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Ziel dieser Arbeit war es, Informationen Uber die Nutzbarkeit von Ultraschallgewebe-
parametern zur qualitativen und quantitativen Gewebedifferenzierung zu erhalten.
Dazu wurden 35 durch Tetrachlorkohlenstoff toxisch geschadigte und 16 gesunde
Rattenlebern histologisch, ultraschallspektroskopisch und deren Blut laborchemisch
untersucht.

Beispielhaft flr die akustischen Gewebeparameter erfolgte die Bestimmung der fre-
quenzabhangigen Dampfung durch die Schmalband- und eine modifizierte Spek-
trum-Differenz-Methode bei jeweils unterschiedlichem Wandler-Phantom-Abstand,
des Frequenzanstieges des Dampfungskoeffizienten und des relativen Ruckstreu-
koeffizienten.

Die gewonnenen Ergebnisse der jeweiligen Untersuchungsmethoden und ihre Mog-
lichkeiten einer qualitativen und quantitativen Beurteilung von Gewebeveranderun-

gen werden diskutiert.
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1. Einleitung und Problemstellung

1.1. Gewebedifferenzierung mittels Ultraschallverfahren in der medizinischen

Diagnostik

1.1.1. A-und B-Bildverfahren

Die Ultraschalldiagnostik mit ihren kaum vorhandenen Nebenwirkungen (Dewhurst,
1971; Watts et al., 1972) hat sich im Laufe ihrer Entwicklung als unentbehrliches
Hilfsmittel bei der nichtinvasiven Untersuchung des menschlichen Korpers erwiesen
und ist heute nicht mehr aus den klinischen Alltag wegzudenken.

Seit der Entwicklung der A- und B-Bild-Techniken in den 50er Jahren war und ist der
Fortschritt in der Ultraschalldiagnostik unaufhaltbar: die Bildaufldsung verbesserte
sich, digitale Bildverarbeitungsverfahren wurden entwickelt, die Schallwandler wur-
den kleiner und leichter handhabbar.

Mit dem A-Mode-Verfahren ist es mdglich, die Echosignale entlang einer akustischen
Achse als Amplituden auf einen Oszillographen intensitats- und laufzeitproportional
wiederzugeben. Damit ist das A-Bild eine eindimensionale Darstellung. Im Gegen-
satz dazu stellt das B-Bild-Verfahren, bei dem die akustische Achse schrittweise ver-
schoben oder geschwenkt wird, eine zweidimensionale Bilderzeugung dar. Beim
B-Bild-Verfahren ist die Bildhelligkeit proportional zur jeweiligen Echoamplitude.
Gerade das B-Bild-Verfahren hat sich in den letzten zwanzig Jahren als nichtinvasi-
ve, leicht applizierbare, risikoarme, beliebig oft wiederholbare und vor allem effektive
Methode in der medizinischen Diagnostik zur Erkennung pathologischer Organver-
anderungen durchgesetzt (Ehler et al., 1979). Eine genaue Gewebebeurteilung ist
dabei jedoch nur in Grenzen moglich und in hohem Male von der Gute des Diagno-
segerates und der Erfahrung des Untersuchers abhangig (Lutz et al., 1979). So ist es
z. B. bei der Leber mdglich, diffuse Parenchymabnormalitaten mit einer Treffsicher-
heit von 77 bis 98% zu erkennen (Joseph et al., 1991; Sandford et al., 1985). Man
kann diese Strukturabnormalitaten aber nicht genau klassifizieren (40 % der fokalen
Leberlasionen bleiben bei dem nativen B-Bild-Verfahren unklar [Strobel et al., 2003]),
so dass die konventionellen B-Bild-Verfahren als weniger nutzlich zum Erkrankungs-
screening aber sehr gut zum Auffinden unspezifischer Gewebeabnormalitaten geeig-
net sind (Joseph et al., 1979; Sandford et al., 1985).

Wesentlich fur die klinische Diagnostik sind jedoch die sichere Beurteilung der fein-

geweblichen Veranderungen, objektivierbare Verlaufskontrollen und die Erfassung
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der Dynamik morphologischer pathologischer Befunde. Die Kombination mehrerer
verschiedener Abbildungscharakteristika (Gosink et al., 1979) und die Einbeziehung
klinischer Parameter in die Diagnosefindung lasst eine weitere, wenn auch nur ge-
ringe Eingrenzung des sonografischen Befundes zu. Mit verschiedenen elektroni-
schen und computergestutzten Auswertverfahren lasst sich die B-Bild-Information

umfassender und auch objektiver nutzen. Hierzu gehoérten und gehoren:

- die als Pre- und Postprocessing bezeichneten signal-, empfangs- und verarbei-
tungsmodulierenden Eingriffe

- die Leuchtdichtemessungen von Rettenmaier (1977),

- die Videodensitometrie (Raab et al., 1982), ein statistisches Bildpunktauswertver-
fahren, auf dem Wege einer Helligkeits- und Punktdichtemessung ahnlich der
Leuchtdichtemessung,

- die computerisierte B-Bild-Texturanalyse, bei der durch Aufarbeitung der Grau-
werte in Bezug auf Verteilung, Dichte, Varianz und Schiefheit durch computerge-
steuerte Berechnungen eine hdohere Trefferwahrscheinlichkeit bei der Entdeckung
von Leber- (Raeth et al., 1985), aber auch bei Prostata- und Schilddriisenerkran-
kungen (Mailloux et al., 1983) erzielt werden konnte,

- der Aufbau dreidimensionaler Schnittbilder (Landes et al., 2006 a & b; Meyberg-
Solomayer et al., 2004),

- die intravasale Ultraschalldiagnostik (Shimada et al., 2006; Jang et al., 2002)

- die Kontrastmittelsonographie, mit der eine Sensitivitat von mehr als 95 % bei der
Erkennung fokaler Leberlasionen bzw. eine Spezifitat von 89 bis 97 % hinsichtlich
der Diagnose maligner Leberlasionen erzielt werden konnte (von Herbay et al.,
2004; Hohmann et al., 2003; Strobel et al., 2003),

- die Grauwertstatistik 1. und 2. Ordnung mit (Li et al., 2005) und ohne Kontrastmit-
tel (Nielsen et al., 2000),

- die so genannte Hochfrequenz-Sonografie, bei der Frequenzen von 20 bis Uber
50 MHz genutzt werden und die damit nur zur Darstellung peripherer Gewebe wie
der Haut (Raju & Srinivasan, 2001), der vorderen (Coleman et al., 1998) und hin-
teren (Coleman et al., 2004) Segmente des Auges geeignet ist, erreicht ein axia-
les und laterales Auflésungsvermdgen von bis zu 50 uym, bei einer maximalen
Eindringtiefe von 5 bis 15 mm (Roters, 2001).

- das Tissue Harmonic Imaging und Contrast Harmonic Imaging (Choudhry et al.,
1999; Becker et al., 2000), u. a. m.



Mit all diesen Methoden wird die Informationsausbeute und die daraus resultierende
Diagnosegenauigkeit aus den Ultraschall-A- bzw. B-Bild erhdht. Eine quantitative
Beschreibung bzw. Einschatzung der Pathologie des betreffenden Gewebes ist aber

damit nicht moglich.

1.1.2. Ultraschall (US)-Gewebecharakterisierung / Ultraschallspektroskopie

Der durch den Schallwandler ausgesendete US-Impuls erzeugt eine kleine Serie fo-
kussierter Kompressionen und Dekompressionen des fortleitenden Mediums. Somit
ist der US-Impuls daflr verantwortlich, dass innerhalb des Mediums im Raum vor
dem Wandler Regionen entstehen, die mehr oder weniger komprimiert sind als die
umgebenden Gebiete. Die dadurch entstehenden akustischen Reflexionen werden
mit Hilfe des Schallwandlers sowohl in positive als auch in negative Spannungen
umgewandelt. In konventionellen US-Bild-Systemen besteht der erste Schritt der
Echobearbeitung in der Berechnung der Einhullenden des hochfrequenten Echosi-
gnals. Die sich daraus ergebenden Daten konnen dann relativ einfach als Amplituden
im A-Bild oder als Grauwertpunkte im B-Bild dargestellt werden. Damit erlaubt das
konventionelle A- bzw. B-Bild nur eine qualitative, stark vom verwendeten System
und vom Untersucher abhangige Beurteilung der Eigenschaften des Gewebes, be-
schrankt auf die Mittelfrequenz des Wandlers. Unser Verstandnis Uber die Art und
Weise, mit der der US mit dem biologischen Gewebe interagiert, deutet aber darauf
hin, dass die unkorrigierten hochfrequenten Echosignale Daten und damit Informa-
tionen Uber die physikalischen Charakteristika des betreffenden Gewebes enthalten,
die bei der oben erwahnten Korrektur verloren gehen. Die Tatsache, dass das US-
Echo mehr Informationen als die herkdbmmlich genutzten enthalt, veranlasste viele
Wissenschaftler dazu, das Gebiet, welches als US-Gewebecharakterisierung be-
kannt wurde, zu erforschen.

Ein Weg zu dieser US-Gewebecharakterisierung nutzt die Analyse der hochfrequen-
ten US-Daten in Form des so genannten normalisierten Powerspektrums (Lizzi et al.,
1983; Feleppa et al.,, 1986). Warum aber sollte das normalisierte Gewebe-
Powerspektrum von Interesse sein? Die Antwort liegt in unserem Verstandnis fur die
Streuphanomene. Das am besten deutlich machende, uns tagtaglich begleitende
Beispiel fur die Streuung ist das Himmelblau. Der Himmel ist im Tagesverlauf des-
halb nicht schwarz, weil kleinste Partikel der Atmosphare das Sonnenlicht abfangen
und in eine neue Richtung streuen. Rayleigh (1871) zeigte, dass die Farbe des ge-

streuten Lichtes von den Eigenschaften der Lichtquelle, in unseren Fall der Sonne,
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und von der Grofde der streuenden Partikel abhangig ist. Wenn diese Partikel relativ
klein sind zur Wellenlange des Lichtes, dann werden die hochsten Frequenzanteile
des Lichtquellenspektrums am effektivsten gestreut. In unserem Beispiel ist das der
blaue Anteil des Sonnenlichtes, wohingegen der niedrige Frequenzanteil weiter in
gerader Linie zur Erde gelangt. Analog zum eben beschriebenen Beispiel interagiert
die akustische Welle des US mit den Gewebebestandteilen.

Es ist moglich, durch die Spektralanalyse der Echosignale und nach entsprechender
Korrektur der Systemeigenschaften (Gartner et al., 1996) verschiedene Gewebepa-
rameter zu berechnen. Die Korrektur erfolgt dabei auf der Basis von Schallfeldmes-
sungen oder Messungen an Referenzobjekten mit bekannten, gewebeahnlichen
akustischen Eigenschaften (Chen & Zagzebski, 2004; Browne et al., 2003; Wu et al.,

1992). Bei den am meisten gebrauchten Parametern handelt es sich um:

- die Dampfung, in Versuchen

= am Herzen zur Ischamieerkennung (Mimbs et al., 1979; O'Donnell et al., 1979),

= an Nieren (Worthington & Sherar, 2001), Sehnen und Hoden (Goss et al., 1979),

= an humanem Muskel- (Ophir et al., 1982), Knochen- (Wear et al., 2000) und
Prostatagewebe (Worthington et al., 2002),

= zur Erkennung von Lebererkrankungen (Gaitini et al., 2004; Kuc, 1980),

= wahrend der Schwangerschaft und an der Lunge (Ophir et al., 1984),

= zur besseren Interpretation von Hochfrequenzultraschallbildern (Maruvada et
al., 2000)

= zur Klarung des Einflusses von Glykogen-, Phosphat- (Parker et al., 1987), Kol-
lagen- (Nguyen et al., 2001), Protein- (Goss & Dunn, 1980), Fett- (Morlein et al.,
2005; Taylor et al., 1986; Suzuki et al., 1992) und Wassergehalt (Tuthill et al.,
1989) auf die Dampfung,

- die Streuung, in Versuchen

= am Herzen zur Ischamieerkennung (Lin et al., 2000; Wu et al., 2000),

= zur Erfassung der Abhangigkeit des Streuungskoeffizienten vom Fett- (Mdrlein
et al., 2005) und Kollagengehalt (Nguyen et al., 2001),

= an humanen Milz- (Sommer et al., 1982), Brust- (Anderson et al., 2001), Kno-
chen- (Wear et al., 2000) und Prostatagewebe (Worthington et al., 2002),

= an fetalen Lungen- und Lebergewebe (Ossant et al., 2001)

= zur Erkennung von Leber- (Gaitini et al., 2004; Gara et al., 1987; Lu et al., 1999)
und Nierenerkrankungen (Worthington & Sherar, 2001; Gara et al., 1994),
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= zur besseren Interpretation von Hochfrequenzultraschallbildern (Maruvada et
al., 2000)

- die Schallgeschwindigkeit, in Versuchen
= an fetalen Hirngewebe des Menschen (Wladimiroff et al., 1975),
= an humanen Leber- (Bamber et al., 1981b; Lin et al., 1987), Knochen- (Wear et
al., 2000) und Milzgewebe (Chen et al., 1987),
= zur Klarung des Einflusses von Kollagen-, Fett- und Wassergehalt (Lin et al.,
1987; Matsuhashi et al., 1996) auf die Schallgeschwindigkeit, u. a. m.

Mit Hilfe dieser Gewebeparameter ist eine relativ genaue und auch frihzeitige Ge-
webedifferenzierung zwischen normalem und pathologisch verandertem Gewebe
erreichbar (Allison et al., 1994). Vor allem die Kombination dieser Parameter ermog-
licht Erkenntnisse Uber kleinste Strukturen von normalen und pathologischen Gewe-
ben (Insana et al., 1989) und damit eine bessere Differenzierbarkeit von Gewebever-
anderungen (Hartmann et al., 1993). Insbesondere in Bezug auf die Tumorfriher-
kennung und die Tumordifferenzierung in der Gastroenterologie (Bamber & Hill,
1981a; Jenderka et al., 1991; Dong et al., 1994) und der Ophthalmologie (Coleman
et al.,, 1985; 1990) erreichte man damit erste viel versprechende Ergebnisse. Ein
Vergleich zwischen einer konventionellen B-Bildauswertung durch einen Arzt und
ausgewerteter Gewebeparameter der US-Gewebecharakterisierung bei verschie-
denen Lebererkrankungen zeigte die sehr viel hohere Treffsicherheit in der Auffin-
dung und Differenzierbarkeit der pathologischen Leberveranderungen durch die US-
Gewebecharakterisierung (Garra et al., 1989). In anderen Versuchen wurde auller-
dem deutlich, dass eine pathologische Veranderung mit Hilfe der Beurteilung von
US-Gewebeparametern zu einem fruheren Zeitpunkt zu erkennen war, als mit der
subjektiven B-Bild-Auswertung (O’Brien et al., 1996; Lu et al., 1997).

Nachdem die ersten speziell auf die Gewebecharakterisierung abgestimmten US-
Arbeitsstationen entwickelt wurden (Krasner et al., 1994), erfolgten die ersten, grol3e-
ren, klinischen Anwendungen.

Die Gewebebecharakterisierung mit Hilfe der Spektralanalyse der Echosignale, bei
der man auch von der US-Spektroskopie spricht, befindet sich zurzeit noch in der
Phase der klinischen Erprobung. Aber durch die im Vorfeld gemachten Erfahrungen
kann man auf eine Erfolg versprechende Anwendung in der medizinischen Diagno-
stik hoffen.



1.2. Die Leber als Versuchsobjekt

1.2.1. Funktion, Morphologie, ausgesuchte allgemeinpathologische Aspekte

Die Leber stellt das zentrale Stoffwechselorgan und die groRte Drise des menschli-
chen und tierischen Korpers dar. Aufgrund ihrer Einschaltung zwischen Pfortader (V.
porta) und unterer Hohlvene (V. cava inferior) ist die Leber fur viele im Darm resor-
bierte Stoffe eine wichtige Zwischenstation auf dem Wege in den Organismus. Alle
Stoffe, die mit der Nahrung aufgenommen, im Darm aufgeschlossen, resorbiert und
an die Pfortader weitergegeben werden, gelangen zunachst in die Leber. Hier finden
wichtige Syntheseschritte statt. So wird ein gro3er Teil der Blut- und Gerinnungspro-
teine und des Cholesterinbedarfs in der Leber gebildet und in das Blut abgegeben.
FUr Glukose dient die Leber als zentrales Speicherorgan nach dessen Umbau zu
Glykogen. Die Leber ist jedoch nicht nur als zentrales Synthese- und Speicherorgan
lebenswichtig, sondern sie nimmt auch eine Monopolstellung bei Abbau und Entgif-
tung korpereigener und korperfremder Verbindungen ein. Diese konnen verstoff-
wechselt bzw. Uber die Niere (u. a. Harnstoff) oder Uber die Galle (u. a. Blutfarbstof-
fe, Gallensauren, Arzneimittel) ausgeschieden werden. Weiterhin produziert die Le-
ber als exokrine Drise Galle, die in den Darm abgegeben wird. Die Galle enthalt
hauptsachlich Gallensauren, Gallenfarbstoffe, Cholesterin, Phospholipide, Immung-
lobuline und Albumin. Sie dient der Ausscheidung von Fremdstoffen und nicht mehr
bendtigten Stoffwechselprodukten und erflllt gleichzeitig eine wichtige Funktion bei
der Verdauung in Form der Emulgierung von Fetten.

Zur optimalen Erfullung aller dieser Funktionen ist eine enge raumliche und funktio-
nelle Beziehung zwischen den Zellen der Leber und dem Blut Vorraussetzung. Sie
wird durch die spezielle Architektur der Leber gewahrleistet. Jede Beeintrachtigung
dieser einzelnen Komponenten und deren Interaktion im Rahmen krankhafter Pro-
zesse fuhrt zu einer Funktionsstorung der Leber.

Die Leber besteht aus einer riesigen Anzahl einander ahnelnder, etwa 1-2 mm gro-
Rer Baueinheiten, den Leberlappchen. Im Leberlappchen sind die Leberzellen und
die Endstrecken der BlutgefalRe, die Lebersinus, in ganz bestimmter Weise angeord-
net. Die Gestalt des einzelnen Leberlappchens kann mit der einer Bienenwabe ver-
glichen werden. Die Hohe betragt etwa 2 mm, der Durchmesser 1,0-1,3 mm. In der
Langsachse des im Querschnitt polygonalen Gebildes verlauft die Zentralvene, die
den Anfangsteil des abflhrenden Systems der Vv. hepaticae bildet. Durch die poly-

gonale Gestalt der Leberlappchen entsteht im Winkel zwischen mehreren solcher
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Lappchen ein groler dreieckiger Bindegewebsspalt, der als periportales Feld be-
zeichnet wird. In diesem Dreieck liegen als Glissonsche Trias jeweils ein Ast der
A. hepatica propria in Form der A. interlobulares, der V. porta in Form der V. interlo-

bulares und ein ableitender Gallengang in Form des Ductus interlobulares.

