenden [Lee et al.
2003, Hackstein et al. 2003, Buckley et al. 2006]. Die GFR entspricht dem
Ubergang des Kontrastmittels aus dem vaskuldren (praglomeruldren) zum
interstitiellen (tubularen) Kompartiment, der sich durch einen Anstieg der
Signalintensitat Uber der Nierenrinde reprasentiert. Das haufigste Modell ist die
Patlak Rutland-Plot-Technik. Diese Technik beinhaltet zwei Kompartimente
ohne Korrektur fir die tubulare Abgabe oder Verteilung des Kontrastmittels in
den renalen Gefallen. Eine weitere Moglichkeit zur Ermittlung der
Nierenleistung per MRT wurde beispielsweise von Katzberg et. al. beschrieben
und ergaben solide GFR-Werte bei Patienten mit Einzelnieren mittels Messung
der renalen Extraktionsfraktion, dem renalen Blutfluss und Berechnungen des
Produkts dieser beiden auf der Grundlage von Konzentrationsgradienten des
Kontrastmittels in der Nierenarterie und Nierenvene. Als Referenzmethoden
dienten die im Kklinischen Alltag bekannte 24h-Kreatinin-Clearance, die
errechnete GFR aus MDRD- und Cockroft-Gault-Formel [Katzberg et al. 2009].
Die bislang vorhandenen kernspintomographischen Methoden sind sehr
zeitintensiv, da sie aufwandige mathematische Auswertungen erfordern.

2007 wurde von Boss et al. ein neuartiger Ansatz der kernspin-
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tomographischen GFR-Messung beschrieben. Dabei wurde prospektiv die
Durchfuhrbarkeit der GFR-Messung bei gesunden Probanden mittels Messung
der renalen Clearance eines gadoliniumhaltigen Kontrastmittels aus dem
Extrazellularvolumen aufgezeigt. Hierbei wurde die GFR bei 16 Probanden
nach Injektion von ca. 0,05 mmol/kg Korpergewicht Gadobutrol mittels
Messung der Signalintensitat des Kontrastmittels Uber der Leber, Milz oder
Nierenrinde bestimmt. Als Referenzmethode diente die lopromid-Clearance.
Die beste Ubereinstimmung der so erhaltenen GFR zur Referenzmethode
zeigte sich bei Evaluierung des Region Of Interest Uber der Leber (mittlere
GFR 109,0 ml/min/1,73 m?vs. 103,1 ml/min/1,73 m?) [Boss et al. 2007b].

1.3. Zielsetzung der Doktorarbeit

Ziel der vorliegenden Doktorarbeit war es, die positiven Ergebnisse der GFR-
Messung an gesunden Probanden in die klinische Praxis zu Ubertragen und zu
validieren. Mit der Studie an potentiellen Nierenlebendspendern sollte gezeigt
werden, wie prazise eine umfassende Evaluierung der Nierenanatomie und
Nierenfunktion mittels MR-Nephrographie ist und ob somit die Evaluation von
Nierenlebendspendern in einer kernspintomographischen Untersuchung
erfolgen kann. Ziel der zweiten hier in der Arbeit vorgestellten Studie ist die
Demonstration der Genauigkeit und Durchflihrbarkeit unseres MRT-Protokolls

bei Patienten mit chronisch eingeschrankter Nierenfunktion bzw. GFR.
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Il. STUDIENDESIGN UND METHODIK

Il.1. Studie I: GFR-Bestimmung mittels MR-Nephrographie bei
Nierenlebendspenden

11.1.1. Patientenkollektiv

Von Juni 2007 bis Marz 2009 wurden samtliche potentielle
Nierenlebendspender, die  sich im  Transplantationszentrum des
Universitatsklinikums Tubingen vorstellten, konsekutiv in die Studie zur
Bestimmung der GFR per MR-Nephrographie eingeschlossen. Diese Studie
wurde von der hiesigen Ethikkommission genehmigt, bei der European Drug
Regulating Authorities Clinical Trials (EudraCT, Nr. 2007-001090-28) registriert
und stimmte mit den Uberarbeiteten ethischen Standards der Helsinki-
Deklaration von 1975 Uberein. Wahrend des normalen Evaluationsprozesses
wird bei allen Nierenlebendspendern an unserem Zentrum routinemafig eine
kernspintomographische Untersuchung der Nieren, einschlieRlich einer MR-
Angiographie und eine Nierenszintigraphie zur Bestimmung der GFR geplant
und durchgefuhrt.

Der Studie entsprechend wurde die kernspintomographische Untersuchung
erweitert, um zusatzlich die Nierenfunktion zu untersuchen. Alle Probanden
unterschrieben far die erweiterte MRT-Untersuchung eine
Einverstandniserklarung, waren mit der Teilnahme an der Studie und der

wissenschaftlichen Auswertung der Ergebnisse einverstanden.

11.1.2. MRT-Protokoll

Die MRT-Untersuchungen wurden an zwei 1,5-Tesla-Kernspintomographen
(Magnetom Avanto [Einheit A] und Magnetom Sonata [Einheit B], Siemens

Medical Solutions, Erlangen, Deutschland) durchgeflhrt.
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Vordere und hintere flexible Sechskanal-Phasen-Array-Spulen wurden flr den
Signalempfang Uber den Nieren verwendet, hingegen wurde eine integrierte
Spule fur die Spinanregung benutzt. Nach dem Anfertigen einer Reihe von T1-
gewichteten Gradient-Echo-Localizer-Bildern, wurden T2-gewichtete Half-
Fourier-, schnelle singleshot Spin-Echo-Bilder (TR / TE = 1110 ms/118 ms,
schneller Spin-Echo-Faktor 77, Schichtdicke = 5 mm) aufgezeichnet, um die
anatomische Orientierung zu bieten. Zur Vermeidung von Bewegungsartefakten
wurde eine Navigator-Gating-Technik benutzt, damit die Aufzeichnung der
MRT-Bilder bei nahezu identischer Zwerchfellposition ermdglichen werden
kann. Nach der Injektion von 4 ml Gadovist® (Gadobutrol) wurden 60-70 min.
Navigator-gated T1-gewichtete Bilder erstellt. Bei sechs Patienten wurde die
T1-Wichtung unter Einsatz der Einheit A mit einer TurboFLASH-Sequenz (TR /
TE = 528 ms/1.15, Flip-Winkel = 8 °, Tl = 300 ms, Bandbreite = 600 Hz / Px,
VoxelgroRe = 3,0 x 3,0 x 30 mm?3®) angewandt. Fur die Ubrigen 17
Nierenlebendspender wurde die T1-Wichtung unter Einsatz einer TrueFISP-
Sequenz und einer zentral aufzeichnenden K-Raumflllung (TR / TE = 527 ms
ms/1.79, Flip-Winkel = 70 °, | = 300 ms, Bandbreite = 574 Hz / Px, VoxelgroRe
= 3,0 x 3,0 x 30 mm3®) mit der Einheit B verwendet. Es wurde davon
ausgegangen, dass ein lineares Verhaltnis zwischen Signalwachstum und der
longitudinalen Relaxationszeit flr beide Sequenzen besteht [Boss et al. 2006].
Die MR-Angiographie wurde nach den funktionellen Messungen mit einer
fettgesattigten, T1-gewichteten 3D-FLASH-Sequenz (TR / TE = 2,84 ms/0.91
ms, Flip-Winkel = 28 °, Bandbreite = 570 Hz / Px) unter Verwendung von
weiteren 11ml Gadobutrol (entspricht ~ 0,15 mmol / kg) durchgefuhrt. Das MR-
Kontrastmittel wurde von der Bayer Schering Pharma AG (Berlin, Deutschland),

