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| EINLEITUNG

1 Zerebrale Ischamie

Ein Schlaganfall zeichnet sich aus durch ein akut einsetzendes fokales oder globales
neurologisches Defizit aufgrund einer fokalen oder globalen Durchblutungsstérung im
Gehirn. Berichten der WHO zufolge erleiden weltweit jahrlich ca. 15 Millionen Menschen
einen Schlaganfall, von welchen 5 Millionen versterben und weitere 5 Millionen eine
Behinderung davontragen. Nach der koronaren Herzkrankheit (KHK) und malignen
Neoplasien ist der Schlaganfall weltweit die dritthaufigste Todesursache. Weiterhin gehoéren
die resultierenden Behinderungen zu den haufigsten Ursachen fur Pflegebedurftigkeit im
Alter. Somit stellt der Hirninfarkt aktuell eine grolRe medizinische und gesundheitspolitische
Herausforderung dar.

Far den ischamischen Schlaganfall wird synonym der Begriff Hirninsult verwendet, wahrend
das morphologische Korrelat der Hirnparenchymnekrose, welche sich mittels bildgebender
Verfahren darstellen lasst, als Hirninfarkt bezeichnet wird.

Beim Schlaganfall handelt es sich Uberwiegend (80%) um ischamische Insulte, nur zu 20 %
ist eine intrakranielle Blutung mit ihren verschiedenen Ursachen verantwortlich. Hirn- und
Sinusvenenthrombosen kommen deutlich seltener vor. Fur die Wahl der richtigen Therapie
spielt die schnelle diagnostische Zuordnung in eine der beiden Gruppen unverziiglich nach

Auftreten des Schlaganfalls eine sehr wichtige Rolle.[52;28]

1.1 Atiologische Einteilung

1.1.1 Territorialinfarkt

Die Ursache eines Hirninfarktes ist seltener die Thrombose eines atherosklerotischen
Gehirngefales als der embolische Verschluss eines grolieren zerebralen Gefalles. Eine
zerebrale Embolie kann kardiogen bedingt sein bei absoluter Arrhythmie bei Vorhofflimmern
(45%), Myokardinfarkt (15%), Aneurysmen des linken Ventrikels (10%), rheumatischen
Herzklappenerkrankungen (10%) oder kunstlichen Herzklappen (10%).[8] Arterioarterielle
Embolien kénnen bei arteriosklerotischen Plaques, Dissektionen oder fibromuskularer
Dysplasie von der A. carotis interna, der A. vertebralis oder dem Aortenbogens stammen. Als
Folge einer zerebralen Embolie entsteht ein Territorialinfarkt, das haufigste Erscheinungsbild
des ischamischen Schlaganfalls: das typische Versorgungsgebiet einer Hirnarterie infarziert
mit Beteiligung der Hirnrinde. Die neurologischen Ausfallerscheinungen des Betroffenen

richten sich nach der Lokalisation des Infarktes im vorderen Hirnkreislauf (A. carotis interna,



A. cerebri media, A. cerebri anterior) oder hinteren Hirnkreislauf (A. vertebralis, A. basilaris,
A. cerebri posterior).[28;98]

1.1.2 Grenzzoneninfarkt

Seltener treten hamodynamisch bedingte Infarkte auf, die Grenzzoneninfarkte. Sie entstehen
im Grenzgebiet zwischen der A. cerebri posterior und A. cerebri media sowie der A. cerebri
media und A. cerebri anterior. Ursachlich fur die Hypoperfusion sind vor allem langsam
entstandene  vorgeschaltete  hdhergradige  Stenosen oder Verschlisse eines
hirnversorgenden Hals- oder Hirngefal3es bei einer insuffizienten Kollateralisierung Uber den
Circulus arteriosus Willisii.[33]

1.1.3 Lakunare Infarkte

Lakunare Infarkte entstehen durch eine Mikroangiopathie im Gehirn, welche in Form einer
Lipohyalinose der kleinen GefalRe als Folge einer chronischen Hypertonie und Diabetes
mellitus auftreten kann. Die pathologischen Veranderungen sehr kleiner Gefalde verursachen
eine allmahliche Durchblutungsstérung bis hin zum GefalRverschluss im Bereich der
Stammganglien und des Hirnstamms, wo kleine Infarkte von etwa 5-10 mm Durchmesser
entstehen. Weiterhin kann es zu einer Degeneration der weilRen Hirnsubstanz kommen
(subkortikale arteriosklerotische Leukenzephalopathie, SAE), welche eine vaskulare Demenz
zur Folge haben kann.[33;98]
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Abbildung 1: Pathogenese ischdmischer Schlaganfélle in Deutschland - Deutsche
Schlaganfall-Datenbank. (Modifiziert nach Eschenfelder et al [28])

1.2 Klinische Einteilung

Die Einteilung nach Kklinischer Verlaufsdynamik stammt noch aus der Zeit, als der
Schlaganfall noch eine rein klinische Diagnose war und apparative Hilfsmittel wie der
Computertomograph noch nicht zur Verfligung standen. Dennoch findet sie bis heute eine

weit verbreitete Verwendung.

1.2.1 Transitorisch ischdmische Attacke (TIA)

Eine TIA ist definiert als ein flichtiger ischdmischer zerebraler Insult mit vollstdndiger
Ruckbildung der neurologischen Defizite innerhalb von 24 Stunden. Jedoch lasst sich trotz
einer guten klinischen Entwicklung bei bis zu 70% der Patienten ein Hirninfarkt nachweisen.
[20] Auch ist bekannt, dass Patienten nach einer TIA vermehrt Schlaganfalle erleiden. So
widerfahrt 5 bis 10 % der Patienten bereits im ersten Monat nach einer TIA ein Hirninfarkt mit
bleibenden Folgen und bereits innerhalb des ersten Monats ist die Halfte des Jahres-

Rezidiv-Risikos erreicht.[1]
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Abbildung 2: Schlaganfallrisiko nach TIA. Pfeil: nach 38 Tagen ist die Hélfte des Jahres-
Rezidiv-Risikos erreicht. (Nach Hill et al [47])

1.2.2 Reversibles ischamisches neurologisches Defizit (RIND/PRIND)

Beim RIND bilden sich die Symptome nach Gber 24 Stunden komplett zurtick, wahrend beim
PRIND bei guter Ruckbildungstendenz minimale, nicht behindernde Symptome
zurlckbleiben. Diese Aufteilung wird jedoch uneinheitlich gehandhabt, somit ist hier keine

gute Vergleichbarkeit gegeben.[28;4]

1.2.3 Vollendeter Insult

Ein vollendeter Hirninfarkt (completed stroke) hinterlasst ein neurologisches Defizit
unterschiedlicher Schwere. Des Weiteren kann das Ausmaf der neurologischen Ausfélle bei
einem progredienten Schlaganfall noch innerhalb der ersten Stunden oder seltener auch

innerhalb von Tagen nach dem akuten Anfall fortschreiten.[28]



1.3 Pathophysiologische Aspekte

1.3.1 Zerebraler Blutfluss (CBF)

Im Vergleich zu anderen Organen des Korpers hat das Gehirn einen extrem hohen
Verbrauch an Sauerstoff und Glukose und reagiert auch auf3erordentlich empfindlich auf
einen Sauerstoffmangel. Wird die Blutzufuhr unterbrochen, fallt im Gehirn der
Sauerstoffpartialdruck und der Zell- bzw. Energiestoffwechsel wird beeintrachtigt. Je nach
Ausmall der Ischamie entstehen so reversible oder irreversible Schadigungen der
Gehirnstruktur.

Im gesunden Gehirn liegt der zerebrale Blutfluss zwischen 50 und 60 ml Blut/100g/min.
Durch die Befahigung der zerebralen Gefal3e zur Autoregulation kann er in dem Bereich
zwischen 60 und 20 ml Blut/100g/min noch symptomlos schwanken. Die neuronale Funktion
versiegt, wenn der Blutfluss unter 20 ml/100g/min absinkt, wahrend die Struktur des
Gehirnparenchyms vorerst erhalten bleibt. Erst ein weiterer Abfall des Flusses auf weniger
als 8 ml/100g/min hat den Niedergang des Zellstoffwechsels und schliellich die Nekrose zur
Folge. Experimentelle Studien liefern Blutflussschwellenwerte fir den ischamischen

Schlaganfall als Korrelat fir funktionelle Beeintrachtigung (Tab.1).

Blutfluss

Stoffwechselvorgang ]
(m1/100g/min)

Proteinsynthese 55
Anaerobe Glykolyse 35
Freisetzung von Neurotransmittern 20
Stoérung des Energiemetabolismus 20
Anoxische Depolarisation 15

Tabelle 1: Blutflussschwellenwerte bei zerebraler Ischdmie. (Modifiziert nach Eschenfelder
et al [28])

Eine Minderdurchblutung hat ein Hirnddem zur Folge. Hierbei unterscheidet man das
zytotoxische vom vasogenen Odem. Beim zytotoxischen Odem kommt es bei allen Zellen
des Ischamieareals, Nerven-, Glia- und Endothelzellen, zum Hydrops der Zytoplasmen.
Durch die ischamische Schadigung der GefalRendothelien entsteht nach etwa 3 bis 6 h das

vasogene Odem, wobei die tight junctions aufbrechen und Fliissigkeit extravasiert.[28;98]



1.3.2 Penumbrakonzept

Wahrend die Zellen im nicht perfundierten Infarktkern endgultig geschadigt und somit einer
Therapie kaum zuganglich sind, bestehen doch im Randbereich des Infarktareals Regionen
mit unterschiedlicher Restdurchblutung und Kompensation durch Kollateralisierung seitens
benachbarter Hirnarterien. Fur dieses so genannte ,tissue at risk®, welches als potentiell
noch zu rettendes Gewebe Uber einen begrenzten Zeitraum von 3 bis 6 h noch von einer
Reperfusion oder anderen neuroprotektiven MalRnahmen profitieren kann, pragten Astrup et
al den Begriff ,Penumbra“ (wortlich: Halbschatten).[3] Tierexperimentell wurde ein Infarktkern
mit Blutflusswerten von unter 10 ml/100g/min und einer umgebenden Penumbrazone mit
Blutflusswerten unter 20 ml/100g/min, jedoch Uber 10 ml/100g/min untersucht. Bei
rechtzeitiger Reperfusion und Blutflusswerten dber 10 ml/100g/min folgt auf die
Wiederherstellung des Blutflusses eine Erholung der neurologischen Funktion und ein
Riickgang des zytotoxischen Odems. Bei zu starkem Blutflussabfall unter 10 ml/100g/min
oder zu langer Ischamiedauer, sind die Zellen irreversibel geschadigt und eine Reperfusion
verschlechtert das vasogene Odem, wodurch die Blutungsgefahr steigt.[3;44;67;98]
CBF Morphologie Metabolismus
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Abbildung 3: Penumbrakonzept. Der Infarktkern, in welchem die Zellen ihr
Membranpotential verloren haben, ist umgeben von einer Zone mit einer gewissen
verbleibenden Perfusion und intermittierenden Depolarisationen
(Periinfarktdepolarisationen), der Penumbra. Von Beginn des Perfusionsdefizits an verhalten
sich Infarktkern und Penumbra dynamisch in rdumlicher Verteilung und Zeit. (Modifiziert
nach Dirnagl et al [23])




1.3.3 Der Weg zum Zelluntergang - Die postischamische Kaskade

Die grolie Vielfalt der pathophysiologischen Veranderungen, welche auf eine zerebrale
Ischamie und zur Parenchymnekrose flihren, erschwert es derzeit noch ein einheitliches
Konzept fiur den Ablauf der komplexen metabolischen und molekularen Vorgange zu
erstellen. Die verschiedenen Mechanismen beeinflussen und Uberschneiden sich
netzwerkartig. Oft ist schwierig zu unterscheiden, ob eine Veranderung der Ischamie oder
der darauf folgenden Reperfusion zuzuweisen ist.

Das Konzept der vierphasigen Ischamieantwort stammt von Dirnagl et al [25]: Auf eine
Minuten andauernde exzitatorische Phase folgt eine Phase der Periinfarktdepolarisation
(Uber Stunden), daran schlief3t sich Gber eine Dauer von Tagen die Inflammation an und an

letzter Stelle stehen die spaten Veranderungen wie Apoptose.

Exzitotoxizitat

Periinfarkt-

depolarisation

"""""""""""""" Inflammation

— — — Apoptose

Schadliche Auswirkung

Minuten Stunden Tage

Zeit

Abbildung 4: Zeitlicher Verlauf der postischdmischen Schédigungskaskade. (Nach Dirnagl
et al [23])

Die erste direkte metabolische Ischamiefolge ist die ATP-Abnahme durch die Unterbrechung
der Zufuhr von Sauerstoff und Substraten. Schon die Unterbrechung der Durchblutung von
ca. 15 Sekunden fihrt zu einem vollstandigen Verbrauch der ATP-Vorrate im Infarktkern.
Dieser ATP-Mangel ist letztlich mafRgeblich fur einen Grofdteil der sich anschlieRenden
metabolischen Stérungen.[44]

In der Frihphase der fokalen zerebralen Ischamie spielt die Exzitotoxizitat eine maligebliche
Rolle, man spricht auch von der exzitatorischen Phase (s.0.). Aufgrund der verminderten

Substratzufuhr fihrt der Mangel an energiereichen Phosphaten zu einem Versagen der ATP-

7



abhangigen lonenpumpen. In Folge dessen depolarisieren die Zellmembranen der Neuronen
und Gliazellen und die spannungsabhangigen Kalzium- und Natriumkanale werden aktiviert.
Dies hat wiederum die prasynaptische Freisetzung der exzitatorischen Aminosaure Glutamat
zur Konsequenz. Gleichzeitig kommt es im Bereich der Prasynapse und der Gliazellen durch
die Stérung der energieabhangigen Wiederaufnahmemechanismen fiir die exzitatorischen
Aminosauren zu einer zusatzlichen Akkumulierung von v.a. Glutamat.[23] Tierexperimentelle
Studien zeigen einen schnellen Anstieg des Glutamatspiegels kurz nach Beginn der
Ischamie, welcher dann Uber die vollstdndige Dauer der Ischdmie erhoht bleibt.[7] Die
gesteigerte extrazellulare Konzentration von Glutamat zieht durch die Aktivierung des
NMDA-, AMPA-Rezeptors und spannungsabhangiger Kalziumkanale einen erhdhten
Kalziumeinstrom in die Zellen nach sich.[44] Des Weiteren werden metabotrope
Glutamatrezeptoren aktiviert, welche Uber die Erhéhung von Inositoltriphosphat und
Phospholipase-C-Aktivierung die Offnung intrazelluldrer Kalziumreservoirs herbeifiihren.
Durch diese sich gegenseitig beeinflussenden Vorgange der Glutamatfreisetzung und
Kalziumlberladung entsteht eine hyperexzitatorische Situation, mit einhergehenden
sekundaren kalziumbedingten Schaden, der Bildung freier Radikale und Anderungen der
Genexpression. Die intra- und extrazellularen Elektrolytverschiebungen haben zur Folge,
dass Wasser in Richtung des osmotischen Gradienten in den Intrazellularraum gelangt und
so zu einer Schwellung der Zellen, dem beginnenden Odem fiihrt.

