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Literaturubersicht

1.1. Die Bedeutung von Tierversuchen fir die Wissenschaft

Die Verwendung von Tieren zu wissenschaftlichen Zwecken und die damit einherge-
henden Tierversuche werden v. a. zur Erforschung von physiologischen Prozessen,
zur Entwicklung neuer Therapien und u.a. zur Uberpriifung der Produktsicherheit
durchgefuhrt. Hierfur stellen Mause und Ratten zusammen sowohl in Deutschland
(2011: 84 %, 2013: 86 %), als auch in Europa (2011: 75 %) die grofte Versuchstier-
gruppe dar, wobei der Anteil an Mausen im Bezug auf die Gesamttierzahl 73 % be-
tragt [1].

Die Anzahl der verwendeten Versuchstiere ist in Deutschland in den letzten Jahren
stetig angestiegen [1]. Der Tierschutzbericht der Bundesregierung gibt an, dass die
Gesamtzahl der fur Versuche und andere wissenschaftliche Zwecke verwendeten
Wirbeltieren zwischen den Jahren 2000 und 2010 von 1 825 215 auf 2 856 316 Tiere
angestiegen ist. 2012 war ein weiterer Anstieg auf 3 080 727 Versuchstiere zu ver-
zeichnen, was gegenuber dem Jahr 2011 mit 2 911 705 Tieren, eine Steigerung von
5,8 % bedeutet. Grunde fur den Anstieg liegen im vermehrten Einsatz von Tieren fur
die biologische Grundlagenforschung (+11,8 %) und fur Qualitatskontrollen medizini-
scher Produkte (+2,6 %). Rucklaufig war hingegen die Zahl der Versuchstiere sowohl
fur toxikologische Untersuchungen bzw. Sicherheitsprifungen (-4,6 %), als auch in
der Erforschung und Entwicklung von Produkten und Geraten fur die Human-, Zahn-
und Veterinarmedizin (-8,8 %). Obwohl in einigen Bereichen, wie z.B. in der human-,
zahn- und veterinarmedizinischen Forschung die Versuchstierzahlen rucklaufig sind,
werden in der biologischen Grundlagenforschung seit einigen Jahren vermehrt Tier-
versuche durchgefuhrt. So entfiel in 2011 der groldte Teil der eingesetzten Versuchs-
tiere mit 46,1 % auf diesen Bereich. Grund hierfur ist die hohe Verfugbarkeit ver-
schiedener transgener Tiermodelle (v. a. Mause und Ratten), die inzwischen 30 %
aller Versuchstiere ausmachen. Durch ihren Einsatz ergeben sich neue Moglichkei-
ten fur die Erforschung verschiedenster Erkrankungen [1].

Im Jahr 2013 ist in Deutschland die Zahl der fur Tierversuche eingesetzten Tiere
erstmals gesunken [2]. So wurden 2 997 152 Wirbeltiere in Tierversuchen eingesetzt,
was gegenuber dem Jahr 2012 ein Ruckgang um 2,7 % bedeutet. Diesen Ruckgang

fuhrt das BMEL auf den geringeren Einsatz von Tieren flur toxikologische Sicher-
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heitsprifungen (-7,6 %) zuruck. Dennoch ist anzumerken, dass die Anzahl der fur die
Forschung eingesetzten Versuchstiere nur 0,5 % aller Tiere ausmacht, die jahrlich in
Deutschland getotet werden. 99,5 % der Tiere werden v. a. fur die menschliche Er-

nahrung getotet [3].

1.2. Moglichkeiten zur Reduktion der Versuchstierzahl

Unter Alternativmethoden zum Tierversuch gemafly dem 3R-Konzept von Russel und
Burch (1959) sind Testverfahren zu verstehen, die entweder Tierversuche vollstandig
ersetzen (Replacement) oder — falls dies nicht moglich ist — zumindest eine Reduzie-
rung der Anzahl der verwendeten Tiere (Reduction) bzw. eine Minderung des Belas-
tungsgrades der Tiere (Refinement) erlauben. Russel und Burch haben das Prinzip
der ,3R" in ihrem Buch ,The Principles of Human Experimental Techniques® verof-
fentlicht.

Soweit moglich, werden aus ethischen Grunden Tierexperimente (in vivo-Methoden)
durch alternative Methoden (in vitro-Methoden) ersetzt. In vitro-Verfahren gewinnen
in der Forschung zunehmend an Bedeutung und werden vermehrt mit staatlichen
Mitteln und durch Stiftungen gefordert (DFG, BMBF, BfR, SET). Das BfR hat seit Be-
ginn eines Forderungsprogrammes fur die Entwicklung von Alternativmethoden zum
Tierversuch im Jahre 1990 mehr als 100 Forschungsprojekte unterstutzt. Zeitgleich
werden ca. zehn Arbeitsgruppen mit durchschnittlich 35 000 Euro jahrlich bei einer
Laufzeit der Projekte von jeweils ein bis drei Jahren gefordert. Die Begutachtung von
eingereichten Antragen auf Forderung erfolgt durch die ,Zentralstelle zur Erfassung
und Bewertung von Ersatz- und Erganzungsmethoden zum Tierversuch® (ZEBET)
am BfR.

Die moderne Schnittbildgebung bietet die Moglichkeit, Tierversuche im Hinblick auf
die Effektivitat neuer Behandlungsansatze im longitudinalen Verlauf zu evaluieren [4-
6]. Durch Bildgebungstechniken wie Mikro-CT konnen die Tiere zu unterschiedlichen
Zeitpunkten wahrend des Versuchsvorhabens repetetiv in vivo untersucht werden [7,
8]. Somit kann die Tierzahl deutlich reduziert werden, da auf eine gro3e Anzahl an
Finalversuchen zuvor festgelegter Gruppen zu vordefinierten Zeitpunkten verzichtet
werden kann [9, 10]. Ein weiterer Vorteil liegt in der exakten Lage- und Grolenbe-
stimmung, z. B. eines Gehirntumors, mittels dreidimensionaler Bildgebungsverfahren

[8, 11, 12]. Ausgangsdaten wie Dauer bis Tumordetektion nach Xenotransplantation,
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Tumorvolumen und Durchmesser kdnnen genau bestimmt werden und mit im zeitli-
chen Verlauf dokumentierten Daten verglichen werden [13]. Auch diese Moglichkei-
ten reduzieren die Anzahl an Versuchstieren, da verschiedenste Daten wahrend des
gesamten Versuches ermittelt und die Tiere dementsprechend in verschiedene
Gruppen eingeteilt werden konnen. Dennoch konnen nicht alle Fragestellungen
durch in vitro-Experimente geklart werden [14]. Zum Beispiel Iasst sich die Regulati-
on des Tumorwachstums und insbesondere auch der Tumorangiogenese nur sehr
begrenzt in vitro erforschen [15]. Es gibt kein geeignetes in vitro-Modell, in dem ein
wachsender dreidimensionaler Tumor in eine Umgebung eingebracht werden kann,
die in ihrer Komplexitat dem Gewebe in vivo entspricht und gleichzeitig die komple-
xen Vorgange bei der Therapie simuliert [15, 16]. Bei der Untersuchung dieser kom-
plexen Mechanismen ist man deshalb auf Tiermodelle angewiesen. Alternativmetho-
den fur diese Versuchsanordnung sind derzeit nicht verfugbar.

Dies gilt auch fur Modelle zerebraler Aneurysmen. Neue Methoden zur Embolisation
mussen abgesehen von in vitro-Modellen zusatzlich in vivo am Tier auf ihre Sicher-
heit Uberpruft werden [17, 18]. Nach dem Medizinproduktegesetz mussen neue Me-
dizinprodukte in Europa CE-zertifiziert sein und die Anforderungen der Richtlinie
93/42/EWG erfullen. Die Verordnung uber Medizinprodukte schreibt ,.zur Bewertung
der biologischen Vertraglichkeit von Medizinprodukten biologische Sicherheitspru-
fungen mit Tierversuchen vor® (§ 2 Biologische Sicherheitsprufung). Eine direkte Er-
probung neuer Medizinprodukte am Menschen ist illegitim, da ein erhebliches Risiko
unvorhersehbarar Schaden bis hin zum Tod bestinde. Das Blutkreislaufsystem des
Menschen lasst sich hinsichtlich seiner normal-anatomischen Variationen, Hamody-
namik, Scherkrafte und Gewebsreaktionen nach Behandlung bisher noch nicht fur
jede Fragestellung simulieren. Keines der zurzeit verfugbaren Modelle weist alle
notwendigen Merkmale eines idealen Aneurysmen-Modells auf [18]. Es besteht die
Notwendigkeit, Fortschritte bei der Entwicklung neuer Aneurysmen-Modelle zur er-
zielen, um neue Techniken zur Embolisation entwickeln und neue Materialien testen

zu konnen [18].

12



1.3. Die Maus als Versuchstier

Die Maus ist mit 73 % (BMEL) das in Deutschland am haufigsten eingesetzte Ver-
suchstier. Hierfur gibt es mehrere Grunde: Zum Einen besteht eine relativ starke ge-
netische Ubereinstimmung zwischen Maus und Mensch, was eine Ubertragbarkeit
der Versuchsergebnisse von der Maus auf den Menschen in einem relativ hohen
Malde zulasst [2]. Ebenso wie das menschliche Genom ist das Maus Genom mittler-
weile vollstandig bekannt [3]. Weiterhin reproduzieren sich Mause aul3erordentlich
schnell und mit gro3en Wurfzahlen und sind daher schnell in gro3en Mengen verfug-
bar[19]. Hinzu kommt die unkomplizierte, platzsparende und v. a. relativ kostenguns-

tige Haltung dieser Tiere.