jetzt Bayer Vital (Leverkusen, Deutschland) zur Verfugung gestellt.

I1.1.3. GFR-Ermittlung und seitengetrennte Nierenfunktion mittels MRT

Die MRT-GFR wurde nach einer Bolusinjektion von Gadobutrol (4 ml, ~0,05
mmol/kg) [Boss et al. 2007b] bestimmt. Es wurden Regions Of Interest (ROIs)
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manuell Uber der Leber eingezeichnet und die Signalintensitat nach
Bolusinjektion 60-70 Minuten aufgezeichnet (Abbildung 1). In einer Pilotstudie
zur Messung der GFR unter Verwendung von ROls, zeigte die groflte
Ubereinstimmung zur Referenzmethode das Einzeichnen von ROIs und
Messen der Signalintensitat Gber der Leber, verglichen mit ROIls Uber den
Nierenrinden oder der Milz [Boss et al. 2007b]. Ein lineares Verhaltnis zwischen
der MR-Signalintensitat und der Kontrastmittelkonzentration im Gewebe wurde
schon fraher fur beide in dieser Studie verwendeten Sequenzen und ebenso fur
die Menge des injizierten Gadobutrols nachgewiesen [Boss et al. 2007c]. Nach
Injektion des Kontrastmittels zeigt die Signalintensitatskurve einen typischen
biexponentiellen Verlauf (Abbildung 2). Dies aufgrund der Verteilung von
Gadobutrol vom intravasalen Raum zum extrazellular-flissigen Volumen
(ECFV) und durch die Clearance von Gadobutrol vom ECFV via glomerularer
Filtration [Staks et al. 1994]. Demnach ist eine Abnahme der Signalintensitat
des Gewebes ein Maly fur die Nierenfunktion. Die GFR wurde durch die
konstante Abnahme der zweiten exponentiellen Phase a? und der errechneten

ECFV bestimmt, welche wie folgt im Zusammenhang stehen:

GFR

-> GFR = a>x ECFV
ECFV

ar =

a; wurde nach linearer Regression der logarithmischen Signalintensitatskurve
zwischen der zwanzigsten und sechzigsten Minute bestimmt.

Das ECFV wurde nach folgender Formel berechnet:

ECFV = 0,02154 x WP%4%9 x (.72

W = Kdrpergewicht in Kilogramm

H = KorpergrofRe in Zentimeter
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Zuletzt wurde die GFR standardisiert auf die mittlere Kérperoberflache einer 70

kg schweren Person angegeben (ml/min/1,73m?).

Die seitengetrennte Nierenfunktion wurde anhand von Signalintensitatskurven
mit Hilfe von ROIs, die Uber den Nierenrinden eingezeichnet wurden, errechnet
[Boss et al. 2006]. Die Kurve zeigt einen Verlauf, der spezifisch flr die Nieren
ist [Rohrschneider et al. 2002], bei derer ein zweiter Peak in den ersten Minuten
nach Kontrastmittelinjektion erscheint. Dieses Muster resultiert aus der
Anreicherung des Kontrastmittels infolge der glomerularen Filtration in den
Nierenrinden [Abbildung 3].

Die Steigung B des linearen Anstiegs einer Niere, kann durch lineares Fitting
des logarithmischen Signals bestimmt werden.

Die einzelne Nierenfunktion (SRF = Single Renal Function, in Prozent) ergibt
sich aus dem Produkt der bestimmten Steigung und dem Areal des
eingezeichneten ROIs Uber der entsprechenden Niere, normalisiert zur Summe

des Produkts beider Nieren:

SRE = PrxROIr
PrxROIr + BIxROII
B = die Steigung geschatzt vom linearen fit
ROI = Region of Interest
r+1 = beschreibt rechte und linke Niere
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Abbildung 1: Eingezeichnete Region of Interests (ROIs) liber der Leber und den Nierenrinden
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Abbildung 2: Verlauf der Signalintensitat Gber der Leber nach Injektion von 4 ml Gadobutrol

sowie deren typischer biphasischer Verlauf (die Linie reprasentiert die zweite Phase und

entspricht der renalen Elimination).
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Abbildung 3: Signalintensitatskurve Uber den Nierenrinden. Das Verhaltnis zwischen der
rechten und der linken Niere wurde aus dem Verhaltnis der Steigungen und der GroéRe der
ROls ermittelt.

I1.1.4. Nierenszintigraphie

Am selben Tag der kernspintomographischen Untersuchung unterzog sich
jeder Nierenlebendspender einer Nierenszintigraphie zur Bestimmung der GFR.
Diese diente als Referenzmethode. Die Patienten wurden in Ruckenlage in
einer Gamma-Kamera (Siemens Diacam®) platziert und es wurden {ber 30
Minuten lang posterior dynamische Bilder erfasst. Nach einer Bolusinjektion von
~150 MBq Technetium-markierten Diethylentriaminpentacetat (99mTc-DTPA),
einem bekannten Filtrationsmarker [Morton et al. 1997], wurden die GFR-Werte
anhand von zwei Blutproben, die ein und zwei Stunden nach Injektion

abgenommen wurden, mit Hilfe der folgenden Gleichung bestimmt:
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DxIn(P1/P2  (T1nP2 -T2mmP1\|""
GFR ex

T2-T1 T1-T2

D ist die Dosis in Zahlungen pro Minute; die P7-Aktivitat im Plasma bei
Zeitpunkt 1 (Zahlungen pro Milliliter) und die P2-Aktivitdt im Plasma
zum Zeitpunkt 2 (Zahlungen pro Milliliter). Die Daten wurden mit der
kommerziell verfugbaren Software Siemens ICON ® 9.5 KB 34, MPE-
programme: Renal_GFR, Rev. 3.3 ausgewertet.

