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1. Einleitung

In der Enzyklopadie fur Medizingeschichte wird beschrieben, dass Formaldehyd
seit 1839 fur die Mikroskopie und die Konservierung von sowohl zoologischen als
auch botanischen Praparaten genutzt wird. Zudem findet es von da an Verwen-
dung in der Fixierung biologischer Materialen und von Leichen und wird als Mittel
zur Fixierung und Konservierung am haufigsten verwendet (1). Seit ungefahr 135
Jahren ist die gesundheitsschadliche Wirkung des Formaldehyds bekannt, da O.
Loew schon 1886 die zelltoxische Wirkung des Formaldehyds entdeckte. Des

Weiteren empfahl er das Formaldehyd als Desinfektionsmittel zu nutzen (2, 3).
Motivation

Flr das Studium der Medizin ist das makroanatomische Praktikum in der vorkli-
nischen medizinischen Ausbildung (Praparierkurs) ein wichtiger Bestandteil des
Curriculums. Als problematisch stellt sich dar, dass nicht alle anatomischen Insti-
tute Deutschlands die vom Ausschuss fur Gefahrstoffe festgelegten Arbeitsplatz-
grenzwerte fur Formaldehyd einhalten konnen (4, 5). Ein Artikel im Spiegel zeigt,
dass bspw. an der Universitat Frankfurt der Praparierkurs zeitweise nicht ange-
boten werden konnte, da die baulichen Gegebenheiten keine Einhaltung der Ar-
beitsplatzgrenzwerte gewahrleisten konnten (6). Die wichtige Frage, die sich aus
dieser Tatsache ergibt, ist, ob es zukunftig allen anatomischen Instituten weiter-
hin moglich sein wird, einen Praparierkurs, mit allen gegebenen Auflagen, anbie-

ten zu kdnnen.

Die Forschungen zu dem Alkylderivat, die am Institut fir Klinische Anatomie und
Zellanalytik des Departments flir Anatomie des Universitatsklinikums Tubingen
in einem Projekt zur Fixierung von biologischen Materialien (Ganzkdrperprapa-
rate, Organe, Gewebe) unter Leitung von Professor Dr. Bernhard Hirt gegenwar-
tig durchgefuhrt werden, haben zum Ziel, ein weniger gesundheitsschadliches

Fixiermittel fir Gewebe verfligbar zu machen.

In dieser Dissertation werden das alte und etablierte Fixiermittel Formaldehyd
und ein neu entwickeltes Alkylderivat bezuglich ihrer magnetresonanztomogra-

phischen- und magnetresonanzspektroskopischen Eigenschaften untersucht.



Zudem wird ein Fixiervorgang mit dem jeweiligen Fixiermittel an frisch geschlach-
tetem, tierischem Lebergewebe, Uber einen Zeitraum von sechs Monaten beo-
bachtet und verglichen, um eine Aussage Uber die Unterschiede und Gemein-
samkeiten dieser zu treffen. Die Untersuchung der Fixiervorgange in tierischem
Gewebe mittels Magnetresonanztomographie (MRT) bietet den Vorteil, wahrend
des Fixiervorganges das Innere des Gewebes darstellen zu kdnnen. In der MRT
kann die Veranderung des Kontrastverhaltens in den Geweben wahrend des Fi-
xiervorgangs dargestellt und dieser dadurch im Verlauf bildlich dokumentiert und
die beiden unterschiedlichen Fixiermitteln verglichen werden. Mittels volumense-
lektiver Protonen-Magnetresonanzspektroskopie (*H-MRS) kdnnen die Verande-
rung der Wasserstoffsignale durch die Fixierung spektroskopisch ermittelt und

die Beobachtungen in der MRT somit zusatzlich nachvollzogen werden.

Gliederung

Die Dissertation ist wie folgt aufgebaut: Im ersten Kapitel werden die Grundlagen
der zu untersuchenden Fixiermittel sowie die theoretischen Grundlagen zur MRT
und MRS aufgefihrt und ein Uberblick Uber die chemischen Eigenschaften und
die Synthesereaktion, sowie die chemische Reaktion des Formaldehyds in L6-
sungsmitteln gegeben. Zudem werden zum Formaldehyd der Fixiervorgang, das
Vorkommen und die Verwendung, die Gesundheitsschadlichkeit sowie die dar-
aus folgenden Konsequenzen fur das Medizinstudium behandelt. Bisherige aus
der Literatur erfasste Eigenschaften des Formaldehyds in der MRT und MRS
schlielen das Kapitel zu Formaldehyd ab. Die Grundlagen der MRT beschreiben
die Sequenzen zur Generierung eines MRT-Signals und die Signal- und Kontras-
tentstehung in der MRT. In den Grundlagen zur MRS wird beschrieben, mit wel-
chen Sequenzen ein Spektrum aufgenommen werden kann, wie die Signale im
Spektrum entstehen und wie die Spektren nachbearbeitet werden kénnen.

Das zweite Kapitel der Dissertation stellt die Materialen, Methoden und Messpa-
rameter zur Datengenerierung und Datenauswertung, sowie die Beschreibungen
zu den Versuchsaufbauten dar.

Im dritten Kapitel werden die Ergebnisse zu den einzelnen Experimenten be-

schrieben und in Grafiken und Tabellen dargestellt.



Die Ergebnisse werden im vierten Kapitel kritisch diskutiert. In der Schlussfolge-
rung werden neue Untersuchungsansatze flr Experimente mit den beiden Fixier-
I6sungen des Formaldehyds und des Alkylderivats auf Grund der in dieser Arbeit
erlangten Ergebnisse behandelt.

Im letzten Kapitel der Dissertation wird diese abschlieRend zusammengefasst.



1.1. Grundlagen
1.1.1 Formaldehyd

1.1.1.1 Chemische Eigenschaften und Synthesereaktion

Formaldehyd (CH20) ist ein Gas, welches farblos und giftig ist (7). Es wird durch
die Oxidation von Methanol synthetisiert, Abbildung 1 zeigt die Strukturformel des
Formaldehyds und die Oxidationsreaktion von Methanol zu Formaldehyd (8). In
reiner Form liegt Formaldehyd bei 20°C gasformig vor und das Molekulargewicht
betragt 30,03 g/mol (5). Formaldehyd ist ein sehr leichtes und dadurch flichtiges
Gas, es lasst sich leicht in Wasser 16sen (5). In wassriger Lésung wird Formalde-
hyd als Formalin bezeichnet (9). Um die Lésung zu stabilisieren, wird dem kom-

merziellen Formalin Methanol zugesetzt (9).

b) 2 CHs0H+ 0, ——3m= 2 CHy0 + 2 H,0
(7, 8)

Abb. 1 Strukturformel und Synthesereaktion des Formaldehyds

a) Strukturformel des Formaldehyds (7). b) Oxidationsreaktion von 2 Molekilen Methanol
(CH30H) und Sauerstoff (O2) zu 2 Formaldehydmolekilen (CH20) und 2 Wassermolekiilen
(H20) (8).



1.1.1.2 Chemische Reaktion von Formaldehyd in Losungsmitteln
Formaldehyd ist sehr reaktiv und wird deshalb in wassriger oder methanolhaltiger
Ldsung verwendet (10). In den jeweiligen Losungen bildet es mit den Losungs-
mitteln Addukte', Abbildung 2 zeigt die Reaktionen des Formaldehyds mit den
jeweiligen Losungsmitteln (10). Die Addukte Methylenglykol und Polymethyl-
englykol werden in wassriger Losung gebildet und die Addukte Hemiformal und
Polyoxymethylhemiformal werden in methanolhaltiger Lésung gebildet (10). He-
miformal bezeichnet die Halbacetale des Formaldehyds, die bei der Reaktion von
Formaldehyd mit Alkohol entstehen (10, 12).

a) CH,0 + HoO~ag——== HOCH,OH
b) HO(CH;0);.4H + HOCH,0H =" HO(CH,0}H + H,0 i>1

€) CH,0 + CH30H ~g——"== HOCH,OCH;

HO(CH5;0),CH3 + CH3;0H 1=1

d) HO(CH5).1CHy + HOCH;0OCH; =~ (10)

Abb. 2: Adduktbildung des Formaldehyds mit LOdsungsmitteln

In Anlehnung an Hahnenstein et al. (10) a) Reaktion von Formaldehyd (CH20) und Wasser
(H20) zu Methylenglykol (HOCH20H) b) Reaktion von Methylenglykolmolekulen (HO(CH20).-
1H) und Methylenglykol (HOCH20H) zu Polyoxymethylenglykol (HO(CH20)iCH), ¢) Reaktion
von Formaldehyd (CH20) und Methanol (CHsOH) zu Hemiformal (HOCH20CHs) d) Reaktion
von Hemiformalmolekulen (HO(CHz)i-1CHs) und Hemiformal (HOCH20CHs) zu Polyoxymethyl-
hemiformal (HO(CH20)iCHs) und Methanol (CHsOH) (10).

1.1.1.3 Fixiervorgang

Thullner et al. (4) beschreiben, dass der Fixiervorgang eines Korperspenders ein-
geleitet wird, indem ca. 15-30 Liter der Fixierldsung Uber die Arteria femoralis
oder die Arteria carotis eingebracht werden. Die Fixierlosung wird mittels einer

Infusionslanze, die in die jeweilige Arterie gelegt wird, mit einem Druck von

1 als Addukte werden Molekiile bezeichnet, die aus zwei oder mehr unterschiedlichen Molekii-
len entstehen und es bei der chemischen Reaktion der Ausgangsmolekule zu keinem Verlust
von Atomen der Ausgangsmolekile kommt, 11. International Union of Pure and Applied
Chemistry, Compendium of chemical terminology, Gold Book. Version 2.3.3 2014-02-24;528.



hdchstens 0,5 bar in die Korperspender infundiert. Der Vorgang der Verabrei-
chung der Fixierlésung kann mehrere Stunden bendtigen. Nachdem die Fixierlo-
sung infundiert wurde, werden die Korperspender mehrere Monate konserviert,
bevor sie zur Praparation genutzt werden kdnnen. Fur die Konservierung gibt es
zwei verschiedene Madglichkeiten: Einerseits konnen die Korperspender in der
Thalheimer Wand? konserviert werden, dabei werden sie in regelmaRigen Ab-
stdnden mit einer 4%igen Formaldehydldsung bespruht. Andererseits kann die
Konservierung der Korperspender in einem Edelstahlbecken erfolgen, bei dieser
Konservierungsmethode werden die Korperspender mehrere Monate in eine
4%ige Formaldehydlésung gelegt. Im Edelstahlbecken kénnen die Kdrperspen-
der auch in einer nicht-formaldehydhaltigen Lésung — z.B. in einer Lésung, die

auf Phenoxyethanolbasis oder Ethanolbasis beruht — konserviert werden (4).

Lang et al. (14) stellen dar, dass Formaldehyd mit vielen ,funktionellen Gruppen
der zellularen und extrazellularen Makromolekule“ (14) der Kérperspender wech-
selwirkt, hierbei kommt es zu Reaktionen ,mit Aminogruppen, Hydroxylgruppen
(Acetale), mit Sulfhydrylgruppen (Sulfhydrylacetal-Analoge) und mit aromati-
schen Ringen® (14). Der fiur die Gewebefixierung wichtige Prozess ist die Reak-
tion des Formaldehyds mit den Proteinen. Die Geschwindigkeit und das Optimum
fur diese Reaktion sind abhangig vom pH-Wert und der Temperatur (14). Bei
Raumtemperatur und pH-Werten zwischen 3 und 9 findet die Reaktion zwischen
Formaldehyd und Proteinen statt (15). Ungeladenen Aminogruppen, binden am
besten an Formaldehyd. Bei dieser Reaktion entstehen Methylolgruppen (-C-OH)
und durch die Abspaltung von H20 werden Imine — auch als Schiff 'sche Basen -
N=CH:z bezeichnet — gebildet. Diese entstandenen chemischen Verbindungen
sind reagibel und kdnnen Brucken zu weiteren Proteinen mit entsprechenden
funktionellen Gruppen bilden. Das Fixiermittel Formaldehyd wird somit als additiv

und quervernetzend charakterisiert (14).

Brenner et al. (16) berichten, dass Formaldehyd ein Antiseptikum ist und den
Eintritt von Zerfallsorganismen verhindert. Die Zerstérung von faulniserregenden

2 Leichenkiihlzellen der Firma Thalheimer, 13. Thalheimer Kiihlung GmbH & Co. KG;
http://german.thalheimer-kuhlung.com/products/medical/forensic/mortuary-equipment/cell-type-
single-door/fifteen-cells-mortuary-refrigeratorfreezer-15-cadavers/, abgerufen am 04.09.2022.



Organismen durch die Fixierung mittels Formaldehyd und die neu entstehenden
chemischen Verbindungen, die durch die Reaktion zwischen Proteinen und For-
maldehyd entstehen, sind stabil und ungeeignet, um von Zerfallsorganismen ver-
wertet zu werden. Die Verwendung von Formaldehyd zur Fixierung von Gewebe
fuhrt allerdings zu einigen Veranderungen der Korperspender in ihnrem Aussehen
und der Haptik. Einige Aspekte, die sich durch die Konservierung mittels Formal-
dehyds ergeben, sind folgende: es kommt zu einer starken Steifigkeit der Kérper-
spender, das fixierte Gewebe nimmt bei der Vermischung mit Blut eine graue
Farbe an, durch das Formaldehyd koaguliert das Blut in den GefalRen und Kapil-
laren konstringieren. Des Weiteren fixiert Formaldehyd Verfarbungen, die im Ge-

webe vorhanden sind und fuhrt zur Austrocknung des Gewebes (16).

1.1.1.4 Vorkommen und Verwendung von Formaldehyd

Swenberg et al. (17) beschreiben, dass Formaldehyd innerhalb verschiedener
Stoffwechselwege entsteht und somit innerhalb der Korperzellen gebildet wird.
Aulderhalb des menschlichen Korpers kommt es bei industriellen Prozessen zur
Anwendung und ist in verschiedensten Verbraucherprodukten enthalten. Formal-
dehyd findet dadurch weltweit eine sehr breite Verwendung (17). Eine globale
jahrliche Produktion von mehr als 20 Millionen Tonnen Formaldehyd zeigt die
massive Verwendung dieser Chemikalie (18). Die wassrige Losung des Formal-
dehyds, das Formalin, wird fur die Konservierung und Desinfektion u.a. in biolo-
gischen und medizinischen Bereichen verwendet (9). Als Konservierungsmittel
und als Fixiermittel kommt dem Formaldehyd in medizinischen Bereichen, bspw.

in der Histologie und Pathologie, eine gro3e Bedeutung zu (9).

1.1.1.5 Grenzwerte und Gesundheitsschadlichkeit des Formaldehyds

1995 wurde Formaldehyd von einer Arbeitsgruppe der International Agency for
Research on Cancer als vermutlich kanzerogen eingestuft, 2004 wurde diese
Einstufung von der Arbeitsgruppe in kanzerogen umgeandert (4). Im Jahr 2014

stufte auch die Europaische Union Formaldehyd als kanzerogen ein (19).

Thullner et al. (4) schildern, dass Formaldehyd giftig ist, wenn es eingeatmet oder
verschluckt wird oder es zu Hautkontakt kommt. Es kann Hautveratzungen und

Augenschaden verursachen sowie allergische Hautreaktionen hervorrufen.



Allergische Hautreaktionen kénnen schon bei 0,2 %igen bis 4%igen Formalde-
hydlosungen entstehen, welche in den anatomischen Instituten verwendet wer-

den. Moglicherweise kann es genetische Defekte auslosen (4).

Bei Formaldehydkonzentrationen von > 2mg/m3 in der Luft kann es vereinzelt zu
lokalen Zellveranderungen und Tumorbildung kommen (5). Thullner et al. be-
schreiben, dass die Konzentration des Formaldehyds in Gemischen unterschied-
liche Effekte auf die Haut, die Atemwege und die Augen hat: Eine Konzentration
von 2 0,2% kann zu allergischen Hautreaktionen fihren, eine Konzentration von
= 5% kann Atemwegsreizungen ausldsen, eine Konzentration zwischen 5% und
25% verursacht schwere Augen- und Hautreizungen und eine Konzentration von
= 25% fuhrt zu schweren Hautveratzungen und Augenschaden. Der Arbeitsplatz-

grenzwert fiir Formaldehyd wurde auf 0,37mg/m? festgelegt (4).

1.1.1.6 Konsequenzen fiur das Medizinstudium

In den Praparierkursen des Medizinstudiums werden die Korperspender mit For-
maldehyd fixiert. In der Stellungnahme der Anatomischen Gesellschaft ,Zur Re-
duktion der Formaldehydbelastung im Praparierkurs® wurde eine Frist zur Einhal-
tung des neuen Arbeitsplatzgrenzwertes von 0,37mg/m? bis zum 01.01.2016 ge-
setzt (20). Es mussen Messungen der Konzentration des Formaldehyds und Re-
duktionsmalinahmen der Exposition durch Formaldehyd durchgeflhrt werden
(20), was jedoch nicht an allen Anatomischen Instituten in Deutschland gewahr-
leistet werden kann (4). Folglich werden einige Institute ihren Praparierkurs zeit-
weilig nicht fortfihren kénnen, bis die baulichen MalRnahmen zur Arbeitsplatz-

grenzwertreduktion umgesetzt und abgeschlossen sind (6).

1.1.1.7 Auswirkungen der Formaldehyd-Fixierung in der Magnetreso-
nanztomographie und Magnetresonanzspektroskopie

Formaldehyd wurden bereits in einigen Arbeiten und Studien in der MR-Bildge-

bung und MR-Spektroskopie untersucht.

In der Studie von Ludescher et al. (21) wurde gezeigt, dass die Fixierung von
Lebergewebe mittels Formalin in der MRT-Bildgebung und 'H-MRS nachvollzo-
gen werden kann. Die Ergebnisse zeigten, dass die Formalinfixierung mit Hilfe

der MRT darstellbar ist. Eine Randbildung, die im zeitlichen Verlauf tiefer in das



Gewebe eindrang, konnte in der MR-Bildgebung nachvollzogen werden. Die
Kontrastierung wurde mit T1-gewichteten und Protonendichte-gewichteten tur-
bospinecho-Bildern am deutlichsten. Messungen, die die T2-Kontrastierung nut-
zen, waren nicht so gut geeignet, um den Kontrast darzustellen. Auch durch die
MRS konnte das Formalin nachgewiesen werden und die Randbildung, die in der
MR-Bildgebung zu sehen war, spektroskopisch nachvollzogen werden. Im Inne-
ren des Organs konnte zeitversetzt ebenfalls ein Konzentrationsanstieg des For-
malins gezeigt und somit der Fixiervorgang dargestellt werden. Die Praparate
wurden bei unterschiedlichen Temperaturen gelagert, wobei die Temperaturun-
terschiede keine deutliche Veranderung wahrend des Fixiervorgangs ergaben.
Allerdings ist die Kihlung der Praparate auf 5°C von Vorteil, da es dadurch zu
einer Unterdrickung der Faulnisgasbildung kommt. Dadurch lassen sich die ge-

kahlt fixierten Praparate fur weitere Untersuchungen besser verwenden (21).

In einigen weiteren Arbeiten wurde die Veranderungen von Relaxationseigen-

schaften von Geweben durch die Fixierung mittels Formaldehyd untersucht.

Grodd und Schmitt (22) zeigten in ihrer Arbeit, dass sich bei den mit Formaldehyd
fixierten Geweben eine Abnahme von T1 ergab. Die Gewebe wurden in unter-
schiedlich konzentrierte Formaldehydlésungen von 1% bis 9% gelegt und die Re-
laxationszeiten gemessen. Bei den geringer konzentrierten Formaldehydldsun-
gen zeigt sich der starkste Abfall von T1. Grodd und Schmitt kamen zu dem
Schluss, dass das freie Zellwasser bei geringen Formaldehydkonzentrationen
zuerst abnimmt und zum grof3ten Teil die subzellularen Strukturen aufrechterhal-
ten bleiben, wodurch T+1 stark abfallt. Bei weniger resistenten Bestandteilen der
Zellen kommt es bei einer mittleren Formaldehydkonzentration zu einer osmoti-
schen Zytolyse. Hierdurch ergibt sich ein weniger starker Abfall von T1 und ein
sogenanntes T1-Plateau, da hierbei intrazellulare Flissigkeit freigesetzt wird. Bei
hohen Formaldehydkonzentrationen kommt es zu einem weiteren Schwinden der

Zellen und dadurch wieder zu einem nun etwas geringeren T1-Abfall (22).

Den Effekt des T+1-Abfalls durch Fixierung konnten auch Schmierer et al. (23) in
post mortem formalinfixierten Hirngeweben von Patienten mit Multipler Sklerose
und Shepherd et al. (24) in chemisch fixiertem Nervengewebe zeigen. Shatil et



al. (25) stellten ebenfalls einen T1-Abfall sowie einen T2-Abfall in fixierten gesun-
den Hirngeweben, die in 10%ige Formalinldsung gelegt wurden, fest. Dawe et al.
(26) untersuchten Tz in fixierten Geweben und schlussfolgerten, dass die chemi-
sche Fixierung von menschlichen Gehirnhalften post mortem die MR-Gewebeei-
genschaften Uber die Zeit verandert (26). Zudem zeigen Rivlin et al. (9), dass ein
chemischer Austausch der Hydroxylprotonen des Methylenglykols aus dem For-

maldehyd mit Wasser eine Reduktion von T2 zur Folge hat (9).

In Bezug auf andere radiologische Untersuchungsmethoden mit Formaldehyd
gibt es eine Arbeit von Fracasso et al. (27) in der versucht wurde, den Fixiervor-
gang mittels Ultraschall zu verbessern. Durch die ultraschallunterstutzte Fixie-
rung sollte gezeigt werden, dass das Gewebe dem Formaldehyd weniger lange
ausgesetzt sein muss, um fixiert zu werden. Dies hatte eine bessere Analyse der
Nukleinsauren zum Ziel. Die Untersuchung konnte zeigen, dass durch die ultra-
schall-beschleunigte Fixierung die darauffolgende DNA-Extraktion und Analyse

effizienter war als bei der herkdmmlichen Fixierungsmethode (27).

1.1.2 Alkylderivat
Die chemische Zusammensetzung und Herstellung des Alkylderivats kdnnen aus
patentrechtlichen Grinden zu diesem Zeitpunkt in der Dissertation nicht be-

schrieben werden.

Das Alkylderivat wurde am Institut fur Klinische Anatomie und Zellanalytik des
Departments fur Anatomie des Universitatsklinikums Tlbingen in einem Projekt
zur Fixierung von biologischen Materialien (Ganzkérperpraparate, Organe, Ge-

webe) unter Leitung von Professor Dr. Bernhard Hirt entwickelt und erforscht.
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1.2 Grundlagen der Magnetresonanztomographie und Magnetresonanz-
spektroskopie

Der erstmalige Nachweis von Kernresonanzsignalen gelang den Arbeitsgruppen
um F. Bloch (28) und E.M. Purcell (29) getrennt voneinander im Jahr 1946, dafur

erhielten sie gemeinsam im Jahr 1952 den Physiknobelpreis.

Die Magnetresonanztomographie (MRT) nutzt die Signale von Wasserstoffatom-
kernen fur die Gewinnung morphologischer Schnittbilder der menschlichen Ana-
tomie (30). Dadurch hat sich die MRT in der Medizin zu einem wichtigen diag-

nostischen Instrument der Radiologie entwickelt (31).

Mit der Magnetresonanzspektroskopie (MRS) kdnnen Informationen Uber bioche-
mische Prozesse in Geweben gewonnen werden (30). Die MRS ermdglicht somit
eine nichtinvasive Untersuchung des Stoffwechsels verschiedener Gewebe in
vivo. Anders als in der MRT ist das Ergebnis einer MRS kein Bild. Bei der MRS
entsteht ein Intensitatsspektrum von Frequenzen unterschiedlicher Signale. Mit
diesem Intensitatsspektrum kann in ausgewahlten Bereichen eines Gewebes die

biochemische Zusammensetzung bestimmt werden (32).

1.2.1 Physikalische Grundlagen

1.2.2 Der Kernspin und die Magnetisierung

In den Grundlagen der Magnetresonanztomographie (31) wird beschrieben, dass
fur die Funktionsweise der MRT der Kernspin eine grundlegende Eigenschaft der
Atomkerne der meisten Isotope ist. Unter dem Kernspin versteht man klassischer
Weise die Eigenschaft der Atomkerne, sich um die eigene Achse zu drehen.
Diese Rotation flhrt durch die bewegte elektrische Ladung des Atomkerns zur
Entstehung eines Magnetfeldes mit einer typischen Dipolcharakteristik. Die Sym-
metrieachse des Dipols verlauft entlang der Drehachse des Atomkerns. Im stati-
schen Magnetfeld Bo eines Magnetresonanztomographen treten die Magnetfel-
der der Atomkerne mit diesem in eine Wechselwirkung. In der klinischen Diag-
nostik werden die Signale der Wasserstoffatomkerne ('H-Kerne) fiir die Sig-
nalentstehung genutzt. Durch die Wechselwirkung des statischen Magnetfeldes
mit den Magnetfeldern der Atomkerne konnen sich die Rotationsachsen der

Atomkerne entlang des Magnetfeldes ausrichten. Der Uberschuss, der entlang
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des statischen Magnetfeldes ausgerichteten Atomkerne, hangt von der Feld-
starke des Magnetresonanztomographen ab und ist sehr gering. Die Feldstarke
in Ganzkorpertomographen liegt zwischen 0,2 und 3 Tesla (T). 1T kommt unge-
fahr einer 20.000-fachen Erdmagnetfeldstarke gleich. Mit einem Magnetfeld von
3T kann nur etwa ein 1/100.000 Uberschuss an Atomkernen erreicht werden, die
entlang des statischen Magnetfeldes ausgerichtet sind. Dieser Uberschuss be-
wirkt die makroskopische Magnetisierung M. Im Gleichgewichtszustand Mo, dem
ungestorten Zustand der makroskopischen Magnetisierung M, ist diese parallel

zum statischen Magnetfeld Bo ausgerichtet (31).

