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= cerebral blood volume = zerebrales Blutvolumen

= cerebral metabolic rate of oxygen = Sauerstoff-Metabolisierungsrate des Gehirns

= cerebral perfusion pressure = zerebraler Perfusionsdruck

= cortical spreading depolarization = sich kortikal ausbreitende Depolarisation

= Computertomographie

= CT-Angiographie

= digitale Subtraktionsangiographie

= delayed ischemic neurologic deficit = verzogertes ischdmisches neurologisches
Defizit

= diffusion weighted imaging = diffusions-gewichtete Bildgebung

= Endothelin-1

= Gramm

= Glasgow Coma Scale = Glasgow-Koma-Skala

= Stunden

= hemoglobin based oxygen carriers = hdmoglobin-basierte artifizielle
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= Hamatoxylin-Eosin-Farbung

= Institute for Biological and Medical Imaging = Institut flr biologische und
medizinische Bildgebung

= Indocyanidgriin

= intracranial pressure = intrakranieller Druck

= intraperitoneal

= intravends

= Intravital-Mikroskopie

= Kilogramm

= Kbrpergewicht

= mean arterial pressure = mittlerer arterieller Blutdruck

= middle cerebral artery occlusion = A. cerebri media-Verschluss
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= Magnetresonanztomographie

= Multi Spectral Optoacoustic Tomography
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= oxygen extraction fraction = Sauerstoffverbrauchsrate

= orthogonal polarization spectral = orthogonale Polarisations-Spektroskopie

= Positronen-Emissions-Tomographie

= Perfluorocarbon

= perfusion weighted imaging = perfusions-gewichtete Bildgebung

= region of interest = ndher spezifizierter Bildausschnitt

= reactive oxygen species = chemisch reaktive Sauerstoffmetaboliten

= Subarachnoidalblutung

= arterieller Sauerstoffgehalt

= single photon emission computed tomography = Einzelphotonen-Emissions-
Computertomographie

= systemic inflammatory response syndrome = systemische Entziindungsreaktion

= transcranial Doppler ultrasound = transkranielle Doppler-Sonographie

= total peripheral resistance = systemischer GefaBwiderstand
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1 Einleitung

Die zerebrovaskuldren Ereignisse, die in westlichen Nationen in der Todesursachenstatistik nach
Herz-Kreislauf-Erkrankungen und Malignomen an dritter Stelle liegen, stellen eine grofle
Herausforderung in der modernen Medizin dar. Nicht nur, weil sie Leben kosten, sondern auch, weil
viele Betroffene diese Erkrankungen oft nur mit gravierenden bleibenden Behinderungen (iberleben
und lebenslang gepflegt werden missen.

Daher wurden in den letzten Jahren umfangreiche Anstrengungen ibernommen, um die Ursachen
und den Verlauf der - klinisch Schlaganfall oder Stroke genannten - zerebrovaskuldren Ereignisse
besser zu verstehen und dementsprechend neue therapeutische Anséatze finden zu kénnen.
Grundsatzlich unterscheidet man beim Schlaganfall zwischen ischamischen und hamorrhagischen
Formen. Mit (iber 80% ist die ischamische Lasion die haufigere Form, aber die hdmorrhagischen
Varianten sind - wegen der eingeschrankten therapeutischen Optionen und der haufigen
Sekundarkomplikationen - nicht weniger relevant. Eine Untergruppe des hamorrhagischen
Schlaganfalls stellt die Subarachnoidalblutung (SAB) dar, die zwar nur fir 5% aller zerebrovaskularen
Ereignisse verantwortlich ist, aber aufgrund des relativ jungen Alters der Betroffenen von im
Durchschnitt 55 Jahren einen hohen volkswirtschaftlichen Schaden nach sich zieht.

Die Pathophysiologie dieser Erkrankungen und deren Bedeutung fiir den klinischen Verlauf ist nicht
vollstandig verstanden, weswegen weitere Forschung auf diesem Gebiet unerlasslich ist. Im Sinne
einer personalisierten Medizin kommt den bildgebenden Verfahren dabei eine entscheidende Rolle
zu, da sie neben der Diagnostik der Erkrankung auch eine Verlaufskontrolle des Patienten erlauben.
Vor allem nicht-invasive funktionelle Bildgebungsmodalitdten wie die Magnetresonanztomographie
(MRT) oder die Positronen-Emissionstomographie (PET) stehen im Zentrum dieses Interesses. Durch
die genaue Kenntnis der individuellen Pathophysiologie lassen sich Riickschliisse auf
zugrundeliegende Ursachen ziehen und es ist zu erwarten, dass die Patienten dadurch besser als
bisher kausal therapiert werden kénnen.

Allerdings missen neue, multimodale Verfahren zunachst praklinisch weiterentwickelt und optimiert
werden, um die gewiinschten Informationen Giber metabolische, inflammatorische und degenerative
Prozesse zeitgleich im Krankheitsverlauf darstellen zu konnen. Wegen der geringen KorpergroRe ist
es im Tierexperiment neben der Verwendung von PET und MRT auch moglich, mittels optischer
Methoden nicht-invasive Bildgebung tieferer Hirnareale durchfiihren zu kénnen. Durch die Detektion
von Absorptions- und Fluoreszenzvorgiangen erlauben sie die morphologische und funktionelle
Charakterisierung des Gehirns, allerdings mit im Vergleich zu MRT oder PET geringerem technischem
Aufwand und ohne Strahlenbelastung.

Daher ist es Ziel dieser Arbeit, die ,Multi Spectral Optoacoustic Tomography” (MSOT) im Mausmodell
des ischdmischen Schlaganfalls anzuwenden, um deren Validitdt im Sinne einer Hypoxie-Bildgebung
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zu Uberprifen, und im nachsten Schritt fir das Modell der SAB zu etablieren. Fiir die SAB wurde
insbesondere (berprift, ob sich im Mausmodell mittels MSOT das BlutungsausmaR bestimmen lasst,
und ob eine Hypoperfusion oder Hypoxie im Parenchym darstellbar ist. Als Erganzung dazu wurde
eine Pilotstudie zur Verbesserung des O,-Angebotes nach SAB mittels artifizieller Sauerstofftrager -

als mogliche Therapieoption einer frith auftretenden Hypoxie - durchgefiihrt.

1.1 Klinischer Uberblick iiber die Subarachnoidalblutung

Bei der atraumatischen SAB handelt es sich um eine arterielle Blutung zumeist aus einem Gefal der
Schadelbasis. Dabei dringt Blut, in 85% von einem rupturierten Aneurysma gespeist (van Gijn, Kerr et
al. 2007), unter hohem Druck in den Raum zwischen dem Gehirn und der Schidelkalotte ein, was
lebensbedrohliche Ausmalle annehmen kann. Daher versterben 12% aller Betroffenen noch vor
Einlieferung in ein Krankenhaus (Broderick, Brott et al. 1994). Die akute Blutung hat initial und im
Verlauf weitreichende Konsequenzen, so dass Uber die Halfte der Betroffenen an der SAB und ihren
Folgen verstirbt (Hop, Rinkel et al. 1997) und die Hélfte aller Uberlebenden wiederum mit
anhaltenden neurologischen und kognitiven Defiziten zurlick bleiben. Zusammenfassend lasst sich
also sagen, dass, obwohl die SAB mit einer Inzidenz von 9,1/100000/Jahr (de Rooij, Linn et al. 2007)
nur fir ca. 5% aller Schlaganfille verantwortlich ist, sie doch von der gesundheitspolitischen und
okonomischen Relevanz her gleichauf mit dem ischamischen Schlaganfall und der
Intrazerebralblutung zu setzen ist. Dazu kommt, dass das mittlere Erkrankungsalter mit 55 Jahren
eine verhaltnismaRig junge Patientengruppe betrifft, weswegen 27% aller durch einen Schlaganfall
verlorenen potentiellen Lebensjahre auf die SAB entfallen, obwohl nur 5% aller schlaganfallbedingter
Todesfélle durch eine SAB zustande kommen (Johnston, Selvin et al. 1998).

Klinisch prasentiert sich die SAB in 97% aller Falle durch schlagartig einsetzende Kopfschmerzen, oft
zusammen mit Ubelkeit und Erbrechen, Meningismus und einem Bewusstseinsverlust, der aufgrund
der dahinter vermuteten rascheren Druckerhéhung mit einem schlechteren Gesamtiiberleben
vergesellschaftet ist (Hijdra, van Gijn et al. 1988). Basierend darauf wurden verschiedene klinische
Klassifikationen entwickelt, um die Schwere der SAB zu beurteilen. Am weitesten verbreitet ist die
Einteilung nach Hunt & Hess (Hunt and Hess 1968), die die neurologische Verfassung des Patienten
bei Einlieferung betrachtet, sowie die WFNS- Klassifikation (Teasdale, Drake et al. 1988), die neben
der in der Intensivmedizin weit verbreiteten Glasgow Coma Scale (GCS) zur Beurteilung des

Bewusstseinszustandes auch motorische Defizite mit berlicksichtigt (siehe Tabelle 1).



Tabelle 1: Klinische Klassifikationssysteme der Subarachnoidalblutung (mod. nach Friedrich,

Dissertation, 2010)
Hunt & Hess
Grad Jc{eS Kriterien
| 15; kein motorisches Defizit Asymptomatisch, leichte Kopfschmerzen, leichte

Nackensteifigkeit
| 13-14; kein motorisches Defizit Starke Kopfschmerzen, steifer Nacken, keine
neurologischen Auffalligkeiten, auRer

Hirnnervenausfallen

] 13-14; motorisches Defizit Somnolenz, Verwirrtheit, geringes fokalneurologisches
Defizit

\Y} 7-12 Sopor, maRige oder schwere Hemiparese

Vv 3-6 Koma, Einklemmungszeichen

Diagnostiziert wird die SAB heutzutage immer auf Basis einer kranialen Computertomographie (CT),
die neben der Entscheidung, ob es sich um eine SAB handelt, auch die Beurteilung des AusmaRes der
Blutungsmenge erlaubt, was wiederum Auswirkungen auf die Prognose hat. Die Sensitivitat der CT ist
mit 92% zwar gut, eine Liquorpunktion ist bei klinischem Verdacht jedoch unerlasslich (van der Wee,
Rinkel et al. 1995), weil auch eine SAB mit unauffilligem CT vorkommen kann, vor allem, wenn die
Blutung klein war oder zeitlich weiter zuriick liegt.

In Kombination mit einer adaquaten Bildgebung erméglicht eine Liquorpunktion und ihre sukzessive
Aufarbeitung in einer Spektrophotometrie - unter Beriicksichtigung einer diagnostischen Liicke von
12 Stunden - die Detektion nahezu aller rupturierten Aneurysmen. Als Goldstandard zur Lokalisation
dieser Aneurysmen gilt die digitale Subtraktionsangiographie (DSA) mit Kontrastmittelgabe, da sie, im
Gegensatz zur CT-Angiographie (CTA) und der MR-Angiographie (MRA), deren Auflésung nicht an die
der DSA heranreicht, auch die Detektion von Aneurysmen < 5mm erlaubt. Da es sich bei der DSA
jedoch um ein — mit Blutungsrisiken verbundenes - invasives Verfahren handelt, haben aufgrund der
Fortschritte in der Technik und der leichteren Handhabung die nicht-invasiven und somit sicheren
Methoden der CTA und MRA im klinischen Alltag Einzug gefunden. Sie werden mittlerweile auch in
der Breite alternativ zur DSA eingesetzt und erzielen dabei gute Resultate (Chappell, Moure et al.
2003, Li, Cheng et al. 2009).

Nach der ldentifikation des auslésenden Aneurysmas ist ein frihzeitiger Verschluss desselbigen
anzustreben, um das Risiko einer erneuten Blutung, die mit einer hohen Mortalitdt vergesellschaftet

ist, zu minimieren. Hierbei gibt es zwei Moglichkeiten: Entweder kann das Aneurysma chirurgisch,



das heit durch das Abklemmen des Aneurysmas von der zufliihrenden Arterie, saniert werden oder
durch die endovaskulare Okklusion des Aneurysmas durch Platinspiralen, deren thrombogene
Eigenschaften das Aneurysma verschlieBen. Beide Methoden sind sicher in ihrer Anwendung,
unterscheiden sich aber nach neueren Erkenntnissen in klinischen Endpunkten (Molyneux, Kerr et al.
2005). Eine Therapieentscheidung sollte deswegen individuell, basierend sowohl auf der
Morphologie und Lokalisation des Aneurysmas als auch auf dem Zustand des Patienten getroffen
werden.

Obwohl mit dem Verschluss des Aneurysmas der offensichtlichste Risikofaktor fiir einen ungiinstigen
klinischen Verlauf zuverlassig beseitigt werden kann, sterben dennoch liber 50% der Betroffenen an
der SAB. Ebenso bleiben bei einem GroRteil der Uberlebenden schwerwiegende neurologische und
kognitive Defizite bestehen. Daher stellt sich die Frage, welche Mechanismen den weiteren Verlauf
nach dem Aneurysma-Verschluss bestimmen. Einerseits sind hier die direkten Auswirkungen der
initialen Blutung zu nennen (= early brain injury), weswegen sich zwei Drittel aller Todesfalle binnen
der ersten zwei Tage ereignen (Roos, de Haan et al. 2000). Andererseits treten schwere
neurologische (Janjua and Mayer 2003, Vergouwen, Etminan et al. 2011) und systemische
Komplikationen auf (Stevens and Nyquist 2007), die den klinischen Verlauf und die Prognose
entscheidend beeinflussen. Daher wende ich mich im Folgenden dem aktuellen Stand der Forschung

zur Pathophysiologie hinter diesen Ereignissen zu.