Zuletzt wurde die GFR standardisiert auf die mittlere Kérperoberflache einer 70
kg schweren Person angegeben (ml/min/1,73m?).

Die seitengetrennte Nierenfunktion wurde von ROI-Analysen mit Hilfe des MPE-

Programms bestimmt.

11.1.5. Laboruntersuchungen

Am Tag der Kernspintomographie- und Szintigraphie-Untersuchung wurden
ebenfalls das Serum-Kreatinin und die Kreatinin-Clearance bestimmt. Letzteres
von einem am Tag zuvor begonnenen 24-h-Sammelurin. Die Serum-Kreatinin-
Konzentrationen wurden an Auto-Analysatoren von Bayer (Leverkusen,
Deutschland) enzymatisch gemessen. Die Werte der Kreatinin-Clearance
wurden auf eine BSA von 1,73 m? normalisiert. Die MDRD-GFR-Werte wurden
in Ubereinstimmung zur Isotopenverdiinnungs-Massenspektrometrie nach der

vereinfachten MDRD-Formel berechnet [Levey et al. 2007].
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11.1.6. Datenanalyse und —statistik

Alle Daten werden als arithmetische Mittelwerte + Standardabweichung (SD =
Standard Deviation) dargestellt. ROI-Definierung und -Generierung von
Signalintensitats-Zeit-Kurven wurden mit selbst programmierten MATLAB-
Routinen (The MathWorks, Natick, MA, USA) nach der Ubertragung der MR-
Daten in das Digital Imaging and Communications in Medicine (DICOM)-Format
durchgefuhrt. Die GFR und seitengetrennte Nierenfunktionen wurden mit
Windows Excel berechnet. Die statistische Analyse erfolgte mit Hilfe von
GraphPad Prism (Version 4.00 fur Windows) GraphPad Software (San Diego,
CA, USA). Die erhaltenen Daten wurden als normal verteilt, entsprechend dem
Kolmogorov-Smirnov-Test befunden, wonach die Korrelationskoeffizienten
parametrisch nach Pearson berechnet wurden. Die statistische Korrelation
zwischen Radionuklid-Szintigraphie (Referenzmethode) und MRT wurde mit

einem Bland-Altman-Diagramm getestet.

I1.2. Studie Il: GFR-Bestimmung mittels MR-Nephrographie bei chronisch
Nierenkranken

11.2.1. Patientenkollektiv

Diese zweite Studie wurde an 16 Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz,
als Folge unterschiedlicher Grunderkrankungen, der CKD-Stadien 1, 2 und 3
durchgefuhrt. Nur Patienten mit stabiler Nierenfunktion und stabiler MDRD-GFR
Uber einen Zeitraum von mindestens zwei bis drei Monate wurden
eingeschlossen. Dies wurde durch die Bestimmung der MDRD-GFR am Tag
der geplanten kernspintomographischen Untersuchung mit friheren Werten
verglichen und somit bestatigt. Ausgeschlossen wurden Studienteilnehmer, falls
die MDRD-GFR-Werte mehr als 10 ml/min/1,73m? abwichen oder unter 30
ml/min/1,73m? lagen. Diese Studie wurde vom Bundesinstitut fur Arzneimittel

und Medizinprodukte (BfArM) genehmigt und an der EudraCT registriert (Nr.
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2007-000410-37). Alle Teilnehmer gaben zur Teilnahme an der Studie und

Auswertung der Daten ihre schriftliche Einwilligung.

11.2.2. MRT-Protokoll

Die MRT-Untersuchung wurde an einem 1,5-Tesla-Kernspintomographen
(Magnetom, Siemens Medical Solutions, Erlangen, Deutschland) durchgeflhrt.
Im Unterschied zum oben genannten Protokoll, wurde in dieser zweiten Studie
keine MR-Angiographie durchgefuhrt. Bezuglich der restlichen Protokolls siehe
Kapitel 11.1.2.

11.2.3. GFR-Ermittlung mittels MRT

Siehe Kapital 11.1.3.

11.2.4. Inulin-Clearance

Die Inulin-Clearance wurde in dieser zweiten Studie als Referenzmethode
verwendet. Bevor sich die Patienten in den Kernspintomographen legten, wurde
ihnen 5000 mg Sinistrin (Inutest®, Fresenius Kabi, Linz, Osterreich) als
intravendser Bolus injiziert. Nach Beendigung der kernspintomographischen
Untersuchung wurden insgesamt 4 Blutproben im Abstand von jeweils 30
Minuten abgenommen. Die letzte Blutrobe wurde ca. 3 Stunden nach der
Sinistrin-Gabe gewonnen. Die Sinistrin-Plasma-Konzentrationen wurden
manuell nach der photometrischen Methode von Roe ermittelt [Roe et al. 1949].
Die GFR wurde durch die Plasma-Elimination von Sinistrin unter Annahme

eines Ein-Kompartiment-Modells berechnet. Die unkorrigierte GFR* wurde nach
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linearer Regression der logarithmischen Sinistrin-Plasma-Konzentration und der

injizierten Dosis entsprechend der nachfolgenden Formel gewonnen:

Dosis
Io

GFR inuin = @2 X

a, bezeichnet die Steigung und lp den Schnittpunkt (reprasentiert die imaginare
Konzentration bei Injektion). Um eine Uberschatzung des Ein-Kompartiment-
Modells zu korrigieren, wurden die Werte mit Hilfe der Brochner-Mortensen

Formel korrigiert [38]:
GI:R*inulin = 0,991 GI:R*inulin - 0,012 (GFR*inulin )2

SchlieBlich wurde die GFR standardisiert auf die mittlere Kérperoberflache einer

70 kg schweren Person angegeben (ml/min/1,73m?).

Messmethode:

Herstellung der bendtigten Losungen:
- 0,5NaOH (1 Teil H20 + 1 Teil 1N NaOH)
- 30 %iges HCI (gebrauchsfertig)
- 10 %ige ZnSO4 (20 g auf 200 ml H20)
- Resorcin-Reagenz: 0,1 g Resorcin + 0,25 g Thioharnstoff in 100 ml
Essigsaure (gebrauchsfertig) in einer dunklen Flasche l16sen
- 0,1 %ige NaNO2 (0,1 g NaNO2 in 100 ml H20 Iésen)

Beschriftung der Réhrchen:
- pro Probe ein 10 ml Réhrchen fur die Aufarbeitung (1,2,3,...)
- pro Standardkonzentration ein 10 ml Réhrchen fur die Verdinnungsreihe
mit folgenden Konzentrationen: 0,16, 0,32, 0,63, 1,25, 2,5, 5 g/|
- pro Standardkonzentration der Verdunnungsreihe zwei 5 ml Rdhrchen

mit den obigen Konzentrationen fur den Testansatz



27

- pro Probe insgesamt vier 5 ml Réhrchen (je 2) fir den Testansatz (4 x
1,4x2,..)