Untersuchungen mithilfe von Mikrodialyseverfahren liefern Hinweise, dass eine verstarkte
Freisetzung von Glutamat auch bereits oberhalb des Schwellenwertes flir den ATP-Mangel
stattfindet. Daher erhielt das Glutamat auch seine Bezeichnung als ,very early mediator of
ischemia“.[44] Zu den durch die Kalziumlberladung bedingten sekundaren Schaden gehort
die Zerstérung des Zytoskeletts, vorwiegend des Strukturproteins Spektrin und der
Mikrotubuli, durch aktivierte kalciumabhangige intrazelluldre Proteasen, die Calpaine.
DarlUber hinaus ist das erhdhte Kalzium verantwortlich flr die Aktivierung von Proteinkinase
C und Phospholipase Az, eine NO-Synthesesteigerung und DNA-Fragmentierung.[25]
Wahrend unter physiologischen metabolischen Bedingungen nur in geringem Male freie
Radikale gebildet werden, kommt es im postischamischen Verlauf zu einer gesteigerten
Freisetzung eben dieser. Hierfur sind verschiedene Prozesse verantwortlich. So entstehen
zunachst freie Radikale durch den Abbau von Membranbestandteilen mit anschlielfendem
Arachnoidonsaurestoffwechsel. Uberdies bildet sich in den Mitochondrien freier molekularer
Sauerstoff, fur welchen dort nach Ersatz durch die anaerobe Glykolyse als Elektronenfanger
kein Bedarf mehr ist. Beim Abbau von ATP im Xanthinoxidasestoffwechsel entstehen
Superoxid und Hydrogenperoxid. Des Weiteren kann aus O; in Anwesenheit von NO das
aggressive Peroxinitrit entstehen. Ebenfalls eine Masse an freien Radikalen bildet sich bei

der Umwandlung von Eisenionen, Fe lll zu Fe Il, und der Freisetzung von organisch



gebundenem Eisen. Zu den schadigenden Auswirkungen der freien Radikale zahlen sowohl
die Zerstorung von Mitochondrien, Proteinen, Kohlenhydraten und DNA als auch die

Lipidperoxidation, welche letztlich in der Auflésung der Zellmembranen enden.[23;44;67]

Unter der Periinfarktdepolarisation versteht man einen Prozess repetitiver Depolarisationen,
welche sich ausbreiten und so zur VergroRerung des Infarktareals fuhren. Infolge der
verminderten Energieversorgung und der vermehrten Kalium- und Glutamatfreisetzung im
Rahmen der exzitatorischen Phase depolarisieren die ischamischen Nerven- und Gliazellen,
wobei die Zellen im Kern des Ischamiegebietes eine anoxische Depolarisation mit
irreversiblem Funktionsverlust durchlaufen, wahrend die Zellen im Bereich der Penumbra
dank verbleibender Restperfusion unter weiterem Energieverbrauch repolarisieren.[23] Dabei
hangt die Repolarisationsdauer direkt vom Ausmall der Perfusionsminderung ab. Je
ausgepragter die Perfusionsminderung, desto mehr Zeit brauchen die ischamischen Zellen
fur die Repolarisation und desto gréler ist auch die Wahrscheinlichkeit, dass die transiente
Periinfarktdepolarisation in eine anoxische Depolarisation Ubergeht. Da der vermehrte
Energiebedarf zur Regenerierung des lonengleichgewichts nicht durch einen zunehmenden
CBF ausgeglichen werden kann, gelangt die metabolische Kompensationsfahigkeit des
Penumbragewebes schnell an ihre Grenzen. Die schwindenden Energiereserven zeigen sich
in einer Zunahme der Repolarisationszeiten bei wiederholten Depolarisationen im
Periinfarktgebiet mit schlussendlich anoxischer Depolarisation.[87] Bislang konnte dieses
Modell der Periinfarktdepolarisation jedoch nur im Tiermodell nachgewiesen werden. Beim
Menschen gelang bisher weder elektrophysiologisch noch mithilfe funktionaler Bildgebung
der direkte Nachweis, so dass derzeit die Bedeutung der Periinfarktdepolarisation fur die

Pathophysiologie des menschlichen Schlaganfalls noch unklar bleibt.[23;44]

In der Phase der Inflammation reagiert das Gehirn auf die Ischdmie mit einer
Entziindungsreaktion, die schon wenige Stunden nach Beginn der Ischamie einsetzt und
Tage bis Wochen andauern kann.[2] Eine wichtige Rolle kommt auch hier der
KalziumUberladung der Zellen zu. Die kalziumabhangige Aktivierung intrazelluldrer Second-
Messenger-Systeme, sowie der Anstieg freier Radikale und auch die Hypoxie an sich
initiieren die Expression verschiedener proinflammatorischer Gene, indem die Synthese von
Transkriptionsfaktoren  induziert wird. So produzieren die versehrten Zellen
Inflammationsmediatoren wie Plattchenaktivierender Faktor (PAF), Tumornekrosefaktor-a
(TNF-a) und Interleukin-1B. Daraufhin wird die Expression von Adhasionsmolekiilen auf der
endothelialen Zelloberflache induziert. An diese Adh&sionsmolekile binden komplementare
Oberflachenrezeptoren auf Neutrophilen Granulozyten, welche so die Gefallwand
durchdringen und in das Gehirnparenchym gelangen. Makrophagen und Monozyten folgen

den Neutrophilen und migrieren in das ischamische Gewebe. Wahrend die Leukozyten
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durch Akkumulation in den kleinen GefalRen das Ausmall der Ischamie erhéhen kdnnen,
leisten auch die Produktion und Freisetzung potentiell toxischer Mediatoren durch
eingewanderte Leukozyten und durch Zytokine aktivierte Gliazellen einen wichtigen Beitrag

zum ischamischen Zellschaden.[23;42;64]

Die Spatphase des postischamischen Verlaufs ist gepragt von apoptotischen Prozessen,
welche den ,programmierten Zelltod“ einleiten. Verlieren die Neuronen den synaptischen
Kontakt zu ihren Nachbarzellen, so veranlassen die Zellen durch die Aktivierung endogener
Proteasen (Caspasen) ihren eigenen Zelltod. Sowohl die Gene fir die Caspasen als auch
solche, die den Zelltod unterdriicken oder steigern, werden in einem hdheren Ausmal
exprimiert und in der frihen wie auch der spaten Phase der Ischamie aktiviert. Bei einer
apoptotischen Zelle wird der Zellkern aufgeldst und die DNA in ihre spezifischen Bestandteile
gespalten, wahrend die Zellmembran vergleichsweise lange intakt bleibt, so dass erst spater
potentiell toxische Substanzen aus dem Zytoplasma in die Umgebung der apoptotischen
Zelle gelangen. Tiermodelle liefern Hinweise darauf, dass im Fall einer zerebralen Ischamie
die Apoptose als Zelltod vor allem in der ischdmischen Penumbra eine wesentlich

bedeutendere Rolle spielt als die Nekrose.[23;66]
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Abbildung 5: Vereinfachte Ubersicht der pathophysiologischen Mechanismen und Wege
zum ischdmischen Zelltod. (Modifiziert nach Dirnagl et al und Lo et al [23;67])
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Der auf eine zerebrale Ischamie folgende Gewebeschaden resultiert letztlich aus der
Interaktion der beschriebenen pathophysiologischen Prozesse, welche jeweils potentielle
Ziele fur eine Therapie darstellen. Durch ein Vorgehen, welches sowohl eine frihe
Reperfusion als auch neuroprotektive Therapieansatze miteinbezieht, kann das Ausmal} der
Gewebeverletzung einschrankt werden.[23] Eine rasche therapeutische Intervention steht im
Zentrum der neurologischen Akutbehandlung des ischamischen Schlaganfalls. 2006 flhrten
Saver et al. eine Metaanalyse zur Quantifizierung der durchschnittlichen GréRe und
Entstehungsgeschwindigkeit eines durchschnittlichen supratentoriellen ischdmischen
Schlaganfalls durch. Dabei wurde ausgegangen von einer durchschnittlichen GroRe von 54
ml (19-100ml) eines Territorialinfarktes, einer durchschnittlichen Entwicklung im Verlauf von
10 Stunden (6-18 Stunden) und einer durchschnittlichen Anzahl von 22 Milliarden Neuronen
im Frontalhirn. Dies lasst darauf schlieen, dass pro Minute im Schnitt 1,9 Millionen Neurone
sterben, 14 Milliarden Synapsen zugrunde gehen und 12 km Nervenfaser zerstort werden.
[92] Anhand dieser Zahlen ist leicht ersichtlich, wie gro} die Notwendigkeit einer

zeitoptimierten Therapie des akuten ischamischen Schlaganfalls ist.

1.4 Tier- und Ischamiemodelle

1.4.1 Einsatz von Nagetieren

Um die Pathophysiologie des ischamischen Schlaganfalls untersuchen und neue
Therapieverfahren evaluieren zu kénnen bedarf es zuverl@ssiger Tiermodelle fur fokale
zerebrale Ischamien, welche dem menschlichen Schlaganfall entsprechen. Zwar werden
auch hoher entwickelte Spezies wie Hunde, Katzen oder Primaten fur Schlaganfallmodelle
eingesetzt, jedoch haben kleine Nagetiere wie die Ratte oder die Wistenrennmaus (Gerbil)
neben der preisglinstigen Anschaffung und Durchfihrung von Versuchen den weiteren
Vorteil, dass sie inzuchtbedingt eine hohe Homogenitat innerhalb der einzelnen Stamme
aufweisen und ihre zerebrovaskulare Anatomie und Physiologie eine groe Ahnlichkeit mit
héher entwickelten Spezies besitzt. Ein weiterer Grund fir die Wahl kleiner Nager ist die
vorteilhafte geringe GroRe des Gehirns fur z.B. verschiedene Fixationsverfahren und
Uberdies spielt die groRRere Akzeptanz gegeniber Spezies wie z.B. den Primaten aus
Okologischer und ethischer Perspektive eine gewisse Rolle.[40] Die Modelle mit Maus und
Gerbil haben den erheblichen Nachteil, dass diesen Spezies die A. communicans posterior
fehlt und so hat sich im vergangenen Jahrzehnt die Ratte zur vorherrschenden Spezies fur
verschiedene Schlaganfallmodelle etabliert, welche mit unterschiedlichen Techniken die

menschliche zerebrale Ischamie simulieren.
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1.4.2 Fadenmodell

Die am haufigsten angewandte Methode unter den endovaskuldren Techniken zum
Verschluss der A. cerebri media (MCA) stellt das Fadenmodell dar, welches 1986 von
Koizumi et al. eingefiihrt wurde.[38;39;93] Hierbei wird ein Monofilament anterograd in die A.
carotis interna (ICA) eingeflihrt, bis es den Blutstrom zur A. cerebri media blockiert. Mit
dieser Technik erreicht man reproduzierbare Infarkte der MCA und sie erlaubt eine
anschlielende Reperfusion durch Entfernen des Monofilamentes. Allerdings hat der
permanente MCA-Verschluss in dem Fadenmodell einen Nachteil: durch das Einfiihren des
Fadens wird der gesamte Verlauf der ICA okkludiert, einschlieBlich der A. hypothalamica.
Dies fuhrt zu hypothalamischen Infarzierungen und dadurch bedingter schwerer
Hyperthermie, welche das Infarktwachstum und die Effekte neuroprotektiver Behandlung
beeinflussen kdénnen.[36;71] Diese Nebenwirkung kann umgangen werden durch den
Einsatz des Fadenmodells zur Induktion transienter Ischamien (Ischdmie-Reperfusion), bei
welchem der Faden zu einem definierten Zeitpunkt wieder zurickgezogen wird und damit
eine Reperfusion ermoglicht wird. Liegt der Zeitraum vom Einfihren des Fadens bis zu
dessen Entfernung unter 90 Minuten, so kann sich der Hypothalamus vollstandig erholen
und eine Hyperthermie tritt nicht auf.[39] Komplikationen des Fadenmodells kénnen auftreten
durch den unvollstdndigen Verschluss der MCA (durch eine unzulangliche Einfihrungstiefe
des Fadens) [51;60] oder durch die Induktion subarachnoidaler Blutungen durch
Gefalperforationen.[57;68]

1.4.3 Makrospharenmodell

Um einen permanenten Verschluss der MCA ohne den Effekt der Hypothalamusinfarzierung
zu erreichen, wurde das vor kurzer Zeit eingefihrte Makrospharen-Modell entwickelt.[35] Bei
dieser Methode flihrt die intra-arterielle Embolisation von kleinen TiO2 —Kugeln zur
selektiven Blockade des Blutflusses zum Hauptstamm der MCA, ohne die A. hypothalamica
zu verschliefen. Obwohl dieses Modell keine Reperfusion der Gefalke erlaubt, liegt der
Vorteil darin, dass hypothalamische Infarzierungen und pathologische Hyperthermie

wahrend des permanenten MCA-Verschlusses umgangen werden kdnnen.