1.2 Early Brain Injury

Einen wichtigen Beitrag zur Pathophysiologie der SAB leisten Mechanismen, die unmittelbar nach der
Blutung in Gang gesetzt werden. Zusammengefasst unter dem Begriff des ,Early Brain Injury” tragen
sie, wie neuere Erkenntnisse gezeigt haben (Macdonald, Pluta et al. 2007, Sehba, Hou et al. 2012),
signifikant zum Schadensprofil der SAB bei. Exemplarisch werden die wichtigsten, auf

tierexperimentellen und klinischen Daten, beruhenden Informationen dargestellt.

1.2.1 Akuter Druckanstieg

Zu Beginn kommt es bei der SAB zu einem akuten Anstieg des intrakraniellen Drucks (intracranial
pressure, ICP), der beim gesunden Menschen physiologisch 0 bis 5 mmHg betragt. Wie in
Tierexperimenten beobachtet, steigt er bei der SAB bis auf diastolische Blutdruckwerte an (Voldby
1988), was aufgrund der direkten Auswirkung auf den zerebralen Perfusionsdruck (cerebral perfusion
pressure, CPP) die Durchblutung im Gehirn schwer beeintrachtigen kann. Denn der CPP bemisst sich
nach folgender Formel

CPP = MAP -ICP

wobei MAP fir den mittleren arteriellen Blutdruck steht. Zwar konnte im Tiermodell kein
Perfusionsarrest beobachtet werden (Dorsch, Branston et al. 1989), aber die - aufgrund der
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Einbettung in den kndchernen Schadel - resultierende globale Ischamie hat weitreichende
Konsequenzen. Einerseits kann der Masseneffekt durch die Blutung und die Entwicklung eines akuten
Hydrocephalus zur plétzlichen Einklemmung und somit zum Tode fiihren, weswegen die Schwere der
SAB auch mit dem ICP-Spitzendruck korreliert (Heuer, Smith et al. 2004), andererseits induziert der
hohe Hirndruck Veranderungen im zerebralen Blutfluss und Stoffwechsel (Losiniecki and Zuccarello
2008, Schubert and Thome 2008). Gleichzeitig kommt es durch den Druck zur Entwicklung eines
zytotoxischen Hirnddems, das durch eine Storung der Blut-Hirn-Schranke und die daraus
resultierende erhdhte Permeabilitdt den Druckschaden noch weiter verstarkt (Helbok, Ko et al.

2011).

1.2.2 Zerebraler Blutfluss und gestorte Autoregulation
Bedingt durch den Abfall des CPPs, der mit dem zerebralen Blutfluss (cerebral blood flow, CBF) und
dem systemischen GefdRwiderstand (total peripheral resistance, TPR) nach der Formel

CBF = CPP/ TPR
zusammenhangt, kommt es zu einem drastischen Rickgang des CBF, und damit auch der
Sicherstellung der Nahrstoffversorgung des Gehirns. Durch Umverteilung des Blutes im
Subarachnoidalraum und dem damit verbundenen Absinken des ICP sollte es binnen kurzer Zeit zur
Wiederherstellung der Durchblutung kommen. Allerdings sind langer anhaltende CBF-Reduktionen
von 35% bis 85% gegenliber Kontrollprobanden bei wieder normalisiertem CPP sowohl im Tiermodell
(Bederson, Levy et al. 1998) als auch im Menschen (Jakobsen, Overgaard et al. 1990, Schubert, Seiz et
al. 2009) nachgewiesen worden. Eine inverse Korrelation zwischen Dauer und Ausmall dieser
Minderperfusion und der Prognose nach SAB bei Patienten wurde ebenfalls gefunden (Geraud,
Tremoulet et al. 1984).
Die Grinde fir diesen Sachverhalt sind noch immer nicht ganz klar, allerdings gibt es mehrere
Hinweise auf eine Beteiligung von Oxyhdamoglobin, freigesetzt aus zerfallenden Erythrozyten, die
Bildung freier Radikale (Gaetani, Rodriguez y Baena et al. 1994), die Erhéhung exzitatorischer
Neurotransmitter wie Glutamat, sowie eine erniedrigte Konzentration an Stickstoffmonoxid (nitric
oxide, NO) (Sehba, Schwartz et al. 2000), einem der wichtigsten Vasodilatatoren im Saugerhirn.
Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Autoregulation im Gehirn im Tiermodell bereits
unmittelbar nach der Blutung stark beeintrachtigt ist (Rasmussen, Hauerberg et al. 1992). Beim
Menschen ist dieser Aspekt vor allem in den ersten 72 h nach SAB prominent (Schmieder, Moller et
al. 2006). Die Aufrechterhaltung dieses Mechanismus scheint auch Einfluss auf die Entwicklung
neurologischer Spatschaden, wie der delayed ischemic neurologic deficits (DIND) (Ratsep and Asser

2001), als auch des Vasospasmus zu haben.
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1.2.3 Oxidativer Stress und Inflammation

Wie bereits oben angesprochen wird durch den Austritt von Blut in den Subarachnoidalraum und die
daraus resultierende Freisetzung grofler Mengen an Hamoglobin, das oxidierende Eigenschaften
besitzt, die Bildung reaktiver O,-Spezies (ROS) gefordert (Ayer and Zhang 2008). Diese chemischen
Verbindungen beeinflussen in vielfaltiger Weise zelluldre Prozesse. Exemplarisch herausgestellt seien
die direkte Beschadigung von Membranstrukturen, die Induktion starker Spasmogene, die Einleitung
pro-apoptotischer Signalwege, sowie eine Permeabilitdtserhéhung der Blut-Hirn-Schranke.

Das beglinstigt die Ausbildung ausgedehnter Entziindungsprozesse (Dumont, Dumont et al. 2003),
was wiederum mit einer schlechteren klinischen Verfassung, der Bildung von Mikrothromben und
einer schlechteren Prognose vergesellschaftet ist (Kubo, Ogasawara et al. 2008). Durch die
Freisetzung inflammatorischer Botenstoffe wird die Durchldssigkeit der Blut-Hirn-Schranke erhoéht.
Hierdurch wird die Diapedese von Leukozyten begiinstigt, was das bereits bestehende Hirnddem
verstarkt. Ebenso wird die Bildung vasokonstringierender Substanzen zur Gefdftonusregulation
induziert, mit negativem Einfluss auf die bereits bestehende Minderversorgung des Parenchyms.
Bedingt durch die lokale Entziindungsreaktion werden zudem systemische inflammatorische
Prozesse in Gang gesetzt, wie Dhar und Diringer zeigen konnten. In 85% von SAB-Patienten konnten
sie innerhalb der ersten vier Tage nach Blutung ein systemic inflammatory response syndrome (SIRS)
nachweisen, dessen Ausmal wiederum Einfluss auf das Gesamtiiberleben hatte (Dhar and Diringer

2008).

1.3 Cortical Spreading Depression

Bei einem weiteren Pathomechanismus, der im Zuge der Subarachnnoidalblutung auftritt, aber erst
im Laufe der letzten Jahre vermehrte Aufmerksamkeit erfahren hat, steht das Auftreten von , Cortical
Spreading Depolarizations (CSD)“ im Zentrum. Dabei handelt es sich um eine sich kortikal
ausbreitende neuronale Massendepolarisationswelle, die mit einer betrachtlichen Verschiebung des
langsamen elektrischen Potentials und dem nachfolgenden voriibergehenden Sistieren elektrischer
Aktivitat einhergeht, und somit zur osmotischen Schwellung von Neuronen fihrt. Dieses Phdnomen
tritt bei diversen neurologischen Krankheitsbildern auf (Lauritzen, Dreier et al. 2011).

Im Mittelpunkt der Pathophysiologie steht ein, im Tierexperiment durch einen exogenen chemischen
oder mechanischen Stimulus ausgeldster, Zusammenbruch des neuronalen lonengradienten, der
konsekutiv durch die Entwicklung eines zytotoxischen Odems und vor allem durch den Glutamat-
gesteuerten Einstrom von Kationen in die Zelle aufrechterhalten wird, was eine elektrische Erregung
verhindert (Dreier 2011).

Interessant in diesem Zusammenhang ist, dass gesundes Hirngewebe auf diesen Prozess mit einer

kurzzeitigen transienten Minderperfusion und einer nachfolgenden deutlichen Hyperdamie reagiert
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(Fabricius, Akgoren et al. 1995). Im durch eine SAB vorgeschadigten Gehirn kann dieses metabolische
Ungleichgewicht aber nicht hyperamisch kompensiert werden. Stattdessen kommt es nach dem
Prinzip des ,inverse hemodynamic response” zu schweren Gefidllspasmen, die die Hypoxie im
Gewebe weiter verstarken. Das kann im Extremfall bis zur kortikalen Nekrose, wie im
Tiertierexperiment bei Ratten nachgewiesen, fliihren (Dreier, Ebert et al. 2000).

In Folge der SAB werden CSDs wahrscheinlich durch eine Erhéhung des extrazelluldren Kaliums — z.B.
freigesetzt aus lysierten Erythrozyten oder durch die Beeintrachtigung der Na/K-ATPase — ausgeldst.
Kalium besitzt ab einer Konzentration von 20 mmol/l, insbesondere wahrend einer verminderten
Verfligbarkeit des Vasodilatators Stickstoffmonoxid, vasokonstriktorisches Potential. So kann es tber
die Wirkung des ausgetretenen Hamoglobins als NO-Fanger (Pluta, Thompson et al. 2001) im
Rahmen von CSDs wahrend erhéhter Kaliumkonzentrationen zu einer Minderperfusion des Gewebes
bis an die Ischamiegrenze mit nachfolgender sekundadrer Gewebehypoxie kommen, was als
alternative Ursache fiir die DIND nach SAB diskutiert wird (Dreier, Major et al. 2009).

Gestutzt wird diese Annahme durch den Nachweis von CSDs in Kombination mit DINDs bei 72% der
SAB-Patienten unterschiedlicher Schweregrade (Dreier, Woitzik et al. 2006). Konsekutiv wurde der
Hypoxie-Beweis in den von CSD betroffenen Arealen gefiihrt (Dreier, Major et al. 2009), vor allem im
Zusammenhang mit Clustern von CSDs, was die Bedeutung der ,,cortical spreading depolarizations” in

der Pathophysiologie der Subarachnoidalblutung unterstrichen hat.

1.4 Thrombembolische Ereignisse

Im sehr komplexen Zusammenspiel der Pathophysiologie der SAB sind es letztendlich Prozesse, die
die ausreichende Sauerstoffversorgung der Neuronen in Gefahr bringen. Ein weiterer Mechanismus,
der in diesem Zusammenhang von Relevanz ist, besteht in der Ausbildung von Thrombembolien, die
konsekutiv zu Mikrozirkulationsstérungen fiihren. Obwohl mikroskopische Thromben in mehreren
Autopsiestudien nach Subarachnoidalblutung gefunden wurden, ist deren potentielle Relevanz fir
den sekundaren Hirnschaden nach SAB erst kiirzlich in den Fokus geriickt (Vergouwen, Vermeulen et
al. 2008). Nachdem im Rahmen von transkraniellen Verlaufssonographien (transcranial Doppler
ultrasound, TCD) bei 70% der Patienten Mikroembolie-Signale entdeckt und in Zusammenhang mit
Infarktzeichen gebracht wurden (Romano, Rabinstein et al. 2008), hat man nach Querverweisen zur
Pathophysiologie der SAB gesucht.

Im Tiermodell hat man eine zerebrale Thrombozytenaggregation schon sehr friih nach der Blutung
nachweisen kdnnen (Sehba, Mostafa et al. 2005) und auch im Jugularvenenblut von Patienten hat
man Marker fir eine frihe Aktivierung der Gerinnungskaskade in Kombination mit
proinflammatorischen Botenstoffen gefunden (Hirashima, Nakamura et al. 1997). Es konnte gezeigt

werden, dass diese beiden Mechanismen Hand in Hand gehen und sich gegenseitig verstarken
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(Prunell, Svendgaard et al. 2005). Die Effekte einer liberméaRigen Aktivitat der Gerinnungskaskade
sind mannigfaltig. Gerinnsel kdnnen Gefdfe mechanisch verschlieRen, lber die Zerstérung des
Endothels zu weiterer Thrombozytenaggregation fiihren und konsekutiv die Gefalwande durch die
Freisetzung vom Matrix-Metalloproteasen direkt schadigen (Mun-Bryce and Rosenberg 1998).

Diese Gerinnsel konnen aber auch in die Mikrozirkulation ausgeschwemmt werden und zu
ischdmischen Lasionen fihren (Rapp, Pan et al. 2003). Gestlitzt wird diese These durch das in
Autopsiestudien nach SAB gefundene typische Infarktmuster mit kleinen, weitverteilten laminaren
oder keilformigen Ischamien (Neil-Dwyer, Lang et al. 1994), das gegen einen Verschluss grofler
Gefalle spricht.

Untermauert wird die Beteiligung thrombembolischer Ereignisse an der Ausbildung ischamischer
Folgeschdaden der SAB durch den Nachweis der fibrinolytischen Aktivitat von Calcium-Antagonisten
(Vergouwen, Vermeulen et al. 2007), der bisher einzigen Substanzgruppe, die die Prognose von SAB-

Patienten nachweislich verbessern kann (Dorhout Mees, Rinkel et al. 2007).

1.5 Zerebraler Vasospasmus

Allen bisher aufgefiihrten Mechanismen ist das Auftreten sekundarer Ischamien gemeinsam, die den
Patienten nach Uberstandener Blutung erneut vital bedrohen. Als Ursache dafiir hat man Gber lange
Zeit den zerebralen Vasospasmus angenommen (Kassell, Sasaki et al. 1985). Dabei handelt es sich um
einen bei 70% der Patienten angiographisch ab dem 3. Tag nach SAB nachweisbaren Gefdalspasmus
der groRRen hirnversorgenden GefaRe.