1.2.3 Die Larmorfrequenz
Die Frequenz, mit der die Rotationsbewegung ausgefihrt wird, heil3t Larmorfre-
quenz (31). Sie ist abhangig von der Kernsorte und der Magnetfeldstarke und

kann durch folgende Gleichung berechnet werden (31):
wo =Y Bo

wo ist die Larmorfrequenz
y ist das gyromagnetische Verhaltnis
B, ist die Magnetfeldstarke (33)

Die fur die MR-Bildgebung genutzten Wasserstoffkerne haben eine Larmorfre-

quenz von ungefahr 42,6MHz pro Tesla (31).

1.2.4 Erzeugung transversaler Magnetisierung

In (31) wird erklart, dass die Signalentstehung mit einem Nachweis der Magneti-
sierung erst erreicht werden kann, wenn die vektorielle Gro3e M aus dem Gleich-
gewichtszustand Mo ausgelenkt wird. Der Magnetisierungsvektor M kann in zwei
Anteile unterteilt werden: in die Langsmagnetisierung oder auch longitudinale
Magnetisierung Mi und die Quermagnetisierung oder auch transversale Magne-
tisierung Mt. Mit dem Einstrahlen eines Hochfrequenz-Magnetfeldes B1 senkrecht
zum statischen Magnetfeld Bo entsteht aus der Langsmagnetisierung eine teil-
weise oder vollstandig rotierende Quermagnetisierung, vorausgesetzt die einge-
strahlte Hochfrequenz und die Larmorfrequenz sind nahezu identisch. Die Aus-
lenkung der Langsmagnetisierung kann durch die Starke und Dauer des
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Hochfrequenz-Pulses (HF-Puls) gesteuert werden und wird mit dem Flipwinkel a
beschrieben. Ein Flipwinkel von 90° fuhrt bspw. zu einer kompletten Auslenkung
der Langsmagnetisierung in die Quermagnetisierung. Bei Verwendung eines
180°-Pulses wird die Langsmagnetisierung invertiert. Die Langsmagnetisierung
nach einem HF-Puls kann mit einem Flipwinkel zwischen 0° und 180° variiert
werden, dadurch kdnnen zwischen Mo und — Mo alle Zwischenwerte erreicht wer-
den (31).

1.2.5 Relaxationsprozesse

In (31) wird dargelegt, dass die Magnetisierung nach der Auslenkung durch einen
HF-Puls wieder den Gleichgewichtszustand Mo anstrebt, dies wird als Relaxation
bezeichnet. Sowonhl fur die Langs- als auch fur die Quermagnetisierung erfolgen
die Relaxationsvorgange unterschiedlich schnell und sind in verschiedenen Ge-
weben different. Diese unterschiedlichen Relaxationseigenschaften der Gewebe
werden fur die Erzeugung des Bildkontrastes in der MRT verwendet. Dem Gleich-
gewichtszustand Mo nahert sich die Langsmagnetisierung exponentiell an. Mit
der Zeitkonstanten T+ wird die Dauer der Relaxation beschrieben, die die Ge-
webe brauchen, um bis auf 37% (1/e) der anfanglichen Entfernung der Gleichge-
wichtsmagnetisierung in Langsrichtung zu kommen. Die Quermagnetisierung bil-
det sich exponentiell zurtick. Mit der Zeitkonstanten T2 wird die Dauer der Re-
laxation auf 37% der anfanglichen Quermagnetisierung angegeben. Diese wird
allmahlich abgebaut, wahrend die Langsmagnetisierung wieder aufgebaut wird.
Die longitudinalen und transversalen Relaxationsvorgange finden gleichzeitig
statt. In Geweben sind die beiden Konstanten T+1 und T2 Uberwiegend unabhangig
voneinander, dabei ist T1 immer langer als T2. Die T1+-Werte nehmen in Geweben
mit zunehmendem FlUssigkeitsgehalt zu, bei einer Feldstarke von 1,5T relaxiert
Fett mit einem T1 von ca. 300ms und freie Flissigkeit mit ca. 3s. In Geweben, in
denen die Wassermolekule nicht frei vorliegen, sondern gebunden sind, wie
bspw. in Knochen, sind T2-Werte sehr kurz. Fur Korperflissigkeiten sind Ta-
Werte mit ca. 1s wesentlich langer als von Knochen, allerdings immer noch we-

sentlich kirzer als T1+-Werte von Flussigkeiten (31).
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1.3 Magnetresonanztomographie

1.3.1 Schichtselektive Anregung, Frequenzkodierung, Phasenkodierung
und k-Raum

1.3.1.1 Schichtselektive Anregung

In (31) und (34) wird beschrieben, dass ein ortskodiertes Signal in der MRT durch
die Uberlagerung des statischen Grundmagnetfeldes mit zeitlich variablen mag-
netischen Gradientenfeldern erreicht wird. Das Gradientenfeld ist ein statisches
Magnetfeld, dieses kann von Gradientenspulensystemen angesteuert werden.
Dadurch kann ein Feldgradient entlang einer Raumrichtung geschaltet werden.
Mit der Ortskodierung ist der Vorgang gemeint, der fur die Rekonstruktion der
Signalherkunft nétig ist. Der erste Gradient, der zugeschaltet wird, ist der Schicht-
selektionsgradient, mit dem eine schichtselektive Anregung erfolgt. Dadurch wird
die signalgebende Quermagnetisierung durch einen HF-Puls nur in der ausge-
wahlten Schicht mit definierter Schichtdicke erzeugt. Mit dem Zuschalten des
Schichtselektionsgradienten kommt es zu einem kontinuierlichen Anstieg (bzw.
Abnahme) der Magnetfeldstarke und damit auch der Larmorfrequenz entlang ei-
ner Raumrichtung. Das Zuschalten des Schichtselektionsgradienten zu dem fre-
quenzselektiven HF-Puls, fuhrt zur schichtselektiven Anregung der gewlnschten
Schicht. Die Schichtdicke wird durch die Bandbreite des eingestrahlten HF-Pul-
ses variiert: Umso kleiner die Anrege-Bandbreite ist, umso schmaler ist dement-
sprechend die Schichtdicke (31, 34).

1.3.1.2 Frequenzkodierung

Der schichtselektive HF-Puls fuhrt, zu Anregung der Langsmagnetisierung inner-
halb der kompletten Schicht, die es zu untersuchen gilt. Innerhalb dieser ange-
regten Schicht werden weitere Gradienten geschaltet, um die Signalherkunft ge-
nau erfassen zu kénnen (31). Einer dieser Gradienten ist der Gradient zur Fre-
quenzkodierung, auch Lesegradient genannt (31). Dieser bewirkt, dass Protonen
unterschiedlicher Lokalisationen mit verschiedenen Larmorfrequenzen entlang
der frequenzkodierten Achse prazedieren (31). Durch den Frequenzkodiergradi-

enten ist eine ortliche Zuordnung der gemessenen Signale mdglich (31).
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1.3.1.3 Phasenkodierung

In (31) wird dargestellt, dass senkrecht zur Richtung der Frequenzkodierung die
Phasenkodierung stattfindet, die zu einer Phasenverschiebung entlang der Rich-
tung des Phasenkodiergradienten flhrt. Der Phasenkodiergradient wird nach
dem HF-Puls und vor dem Frequenzkodiergradienten geschaltet. Die schichtse-
lektive Anregung sowie die Frequenz- und Phasenkodierung werden mehrmals

durchgefuhrt, wobei der Phasenkodiergradient immer verandert wird (31).

1.3.1.4 k-Raum

Weishaupt et al. (33) beschreiben, dass die gemessenen Daten der Frequenz-
und Phasenkodierung zuerst im sogenannten k-Raum vorliegen. Dieser kann als
Daten-Matrix verstanden werden, der eine graphische Matrix der aufgenomme-
nen Daten darstellt. Die horizontale Richtung im k-Raum stellt die Frequenzrich-
tung dar und die vertikale Richtung die Phasenrichtung. Mit jedem neu geschal-
teten Phasenkodiergradienten entsteht eine neue Zeile im k-Raum. Um ein
Schnittbild aus den aufgenommenen Daten zu erhalten, muss der gesamte k-
Raum mit Daten gefiillt sein und anschliel3end die Fourier-Transformation durch-
gefuhrt werden (33).

Durch die Fourier-Transformation wird die Matrix des k-Raumes in eine Matrix
des MRT-Bildes Uberfuhrt, mittels dieser gleichgrolen Matrix von komplexen
Zahlen konnen die Grauwerte eines jeden Pixels aus den einzelnen Bildelemen-

ten angegeben werden (34).

1.3.2 Sequenzen in der MRT

Als Sequenz bezeichnet man verschiedene Aufnahmeverfahren, die der Bildge-
bung dienen: darunter versteht man in der MRT die zeitliche Abfolge der HF-
Impulse, der Gradientenfelder und der Signalaufnahme (34). In der klinischen
MRT kommen viele unterschiedliche Sequenzen zum Einsatz, die je nach Frage-

stellung gewahlt werden (34).
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1.3.2.1 Spinecho-Sequenz

Die Spinecho-Sequenz (SE-Sequenz) ist eine Basispulssequenz in der MR-Bild-
gebung (33). Mit einem ersten 90° HF-Impuls findet eine schichtselektive Anre-
gung statt und die Magnetisierung prazediert in der transversalen Ebene (33).
Durch Feldinhomogenitaten und den Effekt der chemischen Verschiebung
kommt es zu einer Dephasierung der Magnetisisierungsanteile, sodass die trans-
versale Magnetisierung zerfallt (33, 35). Ein zweiter HF-Impuls, der Refokussie-
rungspuls mit 180°, wird nach der Halfte der gewtinschten Echozeit eingestrahlt,
durch diesen wird die Reihenfolge der Anteile umgekehrt (33, 35). Nach der zwei-
ten Halfte der Echozeit befinden sich alle Magnetisierungsanteile wieder in glei-
cher Phase und es kommt zum Echo, Abbildung 3 zeigt den Ablauf der SE-Se-

quenz schematisch (33).
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Abb. 3 Schematische Darstellung der Spinecho (SE) - Sequenz

In Anlehnung an Weishaupt et al. (33). Die SE-Sequenz ist eine Basispulssequenz. Vor dem
Einstrahlen des 90°-Impulses liegt eine vollstdndige Langsmagnetisierung vor, siehe 1. Durch
das Einstrahlen eines 90°HF-Pulses prazedieren die verschiedenen Anteile der Magnetisie-
rung in der transversalen Ebene, siehe 2, und beginnen zu dephasieren, siehe 3, hierdurch
zerfallt das Signal. Nach der Halfte der Echozeit wird ein 180°HF-Puls eingestrahlt, siehe 4,
es kommt zur Umkehrung der Magnetisierungskomponenten und nach der zweiten Halfte der
Echozeit zu einer Rephasierung der Magnetisierung, dadurch entsteht das Echo, siehe 5 (33).

1.3.2.2 Fastspinecho-/Turbospinechosequenz

In einer Fastspinecho- oder auch als Turbospinecho (FSE-/TSE-Sequenz) be-
zeichneten Sequenz werden wahrend einer Repetitionszeit mehrere 180°-HF-
Impulse geschaltet und der Phasenkodiergradient zwischen den Echos immer
kurzzeitig eingeschaltet (33). Dadurch erhalt man mit einer einzelnen Anregung

eine Spinechoserie, die als Echozug bezeichnet wird. Vorteil der FSE-Sequenz
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ist der zeitliche Gewinn, den man im Vergleich zu den SE-Sequenzen erhalt (33),

da nach jeder Anregung mehrere Zeilen in den k-Raum ausgelesen werden.

1.3.2.3 CPMG-Sequenz

Die Carr-Purcell-Meiboom-Gill Sequenz (CPMG-Sequenz) zahlt zu den Multi-
Spin-Echo Sequenzen (36). Mittels der Signalaufnahme an mehreren Zeit-
punkten des T2-Abfalls kdnnen mit dieser Sequenz T2-Bilder aufgenommen
werden (36). Dem zuerst eingestrahlten 90° HF-Impuls folgen mehrere 180°
HF-Impulse (37).

1.3.2.4 Inversion-Recovery-Sequenz

In (33) wird beschrieben, dass bei der Inversion-Recovery-Sequenz (IR-Se-
quenz), die Magnetisierung zunachst durch einen 180°-HF-Impuls invertiert
wird, siehe Abbildung 4. Dadurch den 180°-HF-Impuls wird die longitudinale
Magnetisierung aus der positiven in die negative Z-Richtung gebracht. Der in-
vertierte Langsmagnetisierungsvektor relaxiert von der negativen in die posi-
tive Z-Richtung. Nach der Inversion durch den 180°-Impuls erfolgt die Anre-
gung der Magnetisierung in transversaler Richtung durch einen 90°-Puls. Das
Zeitintervall zwischen Inversion und Anregung wird Inversionszeit Tl (time of
inversion) genannt. Der Bildkontrast kann durch die Veranderung der Inversi-
onszeit variiert werden. Umso langer das Zeitintervall zwischen den beiden
Impulsen ist, desto kleiner wird zunachst der Langsmagnetisierungsvektor und
das Signal ist schwach. Wird das Zeitintervall sehr lang gewahlt, kommt es zu
einer kompletten Relaxation, so entsteht wieder ein starkeres Signal (33).
Durch die Wahl verschiedener Tl kann der exponentielle T1-Relaxationspro-

zess dargestellt und T+1 quantifiziert werden.
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(33)

Abb. 4: Schematische Darstellung der Inversion-Recovery-Sequenz

In Anlehnung an Weishaupt et al. (33). Die Abbildung zeigt schematisch die Inversion-
Recovery-Sequenz. 1. Vor dem Aussenden des 180°-HF-Impulses liegt die Langsmagnetisie-
rung in der positiven Z-Richtung vor. 2. Nach dem Einstrahlen des 180°-HF-Impulses klappt
die Langsmagnetisierung von der positiven in die negative Z-Richtung. 3. und 4. Die Relaxa-
tion der Langsmagnetisierung aus der negativen Z-Richtung erfolgt in die positive Z-Richtung,
ohne Einstrahlung eines HF-Impulses entsteht keine Quermagnetisierung und kein Signal,
gezeigt ist hier ein Nulldurchgang (33).

1.3.2.5 Gradientenechosequenz

Fir die Gradientenechosequenz wird im Gegensatz zu den vorangegangenen
Sequenzen kein HF-Impuls zur Echoerzeugung genutzt (33, 35). Das Echo
wird hier durch Gradientenfelder generiert (33). Die Magnetisierung wird dazu
durch einen negativen Frequenzkodiergradienten zunachst dephasiert und
dann mit umgekehrter Polaritdt wieder zu einem Echo rephasiert (33). Eine
Dephasierung der Spins wird durch die negative Polaritat des Frequenzgradi-
enten erzeugt, durch das Umstellen auf die positive Polaritat wird eine Repha-
sierung der Spins und die Entstehung des Echos erreicht. Abbildung 5 zeigt
dies schematisch (33). Zu einer vollstandigen Rephasierung kommt es auf
Grund von gewebebedingten Feldinhomogenitaten nicht, dadurch bleibt eine
Restdephasierung bestehen (35). Im Unterschied zu Spin-Echo-Sequenzen
wird zur Anregung der Magnetisierung oft ein kleinerer Flipwinkel appliziert.
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Abb. 5: Schematische Darstellung der Gradientenechosequenz

In Anlehnung an Weishaupt et al. (33). Die Abbildung zeigt die Entstehung des Gradienten-
echos. 1. Vor dem Anregungsimpuls liegt in der XY-Ebene keine Magnetisierung vor. 2. Die
horizontale Magnetisierung entsteht nach dem Anregungsimpuls (90°-HF-Impuls). 3. Das An-
schalten der negativen Polaritdt des Frequenzgradienten fihrt zur Dephasierung der Spins. 4.
Nach dem Umschalten des Frequenzgradienten zur positiven Polaritat kommt es zur Repha-
sierung der Spins. 5. Durch die Rephasierung kommt es zum Echo (33). Eine gewisse Depha-
sierung bleibt auf Grund gewebebedingter Feldinhomogenitaten bestehen (35).

In (35) wird zu den Gradientenechosequenzen beschrieben, dass bei einer
kurz gewahlten Repetitionszeit nach einem abgelaufenen Repetitionszeit-In-
tervall sowohl Langs- als auch Quermagnetisierung besteht. Mittels gespoilter
Gradientenechosequenz wird versucht die noch vorhandene Quermagnetisie-
rung fur den Kontrast des aufgenommen Bildes wirkungslos zu machen. Dies
kann beispielsweise durch die Fast Low Angle Shot (FLASH-) Sequenz er-
reicht werden. Die bewusste Dephasierung der Quermagnetisierung wird
durch einen zusatzlichen Gradienten am Ende der FLASH-Sequenz erreicht
(35).

Echoplanare Bildgebung

In der Echoplanaren Bildgebung (Echo-planar-imaging (EPI)), wird nach einer
Anregung durch einen HF-Impuls nicht nur eine Rohdatenzeile aufgenommen,
sondern mehrere oder auch alle Zeilen der Rohdaten eines Bildes (35). Bei
der EPI werden mehrere Gradientenechos aus einem Echozug erzeugt (38).
Dies geschieht durch eine haufige und schnelle Amplitudenumkehr der Mess-
gradienten, welche im Anschluss an die Anregung des freien Induktionsabfall-

signals erfolgt (38).
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1.3.3 Der Bildkontrast
1.3.3.1 T1-, T2- und Protonendichte-gewichtete Bilder

Der Bildkontrast und die Helligkeit eines MR-Bildes werden in Weishaupt et al.
(33) erlautert und hangen von drei Gewebeparametern ab: der Protonendichte
und der Relaxationszeiten T1 und T2. Zusatzlich zu den Gewebeparametern
hangt der Bildkontrast von den Einstellungsparametern der Repetitionszeit (TR)
und der Echozeit (TE) einer MR-Sequenz ab (bei Gradientenechosequenzen
auch vom Flipwinkel), diese kdnnen variiert werden, sodass protonendichtege-
wichtete, T1-gewichtete oder T2-gewichtete MR-Bilder entstehen. Das absolute
Signalmaximum eines Gewebes hangt von der Protonendichte und damit von der
in einer Volumeneinheit befindlichen Spinanzahl, die angeregt werden kann, ab.
Die Entstehung verschiedener Gewebekontraste wird durch die unterschiedliche

Einstellung der Sequenzparameter beeinflusst, dies wird in Tabelle 1 gezeigt.

Tab. 1: Beeinflussung des Bildkontrastes durch die Einstellung der Repetitions- und Echozeit

Bildkontrast TR TE

T1-gewichtet kurz kurz
T2-gewichtet lang lang
Protonendichtegewichtet lang kurz

TR: Repetitionszeit, TE: Echozeit
(33)

Je nachdem, ob die TR und TE kurz oder lang eingestellt werden ergeben sich
verschieden gewichtete Bildkontraste. Die T1- und T2-Relaxationszeiten der
Gewebe wirken sich auf die Helligkeit des MR-Bildes aus. Gewebe, die ein
kurzes T1 besitzen, sind auf den T1-gewichteten Bildern hell und die Gewebe
mit einem langen T1 dunkel. Gewebe, die ein kurzes T2 besitzen, sind auf den
T2-gewichteten Bildern dunkel und die mit einem langen T2 hell. Bei hoher Pro-
tonendichte sind die protonendichtegewichteten Bilder signalstarker und somit

heller als bei niedrigerer Protonendichte (33).
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1.3.3.2 Magnetisierungstransfer

In (33) wird beschrieben, dass im MRT die Signale fur ein MR-Bild durch die frei
beweglichen Wasserstoffprotonen entstehen. In Geweben, v.a. in Eiweil3en, lie-
gen gebundene Wasserstoffprotonen vor. Diese in makromolekularen Strukturen
gebundenen Wasserstoffprotonen haben ein sehr kurzes T2 und daher eine sehr
breite Resonanzlinie. Die breitere Resonanzlinie lasst eine Anregung der gebun-
denen Wasserstoffprotonen durch einen HF-Impuls zu, der eine andere Larmo-
rfrequenz (sog. Off-Resonanzfrequenz) als die gebundenen Wasserstoffproto-
nen hat. Die alleinige Anregung der gebundenen Wasserstoffprotonen in makro-
molekularen Strukturen kommt durch einen HF-Impuls mit sehr hohem Flipwin-
kel, der als Praparation vor der eigentlichen Bildsequenz und mit einer anderen
Larmorfrequenz als die der freien Wasserstoffprotonen (off-resonant) einge-
strahlt wird, zustande. Dadurch kommt es zu einer Magnetisierungssattigung der
gebundenen Wasserstoffprotonen. Das fuhrt wiederum zu einem Magnetisie-
rungstransfer von der Magnetisierung der gebundenen Wasserstoffprotonen auf
die der freien Wasserstoffprotonen. Dieser sogenannte Magnetisierungstransfer
fuhrt zu einem Signalabfall im MR-Bild (33). Aus dem Abfall der Signalintensitat
in Tomogrammen mit MT-Praparation im Vergleich zum Signal ohne MT-Prapa-

ration kann der Anteil der Makromolekile im Gewebe abgeschatzt werden.

1.3.3.3 Diffusionsgewichtete Bilder

In der Diffusionsgewichteten Bildgebung werden meist schnelle EPI-Sequenzen
genutzt (39). Nach einem 90°-Anregungsimpuls wird ein Diffusionsgradient ge-
schaltet, diesem folgt ein 180°-Inversions-Impuls (39). Nach diesem wird erneut
ein Diffusionsgradient geschaltet, bevor es zur Signalaufnahme kommt (39). In
(33) wird erlautert, dass die Starke von kdrpereigenen Flissigkeitssignalen oder
Gewebesignalen bei der diffusionsgewichteten Bildgebung von der mittleren Dis-
tanz abhangt, tUber die sich Wassermolekule pro Zeiteinheit durch Selbstdiffusion
bewegen. Ein Signalverlust entsteht durch die Verschiebung von Molekilen. Die
Schnelligkeit, mit der sich die Molekile entlang der Richtung des angelegten Dif-
fusionsgradientenfeldes bewegen, beeinflusst die Signalintensitat. Bewegen sich

die Molekule schnell in die Richtung des angelegten Diffusionsgradientenfeldes
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kommt es zu einem Signalverlust. Mit der Auswahl der Starke und der Richtung
des Gradientenfeldes wird sowohl die Diffusionsrichtung als auch das Ausmalf
des diffusionsgewichteten Bildkontrastes beeinflusst (33). Daraus kann der ap-

parent diffusion coefficient (ADC) berechnet werden.
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1.4 Magnetresonanzspektroskopie

1.4.1 Die chemische Verschiebung

Gleichartige Atomkerne besitzen in verschiedenen Molekulen unterschiedliche
Resonanzfrequenzen (bzw. Larmorfrequenzen) (33). Unter der chemischen Ver-
schiebung versteht man, dass die molekulare Umgebung eines Protons dessen
Resonanzfrequenz beeinflusst (33). Dies ist die Grundlage fur die Informationen,
die in der MRS aus den molekular gebundenen Atomkernen gezogen werden
konnen (30). Die einen Atomkern umgebenden Elektronen schirmen das Mag-
netfeld am Kernort etwas ab, dadurch kommt es zu unterschiedlich abweichen-
den Feldstarken vom aulReren Magnetfeld (32). Daraus ergeben sich geringe
Frequenzunterschiede flr die Signale ansonsten gleicher Kerne (40). Die Unter-
schiede der Frequenzen sind abhangig von der Molekulstruktur, die die Kerne
umgibt (40). Die Anderung der Frequenz ist sehr gering und betragt circa 10-6wo,
hierbei wird der Faktor 10-° meist als parts per million (ppm) geschrieben (30).
Die absolute Resonanzfrequenzverschiebung Aw, die auf Grund von Abschir-

mung o entsteht, ist der auReren Magnetfeldstarke Bo proportional:
Aw = owo = oyBo (32)

Die unterschiedlichen Resonanzfrequenzen verschiedener chemischer Metabo-
lite lassen eine Identifizierung und Quantifizierung der Metabolite in einem Spekt-

rum zu (32).

1.4.2 Spin-Spin-Kopplung

In dem Abschnitt zu der chemischen Verschiebung wurde festgehalten, dass die
Resonanzfrequenzverschiebung proportional zum aufieren Magnetfeld ist. Im
Gegensatz dazu beruht die Spin-Spin-Kopplung, die auch als J-Kopplung be-
zeichnet wird, auf magnetischen Wechselwirkungen, die durch die Elektronen der
chemischen Bindungen in einem Molekul zwischen den einzelnen Kernen ent-
stehen (40). Diese Wechselwirkung zwischen den Kernen ist nicht von der duf3e-
ren Magnetfeldstarke abhangig und kann zu einer Aufspaltung der Signale in ei-
nem Spektrum fuhren (40). Es entstehen sogenannte Dubletts oder Multipletts

(40). Die Kopplungskonstante J gibt die Starke der Linienaufspaltung an (40).

24



1.4.3 Magnetfeldhomogenisierung

In (32) wird beschrieben, dass die Frequenzunterschiede der einzelnen Metabo-
lite eines Moleklls sehr gering sind. Zur Differenzierung dieser geringen Unter-
schiede ist ein sehr homogenes aulieres Magnetfeld notig. Bei der Aufnahme
muss das Magnetfeld deshalb im ausgewahlten Volumenelement optimiert wer-
den. Der Vorgang zur Optimierung der lokalen Feldhomogenitat wird als lokali-
siertes Shimmen bezeichnet. Dabei werden mit der Justierung von Gradienten in
alle drei Raumrichtungen Magnetfeldinhomogenitaten innerhalb des Volumens
annahernd ausgeglichen. Dadurch wird die Linienbreite der detektierbaren Meta-

boliten schmaler und die Signale kdnnen gut voneinander getrennt werden (32).
1.4.4 Aufnahmetechniken eines Spektrums

1.4.4.1 Single-Voxel-Spectroscopy

Fir die Aufnahme eines Spektrums muss laut M. Backens (32) der Bereich, aus
dem das Spektrum aufgenommen werden soll, genau lokalisiert werden. Die Auf-
nahme des Signals muss innerhalb des zu messenden Objekts in einem definier-
tem Messvolumen, auch als Voxel oder volume of interest (VOI) bezeichnet, statt-
finden. Signale auf3erhalb des VOI mussen so weit wie moglich unterdruckt wer-
den. (30) Die Signalaufnahme aus dem gewulnschten VOI erfolgt durch die Sin-
gle-Voxel-Spektroskopie (SVS). Die Anregung dreier zueinander senkrecht ste-
hender Schichten mittels HF-Pulsen und Schichtselektionsgradienten fuhrt zur
Selektion des Voxels. Das VOI stellt das Schnittvolumen der drei orthogonalen
Schichten dar, siehe Abbildung 6 (32).
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Abb. 6: Single Voxel Spectroscopy — Lokalisation des Voxels

In Anlehnung an M. Backens (32). Im Schnittpunkt der drei orthogonalen Schichten (der blaue
Kasten, der gestrichelte Kasten und die graue Flache stehen fiir das Zentrum der orthogona-
len Schichten) entsteht das Voxel (roter Kasten) als Schnittvolumen der drei Schichten, die
senkrecht zueinanderstehen (32).