Aufarbeitung der Proben:

Die Proben wurden 10 Minuten lang bei 4000 Umdrehungen pro Minute
zentrifugiert. Als nachstes erfolgte die Enteiweilung der Proben in den 10 ml
Roéhrchen. Die bendtigten Reagenzien wurden mit Hilfe einer Multipipette
pipettiert.

Die Enteiweillung sah wie folgt aus:

0,5 ml Plasma + 0,5 ml 10%ige ZnSO4 + 0,5 ml 0,5N NaOH + 1 ml H20

Nach jeder zugegebenen Lésung wurde mit dem Vortexer geschuttelt.
Die Proben wurden nun 10 Minuten lang stehen gelassen und dann 10 Minuten

bei 4000 Umdrehungen pro Minute zentrifugiert.

Herstellung der Standardverdinnungsreihe:

In die mit 5 beschrifteten 10 ml Rdhrchen wurden 4980 ml + 20 ul Inulin
pipettiert. In die restlichen Réhrchen wurde je 2 ml Wasser pipettiert. Aus dem
mit 5 beschrifteten Réhrchen wurden nun 2 ml in das mit 2,5 beschriftete
Roéhrchen pipettiert. Nun wiederholte sich dieser Vorgang, in dem 2 ml aus dem
2,5er Rohrchen in das 1,25er Rohrchen pipettiert und geschuttelt wurde. Am

Ende mussten sich 4 ml in dem 0,16er R6hrchen befinden.

Testdurchfuhrung:
Aus den jeweiligen Rohrchen der 1:10 der SerumenteiweiRung, wurden nun
250 ul in die entsprechenden zwei 5 ml RdAhrchen pipettiert.

Nun folgte die Zugabe der Reagenzien:

+ 125 ul Resorcin Reagenz
schatteln
+ 1 ml 30%ige HCI

schitteln
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Daraufhin wurden die Proben in ein 80°C heilRes Wasserbad gestellt und zwar
so lange, bis bei der niedrigsten Standardkonzentration eine leichte Farbung zu

erkennen war. Danach wurden die Proben mittels Eis abgekuhit.

Als Letztes erfolgten die  photometrischen = Messungen  mittels

Spektrophotometer bei einer Wellenlange mit 520 Nanometer.

11.2.5. Messung der Gadobutrol-Serumkonzentration

In Analogie =zur Inulin-Clearance wurde zusatzliche die Gadobutrol-
Serumkonzentration zur Berechnung der Gadobutrol-Plasmaclearance
bestimmt. Die Serumkonzentration von Gadobutrol wurde aus denselben
Proben die zur Inulin-Clearance verwendet wurden, mittels ICP-OES (induktiv
gekoppelte optische Plasma-Emissionsspektrometrie, IRIS Advantage, Thermo,
Dreieich, Deutschland) bestimmt (Dr. T. Frenzel, Bayer Pharma AG, Berlin). Ein
Milliliter Serum wurde mit 200 ul 65%iger Salpetersaure versetzt. Die Mixtur
wurde in ein Proberéhrchen mit 10ml 5%iger Salpetersaure und 100 ul internem
Standard (1000 ppm Yttrium) Uberflhrt. Zum Ausfallen wurde diese Mixtur Uber
Nacht gelagert. Die ausgefallenen Proteine wurden nach unten abzentrifugiert
und danach wurde die Gadolinium- und Yttrium-Konzentration mit einer
Wellenlange von 342, 247, 324 und 228 nm gemessen. Das Messgerat wurde

zuvor mit Elementstandards (Merck, Darmstadt, Germany) kalibriert.

11.2.6 Datenanalyse und —statistik

Siehe Kapitel 11.1.6.
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lll. ERGEBNISSE

lll.1. Studie I: GFR-Bestimmung mittels MR-Nephrographie bei
Nierenlebendspendern

Tabelle 1 zeigt die Charakteristika der Studienteilnehmer (n = 23)

Alter 52 + 13 Jahre
Geschlechtsverteilung (mannlich/weiblich) 39/61% (n=9/n =16)
BSA 1,86 + 0.16 m?
Systolischer Blutdruck 118 £ 9 mmHg
Diastolischer Blutdruck 76 £ 6 mmHg
Serum-Kreatinin 0,77 £ 0,16 mg/d|

24-h Kreatinin - Clearance 120 £ 30 ml/min/1,73 m?
Albuminurie*® 12 £ 6 mg/24h

Arithmetische Mittel + Standardabweichung; Blutdruck(-Werte wurden durch
eine ambulante 24h-Blutdruckmessung erhalten. *Bezogen auf n = 5 Patienten,

da bei den restlichen Teilnehmern nicht nachweisbar.

I11.1.1. Anatomie

Die T2- und T1-gewichteten MRT-Bilder, die mit beiden
kernspintomographischen Sequenzen (TurboFLASH und TrueFISP) erhalten
wurden, ermdglichten bei allen Patienten die Auswertung der Nierengréfl3e und
Nierenanatomie. Es lie3en sich regelrechte NierengroRen bei allen Patienten
eruieren. Bei drei Patienten =zeigten die T2-gewichteten Bilder das
Vorhandensein von Nierenzysten. Mit Ausnahme eines Patienten mit

doppeltem Harnleiter, hatten alle Patienten beidseitig einen Harnleiter. Bei
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samtlichen Patienten ermdglichte die kontrastmittelverstarkte MR-Angiographie
eine umfassende Evaluierung des Gefalistatus. Wahrend bei drei Patienten
doppelte Nierenvenen gefunden wurden, ergab die Untersuchung bei vier

Studienteilnehmern akzessorische Nierenarterien.