Die Pathophysiologie dahinter wurde in den letzten Jahrzehnten aufgrund der Haufigkeit, der
potentiellen therapeutischen Interventionsmaoglichkeiten und der starken Koinzidenz mit Morbiditat
und Mortalitdt nach SAB extensiv erforscht (Komotar, Zacharia et al. 2007, Crowley, Medel et al.
2008). Kurz zusammengefasst lasst sich Folgendes festhalten: Ausgehend vom subarachnoidalen
Gerinnsel wird Oxyhdamoglobin freigesetzt, das aufgrund seiner Affinitat zu Stickstoffmonoxid zum
Absinken des NO-Spiegels fihrt (Asano 1999). Konsekutiv kommt es zu einem Ungleichgewicht in der
Gefalltonusregulation, da Endothelin-1 (ET-1), ein sehr starker physiologischer Vasokonstriktor,
erhoht ist. Dieser Sachverhalt ist ebenfalls auf die Prasenz von Oxyhdamoglobin und Thrombin
zurlickzufUhren. Es wurde gezeigt, dass ET-1 sowohl langanhaltende Vasokonstriktionen (Kobayashi,
Hayashi et al. 1991) als auch die typischen morphologischen Verdanderungen in der GefaRarchitektur
nach SAB auslésen kann (Asano, lkegaki et al. 1990). Aufgrund zahlreicher sich verstarkender
Interaktionen, ergibt sich ein sehr verzweigtes, vielschichtiges Bild (Hansen-Schwartz 2004, Nishziawa
2011), was es wiederum schwierig macht sich diesem Problem therapeutisch zu ndhern.

Allerdings wird in letzter Zeit die bisher postulierte zentrale Bedeutung des Vasospasmus der grof3en

hirnversorgenden GefaRe als wesentliche Ursache fir verzogert auftretende neurologische Defizite
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vermehrt in Frage gestellt. So hat sich in den letzten Jahren gezeigt, dass der ,,angiographische”
Vasospasmus nicht immer mit dem ,symptomatischen” Vasospasmus, also dem Auftreten
sekundarer ischamischer Defizite, die nur bei 22% aller Patienten vorkommen, korreliert (Stein,
Levine et al. 2006, Vergouwen, llodigwe et al. 2011).

Zudem ist hervorzuheben, dass in einem Drittel der Falle der Vasospasmus oOrtlich nicht mit der
letztendlichen ischamischen Lasion korreliert, wie Rabinstein et al. zeigen konnten (Rabinstein,
Friedman et al. 2004). Auch der Schweregrad des Vasospasmus und der Ischamie entsprechen sich
nicht immer. Darliber hinaus gibt es Falle von Infarkten unabhangig von zugrundeliegenden
Gefadllspasmen (Rowe, Soper et al. 1995). Wie bereits oben erwdhnt, passen auch die in Autopsien
gefundenen Infarktmuster nicht zum Konzept des Vasospasmus der groRen hirnversorgenden
Gefalle. Zugleich wird der therapeutische Mehrwert von Vasodilatatoren fur Patienten bezogen auf
ischamische Spatschdaden nach SAB kontrovers gesehen. Hervorzuheben sind hierbei die Ergebnisse
der CONSCIOUS (Clazosentan to Overcome Neurological Ischemia and Infarction Occuring after
Subarachnoid Hemorrhage)- Studien. In diesen brachte die Verminderung des angiographischen
Vasospasmus um bis zu 67% durch die Blockade von Endothelin-1-Rezeptoren keine signifikante
Verbesserung des Outcomes der Patienten (Macdonald, Kassell et al. 2008).

Das heutige Konzept der Pathophysiologie der SAB sieht eine eindeutige kausale Verbindung
zwischen der frithen Schadensentwicklung und den verzogert auftretenden Defiziten. So wurden, wie
oben dargestellt, die zu angiographisch nachweisbaren GefalRverengungen fiihrenden Mechanismen,
wie das Ungleichgewicht der vasokonstriktorischen und - dilatatorischen Mechanismen, die Bildung
von Spasmogenen durch hamoglobin-induzierte Prozesse, die inflammatorische Komponente, als
auch die Verknlipfung mit thrombembolischen Ereignissen ebenfalls in der akuten Phase nach SAB
nachgewiesen (Sehba and Bederson 2006, Cahill and Zhang 2009). Dazu kommt, dass das Auftreten
von frihen Stérungen in der Mikrozirkulation als signifikanter Beitrag zur Pathophysiologie der SAB
vermutet wird (Sehba and Friedrich 2013).

So war es Ziel der hier vorliegenden Arbeit, das Bildgebungsverfahren der ,Multi Spectral
Optoacoustic Tomography” (MSOT) in Bezug auf die Darstellung des Mikrovasospasmus, der nicht
nur im Tierexperiment gezeigt (Friedrich, Muller et al. 2012), sondern auch beim Menschen bereits
intraoperativ nachgewiesen wurde (Uhl, Lehmberg et al. 2003), und dessen Folgen unmittelbar nach
der Blutung und im weiteren Verlauf in der Maus zu evaluieren und die Analyse weiterzuentwickeln.
Ein nicht-invasiv anwendbares Hypoxie-Bildgebungsverfahren wiirde es ermdoglichen, in praklinischen
Studien die Wertigkeit des Mikrovasospasmus bei der Entwicklung der Folgeschdaden der SAB
engmaschig im zeitlichen Verlauf im Detail untersuchen zu kénnen.

In einem ersten Schritt wurde zur Abschatzung des Potentials der Bildgebung mittels MSOT zur

Darstellung hypoxischer Areale dieses Bildgebungsverfahren zunachst im Modell der fokalen
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zerebralen Ischamie an der Maus angewendet, da hier klar definierte Areale mit Minderperfusion
und Hypoxie innerhalb einer Hemisphare vorliegen und ein Seitenvergleich moglich ist. Deshalb gehe
ich im Folgenden kurz auf die Pathophysiologie des ischamischen Schlaganfalls ein, wobei nur die fir

das Verstandnis dieser Arbeit relevanten Aspekte dargestellt werden.

1.6 Das Penumbra-Konzept

Beim ischamischen Schlaganfall kommt es zu einer umschriebenen pl6tzlichen Unterbrechung der
Blutversorgung des Gehirns. Die haufigsten Ursachen stellen die Entstehung von Thromben im
zerebralen GefaRbett oder das Ausschwemmen abgeloster Emboli in die Strombahn des Gehirns dar.
Da das Gehirn, basierend auf seinem hohen Energieumsatz, auf die kontinuierliche Bereitstellung von
Substraten, vor allem Sauerstoff und Glucose, angewiesen ist, kommt es bereits nach kurzer Zeit zum
Absterben von Zellen. Das Ausmal} dieses Prozesses wird durch mehrere Faktoren bestimmt: i) durch
den Grad des GefaRverschlusses, ii) seine Kompensation durch Kollateralisierung, sowie iii) durch die
Zeitdauer bis zur Wiederherstellung einer ausreichenden Durchblutung.

Da es sich dabei um - zeitlich wie rdumlich - dynamische Prozesse mit flieBenden Ubergingen
handelt, hat man basierend auf Untersuchungen Ende der 70er Jahre in Tiermodellen, bei denen der
Blutfluss im Gehirn sukzessive gesenkt wurde, festgestellt, dass es Areale um den bereits
nekrotischen Kern gibt, die zwar funktionell kompromittiert, aber noch nicht strukturell irreversibel
geschéadigt sind (Astrup, Siesjo et al. 1981). Diese konnen daher durch schnellstmoégliche Reperfusion
vor dem Zelluntergang bewahrt werden. Diese Bereiche wurden ,Penumbra“ genannt, nach dem
Saum, der bei einer totalen Sonnenfinsternis von der Sonne noch zu sehen ist. Im Laufe der Zeit
haben Experimente gezeigt, dass sich die zu Beginn der Infarzierung vorhandene Penumbra bei
ausbleibender Wiederdurchblutung nekrotisch transformiert (Hata, Maeda et al. 2000). Daher ist es
primares Ziel jeder Therapie des ischamischen Schlaganfalls durch zeitnahe Reperfusion den GroRteil
dieses gefahrdeten Gewebes zu erhalten. Ein nachgewiesener Effekt dieser Behandlung ist aber nur
flr ein Zeitfenster von unter 4,5 Stunden vorhanden (Lees, Bluhmki et al. 2010). Da aufgrund oft
unklarer Auffindesituationen und der groRen Anzahl an sog. ,, Wake-up-Strokes” das ,Lysefenster”
von 4,5 Stunden nicht immer klar abzugrenzen ist, profitiert nur ein Gberschaubarer Prozentsatz der
Patienten mit ischamischem Schlaganfall von dieser Therapie. Weil zusatzlich die Auflésung der
verursachenden Thromben mit einem erhéhtem Blutungsrisiko und weiterfiihrenden Komplikationen
verbunden ist, ist es von entscheidender Bedeutung zu wissen, ob noch bedrohtes, aber vitales
Gewebe vorhanden ist, das eine Intervention rechtfertigt.

In den letzten Jahren sind daher bildgebende Verfahren entwickelt worden, die eine Abschatzung der
Penumbra erlauben. Als Goldstandard hierbei ist die Positronen-Emissions-Tomographie (PET) zu

sehen, die Uber die Verteilung radioaktiv markierter Substanzen im Gehirn die Quantifizierung der
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Durchblutungssituation ermdoglicht. Das wiederum erlaubt indirekte Rickschlisse Uber die Vitalitat
des Gewebes. Allerdings stehen der damit verbundene technische Aufwand und die geringe
Verfiigbarkeit der PET einer flachendeckenden Verwendung in der klinischen Routine entgegen.

In ihrer breiten Anwendung haben sich vor allem das MRT und das CT als diagnostische Verfahren
etabliert. Uber jeweils verschiedene Ansitze erlauben sie die Abschitzung des ischiamischen
Schadens im Gehirn. Das CT bedient sich hierbei der Verteilung eines definierten Kontrastmittelbolus
im Gehirn. Dadurch lassen sich Parameter wie der zerebrale Blutfluss und das zerebrale Blutvolumen
bestimmen. Der Abfall des CBF im CT deutet auf bereits nekrotisches Gewebe hin, wohingegen ein
erhohtes CBV Hinweis auf eine verstirkte Vasodilatation, also eine Rekrutierung von
Kollateralkreislaufen sein kann. Die Aussagekraft ist bei der derzeitigen Moglichkeit der Darstellung
von maximal vier Schnittebenen eingeschrankt, das CT hat aber in vor kurzem durchgefiihrten
Studien seine Wertigkeit gezeigt (Wintermark, Meuli et al. 2007). Vor allem seine Bedeutung als
diagnostisches Mittel der Wahl bei Verdacht auf einen Schlaganfall, die kurzen Untersuchungszeiten
und die hohe Verfiigbarkeit machen das CT zur Abschatzung der Penumbra attraktiv.

Die Kernspintomographie nahert sich der Penumbra durch eine andere Herangehensweise. Eine
diffusions-gewichtete Sequenz (DWI) zeigt die durch den Zelluntergang im Infarktkern entstehende
Umverteilung des Wassers als hyperintense Lasion. Mittels einer perfusions-gewichteten Sequenz
(PWI1) lasst sich der Abfall der Durchblutung sowohl im Kern als auch in der Penumbra quantifizieren.
Aus der Subtraktion beider Volumina lasst sich das Ausmal} der Penumbra bestimmen. Wie bei der
CT-Untersuchung gibt es bei der MRT aber auch Nachteile, die im Zuge groRer Studien mit der
Fragestellung der Penumbradarstellung als MaRgabe zur Therapieentscheidung offenkundig wurden
(Davis, Donnan et al. 2008, Hacke, Furlan et al. 2009). Zum Beispiel Gberschatzt die PWI das Ausmald
der Penumbra in vielen Fallen, weil minderdurchblutete, aber nicht vital bedrohte Areale auch mit
abgebildet werden. AuRerdem wurde gezeigt, dass Diffusionsstérungen nicht wie vermutet
irreversibel sind, sondern sich im Verlauf auch wieder zuriickbilden kénnen.

Daher stellt sich nach wie vor die Frage einer zuverldssigen Bildgebung zur Darstellung der
Penumbra, die exakt und reproduzierbar ist und direkt Riickschliisse auf das Ausmal’ der Ischamie
erlaubt. Laut Heiss kennzeichnet die Penumbra in der PET eine erh6hte Sauerstoffextraktionsrate im
Vergleich zum umliegenden intakten Gewebe (Heiss 2000). Da es Uber eine Spektroskopie moglich
ist, im MSOT den O,Verbrauch im Gehirn abzubilden, wurde die Hypothese einer
Penumbrabildgebung mittels MSOT in einem Fadenmodell des ischamischen Schlaganfalls in der

Maus liberprift.
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1.7 Bildgebung im experimentellen Schlaganfallmodell

1.7.1 Allgemeiner Uberblick iiber tierexperimentelle bildgebende Verfahren

Die modernen bildgebenden Verfahren bieten vielfiltige Moglichkeiten, neben der Diagnostik
pathophysiologische Beobachtungen im Verlauf zu machen. Im Laufe der letzten Jahre wurde eine
Vielzahl neuer Moglichkeiten entdeckt oder weiterentwickelt, die zum Verstandnis von Erkrankungen
beigetragen haben. Weil aufgrund der zahlreichen Neuerungen der letzten Jahre der Markt sehr
unlbersichtlich geworden ist, werde ich mich im Folgenden auf tierexperimentelle
Bildgebungsmodalitaten beschrdanken. Da gilt es in erster Linie die etablierten, auch klinisch
eingesetzten Verfahren wie CT und MRT zu nennen, die mit dementsprechenden Modifikationen an
die Bedirfnisse der Kleintierbildgebung angepasst werden kénnen (Hu and Norris 2004, Ritman
2011).