Die Sequenztechniken Point-resolved-spectroscopy-sequence (PRESS) und
Stimulated-echo-acquisition-mode-sequence (STEAM) sind fir die SVS etabliert
(32).

1.4.4.2 PRESS

Die PRESS ist eine Doppelspinechosequenz, bei der drei Impulse von 90° - 180°
- 180° fur die Selektion des VOI appliziert werden (32). Jeder der drei Impulse

regt mit Hilfe eines Gradienten eine Schicht in anderer orthogonaler
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Raumrichtung an bzw. refokussiert (32). Der schematische Ablauf der PRESS
Sequenz ist in Abbildung 7 dargestellt.

TE1 TEZ2

Echozeit f : N ! |
RF-Impuls u/\u U 'u’ 'IJ
a0 \{SD 180°

@
)
-
I

@
-
-

Signal —r'/\\——

Spinecho

(41, 42)

Abb. 7: Schema einer PRESS-Sequenz

In Anlehnung an Bottomley und Giriffiths (41) und Klose (42). Die point-resolved spectroscopy
(PRESS) Sequenz besteht aus einem 90°HF-Impuls und zwei darauffolgenden 180° HF-Im-
pulsen. Vor und nach den 180°-Impulsen werden Spoilergradienten geschaltet, um das detek-
tierbare Signal nicht durch die Entstehung unerwiinschter Magnetisierung durch die 180°-Im-
pulse zu beeinflussen. TE1 und TE2 ergeben zusammen die gesamte Echozeit TE (41). Gx,
Gy und Gz stellen die Gradienten in allen drei Raumrichtungen dar (42).

1.4.4.3 STEAM

Mit der STEAM-Sequenz wird durch drei 90°-Impulse eine schichtselektive An-
regung bewirkt, die ein stimuliertes Echo erzeugt (32). In Abbildung 8 ist der
Ablauf der STEAM Sequenz schematisch dargestellt:
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Abb. 8: Schema einer STEAM-Sequenz

In Anlehnung an Bottomley und Griffiths (41) und Klose (42). Bei der stimulated echo acquisi-
tion mode (STEAM)-Sequenz werden drei HF-Impulse nacheinander geschaltet. Nach der
ersten Halfte der Echozeit (TE/2) wird der zweite 90°-Impuls geschaltet. Zwischen dem zwei-
ten und dritten 90°-Impuls liegt die mixing-time (TM). Nach dem Einstrahlen des dritten 90°-
Impulses vergeht die zweite Halfte der TE bis das Signal, also das stimulierte Echo, entsteht
(41). Gx, Gy und Gz stellen die Gradienten in allen drei Raumrichtungen dar (42).

1.4.5 Aufnahme eines Spektrums

MR-Signale sind Hochfrequenzschwingungen, die exponentiell abnehmen und
als Funktion der Zeit dargestellt werden (32). Das detektierte Signal wird komplex
aufgenommen und besteht aus einem Real- und einem Imaginarteil (43). Das
MR-Zeit-Signal wird durch Fourier-Transformation in die einzelnen Komponenten
der aufgenommenen Frequenzen aufgeteilt (32). Die Intensitat der einzelnen Fre-
guenzkomponenten lasst sich dann als Linienspektrum darstellen (30, 40), siehe
Abbildung 9.
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Abb. 9: Schematische Darstellung der Spektrenentstehung

In Anlehnung an Bachert und Schrdder (30) und F. Jiru (43). Dargestellt ist ein Schema der
Spektrenentstehung. Gezeigt sind das a) MR-Zeit-Signal und das durch die Fourier-Transfor-
mation entstandene b) Frequenzspektrum (30). a) und b) zeigen den realen Teil des MR-Zeit-
Signals und des Spektrums und c) und d) den imaginaren Teil des MR-Zeit-Signals und des
Spektrums (43).

In (32) wird beschrieben, dass die relative Frequenzverschiebung & = Aw/wo an-
gegeben wird, um fir die chemische Verschiebung magnetfeldunabhangige
Werte zu erhalten. Die Werte der Frequenzverschiebung fiir 'H-Kerne liegen in
Bereichen von nur einigen ppm. Frequenzen der Kernspins werden durch die sie
umgebenden chemischen Strukturen verandert. Der Stoff Tetramethylsilan
wurde fir die "TH-MRS als Referenzwert von Oppm flr die chemische Verschie-

bung definiert. Auf diesen Referenzwert werden alle chemischen
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Verschiebungen in der "H-MRS bezogen. 'H-Atome in Wassermolekilen haben

einen Wert der chemischen Verschiebung von ca. 4,7ppm. Die chemische Ver-

schiebung der 'H-Atome der Methylenprotonen von Fett liegt bei ca. 1,3ppm (32).

1.4.6 Nachbearbeitungstechniken in der Magnetresonanzspektroskopie

In (43) wird beschrieben, dass das Erreichen einer hohen Spektrenqualitat, v.a
in in-vivo Spektren, limitiert ist. Diese Limitation hat verschiedene Griunde, meist
ist die Feldhomogenitat gering, das Signal zu Rausch Verhaltnis niedrig und die
Konzentrationen der zu untersuchenden Metaboliten sind oft sehr niedrig. Daher
dienen verschiedene Nachbearbeitungstechniken der Qualitatsverbesserung der
aufgenommenen Spektren. Zu den Nachbearbeitungstechniken gehoéren u.a. die
Wirbelstromkorrektur, die Filterung von Signalen in der Zeitdomane (bspw. mit-
tels Gaussian Funktion), das Zero Filling und die Phasen- und Baselinekorrektur
(43).

In den Ausflihrungen F. Jirus (43) wird beschrieben, dass jegliche Magnetfeld-
veranderung einen Strom, in dem der Feldveranderung ausgesetztem Bereich,
erzeugt. In den leitenden Teilen des MR-Gerats bezeichnet man diese Strome
als Wirbelstrome. Wirbelstrome fuhren dazu, dass ein zusatzliches zeitabhangi-
ges magnetisches Feld zu den Gradientenfeldern hinzukommt und mit den ge-
messenen Signalen interagiert. Dies fuhrt zu Amplitudenveranderungen in dem
FID und zu einer Verschlechterung in dem Schichtprofil. Mit der Wirbelstromkor-
rektur werden zusatzliche zeitabhangige Phasenverschiebungen des FID's be-
seitigt. Die Entfernung ausgewahlter Signale verringert die Komplexitat der Sig-
nalanalyse. Zudem werden Artefakte ebenfalls mit der Signalintensitat skaliert
wie die echten Signale. Dadurch kénnen Signale anderer Resonanzen mit gerin-
gerer Intensitat gestort werden. In Bezug auf das Wassersignal kann dieses
bspw. angeglichen werden und von dem FID subtrahiert werden, durch spezielle
Filter eliminiert werden oder durch die Baselinekorrektur entfernt werden. Filtern
oder Fenstern bedeutet in Zusammenhang mit der Nachbearbeitung, dass Ei-
genschaften des FID's mit speziellen Funktionen (bspw. der Gaussian Funktion)
multipliziert werden. Hierdurch kann mittels Unterdrickung oder Verstarkung ver-
schiedener Teile des FID's die Signalqualitat verbessert werden. Durch das
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Filtern kdnnen die Sensitivitat und die Auflésung verbessert werden und wellige
Verlaufe (apodization) im Spektrum reduziert werden. Bei der FID-Aufnahme wird
das Signal Punkt fir Punkt aufgenommen. Die gewahlte Bandbreite bei der Spek-
trenaufnahme begrenzt den zeitlichen Abstand zwischen aufeinanderfolgenden
Punkten. Die Anzahl der Punkte wird durch den FID-Abfall limitiert. Die Diagram-
merstellung der FID’s und der Spektren wird durch die Verknipfung der aufge-
nommenen Punkte maoglich. Ist diese Anzahl an Punkten fur eine Verknupfung
nicht ausreichend, scheitert die Darstellung des Signals. Mittels Zero Filling kann
die Anzahl an Punkten im FID nachtraglich erhoht werden. Hierdurch entstehen
keine neuen Informationen, sondern nur die Moglichkeit das Signal in einem Di-
agramm darzustellen. Eine Phasenkorrektur des Spektrums wird notwendig,
wenn die initiale Phase des Spektrums nicht bei null liegt. Dadurch vermischen
sich der reale und imaginare Teil des Spektrums innerhalb eines dargestellten
Spektrums. Um den realen und imaginaren Teil des Spektrums wieder getrennt
voneinander darstellen zu konnen bedarf es der Phasenkorrektur. Im Schluss
seiner Abhandlung beschreibt F. Jirus (43) die Baselinekorrektur. Die Baseline
bezeichnet einen unbekannten Hintergrund in den aufgenommenen Spektren.
Dieser kann bspw. durch Hardwarefehler oder durch Signale aus der untersuch-
ten Probe entstehen. Die Baseline fuhrt oft dazu, dass die Signale nicht auf einer
geraden Linie liegen, wodurch die Analyse der Spektren erschwert wird. Das Ent-
fernen dieses Hintergrundsignals nach der Spektrenaufnahme wird als Baseline-

korrektur bezeichnet (43).
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1.5 Ziele der Dissertation

Die Ziele dieser Dissertation sind es, die fur die Magnetresonanztomographie
und Magnetresonanzspektroskopie relevanten Eigenschaften des Alkylderivats
und des Formaldehyds, das Relaxationsverhalten und Kontrastverhalten sowie
das Signalverhalten und die chemische Verschiebung mit charakteristischen Re-
sonanzlinien, konzentrationsabhangig zu ermitteln und diese Ergebnisse mitei-
nander zu vergleichen. Das Anatomische Institut Tubingen stellt dazu Losungen
des Alkylderivats und Formaldehyds in unterschiedlichen Konzentrationen fur die

Untersuchungen zur Verfugung.

Nachdem die MR-Eigenschaften des Alkylderivats und Formaldehyds charakte-
risiert worden sind, wird Lebergewebe vom Rind in die beiden Fixierlosungen
gelegt. Hierbei soll vergleichend untersucht werden, wie die unterschiedlichen

Fixierldsungen in das Gewebe eindringen.

Wahrend des Fixiervorgangs der tierischen Gewebeproben werden mehrere MR-
Untersuchungen durchgeflhrt. Einerseits wird dabei untersucht, wie gut das Ein-
dringen des Fixiermittels in verschiedene Gewebekompartimente mittels MRT
und MRS gemessen werden kann. Des Weiteren wird ermittelt, wie sich das Sig-
nalverhalten der Gewebe durch die Fixierung andert und welche MRT-Methoden
auch nach der Fixierung einen passenden Weichteilkontrast in den Gewebepro-

ben erbringen.
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2. Material und Methoden

Alle MR-Messungen wurden an einem 3 Tesla Magnetresonanztomographen
(MAGNETOM PrismaF, Siemens Healthcare, Erlangen) durchgefiihrt. Das Sig-
nal der Proben wurde mittels einer 20-Kanal Head/Neck Spule mit einem Innen-
durchmesser von 23cm, einer Lange von 25cm und einer Hohe von 25¢cm im

inneren Teil detektiert.

Aus patentrechtlichen Grinden wird das neu entwickelte Fixiermittel aus dem
Anatomischen Institut in Tubingen nicht naher beschrieben. Im Folgenden wird
dieses als wassrige Alkylderivatlésung und flieBmittelhaltige Alkylderivatlosung
bezeichnet. Analog dazu werden die Losungen des Formaldehyds als wassrige
und flieBmittelhaltige Fixierldsungen benannt. Die Fixierldésungen wurden vom
Anatomischen Institut Tubingen zur Verfigung gestellt. Vor neuen Messungen

wurden neu angesetzte Losungen zur Verfigung gestellt.

Die Experimente 1 bis 3 haben die Charakterisierung der MRT- und MRS-Eigen-
schaften der wassrigen Formaldehyd- und Alkylderivatldsungen, sowie der fliel3-
mittelhaltigen Formaldehyd- und Alkylderivatidsungen zum Ziel. In Experiment 1
— Relaxationszeiten wéssriger und flieBmittelhaltiger Fixierlosungen — wurden T+
und T2 der wassrigen Formaldehyd- und Alkylderivatldsungen sowie der flie3mit-
telhaltigen Formaldehyd- und Alkylderivatlosungen bestimmt. In Experiment 2 —
'H-Signale wéssriger Formaldehyd-, Alkylderivat- und in vivo Spektren — wurden
Vergleichsspektren des Hirngewebes, des Muskulaturgewebes und des Fettge-
webes mit den Spektren der wassrigen Alkylderivat- und Formaldehydlésungen
Ubereinandergelegt, um im Spektrum der wassrigen Alkylderivatldsung ein alkyl-
derivat-spezifisches Signal zu detektieren. In Experiment 3 — Vergleich der Spek-
tren der wéssrigen und flieBmittelhaltigen Alkylderivat- und Formaldeyhd-L&sun-
gen — wurden die aufgenommenen Spektren der wassrigen und flielmittelhalti-
gen Fixierlosungen ubereinandergelegt, um vergleichen zu konnen, ob das Zu-
setzten des FlieBmittels zu einer Veranderung eines spezifischen Peaks des Al-
kylderivats und Formaldehyds fuhrt.

Die MR-Bildgebung fur die T1-Bestimmung wurde mit einer IR-TSE-Sequenz auf-
genommen, die MR-Bildgebung fur die T2-Bestimmung mit einer CPMG-
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Sequenz. Die Spektren der wassrigen und fliemittelhaltigen Alkylderivat- und

Formaldehyd-L6ésung wurden mittels der STEAM-Sequenz aufgenommen.

Das Experiment 4 — Fixierung von Rinderleber — hat die Untersuchung des Kon-
trastverhaltens von alkylderivat- und formaldehydfixiertem Rinderlebergewebe
und des Relaxationsverhaltens zum Ziel. Des Weiteren soll das Fixiermittelein-

dringen, in die Lebergewebemitte, mittels "H-MRS nachvollzogen werden.

Zur Darstellung des Kontrastverhaltens wurden T1-gewichtete, T2-gewichtete und
PD-gewichtete MR-Bilder mit einer TSE-Sequenz aufgenommen. Die MR-Bild-
gebung fur die T1-Bestimmung wurde mit einer IR-TSE-Sequenz aufgenommen,
die MR-Bildgebung fur die T2-Bestimmung mit einer multi-echo Spinecho-Se-
quenz. Zudem wurden Tomogramme mittels einer 3D-Gradientenechosequenz
und einer diffusionsgewichteten Echo-Planar-Imaging-Sequenz (EPI-Sequenz)
aufgenommen, um die Magnetisierungstransferrate bzw. den Diffusionskoeffi-
zienten zu bestimmen. Die Spektren wurden mit der STEAM-Sequenz aufgenom-

men.
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2.1 Experiment 1 - Relaxationszeiten wassriger und flieBmittelhaltiger Fi-
xierlésungen —

Im ersten Experiment wurden die wassrigen und flieBmittelhaltigen Fixierldsung
hinsichtlich der Fragestellung untersucht, wie sich die Relaxationszeiten der
wassrigen und flieBmittelhaltigen Fixierlosungen des Alkylderivats und des For-
maldehyds unterscheiden. Zudem sollte geklart werden, welche Auswirkungen
unterschiedliche Konzentrationen der beiden Fixiermittel auf die Relaxationszei-

ten haben.

2.1.1 Zusammensetzung der untersuchten Proben

Das FlieBmittel macht 70% der fliel3mittelhaltigen Alkylderivat- und Formaldehyd-
Ldsungen aus. Aufgeflllt wurden die fliemittelhaltigen Alkylderivatidsungen mit
destilliertem Wasser. Das verwendete Formaldehyd stammt von der Carl Roth
GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland. Auf die weiteren genutzten Chemika-

lien kann aus patentrechtlichen Grinden nicht eingegangen werden.
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Wassrige und flieBmittelhaltige Alkylderivatlosungen

Von den wassrigen und flieBmittelhaltigen Alkylderivatidsungen wurden, die in

Tabelle 2 aufgefuhrten Losungen untersucht.

Tab. 2: Losungszusammensetzung der wassrigen und flieBmittelhaltigen Alkylderivatidsungen

Losung Zusammensetzung der Losung Zusammensetzung der

wassrigen Losungen flieRmittelhaltigen
Losungen
1 10%-wassrige 10 10%-flieBmittelhaltige
Alkylderivatlosung Alkylderivatlosung
2 3%-wassrige 11 3%-flieBmittelhaltige
Alkylderivatlosung Alkylderivatlosung
3 1%-wassrige 12 1%-flieBmittelhaltige
Alkylderivatlosung Alkylderivatlosung
4 0,5%-wassrige
Alkylderivatlésung
5 0,25%-wassrige
Alkylderivatlosung
6 0,1%-wassrige
Alkylderivatldsung
7 0,05%-wassrige
Alkylderivatlosung
8 0,025%-wassrige Alkylderi-
vatldsung
9 0,01%-wassrige
Alkylderivatlosung

Das FlieRmittel macht 70% der fliemittelhaltigen Alkylderivatidsungen aus.
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Wassrige und flieRmittelhaltige Formaldehydlosungen
Von den wassrigen und flieBmittelhaltigen Formaldehydldsungen wurden, die in

Tabelle 3 aufgefuhrten Losungen untersucht.

Tab. 3: Loésungszusammensetzung der wassrigen und flieBmittelhaltigen Formaldehydlésungen

Losung Zusammensetzung der Losung Zusammensetzung der

wassrigen Losungen flieBmittelhaltigen
Losung
13 4%-wassrige 22 4%-fliemittelhaltige
Formaldehydlosung Formaldehydlosung
14 2%-wassrige
Formaldehydlosung
15 1%-wassrige
Formaldehydlosung
16 0,5%-wassrige
Formaldehydl6sung
17 0,25%-wassrige
Formaldehydlésung
18 0,1%-wassrige
Formaldehydl6sung
19 0,05%-wassrige
Formaldehydl6sung
20 0,025%-wassrige
Formaldehydlosung
21 0,01%-wassrige

Formaldehydlosung

Das FlieRmittel macht 70% der fliemittelhaltigen Formaldehydlésung aus.

Referenzlosungen

Als Referenzlésungen wurden die Losungen 23 und 24 untersucht, siehe Tabelle
4.

Tab. 4: Loésungszusammensetzung der Referenzlosungen

Losung Léosungszusammensetzung
23 100% destilliertes Wasser
24 70% Flielmittel, 30% destilliertes Wasser
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2.1.2 Versuchsaufbau

Die wassrigen und fliel3mittelhaltigen Losungen des Alkylderivats und des For-
maldehyds wurden in Blue-Caps, die 55ml der Lésungen fassen, gefullt und in
einen Blue-Capstander gestellt. Dieser wurde in einer Kopfspule positioniert und
mit Schaumstoffpolstern rechts und links fixiert, um ein Verwackeln bei den Mes-
sungen zu verhindern. Zu den wassrigen Fixierlosungen wurde als Referenzl6-
sung das 100%ige destillierte Wasser gestellt und zu den flielmittelhaltigen L6-
sungen die Referenzlosung mit 70% FlieBmittel und 30% destilliertem Wasser
sowie das 100%ige destillierte Wasser. Die Losungen wurden im Isozentrum des
Magnetresonanztomographen gemessen. Abbildung 10 zeigt den Versuchsauf-

bau exemplarisch.

Abb. 10: Versuchsaufbau zu Experiment 1

Die Lésungen in den Blue-Caps wurden in den Blue-Capstander gestellt, dieser wurde in
der Kopfspule auf dem Untersuchungstisch des MRT positioniert und von rechts und links
mit Schaumstoffpolstern fixiert. Die rechteckigen Schaumstoffpolster haben eine Lange
von 25cm, eine Breite von 9cm und eine Héhe von 1,7cm.
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2.1.3 Messparameter

Fir die T1- und T2-Bestimmung der unterschiedlich konzentrierten wassrigen und
70%-flieRmittelhaltigen Losungen des Alkylderivats und des Formaldehyds, wur-
den folgende Sequenzen und Parameter, dargestellt in Tabelle 5, bei einer
Raumtemperatur von 20°C und einer Losungstemperatur von ebenfalls 20°C ein-

gesetzt.

Tab. 5: Sequenzen und Messparameter zur T1-und T2-Bestimmung der wassrigen und fliemit-
telhaltigen Fixierldsungen

Sequenz Tl TE (ms) TR Schicht- Pixel- Matrix
(ms) (ms) dicke groBe (mm)
(mm) (mm)
T1-Mapping
TSE IR 25 9,9 10.000 5,0 1,2x1,3 160x128
100
500
1000
2000
4000
8000
T2-Mapping
SE -CPMG 20-640 5000 5,0 1,3x1,3 160x128
Inkrement
20 ms

Tl — Inversionszeit, diese wurde mit jeder neuen TSE Sequenz erhéht, TE — Echozeit, TR — Re-
petitionszeit, TSE — Turbo Spin Echo, IR — Inversion Recovery, SE — Spin Echo. Es wurde mit
einer Mittelung gemessen.

2.1.4 Datenauswertung

Zur Ermittlung der T1- und T2-Zeiten wurden die MR-Bilder der Losungen mittels
MATLAB R2019b (MathWorks, Natick, MA, USA) in ausgewahlten Bereichen
(ROI, Region of interest), ausgewertet (44). T+ wurde mit folgender Funktion,
S(TI)=So (1 —Aexp (-Tl/T1) + exp (-TR/T1)), gefittet. T2 wurden mit der Funktion
S(TEi) = Soe TE/T2 + N gefittet.
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2.2 Experiment 2 — 'H-Signale wiassriger Formaldehyd-, Alkylderivat- und
in-vivo Spektren — und Experiment 3 — Vergleich der Spektren der wassri-
gen und flieBmittelhaltigen Alkylderivat- und Formaldehydlésungen —

Experiment 2 untersucht, ob es ein fixiermittelspezifisches 'H-Signal in alkylderi-
vatfixiertem Lebergewebe gibt. Ludescher et al. (21) konnten ein formalde-
hydspezifisches 'H-Signal in tierischem Lebergewebe nachweisen. Gabe es ana-
log dazu ein sicher zu identifizierendes alkylderivatspezifisches 'H-Signal, konnte

die Fixierung des Lebergewebes mittels '"H-MRS nachgewiesen werden.

Experiment 3 untersucht, ob es durch das Zugeben des FlieBmittels in die Fixier-
l6sungen ein spezifisches 'H-Signal in der Alkylderivat- und der FormaldehydIo-

sung weiterhin nachvollziehbar ist.

2.2.1 Versuchsaufbau

Der Aufbau fur die Experimente 2 und 3 ist nahezu gleichermalien konzipiert.
Experiment 2 flr die Messung der Spektren des Alkylderivats und des Formalde-
hyds wurde folgendermalRen aufgebaut. Die 10%ige wassrige Alkylderivatlésung
wurde im Blue-Cap auf einem Schaumstoffkeil von ca. 20° Neigung (relativ zur
horizontalen Achse) mit Klebeband fixiert, damit die Luft im Blue-Cap nach oben
zum Verschluss steigt und dadurch weniger Artefakte bei der Spektroskopie ent-
stehen. Dieser Schaumstoffkeil und das Blue-Cap wurden auf ein Schaumstoff-
polster in der Kopfspule positioniert und rechts und links ebenfalls mit einem
Schaumstoffpolster fixiert, um messbedingte Vibrationen zu minimieren, siehe
Abbildung 11 a und b. Die Kopfspule wurde in das Isozentrum des Sanners ge-
fahren. Die 4%ige wassrige Formaldehydlésung wurde im Kugelphantom, das
ca. 150ml der Losung fasst, auf einem Korkuntersetzer und zwei Schaumstoff-
polstern in der Kopfspule positioniert und rechts und links mit Schaumstoffpols-

tern fixiert, um messbedingte Vibrationen zu minimieren, siehe Abbildung 11 c.

FUr das Experiment 3 wurden die 10%ige wassrige Alkylderivatidsung, die
10%ige flieBmittelhaltige Alkylderivatlésung, die 4%ige wassrige Formaldehyd|o-
sung und die 4%ige flieBmittelhaltige Formaldehydl6ésung analog zu dem Blue-
Cap Aufbau in Experiment 2, siehe Abbildung 11 a, im Scanner positioniert.
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Abb. 11: Versuchsaufbau zu Experiment 2.

a) zeigt ein Blue-Cap, gefillt mit ca. 55ml der 10%igen wassrigen Alkylderivatldsung, fixiert
mit Klebeband auf einem Schaumstoffkeil mit einer Neigung von ca. 20°. b) zeigt wie der
Schaumstoffkeil, mit den MaRen x = 15cm, y = 6,2cm und z = 16cm, mit dem fixierten Blue-
Cap auf einem Schaumstoffpolster in der Kopfspule positioniert und rechts und links mit
Schaumstoffpolstern fixiert wurde. c) zeigt das mit ca. 150ml 4%iger wassriger Formaldehyd-
I0sung geflllte Kugelphantom auf einem Korkring, dieses wurde auf zwei Schaumstoffpolstern
in der Kopfspule positioniert und rechts und links mit Schaumstoffpolstern fixiert. Der Korkring
hat einen AufRendurchmesser von 11cm, einen Innendurchmesser von 6cm und eine HOhe
von 3cm.

