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1 Einleitung

1.1 Motivation und Aufgabenstellung

Die Magnetresonanztomographie (MRT) ist ein Verfahren mit zunehmender Kkli-
nischer Bedeutung. Verglichen mit der Computertomographie (CT) ergeben sich
verschiedene Vor- und Nachteile: Die Magnetresonanztomographie arbeitet nicht
mit Rontgenstrahlung, die mutagene und teratogene Schaden hervorrufen kann,
bendtigt jedoch eine vergleichsweise lange Untersuchungszeit. In der Computer-
tomographie werden absolute Werte der Strahlenabsorption gemessen, die dem
abgebildeten Gewebe zugeordnet werden kénnen. In der Magnetresonanztomo-
graphie ist eine direkte Korrelation zwischen der Signalintensitat und der Proto-
nendichte im Gewebe nicht ohne Weiteres gegeben. Es lassen sich jedoch auch
ohne Kontrastmittel vielfaltige Gewebeeigenschaften mittels Magnetresonanzto-

mographie untersuchen.

Kollagen kommt im menschlichen Korper in verschiedenen Zustandsformen vor:
In Sehnen und in fibrotisch verandertem Gewebe liegt Kollagen in organisierter
Form vor und die Molekile sind wenig beweglich angeordnet. Chronische Ent-
zindungen hingegen filhren dazu, dass Kollagenmolekile im extrazellularen
Raum in Flussigkeit geldst und frei beweglich sind. Die Vermehrung der extrazel-
lularen Matrix bei einer Fibrose entsteht in vielen Fallen durch eine chronische
Entziindungsreaktion, so dass die beiden beschriebenen Zustande auch gleich-
zeitig auftreten kbnnen. Die vorliegende Arbeit verfolgt das Ziel, den Einfluss der
verschiedenen Zustandsformen von Kollagen auf die Magnetresonanz-Eigen-
schaften vergleichend zu untersuchen. Das Ubergeordnete Ziel besteht darin,
charakteristische Signaleigenschaften von Kollagen zu identifizieren und diese
auf molekularer Ebene chemischen Strukturen zuzuordnen. Dieser Versuch
wurde durch den unterschiedlichen molekularen Organisationsgrad der zu unter-

suchenden Kollagenproben in organisierter und hydrolysierter Form unterstitzt.

1



1.2 Medizinische Anwendung der MR-Bildgebung von

kollagenhaltigem Gewebe

Die Beurteilung von kollagenreichen Strukturen wie Sehnen, Bandern und Me-
nisken ist in der muskuloskelettalen Bildgebung von grof3er Bedeutung. Die Mag-
netresonanztomographie ermdoglicht in vielen Fallen eine nichtinvasive
Diagnosestellung, auf deren Grundlage die Indikation fur eine weiterfihrende

Therapie gestellt werden kann.

Aulerdem kann in verschiedenen Organen eine Fibrose entstehen. Unter einer
Fibrose versteht man eine krankhafte Vermehrung des Bindegewebes, welches
Uberwiegend aus Kollagen besteht. Ein Beispiel ist die Leberfibrose, die zu einer
Leberzirrhose voranschreiten und zu einer irreversiblen Funktionseinschrankung
der Leber fuhren kann. In der Lunge kann eine Lungenfibrose als restriktive Lun-
generkrankung die mechanischen Eigenschaften des Organs und den Gasaus-
tausch erheblich beeintrachtigen. Auch im Myokard gibt es das Krankheitsbild
einer fokalen oder diffusen Fibrose. Die Tatsache, dass die diffuse Myokard-
fibrose haufig erst in fortgeschrittenen Stadien diagnostiziert werden kann, war
der Anlass fur weiterfihrende Untersuchungen durch Siu et al. (40). Eine Fibrose
der Skelettmuskulatur liegt beispielsweise bei Erkrankungen aus der Gruppe der
progressiven Muskeldystrophien vor. Das rote Knochenmark weist bei der pri-
maren Myelofibrose, einer myeloproliferativen Erkrankung, ebenfalls fibrotische

Veranderungen auf.

Die Herausforderung besteht darin, eine Fibrose bereits wahrend ihres Entste-
hungsprozesses moglichst friih diagnostizieren und differentialdiagnostisch ge-
gen andere Erkrankungen abgrenzen zu koénnen. Daraus ergibt sich die
Notwendigkeit, die vorhandenen magnetresonanztomographischen Verfahren
weiterzuentwickeln und speziell auf die Darstellung von Kollagen zugeschnittene
Messprotokolle einzusetzen. Eine friihzeitige Diagnose ist flir den Krankheitsver-
lauf der Patientinnen und Patienten insbesondere dann vorteilhaft, wenn eine ge-

eignete Therapie zur Verfigung steht und das Outcome verbessern kann.
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1.3 Aktueller Stand der Forschung

Es gibt bereits einige Arbeiten zu den MR-Signaleigenschaften von Kollagen und
das Interesse an diesem Thema ist in den letzten Jahren gestiegen. Frith wurde
Nasenknorpel vom Rind im nativen und im enzymatisch verdauten Zustand mit-
tels MR-Spektroskopie untersucht (38). Es wurden Arbeiten veroffentlicht, deren
Gegenstand der Einfluss kdrperlicher Aktivitat auf die Achillessehnen gesunder
Versuchspersonen war. Dabei standen die Hydratation der Sehnen (43) und die
Veranderung der T2- und T2*-Werte (15) im Mittelpunkt. Ebenfalls an Versuchs-
personen wurden die Signaleigenschaften von gesunden und pathologisch ver-
anderten Patellarsehnen vergleichend untersucht (27). Experimentelle Arbeiten
wurden mit isolierten Sehnen menschlicher Kérperspender durchgefuhrt. In einer
Studie erfolgte die Betrachtung der T2*-Werte, wenn Sehnen mechanischer Be-
lastung ausgesetzt wurden (6). Mit dem Ziel, die frihzeitige Diagnose einer My-
okardfibrose mittels Magnetresonanztomographie zu ermdglichen, wurde
Kollagen im hydrolysierten Zustand untersucht (40). Intensive Bemuhungen gal-
ten auch der wasserselektiven Darstellung von schnell relaxierendem Gewebe
wie Kollagen (42). Fir die Erforschung der Hydratation von Knorpel und Knochen
mittels Magnetresonanzspektroskopie wurde unter anderem Gelenkknorpel vom
Schwein untersucht (20). In weiteren Arbeiten wurden die Signaleigenschaften
verschiedener kollagenhaltiger Gewebe mittels Magnetization Transfer (MT) Ima-
ging und Ultrashort Echo Time (UTE) Imaging gemessen. Die Messobjekte wa-
ren Rinderknochen und Knochen gesunder Probanden (41), Knochen von
menschlichen Kdrperspendern (21) und Sehnen der Rotatorenmanschettenmus-
keln menschlicher Kérperspender (52). Die Signaleigenschaften der Achillesseh-
nen gesunder Versuchspersonen wurden mit denen eines Probanden mit
Psoriasis-Arthritis verglichen (18). Aul3erdem erfolgte an gesunden Probandin-
nen eine Untersuchung der altersbedingten Kollagenabnahme in Sehnen der un-
teren Extremitat (22). Araujo et al. (2) beschaftigten sich mit der quantitativen
UTE-Bildgebung der schnell relaxierenden Signalkomponenten in der Skelett-

muskulatur gesunder Probanden.



1.4 Gliederung der vorliegenden Arbeit

Zu Beginn werden der molekulare Aufbau von Kollagen und die daraus resultie-
renden biochemischen Eigenschaften vorgestellt. Von diesen Grundlagen aus-
gehend wird der Herstellungsprozess von Gelatine und Kollagenhydrolysat
dargestellt, um das Verstandnis fir deren unterschiedliche molekulare Struktur
zu vermitteln. Der folgende Teil der Arbeit beschéftigt sich mit den allgemeinen
Grundlagen der Magnetresonanztomographie. Das Verstandnis der physikali-
schen Grundlagen ist essentiell, um Messsequenzen anzuwenden, die entste-
henden Artefakte zu verstehen und die gemessenen Daten auszuwerten. Die fur
die Messungen verwendeten Methoden Ultrashort Echo Time (UTE) Imaging,
FID-Spektroskopie und volumenselektive STEAM-Spektroskopie werden ge-
nauer erlautert. Das Material und die Geréate, die zur Anwendung kamen, werden
beschrieben. Es folgt eine Darstellung der durchgefiihrten Experimente. Die Er-
gebnisse werden prasentiert und im Rahmen der Diskussion in einen gréR3eren

Kontext gestellt. Im letzten Teil wird die Arbeit zusammengefasst.

Das Ziel der durchgefiihrten Experimente bestand darin, die verschiedenen Zu-
standsformen von Kollagen im menschlichen Kérper modellhaft zu untersuchen,
indem Kollagen zuerst im hydrolysierten und anschlieend im organisierten Zu-
stand in vitro untersucht wird. Mit allen Proben wurden @hnliche Messungen mit-
tels UTE-Bildgebung und Magnetresonanzspektroskopie durchgefuhrt. Dabei
bestand die Hypothese, dass Kollagen im organisierten Zustand schneller re-
laxiert als im frei beweglichen Zustand. Beginnend mit in Wasser gelostem Kol-
lagenpulver und Gelatine nimmt im Verlauf der Messungen der
Organisationsgrad des Kollagens bis hin zu tierischen Sehnen zu. Sehnenge-
webe wurde unter anderem mit dem Enzym Kollagenase behandelt und anschlie-
Rend mittels UTE-Bildgebung und STEAM-Spektroskopie untersucht. Das
Messprotokoll, das zur Anwendung kam, wurde aus einem friiheren Forschungs-
projekt an der Sektion flr Experimentelle Radiologie Gbernommen und an die

jeweiligen Gegebenheiten angepasst.



2 Kollagen

Kollagen ist ein zahlreich vorkommendes Strukturprotein im menschlichen Kor-
per. Ein Drittel der gesamten Proteinmenge besteht aus Kollagen, das die Haupt-
komponente der extrazellularen Matrix bildet. Kollagen ist zu grof3en Teilen aus
drei parallel ausgerichteten helikalen Polypeptidstrangen, die linksgangig sind,
aufgebaut. Im Folgenden werden der molekulare Aufbau und die verschiedenen

Formen von Kollagen beschrieben und erlautert.

2.1 Fibrillare Kollagene

2.1.1 Grundstruktur

Die molekulare Struktur aller Kollagene ist dadurch gekennzeichnet, dass min-
destens eine Domane mit dem Motiv der Kollagen-Tripelhelix vorkommt. Charak-
teristisch fur diese Konformation sind sich wiederholende Sequenzen aus drei
Aminosauren, wobei jede dritte Aminosaure Glycin ist. Bei diesen Tripletsequen-
zen nach dem Schema Gly-X-Y ist X haufig Prolin und Y in vielen Féllen Hydro-
xyprolin. Au3erdem kann in Y-Position Hydroxylysin vorkommen, das

Glycosylierungen und kovalente Quervernetzungen ermdglicht. (26)

Die Vielzahl an Matrixproteinen mit unterschiedlichen Eigenschaften kommt zu-
stande, indem tripelhelikale und globuldre Doméanen kombiniert werden. Momen-
tan sind 40 verschiedene Kollagenketten bekannt, die sich zu 27
unterschiedlichen trimeren Kollagenmolekillen zusammenlagern kénnen. Der
Unterschied zwischen den einzelnen Kollagentypen besteht in der Lange der tri-
pelhelikalen Abschnitte, Unterbrechungen in der Tripelhelix und dem Vorkommen

zusatzlicher globularer Doménen. (26)



Fibrillare Kollagene kommen zahlreich in der extrazellularen Matrix von Haut,
Knochen, Knorpel, Sehnen und Bandern vor. Sie kénnen sich zu charakteristi-
schen Faserstrukturen zusammenlagern. Klinisch relevante fibrillare Kollagene
sind insbesondere Kollagen Typ I, 11, Ill, V und XI. Im elektronenmikroskopischen
Bild kann man den Aufbau aus quer gestreiften Fibrillen erkennen. In Abhéngig-
keit vom zugehoérigen Gewebe wiederholen sich die Fibrillen in Abstanden zwi-
schen 64 und 67 nm. Die Funktion der fibrillaren Kollagene besteht in der Bildung
fester, zugbelastbarer Fasern. Die Eigenschaften werden je nach Gewebe opti-
miert, so dass sowohl die Faserdicke als auch die dreidimensionale Anordnung
in verschiedenen Geweben unterschiedlich sind. Glykoproteine, Proteoglykane
und die Copolymerisation unterschiedlicher Kollagentypen tragen zu den ge-
websspezifischen Eigenschaften und den Wechselwirkungen mit anderen Sup-

rastrukturen der Matrix bei. (26)

Die Polypeptidketten der einzelnen fibrillaren Kollagene zeichnen sich durch ahn-
liche Aminosauresequenzen und Domanenstrukturen aus. Sie besitzen eine
zentrale tripelhelikale Domane, die ohne Unterbrechung aus tber 300 Gly-X-Y-
Einheiten besteht. An beiden Enden dieses charakteristischen Strukturmerkmals
befinden sich tripelhelikale Telopeptide, die jeweils aus etwa 20 Aminosauren
bestehen. Diese werden fir die Quervernetzung der Kollagenmolekile benétigt.
(26)

2.1.2 Sekundar- und Tertiarstruktur

Kollagen besitzt aufgrund der besonderen Aminosauresequenz mit dem Schema
Gly-X-Y eine spezielle Sekundarstruktur, die sich wesentlich von einer a-Helix
unterscheidet. Der Abstand zwischen zwei Aminoséuren in Langsrichtung ist mit
0,286 nm fast doppelt so grol3 wie bei einer a-Helix. Die Kollagenhelix ist langge-
streckt und es erfolgt keine Stabilisierung durch Wasserstoffbriickenbindungen
innerhalb einer Kette. Das liegt darin begrindet, dass die Carbonyl- und Amid-
gruppen fast senkrecht zur Achse der Kollagenhelix und nicht parallel zu ihr ste-

hen. Lagern sich drei Kollagenhelices zu einer rechtsgéangigen Tripelhelix
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zusammen, so konnen Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den einzelnen
Polypeptidketten gebildet werden. Abbildung 1 zeigt schematisch den Aufbau der
Kollagen-Tripelhelix. (26)

PRSI

Abbildung 1: Schematische Darstellung der Kollagen-Tripelhelix
[Quelle: in Anlehnung an (19)]

Aus der charakteristischen Struktur des Kollagens resultiert, dass jede dritte Ami-
nosaure im Zentrum der Tripelhelix liegt. Diese Aminosaure muss aus sterischen
Grinden Glycin sein, damit die Zusammenlagerung der Einzelstrange nicht
durch die Seitengruppen beeintrachtigt wird. Die Sequenz fiir Kollagen ist gene-
rell (Gly-X-Y)n und muss zwischen den drei Einzelstrangen nicht komplett iden-
tisch sein. Wasserstoffbriickenbindungen entstehen zwischen dem Glycin eines
Strangs und der Aminosaure X des benachbarten Strangs. Daneben tragen hyd-
rophobe Wechselwirkungen zur Stabilisierung der Tripelhelix bei. Sie existieren

zwischen den Seitenketten der anderen Aminosauren. (26)

2.1.3 Biosynthese

Auf die einzelnen intra- und extrazellularen Schritte der Biosynthese der fibrill&-
ren Kollagene wird hier nicht im Detail eingegangen. Es sei auf die gangigen
Lehrblcher der Biochemie verwiesen. Im Folgenden werden die Modifikationen
der Kollagenmolekule, die fur die raumliche Struktur und fur die physikochemi-

schen Eigenschaften relevant sind, genauer beschrieben. (8)



In der Y-Position des Gly-X-Y-Triplets kommen haufig die Iminosaure Prolin und
die Aminoséaure Lysin vor. Fast alle Y-Prolinreste und einige der Y-Lysinreste
werden enzymatisch hydroxyliert. Hierfur wird Vitamin C bendtigt. Sowohl die
Hydroxylierung zu Hydroxyprolin beziehungsweise Hydroxylysin als auch das
Vorkommen der Iminosaure Prolin im Allgemeinen tragen zur Stabilitéat der Kol-
lagen-Tripelhelix bei. Prolin und Hydroxyprolin induzieren stereoelektronisch
Ringkonformationen. Deren Stabilitat bewirkt, dass Prolin in X-Position und Hyd-
roxyprolin in Y-Position die Denaturierungstemperatur der Kollagene erhdhen.
Die Denaturierungstemperatur liegt ungefahr bei der Kérpertemperatur, so dass
Kollagene abgebaut werden kénnen. Dadurch wird ein homdodynamischer Ge-

websumsatz maoglich. (8)

Im Laufe der Proteinbiosynthese des Kollagens kommen die einzelnen Ketten als
Prokollagenpolypeptide vor. Innerhalb der C-Propeptide bilden sich Disulfidbru-
cken, nachdem die Prokollagenpolypeptide freigesetzt worden sind. Die C-Pro-
peptide wechselwirken miteinander, was ausschlaggebend fir die Auswahl und
Zusammenlagerung der drei Einzelketten einer Tripelhelix ist. Die Struktur der
C-Polypeptide bestimmt sowohl bei Homo- als auch bei Heterotrimeren die Ket-
tenauswahl. Im Anschluss wird die Faltung eingeleitet. Diese beginnt am C-ter-

minalen Ende und setzt sich bis zum N-terminalen Ende fort. (8)

Die einzelnen Aminosauren, zwischen denen Wechselwirkungen auftreten, sind
um etwa 67 nm gegeneinander versetzt angeordnet. Dadurch entstehen homo-
loge Regionen von circa 67 nm Lange. Dieser Abstand wird als D-Periodizitat
bezeichnet und ermdglicht das Zustandekommen maximaler hydrophober und
elektrostatischer Wechselwirkungen zwischen benachbarten Molekulen. Daraus
resultiert die elektronenmikroskopisch sichtbare Querstreifung des fibrillaren Kol-
lagens. Allerdings betragt die Lange eines Kollagenmolekiils 300 nm, was kein
ganzzahliges Vielfaches der D-Periodizitat ist. Es entstehen namlich in regelma-
Bigen Abstédnden Licken, in die fibrillenassoziierte Makromolekiile eingelagert
werden kdnnen. Der Umfang der Kollagenmolekile kann vergro3ert werden, in-

dem Hydroxylysinreste glykosyliert werden. Der Effekt ist auRerhalb der Licken



besonders stark. Glykosylierungen in den Uberlappungsbereichen kommen bei-
spielsweise in den locker organisierten Fibrillen der Cornea vor, im Gegensatz

dazu aber nicht in fest organisierten Sehnen. (8)

Zur Stabilisierung werden die Kollagenfibrillen miteinander quervernetzt. An die-
sen Quervernetzungen sind Lysin- und Hydroxylysinreste im N-terminalen Telo-
peptid beteiligt. Das wird ermdglicht, indem durch das Enzym Lysyloxidase eine
oxidative Desaminierung der Reste zu Allysin erfolgt. Zwischen den Allysinresten
benachbarter Polypeptidketten kénnen sich kovalente Quervernetzungen der
Seitenketten ausbilden. Chemisch betrachtet liegt diesem Ergebnis eine Aldol-
kondensation oder die Bildung einer Schiffschen Base zugrunde. In speziellen
Fallen kdnnen durch Umlagerungen Produkte entstehen, die nicht mehr séure-
empfindlich sind. (8)

2.1.4 Fibrillare Kollagentypen

Kollagenfibrillen sind je nach Gewebe unterschiedlich dick und auf unterschiedli-
che Weise dreidimensional vernetzt. In Sehnen ist beispielsweise eine hohe Sta-
bilitit gegen Zugbelastung notwendig. Deshalb sind alle Fibrillen parallel
angeordnet. In der Haut haben die Fibrillen keine Vorzugsrichtung und liegen
gebindelt vor, um den Anforderungen an eine Dehnung in alle Richtungen ge-
recht zu werden. In Knorpelgewebe bilden die Fasern ein Netzwerk in allen drei

Raumdimensionen aus. (8)

Kollagen Typ | ist das am héaufigsten vorkommende Kollagen. Es bildet beson-
ders zugfeste Fibrillen und kommt in der Haut, in Knochen, Sehnen und Béandern
vor. Kollagen Typ Il ist vorwiegend im hyalinen Knorpel, aber auch im Glaskdrper
zu finden. Die anderen fibrillenbildenden Kollagentypen kommen hauptséchlich
mit Kollagen Typ | oder Il gemeinsam vor. So wird Kollagen Typ Il in dehnbaren
Geweben wie der Haut oder Gefal3en in der Regel gemeinsam mit Kollagen Typ |

exprimiert. Die Kollagentypen V und Xl bilden Fibrillen und kommen als Neben-



komponenten vor. Man findet Kollagen Typ V in der Haut und in der Cornea zu-
sammen mit Kollagen Typ I. Kollagen Typ Xl ist im Knorpel, Knochen und Glas-

korper eine Nebenkomponente von Kollagen Typ | und I1. (8)

Fibrillare Kollagene kdnnen durch spezielle Matrixmetalloproteinasen gespalten
werden, die als Kollagenasen bezeichnet werden. Bei Matrixmetalloproteinasen
handelt es sich um eine Gruppe zinkabhéangiger Proteasen, die als inaktive Pro-
formen gebildet werden. Bei einzelnen Matrixmetalloproteinasen ist die Sub-
stratspezifitdt sehr hoch. Eine einzige Gly-lle/Leu-Bindung ist fur die Spaltung
von Kollagen Typ I, 1l und Il durch bestimmte Kollagenasen verantwortlich. In-
folge dessen nimmt die thermische Stabilitat der Tripelhelix ab. Diese kann durch
Gelatinasen, eine andere Subgruppe der Matrixmetalloproteinasen, weiter abge-

baut werden. (8)
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2.2 Gelatine

2.2.1 Eigenschaften

Gelatine kommt in der Lebensmittelindustrie als Geliermittel und als Stabilisator
zum Einsatz. In der pharmazeutischen Industrie wird Gelatine zur Beschichtung
von Implantaten, zur Herstellung von Kapseln und als Ersatzmittel fur Blutplasma
verwendet. Im technischen Bereich ist Gelatine als Tragermaterial und als Emul-
gator relevant. In der Regel handelt es sich bei Gelatine um ein Geliermittel tieri-
schen Ursprungs, das vom Schwein stammt. (19)

Bei Gelatine ist charakteristischerweise eine thermoreversible Sol-Gel-Umwand-
lung moglich. Darunter versteht man, dass die Viskositat einer erwarmten wass-
rigen Gelatinelosung wahrend des Abklhlvorgangs zunimmt. Das entstandene
Gel lasst sich wieder in eine wassrige Losung Uberfihren, wenn es erwarmt wird.
Dabei ist die Gelfestigkeit grundsatzlich variabel. Oberhalb einer bestimmten
Temperatur, die von der chemischen Struktur abhangt, geht die Reversibilitat der
Sol-Gel-Umwandlung jedoch verloren, da eine zunehmende Denaturierung der
Proteine erfolgt. Der niedrige Schmelzpunkt von Gelatine ermdéglicht eine unkom-
plizierte Verarbeitung. Gelatine kann grof3e Mengen an Wasser binden. Die Auf-
nahme von Flissigkeit durch einen Feststoff nennt man Quellung. Die

Quellungsfahigkeit von Gelatine hangt vom vorherrschenden pH-Wert ab. (19)

In Gelatine ist die charakteristische Struktur des Kollagens nur noch teilweise
vorhanden. Dieser Sachverhalt ist in Abbildung 2 schematisch dargestellt. Die
helikalen Strukturen sind zu einem erheblichen Teil aufgeldst, weil intra- und in-
termolekulare Quervernetzungen beim Herstellungsprozess gespalten worden
sind. AuBerdem werden Peptidbindungen hydrolytisch gespalten. Dadurch wer-
den die einzelnen Polypeptidketten des Kollagens verkirzt. Die Hydrolysierungs-
vorgange, die zur partiellen Zerstérung der Strukturmerkmale des Kollagens

fuhren, sind sowohl thermisch als auch chemisch bedingt. (19)
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der Proteinstruktur der Gelatine

[Quelle: in Anlehnung an (19)]

2.2.2 Herstellung

Bei der Herstellung von Gelatine werden durch chemische und thermische Ver-
fahrensschritte die Bindungen, die zur Stabilisierung des Kollagens beitragen,
teilweise zerstort. Das Produkt ist eine geknauelte Molekulstruktur, deren Faltung
beim Abkuhlen zufallig erfolgt. Kooperative Wechselwirkungen, die dabei zerstort
werden, sind Wasserstoffbrickenbindungen, ionische Wechselwirkungen und
Van-der-Waals-Krafte. An den Wasserstoffbrickenbindungen sind die peptidi-
sche Aminogruppe des Glycins einer Kette, peptidische Carbonylgruppen in den
anderen beiden Ketten, Hydroxylgruppen der Hydroxyprolinreste und Wasser-
stoffatome beteiligt. lonische Wechselwirkungen treten zwischen hydrophoben
Bereichen mit einem hohen Anteil an Glycin, Prolin und Hydroxyprolin und hyd-
rophilen Bereichen mit einem hohen Anteil an polaren Aminosauren auf. Aul3er-
dem werden intra- und intermolekulare kovalente Quervernetzungen zerstort.