Daneben bieten sich in der praklinischen Forschung auch invasivere Methoden an, einerseits
angepasst an die jeweiligen Fragestellungen, andererseits unter der Bericksichtigung der
Limitationen der einzelnen Techniken. Vor allem optische Methoden haben in diesem Bereich einen
hohen Stellenwert, weil sie hohen Kontrast bei geringem technischem Aufwand bieten. Allerdings
gibt es Beschrankungen hinsichtlich sowohl der reinen Verwendung ex-vivo, als auch der
GroRenauflosung der Lichtmikroskopie, die durch das Spektrum des sichtbaren Lichts limitiert ist.

Aus diesem Grund hat man mehrere Methoden entwickelt mit denen diese Probleme umgangen
werden sollen. Zu nennen sind hier exemplarisch die Intravital-Mikroskopie, die sowohl Auflésung im
Mikrometer-Bereich als auch die Echtzeit-Darstellung dynamischer Prozesse erlaubt, aber aufgrund
ihrer nur oberflachlichen Anwendbarkeit bei der Beurteilung dreidimensionaler Strukturen
eingeschrankt ist. Das konnen wiederum die Konfokale Mikroskopie und die Zwei-Photonen-
Mikroskopie bei Auflosung im Mikrometerbereich gewahrleisten, was sie in der Forschung sehr
populdr hat werden lassen. Einer breiten Anwendung stehen dabei aber der technische Aufwand und
bei der Zwei-Photonen-Mikroskopie zusatzlich die hohen Kosten fiir den bendétigten Titan:Saphir-
Laser entgegen.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass diese Methoden Beschriankungen aufweisen und keine
einen ganzheitlichen Zugang bietet (Hu and Wang 2010). Demgegeniiber soll es mittels
optoakustischer Verfahren maglich sein, diese Limitationen zu umgehen (Wang 2009), weswegen sie

im nachsten Kapitel naher charakterisiert werden.

1.7.2 Grundlagen der ,Multi Spectral Optoacoustic Tomography (MSOT)“
Bei der ,Multi Spectral Optoacoustic Tomography“ handelt es sich um ein in-vivo bildgebendes

Verfahren, das die simultane Akquisition anatomischer, funktioneller und molekularer Bilddaten
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erlaubt, basierend auf der Kombination optischer Bildgeneration und akustischer Bilddetektion, was
vielfaltige Anwendungsmoglichkeiten in der experimentellen Forschung ermdglicht.

Theoretische Grundlage fiir alle optoakustischen Methoden ist der bereits im 19. Jahrhundert
entdeckte ,Photoakustische Effekt”, der die Generation von Schallwellen im Gewebe nach
Lichteinwirkung beschreibt. Mechanistisch fiihrt die Absorption von Lichtenergie in Form eines
Photons im Gewebe Uber eine thermoelastische Umwandlung zum Anstieg der Temperatur. Durch
die damit verbundene vermehrte Molekularbewegung kommt es nach der allgemeinen Gasgleichung
zum Druckanstieg, der sich als Schallwelle duBert und von einem Ultraschalldetektor registriert
werden kann.

Allerdings hat erst die Verfligbarkeit von Lasern mit Pulsgeschwindigkeiten im Nanosekundenbereich
und die erhohte Sensitivitdat neuerer Ultraschalldetektoren zur Nutzbarmachung dieses Effekts fir die
Bildgebung gefiuhrt. Da es sich um die Detektion von Schallwellen handelt, ist die rdaumliche
Auflosung durch die Diffraktionsgrenze von Ultraschallwellen limitiert, die weit unter derjenigen
optisch basierter Verfahren liegt. Prinzipiell ist damit eine Auflésung von unter 20um in
oberflachlichen Geweben moglich und selbst bei mehreren Zentimetern Eindringtiefe kann noch eine
100um-Auflosung gewahrleistet werden (Ntziachristos and Razansky 2010).

Die anatomische Information (iber das Gewebe wird vor dem Hintergrund der unterschiedlichen
Absorptionsspektren entweder endogener Chromophore, d.h. farbiger Molekiile, oder tber den
Einsatz exogener Substanzen zur Verbesserung des Kontrastes gewonnen. Abbildung 1 zeigt das
Absorptionsspektrum von Hamoglobin, dem am haufigsten verwendeten Chromophor.

Aus Abbildung 1 wird ebenfalls ersichtlich, dass das ubiquitdr vorkommende Hamoglobin sein
Absorptionsmaximum im sichtbaren Wellenldngenbereich hat, was den Lichtfluss in diesem
Spektralbereich somit erheblich limitieren wiirde. Daher wird auf den Infrarotbereich ausgewichen,

der eine bessere Tiefenpenetration erlaubt.

18



1000000 4—————————
100000 -
100004 Ho 3

1000 HBO, 3

bAclar Extinction Coeficient (cm- 1)

200 400 GO0 8OO 1000
Wz length (nm)

Abbildung 1: Absorptionsspektrum des Himoglobins (Hb = deoxygeniertes Himoglobin; HbO, = oxygeniertes
Hamoglobin; mit freundlicher Genehmigung von Prof. Scott Prahl)

Aus den Absorptionsspektren wird auch nachvollziehbar, dass es, basierend auf einer Spektroskopie,
d.h. einer Aufschlisselung nach bestimmten Wellenlangen, mittels MSOT moglich ist, funktionelle
Daten vor allem tiber den Oxygenierungsgehalt verschiedener Gewebe zu verschiedenen Zeitpunkten
zu erheben. Dazu ist es aber nétig, anhand der gewonnenen Informationen die Konzentrationen
gesuchter Substanzen quantifizieren zu kénnen, was mit technischem Aufwand unter Verwendung
von Rekonstruktionsalgorithmen maoglich ist (Cox, Laufer et al. 2012). Vor kurzem gelangen Laufer et
al. die Implementierung dieser Methoden fiir das Himoglobin (Laufer, Delpy et al. 2007), sodass mit
dem MSOT eine Aussage Uber den Sauerstoffgehalt im Blut zu treffen ist. Da es sich um ein
ultraschall-basiertes Verfahren handelt, ist auch die Bildgebung in Echtzeit modglich, was die
Beobachtung dynamischer Prozesse in verschiedensten Geweben ermdglicht.

Allerdings gibt es, wie bei jedem bildgebenden Verfahren, einschrankende Faktoren, was bei der
Optoakustik die genaue Kenntnis des optischen Flusses ist. Auf seinem Weg durch das Gewebe
kommt es zu mannigfaltigen Wechselwirkungen der Photonen, so dass nicht von einer homogenen
Durchleuchtung ausgegangen werden kann. Gleichzeitig handelt es sich um nichtlineare
Zusammenhange von Konzentrationsanderungen und Signalstirke, weil die Gewebestruktur, die
Tiefe des Gewebes und das zu untersuchende Volumen darauf Einfluss haben (Ntziachristos and
Razansky 2010). Unter Zuhilfenahme mathematischer Operationen und komplexer Algorithmen wird
versucht, die Genauigkeit dieser Abschatzung zu erhéhen und somit die Korrektheit der erhobenen
Daten zu gewahrleisten.

Von verschiedenen Arbeitsgruppen wurde die Wertigkeit des MSOTs in der Kleintierbildgebung des
Gehirns sowohl strukturell (Wang, Pang et al. 2003) als auch funktionell (Burton, Patel et al. 2013)
nachgewiesen. Unter Berlicksichtigung der breiten Anwendbarkeit des MSOTs, namentlich die oben
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erwdhnte Spektroskopie, ist das MSOT fiir die Uberpriifung unserer Thesen fiir die Darstellung der
frihen Phase nach experimentieller Subarachnoidalblutung und nach experimentellem Schlaganfall

gewdhlt worden.

1.7.3 Bildgebungsstudien zur frithen Pathophysiologie nach Subarachnoidalblutung

In diesem Zusammenhang war es jedoch von Bedeutung, den aktuellen Stand der Forschung zur
Pathophysiologie der Subarachnoidalblutung aus Bildgebungsstudien zu kennen. Da es sich bei den
neueren, zur funktionellen Evaluierung fahigen, bildgebenden Verfahren um Entwicklungen der
letzten Jahre handelt, ist in der Vergangenheit die zerebrale Zirkulation mittels anderer Methoden
bestimmt worden. In den 80er Jahren gab es umfangreiche Untersuchungen mit der Xe-133-
Einwaschmethode, die die Akutsituation und den klinischen Verlauf nach SAB abbilden sollten
(Knuckey, Fox et al. 1985). Hier hat sich bereits eine Verminderung des zerebralen Blutflusses tber
langere Zeit gezeigt.

Durch die Einfihrung der MRT, sowohl in Diagnostik als auch Verlaufskontrolle, konnte man dann
auch direkt die Abldufe im Gehirn nachvollziehen. Zuerst fiir den ischdamischen Schlaganfall im
Tierexperiment (Sevick, Kucharczyk et al. 1990, Pierpaoli, Alger et al. 1996) und im Menschen
(Warach, Chien et al. 1992) etabliert, ging man Ende der 90er Jahre dazu Uber diese Methoden auf
die SAB anzuwenden. Wie Busch et al. an Ratten im DWI-MRT gezeigt haben fallt unmittelbar nach
Blutung der ,apparent diffusion coefficient (ADC)“ ab, was als Stérung der zelluldren Integritat,
moglicherweise ischamisch bedingt, gedeutet werden kann (Busch, Beaulieu et al. 1998). Im gleichen
Experiment wurden auch Zeichen fiir eine CSD gesehen, was von der gleichen Arbeitsgruppe noch
einmal bestatigt wurde und auf eine Beteiligung der CSD bereits in der Akutphase der SAB in Ratten
hindeutet.

Vom einem dhnlichen Ansatz gingen Schubert et al. aus, die die Durchblutungsverhaltnisse direkt
nach der SAB in der Ratte ndher charakterisiert haben. Neben metabolischen Stérungen wurde mit
Hilfe der DWI-MRT und MR-Spektroskopie die Entwicklung einer Hypoperfusion, begleitet von einem
zytotoxischen Odem, beobachtet, sowie dessen positive Beeinflussung durch eine Hypothermie von
32°C (Schubert, Poli et al. 2008). Dort wurde ebenfalls postuliert, dass - reprasentiert durch das
metabolische Ungleichgewicht - die Akutphase der SAB durch einen dramatischen
Hypometabolismus gekennzeichnet ist, der auch prognostische Aussagekraft hat (Sarrafzadeh, Haux
et al. 2004).

Aufbauend darauf wurde in dieser Arbeitsgruppe eine Xenon-Kontrast-CT-Studie an Patienten
durchgefiihrt, um den zerebralen Blutfluss binnen 12 Stunden nach Aneurysmaruptur darstellen zu
koénnen (Schubert, Seiz et al. 2009). Dabei hat sich gezeigt, dass vor allem kortikale Bereiche von der

Minderdurchblutung betroffen sind, wohingegen subkortikale Strukturen dafiir nicht so anfallig zu
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sein scheinen. Ebenso wurden Korrelationen des AusmaRes der Hypoperfusion und des Hunt & Hess-
Grades gesehen, was den prognostischen Wert dieses Parameters unterstreicht.

Ausgehend davon sollte in unserer Arbeit der Verlauf, das Ausmal} und die Bedeutung der akuten
Minderperfusion fur das Schadensprofil der SAB evaluiert werden. Zugleich stellt die Auflosung bei
vielen Modalitaten den limitierenden Faktor dar, weswegen viele Erkenntnisse aus
Bildgebungsstudien auf Experimenten an Ratten beruhen. Dementsprechend diinn ist daher noch die
Datenlage zur wesentlich kleineren Maus. Diese bietet aber mit ihrer Bandbreite genetischer
Modifizierbarkeit fir die Zukunft groRe Potentiale. Die ,Multi Spectral Optoacoustic Tomography”
sollte diesem Anspruch, funktionelle Bildgebung mit ausreichender Auflésung im Mausmodell zu
gewahrleisten und so neue Informationen zur Pathophysiologie der SAB beizutragen, gerecht
werden. Zudem bietet das Mausmodell gegenliber grolReren Spezies gerade wegen der geringeren

HirngroRe Vorteile bezliglich der Eindringtiefe der optischen Signale.

1.8. Artifizielle Sauerstofftrager bei neurologischen Krankheitsbildern

Der in bisherigen tierexperimentellen Untersuchungen gezeigte Blutflussabfall bereits in der
Frihphase nach SAB ldasst vermuten, dass es auch friih schon zu einer Gewebehypoxie kommt.
Deshalb habe ich im Rahmen meiner Dissertationsarbeit parallel zur Etablierung des bildgebenden
Verfahrens MSOT zum moglichen Nachweis einer Hypoxie in einer ersten Pilotstudie tberpriift, ob
eine Verbesserung der Sauerstoffversorgung des Gewebes mittels artifizieller Sauerstofftrager auch
zu einem verbesserten Outcome in der Frithphase nach SAB fuhrt. Im Folgenden wird daher ein

kurzer Uberblick iiber die Wirkungsweise und den Einsatz artifizieller Sauerstofftrager gegeben.

1.8.1 Arten kiinstlicher O;-Transport-Komponenten

Sauerstoffersatzmittel wurden urspriinglich fiir die Traumatologie entwickelt, um den wachsenden
Bedarf an Blutkonserven einerseits und die damit verbundenen infektidsen, immunologischen und
logistischen Probleme andererseits umgehen zu kénnen (Kim and Greenburg 2004).