Abb. 1.1. Schema zur Lebergliederung in
klassisches Lappchen, Peripor-
tallappchen und Leberazini

Klassisches
ps Lappchen S

PS Periportalfeld

ZV Zentralvene

PS I erste metabolische Zone
Il zweite metabolische Zone
Il dritte metabolische Zone

(nach Junqueira, 2000)

e
._—"”;'Q'I\Azinus PS
VAY

Es gibt drei verschiedene Mdglichkeiten der Lebergliederung (siehe Abb. 1.1):

- das klassisches Leberlappchen - mit der Zentralvene im Mittelpunkt, auf die radiar
gestellte Leberzellplatten und Sinusoide zugehen, und den Periportalfeldern als
periphere Ecken,

- das Periportallappchen - mit diesen im Mittelpunkt und den Zentralvenen als Eck-
punkte, wodurch die Funktion der Leber als Drise mit den Gallengangen als Zen-
trum betont wird, und

- die Leberazini - in der die Gefallversorgung im Mittelpunkt steht und damit die
Stoffwechselprozesse am deutlichsten beschreibt. Der rhombenartige Leberazi-
nus besteht aus je einem Teilbezirk von zwei Leberlappchen, wobei die Ecken je-
weils von zwei gegenuberliegenden Zentralvenen sowie zwei Periportalfeldern
gebildet werden. Das Blut flie3t von der Peripherie durch drei metabolische Zonen
zur Zentralvene, wobei das Blut durch zahlreiche Stoffwechselprozesse verandert
wird. Die aeroben Stoffwechselprozesse laufen in der Peripherie, die anaeroben
in der Innenzone ab. Diese Einteilung bildet fir das Verstandnis pathologischer
Befunde grol3e Vorteile (Arias et al., 1988; Rappaport, 1980; Rappaport et al.,
1954).



Die Leberlappchen bestehen aus radiar zur Zentralvene ausgerichteten Leberzell-
platten oder -balken, die zusammen ein dreidimensionales Netz bilden (siehe
Abb. 1.2.). Diese Platten und Balken bestehen wiederum aus einschichtig angeord-
neten Leberzellen, den Hepatozyten. Das den Leberzellen zugefiihrte nahrstoffreiche
Blut gelangt von der Pfortader uber kleinere Venen zu den Lebersinusoiden, die zwi-
schen den aus Leberzellen aufgebauten Zellstrangen liegen und in Funktion weit-
raumiger Kapillaren das Blut von der Lappchenperipherie zur Zentralvene weiterlei-
ten. Die sehr dinne Wand der Lebersinusoide besteht aus drei Zelltypen (Fahimi,
1969):

- Endothelzellen,
- Kupfer-Zellen, die zum Monozyten-Makrophagen-System gehdéren (Widmann et
al., 1972) und

- Fettspeicherzellen, die Lipide und Vitamin A enthalten (Tanuma et al., 1982).

Zwischen der aus Endothelzellen aufgebauten Wand der Sinusoide und den Leber-

zellen liegt der perisinusoideale Raum, der auch als Disse'sche Raum bezeichnet

Vena centralis

Abb. 1.2. Dreidimensionale Dar-
stellung der Leber

S Sinusoide

En Endothelzellen

K Kupfer-Zellen

F fettspeichernde
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P Leberzellplatten

BC interzellulare Gal-
lenkanalchen

(nach Junqueira, 2000)
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wird. Die Gallenkapillaren liegen als rinnenartige Vertiefungen zwischen den einan-
der zugekehrten Leberzellen. Sie besitzen keine eigene Gefallwand. lhre Wand wird
vom Plasmalemm der Leberzellen gebildet.

Kommt es zu einer Stérung des Fettsaure- und Triglyceridstoffwechsels und damit zu

einer vermehrten Anhaufung von Triglyceriden in den Leberzellen, spricht man von
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einer Fettleber. Viele chronische Lebererkrankungen verursachen eine Bindege-
websvermehrung im Leberparenchym. Bleibt dabei die normale Lappchenarchitektur
erhalten, spricht man von einer Leberfibrose. Die Leberzirrhose ist ein Endstadium
diverser schwerer entzindlicher und nekrotisierender Leberschadigungen, wobei es
unter Ausbildung von Bindegewebssepten und Parenchymregeneratknoten zu einer

Zerstorung der lobularen und vaskularen Leberarchitektur gekommen ist.

1.2.2. Unterschiede zwischen der menschlichen und der Rattenleber

Die vierlappige Leber ist im Verhaltnis zu den anderen inneren Organen der Ratte
relativ grol3, wobei der linke Hauptlappen der grofdte ist. Eine Gallenblase ist nicht
vorhanden, so dass die sezernierte Galle ohne Speichermoglichkeit direkt in den
Dunndarm geleitet wird (Hagemann und Schmidt, 1960).

Der Bindegewebsanteil der Rattenleber ist um einiges hoher, als der der Menschen-
leber. Dadurch ist die Lappchengliederung sehr ausgepragt und lasst sich schon ma-
kroskopisch deutlich erkennen (Giersberg und Rietschel, 1986).

Im mikroskopischen Aufbau, in der Physiologie und Pathologie gibt es aber keine

wesentlichen Unterschiede zwischen der menschlichen und der Ratteleber.

1.3. Tetrachlorkohlenstoff

1.3.1. Biochemischer Uberblick

Tetrachlorkohlenstoff (Tetrachlormethan, CCl,) fand friher als Fleckentferner in der
chemischen Reinigung und im Haushalt weit reichende Verwendung. Auflierdem
wurde es als Allgemeinanasthetikum, als Wurmmittel und als Haarwaschmittel be-
nutzt und war damit haufige Ursache von Vergiftungen. Dabei sind vor allem Niere
(Schadigung der proximalen Tubuli) und Leber, aber auch das Herz (Sensibilisierung
des Myokards fur Katecholamine mit daraus folgenden Herzrhythmusstérungen) or-
gantoxisch betroffen. Heute wird Tetrachlorkohlenstoff nur noch als gewerbliches
Ldsungsmittel bei der Maschinenreinigung und zu experimentellen Versuchen in wis-
senschaftlichen Laboratorien verwendet (Kahl, 1997).

Tetrachlorkohlenstoff gehort zu den Lebergiften, die erst nach metabolischer Aktivie-
rung biologisch wirksam werden. Diese metabolische Aktivierung findet hauptsach-
lich im endoplasmatischen Retikulum, aber zu einem geringen Teil auch in den Mito-
chondrien (Brattin et al., 1984; Tomasi et al., 1987) statt. Dabei wird das CCls; mit
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Hilfe des Cytochrom P-450 zum primaren toxischen Metabolit Trichlormethylradikal
CCl3- reduziert (Albano et al., 1982; Davies & Slater, 1986; Connor et al., 1986). Das
Cytochrom P-450 wird bei dieser Reduktion inaktiviert, wahrscheinlich auf Grund der
Zerstorung der Ham-Gruppe durch das CCls- (Fernandez et al., 1982; Manno et al.,
1989). Das Cytochrom P-450 ist also gleichzeitig Katalysator und Ziel der reduktiven
Aktivierung des CCl; (Manno et al., 1992), weshalb man auch von einer Suizidreak-
tion des Enzyms spricht (Manno et al., 1988).

In Gegenwart von Sauerstoff bildet sich aus CCls- das sehr viel reaktivere Trichlor-
methylperoxyradikal CClzO,- (Forni et al., 1983) (siehe Abb.1.3.). Connor et al.

(1986) berichteten des Weiteren von einem dritten freien Radikal als Derivat des

+He
CHCl; +———  CCl» (| C'Hg-C®Hp-C®Hp-C'Hp-C®H,p-CoH,-C'Hp-CPH-C*H=C™®H-R  *—] ungeséttigte Fettsaure
@) @)
@ [0] CCLOOs~ C'Hg-C?H,-C?H,-C*H,y-CoH,-CoH=C7H-C®He-C®H=CH-R Lipidradikal
| @) ©|
A
+2GSH 2, 3| 4 6 8| 9 0 HP H
CCls- 2GSSH CCl3-O0OH C'H3-C?H,-C3H,-C*H,-C°H,-CPHe=C"H-C®H,-C°H-C**H-R konjugiertes Dien
vt 0 @]
| HCI l 2 (‘)»O°
Cl=Cc=Cl C'H3-C?H,-C3Hp-C*H,-CoH,-CPH-C'H=C®H-C°H-C°H-R ~ ——— Lipidperoxylradikal
I
: ot
+H,0 Q-OH
-2HCI C*H3-C?H,-C®H,-C*H,-C®H,-CPH-C'H=C®H-C°H-C'°H-R Lipidhydroperoxid
v
CO, Fez+ +Fez
C'H3-C?Hp-C®H,-C*Hp-C°Hy 0=C*H-C°H,-C°*H=0
(Pentan) (Malondialdehyd)

Metabolische Aktivierung und hepatotoxische Mechanismen von Tetrachlormethan

@ Cytochrom-P-450-abhéngige Reduktion zum Trichlormethylradikal.

(@) Bildung des Trichlormethylperoxylradikals durch Anlagerund von molekularem Sauerstoff.

() Beide Radikale konnen eine H-Abstraktion aus ungesattigten Fettsauren auslosen.

(») Umlagerung des in Reaktion 3 entstandenen kohlenstoffzentrierten Lipidradikals zu einem konjugierten Dien.

() Bildung des Lipidperoxylradikals durch Anlagerund von molekularem Sauerstoff.

@ Ausldsung einer Radikalkettenreaktion durch Angriff des Lipidperoxylradikals an einer noch intakten ungesattigten
Fettséure LH.

@ Daher séttigt sich das Lipidperoxylradikal zum Lipidhydroperoxid ab.

Uber einen mehrstufigen Prozess entsteht aus Lipidhydroperoxiden in Gegenwart von Fe?* Pentan oder Ethan.

@ Nach Bildung eines Endoperoxids und intramolekularer Umlagerung entsteht aus Lipidhydroperoxiden in Gegenwart
von Fe?* Malondialdehyd.

Das Trichlormethylradikal séttigt sich zum Chloroform ab.

(@ Das Trichlormethylperoxidradikal séttigt sich zum Trichlormethylhydroperoxid ab.

(@ Das Chloroform oxidiert weiter zum Trichlormethanol.

@ Das Trichlormethylperoxidradikal reagiert mit Hilfe von Glutathion zum Trichlormethanol.

Eliminierung des Trichlormethanols zu Phosgen.

@ Das wird weiter zu Kohlendioxid hydrolysiert.

Konjugierte Diene, Lipidhydroperoxide, Pentan und Ethan sowie Malondialdehyd kénnen als Indikatoren fiir eine Li-
pidperoxidation benutzt werden.
(Modifiziert nach Kahl, 1997)

Abb. 1.3. Metabolische Aktivierung und hepatotoxische Me-
chanismen von Tetrachlormethan
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CCly- aus dem CCI30,- bildet sich das Chlorocarbonylradikal C-OCI, welches sich
schnell zu Kohlensaure umwandelt.

CCls- und CCI30,-, die zwei wichtigsten Radikale der CCls-Metabolisierung, I6sen im
endoplasmatischen Retikulum durch Wasserstoffabstraktion aus ungesattigten Fett-
sauren eine Lipidperoxidation aus. Dabei entstehen Chloroform (CHCI3) und kohlen-
stoffzentrierte Fettsaureradikale. Chloroform wird oxidativ zu Phosgen, einem eben-
falls reaktionsfahigen und sehr toxischen Molekil, metabolisiert (Dianzani and Poli,
1985). Quantitativ ist dieser Weg fur die CCls-Vergiftung von untergeordneter Bedeu-
tung, wahrscheinlich dadurch, dass beim CCls-Metabolismus gleichzeitig Cytochrom
P-450 durch CCls- zerstort wird und daraufhin der CHCI3-Metabolismus zu Phosgen
vermindert wird (Kappus, 1996). Aus den entstandenen kohlenstoffzentrierten Fett-
saureradikalen entstehen durch Sauerstoffaufnahme Lipidperoxylradikale, die eine
Radikalkettenreaktion auslosen, indem sie neue, noch intakte Fettsaureketten an-
greifen und sich selbst zu Hydroperoxid absattigen (Kappus, 1985 & 1987; Sevanian
& Hochstein, 1985). Die instabilen Hydroperoxide reagieren in Gegenwart von Eisen-
ionen weiter zu Ethan, Pentan und Malondialdehyd (Kahl, 1997).

CCl3- und CCI30,- fihren aber nicht nur zur Wasserstoffabstraktion, sondern binden

sich auch irreversibel an Lipide und Proteine. Dadurch kommt es:

- zu einen Aktivitatsverlust des Cytochrom P-450

- zu einen Aktivitatsverlust der Glukose-6-phosphatase, einen Markerenzym des
endoplasmatischen Retikulums

- zur Hemmung der Proteinsynthese (Smuckler et al., 1962), die sich elektronenmi-
kroskopisch durch eine Verringerung des Ribosomenbesatzes im rauen en-
doplasmatischen Retikulum manifestiert

- zu einer Abnahme der Lipoproteinsekretion und

- zu einer Schadigung der Ca®*-Pumpen.

Aus dem endoplasmatischen Retikulum und den Mitochondrien als Orte der toxi-
schen Primarlasion der CCly-Vergiftung breitet sich die Schadigung auch auf die an-
deren Leberzellkompartimente aus. Dafiir ist wahrscheinlich eine Ca®*-Vertei-
lungsstorung verantwortlich (Recknagel, 1983). Durch den CCls;-Metabolismus im
endoplasmatischen Retikulum und in den Mitochondrien, der wie schon erwahnt mit
einer Schadigung der Ca®*-Pumpen (Lowrey et al., 1981; Tomasi et al., 1987) ein-
hergeht, kommt es zu einen Anstieg der Ca**-Konzentration im Cytosol (Dolak et al.,

1988). Das wiederum |6st die Aktivierung zahlreicher kataboler Enzyme aus. So fuhrt
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die Aktivierung von "latenten" Membran-Phospholipasen durch eine hohe cytosoli-
sche Ca®*-Konzentration (Glende & Pushpendran, 1986; Ungemach, 1985) zu einer
Degeneration der Plasmamembranen und damit zum Zelltod (Recknagel & Glende,
1989; Recknagel et al., 1989).

In der Literatur gibt es bis heute noch immer keine einheitliche Meinung, welche der
oben beschriebenen biochemischen Veranderungen Konsequenzen der Lipidperoxi-

dation oder der Halalkylierung sind.

1.3.2. Histologische Veranderungen

Die Tetrachlorkohlenstoffintoxikation fuhrt zu verschiedenen morphologischen Ver-
anderungen in der Rattenleber, die von der Fettleber Uber die Leberfibrose bis letzt-
endlich zur Leberzirrhose reichen kénnen. Schon kurze Zeit nach der CCls-Meta-
bolisierung kommt es im Zentrum der Leberlappchen zu einer hydropischen Schwel-
lung mit Vergrofierung der Kerne der Hepatozyten und einer Einengung vieler Si-
nusoide (Sandritter & Beneke, 1974). Ursache ist wahrscheinlich die oben schon er-
wahnte Zerstérung des endoplasmatischen Retikulums und der Mitochondrien mit
dem damit verbundenen Wassereinstrom in diese Zellkompartimente (siehe auch
Abb. 1.4.). Im weiteren Verlauf entwickelt sich gleichzeitig mit einem makroskopisch
sichtbaren, starker hervortretenden Lappchenaufbau eine zentrolobulare Nekrose,
die mit einer hydropischen Schwellung der Zellen am Rand der Nekrose und mit
schweren, grol¥tropfigen Fettablagerungen in der Intermediarzone vergesellschaftet
ist, die bis fast an die portalen Felder reichen (Popper & Schaffner, 1961).

Die Fettablagerung in das Zytoplasma der Leberzellen, als pathomorpholgisches

Korrelat der Fettleber, — o
Lipidperoxidation

stellt eine Triglyce- (in der Leber)
ridakkumulation dar Membran-Dysintegration
und entsteht durch (Endoplasmatisches Retikulum, Mitochondrien, Zellkerne)

eine  Sekretionssto- | Enzymiibertritt in «— Membran Funktionsanderung —» Membranschadigung

. die Blutbahn
rung fur die fetttrans- Y _
Stérung der Stoffpermeation Nekrose
portierenden Very-
Low-Density-Lipopro- Triglycerid-Retention Bilirubindbertritt ins Blut
teine (VLDL) (Reck- Fetteinlagerung in die Leberzelle
nagel et al., 1960). Abb. 1.4. Auswirkungen der Lipidperoxidation

Diese beruht auf einer

Synthesestdrung des Apolipoproteins der VLDL und wahrscheinlich auch durch eine
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gestorte Kopplung zwischen der Fett- und Eiweillkomponente (Poli et al., 1985 &
1987). Die Fettvakuolen sind dabei von Membranen des endoplasmatischen Retiku-
lums umgeben (Denk et al., 2004). Neben den Fettvakuolen sind noch Lipofuszin-
pigmente als Produkt der Lipidperoxidation und Zerroidpigmente als typisches "Zer-
fallspigment” von oxidierten Lipiden auffallig (Bornhoft, 1997).

Obwohl es in der Literatur auch gegenteilige Beschreibungen gibt (Szende et al.,
1988), qilt die zentrolobulare Lokalisation der Nekrose flr die CCls-Vergiftung als cha-
rakteristisch. Die Ursache dafur ist die Konkurrenz von CCls und Sauerstoff um das
verfugbare Cytochrom P-450 (de Groot und Noll, 1986). Deutlich wird diese Konkur-
renz dadurch, dass der Metabolismus und damit auch die Toxizitat des CCly in vitro
bei niedrigen Sauerstoffpartialdruck am gréfdten ist. Da in der zentrolobularen Region
der Sauerstoffpartialdruck am geringsten und die Konzentration des Cytochrom P-450
am groflten ist (Kahl, 1994; Kappus, 1996), manifestiert sich hier die CCls-Scha-
digung als erstes und am deutlichsten.