(19)
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Werden Schweineschwarten zur Gewinnung von Gelatine verwendet, so erfolgt
die Vorbehandlung thermisch und saurekatalysiert. Dabei werden vor allem Pep-
tidbindungen innerhalb der einzelnen Kollagenketten gespalten. Der Prozess
dauert nur drei Tage, da der Quervernetzungsgrad des Kollagens niedrig ist. Im
Gegensatz dazu wird Ossein oder Rinderspalt als Ausgangsstoff alkalisch vorbe-
handelt. Es werden vermehrt intra- und intermolekulare Quervernetzungen hyd-
rolytisch gespalten. Die Struktur des Kollagens wird schonend umgewandelt,
allerdings dauert die alkalische Vorbehandlung mehrere Wochen. (19)

Nach der Vorbereitung werden die Materialien mit Warmwasser versetzt und
mehrstufig extrahiert. Man beginnt mit den niedrigsten Temperaturen und erhalt
dabei die hochste Gallertfestigkeit der ausgeschmolzenen Gelatine. Das verblie-
bene teilextrahierte Material wird anschlie3end bei einer héheren Wassertempe-
ratur extrahiert. Das erfolgt so oft, bis die Gelatine komplett in L6sung gegangen
ist. Im Anschluss wird die Gelatineldsung gereinigt, mit mehrstufigen Vakuum-
Eindampfanlagen eingedickt, getrocknet und gemahlen. Das endgultige Produkt

ist Gelatine in Pulverform. (19)
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2.3 Kollagenhydrolysat

2.3.1 Herstellung

Bei Kollagen handelt es sich um ein Protein, das ausschlief3lich aus menschli-
chem und tierischem Gewebe gewonnen werden kann. Zur Herstellung von Kol-
lagenhydrolysat verwendet man kollagenreiches Gewebe wie Haut,
Bindegewebe oder Knochen. Neben Gewebe von Schwein, Rind und Geflugel
konnen auch Graten oder Flossen von Fischen verwendet werden. Das Gewebe
durchlauft den Prozess der Gelatineherstellung, wie er bereits beschrieben
wurde. Mit der entstandenen Gelatine wird daraufhin eine enzymatische Hydro-
lyse durchgefiihrt. Bei der Hydrolyse entstehen spezifische kleinere Peptide.
Welche Produkte genau entstehen, hangt von den angewendeten Enzymen und
von den Hydrolysebedingungen ab. In jedem Fall entsteht ein Gemisch vieler

unterschiedlicher kleiner Peptide. (1)

Die bei der enzymatischen Hydrolyse entstandenen Produkte werden gereinigt
und konzentriert. Dadurch kann die gewiinschte Peptidfraktion isoliert und ge-
trocknet werden. Es entsteht Pulver, mit dem ein Kollagenhydrolysat hergestellt
werden kann. Abbildung 3 zeigt die molekulare Struktur des Pulvers. Die Eigen-
schaften des Produktes werden durch zahlreiche Faktoren beeinflusst. So sind
neben dem im verwendeten Gewebe vorherrschenden Kollagentyp die Art und
das Alter des Tieres von Bedeutung. Zusammenfassend ist festzuhalten, dass
sowohl die Zusammensetzung des Ausgangsmaterials als auch die Herstellungs-

bedingungen die Eigenschaften des Kollagenhydrolysats bestimmen. (1)
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Abbildung 3: Aufbau von Kollagen in Pulverform [Quelle: in Anlehnung an (1)]
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2.3.2 Eigenschaften

Die Peptide, die bei der enzymatischen Hydrolyse entstehen, haben Molekular-
massen zwischen 0,3 und 8 kDa. Daraus ergibt sich rechnerisch eine Lange der
Peptidketten von zwei bis 72 Aminosauren, wenn man die durchschnittliche Mo-
lekularmasse einer Aminoséaure von etwa 110 Da zugrunde legt. Die Molekular-
masse des Ausgangsstoffs Gelatine betrdgt ungefahr 100 kDa. Fuir
Kollagenhydrolysat ist davon auszugehen, dass sich die tatsachliche Lange der

Peptide Uber einen breiteren Bereich erstreckt. (1)

Kollagenhydrolysat wird als Nahrungserganzungsmittel vertrieben und das Pul-
ver in geléster Form peroral aufgenommen. Peptide kdnnen dem Organismus
nur zugangig gemacht werden, wenn sie im Lumen des Gastrointestinaltrakts re-
sistent gegenuber S&ure und abbauenden Enzymen sind. Di- und Tripeptide wer-
den im Darm durch spezifische Transporter Uber die Enterozyten in den
Blutkreislauf aufgenommen. Langere Peptidketten kénnen parazellular Uber

Tight junctions transportiert werden. lhre helikale Struktur bleibt dabei erhalten.

(1)

Bioaktive Peptidbestandteile in Kollagenhydrolysat zeichnen sich durch repetitive
Sequenzen der Amino- beziehungsweise Iminosauren Pro-Hyp-Gly aus. Diese
Sequenz geht mit einer gesteigerten Resistenz gegeniuber Proteasen einher. Kol-
lagenpeptide kdnnen im Organismus eine Stimulation von Chrondrozyten, Oste-
oblasten oder Fibroblasten bewirken und als Eiwei3quelle dienen. Die genannten
Funktionen entstehen durch bestimmte Peptide. Im Gegensatz dazu kann eine
antioxidative oder antientziindliche Wirkung auch durch das Hydrolysatgemisch
insgesamt entstehen. Grundsatzlich gilt fur die verschiedenen Kollagenhydroly-
sate jedoch, dass die Wirkungen von der Ausgangssubstanz und den Herstel-
lungsbedingungen abhangig sind und daher fur jedes Produkt gesondert in

geeigneten Studien untersucht werden mussen. (1)

15



2.4 Kollagen in menschlichem Gewebe

2.4.1 Sehnengewebe

Sehnen sind Uberwiegend aus straffem kollagenem Bindegewebe aufgebaut. Die
Kollagenfasern kommen in dicken Buindeln vor und sind parallel angeordnet, da
das Gewebe einer Zugbelastung in eine Richtung ausgesetzt ist. Es handelt sich
hauptsachlich um das fibrillare Kollagen Typ |, das meist relativ dicke Fibrillen
bildet. (29, 32)

2.4.2 Skelettmuskulatur

Skelettmuskulatur enthé@lt mehrere bindegewebige Komponenten. Eine Faszie
aus straffem Bindegewebe und das darunterliegende Epimysium aus lockerem
Bindegewebe umgeben einen Muskel. Bindegewebssepten, die vom Epimysium
ausgehen und als Perimysium bezeichnet werden, unterteilen den Muskel in gro-
Bere primare und kleinere sekundéare Muskelfaserbiindel. Ein Primarbtindel hat
einen Durchmesser von circa 1 mm und umfasst etwa 200 Muskelfasern. Unter
dem Endomysium versteht man das Bindegewebe innerhalb eines Primé&rbin-
dels, das jede einzelne Muskelfaser umgibt. Das Endomysium besteht aus reti-
kularen Fasern. (33) Dabei handelt es sich um netzartig angeordnete
Kollagenfasern vom Typ lll, die dinne Biindel mit dinnen Kollagenfibrillen aus-
bilden. AuRerdem kommt im Endomysium Kollagen Typ VI vor. (32)

Am Muskel-Sehnen-Ubergang liegen myotendinése Verbindungen vor. An den
Enden der Muskelfaser ist die Oberflache der Zellmembran durch Einfaltungen
stark vergroR3ert. Kollagenfibrillen ragen in die Einfaltungen hinein und sind an
der Basallamina befestigt. Die Basallamina ist mit den Kollagenfibrillen des En-
domysiums verbunden. (33) Am Muskel-Sehnen-Ubergang kommt unter ande-

rem Kollagen Typ VI vor (32).

16



2.4.3 Knochengewebe

Die Extrazellularmatrix von Knochengewebe ist hauptsachlich aus Kollagenfibril-
len und Hydroxylapatit-Kristallen aufgebaut. Die Kollagenfibrillen bestehen tber-
wiegend aus Kollagen Typ |. Bei den meisten Knochen im menschlichen Kérper
handelt es sich um Lamellenknochen. Das bedeutet, dass die extrazellulare Mat-
rix aus 3 um bis 5 pm dicken Schichten von gleichsinnig ausgerichteten, minera-
lisierten Kollagenfibrillen gebildet wird. Diese Schichten werden als Lamellen
bezeichnet. Die Verlaufsrichtung der Kollagenfibrillen andert sich zwischen den
einzelnen Lamellen. Hydroxylapatit-Kristalle lagern sich an der Oberflache und
im Inneren der Kollagenfibrillen an. Nicht mineralisiertes Kollagen kommt im En-
dost an der inneren und im Periost an der auf3eren Knochenoberflache vor. Das
straffe Bindegewebe des Periosts enthalt Kollagenfasern, die in das eigentliche

Knochengewebe einstrahlen. (32)

2.4.4 Knorpelgewebe

Hyaliner Knorpel hat eine extrazellulare Matrix, in der Kollagenfibrillen und Pro-
teoglykane vorkommen. Die Kollagenfibrillen sind diinn und bestehen aus Kol-
lagen Typ Il mit Beimengungen von Kollagen Typ IX und XI. Sie sind senkrecht
zur freien Oberflache des Knorpels orientiert und strahlen in das Perichondrium,
eine bindegewebige Knorpelhaut, ein. In der unmittelbaren Umgebung der ein-
zelnen Chondrozyten gibt es Kollagenfibrillen aus Kollagen Typ VI. Gelenkknor-
pel ist eine Sonderform des hyalinen Knorpels und besitzt kein Perichondrium.
Die Kollagenfibrillen sind arkadenartig angeordnet. Sie verlaufen teilweise tan-

gential und teilweise radiar zur Gelenkflache. (32)

Menisken sind aus Faserknorpel aufgebaut und sorgen im Kniegelenk dafr,
dass der Druck gleichméRig auf die artikulierenden Knochen tbertragen wird
(50). Faserknorpel enthalt neben Kollagen Typ Il auch kraftig ausgepragte Kol-

lagenfasern vom Typ | und elastische Fasern (32).
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3 Grundlagen der Magnetresonanztomographie

Im Folgenden wird das physikalische Prinzip der Magnetresonanztomographie
und der Magnetresonanzspektroskopie erlautert. Diese Informationen ermdgli-
chen ein besseres Verstandnis der durchgefuhrten Messungen.

3.1 Physikalisches Prinzip

3.1.1 Kernspin und Magnetisierung

Eine wichtige Eigenschaft von Atomkernen ist ihr Eigendrehimpuls, aufgrund
dessen sie sich stets um ihre eigene Achse drehen. Dabei entsteht ein Magnet-
feld, weil durch die Bewegung der positiven Ladung der Kerne ein elektrischer
Strom erzeugt wird. Dieses Magnetfeld besitzt eine Dipolcharakteristik und ist zur
Drehachse symmetrisch. Fir die Bildgebung sind die Kerne von Wasserstoffato-
men von hoher Relevanz, weil ihr haufiges Vorkommen eine hohe Aufldsung von

menschlichem Gewebe ermdglicht. (37)

In einem Magnetresonanztomographen wird ein zwischen 0,2 T und 7 T starkes
statisches Magnetfeld Bo angelegt. Die Rotationsachsen der einzelnen Kerne
richten sich infolge dessen entweder parallel oder antiparallel zu Bo aus. Dabei
besteht ein geringer Uberschuss an Kernen, die sich entlang des duReren Mag-
netfeldes orientieren, gegeniber den umgekehrt orientierten Kernen. Dieser
Uberschuss erzeugt in Abhangigkeit von der Anzahl der Wasserstoffkerne eine
makroskopische Magnetisierung M, welche im Gleichgewichtszustand in Rich-
tung und Orientierung mit Bo Ubereinstimmt. Um die makroskopische Magnetisie-
rung messbar zu machen, werden die Wasserstoffatome mit einem
Hochfrequenzpuls angeregt und damit die makroskopische Magnetisierung in
Rotation versetzt. (37)
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3.1.2 Hochfrequenz-Anregung

Der Magnetisierungsvektor M wird zum besseren Verstandnis in zwei Teilkom-
ponenten in Bezug auf Bo zerlegt, ndmlich die longitudinale Magnetisierung Mi
und die transversale Magnetisierung M:. Die Quermagnetisierung M: fuhrt stets
eine Rotationsbewegung mit einer bestimmten Frequenz aus. Diese Larmor-Fre-
quenz ist proportional zu Bo und von der Kernsorte abhangig, wobei man fir Was-
serstoffkerne etwa 42,58 MHz je Tesla Feldstarke annehmen kann. Die Rotation
von Mt induziert in einer Empféangerspule eine hochfrequente Spannung, die als

Signal registriert wird. (37)

Im Ruhezustand liegt ausschlie3lich eine Langsmagnetisierung M vor, die zu-
mindest teilweise in signalgebende Quermagnetisierung tUberfihrt werden muss.
Dies erfolgt mithilfe eines Hochfrequenz-Senders, der senkrecht zum statischen
Magnetfeld Bo ein Hochfrequenz-Magnetfeld B1 erzeugt. Stimmt die Larmor-Fre-
guenz ungefahr mit der eingestrahlten Hochfrequenz tberein, so kommt es zu
einem Resonanzeffekt. Der Magnetisierungsvektor M bleibt in seinem Betrag
konstant und wird von der Langsausrichtung zunehmend in Querausrichtung ge-
klappt. Die Spitze des Magnetisierungsvektors M beschreibt wahrend des Vor-
gangs eine Spiralbahn auf der Oberflache einer gedachten Kugel. Die
entstehende transversale Magnetisierung M: beginnt unmittelbar mit der Larmor-
Frequenz zu rotieren. (37)

Es kann festgelegt werden, wie weit sich der Magnetisierungsvektor M vom
Gleichgewichtszustand entfernt, indem Stérke und Dauer des Hochfrequenz-Pul-
ses entsprechend gewahlt werden. Ein 90°-Puls tberfihrt die longitudinale Kom-
ponente der Magnetisierung vollstandig in Quermagnetisierung. Das Ergebnis
eines Pulses mit 180°-Flipwinkel ist die Umkehrung des Magnetisierungsvek-
tors M. Wahlt man einen Flipwinkel von beispielsweise 50°, so endet die Spiral-
bewegung, bevor der Aquator der gedachten Kugel erreicht wird. Diese
Maf3nahmen stellen die technischen Moglichkeiten dar, durch die die nicht mess-
bare Langsmagnetisierung M in signalgebende Quermagnetisierung Mt tiberfihrt

werden kann. (37)
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3.1.3 Relaxation

Der Magnetisierungsvektor M kehrt nach der Stérung durch einen HF-Puls wie-
der in den Gleichgewichtszustand Mo zurlick. Die Vorgange, die dazu fuhren,
werden als Relaxation bezeichnet. Die Relaxationsvorgange laufen sowohl in
Langs- und Querrichtung als auch fir verschiedene Gewebe mit jeweils unter-
schiedlicher Geschwindigkeit ab. Daher finden die fur Mt und Mi getrennt betrach-
teten Relaxationseigenschaften neben der Protonendichte, das heil3t der Dichte
der H-Atome im Gewebe, Anwendung als kontrastgebende Gewebeeigenschaf-
ten. (37)

Fir die Langsmagnetisierung M gilt, dass samtliche Werte zwischen Mo und -Mo
durch HF-Pulse mit Flipwinkeln von 0° bis 180° erreicht werden kénnen. Von die-
sem Startwert ausgehend nahert sich M exponentiell der Gleichgewichts-Langs-
magnetisierung an. Dabei wird Energie an die Umgebung abgegeben, weshalb
von einer Spin-Gitter-Relaxation gesprochen wird. (47) Die Zeitkonstante T1 gibt
an, nach welcher Zeit ein Gewebe auf etwa 37 % (1/e) der ursprunglichen Diffe-
renz von der Gleichgewichtsmagnetisierung in Langsrichtung relaxiert ist. Nach
einem 90°-Puls ist zu Beginn des Relaxationsvorgangs keine Langsmagnetisie-
rung vorhanden. Abbildung 4 zeigt, dass sich die Kurve exponentiell Mo annahert.
Liegt Bo bei 1,5 T, so haben diverse Organgewebe Ti-Werte von ungefahr 1 s.
Die Werte fur freie Flussigkeit liegen mit bis zu 4 s wesentlich héher, wohingegen

Fettgewebe mit T1 = 300 ms deutlich schneller relaxiert. (37)
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Abbildung 4: Graphische Darstellung der T1-Relaxation nach 90°-Anregung
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Die Quermagnetisierung M: hangt ebenfalls vom Flipwinkel des HF-Pulses ab
und nahert sich exponentiell dem Wert ,null“ an. Die Zeitkonstante T2 gibt an,
nach welcher Zeit ein Gewebe auf etwa 37 % (1/e) der urspriinglichen Quermag-
netisierung relaxiert ist. Die maximale Quermagnetisierung kommt nach einem
90°-Puls zustande und sinkt durch die Querrelaxation ab, wie in Abbildung 5 zu
sehen ist. Der Querrelaxation liegen Spin-Spin-Wechselwirkungen zugrunde
(47). Zeitlich konstante Inhomogenitaten des auf3eren Magnetfelds Bo bewirken,
dass die transversale Magnetisierung in der Realitat haufig schneller mit der Zeit-
konstanten T2* zerféllt. Der T2*-Effekt kann durch Spinechosequenzen korrigiert
werden. Fur Parenchymgewebe liegt T2 meist unter 150 ms und ist kleiner als T1.
Tumoren und Entziindungen kénnen zu einer Verlangerung von Tz fihren, wéh-
rend Flussigkeiten mit T2-Werten von Uber 1 s auch in transversaler Richtung
langsam relaxieren. Kollagenhaltige Gewebe wie Sehnen und Knochen weisen
sehr kurze T2-Werte auf, da ihre Struktur fest eingebundene Wassermolekile und
weitere Wasserstoffatome beinhaltet. Aufgrund der hohen Geschwindigkeit ihrer
Querrelaxation sind mit den Standard-Untersuchungsmethoden haufig keine Sig-

nale messbar. (37)
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Abbildung 5: Graphische Darstellung der T,-Relaxation nach 90°-Anregung

Langs- und Querrelaxation finden gleichzeitig statt, weshalb die Lange des Mag-
netisierungsvektors durch Relaxation verkirzt werden kann. Nach einem
180°-Puls findet ausschlief3lich longitudinale Relaxation statt, weil keine transver-
sale Magnetisierung vorliegt. Im Umkehrpunkt der longitudinalen Relaxation sinkt

die Lange von M in diesem speziellen Fall auf null ab. (37)
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3.2 Ortskodierung

Bei der Magnetresonanztomographie besteht die Schwierigkeit darin, dass von
einer Spule nur ein eindimensionales Signal aufgenommen wird. In der Empfan-
gerspule wird eine Spannung induziert, die durch alle Quermagnetisierungen im
Untersuchungsgebiet beeinflusst wird. Um eine Ortskodierung durchfiihren zu
kénnen, missen die Signale aus jedem Gewebebezirk, der einem Bildelement
entsprechen soll, eindeutig identifizierbar sein. Gradientenspulen verandern das
statische Magnetfeld Bo so, dass die Feldstarke entlang einer beliebigen Rich-
tung im Raum gleichmé&Rig zunimmt. Das fuhrt dazu, dass die Larmor-Frequenz
ortsabhéngig ist. Ein nennenswertes Signal kann allerdings nur dann gemessen
werden, wenn die einzelnen Quermagnetisierungsvektoren eine Vorzugsrichtung
aufweisen. Die Effekte der unterschiedlich schnellen Rotation der Magnetisie-
rungsvektoren konnen riickgangig gemacht werden, indem man den Gradienten
zunachst in eine und anschlieRend in die entgegengesetzte Richtung aktiviert.
Die rephasierten Anteile der Quermagnetisierungen erzeugen ein messbares
Signal, das als Echo bezeichnet wird. Das Ziel der Ortskodierung besteht darin,
jedem messbaren eindimensionalen Signal seine rdumliche Herkunft zuzuord-
nen. (37)

3.2.1 Schichtselektive Anregung

Fur die zweidimensionalen Bilder, welche die Magnetresonanztomographie er-
zeugt, muss im Raum in der dritten Dimension eine Schicht mit einer bestimmten
Dicke ausgewahlt werden. Normalerweise erfolgt dies, indem nur diese Schicht
mit einem HF-Puls angeregt wird. Dadurch entstehen ausschlief3lich innerhalb
der Schicht Quermagnetisierungen, die zum Signal beitragen. Das Schalten ei-
nes Feldgradienten ermdglicht, dass die Resonanzbedingung nur innerhalb einer
Schicht erftillt ist und diese Schicht angeregt wird. (37)

Die Schichtdicke wird durch die Steilheit des Schichtselektionsgradienten beein-

flusst. Ein steiler Gradient geht mit einer hohen Frequenzzunahme entlang des
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Schichtselektionsgradienten einher und hat zur Folge, dass eine dinnere Schicht
als bei einem weniger steilen Gradienten angeregt wird. Auf3erdem wirken sich
die Dauer und die Einhullende des HF-Pulses auf den angeregten Frequenzbe-
reich aus. Je kurzer der HF-Puls ist, desto breiter ist der Bereich angeregter Lar-
mor-Frequenzen, was mit der Anregung einer dickeren Schicht einhergeht. Die
Schichtposition kann man verschieben, indem man die Frequenz des HF-Pulses
andert. Die Orientierung der Schicht wird durch die Richtung des Schichtselekti-
onsgradienten festgelegt und kann dementsprechend verandert werden. (37)

Im Ablauf einer Bildgebungssequenz wird die schichtselektive Anregung bewirkt,
indem ein frequenzselektiver HF-Puls wahrend der Anwesenheit des Schichtse-
lektionsgradienten eingestrahlt wird. Das Ein- und Ausschalten des Gradienten
dauert jeweils wenige Hundert Mikrosekunden, innerhalb derer die Starke des
erzeugten Magnetfeldes ansteigt beziehungsweise abféllt. Im Anschluss an den
Schichtselektionsgradienten wird ein umgekehrt geschalteter Gradient einge-
schaltet, der als Rephasierungsgradient bezeichnet wird. Der Schichtselektions-
gradient bewirkt wahrend der HF-Anregung unterschiedliche Larmor-Frequenzen
innerhalb einer endlich dicken Schicht. Die dadurch entstandenen Phasenver-
schiebungen werden durch den Rephasierungsgradienten kompensiert. Nach
dem Abschalten des Rephasierungsgradienten zeigen samtliche Quermagneti-
sierungsanteile in die gleiche Richtung und erzeugen ein maximales Signal in der

Empfangerspule. (37)

3.2.2 Kodierung der Signalintensitaten der Bildelemente

Die schichtselektive Anregung durch einen HF-Puls macht die Quermagnetisie-
rung innerhalb der gesamten bildgebenden Schicht messbar. Das ermoglicht je-
doch noch nicht, den Summenvektor in seine Anteile zu zerlegen und
Informationen fur die einzelnen Bildelemente zu generieren. Deshalb werden
zwei zusatzliche Gradienten entlang der beiden Achsen, die das Bild aufspan-
nen, geschaltet. Dadurch kann die Larmor-Frequenz ortsabhéngig innerhalb ei-

nes bestimmten Zeitraums geandert werden. Die unterschiedlichen Larmor-
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Frequenzen bewirken eine Dephasierung der Quermagnetisierungsvektoren in-
nerhalb der aufgenommenen Schicht. Die Folge sind ein veranderter Summen-
vektor und ein verandertes Signal. Werden viele Messpunkte aufgenommen, so
wird es mdglich, die Signalintensitaten eindeutig einzelnen Bildelementen zuzu-
ordnen. (37)

Normalerweise entspricht die Anzahl der Messpunkte der Anzahl der Bildele-
mente des rekonstruierten Magnetresonanztomogramms. Die Informationen
Uber Lange und Richtung des Summenvektors der Quermagnetisierung werden
fur jeden Messpunkt ermittelt. Die raumliche Zuordnung erfolgt, indem die einzel-
nen Messpunkte in den k-Raum, einen Rohdatenraum, einsortiert werden. Die
beiden Achsen werden mittels Frequenzkodierung und Phasenkodierung kodiert,
wie in Abbildung 6 dargestellt ist. Es ist frei wahlbar, fir welche Achse welche Art

der Kodierung angewendet wird. (37)
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Abbildung 6: Sequenzablauf zur Rohdatenaufnahme einer Zeile im k-Raum
[Quelle: in Anlehnung an (37)]
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3.3 Bildrauschen und raumliche Auflésung

3.3.1 Ursachen des Rauschens

In der Magnetresonanztomographie werden schwache Signale durch Spulen ge-
messen. Teilweise bewegt sich die Signalstarke in der GrofRenordnung des
Hochfrequenzrauschens, weshalb eine Abgrenzung schwierig ist. Hochfrequenz-
rauschen entsteht durch die Warmebewegung von Materie und ist Uberall vor-
handen. Die Emission elektromagnetischer Strahlung in allen Frequenzbereichen
erzeugt das Rauschen. Das Rauschsignal liel3e sich deutlich reduzieren, indem
man die Temperatur in die Nahe des absoluten Nullpunkts absenkt. In der Praxis
wird die Hochfrequenzstrahlung auf3erer Quellen durch Abschirmvorrichtungen

des Messraums so weit wie moéglich aus dem Messprozess eliminiert. (37)

3.3.2 Qualitat des empfangenen Kernresonanzsignals

Das empfangene Kernresonanzsignal hat eine umso hdhere Qualitat, je glinsti-
ger das Verhaltnis zwischen der Amplitude des Signals selbst und der Amplitude
des Rauschens ist. Eine kleine Empfangsspule ist nur fur einen begrenzten
Raumbezirk in ihrer unmittelbaren Umgebung empfindlich und empfangt dement-
sprechend wenig Hochfrequenzrauschen. Die Magnetisierung der Protonen im
Gewebe liefert einen hohen Anteil der in der Empfangsspule induzierten Span-
nung und damit des Signals. Da die Empfindlichkeit flir weiter entfernte Gewebe-
areale stark abnimmt, muss zur Darstellung gréRerer Kérperbereiche entweder
eine relativ groRe Empfangsspule oder viele kleine Empfangsspulen im Sinne

einer Phased-Array-Technik eingesetzt werden. (37)
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3.4 Kontraste

Der Grauwert eines Pixels im Magnetresonanztomogramm gibt die jeweils ge-
messene Signalintensitat an. Je hoher die Signalintensitat in einem Gewebeareal
ist, desto heller wird das zugehdrige Pixel im Bild dargestellt. Die Intensitat des
gemessenen Signals hangt von der Gewebeart, der Kontrastgewichtung und

dem Abstand von der Empfangerspule ab. (45)

3.4.1 T1-Gewichtung

Die Repetitionszeit Tr ist als Zeit zwischen zwei aufeinanderfolgenden Anregun-
gen derselben Schicht definiert. Innerhalb dieser Zeitspanne findet die Langsre-
laxation statt, durch die die Spins eine zunehmende Langsmagnetisierung
aufbauen. Daher hat die Repetitionszeit einen wesentlichen Einfluss darauf, wie
viel Langsmagnetisierung im nachsten Schritt angeregt werden kann. Dieser Ein-
fluss ist bei einer kurzen Repetitionszeit besonders stark. Das Ausmal’ der
Langsrelaxation wird durch T1 bestimmt. Die Spins aus Gewebearealen mit kur-
zem Ta relaxieren schnell in LAngsrichtung. Sie erzeugen bei der nachsten Anre-
gung eine hohe Signalintensitdt und werden im Bild hell dargestellt. Im
Gegensatz dazu reicht die Repetitionszeit bei Geweben mit langem Ti nur fir
eine teilweise Relaxation aus. Hier steht im nachsten Schritt entsprechend wenig
Langsmagnetisierung zur Verfigung, weshalb die Signalintensitat niedrig ist.
Wahlt man eine lange Repetitionszeit, so haben die Gewebe unabhangig von Tz
ausreichend Zeit, um zu relaxieren. In diesem Fall unterscheidet sich die Signal-
intensitat zwischen den einzelnen Geweben kaum. Die T2-Gewichtung wird durch

die Wahl einer langen Echozeit niedrig gehalten. (45)

Eine starke T1-Gewichtung ist durch die Wahl einer kurzen Repetitionszeit zu er-
reichen. Die Konsequenz einer zu kurzen Repetitionszeit ist jedoch, dass bei al-
len weiteren Anregungen weniger LAngsmagnetisierung zur Verfiigung steht und

die Signalintensitat absinkt. Dieser Effekt wird als Sattigung bezeichnet. Man
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kann bei Gradientenecho-Sequenzen einer Ubermalligen Sattigung entgegenwir-

ken, indem man einen reduzierten Flipwinkel wéhlt. (45)

3.4.2 T>-Gewichtung

Die Echozeit Te umfasst die Zeitspanne zwischen der Anregung und der Mes-
sung des Magnetresonanzsignals. Zum Zeitpunkt der Messung hat die Querre-
laxation bereits gewirkt. Wahlt man eine kurze Echozeit, so ist die Querrelaxation
noch nicht weit fortgeschritten und die einzelnen Signalintensitaten unterschei-
den sich kaum. Bei langeren Echozeiten haben die Spins aus Gewebebereichen
mit niedrigen T2-Werten bereits an Signalintensitat verloren und erscheinen im
Bild dunkel. Gewebe mit langerem T2 hingegen werden hell dargestellt, da sie
noch eine hohe Quermagnetisierungskomponente aufweisen. Daher lasst sich
eine starke T2-Gewichtung durch die Wahl einer langen Echozeit erzeugen. Der
exakte einzustellende Wert fur Te hangt grundséatzlich von der Fragestellung ab.
(45)

Fir eine starke T2-Gewichtung muss eine lange Repetitionszeit gewahlt werden,
um die Ti-Kontrastierung in Grenzen zu halten. In der Regel werden Fast-Spi-
nechosequenzen verwendet, weil sie eine akzeptable Gesamtmesszeit ermogli-

chen.