Grundsatzlich wird zwischen hamoglobin-basierten Sauerstofftransportern und synthetischen O,-
Tragern unterschieden. Hamoglobin-basierte Sauerstofftrager (HBOC) haben allerdings im Rahmen
klinischer Studien ihre Wirksamkeit bisher nicht unter Beweis stellen kénnen (Winslow 2006). Im
Gegenteil wurden toxische Effekte mit Interaktionen in vielen unterschiedliche Systemen des Korpers
beobachtet, so dass es bis dato keinen HBOC auf dem Markt gibt (Kawaguchi 2009). Im Folgenden
werde ich daher nur auf synthetische O,-Trager eingehen und mich hier auf die in der Pilotstudie

eingesetzten Derivate der Perfluorocarbone beschranken.
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1.8.2 Charakterisierung von Perfluorocarbonen

Perfluorocarbone erhohen die Sauerstofftransportkapazitdt im Blut, indem sie die physikalische
Loslichkeit von O, im Blut steigern (Faithfull 1992). Allerdings verhalten sich dessen
Losungseigenschaften nach dem Henry-Gesetz. Dieses besagt, dass sich die Loslichkeit eines Gases in
Flussigkeiten direkt proportional zu seinem Partialdruck verhalt, weswegen zur optimalen
Oxygenierung der Sauerstoffpartialdruck angepasst werden muss und immer mit 100% Sauerstoff
beatmet werden sollte.

Bei der Substanzgruppe der PFCs handelt es sich um fluorinierte Abkémmlinge von Alkyl-Ketten, die
wiederum das Grundgerist aller organischen Substanzen bilden. Durch die speziellen sterischen
Eigenschaften, verbunden mit der hohen Bindungsenergie zwischen den Perfluoroalkylketten, sind
diese sehr reaktionstrage und chemisch praktisch inert. Diese Biotoleranz in Kombination mit ihrer
Hydrophobizitdt macht PFCs, neben der Verwendung als Ultraschall-Kontrastmittel (Schutt, Klein et
al. 2003), als Sauerstofftrager sehr interessant, weil es zu keinen Interaktionen mit dem Stoffwechsel,
wie bei den HBOCs, kommen kann.

Die hohe Loslichkeit der PFCs fiir Sauerstoff beruht auf ihrer extrem niedrigen Polarisierbarkeit, was
zu geringen intermolekularen Kraften und dadurch geringer Kohasion fiihrt, sodass sich zwischen den
PFC-Molekilen groRe Mengen von unpolaren Gasen ,l6sen” lassen. Dies ist nicht im Sinne einer
chemischen Bindung zu verstehen, sondern als rein elektrodynamische Wechselwirkung. Das
wiederum ermoglicht eine leichte Abgabe des Sauerstoffs an das Gewebe, allerdings bei einer 20-
fach hoheren Loslichkeit fiir O, als Wasser (Riess 2005) .

Die oben angesprochenen hydrophoben Eigenschaften erschweren jedoch den Einsatz von PFCs als
Sauerstofftrager im Blut, weswegen sie tiber Emulgatoren in Wasser |6slich gemacht werden mussen.
Die Gewabhrleistung der Stabilitat dieser Emulsionen erfordert ein gewisses Gewicht, wohingegen
eine adaquate Ausscheidung aus dem Koérper einen Grad an Flichtigkeit bedingt. Letzten Endes
sollen die Emulgatoren keine unerwiinschten Interaktionen hervorrufen, die Partikel aber klein genug
sein, um die Sauerstoffversorgung auch in verengten Gefillen gewdhrleisten zu kénnen. Nachdem
diese Probleme uberwunden wurden, waren klinische Anwendungen mdoglich, wie im nachsten

Kapitel ausgefihrt.

1.8.3 Perfluorocarbone zur Sekundarprophylaxe der zerebralen Ischamie

Es erscheint auf den ersten Blick schliissig, vor allem aufgrund der GréBe von durchschnittlich 0,2 um
PFCs zur Aufrechterhaltung oder Wiederherstellung der zerebralen Perfusion nach einem
ischamischen Schlaganfall einzusetzen. Denn im Vergleich zu Erythrozyten mit ihren 7um
Durchmesser sollte es fiir PFCs moglich sein, selbst in spastischen oder thrombosierten GefdRen noch
Sauerstoff an das umliegende Gewebe abgeben zu kénnen, zumal gezeigt wurde, dass der

Plasmafluss nie ganz zum Erliegen kommt (Theilen, Schrock et al. 1994).
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Ausgehend von diesen Uberlegungen hat man mit Fluosol-20, dem ersten marktreifen PFC,
experimentelle Tierstudien zur transienten oder permanenten Ischdamie durchgefihrt. Vor allem
histologische Parameter wie die InfarktgréBe wurden zur Evaluation protektiver Effekte
herangezogen, aber auch funktionelle Daten wie der CBF. Bei vielen dieser Studien wurde gezeigt,
dass es eine positive Korrelation zwischen der Gabe von Fluosol-20 und dem letztendlichen
Infarktschaden gab, die sich aber aus verschiedenen Griinden nicht in die Klinik Gibertragen lieRen.
Mit der Entwicklung neuerer Perfluorocarbone einerseits und der Erkenntnis andererseits, dass die
Beeintrachtigung des Gefallsystems beziehungsweise der Sauerstoffversorgung eine gemeinsame
Komponente vieler neurologischer Erkrankungen darstellt, hat man die Indikation fiir den Einsatz von
PFCs erweitert. Verdnderte PFCs, sei es aufgrund einer sterischen Anderung (Woitzik, Weinzierl et al.
2005), oder aufgrund modifizierter physikalischer Eigenschaften (Culp, Woods et al. 2012), haben
protektive Effekte in tierexperimentellen Modellen des ischamischen Schlaganfalls gezeigt. Selbst
beim nahezu vollstandigen Ersatz des Plasmavolumens durch PFCs im Rahmen einer kontrollierten
Hamodilution konnte eine ausreichende zerebrale Oxygenierung gewahrleistet werden (Yang, Price
et al. 2008).

Auch in Schadelhirntrauma-Modellen in Ratten konnte sowohl eine Verminderung der Hypoxie durch
Erhéhung des regionalen Blutflusses beobachtet werden (Daugherty, Levasseur et al. 2004) als auch
Verbesserungen der kognitiven Leistungen im Vergleich zu Kontrolltieren, sodass klinische Studien
zum Nachweis dieser protektiven Effekte im Menschen aktuell durchgefiihrt werden (Spiess 2009).
Wie im ersten Teil der Einleitung bereits ausgefiihrt, ist es auch bei der SAB letztendlich eine
Mikrozirkulationstérung mit nachfolgender Minderperfusion im Parenchym, die wesentlich zum
Schadensprofil nach der SAB beitragt. Allerdings ist die Datenlage der Gabe von PFCs im
Zusammenhang nach SAB noch unergiebig. Daher war es ein weiterer Aspekt dieser Arbeit, fir
Oxycyte®, ein neueres ringférmiges Perfluorocarbon, das neuroprotektive Eigenschaften bereits in
einem Ischamiemodell der Ratte unter Beweis gestellt hat (Woitzik, Weinzierl et al. 2005), eine erste
Standortbestimmung beziiglich einer moglichen Protektion in der Friihphase nach SAB vorzunehmen,
um in weiteren Studien darauf aufbauend umfangreiche Untersuchungen beziglich Applikation,
Dosisfindung und Effekten auf physiologische und kognitiv-behaviourale Parameter nach

experimenteller Subarachnoidalblutung in der Maus durchzufiihren.

1.9 Hypothesen dieser Arbeit

AbschlieBend mochte ich die Zielsetzung dieser Arbeit kurz zusammenfassen: 1. Ist es mittels ,,Multi
Spectral Optoacoustic Tomography” moglich, in einem Mausmodell fokaler Ischdamie diese eindeutig,
reproduzierbar und ortsgenau darzustellen? 2. Ist eine signifikante Hypoperfusion in der Frihphase

der SAB, in Analogie zur Referenzbildgebung der fokalen Ischamie, ebenfalls auszumachen und wenn
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ja in welcher Form? 3. Kann konsekutiv das Blutungsausmald einer Subarachnoidalblutung unter
Zuhilfenahme des MSOTs quantifiziert werden? 4. Zu guter Letzt gingen wir in einer ersten
Pilotstudie der Frage nach, ob Perfluorocarbone als artifizielle Sauerstofftrager neuroprotektive

Effekte bei Gabe unmittelbar nach Subarachnoidalblutung aufweisen.
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2 Material und Methoden

Alle Versuche wurden von 2011 bis 2012 in den Rdaumen des Forschungslabors der Experimentellen
Neurochirurgie der Neurochirurgischen Klinik des Klinikums rechts der Isar der TU Miinchen und am
Institut flr Biologische und Medizinische Bildgebung (IBMI) der TU Miinchen am Helmholtz-Zentrum
fir Umwelt und Gesundheit in Mlnchen-Neuherberg mit der Genehmigung der Regierung von
Oberbayern (AZ-Genehmigungsnummern: 55.2-1-54-2531-70-10, 55.2-1-54-2532.2-6-10, 55.2-1-54-
2532.2-1-12) durchgefiihrt.

2.1 Versuchstiere

Die Verwendung des MSOT erforderte aufgrund der durch Behaarung verursachten
Interferenzphdnomene bei der Detektion der Ultraschallwellen die Experimente an haarlosen
Mausen. Es kamen daher haarlose, immunkompetente Mause (mannlich, sechs Wochen alt) des
Stammes Crl:SKH-1""" (Charles River Laboratories, Sulzfeld, Deutschland) zum Einsatz. Fir die
Versuche mit Injektion von Oxycyte® (Oxygen Biotherapeutics Inc., Morrisville, USA) wurden
mannliche C57BI/6N-M&use (Charles River Laboratories, Sulzfeld, Deutschland) mit einem Gewicht
von 20-22 g eingesetzt. Alle Tiere wurden unter kontrollierten Bedingungen mit freiem Zugang zu
Wasser und Nahrung (Altromin 1324 (15000 I.E. Vit. A/kg; 600 I.E. Vit. D/kg; 75 mg Vit. E/kg);
Altromin Spezialfutter GmbH & Co. KG, Lage, Deutschland) gehalten. Die Unterbringung erfolgte in
den behordlich genehmigten Tierhaltungen der Neurochirurgischen Klinik bzw. des IBMI mit
konstanter Temperatur von 20-24°C und Luftfeuchtigkeit von 45-60%. Die Einhaltung eines
zwolfstindigen Tag/Nacht-Rhythmus der Beleuchtung wurde ebenfalls gewahrleistet. Das

Hygienemanagement der Tierhaltungen erfolgte gemall den FELASA-Empfehlungen.

2.2 Narkose

Die Narkose der Versuchstiere erfolgte beim Modell der “Middle Cerebral Artery Occlusion” (MCAOQ)
zur Auslésung eines ischamischen Schlaganfalls (iber eine Isofluran-Inhalationsanasthesie, wahrend
zur Induktion einer SAB mittels endoluminaler Perforation eine Kombinations-Injektionsanasthesie,
bestehend aus Midazolam, Fentanyl und Medetomidin, verwendet wurde.

Die Anédsthesie wurde bei der MCAO mittels Insufflation von 1,5 - 2% lIsofluran (Isofluran, Abbott
Arzneimittel GmbH, Hannover, Deutschland) bei 0,2 | O,/min und suffizienter Spontanatmung
wahrend der im Schnitt zehnminitigen Prozedur aufrechterhalten. Durch Abatmung des
Narkotikums erwachten die Tiere komplikationslos aus der Narkose.

Die Auslosung einer SAB im hier vorgestellten Modell bendtigte aufgrund umfangreicherer
Vorbereitung mehr Zeit, weswegen die Narkose durch die intraperitoneale Injektion einer Dreifach-

Kombination von Medikamenten in folgender Dosierung eingeleitet wurde: Midazolam 5mg/kg KG



(Midazolam-ratiopharm, ratiopharm GmbH, Ulm, Deutschland), Fentanyl 0,05mg/kg KG (Fentanyl-
lanssen, Janssen-Cilag GmbH, Neuss, Deutschland) und Medetomidin 0,5mg/kg KG (Dorbene vet.,
Pfizer GmbH, Berlin, Deutschland). Danach erfolgte die Intubation unter dem Mikroskop (Olympus
SZX7, Olympus Deutschland GmbH, Hamburg, Deutschland) mit einem Tubus, der einer modifizierten
Venenverweilkaniile (Introcan Safety 20 G, B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland)

entsprach (s. Abb. 2).

Abbildung 2: Intubationstubus

Die korrekte Lage des Tubus wurde mit Hilfe einer Mikrokapnographie (MicroCapnoGraph CI240,
Columbus Instruments, Columbus, USA) lberprift, wobei eine deutliche CO,-Kurve des abgeatmeten
CO, als Nachweis einer erfolgreichen Intubation diente. Daraufhin wurde das Versuchstier an einen
Kleintierrespirator (MiniVent Type 845, Hugo Sachs Elektronik, March, Deutschland) bei einem Fluss
von 0,1l/min und 100% O,-Zufuhr angeschlossen und durchgehend bis zum Ende der Operation
beatmet. Die Narkosetiefe (Aufrechterhaltung des Stadiums der chirurgischen Toleranz) wurde durch
regelmaliges Kneifen der Zehenzwischenrdume Uberprift und bei Bedarf durch Nachinjektion von
1/4 der Anfangsdosis aufrechterhalten. Die Narkose wurde am Ende der Praparation mittels
Antagonisierung durch nachfolgende Substanzen terminiert: Flumazenil 0,5mg/kg KG (Flumazenil
Inresa, Inresa Arzneimittel GmbH, Freiburg, Deutschland), Naloxon 1,2mg/kg KG (Naloxon Inresa,
Inresa Arzneimittel GmbH, Freiburg, Deutschland) und Atipamezol 2,5mg/kg KG (Alzane, Pfizer
GmbH, Berlin, Deutschland).