lll.1.2. Nierenfunktion — GFR und seitengetrenntes Filtrationsvermoégen

Die kernspintomographische Bestimmung der GFR wurde erfolgreich bei 21
Teilnehmern durchgefuhrt. Bei zwei Patienten war die Bestimmung aufgrund
eines technischen Fehlers frustran. Die MRT ergab eine mittlere MR-GFR von
115 £ 22 ml/min/1,73 m?, die mittlere DTPA-GFR aus der Nierenszintigraphie
betrug 112 £ 25 ml/min/1,73 m? Wie in Abbildung 4 dargestellt, zeigten die
GFR-Werte eine gute Ubereinstimmung mit einem Korrelationskoeffizient von
r = 0,84. Der Mittelwert der gepaarten Differenzen betrug 4 + 13 ml/min/1.73 m?
und war nicht signifikant verschieden von Null, mit Ausnahme einer Verzerrung
zwischen den beiden Methoden (Abbildung 5). Die Daten der TrueFISP- (n =
15) und TurboFLASH-Sequenz (n = 6) zeigten beide gute Ubereinstimmungen
mit den Ergebnissen der Referenzmethode. Die mittlere gepaarte Differenz der
TurboFLASH-Sequenz (10 £ 7 ml /min/1,73 m?) war leicht héher als die der
TrueFISP-Sequenz (1 £ 15 ml/min/1,73m?), wahrend der Korrelationskoeffizient
der TrueFISP-Sequenz (r = 0,82) ein wenig niedriger verglichen zur
TurboFLASH-Sequenz (r = 0,97) war. Die Mittelwerte der Nierenszintigraphie
fur die rechte und linke Nierenfunktion ergaben ein Seitenverhaltnis von 51 %
3% und 49 £ 3%, bzw. 50 £ 4% und 50 + 4% der MRT-Untersuchung. Das
mittlere Verhaltnis zwischen rechter und linker Nierenfunktion war bei beiden
Techniken ahnlich, namlich 1,06 + 0,12 mit der Nierenszintigraphie und 1,01 +
0,17 mit dem MRT, P = 0,20). Beide Werte waren nicht signifikant verschieden
von der Einheit und der Korrelationskoeffizient lag bei r = 0,46. Es gab keine

Verzerrung zwischen den beiden Methoden (Abbildung 6 und 7).
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Abbildung 4: Diagramm der GFR-Werte durch MR-Nephrographie und Referenzmethode

(Korrelationskoeffizient r = 0,84; die gestrichelte Linie reprasentiert die Identitatslinie).
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Abbildung 5: Bland-Altman-Diagramm ohne einen systematische Bias zwischen MR-GFR und
DTPA-GFR (die durchgezogene Linie zeigt den Mittelwert der gepaarten Differenz; die

gestrichelten Linien reprasentieren + 2 SD).
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Abbildung 6: Diagramm des Verhaltnisses zwischen rechter und linker Nierenfunktion, die
durch die MR-Nephrographie und DPTA-GFR erhalten wurden (Korrelationskoeffizient von r =

0,49; die gestrichelte Linier reprasentiert die Identitatslinie).

0.30
A
A
0.15 4 N
A
A
g .
I
3 0004 . ; N —
E 0.75 A TG A — s
3
3 A
0.15 4 A .
A A N
A
030d Tttt

meanratio from MR and scintigraphy
Abbildung 7: Bland-Altman-Diagramm ohne eine systematische Bias zwischen MR-GFR und
DPTA-GFR (die durchgezogene Linie zeigt den Mittelwert der gepaarten Differenz, die

gestrichelte Linie zeigt die Standardabweichung).
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I11.1.3. Ubereinstimmung zwischen MDRD-GFR und der Kreatinin-
Clearance

Die mittlere MDRD-GFR war signifikant niedriger als die DTPA-GFR (96 + 26

vs. 112 + 25 ml/min/1,73 m?). Die mittlere gepaarte Differenz war -16 + 27

H+

ml/min/1,73 m? und signifikant verschieden von Null (P = 0,01), so dass die
MDRD-GFR  die reelle GFR  systematisch unterschatzte. Der
Korrelationskoeffizient betrug r =0,44 (Abbildung 3). Im Gegensatz dazu hat die
mittlere Kreatinin-Clearance (118 £ 30 ml/min/1.73 m?) sich nicht wesentlich von
den ermittelten Werten der DTPA-GFR unterschieden und die mittlere gepaarte
GFR betrug 6 + 28 ml/min/1,73 m?, ein Wert nicht signifikant verschieden von
Null (P = 0,34). Die Korrelationskoeffizient betrug r = 0,51 (Abbildung 8).
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Abbildung 8: Diagramm der MDRD-GFR und der Kreatinin-Clearance, die durch die DTPA-
GFR ermittelt wurden. Korrelationskoeffizient r = 0,44 fir MDRD-GFR und r = 0,51 fir die

Kreatinin-Clearance. Die gestrichelte Linie reprasentiert die Identitatslinie.
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lll.2. Studie Il: GFR-Bestimmung mittels MR-Nephrographie bei chronisch
Nierenkranken

In diese Studie wurden n = 16 Patienten mit chronischer Nierenerkrankung
(CKD) eingeschlossen. Die Charakteristika dieser Kohorte werden in Tabelle 2
dargestellt. Die MDRD-GFR-Werte lagen zwischen 30 und 104 ml/min/1.73m 2,
mit einem Mittelwert von 74 ml/min/1,73m?, entsprechend den CKD-Stadien 1, 2
und 3. Das Vorliegen einer Proteinurie der Patienten war gering und die
meisten der Patienten entwickelten ihre CKD aufgrund einer arteriellen
Hypertonie, Sarkoidose, polyzystischen Nierenerkrankung oder Diabetes
mellitus. 3 Patienten mussten aus der Studie ausgeschlossen werden, da bevor
die MR Untersuchung gestartet werden konnte, sich eine schwere

Klaustrophobie entwickelte.

Tabelle 2: Charakteristika der Studienteilnehmer und Atiologie der chronischen

Nierenerkrankung:

Alter 54 Jahre (46 - 62)
Korperoberflache 1,97 m? (1,81 — 2,08)
Serum — Kreatinin 1,15 mg/dl (0,90 — 1,30)
MDRD-GFR 74 ml/min/1.73m? (59 — 89)
Proteinurie 0,3 g/24 h (0,29 — 0,45)

I11.2.1. Nierenfunktion — MR-GFR vs. Inulin-GFR

Die Bestimmung der MR-GFR konnte erfolgreich bei allen Patienten
durchgefuhrt werden. Nur bei zwei Teilnehmern gelang dies nicht, da bei einem
aufgrund  technischen  Versagens und beim zweiten  Patienten

Bewegungsartefakte die Bestimmung nicht ermdglichten. Bei den Ubrigen
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Teilnehmern ergab die Inulin-Clearance als Referenzmethode eine mittlere
GFR von 71 £ 24 ml/min/1,73m? und die MR-Nephrographie eine mittlere GFR
von 71 £ 24 ml/min/1,73m2. Wie in Abbildung 9 dargestellt, zeigten die
bestimmten GFR-Werte eine gute Ubereinstimmung mit einem
Korrelationskoeffizienten von r = 0,92. Der Mittelwert der gepaarten Differenzen

lag bei 1 £ 10 ml/min/1,73m? und unterschied sich nicht signifikant von Null,.
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Abbildung 9: Darstellung der GFR-Werte erhalten durch MRT (Quadrate) und Gadobutrol

Plasmaelimination (Kreise) verglichen mit der Referenzmethode.