Im weiteren Verlauf kommt es infolge der durch den eintretenden Abbau der Paren-
chymnekrose entstehenden Gewebeinstabilitat (Ashburn et al., 1947) zu einem Ge-
webekollaps. Dieser zeigt sich durch dicht zusammengerickte Blutgefale (Kampfe,
1978) und verstreut liegende Hepatozyten mit zelligen Infiltrationen, die auf abgelau-
fene Zellnekrosen hinweisen. Nach den Gewebekollaps erfolgt eine frihzeitig einset-
zende, von der Peripherie des Lappchens ausgehende Regeneration (Popper &
Schaffner, 1961), die durch das vermehrte Auftreten mehrkerniger Hepatozyten, ei-
ner einsetzenden Ductulusproliferation, eine Zunahme der Kernpolyploidie und der
Bindegewebsvermehrung als Zeichen der Leberfibrose gekennzeichnet ist. Auf
Grund der Zerstérung des Azinus durch Faserbildung verlieren die resultierenden
Hepatozytenplatten ihre flr eine normale Funktion essentielle Ausrichtung auf die
mikrozirkulatorische Struktur der Leber (Fleig, 2003). Das Ergebnis ist die Ausbildung
von Pseudolobuli.

Durch das wiederholte Auftreten von neuen Schadigungsschiben zeigen sich im hi-
stologischen Bild zeitlich parallel Parenchymlasionen und Septenbildung mit frischen
degenerativen Veranderungen und Rundzellinfiltrationen im Bereich der Septen. Da-
bei fuhrt die erneute Schadigung zur Septenverbreiterung sowie zur fortschreitenden
Unterteilung des Leberparenchyms in immer neue Pseudolobuli. Im Gegensatz zur
Fibrose sind die Bindegewebsstrukturen bei der somit entstandenen Zirrhose unter-
einander verbunden.

Im Endstadium ist das Lebergewebe relativ gleichmaig durch schmale, zellarme

Bindegewebssepten pseudolobular kompartimentiert, d.h., das Lebergewebe ist in
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Pseudolobuli umgebaut. In deren Zentrum finden sich immer ofter Portalstrukturen.
Dieser Umbau erfasst relativ gleichartig das gesamte Organ (Ungar, 1951), wobei
sich jedoch zwischen einzelnen und komplexen Azini Differenzen zeigen, besonders
im Hinblick auf die toxische Schadigung. Das kénnte nach Rappaport (1960) auf un-
terschiedliche Durchblutungsverhaltnisse zuruckgefuhrt werden. AufRerdem ist zu
beachten, dass dispositionelle und genetische Faktoren der einzelnen Individuen be-
zuglich der Reaktion auf toxische Substanzen zu unterschiedlichen Auspragungs-

graden bei gleichartiger Intoxikation fihren kénnen (Ungar, 1951).

1.3.3. Laborchemische Veranderungen

Laborchemische Veranderungen manifestieren sich in einer obligaten, jedoch unter-
schiedlich stark ausgepragten Transaminasenerhohung als Zeichen einer hepatozel-
lularen Schadigung, wobei vor allem die massiv erhdhte Alaninaminotransferaseak-
tivitat charakteristisch fur die Tetrachlorkohlenstoffintoxikation ist (Schmidt &
Schmidt, 1979). Als Ausdruck einer eingeschrankten hepatischen Syntheseleistung
kommt es zu einem raschen Abfall der Prothrombinzeit nach Quick (Suchman & Gri-
ner, 1986) sowie der Plasmakonzentrationen von Fibrinogen (Wagner & Dati,
2000a), Antithrombin (Mammen, 1995) und anderen Gerinnungsfaktoren (Mammen,
1992). Der Serumalbuminspiegel sinkt auf Grund der langen Halbwertzeit erst nach
ein paar Wochen (Whicher & Spence, 1987). Die Hyperbilirubinamie als Zeichen ei-
ner gestorten Ausscheidungsfunktion zeichnet sich durch einen hohen Anteil an kon-

jugiertem Bilirubin aus (Haussinger, 2003).

1.4. Problemstellung

Durch die verschiedenen morphologischen Veranderungen, die sich im Verlauf einer
Tetrachlorkohlenstoffintoxikation ergeben, ist zu vermuten, dass sich auch die aku-
stischen Eigenschaften des geschadigten Lebergewebes verandern.

Die schallphysikalischen Eigenschaften des Lebergewebes werden durch Struktu-
relemente und die stoffliche Zusammensetzung bestimmt. Dabei dirften der Wasser-
, Fett-, Eiweil3- und Kollagengehalt vor allem die Schallabsorption beeinflussen, wah-
rend die Strukturinhomogenitaten und deren raumliche Verteilung fur die Schall-
reflexion und die Schallstreuung von Bedeutung sind (Carstensen, 1979; Sommer et
al., 1982). Beim Ubergang von der gesunden, weitestgehend homogen Leber Uber

die Leberverfettung mit immer groRer werdenden Fetttropfchen zur kollabierten Le-
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berzellnekrose mit der anschlieRenden Fibrosierung und Zirrhoseausbildung kommt
es zu Veranderungen, sowohl in der stofflichen Zusammensetzung als auch in der
Gewebestruktur, allein schon durch die sich andernde Zellzahl und ZellgroR3e.

Bisher ist in der Literatur nur eine Verlaufsbeschreibung der Anderung des Absorpti-
ons-, Dampfungs- und Ruckstreuungskoeffizienten nach einer akuten Tetrachlorkoh-
lenstoffintoxikation bekannt (Parker & Tuthill, 1986). Des Weiteren existieren noch
Arbeiten Uber die Eignung der Schallschwachung zur Gewebecharakterisierung
(Drescher et al., 1990) und zur Ermittlung der Schallgeschwindigkeit in der Fettleber
(Matsuhashi et al.,, 1996), die mit Hilfe tetrachlorkohlenstoffgeschadigter Ratten
durchgefuhrt wurden.

Das Ziel dieser Arbeit ist es, Erkenntnisse Uber die Veranderung der Gewebepara-
meter im Verlauf einer chronischen Tetrachlorkohlenstoffintoxikation zu gewinnen
und damit beizutragen, die Fahigkeiten der quantitativen US-Gewebecharakteri-
sierung zur Erkennung und zur Verlaufsbeobachtung von Lebererkrankungen zu be-

weisen und damit ihre mogliche Einfuhrung in die Klinik zu unterstutzen.
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2. Material und Methoden

2.1. Untersuchungsmaterial und dessen Aufarbeitung

Um die Messverfahren und die bestimmten Parametersatze hinsichtlich ihrer diagno-
stischen Wertigkeit zu klassifizieren, ist die Schaffung eines weitestgehend definier-
ten Gewebemodells von groer Bedeutung. Dieses Gewebemodell sollte den Ver-
gleich der Parameter fur normales und definiert verandertes Gewebe sowie deren
Gewebehistologie ermoglichen. Dazu bieten tierexperimentielle Untersuchungen eine
gute Basis. Sie haben aulerdem den Vorteil, die Messdaten unter in-vivo-ahnlichen
Bedingungen zu erheben.

FUr grundlegende Versuche der Schall-Gewebe-Wechselwirkung sind vor allem Ge-
webe mit einer homogenen, regularen Struktur, an denen pathologische Verande-
rungen induziert werden kénnen, geeignet. In verschiedenen Arbeiten (Drescher et
al., 1990; Matsuhashi et al., 1996; Parker & Tuthill, 1985; Tuthill et al., 1989; Jenderka
et al., 1997) konnte gezeigt werden, dass die Rattenleber prinzipiell als Modellorgan
Verwendung finden kann und zur Bestimmung akustischer Parameter geeignet ist.
Unter diesen Gesichtspunkten wurden nach Erteilung der Genehmigung zum Tier-
versuchvorhaben durch die Tierschutzkommission insgesamt 52 mannliche Wistar-
Unilever-Ratten der Harlan Winkelmann GmbH fur den Versuch ausgewahlt. Das
zugrunde gelegte Korpergewicht von ca. 200 g garantierte eine methodisch notwen-
dige hinreichende Lebergrdfie und schloss alimentare Schaden weitestgehend aus.
Die Tiere wurden in artgerechten Kafigen in 4-er bzw. 5-er Gruppen bei einer kon-
stanten Raumtemperatur von 21 °C, einer relativen Luftfeuchtigkeit von 55 % und
unter einen 12 Stunden Hell-Dunkel-Zyklus untergebracht. Dabei hatten sie freien
Zugang zu Wasser und standardisiertem "Haltungsfutter-Ratten/Mause" der Altromin
GmbH.

Die Versuchstiere wurden in vier Kontrollgruppen mit jeweils vier Ratten und sieben
Versuchsgruppen mit jeweils funf Ratten eingeteilt. Die Versuchsgruppen erhielten
mit dem Ziel der Entwicklung einer Leberfibrose bzw. -zirrhose in Anlehnung an Mc-
Lean (1969) und Szende et al. (1988) zweimal wochentlich je 0,2 ml Tetrachlorkoh-
lenstoff/kg Korpergewicht in Olivendl auf 0,5 ml geldst Uber eine Magensonde ge-
schlundelt. Die Tiere der Kontrollgruppen erhielten analog dazu 0,5 ml reines Oliven-
0l via Magensonde geschlundelt. Nach funf Wochen Behandlungsdauer wurde wo-
chentlich eine Versuchsgruppe untersucht, wahrend die verbliebenen Versuchsgrup-

pen weiter mit Tetrachlorkohlenstoff behandelt wurden. Von den Kontrollgruppen
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wurden zwei nach der funften und jeweils eine nach der achten und nach der zwolf-
ten Behandlungswoche untersucht.

Zum Gewinn der zu untersuchenden Leber wurde die jeweilige Ratte mit 50 mg Pen-
tobarbital/kg Kérpergewicht durch intraperitoniale Injektion narkotisiert. Dabei ver-
starb ein Tier einer Versuchsgruppe. Es wurde nicht mit in die weiteren Untersuchun-
gen aufgenommen. Die mit dem Abbau des Pentobarbitals im Zusammenhang ste-
henden Vorgange im Leberparenchym sind schallphysikalisch von untergeordneter
Bedeutung. Nach erfolgter Narkose wurde dem jeweiligen Tier die Peritonealhdhle er-
offnet und die Aorta freiprapariert. Diese wurde mit Hilfe eines speziell fir den Versuch
entwickelten Punktionsverfahrens kandliert. Durch diese Aortenpunktion wurde dem
Tier weitestgehend das gesamte Blut mit handelsublichen Blutmonovetten enthommen,
so dass das Tier dabei verstarb und die zu untersuchende Leber annahernd blutleer
war. Im Anschluss wurde die Leber herausprapariert und in einen mit 0,9 %-iger
Kochsalzldsung geflllten Messbecher in die Ultraschallversuchsapparatur integriert.
Das mit den Blutmonovetten gewonnene Blut wurde anschlieRend analysiert. Dabei
wurde die Thromboplastinzeit durch photometrische Bestimmung des Extink-
tionskoeffizienten mit Hilfe des Behring-Coagulation-Systems der Dade Behring Mar-
burg GmbH ermittelt. Das Blutbild wurde durch den Gebrauch des Hamatologischen
Analyseautomaten K 1000 der Sysmex GmbH nach dem Impedanzprinzip bestimmt.
Das Vitros-Chemistry-System von Johnson+Johnson ermittelte mit Hilfe der Reflex-
spektrophotometrie den Albumin-, den Alaninaminotransferase-, den Aspartat-
aminotransferasegehalt bzw. den Bilirubingehalt mit der Endpointcolormetrie.

Nach der Schalluntersuchung wurden vom rechten Oberlappen der jeweiligen Leber
nach 10 %-iger Formalinfixation histologische Schnitte fur die feingewebige Differen-
zierung angefertigt. AnschlieRend erfolgte die Farbung der Praparate mit Hamatoxy-
lin-Eosin. Nach der Betrachtung der Praparate wurden einige ausgesuchte Leber-
proben zusatzlich noch mit Chromotrop Anilinblau und nach van Gieson zur Binde-

gewebsdarstellung gefarbt.

2.2. Messverfahren

2.2.1. Ausbreitung von Ultraschall in biologischem Gewebe / Frequenzab-

hangige Gewebeparameter

Die aus biologischem Gewebe zurtickgestreuten Ultraschallsignale werden malRgeb-

lich durch die Struktur und Zusammensetzung des Gewebes und der damit verbun-
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denen lokalen Variation von Dichte und Kompressibilitat beeinflusst. Von Bedeutung
ist dabei die GroRenordung der Strukturen in Relation zur Wellenlange der Ultra-
schallpulse. Makroskopische Strukturgrenzen bewirken koharente Reflexionen (so
genannte Spiegelechos), die den Gesetzen der geometrischen Optik folgen.
Strukturen in der Gro3enordung der Wellenlange (bei einer Frequenzen von 7,5 MHz
entspricht das in Wasser rund 0,2 mm) oder darunter bewirken eine Streuung der
Ultraschallpulse, die durch ihre charakteristische Frequenzabhangigkeit gekenn-
zeichnet sind und neben der Absorption zur Schwachung der Ultraschallwellen wah-
rend der Ausbreitung im Gewebe beitragen.

Diese gestreuten Ultraschallsignale beinhalten Informationen Uber die Struktur des
Gewebes. Somit fihren pathologische Veranderungen im Gewebeaufbau auch zu
Anderungen des Streuverhaltens.

In konventionellen Ultraschall-Schnittbildern (B-Mode) kdénnen diese spezifischen
Anderungen der riickgestreuten Echosignale nur unvollstandig wiedergegeben und
erkannt werden. Die Ursache hierfur ist, dass nur die Amplituden der Ultraschal-
lechos fiir die Kontrastierung der B-Bilder herangezogen werden und Anderungen in
der spektralen Zusammensetzung unbertcksichtigt bleiben.

Die von der Ultraschallfrequenz abhangenden Wechselwirkungen zwischen Schall-
welle und Gewebe wahrend der Ausbreitung kdnnen grundsatzlich durch zwei gewe-
betypische Parameter beschrieben werden: die frequenzabhangige Dampfung und
die Streuung (insbesondere die Rickstreuung). Diese Parameter sind vom lokalen
Gewebezustand bzw. Gewebetyp und damit vom Ort abhangig. Bei eindimensionaler
Betrachtung ergibt sich damit neben der Frequenzabhangigkeit eine Abhangigkeit

vom Wandlerabstand z.

a.) Ultraschalldampfung
Fiur die Intensitat I(z,f) einer Ultraschallwelle der Frequenz f nach Durchlaufen der

Strecke z in einem Medium mit der Dampfung a gilt damit allgemein:
1(z, ) =1,(f)e ™" (1)
lo(f) ist die in das Medium eingebrachte Ultraschallintensitat bei der Frequenz f. Flr

die Intensitat | ergibt sich der charakteristische exponentielle Abfall mit Zunahme des

Dampfungskoeffizienten a. Die von der Frequenz abhangige lokale Dampfung a(f)
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einer Ultraschallwelle wahrend der Ausbreitung im Gewebe setzt sich aus Beitragen

von Streuung as(f) und Absorption aa(f) zusammen:
a(f) = as(f)+ aa(f) (2)

Die fur die Absorption verantwortlichen Relaxaktions-Prozesse sind noch nicht voll-
standig aufgeklart und somit schwierig zu modellieren. Aber die Streueffekte kdnnen
unter Annahme bestimmter Randbedingungen modellhaft dargestellt werden, so
dass sich im Labor anhand der spektralen Amplituden der gestreuten Ultraschallsi-
gnale Ruckschlusse auf die mittlere Streuergrof3e und Verteilung ziehen lassen (Oel-
ze & O'Brien, 2002; Insana & Hall, 1990).

Die Beschreibung und Modellierung der Dampfung in biologischem Gewebe beruht
daher weitgehend auf Messungen und daraus abgeleiteten Parameter-Modellen zur
Beschreibung der Frequenzabhangigkeit. Fur einen weiten Frequenzbereich, insbe-
sondere im Bereich diagnostisch eingesetzter Frequenzen von 1 bis 15 MHz, kann
eine Potenzfunktion zur Beschreibung der Frequenzabhangigkeit herangezogen

werden:
aff=af, p=1,0..1,5, a=konst. (3)

Im eingeschrankten Frequenzbereich der effektiven Bandbreite eines Diagnostiksy-
stems kann allgemein von einer linearen Frequenzabhangigkeit ausgegangen wer-

den:
off=asf+oap oder off) =as(f-fc) + ac (4)

Hier lassen sich as als Anstieg des Dampfungskoeffizienten, oo als angenommener
Dampfungskoeffizient bei der Frequenz Null und oc als der absolute Dampfungs-
koeffizient bei der Mittenfrequenz des Schallwandlers fc als charakteristische GroRen
ableiten. Der Anstieg as und eine der beiden Konstanten oo oder oc sind zur Be-
schreibung der Dampfungseigenschaften ausreichend. Aus praktischen Grunden ist
neben dem Anstieg as, der angibt um wie viel dB sich der Dampfungskoeffizient tUber
eine Strecke von 1 cm andert, wenn sich die Frequenz um 1 MHz erhoéht, die Kon-
stante ac vorzuziehen, die angibt, um wie viel dB der Ultraschallimpuls auf einer Ge-

webestrecke von 1 cm bei der Mittenfrequenz fc gedampft wird. Bei den Messungen
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kam ein Ultraschallwandler mit einer Mittenfrequenz von 9 MHz zum Einsatz (siehe
Kap. 2.2.4.).

b.)Ultraschallstreuung

Gewebestrukturen, die in ihren akustischen Eigenschaften (Dichte, Kompressibilitat)
vom umgebenden Medium abweichen und deren Abmessungen kleiner oder gleich
der Ultraschallwellenlange sind, flhren zu Anderungen von Ausbreitungsrichtung,
Amplitude, Phase und Schallgeschwindigkeit der Welle. Dieser Vorgang, bei dem
keine Umwandlung der mechanischen Energie in Warme stattfindet, wird als Streu-
ung bezeichnet. Die Intensitat der Streuwellen in Abhangigkeit von der Richtung
(Raumwinkel) hangt neben den akustischen Eigenschaften der Streuer auch von de-
ren GroRe, Form und Verteilung ab. Infolge der Streuung an einer Vielzahl von Ge-
webeinhomogenitaten tritt eine Schwachung der sich ausbreitenden Ultraschallwelle
auf. Der um 180° abgelenkte Streuanteil, der sich zurick in Richtung des Sende-
wandlers ausbreitet, wird als Ruckstreuecho bezeichnet.