Daruber hinaus sind viele verschiedene Mauslinien kommerziell verfugbar. Fur nahe-
zu alle Bereiche und Fragestellungen in der Forschung stehen hochspezifische
Zuchtlinien zur Verfugung [20, 21]. Mit Hilfe genetisch veranderter Tiere kdnnen so-
wohl grundlegende biologische Mechanismen, als auch Zusammenhange zwischen
bestimmten Krankheitsbildern und genetischen Veranderungen untersucht sowie
Modelle menschlicher Krankheitsbilder erzeugt und pharmakologische Fragestellun-
gen analysiert werden [3, 6]. Die Maus wird fur die Erforschung von Gehirntumoren
sehr haufig und erfolgreich eingesetzt, was die Vergleichbarkeit der Daten erhoht.
Anhand von Mausmodellen kdnnen Tumorphysiologie und grundlegende molekulare
Mechanismen der Tumorentstehung und Progression untersucht werden [6, 22].
Auch wir haben fur unsere in vivo Versuche die Maus als Versuchstier gewahlt, da
die Biologie und Immunologie dieser Tiere gut erforscht ist [20]. Aufgrund ihrer gerin-
gen Grolde erfordert die Forschung mit Mausen spezielle Gerate und Methoden [23].
Dies gilt auch fur die Schnittbildgebung. Zwar existieren bereits in vivo-Studien zum
Einsatz der Mikro-CT im Glioblastom-Ratten-Modell [24-27], jedoch beschreiben bis-
her nur wenige Studien die alleinige Anwendbarkeit eines Mikro-CT fur ein Hirntu-
mormodell bei der lebenden Maus [28-31]. Kontrollierte Studien zur diagnostischen
Sicherheit der Mikro-CT im Glioblastommodell in der lebenden Maus lagen bisher

nicht vor.
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1.4. Techniken zur in vivo-Schnittbildgebung von Mausen

Fir longitudinale Studien ist die Weiterentwicklung nicht-invasiver Untersuchungs-
techniken zur Anwendung am lebenden Tier essentiell [7, 8, 10, 23]. Nur so ist es mit
Blick auf Hirntumoren moglich, Krankheits- oder Therapieverlaufe an ein und dem-
selben Tier Uber einen langeren Zeitraum zu dokumentieren und die Wirksamkeit von
neuartigen Therapieformen suffizient zu Uberprufen [6]. Hinzu kommt, dass durch
repetetiv anwendbare Untersuchungstechniken die Anzahl der Tiere fur das Ver-
suchsvorhaben reduziert werden kann, was im Sinne des bereits oben diskutierten
3R-Prinzips ist [10].

Seit einigen Jahren werden im Bereich der Kleintierbildgebung besondere Fortschrit-
te erzielt [32-34]. Mittlerweile sind verschiedenste, speziell fur die in vivo-Bildgebung
kleiner Labortiere entwickelte Gerate verfugbar. Diese zeichnen sich u. a. durch eine
im Vergleich zu humanen Geraten hohere raumliche und zeitliche Auflésung sowie
spezielle Lagerungsmoglichkeiten fur die Tiere aus [13, 34, 35]. Haufig eingesetzte
bildgebende Verfahren sind die Micro-Computertomographie (CT), Magnetreso-
nanztomographie (MRT), Positronen-Emissions-Tomographie (PET), Einzelphoto-
nen-Emissionscomputertomographie (SPECT) und Biolumineszenz (BLI) [9]. Haufig
werden die verschiedenen Untersuchungstechniken in Kombination eingesetzt, um
von den jeweiligen Vorteilen profitieren und so das bestmoglichste Ergebnis erzielen

zu kdnnen [9, 12].

1.4.1. Mikro-CT

Der Einsatz dieser speziell fur die praklinische Forschung und Industrie entwickelten
Gerate hat in den letzten Jahren deutlich zugenommen, was sich im exponentiellen
Anstieg akademischer Publikationen niederschlagt (Abbildung. 1, MEDSUM, Micro-
CT, 1999-2012).
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Anzahl akademischer Publikationen im
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Abbildung 1: Anzahl akademischer Publikationen zum Suchbegriff ,Micro-CT“ pro Jahr fur
den Zeitraum 1999 bis 2012

Erste Mikro-CTs werden seit den 1980er Jahren eingesetzt [35, 36]. Im Vergleich zu
den heute verfugbaren Geraten weisen diese noch eine unzureichende raumliche
Auflosung, ein schlechtes Signal-zu-Rausch-Verhaltnis (Signal-to-Noise-Ratio; SNR)
und v. a. sehr lange Untersuchungszeiten auf. Diese sind in Kombination mit einer
initial noch hohen Strahlenexposition gerade fur in vivo-Studien limitierend. Forscher
aus der Physik und Materialwissenschaft konnen erheblich zur Verbesserung der
Bildqualitat von Mikro-CTs beitragen. Die Modifizierung des Facherstrahl-
Rekonstruktions-Algorithmus [35, 36] durch Feldkamp und Davis fuhrt zur Kegel-
strahl-Geometrie. Dadurch ist es nun erstmals mdglich, ein groBeres Volumen mit
nur einer Rotation (daher wird auch von Volumen-CT oder VCT gesprochen) zu er-
fassen (und nicht nur eine dunne Schicht wie bei der Facherstrahl-CT), was zu einer
deutlichen Reduktion der Akquisitionszeit fuhrt. Damit wird die Mikro-CT fur in vivo-

Studien am Tier zunehmend interessant.

Prinzipiell entspricht das Funktionsprinzip der Mikro-CT dem eines klinischen Com-
putertomographen. Dennoch gibt es (je nach Modell) Unterschiede hinsichtlich des
Aufbaus und der Anordnung der einzelnen Element wie Rontgenrohre, Objekthalte-
rung und Detektor [33, 35, 36]. Mikro-CTs verfugen grundsatzlich uber a) eine Ront-
genrohre, b) einen Rontgendetektor, welcher die Bildinformationen, die durch
Schwachung und Streuung des Primarstrahles/ der Photonen entstehen in elektri-
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sche Signale umwandelt, die schliel3lich digitalisiert werden und c) einer Vorrichtung,
die entweder Rontgenrohre und Detektor um das Untersuchungsobjekt rotiert (ein
sog. Gantry), oder eine Moglichkeit, das Untersuchungsobjekt im Rontgenstrahl um
die eigene Achse zu rotieren [33].

a) Rontgenrdhre

In klinischen CTs werden Rontgenstrahlen vorwiegend durch Drehtelleranoden er-
zeugt. Dabei werden Elektronen von einem erhitzen Wolframdraht erzeugt und in
einer Vakuumrohre bis zum Aufprall auf eine rotierende Anode beschleunigt. Die
Rontgenstrahlen entstehen durch den Aufprall der Elektronen auf der Anode [37].
Abweichend davon werden in Mikro-CTs meist Transmissionsrontgenrohren verwen-
det (Abbildung 2). In Transmissionsrohren wird der Elektronenstrahl zusatzlich durch
Magnetlinsen vor dem Target zentriert, so dass die Elektronen beim Auftreffen auf
das Target einen maoglichst kleinen Brennfleck bilden [33]. Treffen die Elektronen auf
das Targetmaterial, werden sie abgebremst und erzeugen durch Wechselwirkungs-
prozesse zum einen Bremsstrahlung und zum anderen charakteristische Strahlung,
welche gemeinsam das Spektrum der Rontgenstrahlung ergeben. Im Gegensatz zu
Rontgenrohren mit einem Reflektionstarget durchdringt die Rontgenstrahlung das
wesentlich dunnere Transmissionstarget vollstandig und wird in gleicher Flugrichtung
wie die Elektronen emittiert. Dieses Verfahren ermdglicht die Erzeugung eines mini-
malen Brennflecks [36], wodurch auch bei starker VergroRerung durch Reduktion
des Halbschattenbereichs scharfe Bilder gewahrleistet werden [34, 38]. Die GroRRe
des Brennflecks kann bei Multifokus-Transmissionsrontgenrohren durch die angeleg-
te Stromstarke variiert werden. Dabei ist jedoch zu beachten, dass bei entsprechend
kleinen Brennfleckgrof3en sich auch nur eine geringe Anzahl an Elektronen im Elekt-
ronenstrahl befinden darf, um diesen noch ausreichend durch die Magnetlinsen fo-
kussieren zu konnen. Die Anzahl der Elektronen wird uber den angelegten Rohren-
strom kontrolliert und ist bei kleinen Brennfleckgro3en dementsprechend klein zu
wahlen, wodurch sich die Leistung der Rohre verringert [39].

Die Strahlenqualitat von Rontgenstrahlen besteht unter anderem aus weicher, nie-
derenergetischer Strahlung und harter, hoherenergetischer Strahlung. Die Strahlen-
harte von Rontgenstrahlen wird durch die angelegte Rohrenspannung beeinflusst.
Bei hoher Rohrenspannung Uberwiegt der Anteil an harter Strahlung, bei niedrigerer

Spannung der Anteil an weicher Strahlung. Die harten Strahlenanteile konnen das
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Objekt durchdringen und anschlieRend den Detektor erreichen. Die weichen Strah-
lenanteile werden vom Objekt Uberwiegend gebremst, absorbiert und erhohen damit
die Strahlenbelastung, tragen aber auch zur besseren Detailerkennung von sehr fei-
nen Strukturen und Weichteilgewebe bei. In den Strahlengang eingebrachte Filter
(z.B. aus Aluminium, Kupfer, Molybdan) schwachen die Strahlung ab und verandern
durch Absorption der weichen Strahlen die Strahlenqualitat im Sinne einer Aufhar-
tung. Dadurch kann die Strahlenbelastung fur das Untersuchungsobjekt reduziert
werden [40].