2. Vergleichende Anatomie: Gehirn von Mensch und Ratte

2.1 Allgemeine Anatomie

Sowohl der anatomische Aufbau als auch die Physiologie des Rattengehirns gleichen der
des menschlichen Gehirns in vielerlei Hinsicht, jedoch sind auch Unterschiede in

Gehirnstruktur und —form sowie in der Gefafdanatomie zu erwahnen.
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Das Gehirn setzt sich beim Menschen wie bei der Ratte aus zwei Hemispharen zusammen,
welche von rostral nach caudal durch die Fissura longitudinalis getrennt und mittig durch das
Corpus callosum miteinander verbunden werden. An der Hirnbasis befindet sich der
Hypothalamus und bildet den Boden des dritten Ventrikel.[61;62] Das menschliche Gehirn
weist infolge der starken Entfaltung des GroRhirns und der aufrechten Koérperhaltung
zwischen Di- und Mesencephalon einen nahezu rechtwinkligen Knick des Truncus encephali
aus der Horizontalen in die Vertikale auf und das komplette Rautenhirn wird von beiden
GroRhirnhemispharen uberlagert.[62] Somit unterscheidet es sich von der Form des
Rattenhirns, bei welchem der Hirnstamm gestreckt bleibt und die einzelnen Gehirnabschnitte
der Schadelbasis noch in annahernd urspriinglicher Art und Weise hintereinander
angeordnet aufliegen.[63]

Beim lissencephalen Rattengehirn fehlen die Gyri und Sulci, welche beim gyrencephalen
Gehirn des Menschen dem Kortex zur Vergrofkerung seiner Oberflache dienen, dadurch ist
die Kortexoberflache glatt.[64]

2.2 Gefallversorgung

Bei Saugetieren wird das Gehirn hauptsachlich Gber je zwei Aa. carotides und Aa.
vertebrales mit Blut versorgt. Wahrend die Carotiden vornehmlich Blut zum Cerebrum
fuhren, verbinden sich die Vertebralarterien zu einer A. basilaris, welche in erster Linie

Cerebellum, Pons und Medulla oblongata speist.[65]

2.2.1 Extrakranielle Gefalle

Die A. carotis communis zweigt sich bei Mensch und Ratte auf in die A. carotis interna und
die A. carotis externa. Bei der A. carotis interna der Ratte existiert vor deren Eintritt in den
Schadel ein abzweigender Ast, die A. pterygopalatina, welche der aus der A. carotis externa
abgehenden A. maxillaris des Menschen entspricht.[64] Die menschliche A. carotis interna
besitzt keine Aste vor Eintritt in den Canalis caroticus. Wahrend bei der A. carotis externa
des Menschen zunachst die A. thyreoidea superior, A. lingualis und A. facialis entspringen,
bevor sie nach medial die A. pharyngea ascendens und dorsal die A. occipitalis und A.
auricularis posterior abgibt und sich dann in die Endaste A. temporalis superficialis und A.
maxillaris aufgabelt [62], findet sich bei der Ratte hingegen eine andere Reihenfolge der
abgehenden Aste: anfangs entspringen hier der A. carotis externa die A. occipitalis und die
A. thyreoidea superior und ihre Endaste sind die A. maxillaris externa und die A. lingualis.
[64]
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2.2.2 Intrakranielle Gefalle

Bei Mensch und Ratte formen die zerebralen Gefalte entspringend aus der A. carotis interna
und der A. basilaris mit dem Circulus arteriosus Willisii einen Anastomosenkranz um die
zentralen Teile der Hirnbasis, durch welchen die Stromgebiete dieser Arterien miteinander
verknlUpft werden. Innerhalb der jeweiligen Spezies sind anatomische Variationen sehr
haufig.[65;66]

Wahrend der Circulus Willisii beim Menschen hauptsachlich durch die Aa. cerebri anteriores,
die Aa. communicantes posteriores und Aa. cerebri posteriores gebildet wird, werden bei der
Ratte die Aa. carotis internae zu einem wesentlichen Bestandteil des Circulus, bevor sie sich
in je eine A. cerebri anterior und A. cerebri media aufgabeln.[65] Die menschliche A. carotis
interna gelangt durch den Karotiskanal in den Schadel und vor der Aufzweigung in A. cerebri
anterior und A. cerebri media entspringt ihr lateral des Chiasma opticum die A. ophthalmica.
Bei der Ratte findet sich kein Gefal}, welches der A. ophthalmica im Menschen entspricht
[67], stattdessen handelt es sich bei der A. ophthalmica der Ratte um einen Ast der
A.pterygopalatina.[65] Wahrend beim Menschen die beiden Aa. cerebri anteriores getrennt
nach rostral ziehen und durch die A. communicans anterior verbunden sind, vereinigen sich
die beiden Aa. cerebri anteriores bei der Ratte zu einem einzigen Gefalistrang und die A.
communicans anterior fehlt. Vor der Vereinigung entspringt den Aa. cerebri anteriores jeweils
eine A. olfactoria, welche beim Menschen als GefalRanlage nur im Embryo-Stadium
erkennbar ist.[68]

Die A. cerebri media ist sowohl beim Menschen als auch bei der Ratte der kraftigste Ast der
A. carotis interna und versorgt den grof3ten Teil der lateralen Oberflache des Gehirns.
Sowohl mit der A. cerebri anterior als auch mit der A. cerebri posterior bildet sie
umfangreiche Anastomosen.

Einen wichtigen anastomotischen Shunt zwischen der A. carotis interna und dem vertebro-
basilaren Stromgebiet stellt die A. communicans posterior dar. Sie entspringt der A. carotis
interna und verbindet sich als lateraler Anteil des Circulus Willisii mit der A. cerebri posterior.
[66] Beim Menschen tritt sie als der am meisten variierende Abschnitt des Circulus Willisii mit
haufig asymmetrischem Ursprung, Durchmesser oder Verzweigung auf, wohingegen bei der
Ratte beide Aa. communicantes posteriores meist weniger variabel mit sich in etwa
entsprechenden Durchmessern sind.[68] Um die A. cerebri posterior der Ratte bestand
hinsichtlich der Namensgebung dieses GefalRes in der Vergangenheit eine gewisse
Verwirrung in der Literatur, vor allem wegen der deutlichen Unterschiede in GroRe und
Verzweigungsmuster dieser Arterie im Vergleich zum Menschen. Den Untersuchungen von
Moffat (1961) zufolge besteht die A. cerebri posterior der Ratte aus zwei Anteilen. Der eine
ist ein GefalRsegment kleineren Durchmessers, welches die A. basilaris mit der A.

communicans posterior verbindet. An die Junktion mit der A. communicans posterior schlief3t
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sich das zweite Gefallsegment der A. cerebri posterior an, dessen Durchmesser dem der A.
communicans posterior entspricht, so dass es wie eine Fortfllhrung eben dieser erscheint.
Uberwiegend unterliegen Ursprung und Verlauf der Aa. cerebri posteriores einem deutlichen
Grad an Asymmetrie.[69] Unter den Kleinhirnarterien ist die A. cerebelli superior diejenige
von groRter Konstanz, sie entspringt der A. basilaris sowohl beim Menschen als auch bei der
Ratte dicht vor deren Aufzweigung in die Aa. cerebri posteriores. Die Urspringe von A.
cerebri posterior und A. cerebelli superior greifen haufig ineinander Gber.[65] Im Gegensatz
zur menschlichen A. basilaris, welche haufig deutlich zu einer Seite des Pons verlagert ist,
verlauft die Basilararterie bei der Ratte zumeist vergleichsweise geradlinig.[64] Die Aa.
vertebrales entspringen bei Mensch und Ratte der A. subclavia und haben beim Menschen
meist unterschiedliche Grofen, so dass eine Vertebralarterie die andere in der Grof3e bis um
das Dreifache Ubertreffen kann.[66] Bei der Ratte sind die beiden Arterien Uberwiegend
gleich grof3.[65]

Ein elementarer Unterschied besteht zwischen Mensch und Ratte hinsichtlich der arteriellen
Gefalversorgung des Hypothalamus. Der menschliche Hypothalamus wird hauptsachlich
Uber kleine, von der A. cerebri anterior abzweigende Aste und zusatzlich Gber mehrere
kleine abzweigende GefalRe des intrakraniellen Teils der A. carotis interna und der A.
communicans posterior bzw. anterior ernahrt.[70] Hingegen existiert bei der Ratte eine A.
hypothalamica, welche aus der A. carotis interna entstammt und den Hypothalamus
Uberwiegend versorgt. Erganzend erhalt dieser Blut Uber jeweils einen kleinen Ast aus der A.
cerebri media und A. communicans posterior.[64] Dieser Umstand stellt bei der Anwendung
des beschriebenen Fadenmodells zur fokalen zerebralen Ischamie der Ratte einen
komplizierenden Faktor dar, da durch das Einfuhren des Fadens in die A. carotis interna die
A. hypothalamica verlegt wird und somit unerwinschte Hypothalamusinfarkte induziert

werden.
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Abbildung 6: Schematische Darstellung der bedeutenden zerebralen Arterien bei Mensch
und Ratte. (Modifiziert nach Lee et al.[65])

3 Bildgebung

Wegen ihrer Haufigkeit unter den zerebrovaskuldren Erkrankungen bedarf die akute
zerebrale Ischamie einer eindeutigen und zuverlassigen Diagnostik. Der verlassliche
Nachweis und die Visualisierung einer zerebralen Ischdmie und vor allem die zugrunde
liegende GefalRpathologie stellen immer noch eine grof’e Herausforderung an die
Gefalforschung dar. Heute werden zur Diagnostik verschiedene nicht-invasive bildgebende
Verfahren eingesetzt. Zu den wichtigsten gehéren die Computertomographie mit der CT-
Angiographie und der CT-Perfusion, und die Magnetresonanztomographie mit MR-
Angiographie und Perfusions-MRT.
Beim diagnostischen Vorgehen im Falle eines akuten ischdmischen Insults muss die
Bildgebung entscheidende Fragen beantworten, welche ausschlaggebend sind fir das
folgende therapeutische Konzept:

e Liegt ein akuter Gefallverschluss vor, der einer Lyse oder einem endovaskularen

Eingriff zuganglich ware?

e Besteht eine akute intrakranielle Blutung?

e Ist bereits nekrotisches Gewebe sichtbar?
Beantworten lassen sich diese Fragen mittels ihrer verschiedenen Techniken sowohl mit
Hilfe von MRT- als auch CT-Verfahren.
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3.1 Computertomographie

Die Computertomographie als ein klinisches Roéntgenverfahren zur Erstellung von
Transversaltomogrammen mit einer hohen Kontrastauflosung hat sich in den vergangenen
Jahren von der Einzelschicht-Spiral-CT tber Mehrschicht-Spiral-CT bis hin zu den neuesten
Dual-Source-CTs mit einer Ortsauflésung von isotropen Voxeln von 0,6 x 0,6 x 0,6 mm [71]
immer weiter entwickelt. Erst Mitte der 1990er wurde sie ein Standard-Verfahren in der
Diagnostik des akuten Schlaganfalls, als die NINDS-Studie (National Institute of Neurological
Disorders and Stroke) die Sicherheit und Wirksamkeit innerhalb von 3 Stunden nach einem
ischamischen Anfall intravends verabreichtem Gewebeplasminogenaktivator zeigen konnte,
wenn mittels Computertomographie eine Blutung ausgeschlossen wurde [72]. Neben dem
Ausschluss einer Blutung dient die Computertomographie auch der Entdeckung friher
Infarktzeichen. Da ein linearer Zusammenhang zwischen der Photonenabsorption und dem
spezifischen Gewicht des Gehirngewebes besteht, kommt es bei einer Wasserzunahme von
1% im Gewebe zu einer Dichteminderung um etwa 2,5 Hounsfield Units (HU).[73] Durch das
frGhe Infarktddem kommt es daher schon ab etwa 2 Stunden zu einer linearen
Dichteminderung. Hierbei korreliert die Hypodensitat gut mit dem irreversibel geschadigten
Infarktareal.[74;75] Im zeitlichen Verlauf verstarkt sich die Hypodensitat und erlangt nach
ungeféahr 6 Tagen, am Héhepunkt des vasogenen Odems, ihr Maximum. Die Entdeckung der
frihen hypodensen Veranderungen in der CT-Bildgebung bedarf jedoch einiger Erfahrung
und gelingt nicht immer. Dennoch ist eine CT-Untersuchung fur die Erstdiagnose eines
Hirninfarkts ausreichend um eine intrazerebrale Blutung auszuschlieRen und die Therapie
einleiten zu konnen. Die Angio-CT dient dem Nachweis oder Ausschluss eines grof3eren
GefaRverschlusses, dabei sind Aste bis zu dritter Ordnung beurteilbar.[76] Mittels der
dynamischen Perfusions-CT kann der Blutfluss auf Gewebeebene ermittelt und so eine
Minderdurchblutung nachgewiesen werden. Nutzt man beim akuten Schlaganfall sowohl
Nativ-CT als auch Angio-CT und Perfusions-CT in Kombination, so spricht man von

multimodaler CT; diese dauert einschlief3lich Auswertung durchschnittlich 12 min.[77]

3.2 Magnetresonanztomographie

Da die MRT der CT bei der Diagnostik des ischamischen Schlaganfalls in einiger Hinsicht
Uberlegen ist, hat sich ihre Rolle durch zunehmend routinemaRige Anwendbarkeit deutlich
verandert und sie wird zunehmend zur primaren Bildgebung eingesetzt. Der Nachweis einer
akuten Blutung ist mittels MRT ebenso gut, der Nachweis einer chronischen Blutung sogar
besser mdglich als mit der CT. Auf T2-gewichteten Aufnahmen kann bereits 2-3 Stunden
nach dem klinischen Ereignis eine Zunahme der Signalintensitat festgestellt werden. Anhand

von diffusionsgewichteter Bildgebung lasst sich bereits nach 30 Minuten das Infarktgebiet
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detektieren. Da die Perfusions-MRT sensibel fur minderperfundiertes, aber noch nicht
irreversibel geschadigtes Gewebe (Penumbra) ist, wird sie zunehmend in Kombination mit
der diffusionsgewichteten Bildgebung eingesetzt um potentiell noch zu erhaltendes
Gehirngewebe darzustellen.[78] Weiterhin ist die Sensitivitat der MRT fir Insulte im Bereich
der hinteren Schadelgrube deutlich héher und sie zeigt besser als die CT kleine petechiale
Einblutungen im Bereich des Infarktes. Die Anfertigung einer MR-Angiographie kann in einer
Sitzung mit der MRT-Untersuchung stattfinden. Bei gleicher Verfugbarkeit kann also die MRT
der CT vorgezogen werden, jedoch darf zu Gunsten einer MRT keine relevante zeitliche
Verzdgerung der Diagnostik in Kauf genommen werden.

Die MRT ist bis heute sowohl im klinischen [79;80] als auch im experimentellen Bereich
[81;82] der Forschung die am haufigsten verwandte Methode zur Untersuchung der
zerebralen Perfusion und Gefalkveranderungen bei zerebraler Ischamie. Eine grolie
Einschrankung bei der Anwendung der MRT ist jedoch die nétige raumliche Auflésung um

Veranderungen in der Mikrovaskulatur visualisieren und quantifizieren zu kénnen.