2.3 Temperaturkontrolle

Die Aufrechterhaltung einer konstanten Kérpertemperatur von 37°C wurde in allen Versuchsreihen
durch den Einsatz einer rektal eingefihrten Temperatursonde (TC-1000 Temperature Controller,
CWE Inc., Ardmore, USA) mittels aktiver Riickkoppelung durch eine Heizplatte gewdhrleistet. Im
Anschluss an die Operation wurden alle Tiere zur postoperativen Temperaturkontrolle mindestens 2
Stunden in eine Warmebox gesetzt und ihre Kérpertemperatur wahrenddessen stiindlich bestimmt.

Vor Dekapitation aller Versuchstiere wurde ebenfalls noch einmal die Kérpertemperatur bestimmt.

26



2.4 Korpergewicht
Als Anhaltspunkt fir den Allgemeinzustand der Tiere diente das Korpergewicht, das vor jeder
Prozedur und dann am Ende der Versuchsphase nach 24 h gemessen wurde. Der Ausschluss der Tiere

erfolgte bei Gewichtsverlust von lber 20% binnen eines Tages.

2.5 Induktion der Ischimie im MCAO-Modell

Nach erfolgreicher Einleitung der Narkose wurde das Versuchstier in Riickenlage gebracht und an
den Extremitaten fixiert. Durch einen Hautschnitt Uber dem linken lateralen Halsdreieck kam die
GefdlR-Nervenscheide des Halses zur Darstellung. Nach stumpfer Praparation der umliegenden
Strukturen und vorsichtigem Abdrangen der V. jugularis interna und des N. vagus stellte sich die A.

carotis communis mit ihren Abgangen dar.

A, cerebri anterior
A. cerebri media

= A, carotis interna

7-0 Monofilament,

- . — A. sphenopalatina
silikonverstarkt

A, carotis externa

== A, carotis communis

Abbildung 3: Schematische Darstellung des MCAO-Modells

Sowohl die A. carotis communis als auch die A. carotis externa wurden permanent ligiert. Danach
wurde die A. carotis interna temporar mit einem Clip verschlossen. Dadurch wurde eine Blutleere fiir
die nachfolgende Querinzidierung der A. carotis communis geschaffen. In bestehenden Schnitt wurde
ein 1,2 cm langer monofiler, stumpfer Faden der Starke 7.0 (Ethilon 7-0, Ethicon, Norderstedt,
Deutschland), der mit einer Silikonschicht (Xantopren M mucosa/Activator Universal Plus, Heraeus
Kulzer GmbH, Hanau, Deutschland) liberzogen war, eingefiihrt. Nach Entfernung des Clips um die A.
carotis interna wurde dieser Faden unter Sicht 1,0 cm in der A. carotis interna vorgeschoben und mit
Hilfe einer vorgelegten Ligatur fixiert. Dadurch wurde ein Verschluss der A. cerebri media an ihrem
Abgang an der Schédelbasis erreicht, was konsekutiv zur Ischdmie des versorgten Areals fihrte. Nach
einer Stunde Okklusion im Wachzustand wurde der Faden unter kurzer Re-Narkose wieder geborgen.

Die Haut der Tiere wurde mit Vicryl 6-0 (Vicryl 6-0, Ethicon, Norderstedt, Deutschland) wieder
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verschlossen. Postoperativ wurden noch 300 ul NaCl s.c. unterstiitzend als Flissigkeitsreservoir

gespritzt und die Tiere in eine Warmebox zur halbstlindlichen Temperaturkontrolle umgesetzt.

2.6 Das endoluminale Perforationsmodell der Subarachnoidalblutung

Das hier verwendete endoluminale Modell der Subarachnoidalblutung stellte eine Modifikation eines
von Bederson et al. (Bederson, Germano et al. 1995) entwickelten Verfahrens dar. Als
Erfolgskontrolle diente der schlagartige Anstieg des ICP, weswegen eine Hirndruckmessung
unumganglich war.

Daher wurde nach Intubation das Versuchstier in Bauchlage gebracht und die Haut am Schadel in der
Verbindungslinie von Auge und Ohr rechtsseitig inzidiert. Nach stumpfem Abtrennen der Galea
aponeurotica wurde der M. temporalis von der Crista supratemporalis abgetrennt und nach unten
mobilisiert. Unter Zuhilfenahme eines Mikrobohrers (Proxxon Micromot 50/E, Proxxon GmbH,
Niersbach, Deutschland) wurde unmittelbar unterhalb der Crista supratemporalis ein 0,2 mm grol3es
Loch in den Schadel gebohrt, allerdings ohne die Dura zu perforieren. In diese Offnung wurde eine
ICP-Druckmesssonde mit Durchmesser 1,2 mm (Codman Microsensor Basic Kit, Codman,
Norderstedt, Deutschland), die mit einer Messeinheit (ICP-Express, Codman, Norderstedt,
Deutschland) verbunden war, eingebracht. Nach Prifung des physiologischen ICP, der als
Ausgangswert festgehalten wurde, fixierte man die Sonde epidural mit Zahnzement (Poly-F Plus
Bondex, Dentsply DeTrey GmbH, Konstanz, Deutschland), um so einen Druckausgleich Uber die

Trepanation zu verhindern.

A. cerebri anterior
A cerebri mediam—

= A, carotis interna

A. sphenopalatina
5-0-Monofilament

A. carotis externa

=4, carotis communis

Abbildung 4: Schematische Darstellung des endoluminalen Perforationsmodells der SAB

Das Versuchstier wurde nun in Rickenlage gebracht und die Haut lGber dem linken lateralen
Halsdreieck inzidiert. Analog zum MCAO-Modell wurde die Gefdl3-Nervenscheide des Halses

dargestellt und die A. carotis communis mit ihren Abgdngen, der A. carotis externa und A. carotis
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interna, dargestellt. Die A. carotis externa wurde stammfern ligiert, die A. carotis communis und die
A. carotis interna temporar geclipt. Ein 3,0 cm langer, angespitzter, monofiler Faden der Starke 5-0
(Prolene 5-0, Ethicon, Norderstedt, Deutschland) wurde nach Querinzision der A. carotis externa
eingefiihrt und mit einer proximal davon gelegenen Ligatur in der A. carotis externa fixiert. Nach
Freigabe des Blutflusses liber die A. carotis communis durch Entfernung beider Clips wurde die A.
carotis externa durchtrennt und der eingefiihrte Perforationsfaden in die A. carotis interna
vorgeschoben. Unter visueller Kontrolle des ICP wurde der Faden weiter geschoben, bis es zum
massiven Anstieg des Hirndrucks kam. Dessen Spitzendruck wurde ebenfalls notiert. Unmittelbar
danach wurde der Faden zurlickgezogen, die A. carotis externa mit der vorgelegten Ligatur
verschlossen und der Blutfluss komplett freigegeben. Die Druckmesssonde wurde, nach letzter
Messung des ICP, wieder in Bauchlage entfernt und sowohl die Trepanation als auch die Hautwunde
mit Gewebekleber (Histoacryl, Braun Aesculap, Tuttlingen, Deutschland) verschlossen. Nach
Antagonisierung der Narkose wurden die Versuchstiere zur postoperativen Analgesie mit
Buprenorphin 0,15pg/kg KG s.c. (Temgesic, Reckitt Benckiser Healthcare Inc., Slough, UK) versorgt
und in eine Warmebox zur Temperaturkontrolle umgesetzt.

Zum Vergleich und um den Einfluss der Operationsmethode auf die Tiere abschatzen zu kénnen,
wurden Tiere SHAM-operiert. Die Prozedur verlief hierbei analog wie oben beschrieben, nur dass der
Faden nicht bis zum Anstieg des intrazerebralen Drucks vorgeschoben wurde, sondern ohne eine
Blutung auszulosen wieder zurlickgezogen wurde. Das postoperative Regime unterschied sich nicht

von den Tieren mit manifester SAB.
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2.7 Aufbau der ,Multi Spectral Optoacoustic Tomography*“
Den technischen Aufbau des in den Versuchen verwendeten MSOT zeigt Abb. 5:

B

Abbildung 5: Schematischer Aufbau des MSOT: 1 Haltevorrichtung; 2 Versuchstier; 3 Narkosemaske; 4
llluminationsebene; 5 Detektoranordnung (s. Fig. 1B, Kneipp et al.)

Dabei handelte es sich um ein Kleintier-MSOT. Zur Lichterzeugung diente ein Laser (Phocus, Opotek
Inc., Carlsbad, USA), der die Generierung von Lichtpulsen unter 10 ns bei einer
Wiederholungsfrequenz von 10 Hz ermdoglicht, mit einer Wellenlangenbandbreite von 680-950nm
und einer maximalen Pulsenergie von 120mJ bei 750nm, was den rechtlichen Vorgaben des
Laserschutzes entspricht. Die induzierten Ultraschallwellen wurden von einer aus 64 bzw. 128
Elementen bestehenden Detektorbatterie (Imasonic SAS, Voray, Frankreich) registriert. Deren
zylindrische Anordnung in einer 172° umfassenden Kreisebene und der Abstand von 40 mm zum
Fokuspunkt erlaubte die Generierung zweidimensionaler Schnittbilder in Echtzeit.

Das Versuchstier wurde hierzu in Riickenlage an eine Narkosemaske angeschlossen, in einer
horizontal verschiebbaren Halterung fixiert und mit einer Membran aus Polyethylen vom sich in der
Messkammer befindlichen 34°C warmen Wasser abgeschirmt. Diese Anordnung erlaubte eine
akustische Kopplung zwischen Versuchstier und den Ultraschall-Detektoren. Wahrend der ganzen
Untersuchung befand sich das Versuchstier in 2,0%-Isofluran-Narkose bei 0,8 O,/min.

Die in den Versuchen verwendeten 15 Wellenldngen erstreckten sich von 710nm auf 850nm. Der
Abstand zwischen den einzelnen Schnittbildern betrug immer 500 um, so dass zwischen 13 und 18
Ebenen pro Tier vermessen wurden.

Zusatzlich kam als Kontrastmittel im MSOT Indocyaningriin (ICG) (Absorptionsmaximum 800nm) zur

Anwendung, dessen Verteilung und Kinetik im zerebralen GefaRbett eine Abschatzung der



Perfusionsrate, sowohl wahrend der Ischamie als auch nach der Subarachnoidalblutung, erlauben

sollte. Dazu wurden den Tieren 25mmol/I ICG in 100ul NaCl verdlinnt gespritzt.

2.7.1 Messungen im Modell des ischamischen Schlaganfalls
Im Zuge unserer Experimente wurden acht Tiere vor der Prozedur in oben beschriebenem MSOT als
Referenz fiir die nachfolgende Ischdmiebildgebung vermessen. Den vollstindigen Ablauf der

Versuche zeigt Abb. 6.

<€

Abbildung 6: Ablauf der Messungen im MCAO-Modell

Vor der Operation wurde eine erste Messung im MSOT durchgefiihrt und den Versuchstieren ein
Katheter zur i.v.-Applikation eines ICG-Bolus in die Schwanzvene gelegt. Unmittelbar nach
erfolgreicher Platzierung des Fadens zur MCAO und Verschluss der Haut erfolgte die zweite Messung
im MSOT. Daran schloss sich eine analoge Messung unter Gabe von ICG an. Daraufhin wurde das
Filament entfernt und die Tiere wurden erweckt. Je nach Randomisierung erhielten die Versuchstiere
eine Verlaufsmessung im Abstand von 3 oder 6 Stunden nach MCA-Verschluss. Nach 24 Stunden
wurde ein Abschluss-MSOT durchgefiihrt, woraufhin sie getdtet und bei den Tieren 1 und 2 der ganze
Koérper und bei den Tieren 3-8 nach Herauslosen deren Hirne in flissigem Stickstoff konserviert
wurden. Zwischen den Messungen wurden die Vitalparameter (Kérpertemperatur, Atemfrequenz)

und die Narkosetiefe der Tiere in regelmaRigem Abstand kontrolliert.

2.7.2 Messungen im endoluminalen Perforationsmodell der Subarachnoidalblutung

Die Bildgebung der Subarachnoidalblutung erfolgte an acht Tieren in einer ersten Versuchsreihe 24
Stunden nach Auslésen der Blutung jeweils nativ und nach ICG-Gabe. Bei weiteren acht
Versuchstieren wurde analog zu den obigen Messungen zuerst ein Kontroll-MSOT durchgefiihrt, wie

Abb. 7 verdeutlicht.
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| mistologie

Abbildung 7: Ablauf der Messungen im endoluminalen Perforationsmodell der SAB

Dann wurde nach Legen eines i.v.-Katheters und dem Auslésen der Blutung, wie oben beschrieben,
das Gehirn gescannt. Im Anschluss nach ICG-Gabe folgte ein weiteres MSOT, sowie nach 24 Stunden
die Abschluss-Bildgebung. Unmittelbar danach wurde bei den ersten Tieren noch einmal der
intrakranielle Druck bestimmt. Bei der zweiten Versuchsreihe wurde davon abgesehen, weil die
Implantation der ICP-Sonde unter Sicht, histologisch validiert, einen zu groRen Kollateralschaden
verursachte. AnschlieBend wurden die Tiere getdotet und im Ganzen in flissigem Stickstoff
eingefroren. Wahrend der Experimente erfolgte die regelmaRige Kontrolle der Vitalparameter analog
zum MCAO-Modell. Bei den ersten Versuchen wurden ein MSOT-Gerdt mit einer 64 Elemente
umfassenden Detektoranlage eingesetzt, bei der zweiten Versuchsreihe hingegen eines mit 128
Elementen. Alle Messungen im MSOT wurden unter 2,0%-Isoflurannarkose bei 0,8l/min 0,
durchgefiihrt, wohingegen die Auslosung der Blutung unter oben beschriebener
Intraperitonealnarkose erfolgte. Aus diesem Grund musste das Narkoseregime zwei Mal, wenn auch

ohne Unterbrechung der Anasthesie, geandert werden.