A — Isolator

L Kathode

= | =———=4— Anode

[ f [ l+— Ablenkeinheit

——Magnetische Linse

— Elektronenstrahl

Highpower-Target

[ \ \ Kegelstrahl / [

\/ petertor \\/

Abbildung 2: Schematisch Darstellung des Aufbaus und der Funktionsweise einer Multifo-
kus-Transmissionsrontgenrohre mit Kegelstrahlgeometrie (A). Fotographie der in den Versu-
chen eingesetzten Transmissionsrontgenrohre (B) [41].

b) Detektor

Wie die meisten Volumen-CTs [4, 32] verfugen auch viele Mikro-CTs Uber einen
Flachbilddetektor, der Rontgenbilder in digitaler Form erzeugt. Flachbilddetektoren
liefern diagnostische Einzelaufnahmen mit sehr hoher Auflosung, selbst bei grof3en
Untersuchungsobjekten. Daruber hinaus ist es mit Flachbilddetektoren moglich, die
Strahlendosis aufgrund der schnelleren Scanprotokolle betrachtlich zu reduzieren
[42]. Haufig werden szintillatorgekoppelte Detektoren aus amorphem Silicium einge-
setzt [43, 44]. Solche Detektoren bestehen im Wesentlichen aus Kristallen und Pho-
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todioden. Die einfallende Rontgenstrahlung wird durch den Szintillationskristall zu-
nachst in sichtbares Licht umgewandelt, welches dann zu den darunter liegenden
Photodioden weitergeleitet wird. Die Photonen werden in den Photodioden absorbiert
und erzeugen dort eine elektrische Ladung, die der Intensitat der Rontgenstrahlung
proportional ist [38, 45]. Wahrend der Belichtung wird die Ladung in der Photodiode
integriert und gespeichert. Der eigentliche Auslesevorgang wird durch den Dunnfilm-
transistor gestartet, der die Ladung uber die Datenleitung zur Ausleseelektronik
schaltet. Dort finden eine Verstarkung und die Analog-Digital-Wandlung statt.

c) CT-Rotation

Bei klinischen CTs sind Rontgenquelle und Detektor auf der Gantry montiert, und
bewegen sich damit kontinuierlich in einem fest definierten Abstand um den Patien-
ten, wahrend dieser mit einer festgelegten Geschwindigkeit durch den Facherstrahl
gefahren wird (Tischvorschub pro Zeiteinheit, Translation [46]).

Im Gegensatz dazu rotiert bei dem in dieser Arbeit eingesetztem Mikro-CT das Ob-
jekt in einem Kegelstrahl um seine eigene horizontale Achse [35, 36]. Durch die Ver-
wendung der Kegelstrahl-Technik wahrend der Bildaufnahme kann das gesamte Un-
tersuchungsobjekt ohne Translation abgebildet werden (Abbildung 3).

@/__. Quelle

) Detektor
_— - '\\/
A\ B -

Abbildung 3: Vergleich von Facherstrahl-CT (A) und Kegelstrahl-/Volumen-CT (B). Bei der
Volumen-CT muss im Vergleich zur Facherstrahl-CT das Objekt nicht entlang seiner horizon-
talen Achse verschoben werden, da der Kegelstrahl ein grélieres Untersuchungsfeld erfasst
[41].
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1.5. Ziel der vorliegenden Arbeiten

Bisher existierten keine publizierten Arbeiten zur diagnostischen Genauigkeit kon-
trastmittelgestutzter Mikro-CT bei orthotopen Glioblastom-Xenotransplantationen in
der lebenden Maus. In ex vivo-Versuchen [47, 48] konnten das dreidimensionale

Tumorwachstums nicht im longitudinalen Verlauf beurteilt werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Mikro-CT sowohl zur in vivo-Bildgebung von
Gehirntumoren vor und nach Therapie im longitudinalen Verlauf in der Maus [49], als
auch zur Evaluation der Verteilung von Mikrospharen in einem experimentellen

Aneurysmen-Modell [50] eingesetzt.

Alle Experimente wurden mit Genehmigung der zustandigen Tierschutzkommission
(Regierungsprasidium Karlsruhe, Aktenzeichen 35-9185.81/G-230/12; Landesamt fur
Natur, Umwelt und Verbraucherschutz NRW) und gemaf §8 des Deutschen Tier-

schutzgesetzes durchgefuhrt.

19



Publikationen

1.6. Erstautorenschaft

In vivo micro-CT imaging of untreated and irradiated orthotopic glioblastoma
xenografts in mice: capabilities, limitations and a comparison with biolumines-

cence imaging

Stefanie Kirschner', Manuela Felix?, Linda Hartmann®, Miriam Bierbaum?, Maté E.
Maros’, Hans U. Kerl", Frederik Wenz>, Gerhard Glatting?, Martin Kramer®, Frank A.

Giordano®, Marc A. Brockmann®

' Department of Neuroradiology, University Medical Center Mannheim, Medical Fa-
culty Mannheim, Heidelberg University, 68167 Mannheim, Germany

?Medical Radiation Physics/Radiation Protection, Department of Radiation Oncology,
University Medical Center Mannheim, Medical Faculty Mannheim, Heidelberg Uni-
versity, 68167 Mannheim, Germany

® Department of Radiation Oncology, University Medical Center Mannheim, Medical
Faculty Mannheim, Heidelberg University, 68167 Mannheim, Germany

* Department of Veterinary Clinical Sciences, Small Animal Clinic, Justus-Liebig-
University, 35392 Giessen, Germany

® Clinic of Diagnostic and Interventional Neuroradiology, University Hospital of the
RWTH Aachen, 52074 Aachen, German

“both authors contributed equally.

20



In vivo micro-CT imaging of untreated and irradiated orthotopic glioblastoma-
xenografts in mice: capabilities, limitations and a comparison with biolumine-

scence imaging

Purpose: Small animal imaging is of increasing relevance in biomedical research.
Studies systematically assessing the diagnostic accuracy of contrast-enhanced in
vivo micro-CT of orthotopic glioma xenografts in mice do not exist.

Methods: NOD/SCID/VC_/_ mice (n =27) underwent intracerebral implantation of

2.5x 10° GFP-Luciferase-transduced U87MG cells. Mice underwent biolumine-
scence imaging (BLI) to detect tumor growth and afterwards repeated contrast-
enhanced (300 pl lomeprol i.v.) micro-CT imaging (80 kV, 75 pAs, 360° rotation,
1,000 projections, 33 s scan time, resolution 40 x 40 x 53 ym, 0.5 Gy/scan). Presen-
ce of tumors, tumor diameter and tumor volume in micro-CT were rated by two inde-
pendent readers. Results were compared with histological analyses. Six mice with
tumors confirmed by micro-CT received fractionated irradiation (3 x 5 Gy every other
day) using the micro-CT (5 mm pencil beam geometry).

Results: Repeated micro-CT scans were tolerated well. Tumor engraftment rate was

74 % (n = 20). In micro-CT, median tumor volume was 30 + 33 mm?3, and the smal-
lest detectable tumor measured 360 x 620 ym. The inter-rater agreement (n = 51
micro-CT scans) for the item tumor yes/no was excellent (Spearman-Rho = 0.862,
p < 0.001). Sensitivity and specificity of micro-CT were 0.95 and 0.71, respectively
(PPV = 0.91, NPV = 0.83). BLI on day 21 after tumor implantation had a sensitivity
and specificity of 0.90 and 1.0, respectively (PPV = 1.0, NPV = 0.5). Maximum tumor
diameter and volume in micro-CT and histology correlated excellently (tumor diame-
ter: 0.929, p < 0.001; tumor volume: 0.969, p < 0.001, n = 17). Irradiated animals

showed a large central tumor necrosis.

Conclusion: Longitudinal contrast enhanced micro-CT imaging of brain tumor
growth in live mice is feasible at high sensitivity levels and with excellent inter-rater

agreement and allows visualization of radiation effects.

Keywords: Micro-CT, Bioluminescence, Mouse, Brain, Glioma, In vivo
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Feasibility, Safety, and Efficacy of Flow-Diverting Stent-Assisted Microsphere
Embolization of Fusiform and Sidewall Aneurysms

Background: Treatment of wide-necked internal carotid artery aneurysms is fre-
quently associated with incomplete occlusion and high recurrence rates. Furthermo-
re, platinum coils cause strong beam-hardening artifacts, hampering subsequent

image analyses.

Objective: To assess the feasibility, safety, and efficacy of flow-diverting, stent-
assisted microsphere embolization of fusiform and sidewall aneurysms in vitro and in

Vivo.

Methods: Using a recirculating pulsatile in vitro flow model, 5 different aneurysm ge-
ometries (inner/outer curve, narrow/wide neck, and fusiform) were treated (each
n=1) by flow-diverting stent (FDS) implantation and subsequent embolization
through a jailed microcatheter using calibrated microspheres (500-900 mm) larger
than the pores of the FDS mesh. Treatment effects were analyzed angiographically
and by micro computed tomography. The fluid of the in vitro model was filtered to
ensure that no microspheres evaded the aneurysm. The experiment was repeated

once in vivo.

Results: In vitro, all 5 aneurysms were safely and completely occluded by FDS-
assisted microsphere embolization. Virtually complete aneurysm occlusion was con-
firmed by angiography and micro computed tomography. No microspheres escaped
into the circulation. The experiment was successfully repeated in 1 pig with a sidewall
aneurysm generated by vessel occlusion. An embolic protection system placed dis-
tally of the FDS in vitro and in vivo (each n = 1) contained no microspheres after the
embolization. Thus, no microspheres were lost in the circulation, and the use of an

embolic protection system seems feasible to provide additional safety.

Conclusion: FDS-assisted microsphere embolization of fusiform and sidewall aneu-
rysms is feasible and yields virtually complete aneurysm occlusion while avoiding
coil-associated beam-hardening artifacts.

Key Words: Aneurysm, Beads, Embolization, Flow-diverting stent, Microspheres
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Image-Guided Radiotherapy Using a Modified Industrial Micro-CT for Preclini-
cal Applications

Purpose/Objective: Although radiotherapy is a key component of cancer treatment,
its implementation into pre-clinical in vivo models with relatively small target volumes
is frequently omitted either due to technical complexity or expected side effects ham-
pering long-term observational studies. We here demonstrate how an affordable in-
dustrial micro-CT can be converted into a small animal IGRT device at very low
costs. We also demonstrate the proof of principle for the case of partial brain irradia-
tion of mice carrying orthotopic glioblastoma implants.