3.3 Mikro- und Nano-Computertomographie

3.3.1 Grundlagen der Mikro-Computertomographie

Zu Beginn der Achtziger Jahre kamen die ersten Mikro-Computertomographen zur
Anwendung, welche Rontgenstrahlen aus modifizierten Mikrofokusrontgenréhren emittierten.
[83-85] Mithilfe der von Feldkamp 1989 entwickelten Rekonstruktionsalgorithmen konnte
eine Ortsaufldsung mit isotropen Voxelgroflen von 30-50 pm erreicht werden.[86] Im
weiteren Verlauf der Entwicklung sind Computertomographen mit Auflésungswerten von bis
zu 10-15 pm entstanden, wobei die wachsenden technischen Mdglichkeiten der
Bildaufnahme und -bearbeitung, der Datenspeicherung und Prozessorgeschwindigkeiten
erstmals die Betrachtung der dreidimensionalen Komplexitat und intakten Kontinuitat einer
Struktur erlaubten.[87-89]

Ein Mikro-CT-Scanner besteht grundsatzlich aus folgenden Elementen: einer Strahlenquelle,
einem Probeschlitten und einer CCD-Detektorkamera (Charged-Coupled-Device) mit
angeschlossenen Computerarbeitsplatzen. Die Rontgenrohre und der Detektor drehen sich
nicht wie bei den im klinischen Alltag am Patienten eingesetzten Computertomographen um
das Objekt, sondern das Objekt rotiert in einem fixen Strahlengang auf dem Probeschlitten.
Als Strahlenquelle dienen dem Mikrocomputertomographen Fein- und
Mikrotubusrontgenréhren mit sehr kleinen Fokusgréen (5-30 um). Eine Reduktion der
FokusgréRen wird durch den Einsatz von Transmissions- oder Reflektionsanoden erreicht.
So kann im Vergleich zum klinischen CT-Scanner eine Erhéhung der Ortsaufldsung um 1 bis
2 Grolenordungen erzielt werden (von 1-0,5 mm auf 5-50 pm). Alternativ kommen

aullerdem hochenergetische Synchrotronstrahlungsquellen zum Einsatz.[90]
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Die Wahl der Strahlenquelle bestimmt die Geometrie des Mikro-CT-Scanners: Mit den
Mikrotubusrontgenréhren wird die Facherstrahl- oder Kegelstrahlgeometrie genutzt, wobei
fur die maximal zu erzielende Auflésung die FokusgréRe der Rontgenréhre entscheidend ist.
Dagegen ergibt sich bei der Synchrotronstrahlung eine Parallelstrahlgeometrie; fur die
maximal erreichbare Auflésung ausschlaggebend ist hierbei das Auflésungsvermégen des
Detektors.[91]

Probe Objektiv
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réntgenréhre
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Rotations- Fluoreszierende
biihne Kristallplatte

CCD-Detektor

Abbildung 7: Schema-Darstellung der Mikro-CT-Technik mit Kegelstrahlgeometrie. (E.L.
Ritman, Department of Physiology and Biomedical Engineering, Mayo Clinic, Rochester,
USA)

Fein- oder Mikrofokusrohren verwenden Ublicherweise Stromstarken von 4-100 A,
Spannungen um 10-150 kV und Fokusgrof3en von 5-30um. Die Leistung der Rohren legt
fest, wie viele Quanten in einem bestimmten Zeitintervall pro Flache (Intensitat) zur
Verfugung stehen. Um eine héhere Bildauflésung zu erreichen, wird sowohl eine Erhéhung
der Intensitat als auch eine mdglichst niedrige FokusgréRe bendtigt, welche jedoch eine
Verringerung der Rohrenleistung mit sich zieht. Somit kann keine gleichzeitige
Intensitatserhéhung und Verminderung der FokusgréRe stattfinden. Um dennoch eine hohe
Bildauflosung zu erreichen verwendet das Mikro-CT-Verfahren mdglichst kleine
Probendurchmesser und im Vergleich zum klinischen CT deutlich l&ngere Messzeiten von
Minuten bis Stunden.[92] Die geringe Probengrofie beim Mikro-CT-Verfahren ergibt sich
nicht nur aus der geringen Ro&hrenleistung sondern ist auch durch den Umfang der
entstehenden Datensatze bedingt. Je nach GréRe der Bildpunkte koénnen die
Volumendatensatze sehr grofld werden (z.B. ergibt sich flir einen Volumensatz mit 10242 eine
GroRe von 2150 MB), was die Technik hinsichtlich Speicherung und Visualisierung bisher

noch vor ein ungeldstes Problem stellt.[93]
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Das zu scannende Objekt wird auf einem Probeschlitten befestigt und kann auf dessen
drehbarer Achse in frei definierbaren Winkelschritten rotieren. Da der Schlitten auf einer
Langsachse zwischen Strahlenquelle und Detektor frei beweglich ist, lasst sich durch
Veranderung des Abstands zwischen Objekt und Detektor der VergroRerungsmalistab
zwischen 1:1 und 20:1 variieren. Indem das Objekt vom Detektor in Richtung Strahlenquelle
verschoben wird kann die Ortsauflésung erhdht bzw. erhalten werden, ohne dass jedoch die
minimale FokusgréfRe unterschritten werden darf. Jenseits der technischen Begrenzung von
minimal 8 pm FokusgroRe kann also die Probe nicht naher an die Strahlenquelle
herangeschoben werden um eine weitere geometrische Vergrofierung zu erzielen.

Bei dem Bilddetektor handelt es sich um eine elektronisch gekihlte 12-bit-CCD-Kamera mit
einer 25 pym durchmessenden hochauflésenden Szintillatorschicht aus Caesiumiodid und
Thallium [CsI(TI)], die einem faseroptischen Sensor aufliegt. Durch die Kiihlung wird ein
Ansteigen des Dunkelstroms verhindert und dadurch eine Verbesserung des Signal-Rausch-
Verhaltnisses erreicht.[94] Dies spielt vor allem bei langeren Messzeiten eine Rolle. Ein
digitaler Frame-Grabber ist mit der Kamera verbunden und zur Bildvisualisierung an PC-
Systeme angeschlossen. Die emittierten Roéntgenstrahlen treffen nach Durchleuchten der
Probe auf die Szintillatorschicht und werden dort in Lichtsignale umgewandelt, welche Uber
faseroptische Systeme an die Oberflaiche der Kamera Ubertragen werden. Mithilfe des
Frame-Grabbers werden die analogen Lichtsignale in digitale Signale umgewandelt und als
Absorptionsbilder an die angeschlossenen Arbeitsstationen gesendet. Dort werden die
Rohdaten anhand des Feldkamp-Algorithmus mittels der Rickprojektionstechnik in axiale
Schnittbilder umgewandelt.[95] Diese axialen Einzelschichtbilder bestehen aus isotropen
Voxeln und haben eine Grofke von ca. 1 MB; aus ihnen entsteht die Rekonstruktion des
kompletten dreidimensionalen Objektes. Die Grauwertverteilung des minimalen und
maximalen Grauwertes jedes einzelnen Schnittbildes werden optimiert, bevor die
Schnittbilder der gesamten Probe seriell rekonstruiert werden kénnen. Zur Auswertung und
Visualisierung einer Probe und um all deren Parameter genau zu quantifizieren und zu
qualifizieren, bedient man sich eines Bildanalyseprogramms, z.B. ANALYZE (Mayo Clinic
College of Medicine, Rochester, MN, USA).
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Ganzkorper-Spiral-CT

Mikro-CT

Geometrie

Maximale
Ortsaufléosung
in der Schicht

Schichtdicke
Rohre

Strom

Spannung

Fokusgrofle
Detektor

Objektdurchmesser

MatrixgroRe

Speicherbedarf

Volumenscanzeiten

Facherstrahl
(Detektor u.

Roéhre rotieren)

0,25-1,0 mm

0,50 -2,0 mm
Hochleistungs-CT-Rdhre

10 — 500 mA
80 — 140 kV
0,7-1,5mm
Zeilendetektor

5-50 cm

5122

0,5 MB/Bild (16 bit)
160 MB/Datensatz

20 — 40 s (Thorax)

Facher- oder
Kegelstrahl
(Objekt rotiert)

5— 50 um

5-50 um
Fein- oder Mikrofokusrohre

40 — 100 pA

10 - 150 kV

5-30 um

Zeilen- oder Flachendetektor

<5cm

512° - 1024°

0,5 — 2,1 MB/Schicht (16 bit)
270 — 2150 MB/Datensatz

Minuten bis Stunden

Tabelle 2: Vergleich charakteristischer Parameter von Mikro-CT-Geréten und klinischen
Spiral-CT-Scannern. (Modifiziert nach Engelke et al.[96])

3.3.2 Grundlagen der Nano-Computertomographie:

Die Nano-Computertomographie stellt eine in jlingster Zeit entwickelte Moglichkeit zur
zerstorungsfreien Mikrostrukuranalyse und dreidimensionalen Darstellung komplexer innerer
Strukturen dar. Bisher waren Auflésungen im Submikrometerbereich der vergleichsweise
aufwendigen und kostenintensiven Synchrotrontechnik vorbehalten. Mit der Entwicklung so
genannter Nanofokusrontgenrdhren kdénnen mittlerweile Ortsauflésungen bis zu 120 nm
isotroper Voxelgrole erreicht werden.[97] Diese Nanofokusrontgenrdhren stellen
Strahlenquellen vom offenen Roéhrentyp dar, bei welcher der Brennfleck einer
Mikrofokusréhre durch ein mehrstufiges Linsen- und Blendensystem bis auf Groflen von
einigen Mikrometern weiter verkleinert wird. Bisher findet die Nano-Computertomographie
lediglich eine begrenzte Anwendung in der bio-medizinischen Forschung. Auch in anderen
Forschungsgebieten kommt sie aufgrund der erst kurzlich eingeflihrten Technologie und der

noch mafigen Zahl an Anbietern von Nano-CT-Geraten weltweit bisher wenig zum Einsatz.
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Einsatzgebiete von Nano-CT-Geraten sind beispielsweise die Materialwissenschaften [97]
oder die Elektronikindustrie [98]. Die belgische Firma SkyScan fihrte im Jahr 2005 den
weltweit ersten Labor-tauglichen Nano-Computertomographen ein.

Der Aufbau und die Funktion eines Nano-Computertomographen entsprechen im
Wesentlichen denen eines Mikro-Computertomographen mit den Komponenten
Strahlenquelle, Probeschlitten und CCD-Detektorkamera. Den wesentlichen Unterschied
stellt der Aufbau der Roéntgenrdhre dar, welcher die im Vergleich zur Mikro-CT deutlich
hohere Ortsauflésung ermdglicht. Die offene Rontgenrbhre bendtigt einen
kontinuierlichen Abtransport von Luft, welcher durch spezielle Vakuumpumpen
sichergestellt wird. Der von der Kathode emittierte Elektronenstrahl wird durch zwei
elektromagnetische Linsen (Kondensorlinse und Obijektivlinse) auf die Oberflache
eines Rontgen-Targets fokussiert. Das Target weist an der Oberflache seines
Berylliumfensters einen dinnen Wolframfilm auf, auf welchen der Elektronenstrahl
auftrifft, wodurch Rontgenemission entsteht. Die Rontgenstrahlen passieren das
Berylliumfenster, welches das Vakuum von Luft trennt, und treffen nach
Durchstrahlen des Objektes auf den Rontgendetektor. Dort findet wie bereits im
vorangehenden Kapitel beschrieben die Umwandlung der auftreffenden Rontgenstrahlen in
zunéchst Lichtsignale und folgend in digitale Signale statt, welche als Absorptionsbilder an
die angeschlossenen Arbeitsstationen gesendet werden. Ein Bildanalyseprogramm
(Analyze®) dient anschlieRend der Darstellung und qualitativen bzw. quantitativen

Auswertung der Probe.

4 Fragestellung und Ziel der Arbeit

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Evaluierung der radiographischen Charakterisierung
und die quantitative Erfassung von zerebralen GefalRalterationen in zwei erprobten Ischamie-
Modellen der Ratte durch hochauflésende radiologische Verfahren wie die Mikro- und Nano-
Computertomographie. Im Vordergrund steht hierbei die Frage nach der technischen
Durchfuhrbarkeit der Mikro- und Nano-Computertomographie zur Detektion und

Differenzierung der strukturellen und funktionalen vaskularen Veranderungen.
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Il MATERIAL UND METHODEN

1 Tiermodelle

Die Tierversuche werden nach Genehmigung des Versuchsvorhabens nach § 8 Abs. 2 des
Tierschutzgesetzes (BGBI.I S. 1105, Mai 1998) durchgefiihrt. Uber die Firma Harlan
Winkelmann GmbH (Borchen) werden die mannlichen Sprague-Dawley Ratten im Alter von 8
bis 9 Wochen und mit einem Gewicht zwischen 300 und 350g bezogen. In Gruppen zu
jeweils funf Tieren werden die Tiere in Makrolonkafigen vom Typ IV gehalten und erhalten
sowohl Wasser als auch ein Alleinfuttermittel (Altromin ®) zur freien Aufnahme.

Vor der jeweiligen Operation erfolgt die Narkoseeinleitung Uber 2 Minuten mit 5% Isofluran
(Forene®) in 3,0 I/min Luft. AnschlieBend wird wahrend der Operation bei erhaltener
Spontanatmung die Betdubung bedarfsgesteuert mit 2% bis 3% Isofluran (0,5 I/min)
aufrechterhalten. Die Korpertemperatur wird rektal kontinuierlich Gberwacht und bei 36.5 °C
bis 37 °C gehalten.

Vorbereitend werden die Tiere im Bereich des Halses vom Unterkiefer bis zum Sternum
geschoren und desinfiziert. Hier erfolgt die Darstellung der rechten A. carotis communis, A.

carotis interna und A. carotis externa durch eine Mittellinieninzision der Haut.

2 Fadenmodell

Bei zehn Ratten wird mit dem Fadenmodell ein Verschluss der A. cerebri media verursacht.
Dabei werden im Anschluss an die Anasthesie und nach Darstellung der Halsgefalle die A.
carotis communis distal und die A. carotis interna transient mit einem 4-0 faden ligiert um
Blutungen zu vermeiden. Ein 3 cm langer silikonbeschichteter 4-0 Nylonfaden wird durch
eine Arteriotomie der A. carotis communis in die A. carotis interna ca. 16-18 mm jenseits der
Karotisbifurkation vorgeschoben, bis ein milder Widerstand darauf hinweist, dass das
vordere Fadenende die A. cerebri anterior erreicht hat und somit den Blutfluss zur MCA
blockiert. AnschlieRend wird der Faden mit einer Ligatur fixiert und der noch aulRerhalb des
Gefalies befindliche Anteil gekurzt. Eine fortlaufende Hautnaht dient dem Wundverschluss
und nach Beendigung der Narkose werden die Tiere bis zum vollstandigen Erwachen
erwarmt.