2.2.2 Messparameter

Die Akquisition der Spektren erfolgte mittels einer STEAM-Sequenz. Unter 1 in
der Tabelle 6 sind die Parameter fur die 10%ige wassrige Alkylderivatlésung aus
Experiment 2, sowie fur die 10%ige wassrige Alkylderivatldsung, 10%ige flie3-
mittelhaltige Alkylderivatldsung, die 4%ige wassrige Formaldehydldsung und die
4%ige flieBmittelhaltige Formaldehydlésung aus Experiment 3 aufgefuhrt. Unter
2 sind die Parameter fir die 4%ige wassrige Formaldehydldsung, gemessen im
Kugelphantom, aus Experiment 2 aufgeflihrt, siehe Tabelle 6. Fir die unter 2
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aufgefliihrten Parameter wurde eine WIP-STEAM (work in progress) mit kurzer
TE verwendet (45, 46).

Tab. 6: Messparameter der Spektren der 10%igen wassrigen und fleiBmittelhaltigen Alkylderi-
vat- und der 4%igen wassrigen und flieBmittelhaltigen Formaldehydldsungen

Sequenz TE(ms) TR (ms) VOI(mm) Akquisitionen

1 STEAM 10 5000 10x10x20 100
2 STEAM 54 2000 20x20x20 8

STEAM - stimulated-echo-acquisition-mode-sequence, TE — Echozeit, TR — Repetitionszeit,
VOI — volume of interest.

2.2.3 In vivo Vergleichsspektren fur das Experiment 2

2.2.4 Lokalisationsbilder und Messparameter

Die Signale der aufgenommenen Spektren der Fixiermittel des Alkylderivats und
des Formaldehyds wurden mit in vivo Spektren von Hirngewebe, Muskelgewebe
(M. tibialis anterior und M. soleus) und gelben Knochenmark verglichen. Abbil-
dung 12 zeigt die Lokalisationsbilder, die zur Aufnahme der Vergleichsspektren

genutzt wurden.
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Abb. 12: Lokalisationsbilder und Messparameter der in vivo Spektren

a) Das Lokalisationsbild des Gehirns zeigt den Bereich (weiler Kasten), in dem das in vivo Ver-
gleichsspektrum des Hirngewebes aufgenommen wurde. Das Spektrum wurde mit einer
PRESS-Sequenz und folgenden Messparametern aufgenommen: TE 30ms, TR 2000ms, VOI
20x20x20 mm, AV80, BW 1200Hz. b) Das Lokalisationsbild der Muskulatur und des gelben
Knochenmarks zeigt den jeweiligen Bereich (weiller Kasten), in dem die in vivo Vergleichsspek-
tren aufgenommen wurden. Das Vergleichsspektrum des gelben Knochenmarks (KM) wurde mit
einer STEAM-Sequenz und folgenden Messparametern aufgenommen: TE 20ms, TR 4s, VOI
10x10x20, AV 48, BW 1200Hz. Die Vergleichsspektren des M. tibialis anterior (TA) und des M.
soleus (SOL) wurden mit einer STEAM-Sequenz und folgenden Messparametern aufgenom-
men: TE 20ms, TR 2000ms, VOI 11x11x20mm, AV 32. TE -
Echozeit, TR — Repetitionszeit, VOI — Volume of interest, AV — Anzahl der Signalmittelungen,
BW — Aufnahmebandbreite

2.2.5 Methode der Spektrendarstellung und -auswertung

Die Spektren wurden mit Hilfe des Grafikprogramms Grafik-Layout-Engine (GLE)
graphisch dargestellt (47). Auf die Signale bei 1,3 ppm und 3,5ppm wurden die
einzelnen Spektren referenziert und mittels Zero Filling und Gaul¥funktion bear-
beitet. Die Spektren wurden graphisch Ubereinandergelegt und durch Verglei-
chen der Signale in den Geweben und in den Lésungen ausgewertet.
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2.3 Experiment 4 — Fixierung von Rinderleber —

Das Experiment 4 untersucht, ob es durch die Fixiermittel zu Veranderungen des
Kontrastverhaltens und der Relaxationszeiten im Rinderlebergewebe kommt. Die
Untersuchungen in diesem Experiment werden hinsichtlich der Fragestellung, ob
durch das Experiment Ruckschlusse auf eventuell unterschiedliche Fixiereigen-
schaften geschlossen werden konnen und diese magnetresonanztomographisch

und magnetresonanzspektroskopisch nachgewiesen werden konnen, analysiert.

2.3.1 Versuchsaufbau

Das Experiment 4 wurde folgendermalien konzipiert. Drei gleichgrof3e Stlicke der
Rinderleber wurden mit den Malfden von 10cm Lange, 7cm Breite und 4cm Hoéhe
zugeschnitten. Die drei zugeschnittenen Lebergewebesticke wurden in 750ml
fassende Plastikbehalter gelegt. Die Behalter mit den Gewebestiicken wurden
mit 400ml der Fixierlosung gefullt. Jeweils ein Behalter mit Lebergewebe wurde
mit 400ml 4%iger flielmittelhaltiger Formaldehydlésung und 400ml 3%iger fliel3-
mittelhaltiger Alkylderivatldsung gefillt. Als Referenzversuch wurde ein Behalter
mit Lebergewebe mit 400ml 0,9%iger Natriumchloridlosung (NaCl-lésung), der
Firma Braun und Fresenius, geflllt. Die Lagerung der Gewebe sowie die Mes-
sungen fanden bei einer Temperatur von 20-21°C statt. Die drei Behalter mit den
Lebergeweben wurden Ubereinandergestellt, der Behalter mit der Formaldehyd-
|I6sung stand oben, in der Mitte der Behalter mit der Alkylderivatldsung und der
Behalter mit der 0,9%igen NaCl-Ldsung stand unten. In dieser Anordnung wur-
den die Behalter in der Kopfspule positioniert und rechts und links mit Schaum-
stoffpolstern fixiert. Die in die Fixierldsungen eingelegten Gewebe, wurden an
Tag 0 direkt nach dem Einlegen, nach 2,5h, 5,0h und 7,5h gemessen und im
Folgenden an Tag 1, 4, 11, 18, 25, 46, 67, 110 und 187.

Die Gewebestlicke wurden mit einem Plastikgitter in der Plastikbox fixiert, das
auf die GrolRe des Inneren der Plastikbox zugeschnitten wurde. An das Plastik-
gitter wurden acht Plastikstabe mit Polypropylenband befestigt. Diese wurden
zwischen dem Boden und dem Deckel der Plastikbox eingeklemmt, wodurch das
Plastikgitter auf dem Lebergewebe auflag und ein Schwimmen und Drehen des

Lebergewebes verhindert und das Verrutschen des Lebergewebes bis auf
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wenige Millimeter minimiert wurde. Das Laserkreuz zur Positionierung der Plas-
tikboxen im Isozentrum des MRT wurde auf der obersten Plastikbox markiert,
sodass bei jeder Messung das Laserkreuz auf diese Markierung eingestellt wer-
den konnte. Die Position der Plastikboxen wurde markiert. Zudem wurde von au-
Ren markiert an welcher Stelle die Lebergewebe liegen. Fur eine gute Positionie-
rung des Voxels fur die Spektrenaufnahme wurden die Lebergewebestlicke auf
eine Dicke von 4cm zugeschnitten. Im liegenden Zustand hatten die Leberge-
webe noch eine Dicke von 3,3cm, da das Lebergewebe im Liegen geringfugig
nach aulRen gedrickt hat und die Stlicke dadurch etwas an Hoéhe verloren. In die
3,3cm hohen Lebergewebe konnten Voxel der GréRe 10x10x10mm positioniert
werden. An Tag 0 wurde direkt nach dem Einlegen der Gewebe in die Losungen
und dann nach 2,5h, 5h und 7,5h gemessen, um die Eindringgeschwindigkeit
ungefahr abschatzen zu kénnen. Nach Tag 25 wurden die Messzeitintervalle ver-
langert, um zu untersuchen, ob sich die Kontraste und die Spektren nach dem
kompletten Durchdringen der Gewebe mit Fixiermittel weiter verandern. Abbil-

dung 13 zeigt den Versuchsaufbau.

Abb. 13: Versuchsaufbau zu Experiment 4

a) zeigt das zugeschnittene Plastikgitter mit den daran befestigten Plastikstdben mittels Polyp-
ropylenband. b) zeigt die Markierung der Laserposition auf der obersten Plastikbox. ¢) zeigt die
Markierung der Leberposition am AuReren der Plastikboxen. d) zeigt die Positionierung der drei
Plastikboxen in der Kopfspule und die Befestigung mittels Schaumstoffpolstern.
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2.3.2 Messparameter
Zur Darstellung der Kontrastveranderungen der Leber uber die Zeit wurden T1-,
T2-, PD- und Diffusionsgewichtete Bilder, sowie MT-Bilder der Lebergewebe mit

den in Tabelle 7 aufgelisteten Parametern aufgenommen.

Tab. 7:Messparameter flur die Bildgebung zur Darstellung der Kontrastveranderung
Sequenz  Gewichtung TR TE  Schicht- Pixel- Matrix FW

(ms) (ms) dicke groBRe (mm)
(mm) (mm)

TSE T1 550 8,7 5 0,4x0,4 256x320 k.A
TSE T2 5000 87 5 0,4x0,4 256x320 k.A
TSE PD 5000 8,7 5 0,4x0,4 256x320 k.A
EPI Diffusion 4000 TE 5 2,0x2,0 256x128 k.A

b-Werte: 39

0 s/mm?2 und

1000 s/mm?
Flash 3D MT 30 2,87 1 1,0x1,0 256x256 6°

TSE — Turbo Spin Echo, EPI — Echo-Planar-Imaging —, FLASH - Fast-Low-Angle-Shot —, TR —
Repetitionszeit, TE — Echozeit, FW — Flipwinkel

Zur Durchfihrung des T1- und T2- Mappings fur die T1- und T2-Bestimmung des
nativen Lebergewebes sowie des uUber die Zeit mit Fixierldsung angereicherten
Lebergewebes wurden folgende Sequenzen und Parameter, dargestellt in Ta-

belle 8, bei einer Raumtemperatur von 20°C — 21°C gemessen.
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Tab. 8: Sequenzen und Messparameter zur T1-und T2-Bestimmung im Lebergewebe

Sequenz TI TE TR Schicht-  Pixel- Matrix
(ms) (ms) (ms) dicke grofe (mm)
(mm) (mm)
T1-Mapping
TSE IR 25 85 10.000 5,0 1,0x1,0 256x256
100
500
1000
2000
4000
8000
T2-Mapping
SE (CPMG) 10- 3000 50 1,0x1,0 256x256
320

Tl — Inversionszeit, diese wurde mit jeder neuen IR-TSE-Messung erhéht, TE — Echo-
zeit, TR — Repetitionszeit, TSE — Turbo Spin Echo, IR — Inversion Recovery, SE — Spin
Echo, CPMG — Carr-Purcell-Meiboom-Gill. Beim T2-Mapping wurden 32 Echos mit aqui-
distanten TE von 10ms bis 320ms aufgenommen.

Zur Nachvollziehbarkeit des Eindringens der Fixiermittel in die Gewebe wurden,
neben der Bildgebung zur Darstellung der Kontrastveranderung, Spektren des
nativen Lebergewebes an Tag 0 Oh, sowie Spektren des Lebergewebes an Tag
0 2,5h, Tag 0 5,0h, Tag 0 7,5h, Tag 1, Tag 4, Tag 11, Tag 18, Tag 25, Tag 46,
Tag 67, Tag 110 und Tag 187 mit den in Tabelle 9 aufgefuhrten stellten Parame-
tern aufgenommen. Abbildung 14 zeigt die Voxelpositionen fir die Spektrenauf-

nahme in den Fixierlosungen und Lebergeweben.

Tab. 9: Sequenz und Messparameter flur die Spektrenaufnahme in den Fixierlésungen und im
Lebergewebe

Sequenz TE (ms) TR (ms) VOI (mm) Akquisitionen
STEAM 10 5000 10x10x10 64

STEAM - stimulated-echo-acquisition-mode-sequence, TE — Echozeit, TR — Repetitionszeit, VOI
— Volume of interest.
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Abb. 14: Schematische Darstellung der Voxelpositionen fiir die Spektrenaufnahmen in den Fi-
xierlésungen und den Lebergeweben

Gezeigt sind exemplarisch die Voxelpositionen fiir die Spektrenaufnahmen in den Fixierlésungen
und den Lebergeweben fur alle Aufnahmen Uber den gesamten Messzeitraum. Die Positionen
der Voxel mussten Uber den Messzeitraum angepasst werden, da durch geringgradige Positions-
veranderungen der Gewebe die nahezu gleiche Voxelposition handisch korrigiert werden musste

2.3.3 Datenauswertung

Zur Ermittlung der T1 und T2-Werte wurden die MR-Bilder des Lebergewebes mit
dem MATLAB Programm R2019b (MathWorks, Natick, MA, USA) ausgewertet.
In dem Programm wurde T1 ausgewahlter Bereiche (ROI, Region of interest) mit
folgender Funktion S(TI) = So (1 — A exp (-TI/T1) + exp (-TR/T1)) gefittet. Die ROIs
von T2 wurden mit der Funktion S(TEi) = Soe"™8/72 + N gefittet.

Fir die Bestimmung des MT-Effektes im Lebergewebe wurden MTR-Bilder mit
dem MATLAB Programm berechnet, basierend auf der Formel (So — Swmr)/So, wo-
bei So und Swr Bilder sind, die jeweils ohne und mit dem MT-Impuls aufgenom-

men wurden. Die MTR ausgewahlter ROls wurden daraus berechnet.
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Zur Ermittlung der Diffusions-Werte wurden die von der Scanner-Software be-

rechneten ADC-Bilder mit dem MATLAB Programm ausgewertet.

Die Auswahl der ROls orientierte sich an der Lage des VOI der MRS-Messungen.
Die ROI Positionierung musste manuell vorgenommen werden. Bei einer auto-
matischen Ubertragung der ROI Positionen an den verschiedenen Messtagen
lagen die ROIs in unterschiedlichen Hohen in den Bildern, sodass nicht die glei-
che Region garantiert werden konnte. Durch leichte Positionsveranderungen im
Versuchsaufbau und die leichte Abnahme des Lebergewebedurchmessers ist
dieses Problem erklarbar. Die manuelle Auswahl der ROls schlie3t geringflgig
abweichende Positionen der ROls sowie ein Abweichen der ROl GroRe (Varianz

von 16mm? bis 36mm?) nicht aus.

Die Spektren wurden auf das Signal des FlieBmittels bei 2,2ppm referenziert, und
mittels Zero Filling und Gaul¥filter postprozessiert, eine Referenzierung der
Amplituden war nicht moéglich, da in keinem der aufgenommenen Spektren eine
Referenzamplitude in der Signalintensitat konstant geblieben ist. Daher sind Aus-
sagen zu Veranderungen der Amplituden Uber den Verlauf der Messzeit nicht

sicher moglich. Mit Microsoft Excel wurden die Spektren graphisch dargestelit.
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2.4 Histologische Aufarbeitung

Mit Unterstutzung des Anatomischen Instituts der Universitat Tubingen wurden
die fixierten Lebergewebe histologisch aufgearbeitet. Anhand der histologischen
Aufarbeitung wird untersucht, inwieweit die makroskopisch fixierten Rinderleber-
gewebe auf der Zellebene fixiert wurden und ob die fixierten Gewebe durch die

verschiedenen Fixiermittel Unterschiede aufweisen.

2.4.1 Arbeitsschritte zur histologischen Aufarbeitung

Die alkylderivatfixierten Lebergewebe wurden auf der Oberflache mit schwarzer
Tusche markiert, um in den Praparaten eine Orientierung zu behalten. Aufgrund
von Gewebeunregelmaligkeiten an der Leberoberflache wurde diese Markie-
rung in den formaldehydfixierten Lebergeweben an der Unterseite vorgenom-
men. Daher ist eine Tuschemarkierung in den formaldehydfixierten Lebergewe-
ben nicht zu erkennen. Die jeweils in Formaldehyd und Alkylderivat fixierten Le-
berstlicke wurden aufgeschnitten und aus der aufgeschnittenen Schicht wurde
ein Stlck zur Paraffineinbettung extrahiert, siehe Abbildung 15. Die in Paraffin
eingebetteten Leberschnitte wurden in 5uym dunne Schichten geschnitten und auf
einem Objekttrager fixiert. Jeweils zwei Schnitte des Lebergewebes in Formalde-
hydlésung und in Alkylderivatlésung wurden mit den Ubersichtsfarbungen Azan
und Hamatoxylin-Eosin gefarbt, siehe Abbildung 16. Die vier Objekttrager wurden
mit einem Mikroskop kachelweise abfotografiert und digitalisiert. Im digitalisierten
Format wurden aus dem oberen, mittleren und unteren Drittel der jeweiligen Le-
bergewebe die Zellen abfotografiert und vergroRert. Fur die Bildverarbeitung der
aufgenommenen Bilder der Leberzellen wurde die Software Zeiss ZEN 3.4 blue

edition (Carl Zeiss) verwendet.
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Die flr die histologischen Farbungen verwendeten Chemikalien und deren Her-

steller sind in der Tabelle 10 aufgeflhrt und der Ablauf der Farbungen anschlie-

Rend erklart.

Tab. 10: Verwendete Chemikalien und deren Hersteller fur die histologischen Farbungen

Verwendete Chemikalien

Hersteller

Anilinblau Choma Gesellschaft Schmid & Co,
Stuttgart, Deutschland
Anilinol Merck, Darmstadt, Deutschland

Azocarmin G

Choma Gesellschaft Schmid & Co,
Stuttgart, Deutschland

DePeX (Polystryol + Xylol)

Serva, Heidelberg, Deutschland

Hamalaunlosung nach Mayer

Merck, Darmstadt, Deutschland

Eosin G Microscopy, use: 1% (v/v)

Merck, Darmstadt, Deutschland

Essigsaure Molekulargewicht: 60,05

g/mol

Merck, Darmstadt, Deutschland

Ethanol, 99.99% (v/v)

Apotheke der Universitat Tubingen

Kaliumchlorid, Molekulargewicht:
74.56 g/mol

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karls-

ruhe, Deutschland

Kaliumdihydrogenphosphat, Moleku-
largewicht: 136,09 g/mol

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karls-

ruhe, Deutschland

Natriumchlorid, Molekulargewicht:
58.44 g/ mol

VWR International GmbH, Darmstadt,

Deutschland

Natriumdihydrogenphosphat, Moleku-
largewicht: 177.95 g/mol

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karls-

ruhe, Deutschland

Orange G

Choma Gesellschaft Schmid & Co,
Stuttgart, Deutschland

Wolframatophosphorsaure

Merck, Darmstadt, Deutschland

Xylol

Merck, Darmstadt, Deutschland
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Absteigende Alkoholreihe nach Paraffineinbettung

Die Lebergewebe wurden in Paraffin eingebettet und in ca. 5 um dicke Schnitte
geschnitten. Anschlie3end folgte die Entparaffinierung der eingebetteten Ge-
webe mittels einer absteigenden Alkoholreihe, siehe Tabelle 11, um diese auf

die Hamatoxylin-Eosin- sowie Azan-Farbung vorzubereiten.

Tab. 11: Absteigende Alkoholreihe nach Paraffineinbettung

Zeitin 10 5 5 5 5 5
Minuten

Behand- Xylol | 50% Xylol/ 99% 96% 70% H20
lung mit: 50 % Ethanol Ethanol | Ethanol | Ethanol

Hamatoxylin-Eosin-Farbung

FUr die Hamatoxylin-Eosin-Farbung wurden die Paraffinschnitte zunachst fur 5
Minuten in destilliertem Wasser und anschlie®end fir 10 Minuten in Hamatoxy-
lin bei Raumtemperatur inkubiert. Es folgte eine jeweils finfminitige Waschung
der Schnitte mit Leitungswasser sowie destilliertem Wasser, bevor diese fur
weitere 10 Minuten in Eosin inkubiert wurden. Nach einem abschlieRenden
Waschschritt mit destilliertem Wasser uber 5 Minuten und Behandlung der
Schnitte mit einer aufsteigenden Alkoholreihe, siehe Tabelle 12, wurden die

Schnitte mit DePeX eingedeckelt.

Azan-Farbung

Fir die Azan-Farbung wurden die Paraffinschnitte zuerst 10 Minuten in Anilinal-
kohol inkubiert und anschlielsend bei einer Temperatur von 56°C fur 15 Minuten
mit Azocarmin gefarbt. Es folgte ein kurzer Spulschritt mit destilliertem Wasser
und eine Differenzierung in Anilinalkohol. Anschlieend erfolgte flir mehrere Mi-
nuten eine Waschung in Essigsaurealkohol und eine einstiindige Inkubation in
Wolframatophosphorsaure. Nach einer weiteren Spulung mit destilliertem Was-
ser folgte eine 30-mindtige Inkubation in Anilinblau-Orange-Essigsaure und eine
abschlieRende Spulung mit destilliertem Wasser, sowie Differenzierung mit
96%igem Alkohol. Vor dem Eindeckeln mittels DePex wurden die Schnitte mit

der in Tabelle 12 dargestellten, aufsteigenden Alkoholreihe behandelt.
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Tab. 12: Aufsteigende Alkoholreihe flr Paraffinschnitte

Zeit in 5 <1 <1 5 5 5
Minuten

Behandlung | H20 | 70% 96% 99% 50% Xylol/ Xylol
mit: Ethanol | Ethanol Ethanol | 50 % Ethanol

formaldehydfixiert alkylderivatfixiert

Abb. 15: Makroskopische Aufsicht aufgeschnittener formaldehyd- und alkylderivatfixierter Le-
bergewebe

Links ist eine Schicht des formaldehydfixierten Lebergewebes dargestellt. Rechts ist eine Schicht
des alkylderivatfixierten Lebergewebes dargestellt. Die Schichten wurden aus dem jeweiligen
Leberstick herausgeschnitten. Die orangene Markierung zeigt die Schnittfhrung fur den Zu-
schnitt der Lebergewebe, der fiir die Paraffineinbettung genutzt wurde.
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Abb. 16: Arbeitsschritte zur histologischen Aufarbeitung

a) zeigt exemplarisch ein in Paraffin eingebettetes Lebergewebestiick. b) zeigt exemplarisch die
auf 5um zugeschnittenen Lebergewebe. c) zeigt eins der formaldehydfixierten Praparate in Az-
anfarbung. d) zeigt eins der alkylderivatfixierten Praparate in Azanfarbung. e) zeigt eins der for-
maldehydfixierten Praparate in der Hamatoxylin-Eosinfarbung. f) zeigt eins der alkylderivatfixier-
ten Praparate in der Hamatoxylin-Eosinfarbung.
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3. Ergebnisse

3.1 Experiment 1 — Relaxationszeiten wassriger und flieRmittelhaltiger Fi-
xierlésungen —

In Abbildung 17 sind die farblich markierten ROls schematisch und stellvertretend
fur alle ausgewahlten Messbereiche fur das T1- und T2-Fitting der wassrigen und
flieBmittelhaltigen Alkylderivat- und Formaldehydlésungen dargestellt. Im Fol-
genden zeigt die Abbildung 18 exemplarisch die T1- und T2-Fit-Kurven der ver-
schieden konzentrierten flieRmittelhaltigen Alkylderivat- und Formaldehydl6sun-

gen. In den Tabellen 13 und 14 sind T1 und T2 zusammengefasst aufgefuhrt.

T1 der wassrigen Alkylderivat- und Formaldehydldésungen liegen bis auf die
10%ige und 3%ige wassrige Alkylderivatldsung alle ungefahr in dem Bereich der
T1-Relaxationszeit von destillietem Wasser. Die T2-Werte der wassrigen Alkyl-
derivatlésung befinden sich in Bereichen tber 1300ms, davon ausgenommen ist
die 10%ige wassrige Alkylderivatldsung, die ein T2 unter 400ms hat. Ab einer
Konzentration von 0,01% wassriger Alkylderivatlosung und niedriger nahert sich
die T2 stark dem destillierten Wasser an. Die T2-Werte der 4%igen, 2%igen, 1%i-
gen, 0,5%igen und 0,025%igen wassrigen Formaldehydlésung haben im Ver-
gleich zu destilliertem Wasser, ein mit zunehmender Konzentration kirzeres To2.
Die 0,1 bis 0,01%igen wassrigen Formaldehydlésungen annahernd ahnliche T2-
Werte wie destilliertes Wasser. T1 und T2 der wassrigen Alkylderivat- und For-
maldehydlésungen nehmen mit abfallender Konzentration der Fixiermittel zu und
nahern sich mit abfallender Konzentration dem Referenzwert des destillierten

Wassers an.

T1 und T2 der flieBmittelhaltigen Alkylderivat- und Formaldehyd-Ldsungen sind
den T1- und T2-Werten der Referenzlésung mit 70%igem Flielmittel und 30%i-
gem destilliertem Wasser sehr ahnlich. Umso hdher die Konzentration des Alkyl-
derivats in der flieBmittelhaltigen Losung ist, umso starker fallen T1 und T2 im
Vergleich zu der Referenzlésung mit 70% FlieRmittel und 30% destilliertem Was-
ser ab. Im Vergleich zur Referenzlésung des destillierten Wassers fallen die T1-
Werte der fliel3mittelhaltigen Alkylderivat- und Formaldehydlésungen um ca. die

Halfte ab. T2 der flielmittelhaltigen Alkylderivat- und Formaldehydlésung fallt im
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Vergleich zur Referenzldsung des destillierten Wassers um ca. das 2,5fache ab.
T1 und T2 der flieBmittelhaltigen Alkylderivat- und Formaldehydlésungen nehmen
mit abfallender Konzentration der Fixiermittel zu und nahern sich mit abfallender

Konzentration der Referenzlésung mit 70% FlieBmittel und 30% destilliertem
Wasser an.