Methods/Materials: A commercially available micro-CT originally designed for non-
destructive material analysis was used. It consists of a CNC manipulator, a transmis-
sion X-ray tube (10-160 kV) and a flat-panel detector, which was used together with
custom-made steel collimators (1-5 mm aperture size). For radiation field charac-
terization, an ionization chamber, water-equivalent slab phantoms and radiochromic

films wre used. A treatment planning tool was a C++ application. For proof of princip-

le, NOD/SCID/VC_/_ mice were orthotopically implanted with U87MG high-grade gli-
oma cells and irradiated using the novel setup.

Results: The overall symmetry of the radiation field at 150 kV was 1.04 + 0.02 %.
The flatness was 4.99 £ 0.63 % an the penumbra widths were between 0.14 mm and
0.51 mm. The full width at half maximum (FWHM) ranged from 1.97 to 9.99 mm de-
pending on the collimator aperture size. The dose depth curve along the central axis
followed a typical shape of keV photons. Dose rates measured were 10.7 mGy/s in 1
mm and 7.6 mGy/s in 5 mm depth (5 mm collimator aperture size). Treatment of mice
with a single dose of 10 Gy was tolerated well and resulted in central tumor necrosis
consistent with therapeutic efficacy.

Conclusion: A conventional industrial micro-CT can be easily modified to allow
effective small animal IGRT even of critical target volumes such as the brain.
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Minimally invasive monitoring of chronic central venous catheter patency in
mice using digital subtraction angiography (DSA)
Background: Repetitive administration of medication or contrast agents is frequently
performed in mice. The introduction of vascular access mini-ports (VAMP) for mice
allows long-term vascular catheterization, hereby eliminating the need for repeated
vessel puncture. With catheter occlusion being the most commonly reported compli-
cation of chronic jugular vein catheterization, we tested whether digital subtraction

angiography (DSA) can be utilized to evaluate VAMP patency in mice.

Methods: Twenty-three mice underwent catheterization of the jugular vein and sub-
cutaneous implantation of a VAMP. The VAMP was flushed every second day with
50 pL of heparinized saline solution (25 1U/ml). DSA was performed during injection
of 100 yL of an iodine based contrast agent using an industrial X-ray inspection sys-

tem intraoperatively, as well as 7 + 2 and 14 £ 2 days post implantation.

Results: DSA allowed localization of catheter tip position, to rule out dislocation,
kinking or occlusion of a microcatheter, and to evaluate parent vessel patency. In
addition, we observed different ante- and retrograde collateral flow patterns in case
of jugular vein occlusion. More exactly, 30 % of animals showed parent vessel occlu-
sion after 7 £ 2 days in our setting. At this time point, nevertheless, all VAMPs veri-
fied intravascular contrast administration. After 14 + 2 days, intravascular contrast
injection was verified in 70 % of the implanted VAMPs, whereas at this point of time 5
animals had died or were sacrificed and in 2 mice parent vessel occlusion hampered
intravascular contrast injection. Notably, no occlusion of the catheter itself was ob-

served.
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Conclusion: From our observations we conclude DSA to be a fast and valuable min-
imally invasive tool for investigation of catheter and parent vessel patency and for

anatomical studies of collateral blood flow in animals as small as mice.
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The infundibula of equine maxillary cheek teeth. Part 1: Development, blood
supply and infundibular cementogenesis

There is increasing interest in diseases of infundibula of equine maxillary cheek
teeth. An imperfect infundibular cementogenesis has been recognized as an aetiopa-
thological factor for the onset of infundibular necrosis. Therefore, infundibular deve-
lopment has been examined with particular attention given to infundibular blood ves-

sels and cementogenesis.

Forty one deciduous maxillary premolars were investigated prior to eruption. Teeth
were examined using routine histological and immunohistological methods visualizing
blood vessels and the enamel organ. Selected specimens were scanned by micro
computed tomography (UCT) to analyse the three-dimensional configuration of the

developing infundibulum.

Prior to eruption the infundibula are reached by a central infundibular artery entering
the infundibulum from an occlusal direction and sideward arteries entering the mesial
infundibulum from the mesial aspect and the distal infundibulum from the distal as-
pect. The central infundibular artery becomes destroyed shortly after tooth eruption
however the sidewise arteries remain vital for a certain period of time after eruption.
As the sidewise arteries of the distal infundibulum are located in a more apical positi-
on compared to those of the mesial infundibulum, the distal infundibulum receives
blood for a longer period of time than the mesial infundibulum. Cementogenesis
starts first at distinct enamel infoldings in the occlusal part of the infundibula advan-
cing in apical direction. These results suggest a distinct asymmetry between the in-
fundibula with the mesial infundibulum being prone to incomplete cementogenesis

due to early blood supply cessation.
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Ubergreifende Diskussion

Die praklinische Forschung ist sowohl fur die Human-, als auch fur die Tiermedizin
von hoher Relevanz. Ziel der Grundlagenforschung ist die Gewinnung neuer Er-
kenntnisse, welche die Basis fur den spateren klinischen Einsatz bilden. Daruber
hinaus lassen sich die Entstehung von Krankheiten und deren Heilungsprozesse er-
forschen, ohne dabei Patienten zu gefahrden [3]. Derzeit kdnnen viele Erkrankungen
aufgrund der Komplexitat des menschlichen bzw. tierischen Organismus nicht aus-
schlie8lich in vitro erforscht werden. Experimente mit Zellkulturen zur Entwicklung
neuer Medikamente sind i.d.R. der erste Schritt zur Identifizierung neuer Therapiezie-
le oder zur Untersuchung neuer Medikamente [6]. Klinische Studien belegen jedoch,
dass in vitro Experimente oft falsch-positive Ergebnisse erbringen, da diese nicht in
der naturlichen Umgebung eines Tumors durchgefuhrt werden [6, 15]. Tumorzellli-
nien, die uber mehrere Jahre kultiviert wurden, unterscheiden sich immer von ihrem
Ursprungstumor. Tumor-Matrix-Interaktionen konnen teilweise nachgeahmt werden,
indem Zellkulturen mit Matrixproteinen und dreidimensionalen Zellstruktursystemen
versorgt werden [6]. Dennoch kann die gesamte Bandbreite an komplexen Tumor-
Stroma-Interaktionen, charakterisiert durch eine Kombination aus Matrixproteinen,
Serum, Wachstumsfaktoren, Hormonen und anderen Substanzen, nicht imitiert wer-
den [6]. Gleichermalen sind einige Prozesse wie Tumorangiogenese, Invasion und
Metastasierung von Tumor-Wirt-Interaktionen abhangig und essentiell fur Tumorent-
wicklung, Phanotyp, Wachstumsverlauf und Versorgung [6]. Diese Prozesse konnen
bisher noch nicht in vitro nachgebildet werden. In vivo-Modelle stellen die genannten
essentiellen Tumor-Wirt-Interaktionen bereit und ermoglichen dadurch einen naturge-
treueren Versuchsablauf [6]. Allerdings bestehen bei in vivo-Experimenten auch be-
stimmte Probleme und Einschrankungen, welche weiter unten beschrieben werden
[15].

Dennoch sind Tierversuche in den Naturwissenschaften nach wie vor essentiell. Um
ein hohes Mal} an Tierwohl fur die Versuchstiere sicherzustellen, werden diese in
den entsprechenden Einrichtungen u.a. veterinarmedizinisch betreut. Obwohl Tier-
versuche in vielen Bereichen der Wissenschaft unverzichtbar sind, sollten aus ethi-
schen und moralischen Grinden stets neue Losungsansatze und Strategien entwi-
ckelt werden, um die Anzahl der fur einen Versuch verwendeten Tiere moglichst ge-
ring zu halten. Zwar wurden fur beide in dieser Arbeit vorgestellten Projekte Tierver-
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suche durchgefuhrt (Maus-Gliom-Modell, Schwein-Aneurysma-Modell), gleichzeitig
konnten wir aber durch die Etablierung neuer Methoden zur Reduzierung der Ver-
suchstierzahlen beitragen. Die Experimente wurden mit Genehmigung der zustandi-
gen Tierschutzkommision (Regierungsprasidium Karlsruhe, Aktenzeichen 35-
9185.81/G-230/12; Landesamt fur Natur, Umwelt und Verbraucherschutz NRW) und
gemal} § 8 des Deutschen Tierschutzgesetzes durchgefuhrt.

Eine Moglichkeit zur Reduktion der Versuchstierzahl besteht im Einsatz verschiede-
ner Bildgebungsmodalitaten, wie z.B. einem Mikro-CT [9]. Bevor hochauflosende
Gerate zur in vivo Bildgebung verfugbar waren, war die Erforschung verschiedener
Krankheiten in Kleintiermodellen auf ex vivo-Untersuchungen beschrankt. Fur lon-
gitudinale Studien war entweder die Entnahme einer Biopsie notig, oder grolRere
Gruppen von Versuchstieren mussten zu unterschiedlichen Zeitpunkten getotet wer-
den, um verschiedene Stadien der Erkrankung untersuchen zu kdonnen und statis-
tisch signifikante Resultate zu erlangen [32]. Auch im Zusammenhang mit der Studie
zu Aneurysmen wurden zur Etablierung der Methode zunachst Vorversuche mit ei-
nem Schlauchmodell durchgefuhrt, das den Blutkreislauf im lebenden Organismus
simuliert. Die Erfolgskontrolle der Embolisation von Aneurysmen erfolgte u. a. in un-
serem Mikro-CT. Erst nach erfolgreichen in vitro-Versuchen wurden die bisher ge-
wonnen Erkenntnisse aus den Modell-Versuchen am Versuchstier (Schwein) ange-

wendet.