Bei funf der Tiere wird 90 Minuten nach dem ersten Operationsabschnitt erneut die Narkose
eingeleitet, die Operationsnarbe wieder erdffnet und durch Entfernen des Fadens eine
Reperfusion induziert. Wiederum folgt der Wundverschluss und die Erwarmung der Tiere bis

zum vollstandigen Erwachen.
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3 Makrospharenmodel

Fir den Verschluss der A. cerebri media im Makrospharen-Modell werden TiO2
Makrospharen (BRACE GmbH, Alzenau, Deutschland) mit Durchmessern zwischen 0,315
mm und 0,355 mm verwendet. Nach Freipraparation der rechten Halsschlagader
einschlieRlich ihrer Aste wird bei den 8 Versuchstieren die A. carotis communis distal
vorubergehend mit einem 4-0 Faden ligiert. Sowohl die A. pterygopalatina als auch die A.
occipitalis und die A. thyreoidea superior werden doppelt ligiert und durchtrennt. Hinter dem
Abgang der a. pterygopalatina wird auch die A. carotis interna vortbergehend ligiert. Der
distale Anteil der A. carotis externa wird proximal doppelt ligiert und anschlief’end
durchtrennt um einen A. carotis externa-Stumpf mit einer Lange von etwa 5 mm zu erhalten.
Uber diesen GefaRstumpf wird ein Polyethylenkatheter (Innendurchmesser 0,58 mm,
Aulendurchmesser 0,965 mm), geflllt mit 0,9%iger Kochsalzlésung und je 4 der Ti02-
Makrospharen, eingefiihrt und die Katheterspitze bis zur Karotisbifurkation vorgeschoben,
ohne den Blutfluss von der A. carotis communis in die A. carotis interna zu beeintrachtigen.
Nach dem Offnen der voriibergehenden Ligaturen der A. carotis communis und A. carotis
interna werden die Makrospharen einzeln durch langsame Injektion von je 0.05 ml
Kochsalzlésung in Richtung Gefallumen beférdert, bis sie durch den physiologischen
Blutfluss in der A. carotis interna passiv in die zerebrale Zirkulation gelangen. Nach Injektion
der Makrospharen wird die A. carotis interna vorsichtig mit 0.5 ml Kochsalzlésung gespuilt.
Dabei wird vermieden das Gefald durch einen zu hohen Druck zu stark zu dilatieren.
AnschlielRend werden die A. carotis communis und A. carotis interna erneut temporar fir ca.
20 Sekunden verschlossen um den Katheter entfernen und den Gefalistumpf der A. carotis
externa mit einem 4-0 Faden verschlielen zu kénnen. Zum Ende der Operation werden alle
transienten Ligaturen entfernt und eine fortlaufende Hautnaht zum Wundverschluss
vorgenommen. Die Narkose wird beendet und die Tiere gelangen unter Erwarmung zu

Bewusstsein.

4 Kontrolltiere

Bei vier Tieren wird weder mittels Makrospharen-Perfusion noch mittels Fadentechnik ein
Verschluss der MCA induziert. Sie dienen als Kontrollen zur Darstellung und Analyse der

physiologischen Gefalimorphologie im Vergleich zu den Ischamiemodellen.
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5 Praparation

Vier Stunden nach der jeweiligen Operation werden die Versuchstiere und auch die
Kontrolltiere erneut mit 2 Minuten 5% Isofluran in der Luft anadsthesiert. Nach einer
Thorakotomie kann ein Polyethylenkatheter in den linken Ventrikel eingefihrt, der rechte
Vorhof inzisiert und anschlieRend der Blutkreislauf der Ratte mit heparinisierter
Kochsalzlésung durchspilt werden. Um unnétige Kontrastmittelperfusion zu vermeiden
werden sowohl die Aorta ascendens und descendens als auch jeweils die beiden Aa.
subclaviae, Aa. carotis externae und Aa. pterygopalatinae ligiert.

Zur Darstellung und Quantifizierung des zerebralen Gefalbaumes wird das réntgendichte
Kontrastmittel Microfil ® (Flow Tech, Inc., Carver, Massachusetts, USA), bestehend aus den
Komponenten MV Compound, MV Diluent und MV Curring Agent, direkt intraarteriell
appliziert. Nachdem die Komponenten gemafRl den Angaben des Herstellers im Verhaltnis
1:1:0,1 sorgfaltig miteinander vermischt werden, kann die Gebrauchlésung in den
Aortenbogen injiziert werden um Uber die A. carotis interna und die Aa. vertebrales die
arterielle und vendse zerebrale Zirkulation zu flllen. Durch vorsichtige Injektion kann eine
allzu starke Dilatation der Aorta verhindert und kdnnen anndhernd physiologische
Perfusionsdriicke erreicht werden.

Nach 45 Minuten erreicht Microfil eine gummiartige Konsistenz und somit eine gute Stabilitat
und Haftung an den Gefallwanden, so dass die Gefalde in ihrer Form fixiert werden.
Abschlielfend wird nach Dekapitation das Gehirn einschliellich der Dura mater aus dem
Schadel enthommen und in 4.5%iger Formalinlésung getrankt.

Beim Faden- und Makrospharenmodell werden die Lokalisation des Fadens bzw. der
Makrospharen innerhalb der Zerebralgefalie und das Vorhandensein einer subarachnoidalen
Blutung durch visuelle Inspektion festgestellt und sorgfaltig dokumentiert. Entsprechend
bereits veroffentlichter Kriterien [99] wird von einem suffizienten Verschluss der A. cerebri
media ausgegangen, wenn der Ursprung des A. cerebri media-Hauptastes oder all jene
Arterien, welche die Blutzufuhr zum A. cerebri media-Hauptstamm gewahrleisten (z.B. A.
cerebri anterior und A. carotis interna), durch Makrospharen blockiert wird. Das

Vorhandensein einer Subarachnoidalblutung flihrt zum Ausschluss aus der Studie.

6 Bildgebung

Sowohl die Mikro-CT- als auch die Nano-CT-Aufnahmen werden mit von der Firma SkyScan
(Belgien) entwickelten und hergestellten Scannern (SkyScan 1072 micro-CT; Nano-
CT_2011) am Universitatsklinikum Giel3en, Deutschland, durchgeflihrt.
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6.1 Mikro-Computertomographie

Der zur Verfiigung stehende Computertomograph arbeitet mit Facherstrahlgeometrie und die
Mikrofokusrontgenréhre (Fokusgréf3e 8um) kann bei Beschleunigungsspannungen bis 80 kV
bei einer Leistung von 8 W betrieben werden. Eine ca. 25um dicke Szintillatorschicht dient
als Detektor und liegt dem Kamerafenster der gekihlten CCD-Kamera (-40°C) auf. Die
maximale geometrische VergrélRerung (das Verhaltnis der Abstande von Strahlenquelle zu
Detektor und von Strahlenquelle zu Objekt) betragt ca. 80. Die Messungen erfolgen bei einer
Roéhrenspannung von 40 kV, einer Stromstarke von 80 pA und einer Vorfilterung des
Rdhrenspektrums mit 3,0 mm Aluminium.

Vor dem Scan-Vorgang werden die Gehirne in Parafim®-Folie gewickelt um so ein
Austrocknen des Gewebes zu vermeiden und sie auf dem drehbaren Probeschlitten
zwischen dem CCD-Detektor und der Mikrofokusstrahlenquelle befestigen zu kdnnen.
Elektronisch kontrolliert flihrt der Probentrager in definierten Winkelschritten von 0,45° eine
vertikale Rotation von 180° um die eigene Achse durch, wobei die Belichtungszeit pro
Rotationsschritt 2,4 s betragt. Mit jedem Rotationswinkelschritt werden Absorptionsbilder bei
einer Aquisitionsmatrix von 1024 x 1024 Pixel erzeugt, welche mit Hilfe der
Ruckprojektionstechnik in isotrope axiale Schnittbilder umgewandelt werden. Anhand eines
Rekonstruktionsalgorithmus, dem modifizierten Feldkamp-Facherstrahl-Algorithmus, werden
die virtuellen Schnittbilder berechnet und die Datensatze werden unter Anwendung eines
dualen Intel®XeonTM Prozessors (2x1800MHz, 1024 MB RAM) zu dreidimensionalen
Bildern mit 8-bit Grauwertverteilung und einer maximal erreichbaren Endgréf3e von 8 ym
kubischen Voxel rekonstruiert. Dies nimmt eine Zeit von etwa 6 Stunden in Anspruch. Mit der
Software zur Bildanalyse (Analyze® 6.0) werden die Aufnahmen anschlieRend beurteilt und

quantifiziert.

6.2 Nano-Computertomographie

Zur weiterflhrenden Analyse der Mikrogefalle werden die Proben nach der Mikro-
Computertomographie erneut im Nano-Computertomographen (Skyscan 2011 X-ray
Nanotomograph) gescannt. Die zu untersuchenden Proben umfassen 1x1 cm grofRe
Segmente, welche den Gehirnen aus dem jeweiligen Areal von Interesse mit dem Skalpell
entnommen werden.

Bei der Mikrofokusréntgenréhre des Nano-Computertomographen handelt es sich um eine
Strahlenquelle vom offenen Rdéhrentyp mit einer LaB6-Kathode. Der Elektronenstrahl wird
mittels zweier elektromagnetischer Linsen auf die Oberflache des Targets fokussiert. Das
Target (Au) besitzt eine diunne Wolfram-Beschichtung auf der Oberflaiche des

Berylliumfensters und dient als Austrittsfenster fir die Rdntgenstrahlung einer minimalen
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Ortsauflésung von unter 400 nm. Durch die Kleinwinkelstreuung kann die Darstellung von
Objektdetails bis zu einer isotropen Voxelgrofle von 150 nm gesteigert werden. Der
Roéntgendetektor besteht aus einer digitalen hochauflésenden 12-bit-CCD-Kamera (1280 x
1024 Pixel) mit 3.7:1 Faseroptik, die mit Wasser gekuhlt wird. Er ist angeschlossen an einen
Rontgenszintillator und einen digitalen Frame-Grabber.

Die Proben werden auf einem elektronisch gesteuerten Rotationsgestell befestigt und 180°
um die vertikale Achse bei 40 kV gescannt. Pro Rotationsschritt von 0.25° betragt die
Belichtungszeit 2,4 Sekunden. Die geometrische VergroRerung wird durch die relative
Position der Probe zu der Strahlenquelle bestimmt und die Pixelgroe definiert durch die
Kegelstrahlgeometrie des Systems. Auflierdem begrenzt die Probengrofle die maximal
mogliche Vergrofierung, da sie sich ihr horizontaler Durchmesser innerhalb des Kegelstrahls
befinden muss. Die gewonnenen Daten werden mittels modifiziertem Feldkamp-Kegelstrahl-
Algorithmus rekonstruiert und resultieren in zweidimensionalen Bildern mit 8-bit-

Grauwertverteilung bestehend aus kubischen Voxeln.

7 Statistische Analyse

Den statistischen Berechnungen dient das Analyseprogramm JMP 6.0 (SAS Institute, Cary,
NC, USA). Alle Angaben der deskriptiven Statistik in den Texten und Bildern werden als
Mittelwertvergleiche + Standardabweichung (MW+SEM) dargelegt. Die Daten fur den
relativen Anteil der Gefalke am Gesamtvolumen der Proben (Vascular Volume Fraction, VVF,
in %) und die Unterschiede der Graustufen-Abschwachung werden mit dem einfaktoriellen
Varianzanalysentest (one-way ANOVA) und dem unpaaren t-Test ausgewertet. In allen
Berechungen wird die statistische Wahrscheinlichkeit mit einem Wert von p<0,05 als

signifikant angenommen.
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Il ERGEBNISSE

1 GefaRdarstellung in der Mikro-Computertomographie

Nach Kontrastmittelperfusion mit Microfil® lassen sich bereits makroskopisch die groRen
zerebralen Gefalle visualisieren (Abb.8). Das Uber die arteriellen Gefalle verabreichte
Kontrastmittel fiihrt Gber eine kapillare Passage zu einer homogenen Kontrastierung auch
der intrakraniellen venésen Gefalde. Die Kontrastmittelfillung der groflen vendsen Gefalde
(Sinus) ist eine bereits makroskopische Kontrolle einer ausreichenden und homogenen

Gefalkontrastierung. Von allen untersuchten Gehirnen wurden makroskopische Aufnahmen

zur Dokumentation der Perfusion angefertigt.

Abbildung 8: Makroskopische Photographie eines Kontrollgehirns nach
Kontrastmittelperfusion. Bereits der makroskopische Blick auf das kontrastmittelperfundierte
Rattengehirn ermdéglicht die Identifizierung der groBen zerebralen Gefdl3e. Die kraniale
Ansicht (A) zeigt den Sinus Sagittalis Superior (1) und den Sinus Transversus (2). Blickt man
von kranial auf die Gehirnbasis (B), lassen sich die A. vertebralis (1), A. basilaris (2), A.
carotis interna (4), A. cerebri media (5), und A. cerebri anterior (6) erkennen.

Nach makroskopischer Inspektion der Gehirne wurden die Mikro- und Nano-CT-
Untersuchungen durchgefihrt. Abb. 9-11 zeigen die Darstellung der zerebralen Gefalle und

die Segmentierung der arteriellen und vendsen Strombahn in der Mikro-CT-Bildgebung.
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Abbildung 9: Gezeigt sind die zerebralen GefédBe der Ratte

Gefa3system in blau sichtbar. Durch die nahezu vollstédndige Ko

seinen abzweigenden arteriellen Gefél3en identifizieren.

von kaudal in der
Volumenrekonstruktion nach Segmentation der arteriellen und venésen Gefédl3e im Mikro-
CT-Bild. Im Vordergrund sind die arteriellen Gefél3e in rot und im Hintergrund das venése
ntrastmittelfiillung des
Geféllbaums bis hin zu den kleinsten Gefal3en, lasst sich der Circulus Arteriosus Willisii mit
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Zerebrale Venen und

Sinus:

1. Sinus sagittalis
superior

2. Brickenvenen

3. Vena rhinalis rostralis

4. Sinus Transversus

5. Sinus sigmoideus

6. Sinus occipitalis

7. Vena rhinalis caudalis

8. Vena magna cerebri

9. Vena thalamostriata

Abbildung 10: Die zerebralen Gefdl3e der Ratte stellen sich hier von kranial in der
Volumenrekonstruktion nach Gefal3segmentation im Mikro-CT-Bild dar. Die venésen Gefél3e
im Vordergrund sind blau, die Arterien rot im Hintergrund abgebildet. Sowohl die gro3en
venosen Blutleiter, die Sinus durae matris, als auch die kleineren zufiihrenden zerebralen
Venen lassen sich visualisieren.
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Sagittale Ansicht:
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. V. thalamostriata
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1. V. rhinalis
caudalis

2. A. cerebelli
anterior inferior

3. V. rhinalis
rostralis

4. A. cerebelli
superior

Abbildung 11: Mikro-CT-Einzelschnitte in verschiedenen Ebenen. In der Maximum-
Intensity-Projektion sind die coronare (griin), die sagittale (rot) und die transversale (gelb)
Achse gezeigt. In den verschiedenen Schichtaufnahmen lassen sich die
kontrastmittelgefiillten Gefél3e als Anschnitte darstellen und bestimmen. Der koronare
Schnitt liegt anndhernd in der Mitte des Gehirns und zeigt Anschnitte von Hauptgefél3en des
Circulus Art. Willisii. Im sagittalen Schnitt sind mit dem Sinus Sagittalis Superior einer der
Hauptsinus und eine der wichtigsten gehirn-versorgenden Arterien, die A. basilaris, jeweils
in ihrer Ldngsachse getroffen. In der Ebene des Transversalschnitts stellen sich auch
Anschnitte der kleinhirnversorgenden Arterien dar.
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1.1 Fadenmodell

Beim Fadenmodell ohne Reperfusion lasst sich der intraluminal positionierte Nylonfaden
schon bei makroskopischer Sicht auf das kontrastmittelperfundierte Gehirn erkennen. Die
Mikro-CT-Bildgebung erlaubt eine exakte Verfolgung des intraluminalen Fadenverlaufs bis zu
dessen Ende in der A. cerebri anterior. Der Faden und seine Lokalisation innerhalb der
Arterie kdnnen mithilfe der Darstellung in unterschiedlichen Projektionen exakt identifiziert
werden. So bestatigt sich in Abbildung 12 sowohl in der Oberflachenrekonstruktion und der
Volumenrekonstruktion nach Segmentierung der arteriellen Gefale, als auch in
unterschiedlichen koronaren Einzelschnitten die Lokalisation des Nylonfadens in der A.
carotis interna mit Fadenende im Bereich der A. cerebri anterior. Die betroffene Seite weist
makroskopisch ein etwas blasseres, weniger mit Kontrastmittel angefarbtes Gewebe auf.
Auch in der Volumenrekonstruktion nach Segmentierung der Arterien zeigen sich auf der
Seite mit GefaRverschluss weniger Abzweigungen kleinerer Gefae von den Asten der A.
cerebri media und somit weniger Kontrastmittelfullung als auf der anderen Seite.