3.4.3 Protonendichtegewichtung

In vielen Fallen ist eine Aussage Uber die Protonendichte im Gewebe aufschluss-
reich. Um die Anzahl anregbarer Spins pro Volumeneinheit darzustellen, missen
die T1- und T2-Gewichtung mdglichst gering bleiben. Dies wird durch die Kombi-
nation einer langen Repetitionszeit mit einer kurzen Echozeit erreicht. Die zuge-
horigen Bilder werden als protonendichtegewichtet oder intermediargewichtet
bezeichnet. (45)
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3.5 Ultrashort Echo Time (UTE) Imaging

3.5.1 Gewebe mit kurzer Relaxationszeit T»

Zur Darstellung von Gewebe mit sehr kurzen T2-Werten ist es erforderlich, die
Methode des Ultrashort Echo Time (UTE) Imaging anzuwenden. Dabei ist nicht
ganz klar definiert, was man unter kurzen beziehungsweise ultrakurzen Echozei-
ten versteht. Im Folgenden sollen diejenigen Gewebearten im menschlichen Kor-
per betrachtet werden, bei denen aufgrund der schnellen transversalen
Relaxation mit konventionellen Techniken kein nennenswertes Signal messbar
ist. Bestimmte Gewebe haben sehr kurze T2-Werte. Modellhaft kann man T2 be-
ziehungsweise T2* zwischen 1 ms und 10 ms als ,kurz®, zwischen 0,1 ms und
1 ms als ,ultrakurz® und kleiner als 0,1 ms als ,superkurz” klassifizieren. Auf die-
ser Grundlage kommen unterschiedliche Pulssequenzen zum Einsatz. UTE-Bild-
gebung kann auch bei anderen Atomkernen als Wasserstoffkernen angewendet
werden. (51)

Es ist davon auszugehen, dass die meisten Gewebe mehrere Komponenten der
transversalen Relaxation mit unterschiedlichen Relaxationseigenschaften enthal-
ten. Wasserstoffkernen in frei beweglichen Wassermolekilen sind héhere
T2-Werte zuzuordnen als Protonen, die in Makromolekilen wie Proteinen gebun-
den sind. Dementsprechend kann ihr Signal in konventionellen Sequenzen nicht
gemessen werden. Berechnungen haben ergeben, dass in manchen Geweben
etwa 20 % bis 30 % des Signals von Wasserstoffkernen aus diesem Grund nicht

erfasst werden. (51)

Fest gebundene Wasserstoffkerne kommen beispielsweise in kollagenreichem
Gewebe vor. Die Matrixstruktur des Kollagens und die konstanten Winkel zwi-
schen den einzelnen Protonen tragen zur schnellen transversalen Relaxation und
damit zu den kurzen T2-Werten kollagenreicher Gewebe bei. Das Vorkommen
von Wasserstoffkernen innerhalb grof3er Molekiile scheint generell mit kurzen T2-
Werten verbunden zu sein. (51)
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3.5.2 Herausforderungen der UTE-Bildgebung

Die Bildgebung von Gewebe mit ultrakurzen T2-Werten verursacht Probleme, die
bei der konventionellen Bildgebung mittels Kernspintomographie nicht existieren.
Erfolgt eine sehr schnelle Querrelaxation, so ist die Dauer des HF-Pulses in An-
betracht der sehr kurzen Relaxationszeit T2 vergleichsweise lang. Aufgrund des-
sen fallt das Signal bereits wahrend des HF-Pulses ab. Unter diesen Umstanden
wird der gewiinschte Flipwinkel nichtin allen Féllen erreicht. Der effektive Flipwin-
kel héangt von T2 ab. Ein Losungsansatz dieses Problems ware, die Amplitude
des HF-Pulses zu erhéhen und seine Dauer zu verkirzen. Um einen bestimmten
Flipwinkel zu erreichen, muss das Integral der Pulsamplitude Gber der Zeit kon-
stant sein. Die Energie des HF-Pulses hangt quadratisch von der Pulsamplitude
und linear von der Pulsdauer ab. Daher ist mit einer héheren Amplitude und einer
geringeren Dauer des HF-Pulses ein konstanter Flipwinkel nicht ohne Weiteres

zu erreichen. (51)

Die Datengewinnung stellt ebenfalls eine Herausforderung dar. Wahrend der
Dauer des Phasenkodierungsimpulses fallt das Signal bei ultrakurzen T2-Werten
bereits so weit ab, dass es nicht mehr gemessen werden kann. Die Datengewin-
nung muss daher bereits unmittelbar nach der Anregung durch den HF-Puls be-
ginnen. Das Zentrum des Rohdatenraums wird ohne Kodiergradienten erreicht.
Fur die weiteren Datenpunkte werden die benétigten Gradienten eingeschaltet.
Die Ortskodierung wird mittels Radialabtastung beziehungsweise spiralformiger
Abtastung des k-Raums innerhalb einer kiirzeren Zeit durchgefihrt. Die Folge ist,
dass mit einer Anregung normalerweise nur flr eine bestimmte Trajektorie im

k-Raum Daten aufgenommen werden kdonnen. (51)

3.5.3 Praktische Umsetzung

In Abbildung 7 ist der Ablauf einer 3D-,stack of spirals“-UTE-Sequenz dargestellt.
Es kommt ein nichtselektiver RF-Puls zur Anwendung, um kurze Echozeiten zu
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ermdglichen. Zur Schichtkodierung wird ein Phasenkodierungsgradient verwen-
det. Unmittelbar nach dem Phasenkodierungsgradienten beginnt das spiralfor-
mige Auslesen ausgehend vom Zentrum des k-Raums. Die Echozeit TE
entspricht der Zeitspanne zwischen der maximalen Intensitat des RF-Pulses und

dem Auslesen des k-Raum-Zentrums. (35)
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Abbildung 7: Ablauf einer 3D-,stack-of-spirals“-UTE-Sequenz
[Quelle: in Anlehnung an (35)]
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3.6 Magnetresonanzspektroskopie

3.6.1 Grundprinzip

Mithilfe der Magnetresonanzspektroskopie ist es mdglich, Informationen tber die
chemische Zusammensetzung und den Metabolismus von Gewebe zu gewinnen.
Die Informationen werden gemittelt Gber ein festgelegtes Volumen ermittelt. Ne-
ben den Signalen von Wasser- und Fettmolektlen werden in der Regel auch Sig-
nale von gelésten Molekilen gemessen, sofern diese Wasserstoffatome in
ausreichender Konzentration enthalten. Diese Metaboliten sind teilweise quanti-
tativ in so geringer Menge vorhanden, dass das zugehorige Signal kaum zu mes-
sen ist. Um das Signal der Metaboliten in der Magnetresonanzspektroskopie
messbar zu machen, muss in manchen Fallen das Wassersignal unterdruckt wer-
den. (44)

Die Frequenzen der Metabolitensignale unterscheiden sich in Abh&ngigkeit von
der Position der Wasserstoffatome innerhalb des Molekils. Dies wird als Chemi-
cal Shift bezeichnet. Damit man die Werte unabhangig von der Feldstarke ange-
ben kann, erfolgt die Angabe in ,parts per million“ (ppm). Kennt man fir zwei
verschiedene Metaboliten die Werte in ppm, so kann man die absolute Frequenz-
differenz bestimmen, indem man die Differenz in ppm mit der Feldstarke und dem
gyromagnetischen Verhéltnis des Wasserstoffkerns multipliziert. Das fiir die Be-
rechnung bendétigte gyromagnetische Verhéltnis fir Protonen betragt
42,58 MHz/T. (44)

Haufig ist der Frequenzbereich zwischen den Fettsignalen und den Wassersig-
nalen von Interesse. Die innerhalb dieses Intervalls messbaren Signale kénnen
bestimmten Molekilen und Substanzgruppen zugeordnet werden. Unter be-
stimmten Voraussetzungen sind die Substanzkonzentration und das Integral des

zugehdorigen Peaks im Spektrum zueinander proportional. (44)

In vielen Fallen werden Signale aus einem kleinen definierten Volumen empfan-

gen. Dieses Vorgehen wird als Single-Voxel-Technik bezeichnet und hat den
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Vorteil, dass keine Frequenz- und Phasenkodierung vorgenommen werden
muss. Die gemittelten Werte aus dem Gewebeareal kénnen innerhalb einer rela-
tiv kurzen Zeit aufgenommen werden. Mit Multi-Voxel-Techniken werden Signale
aus grolReren Bereichen ihrem jeweiligen Entstehungsort zugeordnet. Aufgrund
der hierfur erforderlichen Ortskodierung ist die Aufnahmezeit meist langer. Daflr
wird es maglich, die raumliche Verteilung der Metabolitenkonzentrationen zu be-
urteilen. (44)

3.6.2 Metabolitensignale

Die Echozeit beeinflusst die Signalintensitat der einzelnen Metaboliten in Was-
serstoffspektren. Es gibt Metabolitensignale, die bei kurzen Echozeiten sehr
deutlich dargestellt werden, bei langeren Echozeiten im Spektrum aber kaum
sichtbar sind. Das liegt daran, dass die Signale bei langen Echozeiten aufgrund
kurzer T2-Werte bereits zu stark abgesunken sind. Koppelnde Wasserstoffkerne,
wie sie zum Beispiel in Laktat vorhanden sind, fihren zu Signalen mit abweichen-
der Phase. Signale in der Magnetresonanzspektroskopie kénnen bei veranderter
Echozeit sowohl quantitativen als auch qualitativen Anderungen unterworfen
sein. (44)

Die Angabe der absoluten Metabolitenkonzentration in pmol/l ist nicht ohne Wei-
teres moglich. Daher greift man auf ein Referenzsignal im selben Spektrum zu-
rick. Der Vergleich mit dem Referenzsignal erméglicht zumindest einen relativen
Vergleich der Metabolitensignale. Untersucht man eine pathologische Gewebe-
verdnderung mit der Single-Voxel-Technik, so kann man ein zweites Spektrum
zum Vergleich aufnehmen. Dieses kann beispielsweise aus der korrespondieren-
den Position der anderen Korperhélfte stammen und wird ebenfalls mittels Sin-

gle-Voxel-Technik aufgenommen. (44)

Das Signal-Rausch-Verhaltnis ist bei geringer Metabolitenkonzentration unguns-
tig und hangt von der Feldstarke ab. Besonders flr die quantitative Metaboliten-

bestimmung ist es wichtig, das Wassersignal erfolgreich zu unterdricken. Fur

32



relative Vergleiche sollte man die Wasserunterdrickung und die Echozeit kon-
stant halten. (44)

3.6.3 Signalverarbeitung und Messsequenzen

Bei der MR-Spektroskopie wird in der Empfangerspule der Abfall der Quermag-
netisierung gemessen. Dieser wird als Free Induction Decay (FID) bezeichnet.
Das empfangene Signal ist zeitabhangig und wird mittels Fourier-Transformation
in Amplitude und Frequenz umgerechnet. Der FID ist ein komplexes Signal und
besteht aus zwei Teilen, die um 90° phasenverschoben sind. Die Komponente in
x-Richtung wird als Realteil und die Komponente in y-Richtung als Imaginarteil
bezeichnet. In der Regel wird der Realteil verwendet, um Spektren auszuwerten.
Nach der Phasenkorrektur besteht der Realteil aus der Absorptionskomponente
und der Imaginéarteil aus der Dispersionskomponente. (12)

Um die Qualitat der Spektren zu verbessern, werden vor der Fourier-Transfor-
mation Ublicherweise mehrere FIDs aufgenommen und addiert. Dieses Vorgehen
hat den Vorteil, dass sich die Rauschsignale teilweise aufheben, weil sie zwi-
schen den einzelnen Messungen unterschiedlich sind. Das Metabolitensignal
hingegen bleibt tUber alle Aufnahmen hinweg erhalten und wird daher addiert.
Das Signal-Rausch-Verhaltnis (SNR) ist proportional zur Quadratwurzel der An-
zahl der Akquisitionen. Es ist als Quotient aus der Intensitat des Peaks oberhalb

der Baseline und der Standardabweichung des Rauschsignals definiert. (12)

STEAM (Stimulated Echo Acquisition Mode) ist ein Verfahren, um eine volumen-
selektive Single-Voxel-Spektroskopie durchzufihren. Das stimulierte Echo wird
durch drei zueinander senkrechte schichtselektive 90°-RF-Pulse erzeugt. Aul3er-
dem sorgen drei Schichtgradienten und drei Spoilergradienten dafur, dass die
Spins innerhalb des Voxels rephasieren und die Spins aul3erhalb des Voxels de-
phasieren. In den Zeitintervallen zwischen dem ersten und zweiten RF-Puls so-
wie zwischen dem dritten RF-Puls und dem stimulierten Echo findet die

Querrelaxation statt. Das Intervall zwischen dem zweiten und dritten RF-Puls ist
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fur die Langsrelaxation empfindlich. Diese Zeit wird als Mixing Time Tm bezeich-
net und ermdglicht eine Wassersuppression, ohne die Echozeit zu verlangern.
Der Ablauf einer STEAM-Sequenz ist in Abbildung 8 graphisch dargestellt. (36)
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Abbildung 8: Ablauf einer STEAM-Sequenz [Quelle: in Anlehnung an (36)]

3.6.4 Zusammenhang zwischen FID-Spektroskopie und UTE-
Bildgebung

Bei der UTE-Bildgebung wird ein absolutes Signal gemessen, welches der Quad-
ratwurzel aus der Summe des realen Anteils im Quadrat und des imaginaren An-
teils im Quadrat entspricht. Dieses Magnitudensignal kann fiir unterschiedliche
Echozeiten ermittelt und als Funktion der Echozeit dargestellt werden. Bei der
FID-Spektroskopie wird zusatzlich die Phaseninformation genutzt, um ein Spekt-
rum zu generieren. Wenn mehrere UTE-Bilder mit verschiedenen Echozeiten
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aufgenommen werden, weisen UTE-Sequenzen messtechnisch eine hohe Uber-
einstimmung mit der sogenannten ,pulse-aquire“ FID-Spektroskopie auf. Bei der
UTE-Bildgebung wird allerdings nur die Signalmagnitude ermittelt, was keine
spektrale Zuordnung der Einzelsignalbeitrage erlaubt. Bei der in Abbildung 9 ge-
zeigten FID-Spektroskopie, die nicht volumenselektiv ist, wird der FID nach nur
einem Anregepuls gemessen, wodurch man mittels Fourier-Transformation ein

Spektrum mit einer kurzen Echozeit erhalt.
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Abbildung 9: Ablauf einer FID-Spektroskopie

Zum Vergleich der Frequenzbereiche von FID-Spekten mit den Oszillationsfre-
guenzen des Signals in der UTE-Bildgebung muss die chemische Verschiebung
der Signalanteile in ppm in eine Frequenz in Hz umgerechnet werden. Die Werte
fur die chemische Verschiebung in ppm sind in der Regel als Differenz zum Sig-
nal von Tetramethylsilan (TMS) angegeben, das definitionsgemal bei 0 ppm
liegt. Das Wassersignal befindet sich bei 4,7 ppm. Die chemische Verschiebung
zu Wasser in Hz erhélt man, indem man die ppm-Differenz zwischen dem be-
trachteten Signal und Wasser mit der Larmorfrequenz multipliziert. Die chemi-
sche Verschiebung in Hz ist von der Feldstarke Bo abhéngig, wohingegen die
Werte in ppm von Bo unabhangig sind. (16)
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4  Material und Methoden

Im Folgenden werden die verwendeten Methoden beschrieben und die unter-
suchten Proben und Prifkorper vorgestellt. Es erfolgt eine Vorstellung des Mag-
netresonanztomographen, an dem die Messungen durchgefihrt wurden. Die

Auswertung der Datensétze mithilfe spezieller Software wird erlautert.

4.1 Messmethoden

4.1.1 Magnetresonanztomograph

Alle Messungen der vorliegenden Arbeit erfolgten am Magnetom PrismaFt der
Firma Siemens Healthcare, Erlangen, Deutschland. Es handelt sich um einen
Ganzkdrper-Magnetresonanztomographen mit der Feldstarke 3 T. Die Feldstarke
des Tomographen wird durch einen supraleitenden, heliumgekihlten Magneten
aufrechterhalten. Die Anregungsfrequenz des Tomographen fuir Wasserstoff 1H
betragt etwa 128 MHz. Dieser Wert ergibt sich aus der Larmorfrequenz, die vom
gyromagnetischen Verhaltnis abhangig ist und bei circa 42,6 MHz je Tesla Feld-
starke liegt. Um die Homogenitat des Magnetfeldes zu verbessern, werden Shim-
Spulen verwendet. Die Offnung des Tomographen hat einen Durchmesser von
60 cm. Im Zentrum betragt die Magnetfeldinhomogenitat innerhalb von 40 cm
Durchmesser maximal 0,25 ppm. Die Starke des Ortskodiergradienten betragt in
allen drei Raumrichtungen maximal 80 mT/m. Die Anstiegsgeschwindigkeit des

Ortskodiergradienten liegt entlang allen drei Achsen jeweils bei bis zu 200 T/m/s.

Die Messungen am beschriebenen MR-Tomographen mit 3 T Feldstarke wurden
mit einer 15-Kanal-Sende-Empfangs-Kniespule beziehungsweise einer 64-Ka-

nal-Sende-Empfangs-Kopfspule durchgefuhrt. Die Ganzkdrperspule erwies sich
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fur die durchzufuhrenden Messungen als ungeeignet, da sie einen grol3en Ab-
stand zum Untersuchungsobjekt hat. Dieser fuihrt zu einem schlechten Signal-
Rausch-Verhaltnis. Bei den verwendeten Knie- und Kopfspulen handelt es sich
um Phased-Array-Spulen, die auch als Matrixspulen bezeichnet werden. Meh-
rere kleine Spulen werden parallel ausgelesen und kénnen aufgrund des kleine-
ren Spulendurchmessers naher am Untersuchungsobjekt platziert werden (46).
Dadurch kann ein starkeres Signal empfangen werden und das Signal-Rausch-
Verhéltnis wird verbessert (46).

Ein externer Steuerungsrechner wurde verwendet, um die Messprotokolle zu
konfigurieren. Die Bildrekonstruktion erfolgte durch einen vorgeschalteten Rech-

ner.

4.1.2 UTE-Sequenz

Der Signalabfall wurde mit einer UTE-Sequenz gemessen. Die verwendete Se-
quenz UTE Spiral VIBE basiert auf der Arbeit von John O. Mugler lll, University
of Virginia. Die spiralférmige Bildrekonstruktion und das Design der Spirals erfol-
gen auf der Grundlage der Arbeit von Josef Pfeuffer (MR DL NEURO) und Algo-
rithmen von Craig H. Meyer, University of Virginia, und Samuel William Fielden,
University of Virginia. Die Sequenz wurde im Rahmen eines friheren For-
schungsprojekts an der Sektion fir Experimentelle Radiologie in Tibingen modi-

fiziert (48). In Tabelle 1 sind die verwendeten Sequenzparameter angegeben.

Unter Berucksichtigung eines ausgewahlten Volumenareals wurden Daten zum
Abfall der Signalintensitat in Abhangigkeit von der Echozeit aufgenommen. Die
Werte der einzelnen Messpunkte wurden am Magnetresonanztomographen er-
mittelt und mit Matlab R2019b (MathWorks, Natick, MA, USA) und Microsoft

Excel 2016 ausgewertet.
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Tabelle 1: Sequenzparameter der verwendeten UTE-Sequenz

Aufnahmeparameter Einstellung
TR 22 ms
T 0,05; 0,25; 0,5; 0,75; 1; 1,25; 1,5; ...;
17,75 ms
Matrix 128 x 128
Flipwinkel 5°
Schichtdicke 1 mm bzw. 2 mm
Mittlungen 1

4.1.3 Spektroskopie-Sequenzen

Daruiber hinaus wurde mit den Proben und Prufkdrpern eine Magnetresonanz-
spektroskopie durchgefihrt. Die angewendete Technik war in der Regel eine
STEAM-Single-Voxel-Spektroskopie mit unterschiedlichen VoxelgroRen. Das
MRS-Paket wurde entwickelt von Edward J. Auerbach und Malgorzata Marjanska
und zur Verfigung gestellt durch die University of Minnesota unter C2P-Einver-
standnis. In Tabelle 2 sind die Messparameter der verwendeten STEAM-Se-

quenz aufgefihrt.

Die Echozeit Tg, die Repetitionszeit Tr und die Anzahl der Mittlungen wurden
zwischen den verschiedenen Messungen teilweise verandert. Diese Aufnahme-
parameter sind bei den einzelnen STEAM-Spektren der vorliegenden Arbeit je-
weils angegeben. Die STEAM-Spektren wurden teilweise mit Wassersattigung

aufgenommen. Auch dies ist jeweils mit angegeben.
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Tabelle 2: Sequenzparameter der verwendeten STEAM-Sequenz

Aufnahmeparameter Einstellung
TR 1500; 2000 ms
T 5,4; 6; 8; 10; ...; 20; 25; 30; ...; 70;
80; 90; 100 ms
Twm 75 ms
Vektorgrolde 1024
Bandbreite 2000 Hz
Akquisitionsdauer 512 ms
Mittlungen 16; 32; 64, 100; 128; 200; 256

Weitere Spektren wurden mittels Free Induction Decay (FID) Spectroscopy auf-
genommen. Die Dauer des Hochfrequenzpulses der FID-Spektroskopie betrug
0,10 ms. Das Auslesen der Daten begann 0,15 ms nach dem Zeitpunkt, zu dem
die Halfte der Dauer des HF-Pulses vergangen war. Aus der eingestellten Akqui-
sitionsdauer von 1024 ms und der Vektorgrof3e von 2048 ergibt sich eine Dwell
Time von 0,25 ms. Der Zeitabstand zwischen der Aufnahme von zwei Messpunk-
ten lag also bei 0,25 ms. Auch die FID-Spektroskopie erfolgte teilweise mit Was-

sersattigung.

Die Rohdaten der Spektroskopie-Messungen wurden jeweils mithilfe der Soft-
ware JMRUI v5.2 ausgewertet. Wie in Kapitel 3.6.3 genauer beschrieben, wurde
der FID mit der Methode der Fourier-Transformation in Frequenz und Amplitude
umgerechnet. Mittels Phasenkorrektur wurde anschlie3end der Realteil mit den

Absorptionslinien im Spektrum zur Darstellung gebracht.
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4.2 Prufkorper

4.2.1 Messzylinder

Fir die verwendeten Proben kamen Polypropylen-Réhrchen der Firma Greiner
mit einem Volumen von 50 ml zur Anwendung. Die Réhrchen, wie in Abbil-
dung 10 gezeigt, haben eine zylindrische Form mit einem konischen Boden. Ihr

Durchmesser betragt 30 mm, die Hohe liegt insgesamt bei 115 mm.