11.2.2. Ubereinstimmung zwischen MR-GFR, Inulin-GFR und der
Gadobutrol-Clearance

Um die bildmorphologische, auf Gadobutrol beruhende MR-GFR weiter zu
validieren, wurde zusatzlich die GFR aus der Plasma-Clearance von
Gadobutrol bestimmt. Der Mittelwert der so erhaltenen Gadobutrol-GFR betrug
67 £ 19 ml/min/1,73m? und stimmte somit gut mit der gemessenen GFR aus der
Inulin-Clearance (r = 0,92) und der MR-GFR (r = 0,75) Uberein. Der Mittelwert
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der gepaarten Differenzen zur Inulin-GFR und zur MR-GFR lag bei -4 + 10
ml/min/1,73m? und bei -1 £ 24 ml/min/1,73m? und unterschied sich nicht
signifikant von null.

Die Tabelle 3 zeigt die Variablen zur Berechnung der GFR, die bei den
angewandten Methoden verwendet wurden. Die Geschwindigkeitskonstante a,
des MRT

lag deutlich niedriger als die erhaltenen Werte aus der

Plasmaelimination.  Allerdings  wurde dies durch ein  groReres
Verteilungsvolumen ausgeglichen.
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Abbildung 10 und 11: Bland-Altman-Darstellung ohne eine systematische Verzerrung der

verwendeten Methoden
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Tabelle 3: Vergleich der Geschwindigkeitskonstanten a, und des

Verteilungsvolumens, die der Kalkulation der GFR zugrunde liegen.

Methode Ratenkonstante a,, min™ Verteilungsvolumen, |
Inulin-GFR - 0,0066 + 0.023 13,7+ 3.2

MR-GFR -0,0051 £0.017 " 150+2.3"
Gadobutrol-GFR - 0,0066 + 0.022 * 13,5+3.3%

Werte als arithmetische Mittelwerte + Standardabweichung’ ) reprasentiert das errechnete
extrazellulare Flussigkeitsvolumen, ! signifikante Differenz verglichen mit der Inulin-GFR,

# signifikante Differenz verglichen mit der MR-GFR
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Abbildung 12 zeigt die Ubereinstimmung der MR-GFR zur Referenzmethode bei allen
Patienten der Doktorarbeit. Der Korrelationskoeffizient lag bei r=0,93 und die mittlere Differenz
betrug -3 = 12 ml/min/1.73m?2.
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IV. DISKUSSION

IV.1. Studie I: GFR-Bestimmung mittels MR-Nephrographie bei

Nierenlebendspendern

In dieser Studie wurde die Mdglichkeit der Durchfihrung und die Genauigkeit
eines MR-basierten Ansatzes zur umfassenden Bewertung der Nierenanatomie
und -funktion von potentiellen Nierenlebendspender in einer einzigen
Untersuchung aufgezeigt. Im Vergleich zur Nierenszintigraphie mit DTPA
(Referenzmethode) erlaubte diese Methode ahnliche Werte Uber die absolute
GFR und die getrennte Nierenfunktion zu erhalten, ohne dass sich ein
systematischer Bias zwischen beiden Methoden ergab. Dies bestatigten die
bisherigen Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe [Rossi et al. 2009]. In einer
ahnlichen Studie wurde mittels MR-basiertem Ansatz die Nierenanatomie und -
funktion bei Nierenlebendspendern bestimmt [El-Diasty et al. 2005]. Allerdings
war die Bestimmung der GFR nur mit einem Umrechnungsfaktor moglich, der
zuvor durch eine Radioisotopen-Clearance erhalten wurd. Zuvor wurde bereits
durch Boss et al. die Durchfuhrung und Genauigkeit der GFR-Bestimmung und
seitengetrennten Nierenfunktion mittels MRT bei gesunden Probanden
nachgewiesen [Boss et al. 2007b]. Diese Funktionsmessungen haben bereits
Anwendung in klinischen Indikationen gefunden. Solch ein Protokoll kénnte
eine attraktive Option fur die Evaluierung potenzieller Nierenspender in einer
umfassenden Single-Stop-Untersuchung bieten, da es eine Alternative zu den
drei diagnostischen Modalitdten, die zur Zeit in Gebrauch sind
(Nierenfunktionsszintigraphie, Ultraschalluntersuchung und Arteriogramm),
bietet. Neben der potenziellen Reduzierung der Kosten, reduziert unser
Protokoll den organisatorischen Aufwand flr das medizinische Personal und
senkt die zeitliche Belastung der potenziellen Nierenlebendspender.

Bisher stltzte sich die Bestimmung der GFR der einzelnen Niere mittels
dynamischer MR-Techniken auf die Erfassung des Signals der Nierenrinde
innerhalb der ersten Minuten nach Injektion eines Kontrastmittels [Lee et al.

2003, Hackstein et al. 2005]. Im Gegensatz dazu ermdglicht unser Protokoll die
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Bestimmung der Gesamt-GFR durch Abnahme der Signalintensitat uber der
Leber. Ebenso ermdglicht wurde die Berechnung der Zerfallskonstante a2,
welche ebenfalls bei Plasma-Clearance-Methoden berechnet wird. Der Verlauf
der Signalintensitat Uber der Nierenrinde dient zur Abschatzung der
seitengetrennten Nierenfunktion. Diese Methode fuhrt zu einer relativ langen
Untersuchungszeit von ca. 60-70 Minuten, die evil. bei einigen Patienten
Unannehmlichkeiten verursachen kann. Vor Beginn der MR-Studie wurden alle
Teilnehmer Uber den zeitlichen Aufwand und die Moglichkeit zum Abbruch
aufgeklart. Jedoch brach keiner der Teilnehmer die Studie vorzeitig ab. Trotz
der langen Messzeit, ist die MR-Studie dennoch zeit- und kostengunstiger, da
die Nierenanatomie, -gefalversorgung und -funktion in einer einzigen
Untersuchung bestimmt werden kann. Die Bearbeitung und Analyse der
erhaltenen Daten nimmt zusatzlich ca. eine Stunde in Anspruch. Die gesamte
Evaluierungszeit der Anatomie und MR-GFR wurde somit nicht Ianger als 2,5
Stunden in Anspruch nehmen. Im Gegensatz zu den oben genannten
Protokollen war die Datennachbereitung weniger aufwendig als z.B. die
arbeitsintensive dreidimensionale Segmentierung [Lee et al. 2003, Hackstein et
al. 2005]. Bei zwei Studienteilnehmern kam es zu technischem Versagen
aufgrund von Bewegungsartefakten wahrend der Kernspintomographie. Diese
Tatsache konnte einen breiteren Einsatz der Methode bei einigen Patienten
limitieren. Obwohl ausgezeichnete anatomische Informationen der Nieren
gewonnen werden kdnnen, kann die Schwache eines MR-basierten Ansatzes in
der Visualisierung der Nierengefalle liegen. Wahrend viele Studien eine gute
Ubereinstimmung zwischen MR-Angiographie und CT-Angiographie [Halpern et
al. 2000] oder digitaler Subtraktionsangiographie (DSA) [Kock et al. 2005] und
chirurgischen Resultaten [Kramer et al. 2006] ergaben, berichteten einige
Studien Uber eine geringere Sensibilitat der MR-Angiographie bei der Ermittlung
akzessorischer Nierenarterien verglichen mit der CT-Angiographie [Kim et al.
2006, Hodgson et al. 2006]. In unserer Studie stimmte die Gefallversorgung
aller explantierten Nieren exakt mit dem MRT-Befund Uberein.