Als eine fiir diese Gefaldverschlussmethode bekannte Komplikation findet sich bei einem der
zehn Tiere des Fadenmodells eine Subarachnoidalblutung, welche sich deutlich in den
verschiedenen Mikro-CT-Rekonstruktionen (Abb. 12, roter Pfeil) darstellt. Diese Blutung
entsteht als Ergebnis einer Perforation des intrakraniellen Anteils der A. cerebri anterior bei
zu weit inseriertem Faden. Von der weiteren Untersuchung der quantitativen GefalRanalyse

wurde dieses Tier ausgeschlossen.
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Abbildung 12: Permanentes Fadenmodell nach Kontrastmittelperfusion. In A I&sst sich
makroskopisch der silikonbeschichtete Nylonfaden (blauer Pfeil) im linken Anteil des Circulus
Arteriosus Willisii erkennen. Das Gehirnparenchym erscheint besonders auf der linken Seite
blass und wenig angeférbt durch Microfil (gelb). Der rote Pfeil deutet auf die makroskopisch
nur zu erahnende Subarachnoidalblutung hin. In der Mikro-CT-Bildgebung lédsst sich der
Verlauf des Fadens (blauer Pfeil) sowohl in der Oberflachenrekonstruktion in B, als auch in
der Volumenrekonstruktion nach Segmentierung der arteriellen Gefél3e in C nachvollziehen.
In C sind die einzelnen Stromgebiete der Aa. cerebri mediae in gelb bzw. rot dargestellt.
Hierbei zeigt die linke Seite eine etwas geringere Zahl an abzweigenden perfundierten
Asten. D und E zeigen zwei koronare Schnittbilder in unterschiedlichen Ebenen, wobei
Jeweils der Nylonfaden innerhalb der A. carotis interna angeschnitten ist (blaue Pfeile). Die
Subarachnoidalblutung (roter Pfeil) ldsst sich in allen Mikro-CT-Rekonstruktionen
identifizieren (B, C, E).

Die Abbildung 13 vergleicht die Bilder eines Kontrollgehirn mit zwei Gehirnen, deren Gefalte
nur teilweise bzw. komplett okkludiert sind. Das Gehirn mit dem partiell verschlossenen
GefalRbaum lasst bereits makroskopisch auf der betroffenen Seite eine mindere Microfil-
Perfusion erkennen. Die Mikro-CT-Darstellungen in der Maximum-Intensity-Projektion und
der Volumenrekonstruktion bilden diesen GefalRbaum mit deutlich weniger perfundierten
abzweigenden Gefalien im Vergleich zum Kontrollgehirn ab. Beim vollstandigen Verschluss
der A. carotis interna und A. cerebri media ist der Verlust perfundierter Gefal3e im Vergleich
zum nur teilweise okkludierten Gefallbaum sowohl makroskopisch als auch in der Maximum-
Intensity-Projektion und der Volumenrekonstruktion offensichtlich. Die koronaren

Einzelschichten der unterschiedlichen Gehirne auf einheitlicher Ebene ermdglichen den
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Vergleich der Anzahl quergeschnittener perfundierter Gefalle. Hier ist eine Reduktion der
Gefalle von Kontrollgehirn zu teilweise verschlossenem und schlieBlich vollstandig

verschlossenem GefalRbaum deutlich.

Abbildung 13: Fadenmodell nach Entfernen des Fadens und Kontrastmittelperfusion. In A,
D, G und J finden sich die Darstellungen eines Kontrollgehirns jeweils in makroskopischer
Ansicht (A), als Mikro-CT Maximum-Intensity-Projektion (D), in der Volumenrekonstruktion
nach Extraktion der arteriellen Gefdlle (G) und im koronaren Mikro-CT-Einzelschnitt. Im
Vergleich dazu stehen ein Gehirn mit partiell verschlossenem GefdBbaum (B, E, H, K) und
eines mit vollstdndig okkludierter A. carotis interna und A. cerebri media (C, F ,I, L) in
ebensolchen makroskopischen bzw. Mikro-CT Abbildungen. In allen vier Ansichten zeigt das
Kontrollgehirn die héchste Perfusionsintensitdt mit den meisten kontrastmittelgefiillten
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Gefdllen. Die mindere Kontrastmittelperfusion und die fehlende Abbildung vor allem kleiner
abzweigender Gefdl3e der A. cerebri media ist beim Gehirn mit partieller Okklusion am
deutlichsten in der Volumenrekonstruktion nach Extraktion der Arterien (H). Der vollstdndige
Verschluss des GefédBbaumes beim dritten Gehirn ist sowohl makroskopisch (C) als auch in
den Mikro-CT-Rekonstruktionen durch den kompletten Kontrastmittelausfall im Bereich der
A. cerebri media offensichtlich.

1.2 Makrospharenmodell

Die Visualisierung der Rattengehirne des Makrospharenmodells mittels Mikro-CT
ermoglichte in jedem der Gehirne den Nachweis aller vier applizierten Makrospharen und
deren Lokalisation innerhalb der basalen zerebralen Gefalie. Bei zwei der Tiere fanden sich
die Makrospharen ausschlieBlich in der A. cerebri anterior und/oder A. cerebri posterior.
Diese Tiere wurden somit aus der Untersuchung ausgeschlossen, da sie nicht den
vorbestimmten Kriterien eines Verschlusses der A. cerebri media entsprachen. Die
Abbildung 14 zeigt typische Verteilungsmuster der Makrosphdren in den ubrigen
Rattengehirnen. Der makroskopische Blick auf die Gehirnbasis lasst zunachst bereits einen
Grofteil der TiO.-Kugeln entdecken, wobei sich erst mittels der Mikro-CT-Rekonstruktionen
(Maximum-Intensity bzw. Volumenrekonstruktion) die exakte Lokalisation der Kugeln in den
einzelnen zerebralen arteriellen GefalRen feststellen lasst. Da der Durchmesser der
Makrospharen (zwischen 0,315 und 0,355 mm) signifikant grol3er ist als derjenige der
verschlossenen Gefale (zwischen 0.175 und 0.295 mm) wurde von einer kompletten
Okklusion ausgegangen. Dennoch weist die Mikro-CT eindeutig nach, dass die
Kontrastmittelperfusion der betroffenen Gefalle nicht mit den Makrospharen abbricht,
sondern auch die Gefallabschnitte jenseits der Kugeln mit Microfil perfundiert sind. Dies
kann seine Begrindung im Vorhandensein oder der Entstehung einer Kollateralisierung
durch die umgebenden zerebralen Gefalle finden, wobei diesbezliglich im Folgenden die

Nano-CT-Untersuchungen der naheren Analyse dienen (siehe Kap. 2)
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Abbildung 14: Zwei Gehirne des Makrosphdrenmodells nach Kontrastmittelperfusion. In
makroskopischer Photographie (A, B) und in Mikro-CT-Rekonstruktionen (C und D in
Maximum-Intensity-Projektion, bzw. E und F in Volumenrekonstruktion nach Extraktion der
Arterien) lassen sich jeweils alle 4 applizierten Makrosphéren identifizieren. In A, C und E
finden sich die Makrosphéren hintereinander aufgereiht im Verlauf der A. carotis interna,
bzw. in deren Verldngerung in der A. cerebri anterior (Pfeile). Im zweiten Gef&dBbaum (B, D,
F) sind die TiO2-Kugeln sowohl in der A. cerebri media und an deren Abgang von der A.
carotis interna, also auch in der A. cerebri media und A. cerebri posterior lokalisiert.
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2 GefaBRdarstellung in der Nano-Computertomographie

Zur detaillierten Darstellung der arteriellen Gefallstrombahn wurden sowohl im Faden-, als
auch im Makrospharenmodell, die Grenzzonen zwischen Gefaliverschluss und Perfusion
mittels Nano-CT untersucht. Dazu wurden die betreffenden Areale der Makrospharen und
des Fadens aus den Rattenhirnen prapariert und Hirnvolumina mit einer Gréf3e von ca. 5 x 5

X 5 mm im Nano-CT erfasst.

2.1 Fadenmodell

Im Fadenmodell konnte mittels Nano-CT die exakte und korrekte Position der Spitze des
Nylonfadens in der A. cerebri anterior bestimmt werden. Jenseits des Fadens liel3 sich eine
schwache Kontrastmittelfullung der A. cerebri media ausmachen, welche auf eine teilweise
verbleibende Restperfusion hindeutet. Sowohl in der Maximum-Intensity-Projektion als auch
in verschiedenen Einzelschnitten lassen sich kleine KollateralgefalRe explizit identifizieren.
Des Weiteren weist eine sparliche, aber doch sichtbare Kontrastmittelfarbe zwischen der
Gefallwand und dem Faden auf eine inkomplette Okklusion der A. carotis interna durch den

Nylonfaden hin.
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Abbildung 15: Nano-CT-Bildgebung im Fadenmodell nach Kontrastmittelperfusion. A zeigt
den Kontrastmittelabbruch an der Position des Fadenendes in der A. cerebri anterior, (Pfeil).
Deutlich sind kleinste drainierende KollateralgefaBe zu erkennen. In den koronaren und
transversalen Einzelschichten (B und C) I&sst sich ein schwacher heller Randsaum um den
Faden erkennen, welcher darauf schlieBen ldsst, dass dieser das Gefal3 nicht vollstdndig
verschliel3t.

2.2 Makrospharenmodell

Stellt man den Gefaliverschluss durch die Tio-Kugeln im Nano-CT dar, so Iasst sich die
Position der Makrospharen innerhalb des Gefalles exakt feststellen. Die distal der
Makrospharen vorhandene Kontrastmittelfillung, welche sich bereits in der Mikro-CT-
Bildgebung prasentierte, kann durch die Nano-CT-Bilder bestatigt werden. Darliber hinaus
liefern diese mit der Darstellung kleinster Kollateralgefalle in der Umgebung des
verschlossenen GefalRabschnittes eine Erklarung fir die Fillung des distalen Anteils der A.
cerebri media mit Kontrastmittel. Die Nano-CT-Bildgebung liefert keinen Hinweis auf das

Vorhandensein von Kontrastmittel zwischen den Makrospharen und der GefaBwand, so dass
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von einem vollstdndigen Verschluss des Gefalles durch die TiOx-Kugeln ausgegangen

werden kann.

Abbildung 16: Mikro-CT- und Nano-CT-Aufnahmen des Makrosphdrenmodells. In der
Mikro-CT-Maximum-Intensity-Projektion in B sind die Ausschnitte der Nano-CT-Bilder mit
einer einzelnen Makrosphére in der A. cerebri media in C bzw. zwei Makrosphéren in der A.
carotis interna und A. cerebri anterior in D angegeben. Sowohl in C als auch in D sind
deutlich die Kollateralen identifizierbar, welche den Blut- bzw. Kontrastmittelfluss zwischen
den durch Makrosphéren getrennten Gefédl3abschnitten ermoéglichen (rote Pfeile). Die
Makrosphéren verursachen eine vollkommene Okklusion der GefdlRe, zwischen ihnen und
der GefélBwand ist kein Kontrastmittel detektierbar.
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Abbildung 17: Maximum-Intensity-Projektionen des Makrosphdrenmodells bei zwei Tieren
in Mikro- und Nano-CT. In A lasst die Mikro-CT-Aufnahme mit Sicht von kranial auf das
Rattengehirn die Makrosphéren in der A. cerebri anterior und A. cerebri posterior
identifizieren und weist auf die Lokalisation der Nano-CT-AusschnittvergréBerungen in B und
C hin. In B zeigt die Nano-CT-Aufnahme zwei dicht nebeneinander liegende Makrosphéren,
welche die A. cerebri anterior vollstdndig verschlieBen, und die an dieser Stelle
abzweigenden Kapillaren. In C findet sich eine einzelne TiO»-Kugel in der A. cerebri posterior
und kleinste die Gefél3abschnitte verbindende Kollateralen. Die Makrosphéren des Gehirns
in D, E und F liegen hintereinander aufgereiht in der A. cerebri anterior. Die Nano-CT-
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Aufnahme (F) deutet an, dass die mittlere Makrosphédre im Gegensatz zu den beiden sie
umgebenden Makrosphédren das Gefél3 nicht vollstdndig verschliel3t (rote Pfeile). Da bei
diesen beiden Tieren wegen der Lokalisation der Makrosphdren nicht der geforderte
Verschluss der A. cerebri media erfolgen konnte, wurden diese aus den weiteren
Untersuchungen ausgeschlossen (s.o.). Diese Aufnahmen dienen lediglich der Detektierung
von Kollateralen im Bereich eines Gefédl3verschlusses durch Makrosphéren mittels Nano-CT-
Bildgebung.

3 Quantitative Bildanalyse

Um die =zerebralen GefalRveranderungen in den Ischdmiemodellen der Ratte zu
quantifizieren, kdénnen die Gefallvolumina der Gehirne des Fadenmodells bzw. des
Makrospharenmodells mit den Gefallvolumina der nicht betroffenen Gehirnhalfte bzw. der
Kontrollgehirne mithilfe der Analysesoftware verglichen werden. Des Weiteren sind die
Unterschiede in der Graustufenabschwachung in den Perfusionsterritorien der A. cerebri

media in den jeweiligen Modellen vergleichend darstellbar.