Abbildung 10: Leeres 50-ml-Polypropylen-R6hrchen

4.2.2 Kollagenpulver

Fur die Prufkorper wurde gewerblich erhéltliches Kollagenpulver, das Kollagen
Typ 1 und Typ lll enthalt, verwendet. Dabei handelte es sich um NeoCell Super
Collagen Type | and Il Powder der Firma NeoCell, Irvine, CA, USA. Ein Hydro-
lysat wurde hergestellt, indem das Kollagenpulver in Wasser (H20) beziehungs-
weise Deuteriumoxid (D20) geldst wurde. Das verwendete D20 hatte eine
Reinheit von 99,9 %. Es wurden 50%ige und 25%ige und Lésungen in H20 und
eine 50%ige Losung in D20 hergestellt. Die Prozentwerte fiir die Lésungen sind
in Massenprozent angegeben. Fir eine 50%ige Losung von Kollagenpulver in
Wasser wurde beispielsweise die gleiche Masse an Wasser und Kollagenpulver

verwendet. Fur die FID-Spektroskopie wurden die Proben in handelsublichen
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Tischtennisbéllen gemessen. Um die Eigenschaften von Kollagenhydrolysat in
der Spektroskopie zu untersuchen, wurden weitere Lésungen von Kollagenpulver
in Wasser mit Konzentrationen zwischen 2 % und 50 % hergestellt. Die Konzent-
rationen waren im Einzelnen 2,00 %, 4,01 %, 5,99 %, 8,04 %, 9,09 %, 16,68 %,
28,56 %, 37,50 %, 44,44 % und 50,00 %.

4.2.3 Gelatine

Fur weitere Messungen wurde Gelatine hergestellt, indem Gelatine in Kristallform
von der Firma Carl Roth GmbH & Co. in warmem destilliertem Wasser aufgelost
wurde. Es handelte sich um Gelatine mit einer angegebenen Gallertfestigkeit zwi-
schen 150 und 170 Bloom und einem Eiwei3anteil von 83 % bis 91 %. Die Gela-
tine wurde aus Schweineschwarten hergestellt. In erwarmtem Wasser wurden
25 % Gelatinepulver gelost. Die Lésungen wurden anschlie3end gekunhlt, so dass
ein gallertiges Produkt entstand.

4.2.4 Sehne und Skelettmuskulatur

Darlber hinaus wurden Messungen an Sehnen und Muskeln vom Rind durchge-
fuhrt. Bei den Messobjekten handelte es sich um Ansatzsehnen der Oberschen-
kelmuskulatur, die in Verbindung mit einem Teil des Muskels vorlagen. Die
Sehnen wurden vom Stéadtischen Schlachthof Balingen zur Verfigung gestellt.
Aus Muskel-Sehnen-Praparaten vom Oberschenkel, die aus mehreren Muskeln
mit Ansatzsehne bestanden, wurden Muskeln mit der zugehérigen Sehne her-
ausprapariert. Es erfolgte die Entfernung von peritendindsem und perimuskula-
rem Fettgewebe. Fur die Messungen wurde unter anderem ein Sehnenpréaparat,
welches auch den Muskel-Sehnen-Ubergang enthielt, vorbereitet. Ein weiteres
Praparat mit Muskelgewebe wurde ebenfalls zurechtgeschnitten, nachdem die
Muskelfaszie entfernt wurde. Zum besseren Verstandnis ist in Abbildung 11 eine

Sehne, an der Messungen durchgefuhrt wurden, dargestellt. Das Muskelpraparat
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ist in Abbildung 12 zu sehen. Die Messobjekte wurden in 0,9%iger Natriumchlo-

rid-Lésung in Polypropylen-Réhrchen gemessen.

Abbildung 11: Sehnenpréaparat

Abbildung 12: Muskelpraparat

Fur weitere Messungen wurde Sehnengewebe zerkleinert. Zuerst wurde das Ma-
terial von zwei Sehnen mit einem Skalpell in Wirfel mit etwa 3 bis 5 mm Kanten-
lange geschnitten und anschlielRend bei -25 °C eingefroren. Die eigentliche
Zerkleinerung erfolgte mit einer Schneidmuhle in einem Labor der Pharmazeuti-
schen Technologie und Biopharmazie an der Universitat Tubingen. Die kleine
Schneidmiihle ist in Abbildung 13 dargestellt. Sie wurde an ein Kihlthermostat
mit der Solltemperatur -25 °C angeschlossen, um das Sehnengewebe im gefro-
renen und damit festen Zustand schneiden zu kdnnen. Dieser Prozess wurde mit
jedem der kleinen Wirfel einzeln durchlaufen. Das Ergebnis waren Stiicke von
zerkleinertem Sehnenmaterial, deren Durchmesser ungefahr 0,25 mm betrug.

Abbildung 14 zeigt einen Teil des zerkleinerten Gewebes.
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Abbildung 14: Zerkleinertes Sehnengewebe

Insgesamt ergaben sich drei solche kleinen Réhrchen mit zerkleinertem Sehnen-
gewebe. Um Messungen durchfiihren zu kdnnen, wurde der Inhalt jedes Rohr-
chens in ein 50-ml-Polypropylen-Réhrchen umgefillt und es wurden jeweils
15 ml der Pufferlésung ,Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline, with calcium und
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magnesium chloride“ (DPBS) hinzugegeben. In Abbildung 15 sind zwei der ent-

standenen Proben zu sehen.

Abbildung 15: Zerkleinertes Sehnengewebe mit Pufferldsung

Nach der Messung der Praparate wurden zu zwei der drei Praparate jeweils
20 mg Collagenase B, aufgeldost in 5 ml DPBS, hinzugegeben. Ein Praparat
diente als Kontrollpraparat und es wurden 5 ml DPBS hinzugefugt. Im Anschluss
wurden die drei Polypropylen-Réhrchen gemaR den Herstellerangaben fur das
Enzym Collagenase B fir 24 Stunden bei 37 °C im Warmeschrank inkubiert.
Nach einer Ruhephase von weiteren 24 Stunden bei Kuihlschranktemperatur wur-

den die Praparate einer weiteren Messung unterzogen.

Eines der drei Praparate wurde nach Zugabe von weiteren 10 mg Collagenase B
fur weitere 56 Stunden bei 37 °C inkubiert, bis keine festen Bestandteile mehr zu
sehen waren. Abbildung 16 zeigt das Ergebnis der vollstindigen enzymatischen

Verdauung.
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Abbildung 16: Enzymatisch abgebautes Sehnengewebe in flissiger Form

4.2.5 Enzymatische Behandlung

Mit einer 50%igen L6sung von Kollagenpulver in Wasser, einer 25%igen Losung
von Gelatinepulver in Wasser und einer Rindersehne wurden Messungen durch-
gefuhrt, nachdem sie mit einem Enzym behandelt worden waren. Das verwen-
dete Produkt hei3t Collagenase B und wird aus dem Bakterium Clostridium
histolyticum gewonnen. Es wurde bei Sigma Aldrich bestellt und hat eine hohe
Kollagenase-Aktivitat. Kollagenase ist eine Protease mit einer hohen Spezifitat
fur kollagenspezifische Aminoséureabfolgen und wird auch als Clostridiopep-
tidase A bezeichnet. In der Sequenz Pro-X-Gly-Pro, die hauptsachlich in Kol-
lagen vorkommt, spaltet das Enzym Kollagenase die Peptidbindung an der Stelle
Pro-X. Bei X handelt es sich haufig um eine neutrale Aminoséaure. Die Sequenz
Pro-X-Gly-Pro kommt mit einer hohen Frequenz in Kollagen vor, jedoch selten in
anderen Proteinen. Das Enzym Kollagenase kann Kollagenfibrillen, die eine tri-
pelhelikale Struktur aufweisen und in Bindegewebe vorkommen, abbauen. Die

Funktionsweise des Enzyms ist in Abbildung 17 schematisch dargestellt.
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Das verwendete Produkt Collagenase B enthélt neben der Kollagenase weitere
Enzyme: Es besitzt ebenfalls eine gewisse Clostripain-Aktivitat. Clostripain ist
eine Protease und spaltet Proteine an der Carboxyl-Bindung von Arginin. Aul3er-
dem enthalt Collagenase B eine Trypsin-&hnliche Protease und eine neutrale
Protease. Diese Enzyme, die bei der Herstellung zur eigentlichen Kollagenase
hinzugeflgt werden, bewirken, dass auch andere Proteine als Kollagen abgebaut

werden konnen.

Collagenase B liegt in gefriergetrockneter Form vor. Das Enzym muss flr die
Anwendung in einer Pufferlosung aufgeldst und anschlieRend bei 37 °C inkubiert
werden. Als Pufferldsung wurde Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (DPBS)
mit Calciumchlorid und Magnesiumchlorid verwendet. Bei den Proben, bei denen
eine enzymatische Verdauung erfolgte, war die Konzentration des Enzyms Col-

lagenase B in der Pufferldsung in der Regel 1,0 mg/ml.

QVAVAVAVAVAVAVAVAVAVED

Kollagenase

G

Abbildung 17: Schematische Darstellung der Auflésung der Kollagen-Tripelhelix durch

das Enzym Kollagenase
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5 Ergebnisse

5.1 UTE-Bildgebung und Spektroskopie von Kollagen-
hydrolysat

5.1.1 Losung von Kollagenpulver in Wasser

Der Abfall der Signalintensitat mit zunehmender Echozeit Te wurde fur eine
50%ige Losung von Kollagenpulver in Wasser mit der beschriebenen UTE-Se-
guenz gemessen. Die Schichtdicke betrug 1 mm und es kam die Kniespule zur

Anwendung.

In Abbildung 18 ist die Signalintensitat in Abhéngigkeit von der Echozeit darge-
stellt. Die Amplitude des Signals variiert mit einer Periodendauer von etwa 2 ms.
Innerhalb der ersten 3 ms wird die Amplitude der Signalvariation deutlich kleiner.
Danach ist keine starke Veranderung der Amplitude mehr zu beobachten. Zum
Zeitpunkt 9 ms findet einmalig ein etwa 2 ms andauernder Abfall der Signalinten-
sitat statt. Im Anschluss wird das Muster mit einer Periodendauer von etwa 2 ms
fortgesetzt. Das beschriebene charakteristische Muster weist eine komplizierte
irregulare Zeitabhangigkeit auf, welche durch die Uberlagerung mehrerer Fre-

guenzkomponenten zustande kommt.

Fir eine 25%ige Losung von Kollagenpulver in Wasser wurde der Abfall der Sig-
nalintensitat ebenfalls mit der beschriebenen UTE-Sequenz untersucht. Die
Messbedingungen waren identisch mit denen bei der Messung der 50%igen L6-
sung. Es wurde wieder die Kniespule verwendet. Die Ergebnisse der Messung
sind in Abbildung 19 graphisch dargestellt. Qualitativ konnten dieselben Charak-
teristika wie beim Signalabfall der 50%igen Losung identifiziert werden. Das Sig-
nal-zu-Rauschen-Verhaltnis ist bei der niedrigeren Konzentration jedoch
schlechter.
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Abbildung 18: Signalintensitat in einer UTE-Sequenz fiir eine 50%ige Ldsung von Kol-

lagenpulver in Wasser mit Lokalisation der ROI
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Abbildung 19: Signalintensitat in einer UTE-Sequenz fir eine 25%ige L6sung von Kol-
lagenpulver in Wasser mit Lokalisation der ROI
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Die Abbildungen 18 und 19 zeigen jeweils eine abfallende Signalintensitatskurve
mit scheinbar periodischen Anteilen. Mithilfe von Matlab 2019b wurde der Ver-
such unternommen, den Verlauf der Signalintensitat fur die 50%ige Losung von
Kollagenpulver in Wasser mit folgender Gleichung zu beschreiben:

Tg _Tg

S(Tg) = Sos - cos(2nf, Tg) - e 25 4+ 5o, e T2l (Gleichung 1)
Das Signal wird durch eine schnell abfallende exponentielle Komponente, die
periodisch oszilliert, und eine langsam abfallende exponentielle Komponente be-

schrieben. Anhand der ermittelten Parameter wurde der Anteil der beiden Signal-

komponenten berechnet:

Fractiong = SS% 100 % (Gleichung 2)
0,sT20,1

Fraction; = ¢ Sils 100 % (Gleichung 3)
0,sT20,1

Die Kurvenanpassung ist in Abbildung 20 graphisch dargestellt. Es ergaben sich
mit R? = 0,9312 die in Tabelle 3 aufgeflihrten Werte. Abbildung 20 zeigt, dass
Gleichung 1 den tatsachlichen Abfall der Signalintensitat nur naherungsweise be-
schreibt. Fur die ersten 3 ms konnte der Verlauf der Signalintensitat mit einer
hohen Genauigkeit modelliert werden. Ab dem Zeitpunkt 6 ms beriicksichtigt die
Ausgleichskurve die Oszillation nicht mehr ausreichend. Gleichung 1 geht davon
aus, dass die Amplitude der Oszillation exponentiell mit der Zeit abfallt. Es konnte
jedoch beobachtet werden, dass die Amplitude ab dem Zeitpunkt 3 ms relativ
konstant bleibt. Ebenso kann die Gleichung die Beobachtung, dass die Signalin-
tensitat nach 9 ms einmalig abfallt und die Oszillation fir einen kurzen Zeitraum
unterbrochen wird, nicht modellieren. Es treten also mehrere Signalkomponenten

mit verschiedenen Frequenzen auf, die zum Gesamtsignal beitragen.
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Abbildung 20: Kurvenanpassung der Signalintensitét in einer UTE-Sequenz fur 50%ige

Losung von Kollagenpulver in HO

Tabelle 3: Berechnete Signalparameter des Verlaufs der Signalintensitat in einer UTE-

Sequenz fiir 50%ige Lésung von Kollagenpulver in H20

Parameter 95%-Konfidenzintervall
Ty, =1,628ms 1,322 ms; 2,120 ms
fs =445,2 Hz 426,4 Hz;462,3 Hz
Fractiong = 25,20 % 22,00 %; 28,21 %
T;,=64,39ms 59,21 ms; 70,62 ms
Fraction; = 74,80 % 71,79 %; 78,00 %

Mit der 50%igen LOsung von Kollagenpulver in Wasser wurde eine sogenannte
,pulse-acquire” MR-Spektroskopie ohne Volumenselektivitat durchgefiihrt. Dabei
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kam die 64-Kanal-Sende-Empfangs-Kopfspule zur Anwendung. Die
Spektroskopie erfolgte Uber eine Bandbreite von 2000 Hz mit einer
Transmitterfrequenz von circa 123,3 MHz. Die Abtastzeit betrug 0,5 ms. In
Abbildung 21 ist das Spektrum einer Free Induction Decay (FID) Spectroscopy
mit Wassersattigung zu sehen. Die Hauptsignalkomponenten des Kollagens
treten in drei Frequenzbereichen auf. Diese liegen bei ungefahr 0,8 ppm, 1,3 ppm
und 1,8 ppm. Das abgebildete Spektrum wurde mit Wassersattigung
aufgenommen und weist zudem kleinere Signalanteile bei 6,8 ppm, 7,2 ppm und
8,6 ppm auf. Die beschriebenen Signalkomponenten sind in Abbildung 21

nummeriert.

Intensitat

9 8 7 6 5 4 3 2 1 0
Frequenz [ppm]

Abbildung 21: FID-Spektrum einer 50%igen Losung von Kollagenpulver in Wasser (mit
Wasserunterdriickung) mit Nummerierung von sechs charakteristischen

Signalkomponenten

Unter Beriicksichtigung der Transmitterfrequenz von etwa 123,26 MHz ergeben
sich fur die einzelnen Signalkomponenten des FID-Spektrums die in Tabelle 4
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aufgefuhrten chemischen Verschiebungen zu Wasser. Die Werte fur 0,8 ppm,
1,2ppm und 1,8 ppm liegen in demselben Bereich wie die berechnete
Oszillationsfrequenz fur das absolute Signal in der UTE-Bildgebung. Diese
betrug circa 445,2 Hz. Die Signalkomponenten im Frequenzbereich von 0,8 ppm
bis 1,8 ppm tragen einen groReren Anteil zum Magnitudensignal der UTE-
Bildgebung bei als die Signalbereiche zwischen 6,7 ppm und 8,5 ppm. Das ist
der Fall, weil die Flache unter der Kurve zwischen 0,8 ppm und 1,8 ppm grof3er
ist als im Bereich von 6,7 ppm bis 8,5 ppm.

Tabelle 4: Chemische Verschiebungen der Signalkomponenten der 50%igen Losung

von Kollagenpulver in Wasser im FID-Spektrum

Chemische Verschiebung zu TMS Chemische Verschiebung zu H20

0,8 ppm 480,7 Hz
1,2 ppm 431,4 Hz
1,8 ppm 357,5 Hz
6,7 ppm 246,5 Hz
7,2 ppm 308,2 Hz
8,5 ppm 468,4 Hz

Abbildung 22 zeigt das STEAM-Spektrum der 50%igen LOsung von
Kollagenpulver in Wasser, das mit Te = 5,4 ms, Tr = 1500 ms, Wassersattigung,
16 Mittlungen und einer Voxelgro3e von 10 x 10 x 20 mm aufgenommen wurde.
Es sind vier charakteristische Signalbereiche bei 0,8 ppm, 1,3 ppm, 1,9 ppm und
2,2 ppm zu erkennen. Weitere Signalbereiche liegen bei 2,7 ppm, 2,9 ppm und
3,7 ppm. Aulerdem sieht man Signalbereiche bei 6,6 ppm, 7,15 ppm und
8,1 ppm. Sechs charakteristische Signalbereiche sind in Abbildung 22
durchnummeriert, um ein besseres Verstandnis der im Folgenden bestimmten

T2-Werte dieser Signalbereiche zu vermitteln.
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Abbildung 22: STEAM-Spektrum einer 50%igen Lésung von Kollagenpulver in Wasser
(Te = 5,4 ms, mit Wasserunterdriickung) mit Positionierung des Voxels in drei

Raumrichtungen und Nummerierung von sechs charakteristischen Signalkomponenten

Fur die 50%ige Losung von Kollagenpulver in Wasser wurden weitere STEAM-
Spektren mit einer unterschiedlichen Anzahl an Aquisitionen aufgenommen. Die
Messparameter waren Tr = 1500 ms, Te = 5,4 ms und 10 x 10 x 20 mm
Voxelgrol3e. Die Spektroskopie wurde mit Wassersattigung durchgefihrt und fur
die Anzahl der Mittlungen galt n = 1; 4; 16; 64; 256. Fur die in Abbildung 22
beschrifteten sechs Signalbereiche wurde in jedem Spektrum das Signal-

Rausch-Verhéltnis bestimmt. Die Berechnung erfolgte, indem jeweils die
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maximale Signalintensitét Gber der Baseline durch die Standardabweichung des

Rauschens dividiert wurde. Tabelle 5 zeigt die Ergebnisse.

Tabelle 5: Signal-Rausch-Verhaltnis der Signalbereiche der 50%igen Losung von
Kollagenpulver in Wasser in STEAM-Spektren mit unterschiedlicher Anzahl an
Mittlungen (Te = 5,4 ms)

Anzahl SNR SNR SNR SNR SNR SNR
Mittlungen 0,8 ppm 1,3ppm 18ppm 6,6 ppm 7,1ppm 8,1ppm
n=1 21,6 21,4 16,4 3,2 6,9 5,2
n=4 52,1 50,4 36,6 7,0 14,7 11,3
n=16 100,3 102,4 75,2 12,8 33,9 23,1
n =64 168,4 170,1 124,5 18,0 50,3 35,3
n = 256 279,3 280,0 205,5 31,7 83,2 58,8

5.1.2 L6sung von Kollagenpulver in Deuteriumoxid

Mit der Kopfspule wurde der Abfall der Signalintensitat fur die 50%ige L6sung
von Kollagenpulver in D20 gemessen. Dabei kam die beschriebene UTE-
Sequenz mit einer Serie variabler Echozeiten bei einer Schichtdicke von 2 mm
zur Anwendung. Die in Abbildung 23 dargestellte Kurve weist qualitativ dieselben
Charakteristika wie die Kurve fir die 50%ige LOsung von Kollagenpulver in
Wasser auf: Die Signalintensitat fihrt eine Oszillation mit einer Periodendauer
von etwa 2 ms durch. Die Amplitude der Oszillation sinkt innerhalb der ersten
3 ms deutlich ab und bleibt anschliel3end relativ konstant. Zum Zeitpunkt 9 ms
sind ein Absinken der Signalintensitat und eine kurze Unterbrechung des

Oszillationsmusters zu erkennen.
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Abbildung 23: Signalintensitat in einer UTE-Sequenz fir eine 50%ige Losung von Kol-

lagenpulver in D2O

Fur das UTE-Magnitudensignal der 50%igen Losung von Kollagenpulver in D20
wurden ebenfalls gemaf Gleichung 1 die Parameter nach einem Modell mit zwei
Signalkomponenten bestimmt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 6 aufgelistet. Hier-
bei gelten dieselben Limitationen fiir die Anwendung des Modells wie bei der L6-
sung von Kollagenpulver in H20. Der T2*Wert der schnell abfallenden
Signalkomponente war um etwa 17 % niedriger als bei der 50%igen Lésung von
Kollagenpulver in Wasser. Die Frequenz der Oszillation betrug circa 394,9 Hz
und lag damit ungefahr 11 % unter dem Wert fir in Wasser geltstes Kollagen-
pulver gleicher Konzentration. Der T2*-Wert der langsam abfallenden Signalkom-
ponente wich um etwa 79 % deutlich nach unten ab. Die Signalfraktion der
schnell relaxierenden Komponente war mit circa 51 % fur die Losung in D20 etwa
doppelt so hoch wie fiir H20. Diese Ergebnisse kamen zustande, weil D20 kaum

signalgebende Wasserstoffkerne enthalt.
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Tabelle 6: Berechnete Signalparameter des Verlaufs der Signalintensitat in einer UTE-

Sequenz fir 50%ige Lésung von Kollagenpulver in D,O

Parameter 95%-Konfidenzintervall
T;;=1,345ms 1,057 ms; 1,848 ms
f=394,9Hz 371,0 Hz; 418,7 Hz
Fractiong = 51,13 % 44,99 %; 56,57 %
T;}l =13,75 ms 12,38 ms; 15,45 ms
Fraction; = 48,87 % 43,43 %; 55,01 %

Mit der 50%igen Losung von Kollagenpulver in D20 wurde eine FID-
Spektroskopie durchgefihrt. Diese erfolgte mit der Kopfspule Uber eine
Bandbreite von 2000 Hz mit einer Transmitterfrequenz von circa 123,3 MHz. Die
Abtastzeit betrug 0,5 ms. Das FID-Spektrum wurde mit Wasserunterdriickung
aufgenommen und ist in Abbildung 24 zu sehen. In diesem Spektrum und in den
folgenden Spektren, die in der vorliegenden Arbeit abgebildet sind, ist die
senkrechte Achse mit der Intensitat der Ubersichlichkeit halber nicht explizit
eingezeichnet. Die Signalkomponenten von Kollagen befinden sich bei 0,8 ppm,
1,2 ppm und 1,8 ppm sowie bei 6,7 ppm, 7,2 ppm und 8,4 ppm. Die Signalbereich
bei 6,7 ppm und 8,4 ppm weisen eine niedrigere Intensitat als bei der 50%igen

Ldsung von Kollagenpulver in H20 auf.
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Abbildung 24: FID-Spektrum einer 50%igen Lésung von Kollagenpulver in DO (mit
Wasserunterdriickung) mit Nummerierung von sechs charakteristischen

Signalkomponenten

Fur die 50%ige Losung von Kollagenpulver in D20 wurde eine STEAM-Single-
Voxel-Spektroskopie mit den Aufnahmeparametern Te = 5,4 ms, Tr = 1500 ms,
100 Mittlungen, 10 x 10 x 10 mm VoxelgroRe und mit Wasserséattigung
durchgefuhrt. Das Spektrum ist in Abbildung 25 zu sehen und zeigt ebenfalls die
typischen hochintensen Frequenzbereiche bei 0,8 ppm, 1,3 ppm, 1,9 ppm und
2,2 ppm. Weitere Signalbereiche liegen bei 2,6 ppm, 2,9 ppm und 3,7 ppm. Die
Signalbereiche bei 6,7 ppm und 8,1 ppm sind weniger deutlich als bei der
50%igen LOsung von Kollagenpulver in Wasser zu erkennen. Bei 7,2 ppm ist
auch bei der L6sung in D20 ein Frequenzbereich mit erhéhter Intensitat sichtbar.
Bei den gleichen Frequenzen wie im Spektrum der 50%igen LOsung von
Kollagenpulver in Wasser sind sechs Signalbereiche markiert und
durchnummeriert. Abbildung 26 zeigt den Vergleich mit dem STEAM-Spektrum
einer 50%igen L6sung von Kollagenpulver in Wasser mit denselben
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Messparametern. Bei der Messung war auch die Empfindlichkeit fur das
Rauschen gleich, so dass die beiden STEAM-Spektren in Abbildung 26 gleich

skaliert sind und miteinander verglichen werden kdnnen.