In der von uns publizierten Arbeit konnten wir erstmals zeigen, dass die Kleintier-CT
fur die Bildgebung von orthotop wachsenden Hirntumoren im Mausmodell geeignet
ist [49]. Die Erforschung der Pathophysiologie des Glioblastoms zur Entwicklung
neuer Therapieansatze ist aufgrund der bisher infausten Prognose dieser Erkran-
kung von hoher Relevanz [28-30, 51]. Einer aktuellen deutschen Statistik zufolge
wurde die Diagnose eines bosartigen primaren Hirntumors im Jahr 2010 insgesamt
bei 6 920 Menschen gestellt [52]. Damit kommen Gliome zwar selten vor (zum Ver-
gleich: 2010 erkrankten in Deutschland 70 340 Frauen an Brustkrebs und 17 466
starben daran (Zentrum fur Krebsregisterdaten; ZfKD)), dennoch haben sie aufgrund
ihres dramatischen Krankheitsverlaufes eine grof3e Bedeutung in der Medizin.

Mausmodelle sind mittlerweile fest etablierter Bestandteil der Glioblastomforschung
[15, 53, 54]. Der Erkenntnisgewinn aus diesen Studien kann auch von veterinarmedi-
zinischer Relevanz sein, da auch Kleintiere wie Hunde und Katzen an Gehirntumoren
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erkranken [55-58]. Fur Tiere existiert noch kein einheitliches Therapieprotokoll zur
Behandlung von intrakraniellen Neoplasien [59, 60], jedoch basieren die aktuellen
Therapieansatze auf bisherigen humanmedizinischen Forschungsergebnissen [61].
Gerade bei Tieren stellt die Behandlung aufgrund verschiedener Abbruchkriterien
aus tierschutzrechtlichen Grunden eine grof3e Herausforderung dar. So kann die Ve-
terinarmedizin von neuen Therapieansatzen profitieren, die unter Umstanden scho-
nender und effektiver in ihrer Wirkung sind. Auch im Hinblick auf die bildgebende
Diagnostik gibt es parallelen zwischen Mensch und Tier. Von vergleichbaren Charak-
teristika caniner und humaner Gehirntumoren sowohl in der CT, als auch in der MRT
wurde bereits berichtet [62, 63].

Obwohl sich, wie bereits erwahnt, verschiedene Nager-Modelle seit uber 30 Jahren
in praklinischen Studien von Gehirntumoren bewahrt haben, wird ihr Einsatz kontro-
vers diskutiert [64]. Kritisiert wird, dass wichtige pathologische Merkmale des huma-
nen GBM wie z.B. das invasive Wachstum in Xenograft-Modellen abweichen. Ein
geeignetes Hirntumor-Modell sollte die gleichen genetischen Faktoren, anatomische
Lokalisation, histopathologischen Merkmale und Zeitrahmen der Tumorentwicklung
wie der Tumor im Menschen aufweisen [16]. Zu den am weitesten verbreiteten Mo-
dellen gehoren Xenotranplantations-Modelle, Modelle mit genetisch veranderten
Mausen (genetically engineered mouse models, GEMMs) und durch karzinogene
induzierte Hintumoren (v. a. mit Ratten) [15, 16]. So konnten beispielsweise in Ratten
erfolgreich Gliome durch die Injektion von karzinogenen alkalischen Substanzen wie
N-Methyl-nitrosoharnstoff (MNU, methyl nitroso urea) oder N-Ethyl-N-nitrosoharnstoff
(ENU, ethyl nitroso urea) erzeugt werden [16]. Jedoch zeigen diese Tumoren haufig
ebenfalls ein scharf abgrenzbares Wachstum, was dem normalerweise invasiven
Phanotyp eines Glioblastoms widerspricht [16]. Es wird tierexperimentell versucht,
dieses Problem z. B. durch Entwicklung orthotoper, syngener Tumormodelle zu um-
gehen. Ziel ist es, einen aggressiven Abkommling von murinen Tumorzellen nach
Inokulation und mehrmaliger Passagierung in der Maus zu generieren. Durch die
Entwicklung verbesserter Kulturbedingungen konnen dreidimensionale, frei schwim-
mende Zellaggregate, sog. Spharen, kultiviert werden [15]. Die Vorteile der Spharen-
bildung gegenuber einschichtigen (sog. Monolayer-) Kulturen liegen zum einen darin,
dass die Glioblastom-Spharen besser den molekularen Aufbau des Ursprungstumors
wiederspiegeln und das molekulare Profil des Tumor im zeitlichen Verlauf stabiler ist.

Zum anderen sind Spharen aulerst tumorigen, zeigen in vivo einen variablen Um-
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fang an Angiogenese sowie ein invasives Wachstum, was fur Glioblastome typisch
ist [15]. Nachteilig ist es, dass sich Tumorspharen nicht aus allen humanen
Glioblastomzelllinien erfolgreich kultivieren lassen. Die Erfolgsrate variiert sehr stark
in den verschiedenen Laboratorien und reicht von Angaben mit 10-20 % bis zu
100 % [15].

Invasive, intrakranielle Tumoren konnen auch Uber eine Heterotop-zu-Orthotop-
Methode erzeugt werden [15]. Hierbei wird eine in der Biopsie gewonnene Gewebe-
probe des menschlichen Tumors direkt in die Flanke (seitliche Bauchregion) einer
immundefizienten Maus transplantiert. Solche Xenografts konnen problemlos mehr-
mals in der Maus passagiert werden (sog. Subkultivierung). Werden diese Zellen
dann intrakraniell implantiert entstehen Tumore, die eine groBe Ahnlichkeit zu den

entsprechenden humanen Tumoren aufweisen [15].

In vivo Xenotransplantations-Modelle beruhen auf einer Implantation oder Injektion
von primaren Tumorzellen oder Zelllinien subkutan oder orthotop in immunsuppri-
mierte Mause oder immunologisch naive Neugeborene [6, 15, 16]. Bei Xenotrans-
plantations-Modellen wird der Tumor entweder durch die direkte Transplantation von
Biopsiematerial in das Tier oder durch die Injektion kultivierter Zellen eines humanen
Tumors erzeugt [6]. Generell fuhrt die Inokulation von humanen Glioblastomzellen in
immundefiziente Tiere zur Entwicklung eines Tumors mit den typischen Wachstums-
charakteristika. Dazu gehoren die Synchronitat und Reproduzierbarkeit der Tumo-
rentstehung sowie expansives, invasives und perivaskulares Wachstum des Tumors
[6, 15]. Allerdings wird die Invasion einzelner Zellen in das umliegende Gewebe nur
selten beobachtet [6, 15, 16]. Zellen zur Implantation werden unter Kultur- oder Isola-
tionsbedingungen haufig verandert und ihnen fehlt ihr natives Stroma wie Bindege-
webe und nutritive Blutgefale [6, 15]. Daraus resultiert, dass Tumoren aus Xenot-
ransplantationsmodellen haufig sehr scharf begrenzt wachsen und selten das Er-
scheinungsbild des Ursprungstumors aufweisen [6]. Die Vorteile auf humanen Zellli-
nien basierten Modellen liegen in der guten Reproduzierbarkeit im Hinblick auf die

Tumorangehrate sowie des kalkulierbaren Wachstums und Krankheitsverlaufs [6].

Eine Einschrankung des Xenotransplantations-Modells liegt in der Notwendigkeit der
Injektion einer hohen Zellzahl in den Wirtskorper [16]. Dies entspricht nicht der Ent-
stehung eines Tumors im Menschen. Hinzu kommt, dass durch die Verwendung im-
mundefizienter Tiere die Beteiligung des Immunsystems an der Tumorentstehung
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nicht berucksichtigt wird [14, 16]. Immunsupprimierte und immundefiziente Mause
zeigen keine anti-Tumor-Effektmechanismen und konnen wahrend Arzneimittelver-
suchen zu falsch positiven Ergebnissen fuhren [6]. Xenotransplantations-Tumor-
Modelle fassen nicht verlasslich die Atiologie, Pathophysiologie und Biochemie des
humanen Ursprungstumors zusammen, was das Erkennen von Therapieeffekten und
die Abgrenzung dieser von experimentell induzierten Artefakten erschwert [6]. Dar-
uber hinaus limitiert der Einsatz immundefizienter Tiere experimentelle Strategien zur
Immuntherapie in Xenograft-Modellen [6]. Dennoch ist die Implantation von humanen
Glioblastomzellen in immundefiziente Labornager am weitesten verbreitet [6]. Ideal-
erweise sollten praklinische Tumor-Modelle im Tier also relevante Eigenschaften der
humanen Erkrankung simulieren (z. B. invasives Wachstum), aber gleichzeitig auch
eine hohe Ahnlichkeit zu humanen Glioblastomzellen auf zellularer Ebene bieten,
was bisher nicht suffizient gelost werden konnte. Die Mehrheit der charakteristischen
genetischen Veranderungen von humanen Gehirntumoren treten in Genen auf, wel-
che fur Proteine kodieren, die an der Signaltransduktion oder der Zellzyklusregulation
beteiligt sind [6]. Bei Gehirntumor-Modellen mit genetisch veranderten Mausen
(GEMMs) werden bestimmte Genveranderungen, die in humanen Tumoren identifi-
ziert wurden (mit Effekt auf spezifische Onkogene oder Tumor-suppressor-Gene) in
die tierische Keimbahn eingeschleust (knock-out, knock-in, transgene Modelle), um
eine de novo-Tumorentstehung zu erreichen [6]. Der so entstandene Tumor ahnelt
sowohl in der Atiologie, als auch in der Histopathologie und Biologie einem Tumor
des Menschen. Obwohl diese Modelle den Prozess der Tumorentstehung im Ver-
gleich zu anderen Modellen besser nachahmen, kann die Entfernung eines Tumor-
supressor-Gens aus dem Gesamtorganismus zu verschiedenen Krankheiten, Krebs
inbegriffen, fuhren, was die genaue Analyse der Auswirkungen auf die Gehirntumo-
rentwicklung ausschliel3t. Bei Gehirntumor-Modellen ist der Einsatz von Tieren mit
spontaner Tumorentwicklung aufgrund der mangelhaften Reproduzier- und Ver-
gleichbarkeit komplizierter. Ein Vorteil von GEMMs ist, dass eine bekannte geneti-
sche Veranderung genutzt wird, um eine Tumorentstehung de novo in einem immun-
kompetenten Wirtsorganismus zu erzeugen. Dadurch kann der gesamte tumorer-
zeugende Prozess, von der Transformation der Ursprungszellen bis zum voll entwi-
ckelten Tumor, in einem geeigneten Mikromilieu untersucht werden [14, 16]. Diese
Anforderungen werden z. B. von Haushunden oder Katzen erfullt, welche spontan
Glioblastome entwickeln [15, 65]. Dabei erkranken Hunde haufiger als Katzen an
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einem Gehirntumor [55]. Intrakranielle spontane primare Gehirntumoren kommen
beim Hund 3x haufiger vor als beim Menschen. Ein erhohtes Risiko fur die Entwick-
lung einer intrakraniellen Neoplasie haben v.a. Boxer, Golden Retriever, Doberman
Pinscher, Scottish Terrier und Old English Sheepdogs. Besonders brachyzephale
Rassen haben eine Pradisposition ein GBM zu entwickeln [57, 62]. Laut verschiede-
ner Studien sind Meningeome die haufigsten intrazerebralen Tumore bei Kleintieren,

gefolgt von Astrozytomen [56, 58].