Der mittlere Streufaktor (auch als Streukoeffizient bezeichnet), also das Verhaltnis
zwischen gestreuter und einfallender Schallintensitat, nimmt gegenuber der Wellen-
lange kleiner Einzelstreuer mit dem Volumen des Partikelchens ab. Bei sehr kleinen
Partikelchen erfolgt jedoch bevorzugt eine Ruckstreuung. Dies fuhrt dazu, dass bei
den auf dem Echolotprinzip basierenden bildgebenden Verfahren der Ultraschall-
diagnostik kleinste Rickstreuechos empfindlich erfasst werden kénnen. Der Bildkon-
trast von Ultraschall-Schnittbildern spiegelt hauptsachlich das Streuverhalten des
Gewebes wider.

Die Streuintensitat ist fur streuende Strukturen in der GréolRenordnung der Wellenlan-
ge (R ~ ) proportional zu f 2 (stochastische Streuung) und fur R < A proportional zu
f* (Rayleigh-Streuung) mit R als lineare Ausdehnung der Inhomogenititen. Die
f4-Abhangigkeit ist z. B. fiir das Streuverhalten des Blutes experimentell gut nachge-
wiesen worden (Cobet et al., 1995).

FUr die bei eindimensionaler Betrachtung aus einer Tiefe z rlckgestreute Intensitat

einer Ultraschallwelle gilt allgemein

les (2, ) =15(z, f)ogs (2, F) ()

mit der am Ort z einfallenden Intensitat |y, der rickgestreuten Intensitat Izs und dem
Ruckstreukoeffizienten ogs. lo(z,f) ist nur unter Laborbedingungen mit Hilfe eines ge-
eigneten, kalibrierten Hydrophons im Freifeld messbar. Die tatsachlichen Verhaltnis-

se im Gewebe konnen fur unterschiedliche Gewebetiefen nur unter Berlcksichtigung
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der frequenzabhangigen Dampfung vorgelagerter Gewebeschichten abgeschatzt
werden.
Diese Einschrankungen kénnen durch Einfihrung des relativen Rickstreukoeffizien-
ten o s Umgangen werden.
Mit

IBSGeWebe(Z! f)

Ogs cewete (21 T) :W (6)

fur das Gewebe und

IBSref ! f
a0, 1) =2 ) ™

fur ein Referenzmaterial (z. B. ein gewebeahnliches Phantom) folgt

GBSGewebe (Z! f) _ IBSGewebe (Z’ f)

GBSref(Z!f) - IBSref(Zlf)

(8)

Oraps (2, F) =

Der relative Ruckstreukoeffizient bezieht sich damit auf ein streuendes Referenzme-
dium (gewebeahnliches Phantom, Stahlreflektor oder andere Streukorper mit be-
kannten akustischen Parametern). Er gibt die relative Anderung des Riickstreuver-
haltens gegenuber der Referenz in Abhangigkeit von der Frequenz an und ist unab-

hangig von der nur aufwendig zu bestimmenden einfallenden Intensitat lo.

2.2.2. Bestimmung der Ultraschall-Dampfung

Messtechnisch bieten sich verschiedene Zugangsmaoglichkeiten zur experimentellen
Bestimmung der frequenzabhangigen Ultraschalldampfung an. Transmissionsmes-
sungen sind mit hoher Genauigkeit und Reproduzierbarkeit durchfuhrbar. Allerdings
sind sie auf die Erfassung der bulk-Parameter (mittlerer Wert Uber das durchschallte
Volumen des gesamten zu schallenden Objektes) beschrankt und ausschliel3lich flr
in vitro-Untersuchungen einsetzbar. Ausgewertet wird die spektrale Differenz des von
einem Hydrophon aufgezeichneten, breitbandigen Ultraschallimpulses nach Durch-
laufen einer Wasserstrecke mit und ohne Gewebeprobe (Madsen et al.,, 1978 &
1982; Gartner, 2001).
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Die ortsaufgelOste, lokale Bestimmung der Dampfungsparameter erfolgt mit dem Im-
puls-Echo-Verfahren, welches auch eine in-vivo-Applikation und den Vergleich mit
konventionellen Ultraschall-Schnittbildern gestattet.

Durch Analyse der digital aufgezeichneten hochfrequenten Echosignale im Fre-
quenzbereich werden die Dampfungsparameter des interessierenden Gewebeberei-
ches extrahiert. Dazu finden zwei unterschiedliche Techniken Anwendung, die prin-
zipiell zum gleichen Ergebnis flhren.

Die Breitband- oder Spektrum-Differenz-Methode wertet die Differenz der Frequenz-
spektren aus unterschiedlichen Gewebetiefen aus (siehe Abb. 2.1.). Unter MalRgabe

homogener Gewebeeigenschaften und homogenen Schallfeldeigenschaften ent-

a b
) Na ) W log A?
A
t
A 4 —
f
C) 0 Abb. 2.1. Prinzip der Spektrum-Differenz-Methode:
A
W a) Mittels Torfunktionen werden zwei Signalab-

schnitte jeweils am Anfang und Ende des inter-
essierenden Gewebeabschnittes (ROI) ausge-
wahlt,

b) diese werden in den Frequenzbereich Ubertra-
gen und voneinander subtrahiert und

c) die Differenz liefert die frequenzabhangige
Dampfung im Bereich um die Mittenfrequenz
. des Wandlers.

f

spricht diese Differenz dem Doppelten der frequenzabhangigen Dampfung des da-

zwischen liegenden Gewebeabschnittes (Lizzi et al., 1983; Kuc, 1984).
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Die Schmalband-Methode hingegen wertet fur einzelne Frequenzkomponenten die

Abnahme der Signal-Intensitat Uber die Eindringtiefe aus (siehe Abb. 2.2.). In log-

a) 4 A b)  tlog A2

O

v

> N B R ;
Abb. 2.2. Prinzip der Schmalband-Methode (Multi-Narrow-Band-Verfahren):

a) Eine Torfunktion wird schrittweise vom Anfang bis zum Ende des interessierenden Gewebeab-
schnittes (ROI) bewegt und

b) fur jede Position dabei das Spektrum berechnet.

c) Die Abnahme der logarithmierten Amplituden-Quadrate mit der Laufzeit wird um die Einflisse des
Schallfeldes korrigiert.

d) Nach linearer Regression fiir ausgewahlte Frequenzen innerhalb der Bandbreite des Wandlers wird
der Anstieg als MaR fiir die Dampfung berechnet und in Abhangigkeit von der Frequenz dargestellt.

arithmischer Darstellung ist der negative Anstieg der Geraden ein Mal} fir die Damp-
fung bei der betrachteten Frequenz. Die Werte fur verschiedene Frequenzen liefern
folglich die Frequenzabhangigkeit der gesuchten Dampfungsparameter (Cloo-
stermans and Thijssen, 1983).

Die lokalen Rulckstreuspektren werden fir beide Techniken durch Multiplikation der
Echosignale mit einer Torfunktion und anschlieRender Fourier-Transformation ge-
wonnen. Diese Spektren sind typischer Weise durch eine Reihe von Minima und Ma-
xima gekennzeichnet, die durch die Uberlagerung der Vielzahl minimal zeitversetzter
Einzelechos der Gewebestruktur hervorgerufen werden (Héhne & Kalber, 1988).

Vor der Spektralanalyse ist somit eine Glattung der Spektren zwingend erforderlich.
Dies kann durch Mittelwertbildung der Spektren paralleler, aber nicht oder nur
schwach kreuzkorrelierter Scan-Linien erfolgen. Eine weitere Mdglichkeit besteht in
der cepstralen Glattung der Spektren (Jenderka, 1989; Gartner, 2001).
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In dieser Arbeit kamen die Schmalband-Methode und eine Modifikation der Spek-
trum-Differenz-Methode mit Komponenten des Transmissionsverfahrens zur Anwen-
dung.

Die Schmalband-Methode bietet den Vorteil einer direkten Beurteilbarkeit der Zuver-
lassigkeit der Dampfungsschatzung Uber die Linearitat (linear in dB) der Intensitats-
abnahme. Lokale Inhomogenitaten (z. B. Gefalde) kdnnen so erkannt und ausgegli-
chen werden. Gleichzeitig stellen die erhaltenen Parameter einen Zwischenschritt bei
der Berechnung des relativen Ruckstreukoeffizienten dar, wodurch eine einfache
Weiterfuhrung der Berechnungen maglich ist.

Die modifizierte Spektrum-Differenz-Methode ist weniger empfindlich gegenuber Sto-
rungen durch lokale Inhomogenitaten im Gewebe und lasst zuverlassigere Werte

erwarten.

Wandler-Position

HF-Signal
(Leberprobe
und Phantom)

HF-Signal
(Phantom)

physiol. Kochsalzldsung (25°C)

Abb. 2.3. Anordnung der Gewebeprobe und Auswahl der ROI fiir die Bestimmung
der Ultraschallddampfung

Im Experiment wurden die kompletten Sets der hochfrequenten Riickstreuechos des
Phantommaterials und der daruber liegenden Gewebeprobe bzw. Flussigkeitsstrecke

aufgezeichnet (siehe Abb. 2.3.). Die Signalaufnahme erfolgte fir zwei unterschiedli-
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che Wandler-Phantom-Abstande: 45 us und 65 ps Laufzeit, respektive 34 mm und
48 mm Abstand.

log A2

a2

Gewebeprobe Phantom (ohne vorgelagertes Gewebe)

\ ‘

Anstieg
- Phantomtﬂnter
‘ t i Gewebeprobe
Laufzeit u's

Abb. 2.4. Prinzipieller Verlauf der Signalamplituden fir die Messanordnung nach Abb. 2.3.

Fir die Abnahme der Signalintensitat (log A?) mit der Laufzeit (Tiefe) ergibt sich da-
mit der in Abb. 2.4. dargestellte prinzipielle Verlauf: Die Echointensitat im jeweils
schallkopfnahem Bereich des Phantoms bzw. der Gewebeprobe sind annahernd
gleich und unterscheiden sich nur durch die geringfugige Dampfung in der Kochsalz-
l6sung (ca. 0,18 dB/cm bei 9 MHz [Duck, 1990]).

Aus der Abnahme der Intensitat der aus dem Gewebe rickgestreuten Echos mit der
Tiefe (Alog A%gew) kann entsprechend der Schmalband-Methode die frequenzabhén-

gige Dampfung bestimmt werden.

_aAlog AL, ()
(1) =10 foatc ®)

Die Ruckstreusignale aus dem Phantom bieten hier noch eine zusatzliche Maoglich-
keit zur Bestimmung der Ultraschalldampfung in der Gewebeprobe. Nach Modifizie-
rung des Verfahrens zur Bestimmung der Ultraschalldampfung in Transmission kann
aus dem Abstand der parallel verlaufenden, fur das Phantom charakteristischen

Schwachungskurven bei der jeweiligen Frequenz

log Aéiff (f;) =log Agho (t, f,)-log AshGew (t f) (10)
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und der Dicke der darlber liegenden Gewebeschicht die Gewebedampfung berech-
net werden:
log Ag (f))

a(fi):lom (11)

Gew

Die Dicke der Probe wird im B-Bild gemessen (siehe Abb. 2.3.). Der Unterschied zur
klassischen Transmissionsmessung besteht darin, dass die Gewebeprobe von dem
Ultraschallimpuls zweimal durchlaufen wird. Das Phantom Gbernimmt hier die Funk-
tion eines Referenz-Streuobjektes. Grundsatzlich konnte auch ein ebener Stahlre-
flektor fur diesen Zweck eingesetzt werden - allerdings stinde dann kein geeignetes

Referenzsignal fur die Bestimmung des relativen Ruckstreukoeffizienten zur Verfu-

gung.
2.2.3. Bestimmung des relativen Riuckstreukoeffizienten

Als Referenz fur die Bestimmung des relativen Rickstreukoeffizienten dienten die

Wandler-Position

45.0 us
Laufzeit
65.0 us

HF-Signal
(Leberprobe
und Phantom)

am
(]
I
(]
L]
"
(]
(]
[
(]
"
(]
[

HF-Signal
(Phantom)

physiol. Kochsalzlésung (25°C)

Abb. 2.5. Anordnung der Gewebeprobe und Auswahl der ROI fiir die Bestimmung des relativen
Ruckstreukoeffizienten
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aufgezeichneten Echosignale am Phantom ohne vorgelagertes Gewebe. Diese bei
kurzem Wandler-Phantom-Abstand (Laufzeit von 45 ps) gemessenen Ruckstreusi-
gnale wurden zu den aus dem Lebergewebe rickgestreuten Echos bei langem
Wandler-Phantom-Abstand (Laufzeit von 65 us) in Relation gesetzt. Damit wurde
gewahrleistet, dass die untersuchten Regionen im Gewebe und Phantom den glei-
chen Abstand zum Wandler haben und somit vergleichbare Druckverhaltnisse im
Schallfeld herrschten.

Im nachsten Schritt wurden mit Hilfe der zuvor ermittelten Werte fir die frequenzab-
hangige Dampfung die Signalverluste Uber die Tiefe ausgeglichen und die Ruck-
streuamplituden fur Referenz und Probe jeweils auf gleiches Niveau gebracht (siehe
Abb. 2.6.).

a) Iog A? b) Iog A2
Phantomoberflache 1
RCL T i e Sl P
_ >/‘
Probenoberflache Mittelwerte
) ROI g
Laufzeit Laufzeit M

Abb. 2.6. Prinzipieller Verlauf der Signalamplituden fur die Messanordnung nach Abb. 2.5.
a) vor und b) nach Korrektur der Dampfung

Nach Korrektur der Dampfungsverluste im vorgelagerten Medium und Mittelwertbil-
dung (jeweils fur die Referenz- und Gewebemessung) erfolgte die Berechnung des
mittleren, frequenzabhangigen relativen Rulckstreukoeffizienten (siehe Gleichung 8)

nach
s (F,)=10(l0g A? ¢, (f) —log A? . () (12)

Der relative Ruckstreukoeffizient oress(f) gibt den Unterschied der Ruckstreuinten-

sitat der Gewebeprobe in Bezug auf das gewebeahnliche Phantom in Abhangigkeit
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von der Frequenz in dB an. Negative dB-Werte bedeuten dabei eine schwachere

Ruckstreuung.

2.2.4. Aufbau des Messplatzes

Das Messsystem zur Aufnahme der hochfrequenten Ultraschallechosignale setzte

sich aus folgenden Geratekomponenten zusammen (siehe Abb. 2.7. und 2.8.):

- Ultraschallsender (Pulser) mit Einzelelement-Schallwandler (Eigenbau vom Insti-
tut fur Medizinische Physik und Biophysik, Martin-Luther-Universitat Halle-
Wittenberg)

- Schrittmotor-Interface (Eigenbau vom Institut fur Medizinische Physik und Biophy-
sik, Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg)

- HF-Verstarker mit Begrenzer (Eigenbau vom Institut flir Medizinische Physik und
Biophysik, Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg)

- Digital-Speicher-Oszilloskop (LeCroy 9430)

- PC mit GPIB-Karte (NI-PClla)

- Messkuvette mit montierten Lineartrieb und Wandlerhalterung (Eigenbau vom In-
stitut fur Medizinische Physik und Biophysik, Martin-Luther-Universitat Halle-
Wittenberg)

Ultraschall-
sender

Lineartrieb

Y
A

y

Verstarker/
Beqgrenzer

v

DS )
(LeCroy 9430) |

Schall-
wandler

Schrittmotor-
Interface

v

Messkuvette PC
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Der Ultraschallsender erzeugt kurze Spannungsspitzen zur Anregung des breitban-

digen Einzelelementwandler mit einer Pulsfolgefrequenz von 1 kHz. Diese Taktfre-

Abb. 2.8. Experimenteller Versuchsaufbau

quenz dient weiterhin auch zur Triggerung des Digital-Speicher-Oszilloskopes
(DSO).

Nach Anregung durch den Pulser gibt der Schallwandler mit einer Mittenfrequenz
von 9 MHz Ultraschallimpulse in die Messklvette ab, die sich entsprechend durch
das Koppelmedium (physiologische Kochsalzlésung), die Gewebeprobe und das
Phantommaterial ausbreiten und von dort rickgestreut werden.

In den Pausen zwischen den Sendeimpulsen werden die am Schallwandler eintref-
fenden Streuechos wieder in eine adaquate Wechselspannung umgewandelt, die zur
Anpassung an die Eingangsempfindlichkeit des DSO am nachfolgenden Verstarker
rauscharm um 15 dB verstarkt wird. Der Eingang des Verstarkers ist durch antiparal-
lel geschaltete Dioden vor den Spannungsspitzen des Sendepulses geschutzt.

Im DSO erfolgt die Digitalisierung der Echofolgen mit einer Abtastfrequenz von
100 MHz und einer Amplitudenauflésung von 10 bit. Nach der Sicherung der Echosi-
gnaldaten wird Uber die Schrittmotorsteuerung und den Lineartrieb die nachste Mes-
sposition angefahren. Ein kompletter Scan setzt sich aus 64 Einzelmessungen mit

einem lateralen Abstand von 0,5 mm zusammen.
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Nach Abschluss der Messung stehen die gespeicherten Daten fur die off-line-
Signalanalyse und Parameterbestimmung zur Verfigung. Aus den Echodaten im PC
wird ein Schnittbild generiert, in dem einzelne Scanlinien dargestellt werden kdnnen.
Damit sind eine Kontrolle der aufgezeichneten Daten, Abstandsmessungen und die
Auswahl der interessierenden Regionen (ROI) fur die Parameteranalyse maoglich.

Die Software zur Steuerung der Messung und Aufzeichnung der Ultraschallechos
wurde in Borland Pascal (Version 7.0, Borland Software Corporation, USA) und die
Software zur Parameteranalyse in Borland Delphi (Version 6, Borland Software Cor-
poration, USA) erstellt.

Die Aufbereitung, Analyse und graphische Darstellung aller Messdaten erfolgte mit
Origin (Version 6.1, ADDITIVE Soft- und Hardware fur Technik und Wissenschaft
GmbH, Deutschland). Dabei erfolgte die Bestimmung der Mittelwerte, Mediane und
der Standardabweichungen fur alle Versuchs- und Vergleichstiergruppen. Um ein
objektives Mal zur Signifikanz der bestehenden Differenzen zwischen den Ver-
suchs- und Vergleichstiergruppen der 5., 8. und 11. Versuchswoche zur erhalten,
wurde der t-Test flr paarige Stichproben nach Student verwendet. Dabei wurde der
p-Wert als nominelles Signifikanzniveau verwendet, wobei ein p < 0,05 (d. h. eine

Irrtumswahrscheinlichkeit von < 5 %) als statistisch signifikant bezeichnet wurde.
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3. Ergebnisse

3.1. Ergebnisse der Histologischen Veranderungen

Bei der Betrachtung der histologischen Praparate zur feingewebigen Differenzierung
zeigten sich deutliche Unterschiede zwischen Vergleichs- und Versuchstieren.