Abb. 17: Schematische Darstellung fir die ROl Auswabhl fiir die T+1- und T2-Bestimmung
Die Abbildung zeigt schematisch die Auswahl der ROIs fiir die T+-und T2-Bestimmung der
wassrigen und flieBmittelhaltigen Alkylderivat- und Formaldehydlésungen
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Abb. 18: T+- und T2-Bestimmung der flieBmittelhaltigen Alkylderivat- und Formaldehydlésungen
Die Grafik zeigt exemplarisch die angepassten Kurven fir T1 und T2 der flieBmittelhaltigen Alkyl-
derivat- und Formaldehydldsungen. Die 3%ige flieRmittelhaltige Alkylderivatldsung und die 4%ige
flieBmittelhaltige Formaldehydlésung wurden fiir den Fixiervorgang des Lebergewebes genutzt.
FM — FlielBmittel, AD — Alkylderivat, FA - Formaldehyd

57



Tab. 13: T+ und T2 der wassrigen Alkylderivat- und Formaldehydlésungen

wassrige Alkylde-
rivatiosungen

10%
3%

1%
0,5%
0,25%
0,1%
0,05%
0,025%
0,01%

Destilliertes
Wasser

Ti(ms) Tz(ms)

2000
2523
2737
2798
2788
2827
2852
2882
2866

2866

388
1128
1370
1497
1558
1772
1859
1926
1960

2097

wassrige T1(ms)
Formaldehyd-

I6sungen

4% 2700
2% 2789
1% 2859
0,5% 2899
0,25% 2888
0,1% 2896
0,05% 2912
0,025% 2928
0,01% 2923

Tab. 14: T+ und T2 der flieBmittelhaltigen Alkylderivat- und Formaldehydlésungen

70%ige-flieBmit-
telhaltige Alkylde-
rivatiosungen
10%

3%

Referenz

70% FM 30% Des-
tilliertes Wasser
Destilliertes Was-
ser

T1(ms)

1503
1666

1814

3063

T2(ms)

894
917

969

2160

flieBmittelhaltige T1(ms)
FormaldehydI6-

sungen

4% 1814

T2(ms)

427
476
500
493
665
1359
1709
1842
ji8ss

T2(ms)

889
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3.2 Experiment 2 — 'H-Signale wissriger Formaldehyd-, Alkylderivat- und
in-vivo Spektren —

Aus (48) geht hervor, dass bei 0,9ppm die Methylprotonen (-CHs) und bei 1,3
ppm die Methylenprotonen (CHz2)n) ein Signal in der Spektroskopie generieren.
Kreatin (Cr2und Cr3s) liegt in den Bereichen von 3 und 3,9ppm. Taurin (TAU) liegt
bei 3,2ppm und Trimethyl-Ammonium (TMA) bei 3,4ppm. Das unterdrickte Was-
sersignal (rest. H20) in allen Spektren liegt bei ca. 4,7ppm (48).

Im Bereich von 5,2 bis 5,7ppm liegen die Signale der Vinylgruppen (-CH=CH2)
(49). Die Signale es N-Acetylaspartats (NAA) liegen bei 2,02 ppm, des Cholins
(Cho) bei 3,22ppm, des Myoinositols (Myo) bei 3,6ppm und des Glutamats und
Glutamins (GIx) bei 2,05 — 2,5ppm (50). Bei den Spektren aus der Muskulatur ist
zu beachten, dass die Fettsignale aufgrund von Suszeptibilitatseffekten in Sig-

nale von intra- (IMCL) und extramyozellularen Lipiden (EMCL) aufgespalten sind.

In dem Spektrum des Formaldehyds liegen zwischen ca. 3,2 und 3,4 ppm die
Signale des Methanols (MeOH) und der Methoxygruppe (-CH3O) (49, 51).

Die 10%ige wassrige Alkylderivatlésung hat acht erkennbare Signale siehe Ab-
bildung 19.
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Abb. 19: 'H-Signale der Fixierlésungen und der in vivo Spektren

Die Spektren der 10%igen wassrigen Alkylderivatldsung und der 4%igen wéassrigen Formalde-
hydlésung wurden unter die in-vivo Vergleichsspektren gelegt, um die Signale der Fixiermittel mit
den Signalen gewebespezifischer Peaks zu vergleichen.

-CH=CH; — Vinylgruppe, EMCL — Extramyozellulares Fett, IMCL — intramyozellulares Fett, Cr, —
Kreatinin, Myo — Myosin, Tau — Taurin, TMA — Trimethyl-Ammonium, Cho — Cholin, MeOH —
Methanol, CH30- - Methoxygruppe, Crs — Kreatinin, Glx — Glutamat, Glutamin, NAA — N-Acety-
laspartat, -(CH2)n Methylengruppe, -CH3z — Methylgruppe (48-51), wFA — wassrige Formaldehyd-
I6sung, wAD — wassrige Alkylderivatldsung, S1 bis S8 — Signale 1 bis 8.
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3.3 Experiment 3 — Vergleich der Spektren der wassrigen- und flieRmittel-
haltigen Alkylderivat- und Formaldehydlosungen —

Die Signale bei 0,8ppm, 1,8ppm, 2,5ppm, 3,0ppm und 4,4ppm sind sowohl in der
10%igen wassrigen- als auch in der 10%igen flieBmittelhaltigen Alkylderivatlo-
sung vorhanden. In den Formaldehydldsungen sind die Signale bei 3,1 bis
3,3ppm sowohl in der wassrigen als auch in flieldmittelhaltigen Losungen vorhan-
den. In der 4%igen flieBmittelhaltigen Formaldehydldsung sind vier Triplettstruk-
turen bei 0,5ppm, 1,5ppm, 2,5ppm, 3ppm und 4ppm auffallig, siehe Abbildung 20
und 21.

-CH, Signal -CH; Signal
des FM des FM

a) 10%ige fmAD

b) 10%ige wAD A

Signal des
FM

¢) 10%ige fmAD M j\\“—"ﬂ“}\‘ f'\v i \A'\\

S5 (g4

|
M : 83 I S1
|
d) 10%ige wAD ! G

Abb. 20: Spektrenvergleich der wassrigen und flieBmittelhaltigen Alkylderivatlésung

Die Spektren der 10%igen wassrigen und flieBmittelhaltigen Alkylderivatldsung wurden zum Ver-
gleich der Signale Ubereinandergelegt, um die Signale des reinen Alkylderivats von denen des
FlieRmittels abzugrenzen. Die Spektren der 10%igen wassrigen und flielmittelhaltigen Alkylderi-
vatlésung wurden mit einer STEAM-Sequenz, TE 10ms, TR 5000ms, AV 100 aufgenommen. Die
orangenen Kasten zeigen die Signale, die in der wassrigen- und fliemittelhaltigen Alkylderivat-
Idsung annahernd gleich sind.

fmAD - flieBmittelhaltige Alkylderivatldsung, wAD — wassrige Alkylderivatiésung, CHz und CHs —
Methylgruppe, S1 bis S8 — Signal 1bis 8.
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Abb. 21: Spektrenvergleich der wassrigen und flielmittelhaltigen Formaldehydlésungen

Die Spektren der 4%igen wéssrigen und flieBmittelhaltigen Formaldehydlésung wurden zum Ver-
gleich der Signale Gbereinandergelegt, um die Signale des reinen Formaldehyds von denen des
FlieBmittels abzugrenzen. Die Spektren der 4%igen wassrigen und flieBmittelhaltigen Formalde-
hydlésung wurden mit einer STEAM-Sequenz, TE 10ms, TR 5000ms, AV 100 aufgenommen. In
den orangenen Kasten sind die regelmafig auftretenden Tripletts im flieBmittelhaltigen Formal-
dehydspektrum markiert.

fmFA — flieRmittelhaltige Formaldehydlésung, FM — FlieRmittel, MeOH — Methanol, CHsO — Me-
thoxygruppe, CHz und CHs — Methylgruppe.
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3.4 Experiment 4 — Fixierung von Rinderleber —

3.4.1 Kontrastveranderung in der T1-, T2 und PD-gewichteten Bildgebung

Die Ergebnisse zu der Kontrastveranderung in der T1-, T2- und PD-gewichteten
Bildgebung der Fixierldsungen und der Lebergewebe Uber den Zeitraum von 187
Tagen ist in Abbildung 22 fur T1-gewichtete Bildgebung, in Abbildung 23 fur die
T2-gewichtete Bildgebung und in Abbildung 24 fur die PD-gewichtete Bildgebung

dargestellt.

In den T1-gewicheteten Bildern ist eine Kontrastveranderung im Laufe des Ein-
dringens der Fixierlosungen zu erkennen. Durch das Eindringen des Fixiermittels
kommt es zu einer helleren Randbildung des Lebergewebes im Vergleich zu dem
noch dunkleren Leberinneren. Im Vergleich zu der nativen Leber an Tag 0 wird
das Leberinnere Gber den Zeitraum der Fixierung ebenfalls heller. In den T2- ge-
wichteten Bildern ist der Verlauf des Eindringens der Fixierldsungen nicht nach-
vollziehbar. Die Intensitat des gesamten Lebergewebes von Tag 0 Oh, in nativem
Lebergewebe, bis Tag 187, in komplett fixiertem Lebergewebe, verandert sich
allerdings. Die Gewebe stellen sich im Verlauf heller dar als zu Beginn der Mess-
reihe. Dabei ist ein geringer Unterschied zwischen dem formaldehydfixierten und
dem alkylderivatfixierten Lebergewebe festzustellen. In den T2-gewichteten Bil-
dern ist eine Kontrastveranderung des vollstandig alkylderivatfixierten Leberge-
webes ab Tag 4 zu erkennen. Hier kommt es zu einer helleren Randbildung und
ab Tag 46 ist die hellere Kontrastierung im gesamten alkylderivatfixierten Leber-
gewebe festzustellen. Im formaldehydfixierten Lebergewebe ist keine Randbil-
dung zu erkennen, sondern nur eine hellere Darstellung des ganzen Lebergewe-
bes Uber den Messzeitraum. In den PD-gewichteten Bildern ist eine Kontrastver-
anderung zwischen dem reinen Lebergewebe an Tag 0 Oh und dem fixierten Le-
bergewebe ab Tag 25 im formaldehydfixierten Lebergewebe und ab Tag 18 im
alkylderivatfixierten Lebergewebe erkennbar. Die formaldehydfixierten Gewebe
stellen sich im Verlauf dunkler dar und die alkylderivatfixierten Gewebe heller, ein
Eindringverlauf der jeweiligen Fixiermittel ist auch in der PD-gewichteten Bildge-

bung nicht zu erkennen.
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3.4.2 Kontrastveranderung in der T1-gewichteten Bildgebung — Leberge-
webe in Formaldehydlosung —

Im Zeitraum von Tag 0 Oh bis Tag 0 7,5h ist im Lebergewebe, fixiert in der fliel3-
mittelhaltigen Formaldehydlosung, eine beginnende Kontrastveranderung im
oberen, rechten und linken Randbereich der Leber in der T1-gewichteten Bildge-
bung zu erkennen. Der kontrastveranderte Rand nimmt innerhalb von 7,5h an
Tag 0 zu, ab 2,5h nach dem Einlegen des Gewebes ist ein kontrastveranderter
Rand zu erkennen, der nach 5,0h und 7,5h weiter zunimmt. An Tag 1 hat die
kontrastveranderte Randbildung weiterhin zugenommen und ist klar von dem da-
runterliegenden Lebergewebe abzugrenzen. An Tag 4 sind ca. 1/3 des Leberge-
webes von der flieBmittelhaltigen Formaldehydlésung durchdrungen, die kon-
trastveranderte Randbildung hat weiter zugenommen und ist weiterhin klar zum
restlichen Lebergewebe abgrenzbar. An Tag 11 sind ca. 2/3 des Lebergewebes
von der flieBmittelhaltigen Formaldehydlésung durchdrungen. Eine klare Grenze
zum unteren Drittel des Lebergewebes ist nachvollziehbar. Ab Tag 25 ist das
gesamte Lebergewebe von der flieBmittelhaltigen Formaldehydldésung durch-
drungen, ein fortschreiten der Randbildung ist nicht mehr zu erkennen. Von Tag
46 bis Tag 187 andert sich der Kontrast nicht mehr.

3.4.3 Kontrastveranderung in der T1-gewichteten Bildgebung — Leberge-
webe in flieBmittelhaltiger Alkylderivatlosung —

Im Zeitraum von Tag 0 Oh bis Tag 0 7,5h ist in dem Lebergewebe, fixiert in der
flieBmittelhaltigen Alkylderivatlésung, eine beginnende Kontrastveranderung im
oberen, rechten und linken Randbereich der Leber in der T1-gewichteten Bildge-
bung zu erkennen. Der kontrastveranderte Rand nimmt innerhalb von 7,5h an
Tag 0 zu, ab 5,0h nach dem Einlegen in die Fixierldsung ist ein kontrastveran-
derter Bereich zu erkennen. Dieser hat nach 7,5h weiter zugenommen. An Tag
1 hat die kontrastveranderte Randbildung weiterhin zugenommen und ist klar
vom darunterliegenden Lebergewebe abzugrenzen. An Tag 4 ist ca. die Halfte
des Lebergewebes von der flieBmittelhaltigen Alkylderivatlésung diffus durch-
drungen, die kontrastveranderte Randbildung hat weiter zugenommen. An Tag
11 ist das ganze Lebergewebe von der flieBmittelhaltigen Alkylderivatldsung

durchdrungen. An Tag 18 und Tag 25 ist der duRere Rand des Lebergewebes
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dunkler als das restliche Lebergewebe. An Tag 46 hat der dunklere Randbereich
zugenommen und das zentrale Lebergewebe ist heller als der Randbereich. Von
Tag 67 bis Tag 187 ist der zentrale Bereich der Leber dunkler geworden.

3.4.4 Kontrastveranderung in der T1-gewichteten Bildgebung — Leberge-
webe in NaCl-Lésung —

Das Lebergewebe, eingelegt in der NaCl-Losung, andert sein Kontrastverhalten
uber die Zeit nicht. Ab Tag 4 ist zentral in der Leber ein dunkler Bereich zu er-
kennen, der an Tag 11, Tag 18 und Tag 25 ebenfalls vorhanden ist. An Tag 11
und 25 ist am Boden des Lebergewebes ein weiterer dunkler Bereich zu erken-
nen. Der Referenzversuch des eingelegten Lebergewebes in NaCl-Lésung,
konnte nach dem 25. Tag aufgrund von Maden- und Faulnisgasentwicklung nicht

fortgeflhrt werden.
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Abb. 22: T4-gewichtete Bildgebung der Lebergewebe

Dargestellt sind die T1-gewichteten Bilder der fixierten Lebergewebe iber den Messzeitraum von
187 Tagen. Ab Tag 46 musste der Referenzversuch in der NaCl-Losung aufgrund von Maden-
entwicklung vorzeitig beendet werden.
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Abb. 23: T2-gewichtete Bildgebung der Lebergewebe

Dargestellt sind die T2-gewichteten Bilder der fixierten Lebergewebe iber den Messzeitraum von
187 Tagen. Ab Tag 46 musste der Referenzversuch in der NaCl-Losung aufgrund von Maden-
entwicklung vorzeitig beendet werden.
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Abb. 24: PD-gewichtete Bildgebung der Lebergewebe

Dargestellt sind die PD-gewichteten Bilder der fixierten Lebergewebe tiber den Messzeitraum von
187 Tagen. Ab Tag 46 musste der Referenzversuch in der NaCl-Losung aufgrund von Maden-
entwicklung vorzeitig beendet werden.
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3.4.5 Quantitative Messungen der T1 Relaxationszeiten und deren Veran-
derungen

Die Ergebnisse zu T1 in den Lebergeweben und den Fixierlosungen sind in der
Abbildung 25, Tabelle 15 und Abbildung 26 dargestellt. Fur den genaueren Ver-
lauf der Relaxationszeitveranderung wurden in den T1-Maps ROls, orientierend
an den Voxelpositionen der Spektrenaufnahmen, in den Fixierlésungen, dem Le-
bergeweberand und der Lebergewebemitte gewahlt, sieche Abbildung 25. Die be-
schriebene ROl Auswahl gilt auch flir die Ergebnisse zu T2, MTR und ADC. Uber
die Zeit zeigt sich ein Verlauf des Eindringens der Fixiermittel in den Lebergewe-
ben, die in die Fixierlosungen eingelegt wurden. Eine Randbildung durch das
Eindringen der Fixiermittel ist zu erkennen. Die Fixiermittel dringen sowohl von
oben als auch von rechts und links in die Lebergewebe ein, siehe Abbildung 26.
T+ verandert sich mit dem Eindringen der Fixierlosungen im Lebergewebe und in

den Fixierlosungen Uber den Messzeitraum von 187 Tagen, siehe Tabelle 15.

In der flieBmittelhaltigen Formaldehydlésung nimmt T+1 in der ROI Uber die Zeit

stetig ab.

T1 in der formaldehydfixierten Leber nimmt sowohl in der ROl am Leberrand als
auch in der Lebermitte Uber die Zeit ab. Am Leberrand ist ein sprunghafter T+
Abfall von Tag 0 7,5h auf Tag 1 zu erkennen. Ab Tag 1 bleibt T1 in der ROl am
Leberrand, bis zur letzten Messung an Tag 187, bei konstanten Werten. Die
sprunghafte Abnahme von T1 ist in der ROl in der Lebermitte von Tag 4 auf Tag
11 zu erkennen. Ab Tag 11 bleibt T+ in der Lebermitte ebenfalls konstant. T+ in
der ROI am Leberrand und in der Lebermitte hat tGber alle Messungen hinweg
vergleichbare T1 Werte und bleibt nach dem jeweiligen T1 Abfall bei konstanten
Werten.

In der flieBmittelhaltigen Alkylderivatlésung liegt T1 in der ROI von Tag 0 Oh bis
Tag 0 7,5h bei relativ konstant Werten. Ab Tag 1 bis zu Tag 187 nimmt T+ in der

flielmittelhaltigen Alkylderivatldsung kontinuierlich ab.

T1 in der ROI der alkylderivatfixierten Leber nimmt am Leberrand von Tag 0 Oh
bis zum Tag 1 kontinuierlich ab. Ab dem Tag 4 steigt T+ leicht an und erreicht ab

Tag 11 bis zum Tag 187 ein vergleichsweise konstantes Werteplateau. In der
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ROl in der Lebermitte hat T+ von Tag 0 Oh bis Tag 0 7,5h relativ konstante Werte.
Ab Tag 1 bis zu Tag 11 fallen die T+ Werte ab und steigt von Tag 18 bis zu Tag

187 kontinuierlich wieder an.

In der NaCl-Ldsung liegt T1 in der ROI von Tag 0 Oh bis Tag 1 bei ahnlichen T+
Werten. Ab Tag 4 bis zu Tag 25 nimmt die T1-Realxationszeit in der NaCl-Losung
ab.

T1 in der ROI der NaCl-fixierten Leber liegt von Tag 0 Oh bis zu Tag 0 7,5h bei
annahernd gleichbleibenden T1 Werten. Ab dem Tag 1 bis zum Tag 25 steigt T+«
stetig an. In der ROI in der Lebermitte liegt T1 von Tag 0 Oh bis Tag 1 bei ahnli-
chen Werten. Ab Tag 4 bis zu Tag 25 steigt T+1 kontinuierlich an.

Abb. 25: Schematische ROI Auswahl zur Bestimmung von T+, T2, des Magnetisierungstransfers
und des Diffusionskoeffizienten

Die Abbildung zeigt die schematische Auswahl der ROIs fir die Bestimmung der T+ und T2, des
Magnetisierungstransfers und des Diffusionskoeffizienten.
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Tab. 15: T+ (in ms) gewahlter Regions of Interest (ROI)

Tag Tag0 Tag0 Tag0
ROI Position 0 Oh 2,5h 5,0h 7,5h Tag 1 Tag4 Tag11
flieBmittelhal-
tige Formalde-
hydlésung 1806 1809 1820 1829 1763 1689 1522
Leberrand 556 524 467 429 380 387 378
Lebermitte 589 589 585 592 587 570 339
FlieRBmittelhal-
tige Alkylderi-
vatlésung 1675 1704 1720 1735 1698 1645 1525
Leberrand 585 572 551 543 490 569 690
Lebermitte 596 601 609 605 584 512 448
NaCl-Lésung 3100 3189 3299 3498 3210 2495 2014
Leberrand 569 590 575 581 609 949 1087
Lebermitte 576 596 585 599 572 741 829
ROI Position Tag 18 Tag 25 Tag 46 Tag 67 Tag110 Tag 187
flieBmittelhal-
tige Formalde-
hydIésung 1412 1366 1280 1234 1210 1154
Leberrand 381 368 375 357 354 311
Lebermitte 331 333 351 346 349 334
flieBmittelhal-
tige Alkylderi-
vatlésung 1345 1274 1102 1008 952 954
Leberrand 675 682 655 640 647 664
Lebermitte 480 522 576 606 656 695
NaCl-Lésung 1960 1973
Leberrand 1161 1141
Lebermitte 949 977
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Abb. 26: T1-Maps der Lebergewebe in den Fixierldsungen Uber den gesamten Messzeitraum
Gezeigt sind die T1-Maps der Lebergewebe in den flieRmittelhaltigen Formaldehyd- und Alkylde-
rivatldsungen sowie der Referenzversuch mit 0,9%iger NaCl-Ldsung, von oben nach unten. Von
links nach rechts ist der Verlauf in Tagen gezeigt. Ab Tag 46 musste der Referenzversuch in der
NaCl-Lésung aufgrund von Madenentwicklung vorzeitig beendet werden.
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3.4.6 Quantitative Messungen der T2 Relaxationszeiten und deren Veran-
derungen

Die Ergebnisse zu T2 in den Lebergeweben und den Fixierlosungen sind in der
Tabelle 16 und in der Abbildung 27 dargestellt. Eine Randbildung durch das Ein-
dringen der Fixiermittel ist zu erkennen. T2 verandert sich mit dem Eindringen der
Fixierlosungen im Lebergewebe Uber die Zeit und in den Fixierldsungen selbst

verandert sich T2 ebenfalls.

T2 in der ROI der flieRmittelhaltigen Formaldehydldsung steigt in den ersten 2,5h
an Tag 0 an und liegt nach 5,0h und 7,5h an Tag O bei relativ konstanten T2
Werten. An Tag 1 fallt T2 ab und steigt ab Tag 4 bis Tag 187 kontinuierlich an.

In der formaldehydfixierten Leber nimmt T2 in der ROl am Leberrand von Tag 0
Oh bis zu Tag 11 kontinuierlich zu. Ab Tag 18 nimmt T2 bis zu Tag 187 ab, wobei
von Tag 46 bis Tag 110 ein konstantes T2 besteht. In der ROl in der Lebermitte
liegt T2 von Tag 0 Oh bis zu Tag 0 7,5h bei ahnlichen Werten. An Tag 1 und Tag
4 sinken die Werte ab und nehmen von Tag 11 bis zu Tag 67 kontinuierlich zu.

Von Tag 110 bis Tag 187 nimmt T2 wieder ab.

T2 in der ROI der fliel3mittelhaltigen Alkylderivatldsung steigt von Tag 0 Oh inner-
halb von 2,5h an und bleibt bis an Tag 0 7,5h konstant. An Tag 1 und Tag 4 sinkt
T2 ab. Von Tag 11 bis Tag 25 steigt T2 wieder an und fallt von Tag 46 bis zu Tag
187 kontinuierlich ab.

In der alkylderivatfixierten Leber nimmt T2 in der ROl am Leberrand von Tag 0 Oh
bis zum Tag 18 kontinuierlich zu. Ab dem Tag 25 sinkt T2 leicht und bleibt bis
zum Tag 187 vergleichsweise konstant. In der ROl in der Lebermitte liegt T2 von
Tag 0 Oh bis Tag 1 bei konstanten Werten. An Tag 4 sinkt T2 einmalig ab und
steigt von Tag 4 bis Tag 187 kontinuierlich an.

T2 in der ROI der NaCl-Ldsung steigt von Tag 0 Oh bis Tag 1 kontinuierlich an
und sinkt an Tag 1 ab. Ab Tag 4 bis Tag 25 sinkt T2 kontinuierlich.

In dem NaCl-fixierten Lebergewebe liegt T2 in der ROl am Leberrand von Tag 0
Oh bis zu Tag 0 7,5h nahezu bei konstanten Werten. Ab dem Tag 1 steigt T2 bis
zum Tag 18 kontinuierlich an und fallt an Tag 25 ab. In der ROl in der Lebermitte
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liegt T2 von Tag 0 Oh bis Tag 1 bei gleichbleibenden Werten. An Tag 4 sinkt T2

ab und steigt ab Tag 11 bis zu Tag 25 kontinuierlich an.

Tab. 16: T2 (in ms) gewahlter Regions of Interest (ROI)

Tag0 Tag0 Tag0 Tag0
ROI Position Oh 2,5h 5,0h 7,5h Tag1 Tag4 Tagl1
flieBmittelhaltige
Formaldehydlésung 42 53 53 51 47 51 66
Leberrand 32 35 34 35 36 39 39
Lebermitte 33 34 34 34 32 31 33
flieBmittelhaltige
Alkylderivatlésung 43 47 47 46 40 35 50
Leberrand 33 34 34 35 36 40 44
Lebermitte 33 34 34 33 33 30 33
NaCl-Lésung 617 663 666 702 868 294 102
Leberrand 32 31 32 32 33 38 44
Lebermitte 32 32 32 32 31 26 31
ROI Position Tag18 Tag25 Tag46 Tag67 Tag110 Tag 187
flieBmittelhaltige
Formaldehydlésung 84 98 122 130 138 141
Leberrand 37 36 34 34 34 32
Lebermitte 35 37 40 42 37 36
flieRmittelhaltige Al-
kylderivatldsung 71 77 77 72 69 67
Leberrand 45 44 44 43 43 43
Lebermitte 37 39 42 42 44 46
NaCl-Lésung 82 51
Leberrand 43 35
Lebermitte 37 39
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Abb. 27: T>-Maps der Lebergewebe in den Fixierlésungen Uber den gesamten Messzeitraum
Gezeigt sind die T2>-Maps der Lebergewebe in den flieRmittelhaltigen Formaldehyd- und Alkylde-
rivatldésungen sowie der Referenzversuch mit 0,95%iger NaCl-Losung, von oben nach unten. Von
rechts nach links ist der Verlauf in Tagen gezeigt. Ab Tag 46 musste der Referenzversuch in der
NaCl-L6sung aufgrund von Madenentwicklung vorzeitig beendet werden.
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3.4.7 Effekte der Fixierungen auf den Magnetisierungstransfer

Die Ergebnisse zu den Effekten des Magnetisierungstransfers in den Leberge-
weben und den Fixierldsungen sind in Tabelle 17 und Abbildung 28 dargestellt.
Die Magnetisierungstransferratio (MTR) verandert sich im Verlauf des Eindrin-
gens der Fixiermittel Uber den Messzeitraum. Die Magnetisierungstransferratio

ist einheitslos.