Die Moglichkeit Krebserkrankungen an Hunden zu studieren wurde schon in den fru-
hen 60er Jahren in Betracht gezogen [61]. Der seit langem bestehende Einsatz von
Hunden in der biomedizinischer Forschung, ihre gro3en anatomischen und physiolo-
gischen Ubereinstimmung mit dem Menschen und die hohe Anzahl an Krebs-
Neuerkrankungen (>1 000 000/Jahr in den USA) haben das Interesse am Haushund
als Versuchs-Modell verstarkt [61]. Kanine GBMs sind hochinvasiv und weisen ein
dem humanen GBM vergleichbar invasives Wachstumsmuster [57] weit Uber die
Grenzen der in der Bildgebung kontrastmittelaufnehmende Tumoranteile hinaus auf.
Daher eignen sich Hunde mit spontanen GBMs auch zur Untersuchung des invasi-
ven Wachstums von Hirntumoren. Das invasive Wachstum macht aber auch eine
komplette Resektion der Tumoren unmoglich. Dartber hinaus lasst sich die Erkran-
kung beim Hund, im Vergleich zum Nager, uber einen langeren Zeitraum therapieren
und beobachten. Hinzu kommt, dass durch die Erkrankung verschiedener Rassen
eine genetische Vielfaltigkeit ahnlich derer in der menschlichen Population gegeben
ist, was beim Einsatz eines Inzuchtstammes von Labornagern nicht der Fall ist [61,
66]. Ein Nachteil liegt in der geringen Verfugbarkeit von an einem Glioblastom er-
krankten Hunden. Diese Tiere werden in den einzelnen Tierkliniken nur gelegentlich
vorgestellt. Eine Studie mit gro3en Tierzahlen ware nur in Zusammenarbeit mit meh-
reren Kliniken eventuell moglich, dies ist jedoch aus logistischen Grinden und der
immer noch insgesamt geringen Tierzahl schwierig umsetzbar. Verdachtige Tiere
mussten zunachst vom Haustierarzt an eine entsprechende Einrichtung Uberwiesen
werden, die Uber samtliche Moglichkeiten der modernen Diagnostik und Therapie
verfugt (CT, MRT, chirurgische Resektion, Strahlentherapie, Chemotherapie). Wei-
terhin muss der Besitzer der Studie zustimmen, was fur ihn mit einer v. a. hohen
emotionalen Belastung einhergehen kann. Im Vergleich dazu sind Labortiere wesent-
lich leichter verfugbar. Erste Tumoren konnen teilweise schon 14 Tage nach Xenot-

ransplantation diagnostiziert werden. Daher kdonnen Studien in relativ kurzer Zeit
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durchgefuhrt werden. AuRerdem kann bei diesen Tieren simultan ab Tumordetektion
mit der Therapie begonnen werden, was fur die Vergleichbarkeit der Versuchsergeb-
nisse bedeutend ist. Vergleichend werden Hunde von ihren Besitzern zu ganz unter-
schiedlichen Zeitpunkten der Erkrankung vorgestellt. Dies erfordert die Einteilung der
erkrankten Tiere in verschiedene Gruppen nach Krankheitsstadium zur Evaluation
der Versuchsergebnisse.

Daher spielen In der Veterinarmedizin Glioblastome und deren Therapie eine bisher
eher untergeordnete Rolle. Folglich gibt es bisher kaum Daten bezuglich des Einflus-
ses verschiedener Therapiemodalitaten auf die Uberlebenszeit und die klinische Re-
levanz bei an einem Glioblastom erkrankten Tieren [57]. Die bisherigen Studien be-
fassen sich allgemein mit der Therapie caniner Gehirntumoren [56, 59, 60, 65, 67-
69]. Zum anderen ist eine Therapie je nach Ausmald der Erkrankung nicht mehr ver-
tretbar, denn gerade die Tumorresektion kann zu erheblichen irreversiblen neurologi-
schen Schaden fuhren, die mit dem Leben des Tieres nicht mehr zu vereinbaren
sind. Der hohe therapeutische Aufwand und die damit verbundenen Kosten sind fur
den Tierhalter haufig nicht zu bewaltigen. Weiterhin muss unter Umstanden auch aus
tierschutzrelevanten Grunden die Therapie abgebrochen werden, da entstandene
Schmerzen und Leiden fur das Tier nicht mehr mit der ohnehin fraglichen Prognose
zu vereinbaren sind. Demnach beschrankt sich die Therapie zumeist auf die Reduk-
tion der klinischen Symptome, um die Lebensqualitat der Tiere zu verbessern und
ihre Lebenserwartung zu verlangern [70]. Dennoch berichten einige Forschungs-
gruppen von Therapieversuchen bei verschiedenen Hirntumoren mit unterschiedli-
chen Bestrahlungsprotokollen, v. a. bei Hunden und teilweise auch bei Katzen [58,
59, 67], die das Uberleben der Tiere teilweise signifikant verlangerten. In einer Studie
von Evans et al. (1993) wurden n=14 Hunde mit Strahlentherapie behandelt. Neun
Hunde erhielten eine Gesamtdosis von 39 Gray, funf Hunde eine Gesamtdosis von
45 Gray. Bei beiden Gruppen wurde die Gesamtdosis Uber 12 Fraktionen verab-
reicht. Die durchschnittliche Uberlebenszeit lag bei 345 Tagen. Die Ergebnisse wur-
den von Evans et al. mit der durchschnittlichen Uberlebenszeit von 30-81 Tagen bei
symptomatisch bzw. unbehandelten Hunden (n=8) aus einer weiteren Studie vergli-
chen [71] und fiihrten zu der Annahme, dass eine Bestrahlungstherapie die Uberle-
benszeit von an einem Gehirntumor erkrankten Hund verlangert. Bearley et al.
(1999) hingegen untersuchte n=83 Hunde, die er je nach Tumorlokalisation in drei

verschiedene Gruppen einteilte. Demnach hatten 41 Hunde einen extra-axialen Tu-
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mor (aullerhalb des Gehirnparenchyms, v.a. Meningeome), 34 Hunde einen intra-
axialen Tumor (im Gehirnparenchym, v.a. gliale Tumore) und 8 Hunde einen hypo-
physaren Tumor, v.a. Makroadenome). Alle Tiere wurden mit einer Gesamtdosis von
38 Gray mit einem Dosiseskalationsschema (5, 7, 8, 9 und 9 Gray) bestrahlt. In die
Uberlebensstatistik wurden 66 der 83 Tiere mit einbezogen. Die mediane Uberle-
benszeit betrug fur alle Tiere 43,7 Wochen (extra-axiale Tumore: 49,7 Wochen; intra-
axiale Tumore: 40,4 Wochen; hypophysare Tumore: 21,0 Wochen). Bearley et al.
verglich seine Daten mit einer Studie von Heidner et al. (1991) [58], in der Tiere ohne
(n=7) bzw. mit symptomatischer Therapie (n=38) nur 0,2 Monate uberlebten.

Mittlerweile verfugen immer mehr Einrichtungen uber moderne, speziell fur Haustiere
entwickelte Linearbeschleuniger, die eine punktgenaue Bestrahlung von Tumoren
ermoglichen. Eine fraktionierte Radiotherapie von Gehirntumoren als alleinige oder
adjuvante Therapie zur chirurgischen Tumorentfernung wirkt sich begunstigend auf
die Behandlung dieser Erkrankung aus. Die alleinige Gabe von systemisch wirken-
den Chemotherapeutika ist meistens nicht ausreichend zur effektiven Therapie eines
Gehirntumors [65]. Da ein optimales Bestrahlungsprotokoll fur Tiere in den bislang
durchgefuhrten Studien [59, 60] noch nicht ermittelt werden konnte, besteht gerade

im Bereich der Bestrahlung von Gehirntumoren Forschungsbedarf.

Ziel der Strahlentherapie ist es, moglichst viele Tumorzellen zu téten, ohne dabei die
fur den Patienten nachteiligen Effekte der Bestrahlung zu erhohen. Akute Nebenwir-
kungen durch Bestrahlung sind haufig und bei klinisch relevanten Dosen zu erwar-
ten. Am haufigsten treten gegen Ende der Therapie Mukositiden, epidermale Ent-
zundungen und Keratitiden in Abhangigkeit des Bestrahlungsfeldes auf [68]. Das
Auftreten akuter Nebenwirkungen kann in Kauf genommen werden, da sie i.d.R.
schnell und vollstandig ausheilen. Im Vergleich zu den akuten Nebenwirkungen, tre-
ten spate Auswirkungen der Bestrahlungstherapie erst Monate bis Jahre nach Be-
handlung auf und sind irreversibel. Zu ihnen gehoren Nekrose, Fibrose, nicht heilen-
de Ulzerationen, Schaden des ZNS und Erblindung [68]. Das Auftreten von spaten
Nebenwirkungen ist abhangig von der Grol3e der Dosis der jeweiligen Bestrahlungs-
fraktion und weniger von der Gesamtdosis der Therapie [68]. Die spaten Nebenwir-
kungen durch Bestrahlung gelten als Dosis-limitierend und das Bestrahlungsprotokoll

sollte so gewahlt werden, dass sie moglichst vermieden werden konnen. Auf der an-
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deren Seite sind diese spat auftretenden Nebeneffekt in Abhangigkeit von der Prog-
nose des behandelten Hirntumors zu vernachlassigen [68].