Bei den Vergleichstieren ergaben sich im Laufe der elf Behandlungswochen keine
Veranderungen in der mikroskopischen Leberstruktur. Exemplarisch ist jeweils in
Abbildung 3.1. das Praparat eines Vergleichstieres der finften Behandlungswoche
und in Abbildung 3.2. das Praparat der elften Behandlungswoche in 10- und
20-facher Vergrolterung dargestellt. Beide Abbildungen zeigen gesunde, morpholo-

gisch unauffallige Leberschnitte. Es ergaben sich somit wahrend der gesamten Be-

handlungszeit bei den Vergleichstieren keine Strukturveranderungen der Leber.

Abb. 3.2. Vergleichstier Behandlungswoche 11, HE-Farbung, VergréRerung a) 10-fach und b) 20-fach

Die mikroskopischen Praparate der einzelnen Versuchstiergruppen unterschieden
sich anders als die der Vergleichstiergruppen auch untereinander deutlich. Auffallig
waren die unterschiedlich schweren Parenchymschadigungen zu gleichen Zeitpunk-
ten bzw. gleiche morphologische Bilder in verschiedenen Zeitabstanden nach der

ersten CCls-Insufflation. In den Abbildungen 3.3. bis 3.5., in denen jeweils Leber-
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schnitte in 5- und 10-facher VergroRerung von Versuchstieren der flnften, neunten
und elften Behandlungswoche dargestellt sind, kann man das sehr gut erkennen.

Exemplarisch fir die Versuchstiergruppe der funften Behandlungswoche zeigt die
Abbildung 3.3. einen Leberschnitt mit einer typisch lappchenperipher lokalisierten
mikrovesikularen Verfettung der Hepatozyten. Auf3erdem sind neben den Fettvakuo-
len noch Schrumpfnekrosen mit hyalinen Einschlusskorperchen und Lipofuszinpig-

mente zu erkennen. Die Portalfelder sind unauffallig.

§ ...‘fgﬂ = AL S . N LT oo ! %) ,: ) it L U
Abb. 3.3. Versuchstier Behandlungswoche 5, HE-Farbung, Vergrofierung a) 5-fach und b) 10-fach

andlungswoche 11, HE-Fa

Die Abbildung 3.4. zeigt den Leberschnitt eines Versuchstieres der neunten Behand-

lungswoche. Dabei ist ein umfangreicher Umbau der urspringlichen Leberstruktur
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mit starker Fibrosierung, Verfettung und enormer Septenzergliederung zu sehen. Es
kommt zur Ausbildung einer deutlichen Pseudolobulistruktur. Zentralvenen sind
kaum noch zu erkennen. AulRerdem fallen die nicht mehr im Verband angeordneten,
scheinbar zufallig verteilten Hepatozyten mit Infiltraten und die immer haufiger auftre-
tenden Mitosen auf.

Eine vollig aufgehobene Lebertextur mit Lappchenumkehr, das heif’t die Ausrichtung
der Leberlappchen um das Portalfeld und nicht wie urspringlich um die Zentralvene,
kennzeichnen den Leberschnitt des Versuchstieres aus der elften Behandlungswo-
che in der Abbildung 3.5. Es zeigt sich eine deutlichen Septenverbreiterung sowie
eine fortschreitende Unterteilung des Leberparenchyms in immer neue Pseudolobuli.
Reichlich Mitosen und vereinzelte Duktulusproliferationen als Zeichen regenerativer
Prozesse sind auch zu erkennen.

Zur besseren Darstellung der Bindegewebsanteile wurden einige Leberpraparate
zusatzlich zur HE-Farbung noch mit Chromotrop Anilinblau (CAB) gefarbt. In den
Abbildungen 3.6. bis 3.8. sind Leberschnitte von Versuchstieren der sechsten, neun-
ten und elften Behandlungswoche in die-
ser CAB-Farbung in jeweils 10-facher Ver-
gréRerung exemplarisch dargestellt. Dabei
ist noch einmal sehr deutlich der Verlauf
der Leberstrukturveranderung von der Le-
berverfettung (Abb. 3.6.), Uber die zuneh-
mende Fibrosierung (Abb. 3.7.), bis hin

zum vollig zirrhotischen Umbau mit Lapp-

- < fi i’ My LR &
Abb. 3.6. Versuchstier Behandlungswoche 6,
chenumkehr (Abb. 3.8.) zu erkennen. CAB-Farbung, VergroRerung 10-fach

a\..-ﬁ-‘f :

Abb. 3.7. Versuchstier Behandlungswoche 9, Abb. 3.8. Versuchstier Behandlungswoche 11,
CAB-Farbung, VergroRerung 10-fach CAB-Farbung, Vergroferung 10-fach
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3.2. Ergebnisse der laborchemischen Verdnderungen

Die Bestimmung des Blutbildes ergab keine wesentlichen Unterschiede zwischen
den Versuchs- und den Vergleichstieren. Mit zunehmender Dauer der Tetrachlorkoh-
lenstoffexposition zeigten sich auch zwischen den Versuchstieren untereinander kei-
ne nennenswerten Unterschiede bei der Blutbildanalyse.

Unterschiedliche Ergebnisse ergaben sich aber bei der Bestimmung der Leberfunk-

tionswerte:

1. Wie in der Grafik 3.1. graphisch und in der Tabelle 3.1. numerisch deutlich zu er-
kennen ist, sind die Ergebnisse fir die Alaninaminotransferase (ALAT) der Ver-
suchstiere hoher als die der Vergleichstiere. Dabei sind die Ergebnisse in den ver-
gleichbaren Gruppen der 5. (p < 0,01), 8. (p < 0,05) und 11. Woche (p < 0,001) sta-
tistisch signifikant voneinander abzugrenzen. Die Werte der Versuchstiere haben

im Gegensatz zu denen der Vergleichstiere eine viel groRere Schwankungsbreite
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Grafik 3.1. ALAT vs. Behandlungszeit

Tabelle 3.1. Mittelwert, Median und Standardabweichung der ALAT in nmol/l

Woche Mittelwert Median Standardabweichung
Vergleichstiere 916,5 876,0 139,98
8 738,2 712,5 70,55
11 923,7 939,0 120,95
Versuchstiere 5 23176,0 16781,0 17073,06
6 12380,2 7143,0 12457,87
7 11732,4 5291,0 15065,80
8 16011,6 13626,0 10467,95
9 5186,0 4349,0 1591,68
10 23780,2 23150,0 5912,53
11 28580,4 27725,0 9518,79
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(zwischen 24,9 % in der 10. und 128,4 % in der 7. Behandlungswoche bei den
Versuchstieren bzw. zwischen 9,6 % in der 8. und 15,3 % in der 5. Behandlungs-
woche bei den Vergleichstieren) und sind bis zum 30-fachen gréf3er. Auffallig bei
den Versuchstiergruppen ist der relativ geringe Mittelwert in der neunten Behand-
lungswoche. Mit Ausnahme der 9. Behandlungswoche ist nach einem akuten
ALAT-Anstieg mit anschlieRenden Abfall eine kontinuierliche Zunahme der ALAT-
Konzentration von ungefahr 6000 nmol/l/Woche ab der siebenten Behandlungs-
woche in der Versuchstiergruppe festzustellen, wahrend die der Vergleichstiere

annahernd konstant bleibt.

. Auch die Ergebnisse der Aspartataminotransferase (ASAT) sind bei den Ver-
suchstieren im Vergleich zu denen der Vergleichstiere deutlich hoher (Tabelle 3.2.),
wobei sich nur die Ergebnisse der 5. (p < 0,05) und 11. Woche (p < 0,001) stati-

stisch signifikant voneinander unterscheiden, wahrend in der 8. Woche (p > 0,05)
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Grafik 3.2. ASAT vs. Behandlungszeit
Tabelle 3.2. Mittelwert, Median und Standardabweichung der ASAT in nmol/l
Woche Mittelwert Median Standardabweichung
Vergleichstiere 5 1851,4 1394,0 1076,18
8 1311,0 1302,5 399,35
11 1562,5 1678,5 487,00
Versuchstiere 5 19878,2 12232,0 15627,09
6 10103,0 6222,0 9078,04
7 9451,2 4324,0 11748,93
8 13689,0 10098,0 10504,17
9 6170,8 5944.0 2153,76
10 26606,2 19587,0 16217,18
11 22746,8 20484,0 7592,08
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3.

keine signifikanten Unterschiede zu erkennen sind. Auch bei der ASAT sind die
Mittelwerte der Versuchstiergruppen viel gro3er (bis zum 15-fachen) als die der Ver-
gleichstiere. Wahrend die Schwankungsbreite bei den Vergleichstieren nur zwi-
schen 30,5 % (8. Behandlungswoche) und 58,1 % (5. Behandlungswoche) liegt,
ist sie bei den Versuchstieren mit Werten zwischen 33,4 % (11. Behandlungswo-
che) und 124,3 % (7. Behandlungswoche) deutlich breiter. Bei der Betrachtung
der Grafik 3.2. ist ein ahnliches Verteilungsmuster, einschlielllich des relativ ge-
ringen Mittelwertes fir die Versuchstiergruppe der neunten Behandlungswoche,
wie bei der ALAT in der Grafik 3.1., zu erkennen. Auch der mit Ausnahme der
neunten Behandlungswoche kontinuierliche Anstieg der ASAT-Konzentration von
ungefahr 4900 nmol/l/Woche nach dem Abfall des initialen ASAT-peaks zu Be-

handlungsbeginn ist ahnlich dem Verlauf der ALAT-Konzentration.

In der Grafik 3.3. und in der Tabelle 3.3. ist die Entwicklung des Albumins im Ver-
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Grafik 3.3. Albumin vs. Behandlungszeit

Albumin / g/l

Tabelle 3.3. Mittelwert, Median und Standardabweichung des Albumins in g/l

Woche Mittelwert Median Standardabweichung
Vergleichstiere 5 31,26 31,30 1,1502
8 29,88 30,10 1,1983
11 31,80 31,55 0,8367
Versuchstiere 5 28,54 29,20 1,5176
6 28,76 29,10 0,7701
7 28,76 28,70 0,8620
8 26,98 27,00 1,2834
9 27,46 27,80 1,4588
10 25,96 26,20 1,0738
11 26,80 27,10 1,6000
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lauf der Behandlungszeit dargestellt. Beim Vergleich der Mittelwerte ist ein deutli-
cher, in den vergleichbaren Gruppen der 5. (p < 0,01), 8. (p < 0,05) und 11. Wo-
che (p < 0,001) signifikanter Unterschied zwischen den Vergleichs- und Versuchs-
tiergruppen zu erkennen, der mit zunehmender Behandlungsdauer immer gréler
wird. So sind die Albuminkonzentrationen der Versuchstiere der 5. Behandlungs-
woche um etwa 8,7 % kleiner als die der Vergleichstiere, wahrend die Konzentra-
tionen der Versuchstiere der 11. Behandlungswoche schon um etwa 15,7 % klei-
ner sind, als die der entsprechenden Vergleichstiergruppe. Die Einzelergebnisse
sowohl der Versuchstier- als auch der Vergleichstiergruppen weisen dabei eine

annahernd gleiche Schwankungsbreite auf.

. Die Bestimmung der Antithrombin-IlI-Konzentrationen (siehe Grafik 3.4. und Tabel-
le 3.4.) ergab einen deutlichen, in den vergleichbaren Gruppen der 5. (p < 0,00005),
8. (p <0,001) und 11. Woche (p < 0,0001) signifikanten Unterschied zwischen den

Vergleichs- und den Versuchstieren. So sind die Antithrombin-IlI-Konzentrationen
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Grafik 3.4. Antithrombin Il vs. Behandlungszeit

Tabelle 3.4. Mittelwert, Median und Standardabweichung des Antithrombin Il in %

Woche Mittelwert Median Standardabweichung
Vergleichstiere 5 128,13 124,00 8,5352
8 137,78 140,30 7,0906
11 139,75 138,30 3,6828
Versuchstiere 5 80,84 74,95 13,3226
6 100,55 95,20 20,9631
7 108,16 107,35 16,1120
8 104,60 100,65 10,3810
9 125,82 124,95 10,6159
10 104,26 104,75 11,1159
11 97,28 94,75 9,3291
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der Versuchstiere zwischen ungefahr 10,4 % (9. Behandlungswoche) und 36,9 %
(5. Behandlungswoche) kleiner als die der Vergleichstiere. Weiterhin fallen die gro-
Ren Standardabweichungen der Versuchstiergruppen (von minimal 8,4 % in der 9.
bis maximal 20,8 % in der 6. Behandlungswoche) gegeniber denen der Ver-
gleichstiergruppen (von minimal 2,6 % in der 11. bis maximal 6,7 % in der 5. Be-
handlungswoche) auf. Wahrend bei den Vergleichstieren uber den gesamten Un-
tersuchungszeitraum eine tendenzielle Konzentrationszunahme des Antithrom-
bin Il von ca. 2,6 %/Woche zu erkennen ist, ist das bei den Versuchstieren nur bis
zur 9. Behandlungswoche (Anstieg von etwa 11,2 %/Woche) der Fall. In den fol-
genden Behandlungswochen kommt es dort zu einer Konzentrationsabnahme von
ca. 15,5 %/Woche.

. Wie in Grafik 3.5. und Tabelle 3.5. ersichtlich, erbrachte die Bestimmung der
Thromboplastinzeit nur fur die Versuchstiergruppen der funften, sechsten und elf-

ten Behandlungswoche deutlich niedrigere Werte im Vergleich zu denen der Ver-
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Grafik 3.5. Thromboplastinzeit vs. Behandlungszeit

Tabelle 3.5. Mittelwert, Median und Standardabweichung der Thromboplastinzeit in %

Woche Mittelwert Median Standardabweichung
Vergleichstiere 5 132,41 135,00 6,2092
8 137,88 138,55 2,1762
11 132,00 130,95 4,0500
Versuchstiere 5 114,48 111,30 17,2095
6 115,93 117,70 24,3980
7 131,08 136,20 10,2121
8 128,84 130,50 10,4467
9 136,40 133,30 3,8393
10 122,32 135,00 17,5285
11 93,62 88,90 10,6098
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gleichstiergruppen. Sie liegen zwischen 13,4 % (6. Behandlungswoche) und 30,1 %
(11. Behandlungswoche) der Vergleichstiere. Die Mittelwerte fur die Versuchstier-
gruppen der siebten bis zehnten Behandlungswochen sind nur unwesentlich klei-
ner als die der Vergleichstiergruppen, die sich untereinander nur gering vonein-
ander unterscheiden. Signifikante Unterschiede ergeben sich nur beim Vergleich
der Tiergruppen der 5. (p < 0,05) und 11. Behandlungswoche (p < 0,0005), wah-
rend sich die der 8. Woche (p > 0,05) nicht signifikant voneinander unterscheiden.
Auch bei der Thromboplastinzeit ist die Standardabweichung in den Versuchstier-
gruppen deutlich gro3er als die der Vergleichstiergruppen. So liegt die Schwan-
kungsbreite bei den Vergleichstieren nur zwischen 1,6 % (8. Behandlungswoche)
und 4,7 % (5. Behandlungswoche), wahrend sie sich bei den Versuchstieren zwi-

schen 2,8 % (9. Behandlungswoche) und 21,0 % (6. Behandlungswoche) bewegt.

. Beider Bestimmung des Gesamtbilirubins ergaben sich nur geringe, nicht signifikan-

te (ps.ss./11. wo > 0,05) Unterschiede zwischen Versuchs- und Vergleichstieren, wie
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Grafik 3.6. Gesamtbilirubin vs. Behandlungszeit

Tabelle 3.6. Mittelwert, Median und Standardabweichung des Gesamtbilirubins in umol/l

Woche Mittelwert Median Standardabweichung
Vergleichstiere 5 2,70 1,70 2,7105
8 1,80 1,70 0,2000
11 3,58 3,25 0,8995
Versuchstiere 5 2,78 2,90 0,9094
6 2,20 2,00 0,4062
7 3,34 2,20 3,0121
8 2,98 2,40 1,0010
9 4,82 4,80 2,9286
10 9,10 4,40 10,9672
11 7,42 4,10 5,0786
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man in der Tabelle 3.6. und der Grafik 3.6. erkennen kann. Die Standardabwei-
chungen der Versuchstiergruppen der siebten, neunten, zehnten und elften bzw.
die der Vergleichstiergruppe der funften Behandlungswoche waren im Vergleich zu
denen der anderen Gruppen relativ gro3. Tendenziell kam es zu einem Anstieg der
Billirubinkonzentrarion von ungefahr 0,5 umol/l/Woche im Behandlungsverlauf bei

den Versuchstieren, wahrend die der Vergleichstiere annahernd konstant blieb.