Die MTR in der ROI der flieBmittelhaltigen Formaldehydlosung bleibt von Tag 0
Oh bis zu Tag 1 konstant. Ab Tag 4 steigen die Werte an.

Die MTR im formaldehydfixierten Lebergewebe nimmt in der ROl am Leberrand,
von Tag 0 Oh bis zu Tag 11 kontinuierlich ab. Von Tag 18 bis Tag 46 nimmt die
MTR zu und sinkt von Tag 67 bis zu Tag 187 wieder ab. In der ROl in der Leber-
mitte bleibt die MTR von Tag 0 Oh bis zu Tag 4. Ab Tag 11 sinkt die MTR ab und

liegt bis zu Tag 187 zwischen annahrend konstanten Werten.

Die MTR in der ROI der flielmittelhaltigen Alkylderivatldsung liegt von Tag 0 Oh
bis Tag 0 7,5h bei relativ konstanten Werten. Ab Tag 1 bis zu Tag 187 steigt die

MTR kontinuierlich an.

Die MTR in der ROI der alkylderivatfixierten Leber nimmt am Leberrand von Tag
0 Oh bis zum Tag 1 kontinuierlich ab. Von Tag 4 bis zu Tag 187 bleiben die Werte
konstant. In der ROI in der Lebermitte sinkt die MTR von Tag 0 Oh bis Tag 4
kontinuierlich ab. Von Tag 11 bis Tag 25 bildet sich ein stabiles Plateau der MTR.
Ab dem Tag 46 steigt die MTR an.

Die MTR in der ROI der NaCl-Loésung liegt von Tag 0 Oh bis Tag 1 zwischen
Werten von 0,0077 bis 0,02. Ab Tag 4 bis Tag 25 steigt die MTR an und liegt
zwischen Werten von 0,06 und 0,09.

In der NaCl-fixierten Leber liegt die MTR in der ROl am Leberrand von Tag 0 Oh
bis zu Tag 4 bei konstanten Werten. Ab Tag 11 bis Tag 25 fallt die MTR ab. In
der ROI in der Lebermitte ist die MTR von Tag 0 Oh bis Tag 1 relativ gleichblei-
bend. Von Tag 4 bis Tag 25 schwanken die MTR-Werte.
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Tab. 17: Magnetisierungstransferratio (MTR) gewahlter Regions of Interest (ROI)

Tag0 Tag0 Tag0 Tag0

ROI Position Oh 2,5h 5,0h 7,5h Tag1 Tag4 Tagi1

flieBmittelhaltige Formalde-

hydlésung 0,02 0,02 0,01 0,02 0,02 0,05 0,1

Leberrand 043 0,43 04 038 035 035 0,34

Lebermitte 044 045 045 044 043 042 0,26

flieBmittelhaltige Alkylderi- 0,009 0,006

vatlésung 0,01 6 5 0,01 0,02 0,02 0,04

Leberrand 0,42 0,41 0,41 0,39 0,38 0,45 0,46

Lebermitte 0,41 0,41 0,41 0,4 04 0,39 0,3

0,009 0,007

NaCl Lésung 0,02 6 0,01 7 0,01 0,06 0,09

Leberrand 0,43 0,43 0,42 0,42 0,4 0,41 0,32

Lebermitte 042 042 042 042 041 0,33 0,17
Tag Tag

ROI Position Tag18 Tag25 Tag46 Tag67 110 187

flieBmittelhaltige Formalde-

hydlésung 0,09 0,06 0,11 0,1 0,1 0,09

Leberrand 0,36 0,36 0,37 0,35 0,35 0,32

Lebermitte 0,29 0,27 0,25 0,25 0,27 0,25

flieBmittelhaltige Alkylderi-

vatlésung 0,05 0,06 0,08 0,08 0,09 0,08

Leberrand 0,44 0,44 0,43 0,45 0,45 0,44

Lebermitte 0,31 0,31 0,36 0,34 0,34 0,35

NaCl Lésung 0,09 0,08

Leberrand 0,32 0,25

Lebermitte 0,3 0,14
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Abb. 28: MTR-Maps der Lebergewebe in den Fixierldsungen uber die gesamte Messzeit
Gezeigt sind die MTR Werte der Lebergewebe in den flielmittelhaltigen Formaldehyd- und Alkyl-
derivatlésungen sowie der Referenzversuch mit 0,95%iger NaCl-Lésung, von oben nach unten.
Von rechts nach links ist der Verlauf in Tagen gezeigt. Ab Tag 46 musste der Referenzversuch
in der NaCl-Ldsung aufgrund von Madenentwicklung vorzeitig beendet werden.
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3.4.8 Bestimmung der Wasserdiffusion und Veranderungen des Apparent
Diffusion Coefficient (ADC)

Die Ergebnisse zu der Veranderung der Diffusion in den Fixierldsungen und den
Lebergeweben sind in der Tabelle 18 und in der Abbildung 29 dargestellt. Die
ADC-Werte haben im Folgenden die Einheit 10 mm?/sec.

Der ADC in der ROI der flieBmittelhaltigen Formaldehydlésung schwankt Gber
den Messzeitraum und zeigen keine Kontinuitat, sondern ein permanentes An-

steigen und Abfallen der Werte zu jedem nachsten Messtag.

In dem formaldehydfixierten Lebergewebe verandert sich der ADC in der ROl am
Leberrand sowie in der ROl in der Lebermitte durchgehend von Tag 0 Oh bis zu

Tag 187. Eine Kontinuitat oder Tendenzen sind dadurch nicht erkennbar.

Der ADC in der ROI der flieBmittelhaltigen Alkylderivatldsung sinkt und steigt von
Tag 0 Oh bis Tag 25 bei jeder erneuten Messung. Ab Tag 46 fallen die ADC-

Werte kontinuierlich ab.

In der alkylderivatfixierten Leber fallt der ADC in der ROl am Leberrand nahezu
kontinuierlich bis zu Tag 11 ab. Aulier an Tag 4, an diesem Tag steigt der ADC
leicht an, ist von Tag 0 Oh bis zu Tag 11 ein Absinken der ADC-Werte zu erken-
nen. Von Tag 18 bis zu Tag 187 steigen die ADC-Werte annahernd stetig an. In
diesem Verlauf des Anstiegs ist allerdings an Tag 67 und an Tag 110 ein leichter
Abfall der ADC-Werte zu messen. In der ROI in der Lebermitte sinkt und steigt
der ADC-Wert von Tag 0 Oh bis Tag 187 unregelmafig, mit einer insgesamten
sinkenden Tendenz des Wertes uber den Messzeitraum.

Der ADC in der ROI der NaCl-Losung steigt innerhalb der ersten 7,5h an Tag 0
kontinuierlich an. Ab Tag 1 ist ein kontinuierlicher Abfall des ADC-Wertes bis zum

letzten Messzeitpunkt erkennbar.

In dem NaCl-fixierten Lebergewebe steigt der ADC in der ROl am Leberrand von
Tag 0 Oh bis zu Tag 1, bis auf einen starkeren sprunghaften Anstieg an Tag 0
2,5h, kontinuierlich an. Ab Tag 4 kommt es zu einem starken Anstieg des ADC-
Wertes, dieser bleibt bis zu dem letzten Messzeitpunkt an Tag 25 gleichermalien

erhoht. In der ROl in der Lebermitte steigt der ADC innerhalb der ersten 7,5h an
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Tag 0 zu jeder Messung an. An Tag 1 fallt er im Vergleich zu Tag 0 7,5h ab um

ab Tag 4 bis zu Tag 18 kontinuierlich anzusteigen. Bei der letzten Messung an

Tag 25 fallt der ADC in der Lebermitte um ca. die Halfte im Vergleich zu Tag 18

ab.

Tab. 18: Apparent diffusion coefficient (ADC in 106 mm?/sec.) ausgewahlter Regions of Interest

(ROI)

Tag Tag0 Tag0 Tag?0
ROI Position 0 0Oh 2,5h 5,0h 7,5h Tag1 Tag4 Tag11
FlieBmittel-
haltige
Formaldehyd-
l6sung 656 626 645 647 670 631 650
Leberrand 377 416 386 363 296 266 383
Lebermitte 394 336 328 434 318 470 322
FlieBmittel-
haltige
Alkylderivatlo-
sung 655 642 614 668 641 611 650
Leberrand 392 390 360 338 331 344 306
Lebermitte 411 418 391 437 383 482 416
NaCl Lésung 2159 2207 2234 2252 2143 1916 1660
Leberrand 426 501 455 452 469 934 1076
Lebermitte 378 403 407 427 364 372 514
ROI Position Tag 18 Tag 25 Tag 46 Tag67 Tag110 Tag187
FlieBmittel-
haltige
Formaldehyd-
I6sung 591 642 573 521 569 557
Leberrand 410 547 374 458 447 560
Lebermitte 259 265 406 288 371 345
FlieBmittel-
haltige
Alkylderivat-
I6sung 641 653 595 588 581 577
Leberrand 331 397 402 369 396 496
Lebermitte 374 323 306 361 354 269
NaCl Loésung 1696 1629
Leberrand 1041 1071
Lebermitte 938 480
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Abb. 29: Diffusionsbildgebung Uber den gesamten Messzeitraum

Dargestellt sind die Diffusionsbilder, die fur die Berechnung der Diffusionskoeffizienten genutzt
wurden (verwendete b-Werte: 0 s/mm? und 1000 s/mm?2). Ab Tag 46 musste der Referenzver-
such in der NaCl-Lésung aufgrund von Madenentwicklung vorzeitig beendet werden.
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3.4.9 Spektroskopie der Fixierlosungen und der fixierten Lebergewebe im
Verlauf

In der Abbildung 30 sind die Spektren, die in der flieBmittelhaltigen Formaldehyd-
l6sung aufgenommen wurden, von Tag 0 Oh bis Tag 187 gezeigt. Die 30%ige
H20-70%ige-fliel3mittelhaltige Losung und die 4%ige flielmittelhaltige Formalde-
hydlésung sind zum Vergleich des Formaldehydsignals und der FlieBmittelsig-
nale unter den Spektrenverlauf der zeitlichen Messungen uber die 187 Tage ge-
legt. Die Spektren an Tag 0 Oh, Tag 0 7,5h und Tag 110 haben durch einen
schlechteren Shim eine gréliere Linienbreite als die Spektren an den anderen
Messzeitpunkten. Die Signalintensitat des FlieRmittelsignals bei 2,2ppm scheint
von Tag 0 bis zu Tag 187 abgenommen zu haben, ebenso wie die Signalintensi-

tat des Formaldehydsignals bei 3,3ppm.
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| l‘ Tag 110
I —
Tn—— \——
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 —— Tog 18
— \—
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Abb. 30: Spektren der flieRmittelhaltigen Formaldehydlésung im Verlauf

Gezeigt sind die Spektren der 4%igen flieRmittelhaltigen Formaldehydldsung, in der das Leber-
gewebe fixiert wurde. Der zeitliche Verlauf von Tag 0 Oh bis Tag 187 ist von unten nach oben
gezeigt. Unter dem zeitlichen Verlauf der Spektren der flieBmittelhaltigen Formaldehydldsung
sind zum Vergleich die 30%ige-H20-70%ige-flieBmittelhaltige Losung und die 4%ige flielRmittel-
haltige Formaldehydlésung aufgefiihrt. fmFA — flieBmittelhaltige Formaldehydlosung; Referenz -
30%ige-H20-70%ige-flieRmittelhaltige Lésung
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In der Abbildung 31 sind die Spektren, die in dem formaldehydfixierten Leberge-
webe aufgenommen wurden, von Tag 0 Oh bis Tag 187 gezeigt. Die 30%ige-
H20-70%ige-flieldmittelhaltige Losung und die 4%ige flieRmittelhaltige Formalde-
hydl6ésung sind zum Vergleich des Formaldehydsignals und der Fliel3mittelsig-
nale Uber den Spektrenverlauf der zeitlichen Messungen Uber die 187 Tage ge-
legt. Die Signale des FlieBmittels bei 1,3ppm und bei 3,5ppm nehmen ab Tag 1
scheinbar in der Signalintensitat zu. Das Formaldehydsignal scheint bei 3,3ppm
ab Tag 4 in der Amplitude zuzunehmen und das FlieBmittelsignal bei 2,2ppm ist

ab Tag 46 in den Spektren zu erkennen.
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Abb. 31: Spektren der formaldehydfixierten Leber im Verlauf

Gezeigt sind die Spektren der formaldehydfixierten Leber im Verlauf. Der zeitliche Verlauf von
Tag 0 Oh bis Tag 187 ist von unten nach oben gezeigt. Uber dem zeitlichen Verlauf der Spektren
der formaldehydfixierten Leber sind zum Vergleich die 30%ige-H20-70%ige-flieBmittelhaltige L6-
sung und 4%ige flieBmittelhaltige Formaldehydldésung aufgefuhrt. fmFA — flieBmittelhaltige For-
maldehydlésung; Referenz - 30%ige-H20-70%ige-flieRmittelhaltige Losung
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In der Abbildung 32 sind die Spektren, die in der flieBmittelhaltigen Alkylderivat-
|I6sung aufgenommen wurden, von Tag 0 Oh bis Tag 187 gezeigt. Die 30%ige-
H20-70%ige-flie3mittelhaltige Losung und die 10%ige fliel3mittelhaltige Alkylde-
rivatldsung sind zum Vergleich der Alkylderivatsignale und der Fliel3mittelsignale
unter den Spektrenverlauf der zeitlichen Messungen Uber die 187 Tage gelegt.
Die Alkylderivatsignale bei 1,8ppm, bei 2,5ppm und bei 3,0ppm sind in der Fixier-
|I6sung Uber den Messzeitraum von 187 Tagen erkennbar und scheinen in der

Signalintensitat, Uber den zeitlichen Verlauf von 187 Tagen, abzunehmen.
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Abb. 32: Spektren der flieBmittelhaltigen Alkylderivatidsung im Verlauf

Gezeigt sind die Spektren der 3%igen flieBmittelhaltigen Alkylderivatlésung, in der das Leberge-
webe fixiert wurde. Der zeitliche Verlauf von Tag 0 Oh bis Tag 187 ist von unten nach oben ge-
zeigt. Unter dem zeitlichen Verlauf der Spektren der 3%igen flieBmittelhaltigen Alkylderivatlésung
sind zum Vergleich die 30%ige-H20-70%ige-flieRmittelhaltige Lésung und 10%ige flieBmittelhal-
tige Alkylderivatlosung aufgefiihrt. fmAD — flielBmittelhaltige Alkylderivatldsung; Referenz -
30%ige-H20-70%ige-flieRmittelhaltige Lésung
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In der Abbildung 33 sind die Spektren, die in der alkylderivatfixierten Leber auf-
genommen wurden, von Tag 0 Oh bis Tag 187 gezeigt. Die 30%ige-H20-70%ige-
flielBmittelhaltige Losung und die 10%ige flieRmittelhaltige Alkylderivatlosung sind
zum Vergleich der Alkylderivatsignale und der FlieBmittelsignale uber den Spek-
trenverlauf der zeitlichen Messungen Uber die 187 Tage gelegt. Die Signale des
Fliel3mittels scheinen bei 1,3ppm ab Tag 0 2,5h zuzunehmen und das FlieBmit-
telsignal bei 3,5ppm ab Tag 4 in der Signalintensitat zuzunehmen. Das Fliel3mit-
telsignal bei 2,2ppm nimmt ab Tag 18 scheinbar in der Amplitude zu. Die Alkyl-

derivatsignale bei 0,8ppm, bei 1,7ppm und bei 2,8ppm sind ab Tag 110 in den
Spektren zu erkennen.
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Abb. 33: Spektren der alkylderivatfixierten Leber im Verlauf

Gezeigt sind die Spektren der alkylderivatfixierten Leber im Verlauf. Der zeitliche Verlauf von
Tag 0 Oh bis Tag 187 ist von unten nach oben gezeigt. Uber dem zeitlichen Verlauf der Spek-
tren der alkylderivatfixierten Leber sind zum Vergleich die 30%ige-H20-70%ige-flielmittelhaltige
Lésung und 10%ige flieRmittelhaltige Alkylderivatldsung aufgefiihrt. fmAD — flieBmittelhaltige Al-
kylderivatldsung; Referenz - 30%ige-H20-70%ige-flieRmittelhaltige Losung
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3.5 Histologische Aufarbeitung

In der histologischen Aufarbeitung wurden die fixierten Lebergewebe mit der
Azan- und Hamatoxylin-Eosinfarbung angefarbt. Die Ergebnisse der Farbungen
sind in den Abbildungen 34 und 35 dargestellt. In den Abbildungen sind die her-
ausvergrofBerten Zellen im Lebergewebe von oben nach unten dargestellt. Das
oberste Bild reprasentiert den oberen Bereich des Lebergewebes, das mittlere
Bild den Bereich in der Lebermitte und das untere Bild den unteren Teil des Le-

bergewebes.

Die Azanfarbung des formaldehydfixierten Lebergewebes zeigt im oberen und
mittleren Bereich des Lebergewebes mit Azan angefarbte erhaltene Leberzellen
und Zellkerne, siehe Abbildung 34a) und b). Die in Balkchen® angeordnete Struk-
tur der Leberzellen ist im oberen und unteren Bereich des Lebergewebes erkenn-
bar. Im mittleren Bild des Lebergewebes ist eine Zentralvene zu erkennen sowie
die radiar darauf zu laufenden Leberzellbalkchen. In Abbildung 34c) ist der untere
Bereich des Lebergewebes dargestellt. Die Zellen sind schwach gefarbt. Eine
Zentralvene ist in der Mitte des Bildes zu erkennen und die radiare Ausrichtung
der Leberzellbalkchen auszumachen. Die Leberzellen sind weniger dicht ange-

ordnet, die Zellkerne kaum angefarbt.

In der Hadmatoxylin-Eosinfarbung (H.E.) des formaldehydfixierten Lebergewebes
sind im oberen Bereich des Lebergewebes H.E.-angefarbte erhaltene Leberzel-
len und Zellkerne zu erkennen. Eine Zentralvene mit radiar darauf zulaufenden
Leberzellbalkchen ist zu erkennen, siehe Abbildung 34d). Im mittleren Bereich
der Leber ist im zentralen Bereich des Bildes eine Zentralvene, mit radiar darauf
zulaufenden Leberzellen zu erkennen. Die Leberzellen und Zellkerne sind mit
H.E. angefarbt und die Zellen sind erhalten, siehe Abbildung 34e). Im unteren
Bereich des Lebergewebes ist mittig im Bild eine Zentralvene zu erkennen, die
Leberzellbalkchen laufen radiar auf die Zentralvene zu. Die Zellen sind weniger
dicht angeordnet, die Zellkerne sind nicht stark angefarbt und die Leberzellen
wirken aufgelockert, siehe Abbildung 34f).

3 Leberzellbalkchen — hintereinander liegende, in Reihen angeordnete Leberzellen
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Abb. 34: Azan- und Hamatoxylin-Eosinfarbung der formaldehydfixierten Leber

a), b) und c) zeigen das formaldehydfixierte Lebergewebe in der Azanfarbung. a) reprasentiert
das obere Drittel des Lebergewebes, b) das mittlere Drittel und c) das untere Drittel. d), e) und f)
zeigen das formaldehydfixierte Lebergewebe in der H.E.-Farbung. d) reprasentiert das obere Drit-
tel des Lebergewebes, e) das mittlere Drittel und f) das untere Drittel.
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Die Azanfarbung des alkylderivatfixierten Lebergewebes zeigt im oberen Bereich
des Lebergewebes mit Azan angefarbte erhaltene Leberzellen und Zellkerne so-
wie eine Zentralvene, die von radiar angeordneten Leberzellbalkchen umgeben
ist, siehe Abbildung 35a). Im mittleren Bereich des Lebergewebes ist eine Zent-
ralvene in der Mitte des Bildes zu erkennen. Die Leberzellbalkchen sind radiar
um die Zentralvenen angeordnet. Die Leberzellen sind weniger dicht angeordnet,
schwacher gefarbt und wenige Zellkerne sind erkennbar, siehe Abbildung 35b).
Im unteren Bereich des Lebergewebes sind die Leberzellen aufgelockert, Leber-

zellbalkchen und Zellkerne sind nicht zu erkennen, siehe Abbildung 35c).

In der Hamatoxylin-Eosinfarbung (H.E.) des alkylderivatfixierten Lebergewebes
sind im oberen Bereich angefarbte, erhaltene Leberzellen und Zellkerne sowie
die Anordnung der Leberzellbdlkchen zu erkennen. Am oberen Rand ist die
schwarze Tuschemarkierung zu erkennen, siehe Abbildung 35d). Im mittleren
Bereich des Lebergewebes ist mittig im Bild eine Zentralvene zu erkennen, die
von Leberzellbalkchen umgeben ist. Die Zellen sind weniger dicht gelagert, die
Zellkerne sind nicht angefarbt und die Zellen wirken aufgelockert, siehe Abbil-
dung 35e¢). Im unteren Bild des Lebergewebes sind keine Leberzellbalkchen und
Zellkerne zu erkennen. Die Zellen sind komplett aufgelockert und bilden keine
Einheit mehr, siehe. Abbildung 35f).
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Abb. 35: Azan- und Hamatoxylin-Eosinfarbung der alkylderivatfixierten Leber

a), b) und c) zeigen das alkylderivatfixierte Lebergewebe in der Azanfarbung. a) reprasentiert das
obere Drittel des Lebergewebes, b) das mittlere Drittel und c) das untere Drittel. d), e) und f)
zeigen das alkylderivatfixierte Lebergewebe in der H.E.-Farbung. d) reprasentiert das obere Drit-
tel des Lebergewebes, e) das mittlere Drittel und f) das untere Drittel.
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4. Diskussion

4.1 Experiment 1 — Relaxationszeiten wassriger und flieBmittelhaltiger Fi-
xierlésungen —

T+1 und T2 der wassrigen Formaldehydlésung nehmen mit steigender Konzentra-
tion des Formaldehyds ab, wobei in der Verdinnungsreihe die Erhéhung der For-
maldehydkonzentration eine Abnahme der hinzufigbaren Wassermenge zu
Folge hat. Reines Wasser beeinflusst T1 und T2 insofern, dass bei zunehmender
Wasserkonzentration in den Losungen T1 und T2 ansteigen. Dadurch ist erklar-
bar, dass bei abnehmender Wasserkonzentration die Relaxationszeiten abneh-
men. Zudem zeigen Rivlin et al. (9), dass ein chemischer Austausch der Hydro-
xylprotonen des Methylenglykols aus dem Formaldehyd mit Wasser eine Reduk-

tion von T2 zur Folge hat, dabei war T1 zu den Werten von Wasser vergleichbar

9).

In der wassrigen Alkylderivatldsung nehmen T1 und T2 mit steigender Alkylderi-
vatkonzentration ebenfalls ab. Die Erhéhung der Alkylderivatkonzentration in der
Verdinnungsreihe hat eine Abnahme der hinzufligbaren Wassermenge zu
Folge. Dadurch sind die abnehmenden Relaxationszeiten bei steigenden Alkyl-
derivatkonzentrationen erklarbar. Ein chemischer Austausch von Wasser mit
chemischen Strukturen des Alkylderivats kann nur vermutet werden. Analog zu
Rivlin et al. (9) ist ein chemischer Austausch von Wasser mit chemischen Grup-
pen im Alkylderivat moglich, wodurch die abnehmenden T2-Werte bei steigender

Alkylderivatkonzentration zusatzlich erklarbar waren (9).

Im Vergleich zu T+ der wassrigen Formaldehydlésung ist T+ der 4%igen flieBmit-
telhaltigen Formaldehydlésung deutlich reduziert. Dies ist durch den hohen Flief3-
mittelgehalt in der Losung erklarbar. Die T1 der 4%igen flielmittelhaltigen For-
maldehydlésung ist im Vergleich zur 30%igen-H20-70%igen-flieBmittelhaltigen
Referenzldésung nicht reduziert. Dementsprechend bleibt es unklar, ob die Ver-
anderung von T+ nur von dem FlieBmittel ausgeht oder ob das Formaldehyd hier-

bei ebenfalls eine Rolle spielt.

T2 der 4%igen flieBmittelhaltigen Formaldehydlosung ist im Vergleich zu destil-
liertem Wasser um mehr als die Halfte reduziert. Dies erklart sich durch einen
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mdglichen chemischen Austausch von Wasser mit chemischen Gruppen des Me-
thylenglykols des Formaldehyds, vgl. Rivlin et al (9). Somit lasst sich vermuten,
dass sowohl das Fliel3mittel als auch das Formaldehyd T2 der Fixierldsung redu-

zieren.

Eine Konzentrationsreihe der flieBmittelhaltigen Formaldehydlésung ware zu-
kinftig anzustreben, um herauszufinden, ob eine andere Formaldehydkonzent-

ration in der flielmittelhaltigen Losung die Relaxationszeiten beeinflusst.