In der Humanmedizin kdnnen mit aggressiver Therapie, je nach Tumor, hohe Hei-
lungsraten erzielt werden [72-74]. Aufgrund der auch bei alteren humanen Patienten
hohen Lebenserwartung konnen Effekte, die erst nach funf Jahre gesehen werden,
immer noch zu einer erheblichen Morbiditat fuhren [75]. Bei den veterinarmedizini-
schen Patienten ist die Lebenserwartung deutlich geringer und besonders bei alteren
Tieren ist, auch wenn diese geheilt werden konnten, die Uberlebenszeit nicht ausrei-
chend um spate Nebenwirkungen durch eine Strahlentherapie zu sehen.

In der Tiermedizin findet die Strahlentherapie daher meist postoperativ zur Behand-
lung residueller Tumoranteile Anwendung. Die Tumorkontrollrate ist abhangig von
der Gesamtdosis, der Dosis pro Fraktion und der Protrahierung der Bestrahlungsbe-
handlung. In den bislang durchgefuhrten Studien konnte eine optimale Dosis zur Be-
strahlung noch nicht ermittelt werden. Meistens handelt es sich in den Studien um
heterogene Tumoren, deren Prognose per se sehr unterschiedlich sein kann [58-60,
67]. Die Therapieansatze in der Veterinarmedizin basieren i. d. R. auf den sich be-
reits in der Humanmedizin bewahrten Behandlungsprotokollen in der Tumorthera-
pie[3]. Die Ubertragung dieser Protokolle ist normalerweise ohne Komplikationen
moglich, da die in der Humanmedizin angewendeten Therapieverfahren mit Hilfe von
Tierversuchen erarbeitet wurden [3]. Somit kdnnen Untersuchungsergebnisse aus
der praklinischen Forschung an Mausen nicht nur im Bereich der Humanmedizin zu
neuen Therapieansatzen fuhren, sondern gerade Haustiere wie Hunde und Katzen

konnten von neuen Forschungsergebnissen profitieren.

Neben der beschriebenen Studie zur Bildgebung von Glioblastomen in der Maus
lasst sich die Mikro-CT auch zur Bearbeitung einer Vielzahl weiterer Fragestellungen
einsetzen. Dazu gehort z.B. die Darstellung thorakaler und abdomineller Strukturen
[4, 5] sowie kleinster zerebraler Blutgefal’e bei der Maus [76, 77], aber auch die An-
wendung der Mikro-CT in der zahnmedizinischen Forschung [78], zur Erforschung
von Insekten fur biomechanische Fragestellungen [79, 80]. Dementsprechend be-
fasst sich die zweite im Rahmen dieser kumulativen Dissertation eingereichten Arbeit
mit der Evaluation des Embolisationsergebnisses von Aneurysmen mittels einer neu-

en Technik.
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Bei Aneurysem handelt es sich um GefaRaussackungen, die Uberwiegend an der
Aufzweigung von arteriellen BlutgefalRen aufgrund einer Schwachung in der Gefal3-
wand auftreten [18, 81-83]. Dabei lassen sich sackformige (sakkulare), welche die
haufigste Form darstellen, von unregelmalligen oder auch fusiformen Aneurysmen
unterscheiden [84, 85]. Die Schwachung der GefalRwand im Bereich des Aneurys-
mas erhoht das Risiko fur eine Aneurysmaruptur mit anschlieRender Blutung in das
umliegende Gewebe [18]. Rupturieren intrakranielle (intradural gelegene) Aneurys-
men, kommt es in der Regel zu einer Blutung in den sogenannten Subarachnoidal-
raum, welcher das ,Hirnwasser” (also den Liquor) beinhaltet. Die Folgen einer sol-
chen Subarachnoidalblutung (SAB) sind oft schwerwiegend und reichen nicht selten
bis zum Tod. Ursachlich hierfur sind unter anderem ein akuter intrakranieller Druck-
anstieg durch die Blutung, sowie die nach einer Latenz von einigen Tagen auftreten-
den zerebralen Vasospasmen, welche oft zu zerebralen Ischamien fuhren [82, 83].
Ziel der Behandlung von Aneurysmen ist daher der komplette, sofortige und dauer-
hafte Verschluss der Aneurysmen [86]. Um dieses Ziel zu erreichen wurde eine neue
Technik etabliert, bei welcher das Aneurysma mit einem mit sehr engen Maschen
gewobenen Stent Uberdeckt wird. Auch im Zusammenhang mit der Studie zu Aneu-
rysmen wurden zur Etablierung der Methode zunachst Vorversuche mit einem
Schlauchmodell durchgefuhrt, das den Blutkreislauf im lebenden Organismus simu-
liert. Die Erfolgskontrolle der Embolisation von Aneurysmen erfolgte u. a. in unserem
Mikro-CT. Erst nach erfolgreichen in vitro-Versuchen wurden die bisher gewonnen
Erkenntnisse aus den Modell-Versuchen am Versuchstier (Schwein, n=1) angewen-
det. Uber einen zuvor im Aneurysma platzierten Mikrokatheter wurde das Aneurysma
mit Mikropartikeln embolisiert, welche groRer als die Maschen des flussmodulieren-
den Stents (sog. flow diverter) sind. Mittels Mikro-CT konnten wir die 700—900 ym
kleinen Partikel im Aneurysma nachweisen und eine komplette Embolisation des

Aneurysmas verifizieren [50].

Wahrend in der Humanmedizin Aneurysmen in den Neurodisziplinen zwar nicht zah-
lenmafRig, aber aufgrund der Schwere der Erkrankung eine relevante Rolle spielen
[82, 83, 86] spielen Aneurysmen in der Tiermedizin nur eine marginale Rolle [87].
Gelegentlich sind Pferde, v.a. altere Hengste und Hochleistungspferde, von Aorten-
aneurysmen (Sinus Valsalva Aneurysma) betroffen [88, 89]. Die Tiere werden i. d. R.
erst nach Ruptur des Aneurysmas aufgrund der schwerwiegenden Symptomatik auf-

fallig. Da die Prognose nach Diagnosestellung ungunstig bis infaust ist, werden Aor-
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tenrupturen beim Tier nicht therapiert. Des Weiteren wird sowohl bei Pferden [90, 91]
als auch bei Hunden [92] von parasitar bedingten Aneurysmen berichtet. Bei Rindern
wird gelegentlich von Aneurysmen der A. mesenterica cranialis berichtet [93, 94]. Fur
zerebrale Aneurysmen existieren bei Tieren einzelne Fallberichte, [87, 95, 96] insge-
samt bleiben diese jedoch (z.B. auch im Vergleich zu den Hirntumoren beim Hund)
eine Seltenheit. Dennoch spielen Tiere eine wichtige Rolle bei der Erforschung von
Pathogenese und Hamodynamik sowie neuer Therapiemoglichkeiten von Aneurys-
men, weshalb in der zweiten hier angefuhrten Publikation auch die oben beschriebe-
ne Technik im Schwein eingesetzt wurde, um die neuartige Methodik auch in vivo auf
Ihre Praktikabilitat zu prufen, bevor es zu einer Anwendung der Ergebnisse im Men-

schen kommen kann.

Bisher konnten durch Tiermodelle nur Teilaspekte des humanen Blutkreislaufsys-
tems simuliert werden. So konnte beispielsweise gezeigt werden, dass porcine
Thrombozyten im Bezug auf die Verwendung von Kathetermaterial eine ahnliche Ad-
hasionsfahigkeit an die Kunststoffoberflache des Katheters zeigen [97]. Dementspre-
chend grof} ist der Bedarf an geeigneten, effizienten Tiermodellen, auch im Bezug
auf die Generierung fur Behandlungszwecke geeigneter Aneurysmen.

Zu den idealen Merkmalen eines Aneurysmen-Modells gehoren: 1.) eine zuverlassi-
ge Langzeit-Stabilitat des erzeugten Aneurysmas ohne Thrombosierungsneigung, 2.)
Ahnlichkeit des Gerinnungssystems der ausgewahlten Spezies mit dem des Men-
schen, 3.) Simulation verschiedener Aneurysmatypen und ihrer spezifischen Hamo-
dynamik, 4.) Vergleichbarkeit der Diameter der verwendeten Gefalle mit denen hu-
maner intrakranieller GefalRe, 5.) Erzeugung des Aneurysmas ohne Notwendigkeit
eines chirurgischen Eingriffs, 6.) Simulation der Anwendungsgrenzen der Embolisati-

on von Aneurysmen beim Menschen mit verschiedenen Verfahren [18].

Keines der zurzeit verfugbaren Modelle weist alle notwendigen Merkmale eines idea-
len Aneurysmen-Modells auf [18]. Aus der Literatur sind ebenfalls die Durchmesser
der porcinen peripheren Gefalde bekannt [98], sodass diese zur Simulation humaner
zerebraler Arterien genutzt werden konnen. Es besteht die Notwendigkeit, Fortschrit-
te bei der Entwicklung neuer Aneurysmen-Modelle zur erzielen, um neue Techniken

zur Embolisation entwickeln und neue Materialien testen zu kdnnen [18].
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Weitere Einsatzgebiete fur die Mikro-CT sind beispielsweise die hochauflosende Un-
tersuchung von relativ rontgendichten Objekten wie Zahnen (Abbildung 4 A+B) oder
auch die Untersuchung von Insekten (Abbildung 4 C+D) nach Farbung mit rontgen-
kontrastgebenden Substanzen. Zusatzlich wurde von unserer Arbeitsgruppe mittels
des o. g. Gerates die zeitlich und raumlich hochauflésende digitale Subtraktionsangi-
ographie (DSA) etabliert, anhand derer selbst bei Mausen eine aussagekraftige Ge-
fakbildgebung erzielt werden kann [76, 77]. In Kooperation mit dem Institut fir medi-
zinische Strahlenphysik wurde an unserem Mikro-CT die Bestrahlung von Tumoren
sowohl in der Maus [99] als auch in der Ratte etabliert.