Die exakte Bestimmung der GFR und der seitengetrennten Nierenfunktion wird

bei potentiellen Nierenlebendspendern zwingend empfohlen. Die britische
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Transplantationsgesellschaft hat die Mindest-GFR-Werte veroffentlicht, die
prognostisch wichtig fur den Verlust der Nierenfunktion im Laufe des Lebens
der Spender sind. Die geringst akzeptable GFR liegt bei 86 ml/min/1,73m? fur
einen Spender unter 40 Jahren und sinkt auf 77, 68, 59 und 50 ml/min/1,73m?
fur jeweils 50, 60, 70 und 80 Jahrige. Die Grundlage fur diese prazisen
Entscheidungsalgorithmen ist eine genaue Messung der GFR mittels
Filtrationsmarkern wie Inulin, Radioisotopen oder mit dem Kernspin-
tomographen, wie in vorliegender Studie dargestellt. Angesichts der Breite der
GFR-Werte in unserer Kohorte (73 bis 157 ml/min/1,73 m?) und des relativ
hohen Spenderalters von 52 + 13 Jahren, ist eine genaue Messung der GFR
klar gerechtfertigt. Die alleinige Verwendung von Kreatinin-basierten Formeln
oder der Kreatinin-Clearance kann, wie von uns gezeigt wird, keine exakte
Alternative bieten. Die MDRD-GFR unterschatzte systematisch die durch die
Nierenszintigraphie erhaltene DTPA-GFR und zeigt eine schwache Korrelation,
welche in Ubereinstimmung mit der schlechten Performance der MDRD-Formel
bei Patienten mit normaler GFR ist [Anavekar et al. 2005]. Die Kreatinin-
Clearance unterschied sich nicht signifikant von der DTPA-GFR, jedoch war
auch hier die Korrelation schwach. Sowohl die MDRD-GFR als auch die
Kreatinin-Clearance zeigten groe Unterschiede und ergaben deutliche Uber-
und Unterschatzungen im Vergleich zur GFR der Nierenszintigraphie. Die
Saturation-Recovery Navigator-gated TrueFISP-Sequenz hat sich im Vergleich
zur TurboFLASH-Sequenz in jungster Zeit mit einer hoheren Signalausbeute
bewiesen [Boss et al. 2007c]. Die TurboFLASH-Sequenz ist aulderst T1
gewichtet, wahrend die TrueFISP Sequenz eine kombinierte T1-und T2-
Wichtung besitzt. In dieser Studie wurden die Nierenfunktionen sowohl mit der
TrueFISP als auch mit der TurboFLASH-Sequenz bestimmt und ergaben
vergleichbar gute Resultate. Beide Sequenzen erwiesen sich als zuverlassig
und bieten Ubereinstimmende GFR-Werte. Wenn Uberhaupt, hatte die
TurboFLASH-Sequenz eine leichte Tendenz die GFR geringfugig zu
iberschatzen (mittlere Differenz 10 + 7 ml/min/1,73 m?) im Vergleich zur
TrueFISP (1 + 15 ml/min /1,73 m?). Die Gesamtmenge des gadoliniumhaltigen

Kontrastmittels lag bei 15 ml (entsprechen ~ 0,2 mmol/kg). Somit lag sie nicht
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Uber der empfohlenen Maximaldosis fur MR-Angiographien von 0,3mmol/kg.
Die Entwicklung der nephrogenen systemischen Fibrose (NSF), welches in
Verbindung mit gadoliniumhaltigen Kontrastmitteln gebracht wird, kdnnen bei
dieser Dosierung und bei Patienten mit normaler Nierenfunktion

ausgeschlossen werden.

IV.2 Studie ll: GFR-Bestimmung mittels MR-Nephrographie bei

chronisch Nierenkranken

In dieser Studie konnten wir die Genauigkeit der GFR-Bestimmung mittels
Kernspintomographie bei Patienten mit chronischer Nierenerkrankung der CKD-
Stadien 1, 2 und 3 demonstrieren. Verglichen mit dem Referenzverfahren, der
Inulin-Clearance, konnte eine sehr gute Ubereinstimmung unseres MRT-
Protokolles erzielt werden, ohne dabei eine systematische Verzerrung zwischen
den beiden Methoden zu erhalten. Die Durchfuhrbarkeit der Bestimmung der
GFR mittels dynamischer Kernspintomographie bewahrte sich bereits bei
gesunden Probanden und wie in dieser Arbeit mittlerweile bereits beschrieben,
auch bei potenziellen Nierenspendern [Boss et al. 2007b, Artunc et al. 2010].
Allerdings wiesen diese Kohorten eine normale GFR auf, so dass die
Genauigkeit der GFR-Bestimmung mittels MRT bei Patienten mit
eingeschrankter Nierenfunktion eingehender geklart werden sollte. Unsere
Daten zeigen, dass in der Tat auch verlassliche GFR-Werte bei Patienten mit
chronischer Niereninsuffizienz mittels dynamischer MRT bestimmt werden
kénnen. Insgesamt konnte eine sehr gute Ubereinstimmung mit der
Referenzmethode Uber die gesamte Breite der erhaltenen GFR-Werte (von 30
bis 150 ml/min/1,73m?) erreicht werden. Somit erlauben die
kernspintomographisch bestimmten GFR-Werte eine zuverlassige und genaue
Schatzung der wahren GFR sowohl bei gesunden Probanden als auch bei
Patienten mit stabiler chronischer Niereninsuffizienz.