T+ der flieBmittelhaltigen Alkylderivatiésungen ist im Vergleich zu T1 der wassri-
gen Alkylderivatlosungen deutlich reduziert. Dies ist durch den hohen Fliel3mit-
telgehalt in den Losungen erklarbar. T1 der flieldmittelhaltigen Alkylderivatlosun-
gen ist im Vergleich zur 30%igen-H20-70%igen-flieBmittelhaltigen Referenzlo-
sung ebenfalls leicht reduziert. Dementsprechend hat das Vorhandensein des
Alkylderivats und des FlieBmittels innerhalb einer Losung einen starkeren T+1 re-
duzierenden Effekt als das alleinige Alkylderivat in wassriger Losung. Daraus
|&sst sich schliel3en, dass in der flieBmittelhaltigen Alkylderivatidsung sowohl das

Fliel3mittel als auch das Alkylderivat T+1 reduzieren.

T2 der flieBmittelhaltigen Alkylderivatldsung ist im Vergleich zu destilliertem Was-
ser um mehr als die Halfte reduziert. Welche chemischen Austauschprozesse
zwischen Wasser und den chemischen Gruppen des FlieRmittels und des Alkyl-
derivats die Abnahme von Tz induzieren ist nicht genau erklarbar. Ein chemischer
Austausch zwischen Wasser und den chemischen Gruppen des Alkylderivats ist

mutmallich ausschlaggebend fir die Abnahme von T2, vgl. Rivlin et al. (9).
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4.2 Experiment 2 — 'H-Signale wassriger Formaldehyd-, Alkylderivat- und
in-vivo Spektren —

In der wassrigen Formaldehydlésung kann bei ca. 3,3ppm das spezifische Signal
des Methanols und der Methoxygruppe des Formaldehyds ausgemacht werden,
vgl. Gaca et al (51). In diesem ppm-Bereich liegen in den in-vivo Spektren keine
gewebespezifischen Signale, sodass das Formaldehydsignal an dieser Stelle als
spezifisch fur die verglichenen Gewebe bezeichnet werden kann. Das in seiner
Linienbreite sehr schmale Formaldehydsignal ist sehr charakteristisch und lasst

eine Differenzierung zu den gewebespezifischen Signalen zu.

Die acht erkennbaren Signale in der wassrigen Alkylderivatlésung liegen Uber-
wiegend an gleichen Stellen, an denen auch Signale im gelben Knochenmark,
den Musculi soleus und tibialis anterior und dem Hirngewebe liegen. Dies lasst
auf Grund eines fehlenden alkylderivatspezifischen Signals keine Differenzierung
zwischen den Signalen ausgehend von den Geweben und den Signalen der al-
kylderivathaltigen Fixierlosung zu. Das Hirngewebe bildet hierbei eine Aus-
nahme, da im Hirngewebe bei 1,3ppm kein prominentes Signal liegt. Daher kann
man das Alkylderivat-Signal bei 1,3ppm fur das Hirngewebe als spezifisch be-
trachten. Ein universell fur die verglichenen Gewebe nutzbares alkylderivatspe-
zifisches Signal kann man nicht definieren. Das Spektrum von Lebergewebe,
siehe Experiment 4, ahnelt dem des gelben Knochenmarks. Da Lebergewebe
spezifische Signale bei ca. 1,3ppm und bei 3,5 bis 4,0ppm aufweist, kbnnen in
dem Bereich zwischen 1,7ppm und 3,0ppm bei einer Alkylderivatfixierung von

Lebergewebe eventuell alkylderivatspezifische Signale nachgewiesen werden.
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4.3 Experiment 3 — Vergleich der Spektren der wassrigen und flieRmittel-
haltigen Alkylderivat- und Formaldehydlosung —

Das Hinzufligen des FlieRmittels lasst in der flie3mittelhaltigen Alkylderivatlésung
die Signale S1, S3 bis S6 und S8, die ebenfalls in der wassrigen Alkylderivatlo-
sung vorhanden sind, erkennen. Allerdings lasst sich nicht sicher differenzieren
wie viel der Signalintensitat von dem Alkylderivat und dem FlieBmittel stammt.
Somit kdnnen die Signale in der flieRmittelhaltigen Alkylderivatidsung bei Gewe-
befixierungen nicht sicher als Nachweis fur das Eindringen des Alkylderivats ge-

nutzt werden.

Das Zugeben des FlieBmittels hat in der Formaldehydlésung keine Veranderung
des formaldehydspezifischen Signals zur Folge. In beiden Formaldehydlésungen
liegt das Signal an der gleichen Stelle, bei 3,3ppm, und wird in der fliel3mittelhal-
tigen Losung nicht von den Signalen des Fliemittels Uberlagert. Somit ist das
Signal in beiden Formaldehydlésungen spezifisch fir die Vergleichsgewebe aus
Experiment 2. Die vier Triplettstrukturen bei 0,5ppm, 1,5ppm, 2,5ppm, 3ppm und
4ppm sind durch J-Kopplungseffekte erklarbar.
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4.4 Experiment 4 — Fixierung von Rinderleber —

4.4.1 Kontrastveranderung in der T1-, T2-, und PD-gewichteten Bildgebung

In der T1-gewichteten Bildgebung ist eine Kontrastveranderung im Verlauf des
Eindringens der formaldehyd- und alkylderivathaltigen Fixiermittel Uber den Zeit-
raum von 187 Tagen zu erkennen. Sowohl das formaldehydhaltige Fixiermittel
als auch das alkylderivathaltige Fixiermittel verandern den Kontrast wahrend des
Eindringprozesses zwischen fixiertem (hell) und noch unfixiertem (dunkel) Leber-
gewebe stark, vgl. Ludescher et al. (21). Im Gegensatz zu Ludescher et al. konn-
ten in dieser Untersuchung die Verlaufe der Fixiervorgange in der Rinderleber
nur in der T1-gewichteten Bildgebung mittels einer deutlichen Kontrastverande-
rung erkannt werden. In den T2-gewichteten Bildern kann der Verlauf der formal-
dehyd- und alkylderivathaltigen Fixierung nicht dargestellt werden. In diesen Auf-
nahmen ist nur eine Intensitatsveranderung der vollstandig fixierten Leberge-
webe im Verlauf zu erkennen. Die formaldehydfixierte Leber stellt sich im Verlauf
dunkler dar als die alkylderivatfixierte Leber. In der PD-gewichteten Bildgebung
kann der Verlauf des Eindringens der Fixiermittel, im Gegensatz zu den Ergeb-
nissen bei Ludescher et al. (21), nicht durch eine Kontrastveranderung beobach-
tet werden. Eine Intensitatsveranderung zwischen dem reinen Lebergewebe an
Tag 0 Oh und dem fixierten Lebergewebe ab Tag 25 im formaldehydfixierten Le-
bergewebe und ab Tag 18 im alkylderivatfixierten Lebergewebe ist aber auch in
der PD-gewichteten Bildgebung erkennbar. Die formaldehydfixierte Leber stellt
sich im Verlauf dunkler dar als die alkylderivatfixierte Leber. Dagegen konnten
Ludescher et al. (21) auch in den PD-gewichteten Bildern den Verlauf des Ein-
dringens formaldehydhaltiger Fixierldsungen darstellen. In der Untersuchung zur
Kontrastveranderung durch Fixierung zeigt sich das deutlichste Ergebnis in den
T1-gewichteten Bildern, sowohl fir die formaldehydfixierte als auch fir die alkyl-
derivatfixierte Leber. Die Veranderung des Kontrastverhaltens ist in beiden Fi-
xierldsungen vergleichbar. An Tag 0 der Messreihe nimmt die kontrastveranderte
Randbildung durch die unterschiedlichen Fixiermittel annahernd gleich zu. In der
formaldehydfixierten Leber nimmt die kontrastveranderte Randbildung ab Tag 4
langsamer zu als in der alkylderivatfixierten Leber. Die Eindringgeschwindigkeit

der beiden Fixierldosungen unterscheidet sich, die Kontrastveranderung der
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Gewebe ist sehr ahnlich. In der T2- und PD-gewichteten Bildgebung unterschei-
den sich die Intensitatsveranderungen der beiden unterschiedlich fixierten Leber-
gewebe dahingehend, dass das formaldehydfixierte Lebergewebe dunkler er-
scheint als das alkylderivatfixierte. Die beiden Fixiermittel haben unterschiedliche
T2- und PD- intensitatsverandernde Eigenschaften, dir durch Folgendes erklarbar
waren: Optisch und haptisch unterschieden sich die beiden Lebergewebe nach
der sechsmonatigen Fixierung dahingehend, dass das formaldehydfixierte Leber-
gewebe eine grauliche Farbe angenommen hat und das Gewebe sehr steif war.
Das alkylderivatfixierte Lebergewebe hingegen hatte eine wesentlich physiologi-
schere Farbe beibehalten und das Gewebe ist weicher geblieben, vgl. die histo-
logische Aufarbeitung. Das Formaldehyd hat dem Gewebe somit wahrscheinlich
mehr Wasser wahrend des Fixiervorgangs entzogen, wodurch die T2-Intensitat
in dem formaldehydfixierten Lebergewebe dunkler wurde. Zudem scheinen die
Crosslinks, die zwischen dem Formaldehyd und dem Lebergewebe entstanden
sind, zu weniger freien 'H-Protonen gefiihrt zu haben. Daraus resultierte eine
dunkler werdende PD-Intensitat. Im Gegensatz dazu scheint das Alkylderivat
dem Gewebe weniger Wasser entzogen zu haben, wodurch es zu einer weiche-
ren Haptik des Gewebes kam und die T2-Intensitat im Vergleich zu der T2-Inten-
sitat des formaldehydfixierten Lebergewebes heller blieb. Die weichere Haptik
des alkylderivatfixierten Lebergewebes lasst ebenfalls auf ein anderes Crosslink-
ing zwischen dem Alkylderivat und dem Lebergewebe schlieffen, wodurch wo-
maoglich mehr freie "H-Protonen in dem Gewebe vorliegen und die PD-Intensitét

ebenfalls heller blieb.
4.4.2 Veranderungen des Relaxationsverhaltens

Die longitudinale Relaxationszeit in der formaldehydhaltigen Fixierlésung nimmt
uber den zeitlichen Verlauf von 187 Tagen kontinuierlich ab. Zu Beginn der Ge-
webefixierung dringt das FlieBmittel vermutlich schneller in das Gewebe ein als
das Formaldehyd, vgl. Experiment 4. Dadurch steigt mutmaflich die Konzentra-
tion des Formaldehyds in der Fixiermittelldsung zu Beginn der Messreihe im Ver-
haltnis zum Fliemittelgehalt an. Wie in Experiment 1 gezeigt wurde, nimmt T+
mit steigender Formaldehydkonzentration in wassriger Losung ab. Transferiert
man diese Ergebnisse auf die flieBmittelhaltige Formaldehydl6ésung, kann der
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Ruckgang von T1 mit der im Verhaltnis zur FlieBmittelkonzentration steigenden
Formaldehydkonzentration erklart werden. Dafir muss allerdings angenommen
werden, dass das Formaldehyd einen starkeren T1 reduzierenden Effekt als das
FlieRmittel hat. Ab dem Tag 46 sinkt T1 langsamer. Dies lasst eine weniger starke
Konzentrationsveranderung der Fixierlosung vermuten, da die Leber zu diesem
Zeitpunkt vollstandig von der Fixierlosung durchdrungen ist. Zudem zeigen
Grodd und Schmitt (22), dass das freie Zellwasser bei geringen Formaldehyd-
konzentrationen zuerst abnimmt und zum grofdten Teil die subzellularen Struktu-
ren aufrechterhalten bleiben, wodurch T+ stark abfallt. Bei weniger resistenten
Bestandteilen der Zellen kommt es bei einer mittleren Formaldehydkonzentration
zu einer osmotischen Zytolyse. Hierdurch ergibt sich ein weniger starker Abfall
von T1 und ein sogenanntes T+-Plateau, da hierbei intrazellulare Flussigkeit frei-
gesetzt wird. Bei hohen Formaldehydkonzentrationen kommt es zu einem weite-
ren Schwinden der Zellen und dadurch wieder zu einem nun etwas geringeren
T1-Abfall (22).

T1 in der formaldehydfixierten Leber nimmt am Rand des Lebergewebes und in
der Mitte des Lebergewebes Uber die Zeit ab. Am Rand des Lebergewebes
nimmt T1 bis zu Tag 4 schneller ab als T+ in der Lebermitte. Das Fixiermittel ent-
zieht dem Lebergewebe die Gewebsflissigkeit, dadurch wird T1 reduziert. Der
Entzug der Gewebeflissigkeit findet am Geweberand eher statt als in der Leber-
mitte, wodurch es zu dem spateren Abfall von T+ ab Tag 11 in der Lebermitte
kommt, vgl. Grodd et al. (22). Zudem beschreiben Schmierer et al (23), Shepherd
et al (24) und Birkl et al. (52), dass ein Crosslinking zwischen dem Methylengly-
kol, welches durch die Reaktion von Formaldehyd mit H20 entsteht, und den Ge-
webeproteinen entsteht. Dieses Crosslinking scheint T1im Gewebe zu verkirzen,
da es zu einer Verschiebung der freien Wasserstoffprotonen in den makromole-
kularen Raum kommt und ein reduzierterer, transmembranarer Wasseraus-
tausch stattfindet, vgl. Schmierer et al (23), Shepherd et al (24) und Birkl et al.
(52).

T+ in der alkylderivathaltigen Fixierldsung nimmt Uber den zeitlichen Verlauf von
187 Tagen kontinuierlich ab. Zu Beginn der Gewebefixierung dringt das FlieRmit-
tel vermutlich schneller in das Gewebe ein als das Alkylderivat, vgl. Experiment
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4. Dadurch steigt die Konzentration des Alkylderivats zu Beginn der Messreihe
im Verhaltnis zum Fliemittelgehalt mutmallich an. Wie in Experiment 1 gezeigt
wurde, nimmt T1 mit steigender Alkylderivatkonzentration in wassriger Losung
ab. Transferiert man diese Ergebnisse auf die flieRmittelhaltige Alkylderivatlo-
sung kann der Abfall von T1 mit der im Verhaltnis zur FlieBmittelkonzentration
steigenden Alkylderivatkonzentration erklart werden. Daflr muss allerdings an-
genommen werden, dass das Alkylderivat einen starkeren T1-reduzierenden Ef-
fekt als das FlieRmittel hat. Ab Tag 110 sinkt T+ langsamer, dies lasst eine weni-
ger starke Konzentrationsveranderung der Fixierlosung vermuten, da die Leber
zu diesem Zeitpunkt komplett von der Fixierlésung durchdrungen ist. Die formal-
dehydhaltige und die alkylderivathaltige Fixierldsung zeigen ein vergleichbares
T1 Verhalten.

In der alkylderivatfixierten Leber nimmt T4+ im Randbereich des Lebergewebes
und in der Mitte der Leber zuerst ab und steigt anschliel3end wieder an. Die Ab-
nahme von T1 zu Beginn der Messreihe bis zum Tag 1 erklart sich vermutlich
durch den flieBmittelbedingten Flissigkeitsentzug aus dem Lebergewebe. Der
Entzug der Gewebeflissigkeit bendtigt in der Mitte des Lebergewebes langer,
wodurch der langere Abfall von T1 erklart werden kann. Birkl et al. (52) beschrei-
ben, dass bei Formalinfixierung die Permeabilitat der mikroskopischen Strukturen
durch Methylenbriickenbildung reduziert wird (52). Ubertragen auf die alkylderi-
vathaltige Fixierlosung lasst sich vermuten, dass es zwischen den Proteinen der
Leber und den chemischen Gruppen des Alkylderivats ebenfalls zu einer Bru-
ckenbildung kommt. Diese Brickenbildung im alkylderivatfixierten Gewebe
kénnte somit, ebenso wie im formaldehydfixierten Gewebe, zu einer Reduktion
von T+ fuhren. Der kontinuierliche Anstieg von T4+ ab Tag 18 ist nicht sicher zu

erklaren.

Die transversale Relaxationszeit in der formaldehydhaltigen Fixierlésung nimmt
an Tag 0 Oh innerhalb von 2,5h zu, dies ist erklarbar durch eine eventuelle
Schichtbildung der chemischen Bestandteile in der Fixierldsung. Bis zu Tag 1
sinkt T2 ab, da zu Beginn der Gewebefixierung das Fliemittel vermutlich schnel-
ler in das Gewebe eindringt als das Formaldehyd, vgl. Experiment 4. Dadurch
steigt die Konzentration des Formaldehyds zu Beginn der Messreihe im

97



Verhaltnis zum FlieBmittelgehalt vermutlich an. Wie in Experiment 1 gezeigt
wurde, nimmt T2 mit steigender Formaldehydkonzentration in wassriger Losung
ab. Transferiert man diese Ergebnisse auf die flielmittelhaltige Formaldehydl|o-
sung, kann der Abfall von T2 bis zu Tag 1 mit der im Verhaltnis zur Flielmittel-
konzentration steigenden Formaldehydkonzentration erklart werden. Dafir muss
allerdings angenommen werden, dass das Formaldehyd einen starkeren T2-re-
duzierenden Effekt hat als das FlieBmittel. Das Eindringen des Fliel3mittels fuhrt
im Lebergewebe zu einem Entziehen des Gewebewassers, welches die Fixierlo-
sung moglicherweise verdunnt und T2 erhoht. Erklarbar ist die Zunahme von T2
zudem durch das Eindringen des Formaldehyds in das Lebergewebe ab Tag 4,
vgl. Experiment 4. Die Formaldehydsignalintensitat nimmt in den Spektren des
formalinfixierten Lebergewebes ab Tag 4 scheinbar kontinuierlich zu, wodurch in
der Fixierlosung die Formaldehydkonzentration kontinuierlich abnehmen muss
und hierdurch die Zunahme von T2 erklart werden konnte. Zudem zeigen die Er-
gebnisse zu Experiment 1, dass T2 bei abnehmender Formaldehydkonzentration
in wassriger Lésung zunimmt. Ubertragt man diese Ergebnisse auf die flieRmit-
telhaltige Formaldehydlésung in Experiment 4, lasst dies die Erklarung fur die
Zunahme von T2 zu. Die Methode der Datenauswertung zu den Veranderungen
von T2 wird der Komplexitat der Fixierlosungen nicht gerecht. Durch die Auswer-
tung von T2 mittels einer monoexponentiellen Funktion sind Fehler in den berech-
neten T2-Werten in Experiment 4 nicht auszuschliel3en. Die chemischen Metabo-
lite der Fixierlésungen mussten zuerst einzeln auf ihre T2 verandernde Wirkung
bei Fixierung untersucht werden. Die T2 Auswertung der unterschiedlichen che-
mischen Bestandteile innerhalb einer Fixierldsung musste mit einer bi- oder so-
gar multiexponentiellen Funktion erfolgen. Die Vermutung, dass der Wasseranteil
in der Fixierlésung Uber den Zeitraum der Fixierung durch das Austreten von Ge-
webewasser aus der Leber ansteigt, lasst das sinkende T1 und steigende T2 nicht

logisch erklaren.

Die Zunahme von Tz in der formaldehydfixierten Leber innerhalb der ersten 2,5h
an Tag 0 am Leberrand der formalinfixierten Leber ist vermutlich auf das begin-
nende Eindringen des FlieBmittels in das Lebergewebe zurlickzufiihren. Das T2-

Plateau bis Tag 1 Iasst vermuten, dass bis zum Tag 1 die maximal erreichbare

98



Fliel3mittelkonzentration erreicht ist. Das Ansteigen von T2 an Tag 11 lasst sich
mit dem zuerst am Geweberand beginnenden Eindringen des Formaldehyds er-
klaren. Der kontinuierliche Abfall von T2 ab Tag 18 ist durch einen formaldehy-
dinduzierten Gewebewasserverlust und einen geringeren transmembranaren

Wasseraustausch des schon fixierten Gewebes zu erklaren, vgl. Birkl et al. (52).

T2 der formaldehydfixierten Leber in der Gewebemitte liegt innerhalb der ersten
7,5h bei konstanten Werten. Dies ist darauf zurickzufuhren, dass innerhalb des
Tages 0 keine Fixierldsung bis in die Gewebemitte eingedrungen ist. An Tag 1
und Tag 4 sinkt T2, dies ist laut Dawe et al. (26) durch die Fixierung des Gewebes
mittels Formaldehyd erklarbar. Ab Tag 11 bis Tag 67 steigt T2 wieder an, Dawe
et al. (26) beschreiben in tief gelegenem formalinfixierten Hirngewebe ebenfalls
zuerst einen T2-Abfall gefolgt von einem Anstieg. Begrindet wird dieser Anstieg
von T2 damit, dass die Fixierldsung bis in die tieferen Schichten des Gewebes
langere Zeit bendtigt und es dadurch zu einem beginnenden Zerfall der Zellen
und einem damit verbundenen Wasseraustritt aus den Zellen kommt (26). Dieser
Prozess ist in der histologischen Aufarbeitung des Lebergewebes nachvollzieh-

bar.

T2 nimmt in der alkylderivathaltigen Fixierlosung an Tag 0 innerhalb der ersten
2,5h zu. Das ist durch eine eventuelle Schichtbildung der chemischen Bestand-
teile in der Fixierldsung erklarbar. Bis zu Tag 4 sinkt T2 ab, da das FlieRmittel zu
Beginn der Gewebefixierung schneller in das Gewebe eindringt als das Alkylde-
rivat, vgl. Experiment 4. Dadurch steigt die Konzentration des Alkylderivats zu
Beginn der Messreihe im Verhaltnis zum Fliel3mittelgehalt an. Wie in Experiment
1 gezeigt wurde, nimmt T2 mit steigender Alkylderivatkonzentration in wassriger
Ldsung ab. Transferiert man diese Ergebnisse auf die fliel3mittelhaltige Alkylde-
rivatldsung kann der Abfall von T2 bis zu Tag 4 mit der im Verhaltnis zur Flief3-
mittelkonzentration steigenden Alkylderivatkonzentration erklart werden. Dafur
muss allerdings angenommen werden, dass das Alkylderivat einen starkeren T2-
reduzierenden Effekt hat als das FlieBmittel. Das Eindringen des FlieBmittels
fuhrt im Lebergewebe zu einem Entzug des Gewebewassers, welches die Fixier-
|I6sung verdunnt und T2 ab Tag 11 erhoht. Erklarbar ist die Zunahme von T2 durch
das wahrscheinliche Eindringen des Alkylderivats in das Lebergewebe ab Tag
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11, dies ist in den Spektren des alkylderivatfixierten Lebergewebes nicht genau
nachvollziehbar. In den Spektren ist erst ab Tag 46 bei ca. 1,7ppm ein mogliches
Alkylderivatsignal nachvollziehbar, vgl. Experiment 4. In den Spektren der fliel3-
mittelhaltigen Alkylderivatlosung, vgl. Experiment 4, ist Uber den Verlauf von 187
Tagen eine Abnahme der moglicherweise alkylderivatbedingten Signale in der
Losung zu erkennen. Diese Abnahme der Alkylderivatsignale in der Fixierldsung
sowie die Zunahme von T2 in der Fixierlosung sprechen fur eine Abnahme von
T2 auf Grund des Eindringens des Alkylderivats in das Lebergewebe. Zudem zei-
gen die Ergebnisse zu Experiment 1, dass T2 bei abnehmender Alkylderivatkon-
zentration in wassriger Lésung zunimmt. Ubertragt man diese Ergebnisse auf die
flieBmittelhaltige Alkylderivatldsung in Experiment 4, 1asst dies die Erklarung fur

die Zunahme von T2 bis zu Tag 46 zu. Ab Tag 67 sinken die Werte wieder ab.

T2 steigt am Leberrand der alkylderivatfixierten Leber bis zum Tag 1 kontinuierlich
an, dies lasst sich vermutlich mit dem beginnenden Eindringen des Fliemittels
in das Lebergewebe erklaren. Der sprunghafte Anstieg von T2 ab Tag 4 lasst das
Beginnen des Alkylderivateindringens vermuten, das bis zu Tag 18 sein Maxi-
mum erreicht. Ab Tag 25 fallt T2 kontinuierlich ab. Der Abfall von T2 ist bei for-
maldehydfixierten Geweben durch einen formaldehydinduzierten Gewebewas-
serverlust und einen geringeren transmembranaren Wasseraustausch durch die
Fixierung zu erklaren, vgl. Birkl et al. (52). Ubertragen auf die alkylderivathaltige
Fixierlosung lasst dies vermuten, dass es zwischen den Proteinen der Leber und
den chemischen Gruppen des Alkylderivats ebenfalls zu einer Bruckenbildung
kommt. Diese Bruckenbildung kénnte somit, ebenso wie im formaldehydfixierten
Gewebe, im alkylderivatfixierten Gewebe zu einer Reduktion von T2 fihren. Die
Bruckenbildung und die dadurch entstehende Gewebefixierung fuhrt laut Dawe

et al. (26) in formaldehydfixierten Geweben zu einer Reduktion von T2 (26).

T2 in der Lebermitte, des alkylderivatfixierten Lebergewebes, liegt innerhalb der
ersten 7,5h bei konstanten Werten. Dies ist dadurch erklarbar, dass innerhalb
des Tages 0 keine Fixierlosung bis in die Gewebemitte eingedrungen ist. An Tag
1 und Tag 4 sinkt T2, dies ist laut Dawe et al. (26) durch die Gewebefixierung
mittels Formaldehyd erklarbar (26). Ubertragt man die T2 verkirzende Wirkung
des Formaldehyds auf das alkylderivatfixierte Lebergewebe, Iasst sich der Abfall
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von T2 bis zum Tag 4 erklaren. Dawe et al. (26) beschreiben in tief gelegenem
formalinfixiertem Hirngewebe ebenfalls zuerst einen T2-Abfall gefolgt von einem
T2-Anstieg. Begrundet wird dieser Anstieg damit, dass die Fixierlosung bis in die
tieferen Schichten des Gewebes langere Zeit bendtigt und es dadurch zu einem
beginnenden Zerfall der Zellen und einem damit verbundenen Wasseraustritt aus
den Zellen kommt (26). Dieser Prozess ist in der histologischen Aufarbeitung des
alkylderivatfixierten Lebergewebes nachvollziehbar und erklart die Zunahme von

T2 ab Tag 11 in der Mitte des alkylderivatfixierten Lebergewebes.