1 1 1 | | | L L | |

9 8 7 6 5 4 3 2 1 0
Frequenz [ppm]

Abbildung 25: STEAM-Spektrum einer 50%igen Lésung von Kollagenpulver in DO
(Te = 5,4 ms, mit Wasserunterdrtickung) mit Nummerierung von sechs

charakteristischen Signalkomponenten
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Abbildung 26: STEAM-Spektren 50%iger Losungen von Kollagenpulver in DO und
H20 (Te = 5,4 ms, mit Wasserunterdriickung) mit Nummerierung von sechs

charakteristischen Signalkomponenten

Der Oszillationsfrequenz von 394,9 Hz in der UTE-Bildgebung entspricht eine
chemische Verschiebung von etwa 1,50 ppm relativ zu TMS in der Spektrosko-
pie. Das ergibt eine gute Ubereinstimmung mit den Signalbereichen von 0,8 ppm
bis 2,2 ppm im aufgenommenen STEAM-Spektrum von geléstem Kollagenpulver
in D20, das in Abbildung 25 zu sehen ist. Diese sind mit den Signalbereichen des
in Wasser gel6sten Kollagenpulvers identisch. Fur die Losung in H20 konnte man
bei 8,1 ppm eine Signalkomponente erkennen. Diese war in D20 weniger deutlich
vorhanden, wahrend sich fir die Signalbereiche bei 6,7 ppm und 7,2 ppm die
Intensitat kaum veranderte. Diese Beobachtungen sprechen daftir, dass den
Wassermolekilen, die sich den Kollagenmolekilen anlagern, eine chemische
Verschiebung von 8,1 ppm zuzuordnen ist. Im Gegensatz dazu mussten die che-
mischen Verschiebungen zwischen 0,8 ppm und 2,2 ppm, bei 6,7 ppm und
7,2 ppm durch Protonen im Kollagenmolekil selbst oder durch fest gebundene,

nicht austauschbare Wassermolekiile entstehen.
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5.1.3 Eigenschaften der spektralen Komponenten von geldstem

Kollagenpulver in H20 und D20

Fur die 50%ige Losung von Kollagenpulver in H20 wurden Spektren mit
unterschiedlichen Echozeiten aufgenommen, um den transversalen Signalabfall
der kollagenspezifischen Signalbereiche zu untersuchen. Die Single-Voxel-
Spektroskopie wurde mit einer STEAM-Sequenz durchgefuhrt, wobei das Voxel
10 x 10 x 20 mm gro3 war und die Spektren mit Wassersattigung und mit
100 Mittlungen aufgenommen wurden. Die Serie variabler Echozeiten umfasste
Werte zwischen Te = 5,4 ms und Te = 100 ms. Die Repetitionszeit Tr lag bei

1500 ms und fur Te = 100 ms aus messtechnischen Griinden bei 2000 ms.

In den phasenkorrigierten Spektren wurden die maximalen Intensitatswerte der
sechs Frequenzbereiche, die in den Abbildungen 22 und 25 markiert sind, in
Bezug auf die Baseline gemessen. Die Abbildungen 27 und 28 zeigen die
maximale Intensitat der Signalbereiche in Abhangigkeit von der Echozeit. Die
Intensitaten fallen weitgehend stetig ab, wobei die Kurven fir die Signalbereiche

4, 5 und 6 leichte Oszillationen aufweisen.

Die Probe mit der 50%igen Lésung von Kollagenpulver in D20 wurde einem iden-
tischen Messprozess unterzogen. Die Abbildungen 29 und 30 zeigen flur diese
Losung die maximale Intensitat der einzelnen Frequenzbereiche in Bezug auf die
Baseline. Qualitativ zeigten sich &hnliche Kurvenverlaufe wie fur die Losung in
H20. Fur beide Proben wurde mithilfe von Matlab eine mono-exponentielle Kur-
venanpassung fur samtliche Signalbereiche durchgefuhrt. Fir den Signalanteil
der 50%igen Losung in H20 bei 0,8 ppm ist die entsprechende Ausgleichskurve
exemplarisch in Abbildung 31 gezeigt. Die sich hieraus ergebenden Zeitkonstan-
ten fur den transversalen Signalabfall der Signalkomponenten sind in Tabelle 7

aufgelistet.
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Abbildung 27: Zeitlicher Abfall der maximalen Intensitat der charakteristischen Kol-
lagen-Frequenzbereiche im STEAM-Spektrum fir die 50%ige Losung von Kollagenpul-

ver in H,O
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Abbildung 28: Zeitlicher Abfall der maximalen Intensitat weiterer Frequenzbereiche im

STEAM-Spektrum fir die 50%ige Losung von Kollagenpulver in HO
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Abbildung 29: Zeitlicher Abfall der maximalen Intensitat der charakteristischen Kol-
lagen-Frequenzbereiche im STEAM-Spektrum fir die 50%ige Losung von Kollagenpul-

ver in D,O
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Abbildung 30: Zeitlicher Abfall der maximalen Intensitat weiterer spektraler Frequenz-

bereiche im STEAM-Spektrum fur die 50%ige Lésung von Kollagenpulver in DO
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Abbildung 31: Mono-exponentielle Kurvenanpassung fiir die maximale Intensitat des

Frequenzbereichs bei 0,8 ppm im STEAM-Spektrum fir die 50%ige Losung von Kol-

lagenpulver in H20
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Tabelle 7: Ermittelte Zeitkonstanten T- flr den transversalen Signalabfall der spektra-

len Komponenten im STEAM-Spektrum von 50%iger Lésung von Kollagenpulver in

Hzo und Dzo

T2 far Loésung in H20

T2 far Loésung in D20

Signalbereich 1

36,74 ms

32,97 ms

(0,8 ppm) (35,66 ms; 37,88 ms) (32,34 ms; 33,62 ms)
Signalbereich 2 29,33 ms 27,26 ms
(1,25 ppm) (28,51 ms; 30,19 ms) (26,36 ms; 28,22 ms)

Signalbereich 3

16,78 ms

15,20 ms

(1,8 ppm) (15,24 ms; 18,67 ms) (13,72 ms; 17,04 ms)
Signalbereich 4 38,46 ms 52,33 ms

(6,6 ppm) (33,42 ms; 45,29 ms) (47,33 ms; 58,55 ms)
Signalbereich 5 40,67 ms 35,35 ms

(7,1 ppm) (37,76 ms; 44,05 ms) (33,65 ms; 37,24 ms)
Signalbereich 6 26,59 ms 65,88 ms

(8,1 ppm) (22,99 ms; 31,52 ms) (50,71 ms; 93,90 ms)

Vergleicht man die T2-Werte der Signalkomponenten der Lésung von Kollagen-
pulver in H20 in den STEAM-Spektren mit der L6sung in D20, so fallt auf, dass
die Werte fur die drei charakteristischen Kollagen-Signalbereiche bei 0,8 ppm,
1,25 ppm und 1,8 ppm Ubereinstimmen. Daher ist davon auszugehen, dass diese
Komponenten durch Protonen im Kollagenmolekil selbst erzeugt werden. Ihr
Signal scheint unabhangig vom Lésungsmittel gleich schnell abzufallen. Bei
7,1 ppm unterschieden sich die Zeitkonstanten kaum, so dass hier ein vergleich-
barer molekularer Ursprung anzunehmen ist. Die spektrale Komponente bei
8,1 ppm war fur die Lésung in D20 nur mit einer niedrigen Intensitat vorhanden.
Dieses Ergebnis legt nahe, dass dieser Signalbereich durch Molekilbereiche er-

zeugt wird, bei denen ein rascher Austausch von Wasserstoffatomen stattfindet.
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Um die Abhangigkeit der Zeitkonstanten von der Kollagen-Konzentration zu un-
tersuchen, wurden mehrere Lésungen von Kollagenpulver in H20 hergestellt. Die
Kollagenkonzentrationen lagen zwischen 2 % und 50 %. Fir jede Konzentration
wurden STEAM-Spektren fur ein 10 x 10 x 20 mm grofR3es Voxel aufgenommen.
Die Spektroskopie erfolgte fur die Echozeiten Te = 5,4; 10; 15; 20; 30; 40; 50; 60;
80; 100 ms mit Tr = 1500 ms, mit Wassersattigung und 16 Averages. Fur
Te = 100 ms musste aus messtechnischen Grinden Tr = 2000 ms gewahlt wer-
den.

In samtlichen phasenkorrigierten Spektren wurde die maximale Intensitat der Sig-
nalbereiche 1 bis 3 in Bezug auf die Baseline bestimmt. Der Abfall der Intensitat
in Abhangigkeit von der Echozeit wurde jeweils mit einem mono-exponentiellen
Modell angepasst. Daraus ergab sich fur jede Konzentration und jeden Frequenz-
bereich eine Zeitkonstante. Die Ergebnisse zeigt Abbildung 32. Die zugrundelie-
genden Werte sind in Tabelle 8 aufgelistet.
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Abbildung 32: Zeitkonstanten T- fuir den Signalabfall der maximalen Intensitéat der Kol-
lagen-Frequenzbereiche in der STEAM-Spektroskopie fur Lésungen unterschiedlicher

Konzentrationen von Kollagenpulver in H,O
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Tabelle 8: T.-Werte fur die maximale Intensitat der Kollagen-Signalbereiche in der
STEAM-Spektroskopie fur Losungen unterschiedlicher Konzentrationen von Kollagen-

pulver in H,O

Konzentration Signalbereich 1  Signalbereich 2  Signalbereich 3

(0,8 ppm) (1,25 ppm) (1,8 ppm)
2,00 % 77,76 ms 67,61 ms 42,02 ms
4,01 % 62,27 ms 59,17 ms 29,77 ms
5,99 % 62,07 ms 61,92 ms 28,29 ms
8,04 % 56,27 ms 51,28 ms 27,29 ms
9,09 % 57,64 ms 54,32 ms 26,50 ms
16,68 % 53,71 ms 49,09 ms 26,39 ms
28,56 % 48,01 ms 43,50 ms 24,80 ms
37,50 % 43,54 ms 39,59 ms 23,25 ms
44 44 % 38,57 ms 33,03 ms 28,19 ms
50,00 % 33,40 ms 27,25 ms 24,80 ms

Es konnte gezeigt werden, dass der transversale Signalabfall der drei charakte-
ristischen Kollagen-Frequenzbereiche von der Konzentration abhangig ist. Je
niedriger die Kollagenkonzentration ist, desto langer sind die T2-Werte in der
STEAM-Spektroskopie mit verschiedenen Echozeiten.

Die Bestimmung der Zeitkonstanten fur den transversalen Signalabfall wurde
ebenfalls mit einer 33,33%igen Ldsung von Kollagenpulver, die mit Colla-
genase B enzymatisch behandelt worden war, durchgefihrt. Zum Vergleich
wurde eine 33,33%igen L6sung von Kollagenpulver in DPBS untersucht. Die
Zeitkonstanten fur alle drei Frequenzbereiche waren nach der enzymatischen

Behandlung um 13 % bis 15 % hdoher als fir die Kontrollprobe.
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Ein weiterer Einflussfaktor, welcher die Relaxation der drei Signalbereiche ver-
langsamt, ist die Messtemperatur des Kollagenhydrolysats. Eine 33,33%ige L6-
sung von Kollagenpulver in Wasser wurde auf 37 °C erwarmt und bei dieser
Temperatur gemessen. Die Zeitkonstanten lagen um 9 % bis 17 % hoher als bei
einer Kontrollprobe gleicher Konzentration, die bei Raumtemperatur aufbewahrt

und gemessen wurde.

5.1.4 Enzymatisch verdaute Lo6sung von Kollagenpulver in

Wasser

Es wurde untersucht, wie sich die enzymatische Behandlung einer 50%igen
Losung von Kollagenpulver in Wasser mit Collagenase B auf den Verlauf der
Signalintensitat auswirkt. Hierzu wurden zwei Proben hergestellt, von denen die
Kollagenprobe 1 24 Stunden lang bei 37 °C mit Collagenase B inkubiert wurde.
Um Einflisse durch die Temperatur auszuschlie3en, wurde die Kollagenprobe 2
ebenfalls fir 24 Stunden bei 37 °C gelagert. AnschlieRend wurde mit der
Kopfspule eine Bildgebung mit der beschriebenen UTE-Sequenz durchgefuhrt.
Abbildung 33 zeigt den Verlauf der Signalintensitat beider Proben.
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Abbildung 33: Verlauf der Signalintensitat in einer UTE-Sequenz fiir 50%ige Lésung
von Kollagenpulver in DPBS nach der enzymatischen Behandlung und als Kontrolle
ohne enzymatische Behandlung

In Tabelle 9 sind die Ergebnisse der Kurvenanpassung nach Gleichung 1
aufgefuhrt. Diese zeigen im Wesentlichen nur geringfligige Unterschiede.
Lediglich die langsam relaxierende Signalkomponente relaxiert bei der
enzymatisch behandelten Lésung langsamer als bei der Losung, die ohne
Hinzugabe eines Enzyms erwa&rmt wurde. Das entsprechende Korrelat in
Abbildung 33 ist die hohere Signalintensitéat der Probe mit Collagenase B ab dem
Zeitpunkt Te = 4,5 ms. In den STEAM-Spektren mit Te = 5,4 ms zeigten sich keine
wesentlichen Unterschiede zwischen der enzymatisch behandelten Probe und

der Kontrollprobe.
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Tabelle 9: Berechnete Signalparameter des Verlaufs der Signalintensitat in einer UTE-

Sequenz fir 50%ige Lésung von Kollagenpulver in DPBS nach der enzymatischen Be-

handlung (Kollagenprobe 1) und als Kontrolle ohne enzymatische Behandlung (Kol-

lagenprobe 2)

Parameter Kollagenprobe 1 Kollagenprobe 2
- 1,803 ms 1,852 ms
2,
* (1,367 ms; 2,648 ms) (1,481 ms; 2,472 ms)
f 436,7 Hz 446,4 Hz
(415,6 Hz; 457,7 Hz) (429,9 Hz; 463,0 Hz)
- 116,5 ms 74,52 ms
2,1
(100,0 ms; 139,7 ms) (68,07 ms; 82,37 ms)
. 20,14 % 20,35 %
Fractiong
(16,44 %; 23,62 %) (17,56 %; 23,02 %)
. 79,86 % 79,65 %
Fraction,
(76,38 %; 83,56 %) (76,98 %; 82,44 %)
R? 0,8356 0,9273

Die Ergebnisse der UTE-Bildgebung nach der enzymatischen Verdauung der
50%igen Losung von Kollagenpulver in Wasser unterscheiden sich nicht wesent-
lich vom Kurvenverlauf und den Signalparametern ohne enzymatische Behand-
lung. Das verwendete Enzym Collagenase B zerstdrt Amidbindungen innerhalb
der Polypeptidketten der kollagendsen Tripelhelix. Das Kollagenpulver, welches
zur Herstellung von Kollagenhydrolysat verwendet wurde, besteht jedoch aus
Peptiden, die deutlich kirzer als in organisiertem Kollagen sind. Daher ist davon
auszugehen, dass die Kollagenase in Kollagenhydrolysat keinen messbaren Ein-
fluss auf die molekulare Struktur hat beziehungsweise den Organisationsgrad
nicht wesentlich beeinflusst. Daher wurden die Signaleigenschaften durch die en-

zymatische Verdauung kaum verandert.
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5.2 UTE-Bildgebung und Spektroskopie von Gelatine

5.2.1 L6sung von Gelatinepulver in Wasser

Die 25%ige L6sung von Gelatinepulver in Wasser wurde mit der beschriebenen
UTE-Sequenz mit einer Serie variabler Echozeiten untersucht. Die Messungen
wurden mit der Kopfspule und mit einer Schichtdicke von 2 mm durchgefiihrt. Wie
in Abbildung 34 zu sehen ist, sinkt die Signalintensitat innerhalb der ersten 5 ms
besonders stark ab. Ab diesem Zeitpunkt fallt die Signalintensitat deutlich
langsamer ab. Sie bleibt teilweise konstant oder steigt leicht an. Aus dem
Diagramm geht hervor, dass die Signalintensitat mehrere Oszillationen ausfuhrt.
Die Amplitude der Oszillationen sinkt mit zunehmender Echozeit ab. Die starken
Schwankungen der Intensitat entstehen durch die Uberlagerung der

Signalanteile mit unterschiedlichen Frequenzen.
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Abbildung 34: Signalintensitat von 25%iger Gelatineldsung in einer UTE-Sequenz mit
Lokalisation der ROI
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Mithilfe von Matlab wurde eine Kurvenanpassung anhand von Gleichung 1 durch-
gefuhrt. Diese ergab mit einem Bestimmtheitsfaktor von R? = 0,7919 die in Ta-
belle 10 aufgefuhrten Signalparameter. Die in Abbildung 35 eingezeichnete
Naherungskurve zeigt, dass die mathematische Beschreibung des Signalabfalls

ausschlief3lich die langsame Oszillationskomponente beriicksichtigt.

Tabelle 10: Berechnete Signalparameter des Verlaufs der Signalintensitét in einer

UTE-Sequenz fur 25%ige Losung von Gelatinepulver in H2O

Parameter 95%-Konfidenzintervall
T3, =6,297 ms 4,225 ms; 12,37 ms
f=97,42 Hz 88,47 Hz;106,4 Hz
Fractiong = 4,01 % 2,73 %; 5,26 %
T, = 306,2 ms 255,0 ms; 383,3 ms
Fraction; = 95,99 % 94,74 %; 97,27 %
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Abbildung 35: Kurvenanpassung der Signalintensitat in einer UTE-Sequenz fur eine

25%ige LOsung von Gelatinepulver in HO
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Die 25%ige Losung von Gelatinepulver in Wasser wurde auch mittels STEAM-
Spektroskopie untersucht. Das STEAM-Spektrum, das in Abbildung 36
dargestellt ist, wurde mit Te = 5,4 ms, Tr = 1500 ms, Wasserséttigung, 128
Mittlungen und 10 x 10 x 10 mm Voxelgrol3e aufgenommen. Signalkomponenten
sind bei 0,8 ppm, 1,25 ppm, 1,9 ppm und 2,2 ppm zu sehen. Ebenso liegen bei
6,6 ppm, 7,1 ppm und 8,2 ppm Signalbereiche. Weitere signalgebende
Frequenzbereiche befinden sich bei 2,9 ppm und 3,8 ppm.

H20

4 3 2 1 0
Frequenz [ppm]

.

Abbildung 36: STEAM-Spektrum einer 25%igen Losung von Gelatinepulver in Wasser
(Te = 5,4 ms, mit Wasserunterdriickung) mit Positionierung des Voxels in drei

\

Raumrichtungen und Nummerierung von sechs charakteristischen Signalkomponenten

72



Die schnell relaxierende Signalkomponente der 25%igen Ldsung von
Gelatinepulver in Wasser mit T2* = 6,3 ms trug in der UTE-Bildgebung lediglich
circa 4,0 % zum Gesamtsignal bei. Die Ubereinstimmung der ermittelten
Signalparameter mit dem tatséachlichen Signalabfall ist mit R?=0,7919 eher
niedrig. Dennoch war die Modellierung der langsamen Oszillationskomponente
mit einer Frequenz von etwa 97,42 Hz moglich. Diese Frequenz entspricht einer
chemischen Verschiebung von ungefahr 3,5 ppm relativ zu TMS. In
Ubereinstimmung dazu weist das Spektrum der Gelatineldsung eine
Signalkomponente zwischen 3,9 ppm und 3,8 ppm auf. Die schnelle
Oszillationskomponente konnte zwar nicht mathematisch beschrieben werden,
durfte jedoch mit einer Frequenz von circa 500 Hz den fur Kollagen
charakteristischen Signalbereichen zwischen 2,2 ppm und 0,7 ppm zuzuordnen

sein.

In Abbildung 37 ist das STEAM-Spektrum einer 25%igen LOsung von
Gelatinepulver in Wasser im Vergleich zum STEAM-Spektrum einer 25%igen
Lésung von Kollagenpulver in Wasser dargestellt. Die beiden Spektren wurden
jeweils mit Te = 5,4 ms, Tr = 1500 ms, Wassersattigung, 128 Mittlungen und
10 x 10 x 10 mm VoxelgréRe aufgenommen. Die gleiche Verstarkereinstellung
bei der Aufnahme beider Spektren flhrte dazu, dass die Amplitude des
Rauschens ahnlich ist. Aufgrund dessen sind die Spektren in Abbildung 37 gleich
skaliert und konnen hinsichtlich der Signalintensitat miteinander verglichen

werden.

Die Signalbereiche im STEAM-Spektrum der Gelatinelésung stimmten
weitgehend mit denen von geldstem Kollagenpulver tberein, wiesen allerdings
fur Kollagenpulver eine deutlich héhere Intensitat auf. In Gelatine liegt Kollagen
teilweise in der tripelhelikalen Form vor, in geldstem Kollagenpulver hingegen
ausschlief3lich in Form frei beweglicher Peptidketten. Daher sprechen die in
Abbildung 37 dargestellten Spektren dafir, dass frei bewegliches Kollagen in den
charakteristischen Chemical-Shift-Bereichen Signalkomponenten mit einer

hoheren Intensitat erzeugt als fest in einer Tripelhelix gebundenes Kollagen.
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Die erwahnten Frequenzkomponenten zwischen 0,7 ppm und 2,2 ppm traten
auch bei geldstem Kollagenpulver unabhangig vom Lésungsmittel H20 oder D20
auf. Sie werden daher vermutlich sowohl bei Gelatine als auch bei Kollagenpulver
durch fest gebundene und nicht austauschbare Wasserstoffkerne verursacht. Die
Signalkomponenten zwischen 6,6 ppm und 8,2 ppm traten bei Wasser als
Losungsmittel stets auf, bei Kollagenpulver, das in Deuteriumoxid geldst ist,
jedoch teilweise mit einer niedrigeren Intensitat. Dies kommt wahrscheinlich
durch den Austausch von 'H-Atomen, die beispielsweise in Hydroxylgruppen
gebunden sind, zustande. Die Frequenzkomponente bei ungeféahr 3,8 ppm trat in
allen drei erwahnten Fallen auf und ist daher vermutlich mit fest gebundenen

Wassermolekilen assoziiert.

—25%ige Lésung von Gelatinepulver in H20
—25%ige Lésung von Kollagenpulver in H20

9 8 i 6 5 4 3 2 1 0
Frequenz [ppm]

Abbildung 37: STEAM-Spektren einer 25%igen L6sung von Gelatinepulver in Wasser
und einer 25%igen Losung von Kollagenpulver in Wasser (Te = 5,4 ms, mit
Wasserunterdriickung) mit Nummerierung von sechs charakteristischen

Signalkomponenten
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Eine 25%ige Losung von Gelatinepulver in Wasser wurde im Warmeschrank
Uber mehrere Stunden bei 65 °C erwarmt. AnschlieRend wurde eine STEAM-
Spektroskopie mit Te = 5,4 ms, Tr = 1500 ms, 10 x 10 x 10 mm Voxelgrolie,
128 Mittlungen und mit Wassersattigung durchgefihrt. Das zugehorige STEAM-
Spektrum ist in Abbildung 38 dargestellt. Je nach Temperatur &ndert sich der
Chemical-Shift-Bereich, in dem das Wassersignal auftritt (31). Das STEAM-
Spektrum ist so dargestellt, dass die fur Kollagen charakteristischen
Signalkomponenten bei den bekannten ppm-Bereichen auftreten. Die Qualitat
des STEAM-Spektrums ist bei identischen Messparametern deutlich besser als

bei der nicht erwarmten 25%igen Losung von Gelatinepulver in Wasser.

P [
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Abbildung 38: STEAM-Spektrum einer auf 65 °C erwarmten 25%igen Lésung von
Gelatinepulver in Wasser (Te = 5,4 ms, mit Wasserunterdriickung) mit Nummerierung

von sechs charakteristischen Signalkomponenten

Abbildung 39 zeigt einen Vergleich zwischen den STEAM-Spektren der
erwarmten und der nicht erwdrmten 25%igen LOosung von Gelatinepulver in

Wasser mit den genannten Messparametern. Die Vergleichbarkeit zwischen den
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beiden Spektren ist bei gleicher Skalierung gegeben, weil die
Verstarkereinstellung gleich war und daher das Rauschen ahnlich ist. In
Abbildung 39 ist zu sehen, dass die Intensitat der spektralen Signalbereiche bei
der erwarmten LOsung deutlich héher ist. Nach dem Abkuhlen der erwéarmten
Gelatinelosung wurde diese wieder fest. Die einzelnen Signalbereiche im
STEAM-Spektrum zeigten eine niedrigere Intensitat als im erwarmten Zustand,
aber eine hohere Intensitat als bei der 25%igen Ldsung von Gelatinepulver in
Wasser, die nicht tUber mehrere Stunden erwarmt worden war. Diese
Beobachtung unterstiitzt die Hypothese, dass Kollagen Signalkomponenten mit
einer hdheren Intensitat hervorruft, wenn es in frei beweglichem Zustand vorliegt.
Die Erwarmung fuhrt vermutlich dazu, dass die feste Bindung der tripelhelikalen

Domanen in Gelatine teilweise gelost wird.

—25%ige Lésung von Gelatinepulver in Wasser, erwarmt
—25%ige Lésung von Gelatinepulver in Wasser, nicht erwarmt

9 8 T 6 5 4 3 2 1 0
Frequenz [ppm]

Abbildung 39: STEAM-Spektren einer auf 65 °C erwarmten und einer nicht erwéarmten
25%igen LOsung von Gelatinepulver in Wasser (Te = 5,4 ms, mit
Wasserunterdriickung) mit Nummerierung von sechs charakteristischen

Signalkomponenten

76



5.2.2 Enzymatisch verdaute Losung von Gelatinepulver in Was-

ser

Eine 25%ige Losung von Gelatinepulver in Wasser wurde unter der Fragestel-
lung untersucht, inwiefern die enzymatische Behandlung mit dem Enzym Colla-
genase B das MR-Signal verandert. Hierzu wurde die Gelatineprobe 1 fir eine
Dauer von 24 Stunden bei 37 °C mit Collagenase B inkubiert. Die Gelatine-
probe 2 diente zur Kontrolle und wurde ohne enzymatische Behandlung fur
24 Stunden bei 37 °C aufbewahrt. Bei Raumtemperatur wurden mit der Kopf-
spule Messungen der abgekihlten Proben mit der beschriebenen UTE-Sequenz
durchgefuhrt. Auffallig war, dass die enzymatisch behandelte Probe nicht zu ei-

ner gallertigen Losung erstarrte, sondern fllissig blieb.