. Auch die Bestimmung des unkonjugierten Bilirubins zeigte keine signifikanten Un-
terschiede (pss./11. wo > 0,05) zwischen Vergleichs- und Versuchstieren (Grafik 3.7.
und Tabelle 3.7.). Auffallig ist die im Gegensatz zum Gesamtbilirubin in beiden
Tierreihen zunehmende Konzentration, wobei die der Versuchstiere mit ungefahr
0,23 pmol/l/Woche starker ist als die der Vergleichstiere mit 0,13 pmol/l/Woche.
Die Absolutwerte in beiden Tierreihen sind dabei aber, wie schon erwahnt, anna-
hernd gleich. GroRere Unterschiede bei den Schwankungsbreiten zwischen den

Vergleichs- und Versuchstiergruppen stellen sich nicht dar.
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Grafik 3.7. Unkonjugiertes Bilirubin vs. Behandlungszeit

Tabelle 3.7. Mittelwert, Median und Standardabweichung des unkonjugierten Bilirubins in umol/I

Woche Mittelwert Median Standardabweichung
Vergleichstiere 5 0,98 1,00 0,3656
8 1,38 1,40 0,1893
11 1,75 1,70 0,1291
Versuchstiere 5 0,62 0,60 0,0837
6 0,78 0,75 0,1483
7 0,92 0,60 0,5805
8 1,40 1,30 0,3674
9 1,36 1,20 0,2702
10 1,76 1,70 0,1342
11 1,44 1,15 0,5320
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3.3. Ultraschallmessergebnisse

Im Folgenden werden die Messergebnisse des Dampfungskoeffizienten fur die Mit-
telfrequenz von 9 MHz des in diesem Versuch verwendeten Wandlers vorgestellt:

Die Grafiken 3.8. und 3.9. mit den dazugehoérenden Tabellen 3.8. und 3.9. stellen die
Ergebnisse der Bestimmungen des Dampfungskoeffizienten bei 9 MHz nach der
Schmalband-Methode dar. Dabei zeigen sich bei den Ergebnissen fur den kurzen
Wandler-Phantom-Abstand (45 ps; 34 mm), die in der Grafik 3.8. bzw. in der Tabelle
3.8. vorgestellt werden, nur geringe nicht signifikante Unterschiede (ps/s/11.wo > 0,05)
zwischen Vergleichs- und Versuchstieren. In beiden Untersuchungsgruppen fallt eine
grolde Schwankungsbreite der Dampfungswerte auf. Au3erdem ist bei den Versuchs-
tieren ab der 6. Behandlungswoche eine abfallende Tendenz des Dampfungskoeffi-

zienten im Verlauf der Behandlungszeit erkennbar.
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Grafik 3.8. Dampfungskoeffizient bei 9 MHz fiir den kurzen Wand-
ler-Phantom-Abstand (45 ps; 34 mm) der Schmalband-
Methode vs. Behandlungszeit

Tabelle 3.8. Mittelwert, Median und Standardabweichung des Dampfungskoeffizienten bei 9 MHz fir
den kurzen Wandler-Phantom-Abstand (45 ps; 34 mm) der Schmalband-Methode

Woche Mittelwert Median Standardabweichung
Vergleichstiere 5 5,80 5,81 1,74
8 577 5,55 0,79
11 5,01 5,55 1,63
Versuchstiere 5 6,48 6,49 1,69
6 7,63 7,86 2,30
7 6,53 6,76 1,03
8 6,40 6,38 1,49
9 6,08 6,33 2,61
10 5,74 5,52 1,12
11 6,46 6,05 1,60
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Die Messwerte des langen Wandler-Phantom-Abstandes (65 ps; 48 mm), die in der
Grafik 3.9. bzw. Tabelle 3.9. dargestellt sind, ergeben ahnliche Ergebnisse wie die
des kurzen Wandler-Phantom-Abstandes. Auch hier sind keine grolen Unterschiede
zwischen den Vergleichs- und den Versuchstieren zu erkennen (fehlende Signifikanz
der vergleichbaren Behandlungsgruppen: pss/11. wo > 0,05). Und auch hier fallen die
in beiden Gruppen vorhandenen grof3en Standardabweichungen und die ab der 6.
Behandlungswoche tendenziell kleiner werdenden Dampfungskoeffizienten bei den

Versuchstieren auf.
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Grafik 3.9. Dampfungskoeffizient bei 9 MHz fir den langen Wand-
ler-Phantom-Abstand (65 ps; 48 mm) der Schmalband-
Methode vs. Behandlungszeit

Tabelle 3.9. Mittelwert, Median und Standardabweichung des Dampfungskoeffizienten bei 9 MHz fir
den langen Wandler-Phantom-Abstand (65 ps; 48 mm) der Schmalband-Methode

Woche Mittelwert Median Standardabweichung
Vergleichstiere 5 5,75 6,14 1,89
8 5,66 5,67 1,20
11 5,87 5,61 2,15
Versuchstiere 5 6,29 6,57 1,48
6 7,32 7,41 1,93
7 6,56 6,81 1,14
8 6,77 6,91 1,45
9 6,29 6,65 2,25
10 6,70 6,83 1,68
11 6,36 6,41 0,95

Die Ergebnisse der Bestimmung des Dampfungskoeffizienten bei 9 MHz nach der
modifizierten Spektrum-Differenz-Methode flir den kurzen Wandler-Phantom-Abstand
(45 ps; 34 mm) sind in der Grafik 3.10. bzw. in der Tabelle 3.10. dargestellt. Hier sind

kaum Unterschiede zwischen den Vergleichs- und den Versuchstieren festzustellen
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(fenlende Signifikanz der vergleichbaren Behandlungswochen: ps;s/11. wo > 0,05).
Sowohl die Mittelwerte als auch die Standardabweichungen befinden sich in beiden
Gruppen in ahnlichen GréRenordnungen. Eine Tendenz Uber den gesamten Verlauf

der Behandlungszeit lasst sich nicht erkennen.
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Grafik 3.10. Dampfungskoeffizient bei 9 MHz fir den kurzen Wand-
ler-Phantom-Abstand (45 us; 34 mm) der modifizier-
ten Spektrum-Differenz-Methode vs. Behandlungszeit

Tabelle 3.10. Mittelwert, Median und Standardabweichung des Dampfungskoeffizienten bei 9 MHz flr
den kurzen Wandler-Phantom-Abstand (45 us; 34 mm) der modifizierten Spektrum-
Differenz-Methode

Woche Mittelwert Median Standardabweichung
Vergleichstiere 5 5,64 5,92 1,14
8 4,86 4,83 0,34
11 5,73 4,94 1,81
Versuchstiere 5 5,46 4,98 1,99
6 6,10 5,88 0,92
7 6,71 7,02 1,73
8 5,02 4,80 1,10
9 5,01 4,88 0,90
10 5,66 5,84 1,03
11 4,60 4,49 0,76

Die Grafik 3.11. bzw. die Tabelle 3.11. zeigen die Ergebnisse der Berechnung des
Dampfungskoeffizienten bei 9 MHz nach der modifizierten Spektrum-Differenz-
Methode fur den langen Wandler-Phantom-Abstand (65 ys; 48 mm). Auch hier befin-
den sich sowohl die Mittelwerte als auch die Standardabweichungen in beiden Grup-
pen in ahnlichen GréRenordnungen, ein statistisch signifikanter Unterschied ist nicht
festzustellen (ps/s/11. wo > 0,05). Auch hier ist keine Tendenz Uber den gesamten Be-

handlungszeitraum zu erkennen.
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Auffallig ist der Vergleich der Standardabweichungen der Schmalbandmethode mit
den jeweilig dazu passenden der modifizierten Spektrum-Differenz-Methode: Die
Schwankungsbreiten der Messwerte der modifizierten Spektrum-Differenz-Methode
sind sowohl bei langem als auch bei kurzen Wandler-Phantom-Abstand jeweils bei
den Vergleichs- als auch bei den Versuchstieren kleiner als die der Schmalbandme-
thode. So schwanken die Messwerte beim kurzen Wandler-Phantom-Abstand bei
den Vergleichstieren in der Schmalbandmethode zwischen 13,7 % (8. Behandlungs-
woche) und 32,5 % (5. Behandlungswoche) bzw. in der modifizierten Spektrum-
Differenz-Methode zwischen 7,0 % (8. Behandlungswoche) und 31,6 % (11. Behand-
lungswoche) und bei den Versuchstieren in der Schmalbandmethode zwischen
15,8 % (7. Behandlungswoche) und 42,9 % (9. Behandlungswoche) bzw. in der mo-

difizierten Spektrum-Differenz-Methode zwischen 15,1 % (6. Behandlungswoche)
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Grafik 3.11. Dampfungskoeffizient bei 9 MHz fiir den langen Wand-
ler-Phantom-Abstand (65 us; 48 mm) der modifizierten
Spektrum-Differenz-Methode vs. Behandlungszeit

Tabelle 3.11. Mittelwert, Median und Standardabweichung des Dampfungskoeffizienten bei 9 MHz fur
den kurzen Wandler-Phantom-Abstand (65 us; 48 mm) der modifizierten Spektrum-
Differenz-Methode

Woche Mittelwert Median Standardabweichung
Vergleichstiere 5 5,23 5,40 0,95
8 4,33 4,20 0,41
11 5,35 4,79 1,61
Versuchstiere 5 5,22 4,70 1,94
6 5,20 517 0,71
7 6,09 6,12 1,75
8 4,80 4,68 0,99
9 4,38 4,40 0,79
10 5,24 5,34 1,10
11 4,16 3,93 0,85
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und 36,4 % (5. Behandlungswoche). Ahnliches zeigt sich beim langen Wandler-
Phantom-Abstand: Hier schwanken die Messwerte bei den Vergleichstieren in der
Schmalbandmethode zwischen 21,2 % (8. Behandlungswoche) und 36,6 % (11. Be-
handlungswoche) bzw. in der modifizierten Spektrum-Differenz-Methode zwischen
9,5 % (8. Behandlungswoche) und 30,1 % (11. Behandlungswoche) und bei den
Versuchstieren in der Schmalbandmethode zwischen 14,9 % (11. Behandlungswo-
che) und 35,8 % (9. Behandlungswoche) bzw. in der modifizierten Spektrum-
Differenz-Methode zwischen 13,6 % (6. Behandlungswoche) und 37,2 % (5. Behand-
lungswoche).

Auch die Betrachtung des Frequenzanstieges des Dampfungskoeffizienten in der
Schmalband-Methode, der in der Grafik 3.12. bzw. in der Tabelle 3.12. dargestellt ist,
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Grafik 3.12. Frequenzanstieg des Dampfungskoeffizienten bei
9 MHz vs. Behandlungszeit

Tabelle 3.12. Mittelwert, Median und Standardabweichung des Frequenzanstieges des Dampfungs-
koeffizienten bei 9MHz

Woche Mittelwert Median Standardabweichung
Vergleichstiere 5 0.346 0.342 0.122
8 0.283 0.255 0.090
11 0.286 0.309 0.115
Versuchstiere 5 0.352 0.312 0.140
6 0.302 0.299 0.076
7 0.390 0.392 0.192
8 0.319 0.327 0.112
9 0.253 0.239 0.096
10 0.285 0.261 0.069
11 0.262 0.251 0.105
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zeigt keine wesentlichen Unterschiede zwischen Vergleichs- und Versuchstieren
(fehlende Signifikanz der vergleichbaren Behandlungswochen: ps s 11.wo > 0,05). So-
wohl die Standardabweichungen als auch die Mittelwerte bewegen sich in ahnlichen
GrolRenordnungen. In beiden Gruppen ist eine fallende Tendenz in den Absolutwer-
ten des Frequenzanstieges des Dampfungskoeffizienten Uber den gesamten Be-
handlungszeitraum zu erkennen.

Bei der Betrachtung der Grafik 3.13., bei der die relative Ruckstreuung fur die ver-
schiedenen Behandlungszeiten der Versuchs- und der Vergleichstiere in Abhangig-
keit von der Frequenz dargestellt ist, fallt der mit steigender Frequenz zunehmende,
aber vor allem bei den Frequenzen von 9, 9,5 und 10 Megahertz deutliche Unter-

schied zwischen den Versuchs- und den Vergleichstiergruppen auf.
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Grafik 3.13. Relativer Riickstreuungskoeffizient der jeweiligen

Behandlungszeiten vs. Frequenz
In der Grafik 3.14. mit der dazugehorigen Tabelle 3.14. werden die Ergebnisse des
Relativen Ruckstreukoeffizienten der Grafik 3.13. exemplarisch fur die Mittelfrequenz
von 9 Megahertz des in diesen Versuch benutzten Wandlers in Abhangigkeit zur Be-
handlungszeit dargestellt. Dabei zeigt sich ein signifikanter Unterschied des Relati-
ven Ruckstreukoeffizienten der vergleichbaren Behandlungswochen der Vergleichs-
und Versuchstieren (ps. wo < 0,00001; ps. wo < 0,000005; p11. wo <0,00005). So ist

der Relative Ruckstreukoeffizient bei den Versuchstieren zwischen minimal 50 %
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(11. Behandlungswoche) und maximal 215 % (8. Behandlungswoche) grof3er als bei
den Vergleichstieren.

Der Relative Ruckstreukoeffizient der Vergleichstiere bleibt im Rahmen der Messun-
genauigkeiten uber den gesamten Untersuchungszeitraum konstant. Anders bei den
Versuchstieren: Hier lasst sich eine ansteigende Tendenz des Relativen Ruckstreu-
koeffizienten mit einen Anstieg von etwa 0,27 Dezibel pro Woche erkennen. Bei der
Betrachtung der Standardabweichungen der Versuchs- und Vergleichstiere lassen

sich keine Unterschiede feststellen.
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Grafik 3.14. Relativer Rickstreuungskoeffizient bei 9 MHz vs. Be-
handlungszeit

Tabelle 3.14. Mittelwert, Median und Standardabweichung des Relativen Riickstreukoeffizienten bei 9 MHz

Woche Mittelwert Median Standardabweichung
Vergleichstiere 5 -20,33 -20,56 3,66
8 -19,90 -19,34 3,42
11 -19,54 -18,72 2,53
Versuchstiere 5 -11,96 -12,71 3,18
6 -10,14 -11,53 4,17
7 -11,50 -11,37 3,88
8 -9,26 -9,76 2,35
9 -12,11 -13,23 3,92
10 -10,35 -9,39 3,73
11 -9,66 -8,57 3,64
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4. Diskussion

4.1. Diskussion der histologischen Veranderungen

Tetrachlorkohlenstoff (CCls) fihrt zu einer toxischen Schadigung des Leberparen-
chyms, die bei chronischer Exposition von der Fettleber Uber die Leberfibrose bis hin
zur Leberzirrhose reichen kann.

Die Betrachtung der histologischen Bilder bestatigte das eindrucksvoll: Schon nach
funf Wochen Behandlungsdauer zeigten sich deutliche Veranderungen in der Leber-
parenchymstruktur der Versuchstiere, wohingegen die der Vergleichstiere wahrend
des gesamten Versuchzeitraumes vollig unauffallig blieben. Wie schon durch Popper
und Schaffner (1961) bzw. Sandritter und Beneke (1974) beschrieben, zeigten sich
auch in den Praparaten unseres Versuches reichlich Nekrosen mit hydropisch ge-
schwollenen Zellen am Rand der Nekrose, die mikrovesikulare Verfettung der Hepa-
tozyten, die auf einer Synthesestérung des Apolipoproteins (Poli et al., 1985) und der
damit verbundenen Sekretionsstorung der fetttransportierenden Very-Low-Density-
Lipoproteine (VLDL) (Recknagel et al., 1960) beruht, und die Lipofuszinpigmente als
Produkt der Lipidperoxidation (siehe Seite 12, Abbildung 1.4.). Elektronenmikrosko-
pisch zeigte sich nach Dawborn et al. (1961) eine deutliche Schwellung der Mito-
chondrien und des endoplasmatischen Retikulums als Orte der toxischen Primarlasi-
on (Brattin et al., 1984; Tomasi et al., 1987). Die Portalfelder blieben unauffallig. Zu-
sammenfassend zeigte sich in der Auswertung der mikroskopischen Praparate der
ersten Behandlungswochen das Bild einer massiven Leberverfettung.

Mit zunehmender Dauer der CCls-Exposition setzte sich der Umbau des Leberparen-
chyms weiter fort: Es zeigte sich eine immer starker werdende Verfettung, eine wei-
ter fortschreitende Fibrosierung und Septenzergliederung sowie kaum noch zu er-
kennende Zentralvenen. Die verstreut liegenden Hepatozyten mit zelligen Infiltratio-
nen wiesen auf abgelaufene Zellnekrosen hin (Kampfe, 1978). Ergebnis der zuneh-
menden Faserbildung und der damit verbundenen Aufhebung der funktionellen Fein-
struktur des Leberparenchyms war die Ausbildung von Pseudolobuli. Die durch Pop-
per und Schaffner (1961) beschriebene von der Peripherie der Leberlappchen aus-
gehende Geweberegeneration der entstandenen Leberfibrose wurde durch die quan-
titativ immer haufiger auftretenden Mitosen bestatigt.

Die mikroskopischen Praparate der Versuchstiere der letzten Behandlungswochen
zeigten eine vollig aufgehobene Leberfeinstruktur. Infolge der fortlaufenden Schadi-

gung kam es durch die anhaltende Fibrosierung zur Septenverbreiterung sowie zur
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fortschreitenden Unterteilung des Leberparenchyms in immer neue Pseudolobuli,
wobei praktisch alle Leberlappchen erfasst wurden. Es kam zur Ausbildung einer Zir-
rhose. Die dabei immer wieder reichlich auftretenden Mitosen und Ductulusprolifera-
tionen zeugten von der anhaltenden Regenerationsbereitschaft der geschadigten
Leber (Popper & Schaffner, 1961; Hubner, 1974).

Die in den einzelnen Versuchstiergruppen festgestellten unterschiedlichen Auspra-
gungsgrade bei gleichartiger Intoxikation waren nach Ungar (1951) auf dispositionel-
le und genetische Faktoren zurtickzufihren. Dabei sind z.B. die unterschiedlichen
Reaktionen der einzelnen Leberlappchen, unterschiedliche Giftexposition der ver-
schiedenen Leberteile bzw. Leberlappen oder die unterschiedliche Empfindlichkeit
der einzelnen Tiere (konstitutionelle Faktoren) zu erwahnen.

Die in der klinischen Routine als Goldstandard geltende histologische Untersuchung
von Gewebeproben ermdoglicht eine sehr gute Einschatzung Uber die Art und den
Grad einer Gewebeschadigung. Dabei sind die Genauigkeit und die mogliche Repro-
duzierbarkeit der Ergebnisse in relativ hohem Male von der Erfahrung des Untersu-
chenden abhangig und kénnen durch zusatzliche Informationen Uber den klinischen
Verlauf oder mdgliche Schadigungsursachen weiter gesteigert werden.

Eine noch prazisere, eventuell sogar quantitative Einschatzung des Schadigungs-
grades aus der histologischen Begutachtung lie3e sich durch verschiedene, tech-
nisch bzw. zeitlich aufwendige Verfahren erreichen. Hier sind beispielhaft die EDV-
gestutzte Auszahlung der Fettzellen oder die quantitative Beurteilung des Absolutfett-
(Suzuki et al., 1992) oder des Kollagengehaltes durch chemische Methoden zu

nennen.

4.2. Diskussion der laborchemischen Ergebnisse

Die Schweregrade akuter und chronischer Lebererkrankungen sowie leberspezifi-
sche Stoffwechselleistungen lassen sich relativ sicher anhand der Veranderungen
verschiedener laborchemischer Parameter einschatzen. Dazu gehdren die Aspartat-
und die Alaninaminotransferase, deren Funktionen bei Zellschadigung und Sto-
rungen der Membranfunktion eingeschrankt sind und die auf Grund ihrer relativ kur-
zen Halbwertszeit sehr gut fur die Verlaufsbeurteilung einer hepatozellularen Schadi-
gung geeignet sind (Thomas, 2000a). Eine Stérung der Syntheseleistung der Leber
lasst sich gut durch die Bestimmung der Plasmaproteine, z.B. Albumin, oder der Ge-

rinnungsfaktoren, z.B. durch die Prothrombinzeit nach Quick oder des Antithrombin
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lll darstellen, wahrend Storungen des Konjugations- und Exkretionsvermogens der
Leber mit Hilfe des Bilirubins abgeschatzt werden konnen.