4.4.3 Magnetisierungstransfer

Die MTR-Werte in der formaldehydhaltigen Fixierlosung bleiben konstant niedrig
und andern sich wenig, da es in Flissigkeiten kaum zu einem Magnetisierungs-

transfer kommt.

Die MTR im Randbereich des formaldehydfixierten Lebergewebes nimmt inner-
halb des Zeitintervalls von 187 Tagen ab. Schmierer et al. (23) beschreiben in
ihrer Arbeit, dass sich die T1 und die MTR in formalinfixierten Gewebe in einem
ahnlichen Verhalten verandern. Sie erklaren die Reduzierung der MTR mit dem
Verschieben der Wasserstoffprotonen aus dem Raum des freien Wassers in den
makromolekularen Raum. Die Vernetzung von Proteinstrukturen mit dem Formal-
dehyd flhrt laut Schmierer et al. (23) zu einer raumlichen Verschiebung der Was-
serstoffprotonen. Die Ergebnisse zur MTR in Experiment 4 zeigen, dass die MTR
mit zunehmender Fixierungsdauer abnimmt und anschlieBend ein Plateau er-
reicht. Das Erreichen des Plateaus ist mit dem Zustand des durchfixierten Leber-
randes vereinbar. In den Ergebnissen kann durch die sinkende MTR uber den
Messzeitraum nachvollzogen werden, dass das Fortschreiten der Fixierung das

Verhaltnis von gebundenem zu freien Wasserstoffprotonen verandert.

Die MTR in der Lebermitte zeigt einen ahnlichen Verlauf wie am Leberrand. Es
kommt auf Grund der erst spater beginnenden Fixierung zu einem spateren Ab-
fall der MTR. Die sprunghafte Abnahme der MTR von Tag 4 auf Tag 11 ist damit

zu erklaren, dass innerhalb dieses Zeitraums eine Durchfixierung des
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Lebergewebes stattgefunden hat. Mit der kompletten Fixierung des Lebergewe-
bes auch in der Lebermitte stellt sich nach dem Abfallen der MTR ein Plateau der

MTR ebenso wie am Leberrand ein.

Die MTR-Werte in der alkylderivathaltigen Fixierlosung bleiben konstant niedrig
und andern sich nur wenig, da es in Flussigkeiten kaum zu einem Magnetisie-

rungstransfer kommt.

Die MTR im Randbereich des alkylderivatfixierten Lebergewebes nimmt zu Be-
ginn ebenso ab wie im formaldehydfixierten Lebergewebe. Dies lasst, wie in den
vorangegangenen Diskussionen ausgefuhrt, die Vermutung einer Brickenbil-
dung von Proteinen und chemischen Bestandteilen des Alkylderivats zu, vgl. Birkl
et al. (52). Das alkylderivathaltige Fixiermittel scheint zu Beginn denselben Effekt
durch die Fixierung des Gewebes auf die MTR zu haben wie das formaldehyd-
haltige Fixiermittel. Wasserstoffprotonen aus dem Raum des freien Wassers ge-
langen durch den Fixiervorgang, offensichtlich genau wie im formalinfixierten Ge-
webe, in den makromolekularen Raum und reduzieren dadurch das Verhaltnis
des Magnetisierungstransfers, vgl. Schmierer et al. (23). Im Gegensatz zum for-
maldehydfixierten Lebergewebe steigen die MTR-Werte im alkylderivatfixierten
Lebergewebe ab Tag 4 wieder an und bleiben dann ebenfalls auf einem Plateau

stehen.

Die MTR in der Lebermitte zeigt einen konstanten MTR-Wert bis Tag 4, da bis zu
diesem Messzeitpunkt das Fixiermittel nicht bis in die Mitte der Leber eingedrun-
gen ist und somit noch keinen Effekt auf die MTR haben konnte. An Tag 11 fallt
die MTR ab und bleibt auf einem ahnlichen Niveau bis zu Tag 25. Dieser Abfall
ist wie schon im Teil zu dem alkylderivatfixierten Rand des Lebergewebes be-
schrieben, durch eine mutmaliliche Brickenbildung von Proteinen und Alkylderi-
vat zu erklaren, vgl. Birkl et al. (52). Ab Tag 46 steigen die MT-Werte etwas an
und bleiben bis zum Ende der Messreihe auf einem konstanten Niveau.
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4.4.4 Diffusion

Die starke Schwankung der gemessenen ADC-Werte Uber die Zeit scheint mog-
licherweise damit zusammenzuhangen, dass die Fixierlosungen zusammenge-
setzte Flussigkeiten sind, die jeweils unterschiedliche Diffusionseigenschaften
haben. Zudem kann in den Lebergeweben das Eindringen der flieBmittelhaltigen
Formaldehydlosung und der flieBmittelhaltigen Alkylderivatlosung die Diffusion

von Wasser beeinflussen.
4.4.5 T1-, T2-, MT- und ADC-Wertveranderung im Referenzversuch mit NaCl

Der Referenzversuch mit Rinderlebergewebe in 0,9%iger NaCl-Losung lasst sich
nur dahingehend auswerten, dass die jeweiligen T1-, T2-, MT-, und ADC-Werte
von Tag 0 Oh bis zu Tag 1 konstant bleiben, da hier jeweils das native Leberge-
webe und die reine NaCl-Losung gemessen wurden. Die Werte ab Tag 4 bis zu
Tag 25 sind nicht verwertbar, da es ab Tag 4 zu einer beginnenden Faulnisgas-
entwicklung kam und das Lebergewebe lytisch wurde. Die gemessenen Werte
entstehen somit aus einem Gemisch von Lebergewebe, Faulnisgasen und der
NaCl-L6sung und sind dadurch nicht auszuwerten. Das Lebergewebe musste auf
Grund von Madenentwicklung und fortschreitender Verwesung am Tag 33 nach
Beginn der Messreihe verworfen werden. Die unterste Box wurde wieder mit
0,9%iger NaCl-Losung gefillt und weiterhin im Versuchsaufbau belassen, um
den gleichen Versuchsaufbau fur die weiteren Messungen gewahrleisten zu kon-

nen.
4.4.5 Spektroskopie der Fixierlosungen und der fixierten Lebergewebe

Eine Referenzierung der Signalintensitat auf ein bestimmtes Signal war nicht
madglich, da die Signalintensitaten der ermittelten Signale nicht konstant blieben.
Dies erschwert in der Interpretation der Ergebnisse, die Zu- oder Abnahme von
einzelnen Signalen zu bewerten. Somit ist ein Ruckschluss auf das mogliche Ein-
dringen von Fixiermitteln in das Lebergewebe nicht sicher nachweisbar. In den
Spektren der flielmittelhaltigen Formaldehydlésung scheint Gber den Messzeit-
raum von 6 Monaten das Formaldehydsignal abzunehmen. Dies lasst vermuten,

dass Formaldehyd neben dem FlieBmittel in das Lebergewebe eingedrungen
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sein muss. Diese Schlussfolgerung lasst sich nachvollziehen, da in den Spektren
des formaldehydfixierten Lebergewebes ab Tag 4 ein Formaldehydsignal zu er-
kennen ist. Das Signal des FlieBmittels bei 1,3ppm steigt ab Tag 0 2,5h an und
das Signal bei 3,5ppm steigt in der Signalintensitat bereits ab dem 4. Tag an.

Im Vergleich dazu Iasst sich auch in den Spektren der flieBmittelhaltigen Alkylde-
rivatldsung ein scheinbarer Abfall der Signale bei 1,8ppm, 2,5ppm und 3,0ppm
erkennen. Hierbei ergibt sich das Problem, dass man kein alkylderivatspezifi-
sches Signal detektieren kann. Die Signale, die scheinbar bei 1,8ppm, 2,5ppm
und 3,0ppm an Konzentration abnehmen, beinhalten sowohl Signale des Fliel3-
mittels sowie des Alkylderivats, vgl. die Spektren der 10%igen flieRmittelhaltigen
Alkylderivatlosung und der 30%igen H20-70%igen-flieBmittelhaltigen Losung.
Aus diesem Vergleich ist abzuleiten, dass eine Verringerung der Amplitude v.a.
an den o.g. Signal-Positionen ein Eindringen von Flie3mittel und Alkylderivat in

das Lebergewebe bedeutet.

In den Spektren des alkylderivatfixierten Lebergewebes lasst sich schon ab Tag
0 2,5h ein Anstieg des Fliel3mittelsignals bei 1,3ppm im Lebergewebe erkennen.
Das Fliel3mittelsignal bei 3,5ppm beginnt ab Tag 4 anzusteigen. Im alkylderivat-
fixierten Lebergewebe nimmt ebenso wie im formaldehydfixierten Lebergewebe
zuerst die Signalintensitat des FlieRmittels zu. Ab Tag 18 ist das Signal des Fliel3-
mittels bei 2,2ppm erkennbar. Ab Tag 110 sind die Signale bei ca. 1,8ppm und
2,5ppm erkennbar. Diese Signale kdnnen, wie zuvor beschrieben, nicht sicher
zwischen dem Fliemittel und dem Alkylderivat differenziert werden. Daher lasst
sich aus diesem Anstieg nur vermuten, dass das Alkylderivat in die Leber einge-
drungen ist. Ein Grund fir die mangelnde Erkennbarkeit der Alkylderivatsignale
bei den ppm Bereichen von 1,8ppm, 2,5ppm und 3,0ppm kann die moglicher-
weise sehr geringe Konzentration des eindringenden Alkylderivats sein. Bei einer
3%igen Alkylderivatkonzentration in der Fixierldsung kann der eindringende Teil
des Alkylderivats durch das Gewebewasser und das eindringende Flielmittel in
dem Lebergewebe so verdunnt worden sein, dass diese Konzentration bei 3

Tesla in der MR-Spektroskopie nicht detektierbar ist.
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Diese Interpretation der Signalintensitaten der einzelnen Signale in den Fixierl6-
sungen und den fixierten Geweben ist kritisch zu betrachten und kann nicht zur
exakten Beschreibung einer Signalintensitatsabnahme in den Fixierlosungen und
einer Signalintensitatszunahme in den fixierten Lebergeweben genutzt werden.
Dadurch, dass keines der Signale konstant in seiner Intensitat bleibt, konnte die
Signalintensitat auf keines der vorhandenen Signale referenziert werden. Diese
fehlende Referenzierbarkeit kann eine fehlerhafte Interpretation der Ergebnisse
nicht ausschliel3en. Betrachtet man Spektren gemeinsam mit der Kontrastveran-
derung in den Ti-gewichteten Bildern kann eine Veranderung der Konzentrati-
onsverhaltnisse wahrend des Fixiervorgangs in den Fixierlésungen und Gewe-
ben nur vermutet werden. Mit den in dieser Arbeit angewandten Methoden ist der

sichere, quantitative Nachweis von eingedrungenen Fixiermitteln nicht moglich.
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4.5 Histologische Aufarbeitung
Azan- und H.E.-Farbung der formaldehyd- und alkylderivatfixierten Leber-

gewebe

In der Azan- und H.E.-Farbung des formaldehydfixierten Lebergewebes ist zu
erkennen, dass die Leberzellen im oberen und mittleren Bereich des Lebergewe-
bes durch die Fixierung gut erhalten wurden. Das Eindringen des Fixiermittels,
welches in der T1-gewichteteten Bildgebung nachvollzogen werden kann, hat die
Zellen des Lebergewebes bis zum mittleren Bereich des Leberstucks vor dem
beginnenden lytischen Prozess fixiert. Im Vergleich zu dem oberen und mittleren
Bereich der Leber, sind die Zellen im unteren Bereich der Leber nicht mehr voll-
standig erhalten. Die fehlende bzw. schwache Anfarbung der Zellkerne sowie die
geringe Anfarbung der Leberzellen und die aufgelockerte Struktur der Leberzel-
len zeigt eine beginnende Lyse, bevor das Fixiermittel die noch intakten Leber-
zellen fixiert hat. Durch die beginnende Lyse kommt es zwischen den Zellen zur

Ausbildung von Schrumpfartefakten.

In der Azan- und H.E-Farbung des alkylderivatfixierten Lebergewebes ist zu er-
kennen, dass die Leberzellen im oberen Bereich des Lebergewebes durch die
Fixierung gut erhalten wurden. Die Fixierung hat die Zellen im oberen Drittel der
Leber vermutlich vor dem Beginn des lytischen Prozesses fixiert. Im Vergleich
zum oberen Drittel des Lebergewebes sind die Zellen im mittleren und unteren
Bereich des Lebergewebes nicht mehr vollstandig erhalten. Im mittleren Bereich
ist noch die Struktur der Leberzellbalkchen sowie eine Zentralvene erkennbar.
Die Zellkerne sind jedoch nicht mehr angefarbt und die Zellen liegen lockerer vor
als im oberen Bereich. Zwischen den Zellen kommt es durch den beginnenden
Zelluntergang zu Schrumpfartefakten. Im unteren Drittel des Lebergewebes ist
keine Leberzellbalkchenstruktur mehr erkennbar, die Zellen sind stark aufgelo-
ckert. Im Vergleich zu dem formalinfixierten Lebergewebe ist das alkylderivatfi-
xierte Lebergewebe schon ab dem mittleren Drittel in beginnendem lytischem
Prozesse fixiert worden. Das alkylderivathaltige Fixiermittel scheint langsamer in
das Gewebe eingedrungen zu sein, wodurch es spater im mittleren Bereich des
Lebergewebes wirken konnte als das formaldehydhaltige Fixiermittel. Dadurch

unterscheiden sich die beiden Lebergewebe in dem Erhalt der Leberzellen und
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Zellkerne. Das formaldehydhaltige Fixiermittel fixierte das Lebergewebe bei noch
gut erhaltenen Leberzellen schneller als das alkylderivathaltige Fixiermittel. Erst
im unteren Bereich des Lebergewebes fixierte auch das formaldehydhaltige Fi-
xiermittel die Zellen im schon beginnenden lytischen Prozess. Die T1-gewichtete
Bildgebung, sowie die T1-Maps, suggerierten, dass das alkylderivathaltige Fixier-
mittel optisch schneller in das Lebergewebe eindrang als das formaldehydhaltige
Fixiermittel. Die Histologie zeigt aber, dass in dem formaldehydfixierten Leberge-
webe die Leberzellen bis in die Mitte des Lebergewebes erhalten geblieben sind
und im alkylderivatfixierten Lebergewebe nicht. Daher scheint die Kontrastveran-
derung, sowie die T1 Veranderung nicht mit dem Fixieren vitaler Leberzellen
Ubereinzustimmen. Dies unterstutzt die schon beschriebene Vermutung, dass
das FlieBmittel schneller in die Gewebe eindringt und damit zu der gegebenen
Kontrastveranderung, sowie der T1 Veranderung fuhrt. Die Fixiermittel scheinen
allerdings unterschiedlich schnell in die Gewebe eingedrungen zu sein, was zu

der unterschiedlichen Fixierung noch vitaler Leberzellen gefuhrt haben kann.

Fur eine Fixierung der Leberzellen Uber die gesamte Dicke von 3,3cm des Le-
bergewebes miusste ein optimierter Versuchsaufbau erfolgen. Damit das Leber-
gewebe von allen Seiten von den Fixierlosungen umgeben sein kann, musste
das Lebergewebe schwebend in der Plastikbox fixiert werden. Das Lebergewebe
durfte keine der vier Wande der Plastikbox berihren, um ein Eindringen der Fi-

xierlésungen von allen Seiten gewahrleisten zu kénnen.
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4.6 Schlussfolgerung

Die Messungen der Relaxationszeiten der reinen Losungen zeigen ein ahnliches
Verhalten in der wassrigen Formaldehydlosung, der wassrigen Alkylderivatlo-
sung, der flieBmittelhaltigen Formaldehydlésung und der flieBmittelhaltigen Alkyl-
derivatlosung. In den Spektren der wassrigen und der flie3mittelhaltigen Alkylde-
rivatldsung lasst sich, im Gegensatz zu den Spektren der Formaldehydlésungen,
kein alkylderivatspezifisches Signal zuordnen. Im Vergleich zu den in vivo Spek-
tren ist erkennbar, dass die Signale des Alkylderivats in den meisten Fallen mit

den Signalen der Gewebespektren Uberlappen.

In den MRT-Messungen der Lebergewebe zeigt sich, dass die T1-gewichtete MR-
Bildgebung zur Kontrastdarstellung und zu der zeitlichen Kontrastveranderung
uber die 6 Monate im Lebergewebe gut geeignet ist. Die T2- und PD-gewichtete
Bildgebung eignet sich nicht fir die Darstellung des Kontrasts und einer Kontrast-

veranderung uber die Zeit.

Die Veranderungen der Relaxationszeiten in den Fixierlosungen und in den fi-
xierten Lebergeweben Uber die Zeit von 6 Monaten sind im T+1- und T2-Mapping
nur bedingt interpretierbar. T1 der flielmittelhaltigen Formaldehydlésung sowie
der formaldehydfixierten Leber sind durch die Effekte des Formaldehyds mittels
Literaturvergleiche erklarbar. Bei der flieBmittelhaltigen Alkylderivatidsung und
der alkylderivatfixierten Leber ist der Anstieg von T+ in den letzten Messungen
nicht sicher erklarbar. T2 der flieBmittelhaltigen Formaldehydlésung und der fliel3-
mittelhaltigen Alkylderivatldsung sowie der formaldehyd- und alkylderivatfixierten
Leber missten in einer weiteren Auswertung mit einer bi- oder sogar multiexpo-
nentiellen Funktion gefittet werden, da durch die verschiedenen chemischen
Komponenten in den Fixierlésungen der monoexponentielle Fit flr die genaue

Berechnung von T2 nicht ausreicht.

Die MTR verandert sich in den Fixierlosungen Uber den 6-monatigen Messzeit-
raum kaum und korreliert in den Lebergeweben nahezu mit den Veranderungen
von T1. Die ADC-Werte schwanken stark und es ist keine Tendenz nachvollzieh-
bar. Dies ist wahrscheinlich durch die verschiedenen Diffusionseigenschaften der

einzelnen Fixierlosungsbestandteile bedingt.
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In den Spektren der flieBmittelhaltigen Formaldehydlésung und der formaldehyd-
fixierten Leber ist im Verlauf der 6 Monate zu erkennen, dass Formaldehyd in das
Lebergewebe eingedrungen ist. Die Spektren der fliel3mittelhaltigen Alkylderivat-
lI6sung und der alkylderivatfixierten Leber zeigen im Verlauf der 6 Monate kein

eindeutiges Eindringen des Alkylderivats in das Lebergewebe an.

Die histologische Aufarbeitung der verschieden fixierten Lebergewebe zeigte ei-
nen Unterschied in der makroskopischen Aufsicht und in dem Zellerhalt. Das al-
kylderivatfixierte Lebergewebe war nach der Fixierung farbechter und in der Hap-
tik weicher als das formaldehydfixierte Lebergewebe. In der Histologie zeigte
sich, dass die formaldehydfixierten Leberzellen bis zur Mitte des Lebergewebes
gut erhalten sind und die Leberzellen des alkylderivatfixierten Lebergewebes nur
im oberen Drittel gut erhalten sind. Auch wenn die Spektroskopie in der alkylde-
rivatfixierten Leber kein eindeutiges Eindringen des Alkylderivats nachvollziehen
lasst, zeigt sowohl die Bildgebung als auch die Histologie, dass die fliel3mittelhal-
tige Formaldehydlésung und ebenso die flielimittelhaltige Alkylderivatlosung in

die Gewebe eingedrungen sind.

Fir zukUnftige Untersuchungen der beiden untersuchten Fixiermittel empfiehlt es
sich, die Experimente kleinschrittiger aufzubauen und begrenztere Fragestellun-
gen zu untersuchen. Es erscheint sinnvoller, die Gewebe nicht direkt mit einer
flieBmittelhaltigen Fixierlésung zu fixieren. Besonders in Bezug auf das noch
neue Alkylderivat empfiehlt sich ein Experiment, in dem Lebergewebe in reinem
Alkylderivat fixiert wird, um zuerst das Fixierverhalten des reinen Alkylderivats zu
untersuchen. Zudem ware ein Vergleich von rein formaldehydhaltigen, alkylderi-
vathaltigen und flieBmittelhaltigen Leberfixierungen zukuinftig sinnvoll, um zuerst
die Fixiereigenschaften der einzelnen Chemikalien zu untersuchen. Erst danach

ist ein Zugeben von FlieBmittel in die reinen Fixierldosungen sinnvoll.
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5. Zusammenfassung

In dieser Dissertation wurden das etablierte Fixiermittel Formaldehyd und das in
der Anatomie der Universitat Tubingen neu entwickelte Fixiermittel eines Alkyl-
derivats vergleichend in der Magnetresonanztomographie und Magnetresonanz-
spektroskopie untersucht. Diese Untersuchungen hatten zum Ziel, die MR-spe-
zifischen Eigenschaften der beiden Fixiermittel zu charakterisieren und den Ver-
lauf des Eindringens der Fixiermittel in der MRT und MRS Uber sechs Monate zu

dokumentieren und diese Ergebnisse zu vergleichen.

Zuerst wurden die Relaxationszeiten von Verdunnungsreihen wassriger Formal-
dehyd- und Alkylderivatidsungen gemessen. Die Ergebnisse zeigten in den
wassrigen Formaldehyd- und Alkylderivatiésungen einen vergleichbaren Effekt.
Die Relaxationszeiten nahmen bei zunehmender Konzentration der Fixiermittel
ab. Im nachsten Schritt wurden T1 und T2 der flieBmittelhaltigen Formaldehyd-
und Alkylderivatldsung gemessen, die auch im spateren Gewebeexperiment ver-
wendet wurden. In beiden flielmittelhaltigen Fixierldsungen flhrt das hinzuge-
setzte Flielmittel zu einer weiteren Abnahme von T1 und T2im Vergleich zu den
wassrigen Fixiermittelldsungen. Im Anschluss daran wurden MR-Spektren der
wassrigen und flieBmittelhaltigen Fixierlosungen aufgenommen. Die Spektren
der wassrigen Fixiermittelldsungen wurden mit in vivo Spektren verschiedener
Gewebe verglichen. Hierbei ergab der Vergleich, dass das Formaldehyd im
Spektrum ein spezifisches und wieder erkennbares Signal aufzeigt. Das Spekt-
rum der wassrigen Alkylderivatfixierldsung hingegen weist viele verschiedene
Signale auf, die mit gewebeeigenen Signalen Uberlappen. Somit konnte kein al-
kylderivatspezifisches Signal bestimmt werden. Die Spektren der jeweiligen
wassrigen und flieBmittelhaltigen Fixierldsungen wurden ebenfalls verglichen.
Hierbei zeigte sich in den formaldehydhaltigen Losungen, dass sowohl in der
wassrigen als auch in der flieBmittelhaltigen Losung das Formaldehydsignal iden-
tifiziert werden kann. In den alkylderivathaltigen Lésungen zeigte sich, dass die
Signale des FlieBmittels mit einigen Signalen des Alkylderivats an denselben Po-
sitionen des Spektrums lagen und sich eine Differenzierung zwischen FlieBmittel

und Alkylderivat als schwierig herausstellte.
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Im Anschluss an die Charakterisierung MRT- und MRS-spezifischer Merkmale
der reinen Fixierldsungen wurde Rinderlebergewebe in der flieRmittelhaltigen
Formaldehyd- und Alkylderivatlosung fixiert. In den Experimenten zur Fixierung
von Rinderlebergewebe wurden die Kontrastveranderungen mittels T1-, T2- und
PD-gewichteter MR-Bildgebung untersucht. Hierbei ergab sich die ausgeprag-
teste Kontrastveranderung und damit Visualisierung des Fixiervorganges in den
T1-gewichteten Bildern. Im Folgenden wurden die Veranderungen von T1 und T2,
des Magnetisierungstransfers und der Diffusion untersucht. Im Vergleich der
etablierten und der neuen Fixierlosung ergab sich, dass sich T1 und der Magne-
tisierungstransfer in den beiden Fixierldsungen ahnlich verhalten. Der T2-Wert
der verschiedenen Fixierlosungen war nicht mit monoexponentiellen Fitproze-
duren bestimmbar. Die in der Diffusionsbildgebung ermittelten ADC-Werte unter-
liegen starken Schwankungen und zeigen im Verlauf keine eindeutige Tendenz.
Die verschiedenen chemischen Bestandteile innerhalb der jeweiligen Fixierlosun-
gen erschweren durch verschiedene Diffusionseigenschaften die Bestimmung
der ADC-Werte in den Fixierldsungen und den fixierten Lebergeweben. Im Ver-
lauf von sechs Monaten wurden die Fixiermittel sowohl in der leberumgebenden
Fixierlosung als auch in dem Lebergewebe spektroskopisch untersucht. Die nicht
einfach referenzierbare Signalintensitat, daraus resultierend, dass es kein in sei-
ner Signalintensitat konstantes Signal gab, lasst eine quantitative Aussage Uber
die abnehmende Konzentration des Formaldehyds und des Alkylderivats in den
Losungen sowie die Zunahme der Formaldehyd- und Alkylderivatkonzentration

in den fixierten Lebergeweben nicht zu.

Nach Abschluss des Fixiervorgangs erfolgte mit Hilfe des Anatomischen Instituts
in TUbingen eine histologische Aufarbeitung der fixierten Lebergewebe. In der
Histologie des formaldehydfixierten Lebergewebes Iasst sich ein Zellerhalt bis in
die Mitte des Lebergewebes nachweisen. Die Histologie des alkylderivatfixierten
Lebergewebes lasst einen Nachweis des Zellerhalts im oberen Drittel der Leber
zu. Makroskopisch waren beide Lebergewebe nach der Fixierung in ihrer Struktur
erhalten, unterschieden sich allerdings in ihrer Farbe und Haptik. Das formalde-
hydfixierte Lebergewebe zeigte eine grauliche Farbe und eine starre feste Haptik.

Das alkylderivatfixierte Lebergewebe zeigte eine braunlich-rosafarbene Farbe
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und eine weichere Haptik. Somit mussen die Fixiermittel in die Lebergewebe ein-
gedrungen sein und diese unterschiedlich fixiert haben, da es in der Makroskopie

und Mikroskopie sonst nicht zu den genannten Unterschieden gekommen ware.
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