In Abbildung 40 ist der Abfall der Signalintensitat dargestellt. Die Kurve der en-
zymatisch behandelten Probe zeigt Oszillationen mit einer Periodendauer von
etwa 2 ms und einen langeren Signalabfall nach 8 bis 9 ms. Am starksten fallt die
Signalintensitat innerhalb der ersten Millisekunde ab. Damit weist die Kurve fir
die enzymatisch behandelte Gelatineprobe qualitativ dieselben Charakteristika
auf, die auch bei in Wasser geléstem Kollagenpulver vorhanden sind.

Die Kurve fir die Kontrollprobe ohne Enzym in Abbildung 40 hat Eigenschaften,
die fur die 25%ige L6sung von Gelatinepulver in Wasser bereits beschrieben wur-
den. Die Kurve fur den Signalabfall zeigt gleichzeitig zwei Oszillationsmuster, die
eine Periodendauer von ungeféahr 10 ms und 2 ms haben. Die Signalintensitéat
sinkt innerhalb der ersten 5 ms besonders stark, steigt im Rahmen der langsa-

men Oszillation bei hdheren Echozeiten jedoch wieder an.

Zusammenfassend kann man sagen, dass sich die beiden Kurven deutlich un-
terscheiden. Die Kurve der Kontrollprobe mit in Wasser geldstem Gelatinepulver
stimmt mit dem in Abbildung 34 gezeigten Signalabfall einer vergleichbaren
Probe, die nicht erwarmt worden war, qualitativ Gberein. Die enzymatisch behan-
delte Gelatinelésung hingegen zeigte in der UTE-Bildgebung einen Signalverlauf,
der wesentliche Charakteristika der Losungen von Kollagenpulver in Wasser auf-

weist, wie in den Abbildungen 18 und 19 dargestellt.
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Abbildung 40: Verlauf der Signalintensitat in einer UTE-Sequenz fiir 25%ige Lésung
von Gelatinepulver in DPBS nach der enzymatischen Behandlung und als Kontrolle

ohne enzymatische Behandlung

Die STEAM-Spektren der enzymatisch behandelten Probe und der Kontrollprobe
zeigten bei der Echozeit 5,4 ms dieselben Signalbereiche. Abbildung 41 zeigt
einen Vergleich der beiden STEAM-Spektren mit Te = 5,4 ms, Tr = 1500 ms, 100
Mittlungen, 10 x 10 x 10 mm VoxelgroRe und mit Wassersattigung. Die beiden
Spektren wurden mit gleicher Verstarkereinstellung und Empfindlichkeit aufge-
nommen und kénnen daher bei gleicher Skalierung miteinander verglichen wer-
den. Das Spektrum der enzymatisch behandelten Gelatinelésung weist eine
hohere Intensitat fur die kollagenspezifischen spektralen Komponenten auf. Es
ist moéglich, dass durch die enzymatische Behandlung ein Teil des tripelhelikal
gebundenen Kollagens in die frei bewegliche Form tberfihrt wurde und aufgrund
dessen im STEAM-Spektrum Signalkomponenten mit hoherer Intensitat erzeugt.
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—25%ige Lésung von Gelatinepulver in DPBS, enzymatisch verdaut
—25%ige Lésung von Gelatinepulver in DPBS, Kontrolle

3/ 2
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Abbildung 41: STEAM-Spektren fiir die mit Kollagenase behandelte 25%ige Lésung
von Kollagenpulver in DPBS und die nicht enzymatisch behandelte Kontrolle
(Te = 5,4 ms, mit Wasserunterdrtickung) mit Nummerierung von sechs

charakteristischen Signalkomponenten

Bei der enzymatischen Verdauung der 25%igen Losung von Gelatinepulver in
Wasser fiel auf, dass sich im weiteren Verlauf keine gallertige Masse bildete,
sondern die Losung flissig blieb. Diese Beobachtung deutet ebenfalls darauf hin,
dass der Organisationsgrad der tripelhelikalen Kollagenstrukturen durch die
Kollagenase so weit zerstort wurde, dass kein fester oder gallertiger
Aggregatzustand erreicht werden konnte. Die Ergebnisse der UTE-Bildgebung
und der STEAM-Spektroskopie wiesen eine hohe Ubereinstimmung mit der
Ldsung von Kollagenpulver in Wasser auf. Dies deutet darauf hin, dass nach der
enzymatischen Behandlung von Gelatine keine tripelhelikale Struktur des

Kollagens mehr vorlag, sondern kiirzere Polypeptidketten wie in Kollagenpulver.
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5.3 UTE-Bildgebung und Spektroskopie von Sehnenge-

webe

5.3.1 Gesundes Sehnengewebe

Ein Polypropylen-Réhrchen mit einer Rindersehne in 0,9%iger Natriumchlorid-
L6ésung wurde im Magnetresonanztomographen in einem Winkel von etwa 30°
zwischen dem statischen Magnetfeld Bo und der Verlaufsrichtung der Sehne aus-
gerichtet. Fur die Messung wurde die Kopfspule verwendet. Die bereits beschrie-
bene UTE-Sequenz kam mit einer Schichtdicke von 2 mm zur Anwendung. Fur
ein kreisférmiges Areal im Zentrum der Sehne wurde die Entwicklung der Signal-
intensitat in Abhéngigkeit von der Zeit ermittelt und ist in Abbildung 42 dargestellt.

Im Wesentlichen ist ein exponentieller Abfall der Signalintensitat festzustellen.
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Abbildung 42: Signalintensitat von Sehnengewebe in einer UTE-Sequenz mit Lokalisa-
tion der ROI
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Der Signalabfall von Sehnengewebe kann naherungsweise durch ein bi-expo-
nentielles Modell mit einer schnell abfallenden und einer langsam abfallenden
Signalkomponente beschrieben werden. Die Signalparameter wurden anhand
folgender Gleichung mithilfe von Matlab ermittelt:

TE TE

S(Tg) = S5+ e 25+ Sy, e "2 (Gleichung 4)

Die Anteile der beiden Signalkomponenten wurden mit den Gleichungen 2 und 3

berechnet.

Die Anpassung der Kurve ist in Abbildung 43 zu sehen. Die Berechnungen fihr-
ten mit einer Bestimmtheit von R? = 0,997 zu den in Tabelle 11 aufgelisteten
Ergebnissen.
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Abbildung 43: Kurvenanpassung der Signalintensitat in einer UTE-Sequenz fir Seh-

nengewebe
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Tabelle 11: Berechnete Signalparameter des Verlaufs der Signalintensitét in einer

UTE-Sequenz fir Sehnengewebe

Parameter 95%-Konfidenzintervall
T, =0,7391ms 0,6863 ms; 0,8000 ms
Fractiong = 57,87 % 56,22 %; 59,49 %
Ty, = 10,20 ms 9,823 ms; 10,61 ms
Fraction; = 42,13 % 40,51 %; 43,78 %

Es wurde eine MR-Spektroskopie des Sehnengewebes durchgefuhrt. Der Winkel
zwischen Bo und der Langsrichtung der Sehne betrug 30°. Das in Abbildung 44
dargestellte Spektrum entstand durch eine STEAM-Single-Voxel-Spektroskopie
mit einer VoxelgroRe von 10 x 10 x 10 mm. Es wurde mit Te =5,4 ms,
Tr = 2000 ms, Wassersattigung, 256 Mittlungen und 2000 Hz Bandbreite aufge-
nommen. Neben dem Wassersignal bei 4,7 ppm ist ein prominenter Signalbe-
reich bei 5,7 ppm zu sehen. Das liegt vermutlich darin begrindet, dass das
Wassersignal nicht vollstandig unterdriickt werden konnte. In weiteren Messun-
gen von Sehnen konnte der Signalbereich bei 5,7 ppm jedoch nicht zuverlassig
reproduziert werden. AulRerdem tritt bei 1,3 ppm eine Signalkomponente auf.
Diese liegt in dem ppm-Bereich, in dem sich bei der Spektroskopie des Kollagen-

hydrolysats drei charakteristische Signalbestandteile befanden.
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Abbildung 44: STEAM-Spektrum von Sehnengewebe (Te = 5,4 ms, mit

Wasserunterdriickung) mit Positionierung des Voxels in drei Raumrichtungen

Das Sehnenpraparat wurde bei circa 5 °C gekuhlt und 14 Tage nach der ersten
Messung erneut mit der beschriebenen UTE-Sequenz untersucht, um eine even-
tuell auftretende Veréanderung von T2* und eine Verschiebung der Signalfraktio-
nen zu untersuchen. Die Sehne wurde in einem Winkel von 30° zwischen ihrer
Langsrichtung und Bogemessen. Die Messung mit einer Serie variabler Echozei-

ten ergab die in Abbildung 45 dargestellte Entwicklung der Intensitat.
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Abbildung 45: Signalintensitat von Sehnengewebe in einer UTE-Sequenz nach 14 Ta-
gen mit Lokalisation der ROI

Die Signalintensitat in Abhéngigkeit von der Zeit wurde mithilfe eines bi-exponen-
tiellen Modells gemalR Gleichung 4 beschrieben. Die T2*-Werte und die Signal-
fraktionen der beiden Signalkomponenten, die sich bei der Kurvenanpassung mit
Matlab mit R? = 0,9986 ergaben, sind in Tabelle 12 aufgefihrt.

Tabelle 12: Berechnete Signalparameter des Verlaufs der Signalintensitét in einer

UTE-Sequenz fir Sehnengewebe nach 14 Tagen

Parameter 95%-Konfidenzintervall
T, =1,061ms 1,013 ms; 1,113 ms
Fractiong = 65,62 % 64,32 %; 66,91 %
T;, =10,58 ms 10,16 ms; 11,03 ms
Fraction; = 34,38 % 33,09 %; 35,68 %
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In Abbildung 46 ist ein Spektrum des Sehnenpraparats dargestellt, das nach wei-
teren sieben Tagen aufgenommen wurde. Der Winkel zwischen Bo und der
Langsrichtung der Sehne blieb unverandert bei 30°. Die Messparameter bei die-
ser Single-Voxel-Spektroskopie waren Te = 5,4 ms, Tr = 1500 ms, 200 Mittlun-
gen, Wassersattigung und 10 x 10 x 20 mm VoxelgroRe. Neben dem
Wassersignal bei 4,7 ppm ist eine Signalkomponente bei 1,1 ppm zu sehen. Bei

1,9 ppm kann man einen weiteren Signalbereich identifizieren.
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Abbildung 46: STEAM-Spektrum von Sehnengewebe nach 21 Tagen (Te = 5,4 ms, mit

Wasserunterdriickung)

Das STEAM-Spektrum des Sehnenpraparats nach 21 Tagen zeigte zahlreiche
Charakteristika, die mit dem urspringlichen Spektrum dbereinstimmten. Es
konnte ein Signalbereich bei ungefahr 1,2 ppm reproduziert werden. Mdoglicher-
weise wurde diese Signalkomponente jedoch durch Fettgewebe in der Sehne
und nicht durch Kollagen verursacht. Der beschriebene Peak tberlagert den Be-
reich, in dem bei Kollagenhydrolysat und Gelatine vier charakteristische Peaks
auftraten. Aus technischen Griinden ist die Auflésung der Spektren von Sehnen-

gewebe begrenzt.
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5.3.2 Magic-Angle-Effekt von Sehnengewebe

Um den Einfluss des Magic-Angle-Effekts auf die T2*-Werte von Sehnengewebe
zu untersuchen, wurden Messungen mit unterschiedlichen Winkeln zwischen der
Verlaufsrichtung der Sehne und dem statischen Magnetfeld Bo durchgefiihrt. Fur
die Winkel 0°, 55° und 90° wurden die T2*-Werte und die zugehdrigen Signalfrak-
tionen mithilfe der beschriebenen UTE-Sequenz bestimmt. Abbildung 47 zeigt
die Signalintensitat in Abhangigkeit von der Echozeit. Es zeigt sich im Wesentli-
chen ein exponentielles Absinken der Signalintensitat fir alle drei Winkel bei ver-

nachlassigbaren Oszillationen.
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Abbildung 47: Signalintensitat einer Sehne in unterschiedlicher Orientierung zum Mag-

netfeld in einer UTE-Sequenz

Bei 0° fallt die Signalintensitat am schnellsten ab. Bei der Messung mit der Echo-
zeit 1 ms sind 12,01 % der Signalintensitat des Zeitpunkts 0,05 ms vorhanden.
Am langsamsten féllt das Signal ab, wenn die Sehne in einem Winkel von etwa

55° zum statischen Magnetfeld orientiert ist. 82,39 % der Signalintensitat, die zum
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Zeitpunkt 0,05 ms gemessen wurde, sind nach 1 ms noch vorhanden. Die Kurve

fur den Winkel 90° lasst einen Abfall der Signalintensitat mit einer Geschwindig-

keit, die zwischen der flr 0° und 55° einzuordnen ist, erkennen. Nach 1 ms ist die

ursprunglich gemessene Signalintensitat bei 0,05 ms auf 59,97 % abgesunken.

Die Werte, die anhand eines bi-exponentiellen Modells mithilfe von Matlab ermit-

telt wurden, sind in Tabelle 13 aufgefihrt.

Tabelle 13: Berechnete Signalparameter des Verlaufs der Signalintensitét in einer

UTE-Sequenz fir Sehnengewebe in unterschiedlicher Orientierung zum Magnetfeld

Parameter 0° 55° 90°
- 0,3063 ms 1,987 ms 1,452 ms
2,
g (0,2801 ms; 0,3377 ms) (1,826 ms; 2,179 ms) (1,399 ms; 1,510 ms)
- 8,418 ms 11,23 ms 7,819 ms
2,1
(7,252 ms; 10,02 ms) (10,90 ms; 11,58 ms) (7,148 ms; 8,628 ms)
) 88,96 % 33,78 % 82,21 %
Fractiong
(87,19 %; 90,61 %) (31,73 %; 35,83 %) (80,17 %; 84,27 %)
. 11,04 % 66,22 % 17,79 %
Fraction,
(9,39 %; 12,81 %) (64,17 %; 68,27 %) (15,73 %; 19,83 %)
R? 0,985 0,9994 0,9992
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5.3.3 Enzymatisch verdautes Sehnengewebe

Es wurde untersucht, wie die enzymatische Verdauung von Sehnengewebe mit-
tels einer Kollagenase die T2*-Werte und ihre zugehorigen Signalfraktionen ver-
andert. Hierzu wurden UTE-Messungen mit zwei Sehnenpraparaten
durchgefuhrt. Fir beide Praparate wurden die Werte in 0,9%iger Natriumchlorid-
Losung ermittelt. Das Sehnenpréaparat 1 wurde anschlie3end nach Injektion von
Collagenase B in die Sehne 24 Stunden lang zusatzlich in einer Losung mit Col-
lagenase B bei 37 °C inkubiert und ist in Abbildung 48 zu sehen. Das Sehnen-
praparat 2 wurde ebenfalls fir 24 Stunden bei 37 °C aufbewahrt, jedoch nicht
enzymatisch behandelt. Der Winkel zwischen der Verlaufsrichtung der Sehne
und dem Magnetfeld des Tomographen betrug etwa 20°.

Abbildung 48: MR-Bild des mit Collagenase B behandelten Sehnenpraparats

Abbildung 49 zeigt den Verlauf der Signalintensitat fir das Sehnenpraparat 1 vor
der enzymatischen Behandlung, nach der enzymatischen Behandlung in der Pe-
ripherie der Sehne und an der Injektionsstelle der Enzym-Ldsung. In Tabelle 14
sind die zugehoérigen Signalparameter aufgefiihrt. Sie wurden mithilfe eines bi-
exponentiellen Modells ermittelt.
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Abbildung 49: Verlauf der Signalintensitat in einer UTE-Sequenz fur das Sehnenpréapa-

rat 1 vor und nach der enzymatischen Behandlung mit Lokalisation der ROIs

Tabelle 14: Berechnete Signalparameter des Verlaufs der Signalintensitét in einer

UTE-Sequenz fir das Sehnenpréparat 1 vor und nach der enzymatischen Behandlung

Parameter Vor Enzym Nach Enzym Injektionsstelle
- 0,4259 ms 1,717 ms 2,074 ms
2,
g (0,3909 ms; 0,4677 ms) (1,636 ms; 1,808 ms) (1,539 ms; 3,181 ms)
T 6,472 ms 10,57 ms 22,79 ms
2,1
(5,974 ms; 7,067 ms) (9,606 ms; 11,74 ms) (21,79 ms; 23,89 ms)
. 77,22 % 76,63 % 11,98 %
Fractiong
(75,09 %; 79,26 %) (74,21%; 79,06 %) (9,84 %; 14,13 %)
. 22,78 % 23,37 % 88,02 %
Fraction,
(20,74 %; 24,91 %) (20,94 %; 25,79 %) (85,87%; 90,16 %)
R? 0,9933 0,9988 0,9969
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Abbildung 50 zeigt den Abfall der Signalintensitat fir das Sehnenpraparat 2 vor
und nach der 24-stiindigen Erwarmung. Mittels bi-exponentieller Kurvenanpas-

sung wurden die entsprechenden Signalparameter ermittelt. Diese sind in Ta-
belle 15 aufgelistet.
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Abbildung 50: Verlauf der Signalintensitat in einer UTE-Sequenz fir das Sehnenpréapa-

rat 2 als Kontrolle ohne enzymatische Behandlung

90



Tabelle 15: Berechnete Signalparameter des Verlaufs der Signalintensitét in einer

UTE-Sequenz fir das Sehnenpréaparat 2 als Kontrolle ohne enzymatische Behandlung

Parameter Vor Erwarmung Nach Erwarmung
- 0,3046 ms 0,4369 ms
2,
g (0,2765 ms; 0,3392 ms) (0,4182 ms; 0,4570 ms)
- 7,559 ms 16,06 ms
2,1
(7,062 ms; 8,130 ms) (14,81 ms; 17,54 ms)
. 75,71 % 86,13 %
Fractiong
(73,56 %; 77,72 %) (85,28 %; 86,95 %)
. 24,29 % 13,87 %
Fraction,
(22,28 %; 26,44 %) (13,05 %; 14,72 %)
R? 0,9911 0,9962

5.3.4 Eigenschaften der spektralen Komponenten von Sehnen-

gewebe

Im Spektrum von Sehnengewebe gibt es einen Frequenzbereich mit erhéhter
Signalintensitat bei 1,3 ppm. Um die Eigenschaften dieses Frequenzbereichs zu
untersuchen, wurden Spektren mit einer Serie variabler Echozeiten aufgenom-
men. Die volumenselektive STEAM-Spektroskopie erfasste ein Voxel von
10x 10 x 20 mm GroRRe im Zentrum des Sehnenprdparats. Sie wurde mit
Tr = 1370 ms, Tm = 30 ms, 256 Akquisitionen, mit Wassersattigung und mit Outer
Volume Suppression (OVS) durchgefiihrt. Die Outer Volume Suppression stellt
sicher, dass das Spektrum nicht durch Gewebe beeinflusst wird, das aul3erhalb
des Voxels liegt. Die verwendeten Echozeiten lagen zwischen Te = 5,4 ms und
Te = 100 ms. Abbildung 51 zeigt das Spektrum, das fur Te = 5,4 ms aufgenom-

men wurde.
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In den phasenkorrigierten Spektren wurde die maximale Intensitat des Frequenz-
bereichs bei 1,3 ppm jeweils in Bezug auf die Baseline ausgemessen. Die Werte
wurden in Abbildung 52 graphisch in Abhangigkeit von den Echozeiten darge-
stellt. Die Kurve zeigt im Wesentlichen einen exponentiellen Abfall der maximalen
Intensitat des Signalbereichs. Daher wurde mithilfe von Matlab eine mono-expo-
nentielle Kurvenanpassung durchgefiihrt. Das Ergebnis flr die Zeitkonstante des

transversalen Signalabfalls ist in Tabelle 16 aufgefthrt.
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Abbildung 51: STEAM-Spektrum von Sehnengewebe mit OVS (Outer Volume Supp-
ression) bei Te = 5,4 ms und mit Wasserunterdriickung mit Positionierung des Voxels

in drei Raumrichtungen
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Abbildung 52: Zeitlicher Abfall der maximalen Intensitat des Frequenzbereichs bei

1,3 ppm im STEAM-Spektrum fiir Sehnengewebe

Tabelle 16: Ermittelter T>-Wert der spektralen Komponente bei 1,3 ppm im STEAM-
Spektrum fur Sehnengewebe

T2 95%-Konfidenzintervall

60,83 ms 52,74 ms; 71,89 ms

R? = 0,9511

Die maximale Intensitat des Signalbereichs bei 1,3 ppm im STEAM-Spektrum
zeigte einen transversalen Signalabfall mit einer Zeitkonstanten von etwa 61 ms.
Der Signalabfall in Sehnengewebe erfolgte deutlich langsamer als bei der 50%i-
gen Losung von Kollagenpulver in H20 beziehungsweise D20. Hier lagen fiir die

drei charakteristischen Kollagen-Signalkomponenten zwischen 0,8 ppm und
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2,2 ppm die Zeitkonstanten fur den transversalen Signalabfall zwischen 15,2 ms
und 36,7 ms. Die spektrale Komponente bei 1,3 ppm in Sehnengewebe hat da-
von abweichende Eigenschaften. Die Zeitkonstante liegt naher an dem Wert, der
fur das Fettsignal in Muskelgewebe ermittelt wurde. Deswegen besteht die Ver-
mutung, dass die Signalkomponente bei 1,3 ppm in Sehnengewebe nicht durch
Kollagen, sondern durch geringe Mengen an Fettgewebe innerhalb der Sehne

zustande kommt.

5.3.5 Mechanisch zerkleinertes Sehnengewebe

Fir die drei Praparate mit mechanisch zerkleinertem Sehnengewebe in DPBS
wurde ebenfalls eine volumenselektive STEAM-Single-Voxel-Spektroskopie
durchgefiihrt. Das Voxel war jeweils 13 x 13 x 13 mm grof3. Die Spektren wurden
mit 256 Mittlungen, Tr = 1500 ms, ohne Wassersattigung und mit unterschiedli-
chen Echozeiten aufgenommen. Die verwendeten Echozeiten lagen zwischen
Te =5,4 ms und Te = 100 ms. In den Spektren zeigte sich bis zu einer Echozeit
von 50 ms ein Signalbereich bei 1,3 ppm. Da das Signal in diesem Frequenzbe-
reich bei héheren Echozeiten nicht mehr zu sehen war, wurden die entsprechen-
den Spektren bei der quantitativen Auswertung nicht bericksichtigt. Auch in
diesem Fall besteht die Moglichkeit, dass die Signalkomponente bei 1,3 ppm
durch geringe Mengen an Fettgewebe und nicht durch Kollagen hervorgerufen

wird.

In den phasenkorrigierten Spektren von Te = 5,4 ms bis Te = 50 ms wurde fur
jedes Praparat die maximale Signalintensitat der Signalkomponente bei 1,3 ppm
in Bezug auf die jeweilige Baseline ausgemessen. Dabei zeigte sich im Wesent-
lichen ein exponentieller Abfall der Signalintensitat in Abhangigkeit von der Echo-
zeit. Mithilfe von Matlab wurde eine mono-exponentielle Kurvenanpassung
durchgefuhrt. Diese ergab fur jedes der drei Praparate eine Zeitkonstante fir den
transversalen Signalabfall. Die ermittelten Konstanten sind in Tabelle 17 aufge-

listet.
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Tabelle 17: Ermittelte To-Werte des Frequenzbereichs bei 1,3 ppm im STEAM-Spekt-

rum fir zerkleinertes Sehnengewebe

T2

(10,73 ms; 22,46 ms)

Praparat 1 14,52 ms
R? =0,9166
; (8,651 ms; 16,56 ms)
Praparat 2 11,36 ms
R? =0,9403
» (6,002 ms; 29,31 ms)
Praparat 3 9,960 ms

R? =0,7759

Die mechanische Zerkleinerung des Sehnengewebes allein verursachte keine
wesentliche Veranderung des STEAM-Spektrums. Es zeigte sich nach wie vor
ein Signal bei 1,3 ppm, dessen Intensitat mit zunehmender Echozeit exponentiell
abfiel. Die entsprechenden Zeitkonstanten waren mit 10,0 ms bis 14,5 ms nied-
riger als fur eine native Sehne. Hierbei spielte vermutlich unter anderem der Ma-
gic-Angle-Effekt eine Rolle, wonach sich bei Gewebe mit einem hohen
Organisationsgrad die Geschwindigkeit der T2-Relaxation in Abhangigkeit von
der Orientierung zum statischen Magnetfeld verandert. Wahrend die Kollagenfa-
sern des nativen Sehnenpréparats in einem bestimmten Winkel zu Bo orientiert
waren, war dies fur das mechanisch zerkleinerte Sehnengewebe nicht der Fall.
Stattdessen lagen viele unterschiedliche Orientierungen der Kollagenfasern zum

statischen Magnetfeld vor.

Die Beobachtung, dass die mechanische Zerkleinerung von Sehnengewebe das
Spektrum nicht wesentlich verandert hat, liegt vermutlich darin begrtindet, dass
die molekulare Struktur des Kollagens nicht beeinflusst wurde. Die GrofRe der
Sehnenstiicke war nach der mechanischen Zerkleinerung mit etwa 250 pm zu

grof3, um Veranderungen auf molekularer Ebene hervorzurufen.
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Die Praparate 1 und 3 wurden 24 Stunden lang bei 37 °C mit dem Enzym Colla-
genase B behandelt. Das Praparat 2 diente als Kontrolle und wurde ohne Hinzu-
gabe eines Enzyms ebenfalls fir 24 Stunden bei 37 °C in den Warmeschrank
gestellt. Anschliel3end wurden die Proben 24 Stunden lang bei etwa 5 °C im Kuhl-
schrank aufbewahrt, um nach einer Aufwarmphase bei Raumtemperatur am 3T-

MRT spektroskopisch untersucht zu werden.