Die Aspartataminotransferase (ASAT; friher Serum-Glutamat-Oxalacetat-Trans-
aminase [SGOT]) ist ein Enzym, was der Ubertragung der Aminogruppen vom As-
partat auf die Gammaketogruppen vom Ketoglutarat dient und die Bildung von Oxa-
lacetat und L-Glutamat katalysiert. Es kommt hauptsachlich in der Leber aber auch in
Herz- und Skelettmuskel, Niere und Gehirn vor. Infolge der chronischen Leberscha-
digung durch die kontinuierliche Gabe von CCl; kam es bei den Versuchstieren zu
einer Uber den gesamten Behandlungszeitraum deutlich ansteigenden ASAT, deren
Konzentration dabei bis zum 15-fachen der Vergleichstiere betrug. Dabei zeigte sich
eine erhebliche Schwankungsbreite der ASAT-Konzentrationen zwischen den ein-
zelnen Versuchstieren, wohingegen die der Vergleichstiere Uber den gesamten Be-
obachtungszeitraum deutlich kleiner waren. Signifikante Unterschiede waren aber
nur in der 5. und 11. Behandlungswoche festzustellen.

Annliches zeigte sich bei der Bestimmung der Alaninaminotransferase (ALAT; friiher
Serum-Glutamat-Pyruvat-Transaminase [SGPT]), die als Enzym die Umwandlung
von Glutamat und Pyruvat zu L-Alanin und Alphaketoglutarat katalysiert und leber-
spezifisch ist: Auch die ALAT-Konzentrationen der Versuchstiere waren deutlich gro-
Rer als die der Vergleichstiere und nahmen im Behandlungsverlauf stetig zu. Auch
hier waren die Schwankungsbreiten bei den Versuchstieren deutlich gréf3er als bei
den Vergleichstieren. Ein signifikanter Unterschied konnte in allen vergleichbaren
Behandlungswochen festgestellt werden.

Sowohl die ALAT als auch die ASAT zeigten dabei einen zu Behandlungsbeginn in-
itialen Konzentrationspeak gefolgt von einem Abfall, der dann in eine kontinuierliche
Konzentrationszunahme Uberging. Moglicherweise handelt es sich dabei um den
Ubergang vom Ende der akuten Leberschadigung mit anschlieRender kurzer Stabili-
sierungsphase zur chronischen Leberschadigung. Der parallel verlaufende Anstieg
der ASAT und ALAT, wie er auch in diesen Versuch beobachtet werden konnte, gilt
hierbei als sicherer Beweis einer hepatozellularen Nekrose (Thomas, 2000a).
Albumin als wichtigstes Transportprotein von Mensch und Ratte wird im rauhen en-
doplasmatischen Retikulum (RER) der Hepatozyten gebildet. Durch die Schadigung
des RER als einem der Orte der toxischen Primarlasion der CCls-Intoxikation (sie-
he 1.3.1) kam es zu einer deutlichen Abnahme der Albuminkonzentration bei den
Versuchstieren im Verlauf des Behandlungszeitraumes, wahrend die der Ver-

gleichstiere annahernd konstant blieb. Die Unterschiede zwischen Versuchs- und
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Vergleichstieren der vergleichbaren Behandlungswochen waren dabei statistisch si-
gnifikant.

Leberfunktionsstérungen fuhren in Abhangigkeit vom Schweregrad zu komplexen
Gerinnungsstorungen (Mammen, 1992). Dabei gelten die Prothrombinzeit und die
Antithrombinkonzentration als zwei der empfindlichsten Messgrofen zur Verlaufs-
kontrolle eines Leberleidens (Wagner & Dati, 2000b).

Das Antithrombin als wichtigster physiologischer Inhibitor der Serin-Proteasen, zu
deren Vertretern das Thrombin, der Faktor Xa und der Faktor IXa gehdren, war in
Folge der chronischen Tetrachlorkohlenstoffintoxikation und der damit verbundenen
gestorten hepatozellularen Proteinsynthese bei den Versuchstieren deutlich niedriger
als bei den Vergleichstieren. Dabei konnte ein signifikanter Unterschied in allen ver-
gleichbaren Behandlungswochen festgestellt werden.

Die Prothrombinzeit (syn. Thromboplastinzeit) ist ein Parameter zum Nachweis von
Storungen im exogenen System der Blutgerinnung. Sie wird im Wesentlichen durch
die Funktion und Konzentration der Gerinnungsfaktoren Il, V, VIl und X, deren wich-
tigster Bildungsort die Leber ist, beeinflusst (Jelkmann, 2005). Wenn auch nicht so
deutlich wie bei der ASAT-, ALAT-, Albumin- und Antithrombinkonzentrationen, so
zeigte sich auch bei der Auswertung der Prothrombinzeit nach Quick die induzierte
Leberfunktionsstorung fur den Grofiteil der Versuchstiere im Gegensatz zu der intak-
ten Leberfunktion der Vergleichstiere: Die Mittelwerte der Prothrombinzeiten der
CCls-geschadigten Tiere waren mit Ausnahme der 9. Behandlungswoche niedriger
und zeigten eine groRere Schwankungsbreite. Signifikante Unterschiede waren aber
nur in der 5. und 11. Behandlungswoche festzustellen.

Das Bilirubin als Hamoglobinabbauprodukt wird nach Glukuronierung und Sulfatie-
rung im Hepatozyten mit der Gallenflissigkeit ausgeschieden (Vaupel, 2005). Durch
die CCls-Schadigung der Hepatozyten sollte diese Funktion der Leber eingeschrankt
sein (Sherlock, 1989). Anders als erwartet, ergaben sich aber im Vergleich der Ver-
suchs- mit den Vergleichstieren keine deutlichen Unterschiede. Tendenziell zeigte
sich eine Zunahme der Gesamtbilirubinkonzentration der Versuchstiere Gber den
Behandlungszeitraum, wobei sich die von Haussinger (1998) beschriebene Zunahme
des konjugierten Anteils am Gesamtbilirubin gerade zum Ende des Beobachtungs-
zeitraumes immer deutlicher abzeichnete. Ursache der in dem Versuch nur unzurei-
chend ersichtlichen eingeschrankten Leberfunktion kénnte unter anderen ein zu ge-
ringer Schadigungseinfluss des CCl,; auf das Konjugations- und Exkretionsvermogen

der Rattenleber sein.
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Anhand der sich im Behandlungsverlauf deutlich veranderten Prothrombinzeit,
ASAT-, ALAT-, Antithrombin- und Albuminkonzentrationen der Versuchstiere wird die
erwartete Leberschadigung infolge der chronischen CCls-Exposition auch laborche-
misch bestatigt. Die dabei aufgetretenen groRen Schwankungsbreiten zwischen den
einzelnen Tieren sind wie oben schon erwahnt sehr wahrscheinlich auf dispositionel-
le und genetische Faktoren zurtckzufuhren. Aber auch intraindividuelle Variationen,
wie sie von Costongs et al. (1985) eindrucksvoll beschrieben wurden, kdnnten dafir
eine nicht zu unterschatzende Ursache sein.

Quantitative Ruckschlusse Uber den Schweregrad der Leberschadigung lassen sich
allerdings an Hand der in diesen Versuch bestimmten laborchemischen Parameter
nicht ziehen. Zu grol waren die Schwankungsbreiten in den einzelnen Versuchstier-
gruppen. Zu klein waren teilweise die Unterschiede zwischen Versuchs- und Ver-
gleichstieren. So gut die einzelnen Parameter zur Unterscheidung zwischen gesun-
der und pathologisch veranderter Leber auch sind (Schmidt & Schmidt, 1979), so
unzureichend ist doch ihre Aussagekraft zur quantitativen Einschatzung dieser pa-
thologischen Veranderungen.

Abhangig von der klinischen Erfahrung des Untersuchenden lassen sich aus der
Summe der Aussagen der einzelnen laborchemischen Parameter zwar Rickschlus-
se auf den Grad und die Art der Leberschadigung ziehen. Aber selbst die Hinzuzie-
hung weiterer, sehr spezifischer, in diesen Versuch nicht bestimmter Parameter, wie
z. B. der Gamma-Glutamyl-Transferase (v Herbay & Strohmeyer, 1994; Schmidt &
Schmidt, 1984) oder der Glutamat-Dehydrogenase (Thomas, 2000b), bringt keine
objektiveren, sicher reproduzierbaren quantitativen Ergebnisse Uber den Schwere-

grad der Leberschadigung.

4.3. Diskussion der Ultraschallmessergebnisse

Viele, im Ultraschall-B-Bild-Verfahren nicht genutzte Informationen des zurickge-
streuten Ultraschallsignals kénnten zu einer besseren Differenzierung zwischen ge-
sunden und pathologisch veranderten Geweben beitragen. Die beim Vergleich von
gesunden und pathologisch veranderten Gewebe unterschiedliche Struktur und Zu-
sammensetzung und die damit verbundenen lokalen Variationen von Dichte und
Kompressibilitat fihren zu einer Anderung des Streuverhaltens des Ultraschallpul-
ses. Die frequenzabhangige Dampfung und der relative Rlckstreukoeffizient be-

schreiben dabei sehr gut die Wechselwirkungen zwischen sich ausbreitender Schall-
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welle und Gewebe und konnen somit zur besseren Gewebedifferenzierung beitragen
(Allison et al., 1994; Insana et al., 1989; Hartmann et al., 1993).

4.3.1. Die Ultraschallddampfung

Die frequenzabhangige Dampfung wurde in diesem Versuch durch zwei unterschied-
liche Methoden bestimmt: 1.) die Schmalbandmethode und 2.) die modifizierte Spek-
trum-Differenz-Methode (siehe 2.2.2.). Dabei wurden jeweils Messungen mit einen
kurzen (45 us; 34 mm) und einen langen (65 us; 48 mm) Wandler-Phantom-Abstand
durchgefuhrt. Zusatzlich erfolgte die Bestimmung des Frequenzanstieges des Damp-
fungskoeffizienten in der Schmalband-Methode.

Prinzipiell konnten bei beiden Messmethoden der Dampfungsbestimmung keine gro-
Ren Unterschiede zwischen kurzem und langem Wandler-Phantom-Abstand festge-
stellt werden. Der Einfluss des Schallfeldes in dem im Versuch gewahlten Messbe-
reich ist also zu vernachlassigen. Der unterschiedliche Wandler-Phantom-Abstand
spielte bei beiden Methoden keine messbare Rolle.

Sowohl die Dampfungsbestimmung in der Schmalband- als auch die in der modifi-
zierten Spektrum-Differenz-Methode ergaben keine signifikanten Unterschiede zwi-
schen den durch CCl4 geschadigten und den Vergleichstieren. Die Dampfungswerte
beider Messmethoden stimmen im Rahmen der Messunsicherheiten annahernd
uberein. Allerdings scheint die modifizierte Spektrum-Differenz-Methode weniger an-
fallig zu sein als die Schmalbandmethode: Die deutlich geringeren Schwankungen
zwischen den einzelnen Dampfungswerten in den jeweiligen Tiergruppen sowohl der
Versuchs- als auch der Vergleichstiere und den damit verbundenen kleineren Stan-
dardabweichungen sprechen fir eine hdhere Reproduzierbarkeit der Untersu-
chungsergebnisse nach der modifizierten Spektrum-Differenz-Methode, was infolge
des storungsanfalligeren Messprinzips zu erwarten war.

Anders als in anderen, schon fruher durchgefuhrten, ahnlichen Versuchen (Lu et al.,
1997; O Brien et al., 1996; Tuthill et al., 1989; Parker et al., 1988) bei denen eine
Dampfungszunahme beobachtet wurde, zeigte sich in diesen Versuch fur die modifi-
zierte Spektrum-Differenz-Methode keinerlei erkennbare Tendenz bzw. in der
Schmalbandmethode ein tendenzieller Abfall der Dampfung Uber den gesamten Be-
handlungszeitraum bei den Versuchstieren. Betrachtet man aber die histologischen
Veranderungen genauer und differenzierter, so ergeben sich doch, zumindest fir den

in diesen Versuch festgestellten Dampfungsverlauf der Schmalbandmethode, einige
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plausible Erklarungen, wahrend sich der ungerichtete Verlauf der Dampfung in der
modifizierten Spektrum-Differenz-Methode damit allerdings nicht begrinden lasst:
Die infolge der chronischen CCls-Exposition fortschreitende Leberschadigung beginnt
in den ersten Behandlungswochen mit einer zunehmenden hydropischen Schwellung
und mikrovesikularen Verfettung der Hepatozyten. Wie in anderen Studien Uberein-
stimmend beschrieben, kommt es infolge der zunehmenden hepatozellularen Was-
sereinlagerung zu einen Abfall der Dampfung (Tuthill et al., 1989; Bamber et al.,
1981b;), wie es auch in der Schmalbandmethode dieses Versuches festgestellt wer-
den konnte. Anders sieht es bei der Betrachtung des Dampfungsverhalten des Le-
bergewebes mit zunehmenden Fettgehalt aus: Wahrend Parker und Tuthill (1986),
Taylor et al. (1986), Tervola et al. (1985) und Bamber et al. (1981b) einen Damp-
fungsanstieg mit zunehmender hepatozellularer Verfettung beobachteten, stellten
Johnston et al. (1979) bzw. Dunn et al. (1969) dabei einen Dampfungsabfall, ahnlich
dem in der Schmalbandmethode dieses Versuches ermittelten, fest.

Nicht zu erklaren ist der anhaltende Dampfungsabfall in der Schmalbandmethode
zum Ende des Versuches. Die histologische Aufarbeitung der Leberpraparate der
Versuchstiergruppen zeigte eine zunehmende Fibrosierung der Leberfeinstruktur bis
hin zur sich letztendlich ausgebildeten Leberzirrhose (siehe 4.1.). Der dabei deutlich
angestiegene Kollagengehalt (siehe Seite 33, Abbildungen 3.6.-3.8.) liel3 eigentlich
einen Dampfungsanstieg erwarten, wie es in den Versuchen von Goss und Dunn
(1980), Goss et al. (1980), Kuc (1980) sowie Johnston et al. (1979) festgestellt wur-
de. Nur Bamber et al. (1981 b) und Taylor et al. (1986) konnten keine signifikante
Korrelation zwischen Kollagengehalt und Dampfung erkennen. Ein Dampfungsabfall,
wie in der Schmalbandmethode dieses Versuches festgestellt, ist in der Literatur
nicht beschrieben.

Auf Grund der in 4.1. beschriebenen deutlich erkennbaren Veranderungen der Le-
berfeinstruktur infolge der chronischen CCls-Intoxikation waren auch bei der Bestim-
mung des Frequenzanstieges des Dampfungskoeffizienten, der angibt, um wie viel
dB sich der Dampfungskoeffizient Gber eine Strecke von 1 cm andert, wenn sich die
Frequenz um 1 MHz erhodht, Unterschiede zwischen den Versuchs- und Ver-
gleichstieren zu erwarten. Aber sowohl die Mittelwerte als auch die breite Streuung
der Messergebnisse in den jeweiligen Behandlungszeitraumen waren in beiden
Gruppen annahernd gleich.

Wie schon bei Meziri et al. (2005), Drescher et al. (1990), Lin et al. (1988), Gara et
al. (1987) und Taylor et al. (1986) stellte sich auch in diesem Versuch eine unzurei-

chende Nutzbarkeit der Ultraschalldampfung und des Anstieges des Dampfungs-
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koeffizienten zur feingeweblichen Differenzierung einer Leberzellschadigung heraus:
Das durch die chronische CCls-Intoxikation pathologisch veranderte Lebergewebe
der Versuchstiere lasst sich mit Hilfe der Ultraschalldampfung zwar in gewissen
Grenzen vom histologisch unauffalligen Lebergewebe der Vergleichstiere unter-
scheiden, signifikante Unterschiede sind aber infolge der grof3en Streuung der Ein-
zelmesswerte nicht zu erkennen. Des Weiteren konnte die, auf Grund der in der Ver-
gangenheit schon mehrfach publizierten Messergebnisse zu erwartende, Damp-
fungszunahme nicht beobachtet werden.

Dafur konnten mehrere verschiedene Ursachen verantwortlich sein, von denen hier
einige genannt werden sollen: So beschrieb z.B. Robinson (1985) die ansteigende
Komplexitat und Variabilitdt des morphologischen Erscheinungsbildes infolge zu-
nehmender pathologischer Gewebeveranderungen. Passend dazu definierten Som-
mer et al. (1984) in ihren Messungen an humanen Lebergewebe die Dampfung als
intraindividuelles Charakteristikum. Auch die von Frizzel et al. (1979) beobachteten
Folgen einer nur minimal, vom Untersucher nicht registrierten veranderten Leberpra-
paration mit den daraus resultierenden Gaseinschlissen, wie auch von Bamber und
Nassiri (1985) beschrieben, kdnnten zu einer Erhéhung der Variabilitat der Damp-

fungsergebnisse beigetragen haben.

4.3.2. Der relative Rickstreukoeffizient

Neben der frequenzabhangigen Dampfung wurde in diesen Versuch der relative
Ruckstreukoeffizient als gewebespezifischer US-Parameter bestimmt. Anders als bei
den Dampfungsergebnissen konnte bei der Betrachtung der Messergebnisse des
relativen Ruckstreukoeffizienten ein signifikanter Unterschied zwischen den Ver-
gleichs- und den Versuchstieren der vergleichbaren Behandlungswochen festgestellt
werden. Die relativen Ruckstreukoeffizienten der Vergleichstiere bei der Mittelfre-
quenz von 9 MHz des in diesen Versuch genutzten Wandlers waren dabei um etwa
100 % kleiner als die der Versuchstiere. Erkennbar wurde dabei auch die Frequenz-
abhangigkeit des relativen Ruckstreukoeffizienten: Mit zunehmender Wandlerfre-
quenz wurde der Unterschied des relativen Ruckstreukoeffizienten zwischen Ver-
gleichs- und Versuchstieren deutlicher.