2.8 Bildrekonstruktion

Nach Gewinnung vorldufiger Datensatze aus dem MSOT wurden die Bilder durch die am Projekt
beteiligten Mitarbeiter des IBMI, Moritz Kneipp und Jake Turner, rekonstruiert. Die gesamte
Bildanalyse im Rahmen dieser Arbeit ist Teil separater Dissertationen Moritz Kneipps und Jake
Turners. Einerseits erfolgte die Rekonstruktion nach dem Verfahren der ,filtered backprojection”,
das vor allem in der Computertomographie grofle Anwendung findet. Dabei leitet man zur genaueren
Darstellung einer Schnittebene des zu untersuchenden Objekts dessen Signal im Tomographen aus
mehreren zueinander versetzten Projektionen ab, wie Abb. 8 illustriert. Die Darstellung der exakten
Struktur wird durch eine dichotome Filterung der ankommenden Signale gewahrleistet, was die

Auflésung bzw. Trennscharfe erhoht.
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Abbildung 8: Schematische Darstellung der "filtered backprojection"-Technik; mod. nach "The Scientist and Engineer's
Guide to Digital Signal Processing”

Zur genaueren Verarbeitung der Datensidtze wurden zeitintensivere Rekonstruktionen mittels
,model-based reconstructions” erstellt. Diese Methode ermoglicht es, den optischen Fluss im
Medium sowie die Detektorgeometrie und das volumetrische Absorptionsverhalten zu
bericksichtigen. Diese Rekonstruktionen liefern unter Ricksichtnahme auf die in Kapitel 1.7.2
geschilderten physikalischen Eigenschaften ein exakteres Abbild der tatsachlichen Verhaltnisse im
Mausgehirn.

Die Referenz aller Bilder stellt der Scan bei einer Wellenlange von 790nm dar. Dies entspricht dem
isosbestischen Punkt des Hamoglobins, d.h. der Wellenldnge, bei der die Absorptionskoeffizienten
von deoxygeniertem und oxygeniertem Hamoglobin gleich sind. Aufbauend auf einer homogenen
Anregung und den Streuungseigenschaften des Gewebes kommt es vor allem aufgrund der starken
Absorptionseigenschaften des Hamoglobins zur Ableitung eines detektierbaren Signals. Daher
handelt es sich eigentlich eher um ein vaskuldres Signal und nicht um ein rein anatomisches,
zellulares Abbild der Gewebestruktur. Da aber zur Aufrechterhaltung des zerebralen Metabolismus
ein ausreichender Blutfluss, also eine homogene Hamoglobinverteilung, vorhanden sein muss, kann
dieses Signal als Referenz herangezogen werden. Einschriankend sei gesagt, dass mittels Erfassung
des Hamoglobins nur die korpuskuldren Anteile des Blutes erfasst werden kdnnen, der Hamatokrit
also mit beriicksichtigt werden muss. Die Messung bei 790nm reprasentiert folgerichtig auch das
zerebrale Blutvolumen (cerebral blood volume, CBV), also die totale Hdmoglobinkonzentration im

jeweiligen Schnittbild. Aufbauend darauf erfolgt die Aufschliisselung nach Biomarkern, die mit Hilfe
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der Absorptionsspektren von oxygeniertem und deoxygeniertem Hamoglobin und der
multispektralen Datensatze Riickschlisse auf den Sauerstoffgehalt in den Gefdllen erlaubt.

Diese Spektralanalysen wurden farbkodiert in allen Schnittebenen lber die Referenzmessung bei
790nm gelegt, so dass sich qualitative, subjektiv bewertbare Bilder daraus ableiten lassen. Um jedoch
guantitative, vergleichbare Daten zu generieren, wurde in den Scans der MCAO-Versuchsreihe die
Region-of-Interest (ROI)-Methode angewandt. Hierbei beschrinkten wir uns, im Gegensatz zur
flachigen Abbildung des gesamten Gehirns, auf zwei jeweils definierte korrespondierende Punkte in
linker und rechter Hemisphare, sowohl im Kortex als auch im Striatum. Diese Punkte wurden
aufgrund morphologisch eindeutig zuordenbarer Hirnareale zu den drei Messzeitpunkten in den
790nm- Scans aller acht Tiere ausgewadhlt und die Signalintensitdten beider Hemispharen in das

Verhaltnis gesetzt.

2.9 Histologische Auswertung

In allen Versuchen folgte die routinemalige Aufbereitung der Gehirne als Histologie. Mit Hilfe eines
Cryomikrotoms (Leica CM 1950, Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Deutschland) wurden
Gefrierschnitte aller Versuchstiere angefertigt und mit HE gefarbt. Hierzu vielen Dank an Florian
Jurgeleit (MTA) vom IBMI, der uns bei den Schnitten unterstitzt hat.

Die Proben aus den Messungen zum ischamischen Schlaganfall wurden mit der Schichtdicke von
10um im Abstand von jeweils 500 um auf Objekttrager Gbertragen. Im Anschluss an eine HE-Farbung
erfolgte einer Quantifizierung des endgiiltigen Infarktvolumens mit Hilfe eines Durchlichtmikroskops
und einer Messsoftware. Hierzu wurden alle Objekttrager einzeln hinsichtlich der sichtbaren
InfarktgroRe vermessen und die einzelnen Infarktflachen unter Beriicksichtigung der Schichtdicke mit
Hilfe von Microsoft Excel zum Gesamtinfarktvolumen aufaddiert. Diesbeziiglich vielen Dank an Irina
Eskina (MTA) vom Lehrstuhl fir Experimentelle Neurochirurgie am Klinikum rechts der Isar.

Von den Tieren der Experimente zur Subarachnoidalblutung wurden Schnitte von jeweils 30um alle
300um genommen. Bevor man die jeweiligen Schnitte auf einen Objekttrager Gbertrug, wurden mit
einem speziell gefertigten Kamerasystem Farbbilder unter Normallicht und im Fluoreszenzmodus
(Anregung: 740 nm, Detektion: 800 nm) aufgenommen. Die Schnitte wurden im Anschluss mit HE

gefarbt.

2.10 Applikation von Oxycyte®© nach Subarachnoidalblutung

Bei den Versuchen konnten drei Versuchsgruppen unterschieden werden. Bei der ersten Gruppe
handelte es sich um SHAM-Tiere, die nach der OP fiir 24 h in eine Warmebox mit Raumluft gesetzt
wurden. Die zweite Gruppe umfasste die operierten Kontrolltiere, denen unmittelbar nach der
Blutung 240ul NaCl Gber die Schwanzvene injiziert wurden. Diese Tiere wurden ebenfalls fiir 24 h in

einer Waiarmebox bei Raumluft gehalten. Und als dritte Gruppe gab es die Tiere mit
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Subarachnoidalblutung, die nach der Blutung 240ul Oxycyte© i.v. in einer Konzentration von 6g/kg KG
erhielten und dann 24 h in einer abgedichteten Warmebox bei 100%-0,-Sattigung verbrachten.
Wahrenddessen hatten alle Tiere freien Zugang zu Wasser und Nahrung. Die Bereitstellung der
Injektionen erfolgte randomisiert und verblindet fiir den Operateur, so dass letztendlich 52 Uber
einen Zeitraum von zwei Monaten operierte Tiere gleichmalig verteilt auf die drei Gruppen in die
Auswertung eingeschlossen wurden.

Bei Oxycyte® handelt es sich um ein ringférmiges Perfluorocarbon, des Perfluoro-t-butylcyclohexan

in einer 60%igen Emulsion mit Eiphospholipiden.

Abbildung 9: Perfluoro-t-butylcyclohexan-Strukturformel; mod. nach www.synquestlabs.com
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2.11 Neurologische Testung nach Subarachnoidalblutung

Bei den 24 h nach SAB-Induktion durchgefiihrten Tests handelte es sich um die Modifikation einer

Verhaltenstestbatterie nach Chen et al. (Chen, Li et al. 2001), die verschiedene motorische und

sensorische Parameter erfasste und so die Neurophysiologie der Versuchstiere objektivierte, wie

Tabelle 2 illustriert.

Tabelle 2: Neurologische Testbatterie (mod. nach Chen et al.)

Art des Tests

Ausmal der Hemiparese

Fehlende Streckung der Vorderpfote
Fehlende Streckung der Hinterpfote
Fehlendes Heben des Kopfes > 10° binnen 30 s

Gangtest

Normaler Gang
Unsicherer Gang (Breites Gangbild)
Kreiseln

Keine Bewegung

Koordination: Beam Walk Test

Sicheres Balancieren

Festklammern am Stab

Abrutschen mit einer Extremitat

Abrutschen mit zwei Extremitaten oder Kreiseln um den Stab
Versuch nicht abzurutschen >30s

Versuch nicht abzurutschen >20s

Versuch nicht abzurutschen < 10s

Sensorik
Corneal-Reflex nicht auslosbar

Pinna-Reflex nicht auslosbar

Punkte

w N = O

o U0 A W N, O

Bei der ersten Aufgabe wurde das Tier an seinem Schwanz in geringer Hohe Uber den Boden

gehalten. Neurologisch unbeeintrachtigte Mause versuchten durch Ausstrecken der Extremitdten



und Absenken des Kopfes das Aufsetzen auf dem Boden zu antizipieren, wohingegen Versuchstiere
mit Vigilanzeinschrankung oder sensomotorischem Defizit das nicht vermochten.

Die zweite Aufgabe umfasste das Gangverhalten auf einer ebenen Flache, das in Relation zum
Normalbefund beurteilt wurde.

Als dritte Aufgabe zur Uberpriifung komplexer Bewegungsabliufe und Koordination diente der
,Beam Walk Test”, bei dem die Tiere in einer Hohe von ca. 30 cm auf einem runden, mit Heftpflaster
beklebten Stab balancieren mussten. Je nach neurologischer Beeintrachtigung gelang es dem
Versuchstier, sich normal auf dem Stab fortzubewegen bzw. sich fiir die Zeitdauer von mindestens
30s auf dem Stab zu halten.

Zum Schluss dienten die Auslésbarkeit des Korneal-Reflexes und des Pinna-Reflexes (Kopfschiitteln
auf taktilen Reiz im duBeren Gehorgang) zur Evaluation sensorischer Verschaltungen.

Diese Teste sollten bei einer erreichbaren Gesamtpunktzahl von 14 Punkten der Stratifizierung des
Schweregrads der globalen neurologischen Beeintrachtigung dienen. Hierzu erfolgte die Einteilung in
drei Untergruppen: Mildem Schadensprofil entsprachen 1-5 Punkte, mittlerem Schadensprofil 6-10

Punkte und schwerem Schadensprofil 11-14 Punkte.

2.12 Hirnwassergehaltmessung nach Oxycyte©-Applikation

Zur Objektivierung des durch eine SAB induzierten Schadens hat sich, wie bereits von Feiler et al.
gezeigt (Feiler, Friedrich et al. 2010), die Bestimmung des Hirnwassergehalts als verlasslicher und
geeigneter Parameter erwiesen. Das durch die Subarachnoidalblutung induzierte Hirnédem erlaubt
es, in Zusammenschau mit den neurologischen Tests das Ausmal’ der SAB zu quantifizieren.

Dazu wurden die Tiere 24 h nach der Blutung dekapitiert. Das Riechhirn und das Kleinhirn wurden
abgetrennt, die Hemispharen geteilt und deren Nassgewicht jeweils separat bestimmt. Nach 24 h bei
110 °C im Trocknungsschrank (APT.line FD23, Binder GmbH, Tuttlingen, Deutschland) wurde erneut
das Gewicht der Hemisphidren gemessen und nach der Formel (Nassgewicht-

Trockengewicht/Nassgewicht) der prozentuale Hirnwassergehalt berechnet.

2.13 Statistische Auswertung
Zur Beurteilung der Daten wurden Varianzanalysen fir unverbundene Stichproben durchgefiihrt. Die

Nullhypothese, das heildt kein statistisch nachweisbarer Unterschied der untersuchten Daten, wurde
mit einer Fehlerwahrscheinlichkeit von unter 5% abgelehnt. Mit Hilfe der Programme Excel 2010
(Microsoft GmbH, UnterschleiBheim, Deutschland) und SigmaStat 3.5 (Systat Software GmbH,
Erkrath, Deutschland) wurde die Statistik fir diese Arbeit durchgefiihrt. Die Graphiken wurden mit
SigmaPlot 11.0 (Systat Software GmbH, Erkrath, Deutschland) erstellt. Sofern nicht anders
gekennzeichnet sind alle Ergebnisse als Mittelwert £+ Standardabweichung angegeben. Fir den

Vergleich der CBV-Ratios der ROI-Analyse der MCAO-Bildgebungsstudie verwendeten wir aufgrund
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nicht normalverteilter Daten den Friedman-Test und haben die Ergebnisse in Form von Boxplots
graphisch dargestellt. Die Bestimmung der Mortalitatsrate und des prozentualen Hirnwassergehalts
in den Versuchen mit Oxycyte erfolgte ebenfalls nicht-parametrisch, weswegen diese Daten ebenfalls
als Boxplots dargestellt sind. Demgegeniiber wurden die Ergebnisse der neurologischen Testung zu

Subklassen zusammengefasst und in prozentualen Anteilen dargestellt.
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3 Ergebnisse

3.1 MSOT-Bildgebung: Ischdamischer Schlaganfall

In der in-vivo Studie zum ischamischen Schlaganfall wurden insgesamt acht Tiere untersucht. Ein Tier
schied aufgrund eines fehlenden Infarkts aus der Wertung aus. Die empirisch erhobenen
Rahmendaten der untersuchten Tiere zeigt Tabelle 3. Auch wenn die histologisch gesicherte
InfarktgroRe als primarer Endpunkt im Mittel nur 66 mm?® betrigt und damit unter den in
Vergleichsstudien mindestens gemessenen 90 mm? liegt (Standard operating procedures (SOP) in
experimental stroke research: SOP for middle cerebral artery occlusion in the mouse), liegt die
Standardabweichung mit £25mm?® im dort geforderten Rahmen, um eine zuléssige Homogenitat der

untersuchten Gruppe vorauszusetzen.