Die Spektroskopie erfolgte fur die Praparate 1 und 3 mit einheitlichen Messpara-
metern. Es wurde jeweils eine volumenselektive Single-Voxel-Spektroskopie mit
einer STEAM-Sequenz durchgefihrt. Das gemessene Voxel war
13 x 13 x13 mm grofR. Die Spektren wurden mit Wassersattigung und mit
256 Mittlungen aufgenommen. Te lag zwischen 5,4 ms und 200 ms. Fir die
Echozeiten unter 100 ms wurde eine Repetitionszeit von Tr = 1500 ms gewahlt.
Ab Te = 100 ms wurde Tr auf 2000 ms erhoht. Abbildung 53 zeigt das Spektrum
des enzymatisch verdauten Praparats 1 bei Te = 5,4 ms.

Das abgebildete Spektrum fur Préparat 1 zeigt Signalkomponenten mit einer ho-
hen Intensitat bei 0,8 ppm, 1,25 ppm und 1,9 ppm. Bei den chemischen Verschie-
bungen 6,7 ppm, 7,15 ppm und 7,9 ppm liegen ebenfalls Signalbereiche, deren
Intensitat niedriger ist. Das Spektrum von Praparat 3 ist in Abbildung 54 zu sehen
und zeigt dieselben Charakteristika, wohingegen sich das Spektrum von Préparat

2 durch die 24-stiindige Erwarmung nicht verandert hat.
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Frequenz [ppm]

Abbildung 53: STEAM-Spektrum des mechanisch zerkleinerten und enzymatisch ver-
dauten Sehnenpraparats 1 (Te = 5,4 ms, mit Wasserunterdrtickung) mit Positionierung
des Voxels in drei Raumrichtungen und Nummerierung von sechs charakteristischen

Signalkomponenten
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Abbildung 54: STEAM-Spektrum des mechanisch zerkleinerten und enzymatisch ver-
dauten Sehnenpréparats 3 (Te = 5,4 ms, mit Wasserunterdriickung) mit Nummerierung

von sechs charakteristischen Signalkomponenten

Die Sehnenpréaparate 1 und 3 waren in gleicher Weise mechanisch zerkleinert
und enzymatisch verdaut worden. Fur die quantitative Auswertung der Spektren
der Sehnenpraparate 1 und 3 wurden die maximalen Signalintensitaten der
sechs beschriebenen Frequenzbereiche im Spektrum in Bezug auf die Baseline
ausgemessen. Dies erfolgte fur die phasenkorrigierten Spektren von Te = 5,4 ms
bis einschlie3lich Te = 150 ms. Die maximale Intensitat der Frequenzbereiche
wurde in Abhangigkeit von der Echozeit aufgetragen. Die entsprechenden Dia-
gramme fUr das Préparat 3 sind in den Abbildungen 55 und 56 zu sehen. Insbe-
sondere die Signalkomponenten bei 0,8 ppm, 1,25 ppm und 1,9 ppm weisen
einen exponentiellen Abfall der Signalintensitéat mit ansteigendem Te auf. Fur alle
Signalbereiche wurde eine mono-exponentielle Kurvenanpassung mit Matlab
durchgefuhrt. Die errechneten Zeitkonstanten fir den transversalen Signalabfall

sind fur Praparat 3 in Tabelle 18 aufgefihrt.
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Abbildung 55: Abfall der maximalen Intensitat der Kollagen-Signalbereiche im STEAM-
Spektrum fur das zerkleinerte und enzymatisch verdaute Sehnenpraparat 3
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Abbildung 56: Intensitatsabfall weiterer Signalbereiche im STEAM-Spektrum fur das
zerkleinerte und enzymatisch verdaute Sehnenpraparat 3
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Tabelle 18: Ermittelte T>-Werte der spektralen Komponenten im STEAM-Spektrum fir

das zerkleinerte und enzymatisch verdaute Sehnenpréaparat 3

T2

Signalbereich 1

(56,18 ms; 67,43 ms)

(0,8 ppm) oLarms R? = 0,9848
Signalbereich 2 51,81 ms (51,81 ms; 57,11 ms)
(1,25 ppm) R? =0,9853
Signalbereich 3 27 46 ms (25,55 ms; 29,67 ms)
(1,9 ppm) R? = 0,9925
Signalbereich 4 52.11 ms (42,41 ms; 67,57 ms)
(6,7 ppm) R? = 0,8941
Signalbereich 5 87 41lms (77,22 ms; 100,7 ms)
(7,15 ppm) R? = 10,9579
Signalbereich 6 50,56 ms (46,58 ms; 55,28 ms)

(7,9 ppm)

R? = 10,9865

Die Auswertung der Spektren flr das mechanisch zerkleinerte und anschlieBend
enzymatisch verdaute Sehnenpraparat 1 erfolgte in analoger Weise. Tabelle 19
zeigt die mithilfe von Matlab ermittelten Zeitkonstanten fiir den transversalen Sig-
nalabfall der sechs Signalbereiche. Fir das Kontrollpraparat 2 wurde der Signal-
bereich bei 1,3 ppm ausgewertet, wie das fur alle drei Préparate vor der
enzymatischen Verdauung durchgefiihrt worden war. Die zugehérigen Ergeb-

nisse sind in Tabelle 20 aufgefuhrt.
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Tabelle 19: Ermittelte T>-Werte der spektralen Komponenten im STEAM-Spektrum fir

das zerkleinerte und enzymatisch verdaute Sehnenpréparat 1

T2
Signalbereich 1 s (57,50 ms; 69,64 ms)
(0,8 ppm) R? = 0,9831
Signalbereich 2 52,66 ms (48,40 ms; 57,77 ms)
(1,25 ppm) R? = 10,9867
Signalbereich 3 28,30 ms (26,40 ms; 30,51 ms)
(1,9 ppm) R*=0,993
Signalbereich 4 72.36 ms (61,92 ms; 87,03 ms)
(6,7 ppm) R? = 0,9405
Signalbereich 5 89,53 ms (80,19 ms; 101,4 ms)
(7,15 ppm) R? =0,9683
Signalbereich 6 52.71 ms (47,17 ms; 59,77 ms)
(7,9 ppm) R? =0,9753

Tabelle 20: Ermittelter T.-Wert des Signals bei 1,3 ppm im STEAM-Spektrum fur das
zerkleinerte Sehnenpraparat 2

T2

(8,873 ms; 24,49 ms)

Praparat 2 13,03 ms
R? = 0,8577

Nach der enzymatischen Verdauung mit Collagenase B konnten mittels STEAM-
Spektroskopie mehrere Signalbereiche identifiziert werden. Diese stimmten mit
den Signalkomponenten im STEAM-Spektrum von in Wasser geléstem Kollagen-

pulver Uberein. Die Signalbereiche bei 0,8 ppm, 1,25 ppm und 1,9 ppm wiesen
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T2-Werte auf, die alle drei in einem festen Verhéltnis zu denen der 50%igen L06-
sung von Kollagenpulver in H20 stehen. Aufgrund der erzielten Ergebnisse ist
davon auszugehen, dass das Enzym Kollagenase das Kollagen des Sehnenge-
webes so stark abgebaut hat, dass die Abbauprodukte sich in der Flussigkeit
geldst haben. Kollagenase baut die Polypeptidketten des Kollagens zu kiirzeren
Fragmenten ab und entwindet dadurch auch die tripelhelikale Struktur des Kolla-
gens. Daher erscheint es plausibel, dass kiirzere Peptidketten das Abbauprodukt
des Kollagens sind. Diesen Organisationsgrad weist Kollagen auch in Pulverform
auf.

Das Sehnenpraparat 3 wurde nach Zugabe von weiteren 10 mg Collagenase B
so lange bei 37 °C inkubiert, bis keine festen Bestandteile mehr zu sehen waren.
Abbildung 57 zeigt den Signalabfall, der mittels UTE-Bildgebung gemessen
wurde. Es sind Oszillationen mit einer Periodendauer von ungefahr 2 ms zu er-
kennen. Nach etwa 9 ms fallt die Signalintensitat fir eine Dauer von circa 2 ms

durchgehend ab, bevor sich das Oszillationsmuster fortgesetzt.

360
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Abbildung 57: Signalintensitat des vollstandig enzymatisch verdauten Sehnenpréparats
3 in einer UTE-Sequenz
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Abbildung 58 zeigt ein STEAM-Spektrum des vollstandig enzymatisch verdauten
Sehnenpréparats 3, das mit 13 x 13 x 13 mm VoxelgroRe, 256 Mittlungen,
Tr =1500 ms, Te = 5,4 ms und mit Wassersattigung aufgenommen wurde. In
diesem Spektrum sind mehrere Signalbereiche mit einer chemischen Verschie-
bung zwischen 0,5 ppm und 3,0 ppm zu erkennen. Weitere Spektren wurden fur
Echozeiten bis Te = 150 ms aufgenommen. Auch hier wurde quantitativ ausge-
wertet, mit welchen Zeitkonstanten die maximale Intensitéat der Signalbereiche 1
bis 6 abnimmt. Tabelle 21 zeigt die zugehotrigen Ergebnisse.

6 4 H>O

| 1 | | 1 L | | 1 L

9 8 7 6 5 4 3 2 1 0
Frequenz [ppm]

Abbildung 58: STEAM-Spektrum von vollstandig enzymatisch verdautem Sehnenge-
webe in flissiger Form (Te = 5,4 ms, mit Wasserunterdriickung) mit Positionierung des
Voxels in drei Raumrichtungen und Nummerierung von sechs charakteristischen
Signalkomponenten
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Das STEAM-Spektrum von vollstandig in den flissigen Zustand Uberfihrtem
Sehnengewebe zeigte schmalere Signalbereiche als die Spektren von enzyma-
tisch verdautem Sehnengewebe, welches noch feste Bestandteile enthielt. Das
lag vermutlich daran, dass bei der Spektroskopie einer Flussigkeit ein besserer
Shim maglich ist. Dadurch wurden weitere Frequenzkomponenten sichtbar, die
den Aminosauren Prolin, Lysin und Valin zugeordnet werden kénnen. Aul3erdem
ist eine groRere Menge an Kollagen in L6sung gegangen, nachdem das kom-
plette Sehnengewebe enzymatisch verdaut worden war.

Sowohl die STEAM-Spektroskopie als auch der Signalabfall in der UTE-Bildge-
bung wiesen fur Sehnengewebe, welches komplett in den flissigen Zustand
uberfuhrt worden war, dieselben Charakteristika wie fur die Losung von Kollagen-
pulver in Waser auf. Aufgrund dessen ist davon auszugehen, dass das Enzym
Collagenase B das Kollagen des Sehnengewebes soweit abgebaut hat, dass das
geldste Kollagen in einer ahnlichen Form wie in Kollagenpulver vorliegt. Diese
Vermutung ist mit der Funktionsweise des Enzyms Kollagenase vereinbar. Das
Enzym spaltet kollagenspezifische Peptidbindungen und erzeugt dadurch kiir-
zere Peptidketten. Infolge dessen wird auch die Tripelhelix des Kollagens aufge-

[Ost.
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Tabelle 21: Ermittelte T>-Werte der spektralen Komponenten im STEAM-Spektrum fir

das Sehnenpréaparat 3 in fliissiger Form

T2
Signalbereich 1 o (58,,93 ms; 71,43 ms)
(0,8 ppm) R? = 0,9827
Signalbereich 2 62.34 ms (57,01 ms; 68,73 ms)
(1,25 ppm) R? = 10,9838
Signalbereich 3 51,60 ms (44,70 ms; 60,98 ms)
(1,9 ppm) R*=0,9515
Signalbereich 4 11,8 ms (84,39 ms; 165,8 ms)
(6,7 ppm) R% =0,7817
Signalbereich 5 94,07 ms (81,97 ms; 110,4 ms)
(7,15 ppm) R? = 0,9494
Signalbereich 6 84.46 ms (66,53 ms; 115,7 ms)
(7,9 ppm) R% = 0,8519

Vergleicht man die Zeitkonstanten fur den transversalen Signalabfall der spekt-
ralen Komponenten bei 0,8 ppm und 1,25 ppm fiir das in den flissigen Zustand
Uberfihrte Sehnengewebe mit den Werten fur die unterschiedlichen Konzentra-
tionen an Kollagenpulver, so ist davon auszugehen, dass die erzeugte Losung
einen Kollagen-Massenanteil von ungeféahr 4 % bis 6 % hatte. Die entsprechen-
den STEAM-Spektren zeigten auch qualitativ eine hohe Ubereinstimmung. Der
relativ niedrige Kollagenanteil kam unter anderem dadurch zustande, dass Seh-

nengewebe neben Kollagen auch relevanten Mengen an Wasser enthalt.

Abbildung 59 vergleicht das STEAM-Spektrum des vollstandig enzymatisch ver-
dauten Sehnenpraparats 3 mit dem STEAM-Spektrum desselben Praparats, als
dieses lediglich mechanisch zerkleinert war und in Flissigkeit gemessen wurde.
Fur beide STEAM-Spektren waren die Messparameter Te = 5,4 ms,
Tr = 1500 ms, 256 Mittlungen und 13 x 13 x 13 mm Voxelgrél3e. Die STEAM-
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Spektren wurden mit Wassersattigung aufgenommen. Die Spektren kénnen bei
gleicher Skalierung miteinander verglichen werden, weil in beiden Fallen mit der
gleichen Verstarkereinstellung gemessen wurde. Es ist zu erkennen, dass die
kollagenspezifischen spektralen Komponenten erst nach dem Abbau des organi-
sierten Kollagens durch das Enzym Kollagenase im STEAM-Spektrum sichtbar

geworden sind.

—Sehnenpréparat 3, vollstandig enzymatisch verdaut
—Sehnenpréparat 3, mechanisch zerkleinert

3
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Abbildung 59: STEAM-Spektrum von vollstandig enzymatisch verdautem Sehnenge-
webe in flissiger Form im Vergleich zum Zustand vor der enzymatischen Behandlung
(Te = 5,4 ms, mit Wasserunterdriickung) mit Nummerierung von sechs

charakteristischen Signalkomponenten

Vergleicht man die STEAM-Spektren der unterschiedlichen Konzentrationen von
geldstem Kollagenpulver in Wasser mit dem STEAM-Spektrum von vollstandig
enzymatisch verdautem Sehnengewebe, so zeigt die 6%ige Losung die hochste
Ubereinstimmung damit. Die beiden STEAM-Spektren wurden mit Te = 5,4 ms,
Tr = 1500 ms, 256 Mittlungen, 13 x 13 x 13 mm VoxelgréRe und mit

Wassersattigung aufgenommen und sind in Abbildung 60 zu sehen. Der
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Vergleich ist auch in diesem Fall bei gleicher Skalierung mdglich, weil beide
Spektren mit der gleichen Empfindlichkeit fir das Rauschen aufgenommen
wurden. Insbesondere die spektralen Komponenten mit chemischen
Verschiebungen zwischen 0,8 ppm und 2,2 ppm zeigen qualitativ und quantitativ
eine hohe Ubereinstimmung zwischen den beiden STEAM-Spektren. Die
Signalbereiche zwischen 6 ppm und 9 ppm weisen im STEAM-Spektrum der

6%igen Losung von Kollagenpulver in Wasser eine héhere Intensitat auf.

—Sehnenpréparat 3, vollstandig enzymatisch verdaut
—6%ige Lésung von Kollagenpulver in Wasser

Frequenz [ppm]

Abbildung 60: STEAM-Spektrum von vollstandig enzymatisch verdautem Sehnenge-
webe in flissiger Form im Vergleich zu 6%iger L6sung von Kollagenpulver in Wasser
(Te = 5,4 ms, mit Wasserunterdriickung) mit Nummerierung von sechs

charakteristischen Signalkomponenten

Im Frequenzbereich zwischen 0 ppm und 3 ppm ist es moglich, die Herkunft der
einzelnen spektralen Komponenten bestimmten Aminosduren zuzuordnen.
Vergleicht man die NMR-Spektren der Aminosauren Lysin, Valin, Prolin und

Hydroxyprolin als Referenz (49) mit dem vorliegenden Spektrum, so erhélt man
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die in Abbildung 61 gezeigte Zuordnung. Diese Aminosauren kommen mit einer

relativ hohen Haufigkeit in Kollagen vor.

—Sehnenpraparat 3, vollstdndig enzymatisch verdaut
—6%ige Losung von Kollagenpulver in Wasser
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Pro val
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Abbildung 61: Zuordnung der spektralen Komponenten in den STEAM-Spektren
(Te = 5,4 ms, mit Wasserunterdriickung) von vollstandig enzymatisch verdautem Seh-
nengewebe und 6%iger Losung von Kollagenpulver in Wasser zu bestimmten Amino-

sauren
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5.4 UTE-Bildgebung und Spektroskopie kollagenhalti-

ger Komponenten von Skelettmuskulatur

5.4.1 Muskelseptum

Das Muskelpraparat, das fir die Messung verwendet wurde, enthielt ein kraftig
ausgepréagtes Muskelseptum. Fur dieses Muskelseptum wurde ebenfalls der Ab-
fall der Signalintensitat ermittelt, indem ein langlicher Bereich im Zentrum des
Muskelseptums umfahren und dessen Flache den ermittelten Werten zugrunde
gelegt wurde. Die Entwicklung der Signalintensitat ist in Abbildung 62 zu sehen.
Der Kurvenverlauf lasst im Wesentlichen einen exponentiellen Abfall der Signal-
intensitat erkennen. Zwischen den Zeitpunkten 0,05 ms und 17,75 ms féllt die
Signalintensitat um etwa 83,03 % ab. Die Signalintensitat sinkt relativ schnell ab
und oszilliert Uber das gesamte dargestellte Zeitintervall mit einer Periodendauer
von ungefahr 2 ms. Ein starker Abfall der Signalintensitat zum Zeitpunkt 9 ms,
wie fur Kollagenhydrolysat zu beobachten war, konnte hier nicht identifiziert wer-

den.

Fur das Muskelseptum wurde trotz der leichten Oszillationen eine biexponentielle
Kurvenanpassung nach Gleichung 4 durchgefihrt. Fur die kurze und die lange
Signalkomponente wurden mit einem Bestimmtheitsmall von R? = 0,9937 die
Werte ermittelt, die in Tabelle 22 aufgefuhrt sind.

Das Muskelseptum zeigte in der UTE-Bildgebung eine schnell abfallende Signal-
komponente mit T2* = 0,42 ms. Trotz der niedrigen Signalfraktion der schnell re-
laxierenden Komponente von ungefahr 15 % bestatigten die Ergebnisse, dass im
Muskelseptum Kollagen enthalten ist. Die fest gebundenen Wasserstoffkerne
sind der kurzen Signalkomponente zuzuordnen. Die ermittelten Werte fur das
Muskelseptum weisen Charakteristika auf, die auch fir Sehnengewebe gezeigt

werden konnten.
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Abbildung 62: Signalintensitat eines Muskelseptums in einer UTE-Sequenz mit Lokali-
sation der ROI

Tabelle 22: Berechnete Signalparameter des Verlaufs der Signalintensitét in einer

UTE-Sequenz fir das Muskelseptum

Parameter 95%-Konfidenzintervall
T, =0,4168 ms 0,2581 ms; 1,083 ms
Fractiong = 14,87 % 10,11 %; 19,30 %
T;, = 10,84 ms 10,54 ms; 11,16 ms
Fraction; = 85,13 % 80,70 %; 89,89 %
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5.4.2 Muskel-Sehnen-Ubergang

Am Muskel-Sehnen-Ubergang gehen die beiden beteiligten Gewebearten inei-
nander tber. Abbildung 63 zeigt das Spektrum eines 10 x 10 x 20 mm grof3en
Voxels, das jeweils etwa zur Halfte Muskel- und Sehnengewebe beinhaltete. Die
STEAM-Spektroskopie erfolgte mit Te = 5,4 ms, Tr = 1500 ms, 256 Mittlungen
und ohne Wassersattigung. Wie im Spektrum des Muskelgewebes ist im Fre-
qguenzbereich bei 1,3 ppm eine erhdhte Signalintensitat vorhanden.

H.O

Fett
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Abbildung 63: STEAM-Spektrum des Muskel-Sehnen-Ubergangs (Te = 5,4 ms, ohne

Wasserunterdriickung) mit Positionierung des Voxels in drei Raumrichtungen
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6 Diskussion

6.1 UTE-Bildgebung und Spektroskopie von Kollagen-
hydrolysat

6.1.1 Losung von Kollagenpulver in Wasser

Im Folgenden werden die in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Messungen
mit denen von Siu et al. (40) verglichen. Siu et al. (40) fuhrten ebenfalls Messun-
gen von Kollagenhydrolysat mit einer UTE-Sequenz mit variablen Echozeiten
durch. Auch in dieser Studie kam NeoCell Super Collagen Type | and Il Powder
zum Einsatz. Die verwendete bi-exponentielle Beschreibung der Signalintensitét
durch Gleichung 1 geht davon aus, dass sich das gesamte Magnitudensignal als
Summe von zwei Signalkomponenten beschreiben lasst. Nach diesem Modell
oszilliert eine Signalkomponente mit einer bestimmten Frequenz und ihr wird ein
kurzer T2*-Wert zugeordnet. Siu et al. (40) gehen davon aus, dass diese schnell
relaxierende Signalkomponente durch die Protonen im Kollagenmolekul selbst
entsteht. Die andere Signalkomponente nach Gleichung 1 hat ein langeres T2*

und wird laut Siu et al. (40) durch Wassermolekile hervorgerufen.

Fur die 50%ige L6sung von Kollagenpulver in Wasser stimmten die ermittelten
Anteile der beiden Signalkomponenten gut mit den Ergebnissen von Siu et al.
(40) Uberein. Verglichen mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit lagen die
T2*-Werte bei Siu et al. (40) jedoch fur die schnell abfallende Signalkomponente
um etwa 56 % niedriger und fir die langsam abfallende Komponente um circa
82 % niedriger. Teilweise konnen diese Abweichungen dem T2*-Effekt zuge-
schrieben werden, da Siu et al. (40) einen Scanner mit 7 T Feldstarke verwende-
ten. Die Frequenz, mit der das Kollagensignal oszilliert, weist zwischen den
beiden Messungen eine gute Ubereinstimmung auf. Dabei wurde beriicksichtigt,
dass Bo bei Siu et al. (40) 7 T betrug.
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Das FID-Spektrum und das STEAM-Spektrum von in Wasser geldstem Kollagen-
pulver zeigten jeweils drei bis vier Signalbereiche mit chemischen Verschiebun-
gen zwischen 0,7 ppm und 2,2 ppm. Sowohl! Kaflak-Hachulska et al. (25) als auch
Siu et al. (40) konnten diese Signalkomponenten in den entsprechenden Fre-
guenzbereichen ebenfalls identifizieren. Die ermittelte Oszillationsfrequenz von
445,2 Hz entspricht einer chemischen Verschiebung von ungefahr 1,09 ppm. Da-
mit passt das aufgenommene Spektrum, in dem sich die Signalbereiche in die-
sem Bereich gruppieren, gut mit der berechneten Frequenz zusammen. Siu et al.
(40) konnten in ihren Messungen eine vergleichbare Korrelation zwischen Fre-
quenz und Spektrum bei 1,1 ppm feststellen. Bei Kaflak-Hachulska et al. (25)
befand sich fur gelostes Kollagenpulver Typ | eine Signalkomponente bei
1,5 ppm.

6.1.2 Losung von Kollagenpulver in Deuteriumoxid

Ma et al. (34) fihrten bei menschlichen Achillessehnen und kortikalem Knochen-
gewebe vom Rind einen Austausch von H20 zu D20 durch. Die Messungen mit-
tels UTE-Bildgebung ergaben bei Ma et al. (34), dass die Signalintensitat nach
dem Austausch schneller abfallt. Ein schnellerer Intensitatsabfall bei Lésung in
D20 konnte fiir Kollagenpulver auch in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden.
Die Messwerte widersprechen allerdings der Schlussfolgerung von Ma et al. (34),
dass Protonen, die in Kollagen gebunden sind, mit UTE-Sequenzen nicht detek-
tiert werden kénnen. Dem gegensétzlichen Fazit von Siu et al. (34), die ebenfalls
mit Kollagenpulver arbeiteten, ist auf der Grundlage der durchgefihrten Messun-
gen zuzustimmen. Ahnliche Ergebnisse wie fur den Austausch von H20 zu D20
berichteten Ma et al. (34) fur die Entfernung der austauschbaren Wassermole-

kule mittels Gefriertrocknung.

Es ist zu berticksichtigen, dass sich die Struktur des Kollagens zwischen mensch-

lichem und tierischem Gewebe, das Ma et al. (34) untersuchten, und Kollagen-

hydrolysat wesentlich unterscheidet. Im hydrolysierten Zustand liegen kurze

Peptide vor. Die Primar-, Sekundar- und Tertiarstruktur von nativem Kollagen ist
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teilweise beziehungsweise vollstandig zerstort. Aufgrund dessen ist die Ver-
gleichbarkeit zwischen den Messungen von Siu et al. (40), denen der vorliegen-

den Arbeit und den Untersuchungen von Ma et al. (34) limitiert.

6.1.3 Eigenschaften der spektralen Komponenten von geléstem

Kollagenpulver in H2O und D20

Es konnte gezeigt werden, dass der transversale Signalabfall der drei charakte-
ristischen Kollagen-Frequenzbereiche im STEAM-Spektrum von der Konzentra-
tion von Kollagenpulver in Wasser abhangig ist. Je niedriger die
Kollagenkonzentration ist, desto hoher sind die T2-Werte in der STEAM-Spektro-
skopie mit verschiedenen Echozeiten. Fir Kollagenkonzentrationen unter 10 %
konnte dieser Zusammenhang jedoch nicht ausnahmslos gezeigt werden. Dies
liegt mdglicherweise darin begriindet, dass die Konzentrationen der Proben rela-
tiv nah beieinander lagen. AuRerdem wird das Signal-Rauschen-Verhaltnis bei
niedrigen Konzentrationen schlechter.