3.1 Vaskulare Volumina

Die Messung der GefalRvolumina auf der Seite des permanenten Gefallverschlusses des
Fadenmodells ergibt im Vergleich zur nicht-okkludierten Hemisphare einen signifikant
niedrigeren Volumenanteil gemessen am Gesamthirnvolumen (4,02 + 1,67 mm?® vs. 11,5
1,06 mm3 p < 0,001; Tab. 3). Im Makrospharenmodell resultiert bei erwinschter
Positionierung der Makrospharen in der A. cerebri media der GefalRverschluss verglichen mit
der nicht-betroffenen Gehirnhalfte bzw. den Kontrollen in einem signifikanten Abfall des
vaskularen Volumenanteils (5,5 £ 1,3 mm?® vs. 11,6 £ 1,2 mm?; p < 0,001; Tab. 3). Liegen die
Makrospharen jedoch in der A. cerebri anterior bzw. A. cerebri posterior, so zeigt sich

erwartungsgemaf im Kontrollvergleich kein signifikanter Unterschied (p < 0,2).
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Number of Vessel Macrosphere Occluded Collaterals Vascular

Macrospheres Diameter Diameter Vessel via Volume (mm?*)
(um) {nm) Territories
Macrospheres  Anterior Cerebral Artery 7 186 £ o* 33411 No Contr_:{lareral 10909
Hemusphere
Middle Cerebral Artery 7 203 = 13 335=7 Partial Whalus ieiatal. 55+13%
; Arteries
Puster_mr Cerebral 5 175 = 11% 33324 No Contralateral 114=00
Artery Hemisphere
Circle of Willis 16 205+ 16 333 =8 Partial Unknown B2x08
Suture Occluded Hemisphere Partial Unknown 402=16%
At — No 11.5+1.1
Hemisphere
Controls 11612

Tabelle 3: Die Gefal3durchmesser zeigen signifikante Unterschiede zwischen der A. cerebri anterior und A. cerebri posterior versus der A. cerebri
media und dem Circulus arteriosus Willisii (* p< 0,002). Die Werte der Makrosphérendurchmesser sind signifikant héher als die Werte fiir den
Durchmesser der okkludierten GefdlRe (p<0,001). Der vaskuldre Volumenanteil fallt sowohl beim Vorhandensein von Makrosphéren in der A.
cerebri media (5,5 + 1,3 mm®) und im Circulus Willisii (8,2 + 0,8 mm?®), als auch beim Fadenmodell auf der verschlossenen Gehirnhélfte (4,02 + 1,6
mm?®) im Vergleich zu den Kontrollen (11,6 + 1,2 mm?®) signifikant niedriger aus (p<0,001).
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Abbildung 18: Vergleich des vaskuldren Volumenanteils bei Tieren des
Makrosphéren- und Fadenmodells. Bei beiden Ischdmiemodellen wurden
zwischen der Hemisphdre mit okkludierter A. cerebri media und Gehirnhélfte
ohne GefalBverschluss signifikante Unterschiede im relativen vaskuléren
Volumenanteil festgestellt (p < 0,001). Die Volumenanteile der beiden
Ischédmiemodelle im Vergleich entsprechen sich, es ist kein signifikanter
Unterschied zwischen Makrosphéren- und Fadenmodell zu verzeichnen (p <
0,2).
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Abbildung 19: Makrosphdrenmodell — Vaskulére Volumenanteile bei verschiedenen
Makrosphéren-Perfusionsgebieten im Vergleich zu Kontrollen. Signifikant niedriger als
bei den Kontrollen zeigt sich die Volumenfraktion fiir A. cerebri media und Circulus
Willisii, dieweil weder fiir A. cerebri posterior noch A. cerebri anterior die Werte
signifikant unterschiedlich sind.

3.2 Absorption

Mittels Analyze®-Software kénnen im vaskuldren Perfusionsgebiet der A. cerebri
die

vermessen und miteinander verglichen werden. Signifikant niedrigere Graustufenwerte

media Graustufenabschwachungen der verschiedenen Ischdmiemodelle
zeigen sich beim Makrospharenmodell auf okkludierter im Vergleich zur nicht-
verschlossenen Hemisphare (p < 0,001). Ebenso sinken beim Fadenmodell die
Graustufenwerte der Gehirnhalfte mit permanentem Verschluss der A. cerebri media
im Vergleich zur nicht-betroffenen Hemisphare signifikant (p < 0,001). Diese
erniedrigten Grauwerte sind hinweisend auf ein durch die fokale Ischamie bedingtes

progressives Odem.
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Abbildung 20: Unterschiede der Grauwertverteilungen im Perfusionsgebiet der A.
cerebri media beim Faden- und Makrosphdrenmodell. Die Unterschiede sind in beiden
Ischdmiemodellen zwischen jeweils okkludierter und nicht-okkludierter Hemisphére
signifikant (p < 0,001), wobei die verminderten Graustufenwerte auf Seiten des
GefaRverschlusses auf eine zunehmende Odematisierung hindeuten.
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IV DISKUSSION

Die adaquate Behandlung des akuten Schlaganfalls stellt die moderne Medizin bis
heute vor ein weitgehend ungeléstes Problem. Die im Vergleich zu anderen Organen
enorm hohe Sensibilitdt des Gehirnparenchyms gegenlber einer gestorten
Durchblutung fiihrt bereits kurze Zeit nach Unterbrechung der Sauerstoff- und
Glukosezufuhr zur unwiederbringlichen Schadigung von Nervenzellen. Demzufolge
steht der detaillierten Untersuchung von Schlaganfallpathogenese und —verlauf, sowie
der Entwicklung neuer und effektiver Therapiekonzepte ein besonders hoher
Stellenwert in der Schlaganfallforschung zu. Dabei nehmen tierexperimentelle Studien
wie die Ischamiemodelle am Nagetier eine Schllsselposition ein, zumal sie
bedeutende Einsichten in die zugrunde liegende Pathophysiologie des ischamischen
Schlaganfalls bieten und hinweisende Erkenntnisse fiir die klinische Anwendung liefern
kdénnen.

In der vorliegenden Arbeit werden die Evaluation und der Vergleich der vaskularen
Anatomie der Ratte im Fadenmodell und Makrospharenmodell zur fokalen zerebralen
Ischamie mithilfe neuartiger Bildgebung prasentiert. Die Mikro- und Nano-
Computertomographie sollen mit ihrer hochaufldsenden Technik die vollstandigen
zerebralen Gefallbaume darstellen und somit morphologische Veranderungen

erkennbar, vergleichbar und quantifizierbar machen.

1 Tiermodelle

Die Fadentechnik zur Induktion fokaler zerebraler Ischamien bei der Ratte kommt bis
heute bei tierexperimentellen Schlaganfallstudien am haufigsten zur Anwendung. Eine
Reihe an Vorteilen gegeniber anderen Techniken sorgt fir die relativ hohe
Verlasslichkeit dieses Modells.[53;100] Da es ein endovaskulares Modell darstellt,
muss fir den Gefalverschluss die Schadelkalotte nicht eroffnet werden, wie es
beispielsweise fur die direkte Ligatur der A. cerebri media nétig ist. Dadurch kénnen
unerwulnschte Nebeneffekte wie ein verminderter Hirndruck oder
Subarachnoidalblutungen vermieden werden. Des Weiteren gestattet das Fadenmodell
die Simulation beider fundamentaler Zustdnde der zerebralen Ischamie: der
permanente Gefaldverschluss auf der einen Seite und andererseits die Reperfusion
nach Ischamie durch Entfernen des Fadens zu einem bestimmten Zeitpunkt nach
Okklusion. Da das Eintreten einer Reperfusion und vor allem der zeitliche
Zusammenhang fur den Erhalt bzw. Verlust der ischamischen Penumbra von

fundamentaler Relevanz ist, sind beide Ischamieformen maRgeblich bedeutend fiir den
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menschlichen Schlaganfall und muissen beispielsweise bei der praklinischen Testung
neuroprotektiver Substanzen Berlcksichtigung finden.[101]

Allerdings lassen sich dem Fadenmodell auch verschiedene gravierende Nachteile
zuweisen, durch welche dieses Ischamiemodell in jingster Zeit mehr und mehr in die
Kritik geraten ist. So weisen Laser-Doppler-Messungen darauf hin, dass bisweilen
auch bei scheinbar korrekt platziertem Faden frihzeitige Reperfusionen auftreten
kénnen. Diese kdnnen durch eine unbemerkte Dislokation des Okkluders oder bei weit
gestellten Gefallen durch einen verbleibenden Blutfluss zwischen Faden und
GefalRwand zustande kommen. Ein solcher unerwinschter Nebeneffekt untergrabt die
Moglichkeit der strikten Differenzierung zwischen permanenter und transienter
Ischémie.[563] Problembehaftet ist auch das Platzieren des Fadens in den basalen
Gehirnarterien, welches eines gewissen manuellen Geschicks bedarf und nur unter
einem  Operationsmikroskop  sicher durchfihrbar ist. Unter komplexeren
Versuchsbedingungen, wie beispielsweise an wachen Versuchstieren oder innerhalb
eines Magnetresonanztomographen, ist die Durchfiihrbarkeit dieses Modells stark
eingeschrankt.[102-104] Wird der Okkluder beim Einfihren in das Gefall zu weit
vorgeschoben, so kénnen durch Gefalipeforationen Subarachnoidalblutungen induziert
werden, wie es auch in unserer Studie bei einem von zehn Tieren aufgetreten ist, oder
mechanische Lasionen des Endothels die Entstehung intraluminaler Thromben zur
Folge haben.[105-107] Im entgegengesetzten Fall, wird der Faden unzureichend weit
eingefihrt, kann es zu einem unvollstiandigen Verschluss der A. cerebri media
kommen.[57]

Einer der bedeutendsten Nachteile der Technik des Fadenmodells besteht in der
Verlegung der A. hypothalamica, welche der distalen A. carotis interna entspringt. Die
daraus folgende Infarzierung des Hypothalamus, welcher die Temperaturregulation
entscheidend beeinflusst, flihrt zu einem Koérpertemperaturanstieg von bis zu 40°C.
Eine solche pathologische Hyperthermie wirkt sich erschwerend auf die ischamische
Schadigung des Gehirns aus und stort nachweislich die Wirksamkeit neuroprotektiver
Therapie. Da sich eine Hypothalamusschadigung jedoch erst bei einer Ischamiedauer
von Uber 120 Minuten entwickelt, kann diese durch Entfernung des Fadens nach 90
Minuten (transiente Ischamie) umgangen werden und der Hypothalamus kann sich
vollstandig erholen.[55;108;109]

Das Makrosphdrenmodell wurde entwickelt um vor allem die Komplikation der
Hypothalamusinfarzierung durch Verlegung der A. hypothalamica bei der Technik des
Fadenmodells zu vermeiden und dennoch einen verlasslichen permanenten
Verschluss der A. cerebri media zu gewahrleisten. Vergleichende Untersuchungen
zwischen  Makrosphdren- und Fadenmodell konnten zeigen, dass ein

Hypothalamusinfarkt durch die Verwendung von Makrosphdren im permanenten

47



Okklusionsmodell grundsatzlich verhindert wird.[99] Somit kann mit Einsatz des
Makrospharenmodells die Ubertragbarkeit der tierexperimentellen Ergebnisse auf den
Menschen verbessert werden. Da die Kugeln jedoch frei mit dem Blutfluss in die
basalen Gehirngefalie gespllt werden, lasst sich deren Platzierung nicht genau
bestimmen, so dass bei einer begrenzten Zahl an applizierten Makrospharen die
Verlegung der A. cerebri media ausbleiben und lediglich ein Verschluss von
beispielsweise A. cerebri anterior oder A. cerebri posterior erreicht werden kann, wie
es auch in unserer Studie bei zwei von zehn Tieren der Fall war. Die Groflen der
Durchmesser der Makrospharen (mit Werten zwischen 0,315 und 0,355 mm) werden
so gewahlt, dass sie diejenigen der GefalRdurchmesser deutlich Ubertreffen und
demnach davon ausgegangen werden kann, dass ein vollstandiger GefalRverschluss

ohne Restperfusion zwischen Makrosphare und GefalRwand entsteht.

2 Mikro-Computertomographie

Wahrend in der klinischen Anwendung verschiedene Methoden der Bildgebung wie die
Mehrzeilen-CT, die Magnetresonanztomographie, die Angiographie oder der
intravaskulare Ultraschall fir die Gefaltanalyse verfigbar sind, deren raumliche
Aufldsung jedoch kaum die Grélenordnung von <500 um erreicht, sind histologische
Untersuchungen nach wie vor der Goldstandard um Strukturen kleinerer
Groflenordnung, wie z.B. pra- und postkapillare Blutgefae, darzustellen und
auszuwerten. Nachteilig ist bei histomorphometrischen Verfahren, dass nur einzelne
GefalRsegmente zur Untersuchung und Quantifizierung der Gefaliparameter
herangezogen werden und anhand derer Ruckschlisse auf das gesamte Gefal oder
einen  GefalRabschnitt gezogen werden. Somit kdnnen  beispielsweise
UnregelmaBigkeiten einer Lasion oder GefaRalterationen nicht zuverlassig erfasst
werden. Des Weiteren kdnnen die Proben im Anschluss keinen anderen, zusatzlichen
bildgebenden Untersuchungen unterzogen werden, da ihre Integritdt durch die
Aufbereitung fur die Histomorphometrie zerstort wird. Eine weitere Einschrankung
besteht in der Zweidimensionalitdt dieses Messverfahrens: die dreidimensionale
Architektur der GefalRe kann nicht erfasst werden und kontinuierliche Messungen
entlang der longitudinalen Achse sind nicht mehr durchfuhrbar.

Mit der Entwicklung der Mikro-CT-Technik steht der vaskularen Bildgebung in der ex-
vivo-Grundlagenforschung seit dem vergangenen Jahrzehnt ein zur konventionellen
Histologie alternatives Verfahren zur Verfiigung, welches eine vollstandige, liickenlose
Darstellung der GefaRarchitektur bietet und die Analyse der Gefaldstrukturen und —

volumina auf zwei- und dreidimensionaler Ebene ermoglicht.[110-112] In der
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Vergleichsanalyse zur standardisierten Histomorphometrie, dem Goldstandard fir die
Darstellung und quantitative Analyse von Strukturen mit Groflen < 200 um, weist die
Mikro-Computertomographie eine hoch signifikante Korrelation auf.[113] Proben
kénnen zerstérungsfrei dargestellt werden und somit uneingeschrankt weitere
anschlieRende histologische Untersuchungen durchlaufen. Mithilfe der Mikro-CT-
Technik, welche einen kontinuierlichen isotropen dreidimensionalen Datensatz erstellt,
kann zusatzlich zur Gewebedifferenzierung auch die Kontrastmittelperfusion
quantifiziert werden und somit Erkenntnisse Uber Gefall- und Gewebedichte und
Gefallvolumina erzielt werden.

Nachdem die Mikro-CT-Technologie anfanglich primar bei der Untersuchung des
spongiésen Knochens in der Osteoporoseforschung zur Anwendung kam [114], hat
sich im Laufe der Zeit die Bandbreite der Einsatzbereiche deutlich erhdht. So wurden
beispielsweise von Jorgensen et al. [115] erstmalig an fixierten Koronararterien von
Schweinen nach Applikation von Microfil® die intramuralen Vasa Vasorum bei
Voxelgrofien von 5 — 25 um dreidimensional dargestellt und die Architektur der Gefalke
in dreidimensionalen Mikro-CT-Datensatzen quantifiziert. Ein weiterer Fortschritt
gelang Wan und seinen Mitarbeitern, die mit Kontrastmittel perfundierte
Koronararterien vom Rattenherz im Mikro-CT untersuchten [116]. Es gelang erstmals
die vollstandige Visualisierung und Analyse der dreidimensionalen GefalRanatomie und
Quantifizierung der Gefallvolumina an Rattenkoronararterien.