Abbildung 4: Hochauflésende Mikro-CT eines equinen maxillaren Molaren aus einer Studie
in Kooperation mit Herrn Prof. Staszyk, Institut fir Veterinar- Anatomie, Histologie und Emb-
ryologie der Justus-Liebig-Universitat Gieflen (A+B). Mikro-CT Aufnahmen einer in jodhalti-
ger Lésung angefarbten Heuschrecke (C) und einer in Wolframatophosphorsaure angefarb-
ten Kakerlake (D) aus einem Kooperationsprojekt mit Herrn Dr. Dirks aus dem Max-Planck-
Institut fur Intelligente Systeme.
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Zusammenfassung

Industrielle Rontgendurchleuchtungsgerate lassen sich fur die Untersuchung ver-
schiedenster Fragestellungen anwenden. Das Spektrum der Anwendbarkeit reicht
von der hochauflédsenden in vivo-Bildgebung von z. B. Glioblastomen, zerebralen
Hirngefallen, abdominellen und thorakalen Organen in der Maus, bis hin zur hoch-
auflosenden Untersuchung von Objekten wie z. B. Stents, Zahnen, Insekten oder
auch einzelner Organe ex vivo. Desweitern zeichnet das hier eingesetzte industrielle
Rontgengerat die Moglichkeit zur Strahlentherapie von Tieren aus, was mit her-
kommlichen speziellen Kleintier-Computertomographen nicht moglich ist. Ziel dieser
Dissertation war zum einen die Etablierung eines Glioblastom-Maus-Modells und
anschlieend die Uberpriifung der Anwendbarkeit eines Mikro-CT fiir die wiederholte
bildgebende Darstellung der Hirntumoren vor und nach Strahlentherapie. Darlber
hinaus wurde die Mikro-CT fur die Evaluierung sowohl der Verschlussrate von Aneu-
rysmen als auch der artefaktfreien Darstellung der verwendeten Materialien im Mo-
dellversuch getestet.

Wir konnten in beiden von uns durchgefuhrten Studien die Mikro-CT erfolgreich zur

Bildgebung anwenden.

Zur Etablierung des Glioblastom-Maus-Modells wurde die gesamte OP-Methode zur
Tumorzellimplantation in das Gehirn zunachst an toten Mausen durchgefuhrt. Anstatt
Zellen wurde eine aquivalente Menge an mit Kontrastmittel vermengter Methylcellu-
lose des spater geplanten Injektionsvolumens an Zellen in das Gehirn appliziert. An-
schlielend wurde zur Erfolgskontrolle eine Rontgenaufnahme im Mikro-CT angefer-
tigt. Anhand der Aufnahmen konnten wir die genaue Lokalisation und Ausdehnung
der applizierten Menge beurteilen und unsere OP-Methode gegebenenfalls optimie-
ren. Erst nach verlasslicher Reproduzierbarkeit der OP wurden humane Zellen in

vivo in die rechte Hemisphare von insgesamt 27 NOD/SCID/VC_/_ Mausen injiziert.
Zwei Wochen nach Xenotransplantation erfolgte eine erste kontrasmittelgestutzte
Untersuchung im Mikro-CT zur Tumordetektion. Bei negativem Befund wurde bei den
Tieren wochentlich eine weitere Mikro-CT durchgefuhrt. Tiere mit positivem Befund
wurden je nach geplantem Versuch nicht therapiert (n=21) oder mittels Strahlenthe-
rapie (n=6) behandelt. Alle Tiere wurden im weiteren Verlauf wochentlich bis zum
Versuchsende im Mikro-CT untersucht. Insgesamt wurden 103 kontrastmittelgestutz-
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te Untersuchungen im Mikro-CT durchgefuhrt. Der maximale Tumordurchmesser und
das maximale Tumorvolumen wurden anhand der einzelnen CT-Datensatze be-
stimmt. Zusatzlich wurden die Gehirne histologisch aufgearbeitet um das maximale
Volumen und den maximalen Durchmesser der Tumore anhand der Histologie zu
berechnen. Die histologischen Ergebnisse wurden mit der jeweils letzten Mikro-CT
(durchgefuhrt am Tag des Versuchsendes) verglichen. Die hervorragende Korrelati-
on von maximalem Tumordurchmesser und Tumorvolumen ermittelt in der Mikro-CT
mit den Ergebnissen aus der Histologie (Tumordurchmesser: 0,929, p < 0,001; Tu-
morvolumen: 0969, p < 0,001, n =17) belegt die hohe Genauigkeit und damit An-
wendbarkeit der Mikro-CT fur ein Hirntumormodell. Die hohe Sensitivitat (0,95) und
Spezifitat (0,71) belegen zusatzlich die Exaktheit der Mikro-CT zur Erkennung von
Gehirntumoren in sehr kleinen Tieren wie Mausen (PPV=0,91, NPV=0,83).

Die zweite im Rahmen dieser kumulativen Dissertation eingereichte Arbeit befasst
sich mit der Evaluation einer neuen Methode zur Embolisation von Aneurysmen.
Hierzu wurden Aneurysmen mit einem dicht gewobenem Stent (sog. Flow diverter)
Uberdeckt. Uber einen zuvor im Aneurysma platzierten Mikrokatheter wurde das
Aneurysma mit Mikropartikeln embolisiert, welche groRer als die Maschen des fluss-
modulierenden Stents sind. Die Mikro-CT konnten wir erfolgreich einsetzen, um mit
einer hohen Auflésung die 700-900 um kleinen Partikel im Aneurysma darzustellen
und die komplette Ausflllung des Aneurysmas zu verifizieren. Auch die Maschen-
dichte des Stents im Verhaltnis zum Aneurysma konnte mittels Mikro-CT analysiert

werden.

Die Moglichkeit der wiederholten Darstellbarkeit von Gehirntumoren im zeitlichen
Verlauf mittels Mikro-CT bietet eine Grundlage fur weitere Versuchsvorhaben, wie
z. B. die Visualisierung morphologischer Veranderungen des Tumors unter verschie-
denen Therapieansatzen. Die erfolgreiche Evaluation der Verschlussrate von Aneu-
rysmen mittels einer neuen Technik in der Mikro-CT ist ein wesentlicher Schritt, be-
vor es zu einer ersten Anwendung im lebenden Tier kommt. Beide hier vorgestellten
Arbeiten tragen durch den erfolgreichen Einsatz eines bildgebenden Verfahrens er-
heblich zur langfristigen Senkung der Versuchstierzahlen bei. Zusammenfassend
konnten wir durch die erfolgreiche Anwendung der Mikro-CT in den hier vorgestellten
Arbeiten das Spektrum der Anwendbarkeit eines industriellen Mikro-CTs in der prak-

linischen Forschung deutlich erweitern.
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Summary

Micro-CT systems are being used with increasing frequency in preclinical research.
The range of examinations includes high-resolution in vivo imaging of glioblastoma,
cerebral vessels, abdominal and thoracic organs in mice as well as investigation of
other small objects like stents, teeth, insects or single organs ex vivo or in vitro. In
addition, micro-CT may be used for radiation therapy of small rodents like mice and
rats, as shown in our studies. Aim of this thesis was to establish an orthotopic
glioblastoma mouse model and to evaluate the applicability of a micro-CT for repe-
tetive imaging of brain tumors in mice. We furthermore used a micro-CT to evaluate

the distribution of microspheres used to treat a silicone aneurysm model.

The glioblastoma mouse model was trained in dead mice first. Instead of tumor cells
we first injected methylcellulose mixed with contrast agent to train intracerebral injec-
tions. The use of contrast agent allowed us to verify our injection technique by sub-
sequent micro-CT.

After successfully establishing the technique, human brain tumor cells were in injec-

ted into the right hemisphere of n = 27 NOD/SCID/yc_/_ mice. Two weeks after xe-
notransplantation mice underwent first contrast-enhanced micro-CT. Animals with
negative results in micro-CT received additional micro-CT scans weekly until brain
tumors were detected. Animals were left untreated (control group), or were treated
with radiation- or chemotherapy. During treatment all animals received weekly micro-
CT scans until animals had to be sacrificed. The maximum diameter and volume of
intracerebrally growing xenografts were measured. Brains of sacrificed mice were
histologically worked up and maximum tumor diameter and tumor volume were mea-
sured again. Results from histology were compared to micro-CT data. The excellent
correlation between maximum tumor diameter and tumor volume measured in micro-
CT and histology (tumor diameter: 0.929, p < 0.001; tumor volume: 0.969, p < 0.001,
n=17). Sensitivity and specificity of micro-CT were 0.95 and 0.71, respectively
(PPV=0.91, NPV=0.83). This proved the high accurary of micro-CT for brain tumor

detection in animals as small as mice.

The second paper referenced to within this doctoral thesis describes the evaluation
of the distribution of microspheres within a silicon aneurysm and the degree of aneu-

rysm occlusion. For this purpose a silicon aneurysm was treated with a densely wo-
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ven stent (a so called flow diverter). Additionally, the aneurysm was embolized with
microspheres larger than the pores of the stent via a microcatheter previously placed
in the aneurysm. Using our micro-CT we were able to visualize the 700-900 pm small
microspheres, which allowed us to verify complete embolization of the aneurysm.
Furthermore, the mesh density of the flow diverter in relation to the size of the
microspheres was analyzed using the micro-CT.

From our findings we conclude, that micro-CT is a versatile tool that may be used for
imaging of a vast range of objects and thus propose that micro-CT will be used with

increasing frequency in preclinical research.
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