Fur die Chemical-Shift-Bereiche bei 0,8 ppm und 1,25 ppm zeigte sich fir die
Konzentrationen gréRer als 10 % ein linearer Zusammenhang. Dieser setzte sich
fur die Konzentrationen unter 10 % nicht ohne Weiteres fort. Siu et al. (40) unter-
suchten unterschiedliche Konzentrationen von Kollagenpulver in Wasser mittels
UTE-Bildgebung und schlossen dabei niedrige Konzentrationen von ihrer Aus-
wertung aus. Grund daftir waren bei Siu et al. (40) Schwierigkeiten bei der An-
passung der Signalparameter. Dennoch sind die Ergebnisse aus der
vorliegenden Arbeit niitzlich zur groben Abschéatzung des Kollagenanteils ande-

rer Proben, die beispielsweise aus Sehnengewebe hergestellt worden sind.
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6.2 UTE-Bildgebung und Spektroskopie von Sehnenge-

webe

6.2.1 Gesundes Sehnengewebe

Der Signalabfall von gesundem Sehnengewebe wurde mit der beschriebenen
UTE-Sequenz mit variablen Echozeiten untersucht. Mathematisch wurde die Sig-
nalintensitat in Abhangigkeit von der Echozeit als Summe zweier Exponential-
funktionen angepasst. Die Intensitat beider Signalkomponenten fallt hierbei

jeweils exponentiell ab.

Juras et al. (24) zeigten, dass die Ermittlung der T2*-Werte anhand eines solchen
bi-exponentiellen Modells einem mono-exponentiellen Modell Giberlegen ist. Die-
sem Ergebnis lagen Untersuchungen zur Diagnose einer Tendinopathie der
Achillessehne zugrunde. Du et al. (11) untersuchten verschiedene menschliche
und tierische Gewebe aus dem Bewegungsapparat und kamen zu dem Schluss,
dass Knorpel, Menisken, Bander, Sehnen und Knochengewebe durch einen bi-
exponentiellen Signalabfall in UTE-Sequenzen mit variablen Echozeiten be-
schrieben werden kdnnen. Arbeiten, die die Aussagekraft des mono- und bi-ex-
ponentiellen Modells vergleichend untersuchten, kamen zu dem Ergebnis, dass
das bi-exponentielle Modell besser geeignet ist (6, 7, 24). Daneben gibt es auch
Studien, in denen bei Sehnen ein mono-exponentieller Signalabfall fir die Be-

rechnung von T2* angenommen wurde (15).

Die UTE-Messungen einer Sehne vom Rind ergaben T2*-Werte von etwa
0,74 ms fur die schnell abfallende Signalkomponente und circa 10 ms fur die
langsamer abfallende Komponente. In mehreren Studien wurden unter unter-
schiedlichen Fragestellungen die T2*-Werte fur Sehnengewebe mit einer bi-ex-
ponentiellen Analyse ermittelt (6, 7, 9, 23, 24). T2* lag fur die schnell relaxierende
Signalkomponente zwischen 0,3 ms und 1,3 ms und fur die langsam relaxierende
Komponente zwischen 8,2 ms und 20,4 ms. Die in der vorliegenden Arbeit ge-

messenen T2*-Werte flur Sehnengewebe lagen in beiden Fallen innerhalb des
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jeweiligen Intervalls und stimmen insofern mit den bisherigen Untersuchungen
Uberein. Der Anteil, den die schnell abfallende Signalkomponente zum Gesamt-
signal beitragt, lag bei Du et al. (11) fur die Achillessehne vom Rind bei 71 %. In
der vorliegenden Arbeit wurde mit etwa 58 % eine niedrigere Signalfraktion er-

mittelt.

Sehnen weisen zwar einen einheitlichen histologischen Aufbau auf, dennoch
mussen diverse Einflussfaktoren auf die Vergleichbarkeit der einzelnen Messun-
gen bericksichtigt werden. Die Lokalisation der Sehne und die Spezies, von der
die Sehne stammt, kbnnen Unterschiede in den T2*-Werten und den Signalfrak-
tionen verursachen. Ebenso ist von Bedeutung, ob die jeweiligen Messungen in
vivo oder in vitro durchgefuhrt wurden. Bei in-vitro-Messungen sind Unterschiede
in Abhangigkeit vom Alter des Praparats und der Zusammensetzung der Flissig-
keit, in der es aufbewahrt und gemessen wurde, zu erwarten. Der Magic-Angle-
Effekt muss bertcksichtigt werden, da sich T2* je nach Orientierung der Sehnen-
fasern zum statischen Magnetfeld Bo teilweise stark verandert (14). Alle genann-
ten Punkte fuhren dazu, dass die ermittelten T2*-Werte und die Fraktionen der
beiden Signalkomponenten nur eingeschrankt mit den Ergebnissen anderer Stu-

dien verglichen werden kdnnen.

Diaz et al. (9) untersuchten Sehnengewebe mittels UTE-Bildgebung mit variablen
Echozeiten, um gebundenes und freies Wasser zu quantifizieren. Das im Rah-
men der vorliegenden Arbeit aufgenommene STEAM-Spektrum einer Sehne ist
in Abbildung 44 dargestellt. Es zeigte eine Signalkomponente bei 1,3 ppm. In
diesem Frequenzbereich liegen auch die fir Kollagenhydrolysat charakteristi-
schen Signalkomponenten. Daher wére es mdoglich, dass die chemischen Ver-
schiebungen in diesem Bereich durch Wasserstoffkerne im Kollagenmolekil

zustande kommen, wenngleich mdglicherweise auch ein Fettsignal vorliegt.

Die erneute Messung der Sehne mittels UTE-Bildgebung nach 14 Tagen ergab
einen leicht angestiegenen T2*-Wert von ungeféhr 1,1 ms fur die schnell abfal-
lende Signalkomponente. Ihre Signalfraktion lag mit 66 % ebenfalls hoher. Im
Gegensatz dazu blieb der T2*-Wert der langsam abfallenden Signalkomponente

konstant. Samtliche Werte liegen innerhalb der Intervalle der Werte, die mithilfe
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eines bi-exponentiellen Modells fir Sehnengewebe ermittelt wurden (6, 7, 9, 23,
24). In Anbetracht der Tatsache, dass die Abweichungen gering sind, ist davon
auszugehen, dass der Organisationsgrad von Sehnengewebe innerhalb der
untersuchten Zeitspanne lediglich geringen Einfllissen unterlag.

6.2.2 Magic-Angle-Effekt von Sehnengewebe

Berendsen (4) stellte 1962 fest, dass die Querrelaxation von Sehnengewebe von
der Orientierung zum Magnetfeld abhangig ist. Er konnte bei einem Winkel von
55° zwischen der Langsrichtung der Sehne und Bo eine um den Faktor funf ho-
here Signalintensitat als bei 0° messen. Untersuchungen von Fullerton et al. (13)
zufolge verandern Variationen des Winkels zwischen der Verlaufsrichtung der
Sehne und dem statischen Magnetfeld Bo die Intensitat der gemessenen Spi-
necho-Signale um den Faktor sechs. Dies kommt durch Dipoleffekte zustande.
Krasnosselskaia et al. (28) kamen zu dem Ergebnis, dass sich die Amplitude des
FID-Signals in vergleichbarer Weise verandert. Der Magic-Angle-Effekt konnte
fur die Achillessehnen menschlicher Korperspender (10), die oberflachlichen
Beugesehnen von Pferden in vitro (39) und die Sehnen der Rotatorenmanschette
menschlicher Kérperspender (52) nachgewiesen werden. Die erwdhnten Unter-
suchungen haben Ubereinstimmend ergeben, dass T2* fir den magischen Winkel
von circa 55° ein Maximum hat und die Signalintensitéat in T2-gewichteten Bildern
unter diesem Winkel am hdchsten ist (5). Bei einem Winkel von 90° sind die Sig-

nalintensitat und T2* geringfigig héher als bei 0° (5).

Fur die Achillessehne ermittelten Fullerton et al. (13) einen Anstieg von T2 von
0,6 ms auf 22 ms und Henkelman et al. (17) einen Anstieg von 7 ms auf 23 ms,
wenn die Sehne in einem Winkel von 55° statt 0° zum Magnetfeld ausgerichtet
wurde. Die UTE-Messungen der vorliegenden Arbeit haben ergeben, dass der
T2*-Wert der schnell abfallenden Signalkomponente von etwa 0,3 ms auf 2,0 ms
ansteigt, wenn der Winkel von 0° auf 55° verandert wird. Dies entspricht einem

Anstieg ungefahr um den Faktor sechs. Fur die Zeitpunkte 5 ms, 10 ms und
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15 ms wurde jeweils der Quotient der Signalintensitaten bei 55° und 0° berech-
net. Die bei 55° gemessene Intensitat lag jeweils um den Faktor 7,3 bis 8,6 héher
als bei 0°. Diese Werte zeigen eine gute Ubereinstimmung mit den Ergebnissen
der Arbeiten von Fullerton et al. (13) und Krasnosselskaia et al. (28).

Neben dem T2*-Wert der schnell abfallenden Signalkomponente ist auch die zu-
gehdorige Signalfraktion ein wesentlicher Einflussfaktor auf die Geschwindigkeit,
mit der die Signalintensitat abfallt. Mit der Ausrichtung der Sehne im 55°-Winkel
zum Magnetfeld wurde der Anteil, den die schnell abfallende Komponente zum
Gesamtsignal beitragt, deutlich niedriger. Er lag fur 55° bei ungefahr 34 %, wo-
hingegen er bei der entlang dem Magnetfeld orientierten Sehne etwa 89 % be-
trug. Wurde die Sehne senkrecht zum Magnetfeld ausgerichtet, so trug die
schnelle Signalkomponente einen Anteil von circa 82 % zum Gesamtsignal bei.
Der zugehorige T2*-Wert lag bei circa 1,5 ms und war damit héher als bei 0°. Die
Signalintensitat lag bei 90° um den Faktor 2,2 héher als bei 0°, wenn die Echozeit

5 ms betrug. Fur Te = 10 ms betrug der Faktor ungefahr 1,3.

Eigentlich wiirde man lediglich eine T2*-Anderung bei gleichbleibenden Anteilen
der Signalfraktionen erwarten, weil sich die molekulare Zusammensetzung der
Sehne nicht in Abhangigkeit von der Orientierung zum Magnetfeld &ndert. Die bi-
exponentielle Anpassung der Intensitat des Magnitudensignals als Funktion der
Echozeit hat jedoch die aufgefuihrten Ergebnisse ergeben. Dabei handelt es sich
um mathematische Anpassungen der gemessenen Werte, die entsprechend kri-

tisch hinterfragt werden mussen.

Li und Mirowitz (30) verwendeten verschiedene Sequenzen, um Werte fir die
unterschiedliche Signalintensitét in Abhangigkeit von der Orientierung der Sehne
zum Magnetfeld zu ermitteln. Diese stimmen mit den Ergebnissen der vorliegen-

den Arbeit Uberein.
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6.2.3 Enzymatisch verdautes Sehnengewebe

Die durchgefuihrten Messungen haben gezeigt, dass die T2*-Werte bei Sehnen-
gewebe nach der lokalen Injektion einer Kollagenase ansteigen. Bachmann et al.
(3) behandelten ebenfalls Sehnenpraparate enzymatisch und fuhrten ein T2*-
Mapping durch. In der genannten Arbeit konnte nach der Behandlung mit hoch-
konzentrierter Collagenase B ein signifikanter Anstieg von T2* an der Injektions-
stelle nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu fuhrte die Behandlung von
Sehnen mit einem Enzym, welches die Querverbindungen von Kollagen zerstort,
bei Bachmann et al. (3) nicht zu einer signifikanten Veréanderung der T2*-Werte
im Vergleich zu den Kontrollpraparaten. In Anbetracht der Tatsache, dass auch
in der vorliegenden Arbeit das Enzym Collagenase B verwendet wurde, konnten
die Ergebnisse von Bachmann et al. (3) bestatigt werden. Rahal et al. (14) be-
handelten Sehnengewebe mit einer anderen Collagenase. Sie stellten in der
T2*-gewichteten Bildgebung einen Intensitatsanstieg an der Injektionsstelle des

Enzyms fest.

Wenn eine enzymatische Lésung an einer bestimmten Stelle in eine Sehne inji-
ziert wird, kann nicht mit letzter Sicherheit ausgeschlossen werden, dass die ver-
anderten Signaleigenschaften durch das Enzym oder die Flussigkeit selbst
zustande kommen. Bachmann et al. (3) betrachteten histologische Schnitte der
Collagenase-behandelten Sehnenpréparate im Vergleich zu den Kontrollprapa-
raten. An der Injektionsstelle des Enzyms konnten Degenerationszeichen, wie
beispielsweise abgerissene Kollagenfasern, identifiziert werden. Diese Beobach-
tung spricht daftr, dass der Anstieg von T2* in der bi-exponentiellen Kurvenan-
passung tatsachlich durch die veranderte molekulare Struktur des Kollagens

erzeugt wurde.

Ein wichtiges Ergebnis der vorliegenden Arbeit ist das Auftreten von Kollagensig-
nalen in der 'H-Spektroskopie nach der vollstandigen enzymatischen Aufspal-
tung von tierischem Sehnenmaterial. Das Enzym Kollagenase bewirkt, dass das
vorhandene Kollagen hydrolysiert und in Flussigkeit aufgeldst wird. Dadurch wird
Kollagen in STEAM-Spektren mit Te = 5,4 ms signalgebend.
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6.3 Methodisches Vorgehen

Die verwendeten Messsequenzen waren im Wesentlichen geeignet fur die zu
untersuchende Fragestellung. Dennoch gehen mit den einzelnen Messmethoden

gewisse Limitationen einher, auf die im Folgenden eingegangen wird.

Mit der verwendeten UTE-Sequenz mit spiralférmigem Auslesen des Rohdaten-
raums wurden Messungen mit einer Serie variabler Echozeiten zwischen
0,05 ms und 17,75 ms durchgefuhrt, deren Abstand in der Regel 0,25 ms betrug.
Sowohl dieses Zeitintervall als auch die kirzeste Echozeit Te = 0,05 ms ermdg-
lichten bei den meisten Proben eine ausreichende Kontrastierung, obwohl Kol-
lagen schnell relaxiert. Bei manchen Proben wéren entweder zusatzliche langere
Echozeiten oder kirzere Echozeiten als 0,05 ms hilfreich gewesen. Bei kortika-
lem Knochengewebe handelte es sich um eine Probe, die so schnell relaxiert,
dass mit der verwendeten UTE-Sequenz keine Messungen mit einem akzeptab-
len Signal-Rausch-Verhaltnis durchgefiihrt werden konnten. Wahrend man unter
Anpassung anderer Messparameter wie beispielsweise der Repetitionszeit Tr
ohne grofRere Probleme in einem gewissen Rahmen Messungen mit l&angeren
Echozeiten als 17,75 ms durchfihren kann, gestaltet sich die Verklirzung der

Echozeit auf unter 0,05 ms aus technischen Griinden schwieriger.

Bei den UTE-Messungen der vorliegenden Arbeit wurde ausschlief3lich das Mag-
nitudensignal aufgenommen und ausgewertet. Dabei handelt es sich nur um ei-
nen Teil der Informationen, welche mit dieser Messmethode gewonnen werden
kénnen. Im Rahmen weiterer Untersuchungen von Kollagen mittels UTE-Bildge-
bung wirde es sich anbieten, auch die Phaseninformation bei der Auswertung

der Daten zu bericksichtigen.

Bei der Untersuchung von tierischem Gewebe lieferte die UTE-Bildgebung in der
Regel eine ausreichende Bildqualitat, um geeignete ROIs fur die Auswertung
auszuwéhlen. Die Beschaffenheit von biologischem Gewebe unterliegt allerdings
diversen Einflussfaktoren, so dass die Proben untereinander in einem gewissen

Rahmen Unterschiede aufweisen.
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Die volumenselektive STEAM-Spektroskopie kam insbesondere mit Te = 5,4 ms
zum Einsatz und erzeugte fir flissige Proben 'H-Spektren mit guter Qualitat. Bei
nativem Sehnengewebe hingegen gestaltete sich der Messprozess deutlich
schwieriger und die STEAM-Spektren wiesen ein schlechteres Signal-Rausch-
Verhéltnis auf. Bei der STEAM-Spektroskopie vergeht eine vergleichsweise
lange Zeit zwischen der Erzeugung des Echos und dem Auslesen der Daten.
Angesichts dessen, dass Kollagen in Sehnengewebe sehr schnell relaxiert, wir-
den STEAM-Spektren mit kiirzeren Echozeiten eventuell zusatzliche Informatio-
nen Uber die spektralen Signalkomponenten liefern. Méglicherweise liefl3e sich
das Messprotokoll in Zukunft diesbeziiglich optimieren. Grundsatzlich ist jedoch
zu berucksichtigen, dass die Messmethode der Spektroskopie primar fir Flissig-

keiten und weniger fur Festkorper entwickelt wurde.

Die Methode der FID-Spektroskopie ermdglichte die Aufnahme von FID-Spektren
mit einer zeitlichen Verzdgerung von 0,1 ms ab dem Ende des HF-Pulses. Ein
weiterer Vorteil der FID-Spektroskopie ist, dass man FID-Spektren aufgrund des
ahnlichen Sequenzablaufs mit den Ergebnissen der UTE-Bildgebung vergleichen
kann. Die Losung von Kollagenpulver in Wasser wurde fur die FID-Spektroskopie
in einen Tischtennisball gefullt, damit der Einfluss von Feldinhomogenitaten mog-
lichst gering bleibt. Dieses Ziel im Hinblick auf die Messqualitat war mit Festkor-
pern wie beispielsweise einer tierischen Sehne nicht zu erreichen. Daher wurde
der einfacher durchzufiihrenden volumenselektiven STEAM-Spektroskopie in
der vorliegenden Arbeit meist der Vorzug gegeben. Einen weiteren Erkenntnis-
gewinn konnte die Entwicklung einer volumenselektiven FID-Spektroskopie als

Messmethode liefern.

Die meisten Messungen mit den beschriebenen Sequenzen wurden mit der Kopf-
spule durchgefluhrt. Dabei konnte in der Regel innerhalb einer akzeptablen Mess-
zeit ein gutes Signal-Rausch-Verhéltnis erreicht werden. Es ist jedoch maéglich,
dass man mit der Handgelenksspule, welche fiir ein deutlich geringeres Volumen
sensitiv ist, Messergebnisse mit einer besseren Qualitat erhalten kénnte. Dies

wurde jedoch die Verwendung kleinerer ProbengefalRe erforderlich machen.
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6.4 Schlussfolgerung

In der vorliegenden Arbeit konnten folgende neue Erkenntnisse zu den Signalei-
genschaften von Kollagen in der UTE-Bildgebung, FID-Spektroskopie und
STEAM-Spektroskopie gewonnen werden:

Das Signal von Lésungen von Kollagenpulver in H20 und D20 zeigt in der UTE-
Bildgebung als Funktion der Echozeit ein charakteristisches Muster. Sowohl das
FID-Spektrum als auch die STEAM-Spektren von in H20 geldstem Kollagenpul-
ver zeigen mehrere charakteristische Signale. Diese liegen bei chemischen Ver-
schiebungen von 0,8 ppm, 1,25 ppm, 1,8 ppm, 6,6 ppm, 7,1 ppm und 8,1 ppm
relativ zum Signal von TMS. Die Signalkomponenten bei 6,6 ppm und 8,1 ppm
sind teilweise nur schwach ausgepréagt vorhanden, wenn das Kollagenpulver in
D20 anstelle von H20 gel6st wird. Daher ist davon auszugehen, dass diese bei-
den Signalkomponenten durch austauschbare Wasserstoffatome zustande kom-
men. Die T2-Relaxation der Signalbereiche in den STEAM-Spektren erfolgt fur
Losungen in H20 jeweils langsamer, wenn die Konzentration niedrig ist, nach
enzymatischer Verdauung mit einer Kollagenase und bei hoherer Messtempera-

tur.

Die Signalintensitat von Losungen von Gelatinepulver in H20 zeigt in der UTE-
Bildgebung als Funktion der Echozeit einen Intensitatsabfall. Dieser weist ein
charakteristisches Muster auf. Mittels STEAM-Spektroskopie konnen dieselben
Signalkomponenten wie fir in H20O gel6stes Kollagenpulver dargestellt werden.
Bei Gelatine ist das Signal-Rausch-Verhéltnis jedoch schlechter. Behandelt man
eine Gelatinelésung mit dem Enzym Kollagenase, so wird Gelatine zu kurzen
Peptidfragmenten, wie sie in Kollagenpulver vorliegen, abgebaut. Das Produkt
der enzymatischen Behandlung ist fliissig und weist in der UTE-Bildgebung und
STEAM-Spektroskopie dieselben qualitativen Eigenschaften wie die Lésungen

von Kollagenpulver in Wasser auf.

In organisiertem Sehnengewebe, welches einen hohen Anteil an Kollagen Typ |

enthalt, zeigen die STEAM-Spektren neben dem Wassersignal lediglich ein Fett-
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signal mit einer chemischen Verschiebung von 1,3 ppm zu TMS. Fir die Signal-
intensitat in der UTE-Bildgebung ist zu vermuten, dass hauptsachlich Wasser
zum Magnitudensignal beitragt und nur geringe Mengen an Kollagen. Kollagen
weist in Sehnengewebe eine tripelhelikale Struktur auf. Vermutlich relaxiert Kol-
lagen in dieser Form zu schnell, um mit den verwendeten Methoden spektrosko-
pisch detektiert werden zu kbnnen. Dieses Phanomen gilt es in Zukunft néher zu
untersuchen. Ebenso ist noch unklar, ob bei der STEAM-Spektroskopie von Seh-
nengewebe freies und gebundenes Wasser gegeneinander frequenzverschoben

sind.

Zerkleinert man Sehnengewebe mechanisch und behandelt es anschlie3end mit
dem Enzym Kollagenase, so wird auf molekularer Ebene die Kollagen-Tripelhelix
zu kurzen Peptidfragmenten abgebaut. Makroskopisch sind keine festen Be-
standteile mehr zu erkennen und der Aggregatzustand ist flissig. Wie bei Kolla-
genhydrolysat zeigen die STEAM-Spektren Signalkomponenten bei chemischen
Verschiebungen von 0,8 ppm, 1,25 ppm, 1,8 ppm, 6,6 ppm, 7,1 ppm und 8,1 ppm
relativ zum Signal von TMS. Wenn man STEAM-Spektren mit unterschiedlichen
Echozeiten aufnimmt, ist festzustellen, dass die einzelnen Signalkomponenten
ahnliche T2-Werte wie fur die Losungen von Kollagenpulver in Wasser aufweisen.
Auch in der UTE-Bildgebung zeigt das mechanisch zerkleinerte, enzymatisch be-
handelte und anschlie3end in Wasser geloste Sehnengewebe dieselben Charak-

teristika wie Kollagenhydrolysat.

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass Kollagen in einer beliebigen Form
durch die enzymatische Verdauung mit Kollagenase in eine Losung von kurzen
Kollagenpeptiden Uberfuhrt werden kann. Die zugehoérigen Signaleigenschaften
in UTE-Bildgebung und STEAM-Spektroskopie entsprechen denen einer Losung

von Kollagenpulver in Wasser.
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7 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden die 'H-Signaleigenschaften von Kollagen in
der Magnetresonanztomographie und MR-Spektroskopie untersucht. Es wurden
in-vitro-Experimente durchgefuhrt, um neue Informationen fir die nichtinvasive
Erkennung fibrotischer Erkrankungen zu gewinnen. Vernetztes Kollagen relaxiert
sehr schnell und gibt bei Messungen mit Ganzkorper-MRT kein messbares Sig-
nal. Deshalb kamen Messprotokolle fir UTE-Bildgebung, FID-Spektroskopie und
STEAM-Spektroskopie mit kurzen Echozeiten zur Anwendung.

Mit geléstem Kollagenpulver und Gelatine wurde Kollagen zunachst in hydroly-
sierter Form untersucht. Messungen von Kollagen in organisierter Form wurden
mit tierischem Sehnengewebe und kollagenhaltigen Bestandteilen von Skelett-
muskelgewebe durchgefihrt. Durch die Behandlung von mechanisch zerkleiner-
tem Sehnengewebe mit dem Enzym Kollagenase war es méglich, Kollagen aus
der organisierten in die hydrolysierte Form zu tberfihren.

In der UTE-Bildgebung zeigt die Signalintensitat von in Wasser aufgeldstem Kol-
lagenpulver als Funktion der Echozeit ein charakteristisches Muster. Dieses er-
zeugen auch Gelatine und Sehnengewebe, wenn sie mit dem Enzym
Kollagenase in den flissigen Zustand uberfuihrt werden. Bei Sehnengewebe ist
hauptsachlich das enthaltene Wasser signalgebend.

Kollagen in hydrolysierter Form zeigt charakteristische Signale von kollagenge-
bundenen Atomen in *H-Spektren, die mit Ganzkoérper-MR-Tomographen aufge-
nommen wurden. Die Signalkomponenten entstehen teilweise durch
austauschbare Wasserstoffkerne. Diese Signalbereiche sind bei geléstem Kol-

lagenpulver in D20 weniger deutlich vorhanden als in H20.

In organisierter Form weist Kollagen eine tripelhelikale Struktur auf und relaxiert
so schnell, dass auch bei kurzen Echozeiten keine kollagenspezifischen Signal-

komponenten in den Spektren zu erkennen sind: Dies wird dadurch bestétigt,
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dass die Spektren von unbehandeltem tierischem Sehnengewebe hier kein Kol-
lagensignal zeigen. Verarbeitet man das Sehnengewebe mechanisch und en-
zymatisch zu einer Flussigkeit und 16st es in H20, so entspricht das Spektrum
danach weitgehend dem von Kollagenhydrolysat.
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