Auch die Einfihrung neuer vaskuldrer Kontrastmittel und alternativer
Perfusionstechniken konnte einen bedeutenden Beitrag zur Fortentwicklung von Mikro-
CT-Studien zur Gefallanatomie leisten. Es wurde bereits in den 70er Jahren deutlich,
dass sich Microfil® als Kontrastmittel zur kontinuierlichen und homogenen Perfusion
von arteriellen Gefalstrukturen sehr gut eignet. Bis heute kam Microfil® immer haufiger
zum Einsatz und diente in verschiedenen Studien etwa zur Analyse der Vasa Vasorum
von KoronargefalRen [117-121], der Nierenarterien [122-124], der arteriellen und
portalvendsen GefalRanatomie der Leber [125] oder der Pulmonalarterien [126]. Durch
seine Bestandteile Blei und Silikon, welche in wassriger Losung vorliegen, sind dem
Microfil®~-Kontrastmittel neben hydrophober Eigenschaften, welche der Penetration in
den extravaskularen Raum vorbeugen, eine geringe Viskositat und ein damit
verbundenes im Vergleich zu bariumsulfathaltigen Kontrastmitteln besseres Eindringen
in kapillare Gefalie gegeben.

Unsere Studie soll evaluieren, inwieweit die Mikro-Computertomographie mit der
begleitenden Kontrastmittelperfusion mit Microfil® in der Lage ist Erkenntnisse (iber die
Veranderungen der zerebrovaskuldaren Anatomie in den unterschiedlichen
Ischdmiemodellen des Rattengehirns zu erbringen und Vergleiche zu ermdéglichen. Als

Mittel zur nicht-invasiven Erforschung des arteriellen zerebrovaskularen Gefalsystems
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der Ratte wurde zunachst die hoch auflésende Magnet-Resonanz-Angiographie (MRA)
eingefihrt [56;127] und bis heute ist die Magnetresonanztomographie sowohl unter
experimentellen [128;129] als auch unter klinischen Bedingungen [130;131] die am
haufigsten verwendete Methode zur Untersuchung der zerebralen Perfusion. Genutzt
werden hier experimentell und klinisch 3, 4.7, 7 und 11.7 Tesla-Systeme [132-136].
Die bedeutendste Einschrankung bei der Anwendung der MRT-Bildgebung stellt
jedoch die raumliche Auflésung dar, welche notig ist um die Veranderungen von
Mikrovaskulatur zu visualisieren und quantifizieren. Die Mikro-Computertomographie
ermdglicht die Uberwindung dieser Schwierigkeiten mit seiner Fahigkeit zur Darstellung
einer kompletten dreidimensionalen GefaRarchitektur in mikroskopischem Detail. In der
vorliegenden Arbeit stellt sich die Mikro-Computertomographie als eine sensitive
Technik zur Erfassung von GefaRalterationen in den unterschiedlichen Modellen zur
fokalen zerebralen Ischamie heraus. Gegenuber der zweidimensionalen Histologie
zeigen die dreidimensionalen Mikro-CT-Bilder den entscheidenden Vorteil, dass
einzelne Gefalke entlang ihrer kompletten Lange eindeutig verfolgt und identifiziert
werden konnen. In der vorliegenden Arbeit konnten die zerebralen Gefalle unter
physiologischen sowie pathologischen Bedingungen vollstandig dreidimensional
dargestellt werden. Komplikationen wie das Auftreten einer Subarachnoidalblutung
oder die Fehlverteilung von Makrospharen konnten detektiert und die betroffenen
Gehirne somit flr den Ausschluss von weiteren Messungen bestimmt werden. Die
quantitative Bildanalyse konnte bei beiden Ischamiemodellen anhand der veranderten
Grauwerte und vaskularen Volumenanteile die fokale Minderperfusion im
Perfusionsgebiet der A. cerebri media bestatigen. Dabei sind die verminderten
Grauwerte auf die Entstehung eines Infarktédems zurlickzufiihren.[137] Die aktuellen
Daten weisen jedoch darauf hin, dass beide Modelle zur permanenten Gefallokklusion
den Blutfluss zum Perfusionsgebiet der A. cerebri media nicht vollstandig blockieren.
Dies stimmt mit vorhergehenden Studien Uberein, welche mittels Laser-Doppler-
Messungen wahrend des Okklusionsprozesses beim Fadenmodell feststellen konnten,
dass der Blutfluss im Perfusionsgebiet der A. cerebri media nicht auf Null fallt, sondern

sich typischerweise von 70 auf 90 % reduziert.[53]

3 Nano-Computertomographie

Mit der neuen Nano-CT-Technologie lassen sich Aufnahmen mit einer Detailerkennung
von bis zu 120 nm analysieren. Bisher existieren nur sehr wenige Studien zur
Gefaltanalyse mittels Nano-Computertomographie, da diese neue Technologie fir die

biomedizinische Forschung bis dato nur sehr begrenzt verfiigbar ist.
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Anhand der Nano-CT-Bildgebung gelang es uns zum ersten Mal die morphologische
Grundlage der unvollstandigen Blockierung des Blutflusses in den beiden permanenten
Okklusionsmodellen zu veranschaulichen. Zunachst zeigte sich in beiden Modellen ein
kollateraler Blutfluss Uber eine Distanz von der kontralateralen Hemisphare
ausgehend, am wahrscheinlichsten (ber GefaRverbindungen zwischen der
ipsilateralen und contralateralen A. cerebri anterior. Des Weiteren liel} sich ein lokaler
kollateraler Blutfluss in der nahen Umgebung des Gefal3-Okkluders feststellen, der sich
unerwartet sowohl beim Modell der Makrosphéaren als auch bei der Fadentechnik fand.
Vor allem in den Aufnahmen des Makrospharenmodells wurden kleine Kollateralgefale
deutlich, welche Blut Uber eine kurze Distanz vom proximalen zum distalen Segment
der okkludierten A. cerebri media transportieren. Diese Erscheinung war bei dem
Fadenmodell weitaus weniger offensichtlich, da hier der Faden die A. carotis interna
uber ihre gesamte Lange blockiert, wodurch der lokale kollaterale Blutfluss behindert
wird. Weiterhin gelang mit Analyse der Nano-CT-Bildgebung der Nachweis der
unbeabsichtigten Restperfusion zwischen dem Okkluder und dem zu verschlieRenden
Gefall im Fadenmodell. Diese Beobachtung ist sehr wahrscheinlich auf eine
Diskrepanz  zwischen Fadendurchmesser und Gefalkaliber zurickzufihren.
Vorangehende Studien von Elsaesser et al. [53] konnten aufzeigen, dass die
Verwendung kleinerer Faden einen héheren Anteil unzureichender Verschllsse der A.
cerebri media zur Folge hat. Eine weitere Unterstlitzung findet diese Hypothese in den
Untersuchungen von Laing et al. [58], welche feststellten, dass silikonbeschichtete, und
somit dickere Filamente fir den Gefalverschluss eine starker ausgepragte Ischamie
gewahrleisten als unbeschichtete Faden. Der Gebrauch dickerer Faden als die
beschichteten 4-0 Filamente scheint dennoch nicht praktikabel, da ihr Einflhren in die
Schadelbasis sehr diffizil ist. Im Makrospharenmodell hingegen konnte keine
Restperfusion zwischen Makrospharen und Gefaltwand detektiert werden.

Fir die Gefalkanatomie der Ratte werden ausgedehnte Anastomosen entlang der
terminalen Aste der drei groRen zerebralen Arterien beschrieben, welche zwischen A.
cerebri media und A. cerebri anterior sowie zwischen A. cerebri media und A. cerebri
posterior am starksten ausgepragt sind.[138-140] Die Mikro- und Nano-CT-Bildgebung
legt dar, dass die kollateralen Verbindungen zum kortikalen Gefal3bett teilweise den
kompletten GefaRverschluss abwenden kdénnen und in eindeutigem Bezug zu dem
durch Makrospharen okkludierten Perfusionsgebiet stehen. Diese Befunde stimmen mit
der bestehenden Literatur Uberein, hinweisend auf praexistente Anastomosen und
Kollateralen nach Okklusion der A. cerebri media der Ratte.[141-143]

Unsere Studie stellt einen methodologischen Ansatz zur erhaltenden Darstellung und

Analyse des zerebralen Gefal3systems unter physiologischen und pathologischen
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Bedingungen dar, erstmals werden Mikro- und Nano-CT-Technologie fur die nicht-
destruktive Visualisierung der intrazerebralen Blutgefal’e in verschiedenen Modellen
zur fokalen zerebralen Ischamie genutzt.

Die vorliegenden Daten weisen darauf hin, dass die bestehenden Modelle zum
permanenten Verschluss der A. cerebri media zu einem gewissen Grad eine
Restperfusion erlauben — einerseits via kollateraler Umwege und im Fall des
Fadenmodels zusatzlich durch unbeabsichtigte Umgehungsperfusion entlang des
Fadens im Gefalk. Sie stitzen die These, dass mit den gegenwartigen Nager-
Schlaganfallmodellen keine unverfalschten permanenten ischamischen Umstande

simuliert werden kdnnen, da sie jeweils ein Mall an Restperfusion beinhalten.

4 Limitationen

Obwohl die Mikro-CT in der vorgestellten Arbeit ihre Wertigkeit bei der Quantifizierung
von Gefalstrukturen demonstrieren konnte, birgt die Verwendung der Mikro-CT zwei
grole Nachteile. Ein Nachteil dieser Methode ist nach wie vor die Begrenzung des
Messfeldes auf kleine Volumina, je nach Auflésung von einigen mm? bis zu wenigen
cm3. Uberdies ist derzeit ist die Aufldsung durch die Zahl der Pixel der CCD-Kamera
noch limitiert (1024x1024), so dass eine Auflésung von nur etwa einem Tausendstel
des groften Objektdurchmessers in der Ebene senkrecht zur Drehachse der Probe
erreicht werden kann.

Ein weiterer Nachteil liegt in der Notwendigkeit der Kontrastmittelapplikation, um eine
Kontrastverstarkung und damit eine bessere Gewebedifferenzierung zu erreichen.
Zahlreiche Untersuchungen haben sich mit Perfusionstechniken beschaftigt und dabei
gezeigt, dass eine vollstandige und lickenlose Gefalperfusion durch verschiedene

Perfusionstechniken nicht immer moglich ist.[144-151]
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V ZUSAMMENFASSUNG

1 Deutsch

In der Schlaganfallforschung spielen Tiermodelle zur fokalen zerebralen Ischamie eine
unabdingbare Rolle. Die vorliegende Arbeit soll dazu dienen, die zerebrale makro- und
mikrovaskulare Architektur der Ratte in zwei unterschiedlichen Modellen zum
permanenten Verschluss der A. cerebri media mittels der innovativen quantitativen
Mikro- und Nano-CT-Technologie zu evaluieren und zu vergleichen.

Die Ratten wurden mithilfe der Makrospharenmethode bzw. der Fadentechnik einer
vierstindigen Okklusion der A. cerebri media unterzogen. Anschliefiend erfolgte nach
Kontrastmittelperfusion der Zerebralgefalie die Isolation der Gehirne, welche mittels
Mikro-CT oder Nano-CT (8 um? bzw. 500 nm? Voxelgrélie) en bloc gescannt wurden
um dreidimensionale Bilder des vollstandigen zerebralen Gefalsystems zu erzeugen.
Weiterhin ~ wurde der  arterielle  vaskuldare  Volumenanteil und die
Grauwertabschwachung ermittelt und die Signifikanz der gemessenen Unterschiede
mit der Abweichungsanalyse gepruft.

Die Mikro-CT-Bildgebung erbrachte eindeutige quantitative Informationen zur
vaskularen Morphologie der Zerebralgefafie. Mikro- und Nano-CT konnten ihr Potential
zur Visualisierung und Differenzierung des Gebietes des GefalRverschlusses in beiden
Ischdmiemodellen nachweisen. Das Fadenmodell resultierte in einem deutlichen Abfall
des vaskularen Volumenanteils im Perfusionsgebiet der A. cerebri media. Vergleichbar
zum Fadenmodell sank auch bei Okklusion der A. cerebri media durch Makrospharen
der vaskulare Volumenanteil der betroffenen Hemisphare unabhangig von der Anzahl
der Makrospharen signifikant ab (p<0,001). Anhand der erstellten Grauwert-
Messungen konnten die fokalen ischamischen Lasionen radiographisch eingestuft
werden (p<0,0001). Die Nano-CT-Bildgebung zeigte nach Makrospharen-Perfusion
eine Kollateralperfusion im Zusammenhang mit den jeweiligen Arealen der okkludierten
Gefalie auf.

In der vorliegenden Arbeit konnten somit erstmals Mikro- und Nano-CT-Bildgebung der
qualitativen und quantitativen Darstellung und Analyse der zerebralen
Gefalveranderungen in unterschiedlichen Modellen der fokalen zerebralen Ischamie
der Ratte dienen und Uberdies ihre Kompetenz zur prazisen Visualisierung und

Differenzierung der morphologischen Alterationen in beiden Modellen beweisen.
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2 Englisch

Animal models of focal cerebral ischemia are widely used in stroke research. The
purpose of our study was to evaluate and compare the cerebral macro- and
microvascular architecture of rats in two different models of permanent middle cerebral
artery occlusion using an innovative quantitative micro- and nano-CT imaging
technique.

Four hours of middle cerebral artery occlusion was performed in rats using the
macrosphere method or the suture technique. After contrast perfusion, brains were
isolated and scanned en-bloc using micro-CT (8um)® or nano-CT at 500nm? voxel size
to generate 3D images of the cerebral vasculature. The arterial vascular volume
fraction and gray scale attenuation was determined and the significance of differences
in measurements was tested with analysis of variance [ANOVA].

Micro-CT provided quantitative information on vascular morphology. Micro- and nano-
CT proved to visualize and differentiate vascular occlusion territories performed in both
models of cerebral ischemia. The suture technique leads to a remarkable decrease in
the intravascular volume fraction of the middle cerebral artery perfusion territory.
Blocking the medial cerebral artery with macrospheres, the vascular volume fraction of
the involved hemisphere decreased significantly (p<0.001), independently of the
number of macrospheres, and was comparable to the suture method. We established
gray scale measurements by which focal cerebral ischemia could be radiographically
categorized (p<0.001). Nano-CT imaging demonstrates collateral perfusion related to
different occluded vessel territories after macrosphere perfusion.

Micro- and Nano-CT imaging is feasible for analysis and differentiation of different

models of focal cerebral ischemia in rats.
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