Da die MR-GFR-Werte durch das Abfallen der Signalintensitat Uber der Leber

nach der 20. Minute berechnet werden, kann diese Methode Anwendung in
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jeder Routineuntersuchung von kontrastmittelverstarkten MRT-
Untersuchungen, ohne die Notwendigkeit fur einen weiteren Bolus und auch
unabhangig von der Hohe des injizierten Kontrastmittels, integriert werden. Es
konnten anatomische und funktionelle Evaluierungen in einer einzigen
Untersuchung durchgefihrt werden. Ein Beispiel dafir ware die MR-
Angiographie bei Nierenarterienstenosen. Ein weiterer Vorteil der Methode ist
die relative Simplizitat, da die Nachbearbeitung und Auswertung der erhaltenen
Daten ca. eine Stunde in Anspruch nehmen wirde, ohne die Notwendigkeit fur
arbeitsintensive Nachbearbeitung wie dies bei der dreidimensionalen
Segmentierung der Fall ist [Hackstein et al. 2005, Lee et al. 2003, Bokacheva et
al. 2009].

Der Unterschied der Geschwindigkeitskonstanten a, zwischen MR- und
Plasma-Clearance-Methoden war signifikant. Allerdings stimmten die
erhaltenen GFR-Werte beider Methoden gut Uberein. In Single-Shot-Clearance-
Methoden werden Fehler der Steigung durch reziproke Anpassung des
Schnittpunktes korrigiert und damit das Verteilungsvolumen ausgeglichen
[Peters 2004]. Mit unserer MR-Methode ist der Schnittpunkt nicht zu
bestimmen, da nur willkkirliche Signalintensitatswerte von Bilddaten
aufgezeichnet werden, die nicht in eine Konzentration umgewandelt werden
konnen. Daher ist die Berechnung eines Verteilungsvolumens nicht moglich.
Wahrend die ay, erhalten von Inulin- und Gadobutrol-Clearance héher bestimmt
wurden, war das Verteilungsvolumen kleiner als das berechnete ECFV. Obwohl
die GFR das Ergebnis einer Multiplikation beider Parameter ist, konnten wir
eine gute Ubereinstimmung zwischen MR- und Plasma-Clearance-Methoden
erzielen.

Jungste Berichte deuten auf einen Zusammenhang zwischen der Gabe von
gadoliniumhaltigen MR-Kontrastmitteln bei Patienten mit fortgeschrittener
Niereninsuffizienz (GFR <15 ml/min/1,73m?) und der Entwicklung einer
nephrogenen systemischen Fibrose hin [Grobner 2006]. Weltweit wurden bis
heute rund 200 Falle von NSF mit gadoliniumhaltigen Kontrastmitteln in
Verbindung gebracht [Perazella 2008]. Aktuelle Hinweise zeigen, dass das

Risiko zur Entwicklung der NSF bei Kontrastmitteln mit linearen Chelaten mit
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héherem Risiko in Verbindung steht [Levey 2007]. In Europa sind seit den
Berichten Uber die nephrogene systemische Fibrose Gadodiamid,
Gadopentetat, Dimeglumin und Gadoversetamid bei Patienten mit einer
glomerularen Filtrationsrate unter 30 ml/min/1,73m? (CKD- Stadium 4 und 5)
kontraindiziert. Diese Verbindungen haben eine lineare Struktur. Bisher wurden
keine Falle von NSF nach Gabe von Gadobutrol berichtet, da es ein zyklisches
Chelat mit hoher Stabilitat ist [Thomsen et al. 2007]. Zudem wird eine
Korrelation zwischen der Menge des injizierten Kontrastmittels und der
potenziellen Entwicklung der NSF angenommen [Perazella 2008]. In unserer
Studie wurde den Probanden eine Dosis von 4 ml Gadobutrol (mittlere Dosis
pro Patient 0,05 mmol/kg) verabreicht. Diese Menge liegt unter der maximal
empfohlenen Dosis von 0,3 mmol/kg. Vor der MR-Untersuchung wurden die
Patienten Uber die mdglichen Risiken im Zusammenhang mit dem Einsatz des
gadoliniumhaltigen Kontrastmittels informiert. Weder milde, noch extreme
Reaktion auf die Verabreichung des Kontrastmittels wurden unmittelbar nach
der Injektion von Gadobutrol und auch nicht nach der MR-Untersuchung
beobachtet. Jedoch kann die Assoziation von gadoliniumhaltigen
MR-Kontrastmitteln mit der gefahrlichen unerwinschten Nebenwirkung einer
NSF die breitere Anwendung der GFR-Bestimmung durch die

Kernspintomographie, insbesondere bei Patienten mit CKD, begrenzen.
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V. ZUSAMMENFASSUNG

Ziel dieser Arbeit war die kernspintomographische Bestimmung der GFR im
klinischen Alltag bei Nierenlebendspendern und Patienten mit chronischer
Nierenerkrankung zu validieren. Dazu wurden samtliche sich von Juni 2007 bis
Marz 2009 im Transplantationszentrum vorstellende potentielle
Nierenlebendspender eingeschlossen (n=23) sowie Patienten mit stabiler
chronischer Niereninsuffizienz im Stadium 1, 2 und 3 (n=16). Als
Referenzmethode diente bei den Nierenlebendspendern die Nierenszintigraphie
mit DTPA und bei den Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz die Inulin-
Plasma-Clearance. Zur Bestimmung der GFR wurde zusatzlich zum Routine-
MRT-Protokoll ein Region Of Interest Uber der Leber eingezeichnet und die
Signalintensitatsabnahme ca. 60-70 Minuten lang nach Gabe von Gadovsit®
bestimmt. Zur Bestimmung der seitengetrennten Nierenfunktion wurden ROls
Uber den Nierenrinden eingezeichnet und auch hier die Signalintensitat
bestimmt. Die Bestimmung der MR-GFR konnte erfolgreich bei 21
Nierenlebendspendern durchgefuhrt und stimmte sehr gut mit der
Referenzmethode (DTPA-GFR) Uberein (115 £ 22 ml/min/1,73 m? vs. 112 £ 22
mi/min/1,73 m?). Das Seitenverhaltnis zeigte ebenfalls eine sehr gute
Ubereinstimmung (re :li 50 + 4% :50 + 4% vs. 51 + 3%: 49 + 3%), Bei Patienten
mit chronischer Niereninsuffizienz stimmte die MR-GFR auch sehr gut mit der
Referenzmethode (Inulin-GFR) Uberein (71 £ 24 ml/min/1,73m? vs. 71 + 24
ml/min/1,73m?). In der Bland-Altman-Analyse zeigte sich keine systematische
Abweichung zwischen der MR-GFR und den Referenzmethoden.

Die Arbeiten zeigen, dass mittels eines MRT-basierten Ansatzes, die
umfassende Evaluierung der Nierenanatomie, als auch der Nierenfunktion in
einer einzigen Untersuchung madglich ist. Dies koénnte kunftigen
Nierenlebendspendern ihre Eignung =zur Spende vereinfachen. In der
beschriebenen zweiten Studie demonstrieren und bestatigen wir die
Genauigkeit und Durchfihrbarkeit unseres MRT-Protokolls bei einem Kollektiv
mit reduzierter GFR.
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