Bei der differenzierteren Betrachtung der einzelnen Versuchstiergruppen konnte ahn-
lich wie bei Parker und Tuthill (1986) oder bei O Brien et al. (1996) bzw. Lu et al.
(1997), die die Leberschadigung nach einmaliger CCls- bzw. chronischer Prednisolo-

nintoxikation untersuchten, ein tendenzieller Anstieg des relativen Ruckstreukoeffizi-
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enten registriert werden. Verantwortlich dafur sind wahrscheinlich mehrere Ursachen:
Der wichtigste Aspekt in der ersten Versuchshalfte scheint hierbei die mit der CCls-
Intoxikation einhergehende Progression der GroRe, Anzahl und raumlichen Vertei-
lung der hydropisch geschwollenen Hepatozyten und der Fettvakuolen zu sein.
Grundlagenversuche an so genannten Graphit-in-Gel-Phantomen bestatigen dies
(Wu et al., 1992). Wie Freese und Lyons (1977), Bamber et al. (1981 b) und Layer et
al. (1990) Ubereinstimmend feststellten, tragt aber auch die zunehmende Absolut-
konzentration des Fettes zu einen Anstieg des relativen Rickstreukoeffizienten bei.
Anders als in der ersten wird der Anstieg des relativen Ruckstreukoeffizienten in der
zweiten Versuchshalfte wahrscheinlich vor allem durch den zunehmenden Kollagen-
gehalt infolge des pseudolobular-fibrotischen bzw. im weiteren Verlauf zirrhotischen
Leberumbaus bestimmt. Diese These wird durch ahnliche Messergebnisse von
Waag et al. (1982) bzw. O'Donnell et al. (1981) gestitzt.

Anhnlich wie die Dampfungsergebnisse erbrachten auch die Versuchsergebnisse des
relativen Ruckstreukoeffizienten keine ausreichende Nutzbarkeit zur feingeweblichen
Differenzierung einer Leberschadigung. Zwar war in diesen Versuch eine signifikante
Unterscheidung zwischen erkranktem und gesundem Lebergewebe moglich, wie
aber schon bei Meziri et al. (2005) und Lu et al. (1997 & 1999) kann eine eindeutige
Zuordnung der einzelnen Versuchstiere zu den jeweiligen histopathologischen Er-
krankungsstadien anhand des relativen Rulckstreukoeffizienten nur unzureichend
erzielt werden. Wahrscheinlich ist die von Robinson (1985) beschriebene ansteigen-
de Komplexitat und Variabilitat des morphologischen Erscheinungsbildes infolge zu-
nehmender pathologischer Gewebeveranderungen zu grof3 fir eine sichere klinische
Nutzbarkeit des intraindividuellen Charakteristikums Relativer Ruckstreukoeffizient
(Sommer et al., 1984) als isolierten Parameter zur feingeweblichen Gewebedifferen-

zierung .

4.4. Schlussfolgerungen zur Effektivitat der jeweiligen Bestimmungsmethoden

bei der Gewebedifferenzierung

Zur Einschatzung der Nutzbarkeit der US-Gewebecharakterisierung zur Differenzie-
rung von pathologisch verandertem Gewebe wurden in diesen Versuch exemplarisch
die frequenzabhangige Dampfung, der Frequenzanstieg des Dampfungskoeffizienten
und der relative Rickstreukoeffizient bestimmt. Zur besseren Beurteilung der Wertig-
keit dieser MessgroRen erfolgten zusatzlich die histologische Aufarbeitung und die

Bestimmung verschiedener laborchemischer Parameter. Dabei musste bei der ge-
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naueren Betrachtung festgestellt werden, dass keine der eben genannten Verfahren
eine genaue Quantifizierung einer Gewebeschadigung ermdglichte.

Jeder der in diesen Versuch bestimmten Parameter ermdglichte in gewissen Gren-
zen eine Unterscheidung zwischen gesunden und pathologisch veranderten Leber-
gewebe. Aber weder die in der klinischen Routine als Goldstandard geltende histolo-
gische Untersuchung von Gewebeproben noch die Bestimmung verschiedener le-
berspezifischer Laborparameter, wie die Aspartat- und die Alaninaminotransferase,
die Albuminkonzentration, die Prothrombinzeit nach Quick, die Antithrombin-IlI- bzw.
die Bilirubinkonzentration oder die Analyse der US-Echosignale mit der Auswertung
der frequenzabhangigen Dampfung, des Frequenzanstieges des Dampfungskoeffizi-
enten und des relativen Ruckstreukoeffizienten waren fur eine eineindeutige, repro-
duzierbare Gewebedifferenzierung geeignet.

Zwar lield sich in diesen Versuch feststellen, dass mit dem relativen Rickstreukoeffi-
zienten ein akustischer Parameter zur Verfugung steht, mit dem einzelne Gewebe-
veranderungen erfassbar sind. Wie aber durch die tagliche klinische Routine immer
wieder bestatigt, ist der Vergleich komplexer morphologisch-funktioneller und indivi-
duell variabler Gewebeveranderungen mit nur einen Parameter oder nur einer Unter-
suchungstechnik aulerst problematisch. Eine integrative Betrachtung und Analyse
der im US-Signal enthaltenen Informationen, kombiniert mit der Auswertung der klini-
schen, histologischen und laborchemischen Veranderungen erscheint dabei eher
Erfolg versprechend.

Weiterfuhrende Versuche mit der Erhebung grof3er Mengen Messwerte verschiede-
ner akustischer Gewebeparameter, wie Dampfung, Frequenzanstieg des Damp-
fungskoeffizienten, Streuung, Absorption, Schallgeschwindigkeit oder die Echotex-
turanalyse und deren komplexe Betrachtung unter moglichst gleichen Bedingungen
konnten die diagnostische Wertigkeit der US-Gewebecharakterisierung verbessern.
Aulerdem konnten die so gewonnenen Ergebnisse dazu beitragen, das Problem der
Vergleichbarkeit der akustischen Gewebeparameter mit histologischen oder auch
klinischen Diagnosen zu l6sen. Denn bis heute lassen sich sowohl mit den histologi-
schen als auch mit den klinischen Diagnosen mit ihrer zum Teil erheblichen morpho-
logischen Variabilitat nur unzureichende Ruckschlusse auf die die akustischen Ge-
webeparameter beeinflussenden akustischen Gewebeeigenschaften ziehen. Es ware
daher notwendig, solche Gewebeparameter zu finden, die die akustischen Eigen-
schaften des Gewebes entscheidend bestimmen und diese dann in Beziehung zu
den gewonnenen Messdaten zu setzen, um daraus bioakustische Differenzierungs-

kriterien pathologischer Gewebeveranderungen ableiten zu kdnnen.
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5. Zusammenfassung

Die Ultraschalldiagnostik mit ihren kaum vorhandenen Nebenwirkungen hat sich ins-
besondere durch die Entwicklung hochauflésender Abbildungsverfahren in vielen
Bereichen der Medizin als unentbehrliches Hilfsmittel bei der nichtinvasiven Untersu-
chung des menschlichen Korpers etabliert und ist heute nicht mehr aus dem klini-
schen Alltag wegzudenken. Trotz der standig fortschreitenden Entwicklung neuer
Technologien, verbesserter Wandlersysteme und erhdhter Datenverarbeitungskapa-
zitaten ist die Aussagefahigkeit Uber diffuse Gewebeveranderungen bis heute noch
nicht uber eine qualitative hinausgegangen. Eine quantitative, sicher reproduzierbare
Beurteilung von pathologisch verandertem Gewebe ermdglichen diese Technologien
noch nicht. Deshalb wird in der Ultraschalldiagnostik nach weiteren Verfahren, die
zur Gewebecharakterisierung genutzt werden kénnen, gesucht.

Viel versprechende Ergebnisse lieferte dabei in den letzten Jahren die so genannte
US-Gewebecharakterisierung, die auch als US-Spektroskopie bezeichnet wird. Hier-
bei werden die nach dem Durchlaufen des zu untersuchenden Gewebes gewonne-
nen hochfrequenten Ultraschallsignale, die Uber einen hohen spezifischen Informa-
tionsgehalt verfligen, genutzt. Diese im konventionellen B-Bildverfahren nur unzurei-
chend aufgearbeiteten gewebespezifischen Informationen erlauben die Berechnung
verschiedener akustischer Gewebeparameter, wie z. B. der frequenzabhangigen
Dampfung, des Frequenzanstieges des Dampfungskoeffizienten, des relativen Rick-
streukoeffizienten und anderer.

Ziel dieser Arbeit war es, Informationen Uber die Nutzbarkeit der eben genannten
akustischen Gewebeparameter zur qualitativen und quantitativen Gewebedifferenzie-
rung zu erhalten. Dafur wurden die pathologisch veranderten Lebern von 35 durch
tagliche Tetrachlorkohlenstoffapplikation behandelten bzw. die gesunden Lebern von
16 unbehandelten Wistar-Unilever-Ratten untersucht. Dabei diente die Leber als zen-
trales Stoffwechselorgan und grofte Drise des tierischen Korpers mit ihrer homoge-
nen, regularen Gewebestruktur, an der pathologische Veranderungen induziert wer-
den konnen, als ideales Versuchsobjekt.

Zur Erzeugung verschiedener morphologischer Lebergewebeveranderungen und
damit auch verschiedener akustischer Gewebeeigenschaften wurde die in vielen
vorausgegangenen Arbeiten histologisch und biochemisch ausflhrlichst untersuchte
chronische CCl4-Intoxikation genutzt. Somit konnten neben der normalen Leber auch
pathologische Leberveranderungen von der Fettleber Uber die Leberfibrose bis hin

zur Leberzirrhose untersucht werden. Dabei erfolgte neben der histologischen Ge-
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webeauswertung auch die Bestimmung der frequenzabhangigen Dampfung, des
Frequenzanstieges des Dampfungskoeffizienten und des relativen Ruckstreukoeffizi-
enten als akustische Gewebeparameter und der leberspezifischen Laborparameter
Aspartat- und Alaninaminotransferase, Prothrombinzeit nach Quick, Antithrombin-Ill-,
Albumin- und Bilirubinkonzentration.

Bei der Auswertung der histologischen Praparate bestatigte sich eindrucksvoll die
schon in anderen Arbeiten beschriebene toxische Wirkung des Tetrachlorkohlenstof-
fes auf das Leberparenchym: Wahrend des Untersuchungszeitraumes konnten von
der Fettleber Uber die Leberfibrose bis hin zur Leberzirrhose mit ihren jeweiligen
strukturellen Besonderheiten alle Schadigungsstadien der chronischen CCls-Intoxi-
kation beobachtet werden. Eine Unterscheidung zwischen normalem und patholo-
gisch verandertem Lebergewebe war problemlos moglich. Allerdings ist eine prazise,
jederzeit reproduzierbare quantitative Einschatzung der Gewebeschadigung in ho-
hem Mal von der Erfahrung des Untersuchenden abhangig. Nur durch die Untersu-
chungserweiterung mit Hilfe technisch und/oder zeitlich aufwendiger Methoden oder
der Hinzuziehung verschiedener klinischer oder laborchemischer Parameter konnte
dieses Ziel naherungsweise erreicht werden.

Anhnliche Ergebnisse ergab die Analyse der laborchemischen Untersuchungsparame-
ter: Mit Ausnahme der Bilirubinkonzentration konnte mit allen in diesem Versuch be-
stimmten leberspezifischen Laborparametern eine Differenzierung zwischen norma-
len und pathologisch veranderten Lebergewebe erzielt werden. Aber auch hier war
die Aussagekraft zur quantitativen Einschatzung dieser pathologischen Verande-
rungen nur unzureichend, lie3e sich aber bei der komplexen Betrachtung aller La-
borparameter und der Integration klinischer und histologischer Erkenntnisse deutlich
erweitern.

Bei der Auswertung der Messergebnisse der frequenzabhangigen Dampfung und
des Frequenzanstieges des Dampfungskoeffizienten konnten verschiedene Erkennt-
nisse gewonnenen werden: Zum einen wurde klar, dass in beiden der in diesen Ver-
such gebrauchten Bestimmungsmethoden zur Dampfungsbestimmung, namlich der
Schmalband- und der modifizierten Spektrum-Differenz-Methode, der Einfluss des
Schallfeldes in dem im Versuch gewahlten Messbereich von 45 bis 65 us bzw. 34 bis
48 mm zu vernachlassigen ist und damit ein unterschiedlicher Wandler-Phantom-
Abstand keine messbare Rolle spielt. Des Weiteren musste festgestellt werden, dass
sich in diesem Versuch, anders als in ahnlichen in der Literatur beschriebenen Ver-
suchen, keine signifikante Unterscheidung zwischen gesundem und pathologisch

verandertem Lebergewebe mittels des Frequenzanstieges des Dampfungskoeffizien-
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ten oder der frequenzabhangigen Dampfung erzielen liel, weder mit der Schmal-
band- noch mit der modifizierten Spektrum-Differenz-Methode. Aullerdem bestatigte
sich die auf Grund des stérungsanfalligeren Messprinzips erwartete bessere Repro-
duzierbarkeit der Untersuchungsergebnisse der modifizierten Spektrum-Differenz-
Methode.

Als ein zur Unterscheidung von normalem und pathologischem Lebergewebe besser
geeigneter akustischer Gewebeparameter stellte sich der relative Ruckstreukoeffizi-
ent dar: Mit ihm war eine signifikante Differenzierung zwischen toxisch geschadigtem
und gesundem Lebergewebe problemlos mdglich. Deutlich wurde dabei auch die
Frequenzabhangigkeit des relativen Rlckstreukoeffizienten, die sich durch eine ste-
tige VergroRerung des Unterschiedes des relativen Ruckstreukoeffizienten zwischen
Vergleichs- und Versuchstieren bei zunehmender Wandlerfrequenz zeigte. Allerdings
zeigen die Ergebnisse dieses Versuches, dass auch mit Hilfe des relativen Ruick-
streukoeffizienten eine sicher reproduzierbare quantitative Charakterisierung der je-
weiligen Erkrankungsstadien nur unzureichend mdoglich ist. Auch hier kdnnte eine
integrative Betrachtung des relativen Ruckstreukoeffizienten mit klinischen und histo-
logischen Parametern zu einer praziseren Gewebedifferenzierung beitragen.

Der Grund fur den mit zunehmender Leberschadigung einhergehenden Anstieg des
relativen Ruckstreukoeffizienten konnte nicht eindeutig erklart werden und bedarf
noch weiterer Untersuchungen. Diese kdnnten auch dazu beitragen, bioakustische
Differenzierungskriterien fur pathologische Gewebeveranderungen zu definieren und
somit das Problem der Vergleichbarkeit der akustischen Gewebeparameter mit histo-
logischen und klinischen Diagnosen zu I6sen, um damit die diagnostische Wertigkeit

der US-Gewebecharakterisierung entscheidend zu erhdhen.
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Thesen der Dissertation

1.

Die Aussagefahigkeit moderner, in der Medizin genutzter Ultraschallabbil-
dungsverfahren Uber diffuse Gewebeveranderungen ist bis heute noch nicht
uber eine qualitative hinausgegangen. Eine quantitative, sicher reproduzierbare
Beurteilung von pathologisch verandertem Gewebe ermoglichen diese Techno-

logien noch nicht.

Die in den letzten Jahrzehnten zunehmend untersuchte Ultraschallgewebecha-
rakterisierung, die auch als Ultraschallspektroskopie bezeichnet wird, nutzt den
im konventionellen B-Bild-Verfahren nur unzureichend aufgearbeiteten hohen
gewebespezifischen Informationsgehalt zur Berechnung verschiedener akusti-
scher Gewebeparameter, wie z. B. der frequenzabhangigen Dampfung, des
Frequenzanstieges des Dampfungskoeffizienten, des relativen Rlckstreukoeffi-

zienten und anderer.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Nutzbarkeit dieser akustischen Gewebepa-
rameter zur qualitativen und quantitativen Gewebedifferenzierung der Lebern
35 durch chronische Tetrachlorkohlenstoffapplikation erkrankter und 16 gesun-
der Ratten untersucht. AuRerdem erfolgte die Bestimmung verschiedener la-
borchemischer, leberspezifischer Laborparameter und die histopathologische

Aufarbeitung der Lebern.

Die chronische Tetrachlorkohlenstoffintoxikation fuhrte zu ausgepragten struktu-
rellen Veranderungen des Leberparenchyms. Wahrend des elfwdchigen Unter-
suchungszeitraumes konnten von der Fettleber Uber die Leberfibrose bis hin zur
Leberzirrhose alle bekannten Schadigungsstadien der chronischen Tetrachlor-

kohlenstoffintoxikation beobachtet werden.

Eine Unterscheidung zwischen normalem und pathologisch verandertem Le-
bergewebe ist durch die histopathologische Aufarbeitung problemlos maglich.
Allerdings ist eine prazise, jederzeit reproduzierbare quantitative Einschatzung
der Gewebeschadigung im hohen Malde von der Erfahrung des Untersuchen-
den abhangig und nur durch die Untersuchungserweiterung mit Hilfe technisch
und/oder zeitlich aufwendiger Methoden bzw. der Hinzuziehung verschiedener

klinischer oder laborchemischer Parameter annahernd erreichbar.
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10.

Mit Hilfe der leberspezifischen Laborparameter Aspartat- und Alanin-
aminotransferase, Prothrombinzeit nach Quick, Antithrombin-Ill, Albumin und
Bilirubin ist eine Differenzierung zwischen normalem und pathologisch veran-
dertem Lebergewebe maoglich. Aber auch hier ist die quantitative Einschatzung
dieser pathologischen Veranderungen nur unzureichend, lieRe sich aber bei der
komplexen Betrachtung aller Laborparameter und der Integration klinischer und

histologischer Erkenntnisse deutlich erweitern.

Bei der Bestimmung der frequenzabhangigen Dampfung spielt ein unterschied-
licher Wandler-Phantom-Abstand sowohl in der Schmalband- als auch in der
modifizierten Spektrum-Differenz-Methode keine messbare Rolle. Dabei ist die
Reproduzierbarkeit der Untersuchungsergebnisse der modifizierten Spektrum-
Differenz-Methode auf Grund des stérunanfalligeren Messprinzips besser als

die der Schmalbandmethode.

Eine signifikante Unterscheidung zwischen gesundem und pathologisch veran-
dertem Lebergewebe ist mit Hilfe des Frequenzanstieges des Dampfungs-

koeffizienten oder der frequenzabhangigen Dampfung nicht moglich.

Mit Hilfe des frequenzabhangigen relativen Ruckstreukoeffizienten ist eine si-
gnifikante Differenzierung zwischen toxisch geschadigtem und gesundem Le-
bergewebe mdoglich. Die sicher reproduzierbare, quantitative Charakterisierung

verschiedener Parenchymveranderungen ist dabei aber nur unzureichend.

Umfangreiche Nachfolgeversuche kénnten dazu beitragen, bioakustische Diffe-
renzierungskriterien fur pathologische Gewebeveranderungen zu definieren und
somit das Problem der Vergleichbarkeit der akustischen Gewebeparameter mit
histologischen und klinischen Diagnosen zu l6sen, um damit die diagnostische

Wertigkeit der Ultraschall-Gewebecharakterisierung entscheidend zu erhdhen.
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