Tabelle 3: Zusammenfassung der Versuchsreihe im MCAO-Modell des ischamischen Schlaganfalls

Anzahl der Scans
Kumulierte 3 h10
Narkosezeit min

2 h 40
min

2 h 10
min

2 h 40
min

2 h 50
min

2 h 55
min

3 h 00
min

OP-Zeit 55min 10 min 30min 20 min 15min 20min 30 min 20 min
Scan-Zeit 20min  20min 20min  20min 20min 20min 20 min 20 min
InfarktgroRe Kein 36 55 69 39 88 73 104
(Histologisch Infarkt  mm? mm? mm? mm? mm? mm? mm?

gesichert)

3.1.1 Morphologische Bildgebung im MCAO-Modell

Abb. 10 zeigt eine reprasentative Schnittebene im Scan vor Ischdmie mit dazu korrespondierender
Histologie nach Ischamie (mod. nach Abb. 2a aus Publikation Kneipp et al., die Teil dieser Arbeit ist
(Kneipp, Turner et al. 2014)). Diese Schnittebene ist im Gehirn weiter kaudal gelegen, so dass neben
dem Kortex bereits Anschnitte des Mittelhirns mit dem peridquaduktalen Grau und der Formatio
reticularis als Teil des Hirnstamms zu sehen sind. In den in den MCAO-Versuchen rekonstruierten
Bildern entspricht die linke Hemisphare des Tieres der rechten Seite des Bildes, wie durch die
korrespondierende Histologie mit linkszerebralem Infarkt illustriert. In dem bei 790nm
rekonstruierten Bild ldsst sich die Struktur des Gehirns in Ultraschallqualitdt ableiten. Die
Wellenldange 790nm entspricht dem isosbestischen Punkt, also der Wellenldnge, bei der sich die
Absorptionskoeffizienten von oxygeniertem und deoxygeniertem Hamoglobin entsprechen. Dadurch
kommt es zu keiner Gewichtung des Signals basierend auf der Oxygenierung des Gewebes, sondern

zur Darstellung der totalen Himoglobinkonzentration. Deswegen reprasentiert diese Rekonstruktion



das vaskulare Hintergrundsignal und somit wie in Kap. 2.8 ausgefiihrt die beste Ndaherung an die

reelle Morphologie des Gehirns.

Abbildung 10: MCAO-Vergleich: MSOT-Schnittbild Maus 6, Slide 12 und Histologie (KX = Kortex; DG = Gyrus dentatus;
PAG = peridquaduktales Grau; FR = Formatio reticularis; INR = linearer rostraler Nukleus), mod. nach Kneipp et al.

Allerdings war die morphologische Zuordnung im pra-ischamischen Nativbild nicht in allen
Messungen so eindeutig, wie Abb. 11 illustriert. Die Schnittebenen entsprechen denen von Abb. 10.
Die Aussagekraft der Scans war von Tier zu Tier sehr unterschiedlich. Wahrend in Maus 4 eine
Zuordnung zwischen MSOT und postmortaler Histologie in der unversehrten rechten Hemisphare

vorstellbar ist (s. Pfeil), fallt dies bei den Tieren 3 und 5 schwerer.

Histologie

f—-\-\
Vo Vgl
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Abbildung 11: MCAO-Vergleich: MSOT-Schnittbilder mit Histologie in den Tieren 3, 4 und 5

Die nach Ischdmie unter ICG-Gabe durchfiihrten Messungen erbrachten keinen Mehrwert an

Bildinformation, weder zur Kontrastverstarkung noch zur genaueren Perfusionsabschatzung, wie an
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Abb. 12 ersichtlich wird. Hierbei handelt es sich um die gleiche Schnittebene wie Abb. 10. Aus diesem

Grund wurden die ICG-verstarkten Bilder in die weitere Auswertung nicht mit eingeschlossen.

Abbildung 12: MCAO-Vergleich: MSOT nativ mit MSOT nach ICG-Gabe (Maus 6, Slide 12)

3.1.2 Funktionelle Bildgebung im MCAO-Modell
Abb. 13 (mod. nach Abb. 2b aus Publikation Kneipp et al., die Teil dieser Arbeit ist (Kneipp, Turner et

al. 2014)) zeigt die zu Abb. 10 passende Spektroskopie, die aufbauend auf den
Absorptionseigenschaften des Himoglobins bei verschiedenen Wellenlangen im Nah-Infrarot-Bereich
die Sauerstoffsattigung des Gewebes darstellt. Blau eingefarbte Areale entsprechen deoxygeniertem

Hamoglobin, wahrenddessen rote Gebiete hohere Sauerstoffspannungen reprasentieren.

Sinus sagittalis
A. cerebri posterior

A. temporalis superficialis

V. temporalis superficialis

Abbildung 13: Hamoglobin-Spektroskopie (Maus 6, Slide 12)

Einschrankend sei aber festgehalten, dass es sich hierbei nicht um quantitative Werte handelt. Denn
je nach Festlegung des Schwellwerts unterscheiden sich die Farbintensitaten, sodass ein Vergleich
der Absolutwerte der Oxygenierung zwischen den Tieren nicht zuldssig ist. Allerdings ldsst sich ein
Muster durch alle Tiere ableiten, wie exemplarisch Abb. 13 zeigt. Die groBen extra- und
intrakraniellen GefdlRe lassen sich deutlich abgrenzen. AuBerdem fdllt im nativen Scan eine
Symmetrie zwischen den Hemispharen, ebenso wie ein homogenes Verteilungsmuster des DeOxy-
Hamoglobin-Signals im Parenchym auf. Das wiederum kann als eine gleichmaRige Perfusion bei
homogener Sauerstoffextraktionsrate im Gehirn interpretiert werden. Dieser Sachverhalt findet sich
durchweg in allen Schnittebenen bei allen ausgewerteten Tieren.

Abb. 14 (mod. nach Abb. 2c aus Publikation Kneipp et al., die Teil dieser Arbeit ist (Kneipp, Turner et
al. 2014)) zeigt eine reprasentative vollstandige pra-/postoperative Tomographie einer Maus.

Beginnend links oben auf Hohe der rostralen GroRhirnhemisphdren bis hin zum Hirnstamm sind
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Schnittbildebenen im Abstand von 1 mm gezeigt. Dabei zeigt sich neben der Formveranderung des
Gehirns deutlich eine Symmetrie im Scan vor der Ischamie, versinnbildlicht durch die homogene
Sauerstoffverteilung in der Spektroskopie. Das starke Signal des oxygenierten Hamoglobins in den
extrakraniellen und pialen GefaRRen erlaubt allerdings keine gute Differenzierbarkeit im Parenchym,
weswegen die folgenden Spektroskopien rein auf Grundlage des DeOxy-Signals ausgefiihrt wurden.
Im 24 h-Scan sieht man eine Signalerhohung linkshemispharisch (s. Pfeile) in den zentralen
Schnitten, die dem Versorgungsgebiet der A. cerebri media entsprechen. Dieses Signalverhalten kann
im Sinne einer erhohten Sauerstoffextraktion im Vergleich zur Gegenseite in diesen Arealen nach

Gefallverschluss gesehen werden.

Scan vor Ischamie

Scan 24 h nach Ischamie

Abbildung 14: Vergleichende pri-/postoperative Tomographie Maus 7; mod. nach Kneipp et al.

Dass es sich hierbei nicht um einen zufalligen Befund bzw. ein Artefakt handelt sieht man in Abb. 15
(= mod. nach Abb. 3 aus Publikation Kneipp et al., die Teil dieser Arbeit ist (Kneipp, Turner et al.
2014)). Anhand dreier exemplarischer Tiere lassen sich mehrere Feststellungen treffen. In allen Scans
vor Ischamie ist eine klare Symmetrie des DeOxy-Signals beider Hemispharen auszumachen. Dieser
Zustand ist wahrend der Ischamie vollkommen aufgehoben. Obwohl sich die Veranderungen im
Signalverhalten nicht in allen drei Tieren exakt gleichen, kommt es doch unstrittig zur Umverteilung
des DeOxy-Signals im ischamisch kompromittierten Hirn. Dass diese Verdnderungen nicht nur
tempordrer Natur sind, verdeutlicht der 24h-Scan, in dem diese Muster, wenn auch in attenuierter

Form, noch deutlich zu erkennen sind.

42



Pra-Ischamie Ischamie 24h - Scan Histologie

Abbildung 15: MCAO-Vergleich: Zeitlicher Verlauf der DeOxy-Hamoglobinspektroskopie dreier Tiere; mod. nach Kneipp
et al.

Aufgrund des Fehlens absoluter Referenzwerte ist eine Vergleichbarkeit zwischen den Tieren nicht
moglich. Daher wurde eine Analyse der Seitenverhaltnisse in ausgewdhlten Arealen durchgefiihrt
und dadurch die Gesamtanalyse Uber alle Tiere ermdglicht. So zeigt Abb. 16 (mod. nach Abb. 4 aus
Publikation Kneipp et al., die Teil dieser Arbeit ist (Kneipp, Turner et al. 2014)) ergdnzend einen
Interhemispharenvergleich absoluter Absorptionen aller Tiere fiir ausgewdhlte Messpunkte im
Kortex und im Striatum. Hierdurch kénnen nun Anderungen der Blutvolumenverteilung in der nicht
perfundierten Hemisphare relativ zur Gegenseite im Verlauf nachvollzogen werden, wodurch sich die
Anderung des totalen zerebralen korpuskuldren Blutvolumens in allen Tieren nachweisen lasst. Die
Bilder reprasentieren wiederum die Absorption des Hamoglobins bei 790 nm, was dem

isosbestischen Punkt entspricht.
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Abbildung 16: MCAO-Vergleich: Blutvolumenverhaltnisse aller Tiere im Verlauf; mod. nach Kneipp et al.

Bezogen auf das totale CBV zeigen sich deutliche Unterschiede. Wie aus den linksseitigen Teilen der

Graphik ersichtlich wird, ist im Kortex wahrend der Ischamie in allen Tieren eine deutliche Abnahme

des zerebralen Blutvolumens linkshemispharisch im Vergleich zur Gegenseite zu beobachten. Durch

Aufarbeitung der Daten in Form eines Boxplots wird deutlich: Der Median der ROI-Ratios befindet

sich vor der Ischdamie naherungsweise beim Wert 1, die totale Hamoglobinkonzentration ist an
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beiden Messpunkten gleich. Dieser Quotient verschiebt sich wahrend der Ischamie zuungunsten der
linken Hemisphare, weswegen der Wert auf 0,9 abfallt, um dann nach Reperfusion kompensatorisch
liber das Ausgangsniveau anzusteigen. Wie die Abbildung ebenfalls zeigt, sind die Messwerte,
versinnbildlicht durch die Quartilen und die fehlenden Ausreisser, symmetrisch verteilt, so dass die
Signifikanz dieser Ergebnisse in allen Tieren nachgewiesen ist. Daraus ldsst sich der Nachweis einer
erfolgreichen Okklusion der A. cerebri media ableiten.

Im Striatum verhélt es sich anders, wie der rechte Teil der Abbildung illustriert: Wahrend der
Okklusion der MCA ist prozentual in beiden Messpunkten in allen Tieren eine Hyperdmie zu
verzeichnen. Aufgetragen in Form eines Boxplots zeigen sich auch hier Anderungen der Mediane der
ROI-Ratios der totalen Hamoglobinkonzentration, wenn auch in geringerem AusmaR als im Kortex.
Eine Signifikanz lasst sich aus diesem Grund nur zwischen dem Ausgangswert und den jeweiligen
Werten des CBV in der Ischdmie und 24 h nach Okklusion nachweisen, jedoch nicht untereinander.
Nichtsdestoweniger steigt wahrend der Ischdmie der Wert fiir den Median der ROI-Ratios signifikant

an und kehrt auch nach Reperfusion nicht auf den Ausgangswert zuriick.

3.2 MSOT-Bildgebung: Subarachnoidalblutung

In zwei aufeinanderfolgenden Versuchsreihen wurden insgesamt 16 Tiere eingeschlossen. Bei den
ersten Experimenten wurden die Mause (n=8) lediglich exakt 24 Stunden nach Auslésung der Blutung
vermessen. Es existieren also keine Vergleichsdaten im Sinne eines Scans vor Blutung, es wurden
jedoch zwei SHAM-operierte Tiere als Referenz mit ausgewertet. Ein Tier verstarb vor Beginn der
Messungen, weswegen es nicht in die Auswertung eingeschlossen wurde. Die empirisch erhobenen
Daten dieser Messungen zeigt Tabelle 4. In der ersten Zeile der Tabelle sind der anfangs gemessene
ICP, der Spitzenhirndruck und der Druck bei Abschluss der Operation aufgefiihrt. Der intrakranielle
Spitzendruck betrdgt bei den Tieren mit Blutung im Mittel 90 + 39mmHg, ist also starken

Schwankungen zwischen den Tieren unterworfen.

Tabelle 4: Zusammenfassung der ersten Versuchsreihe SAB

Maus 9 Maus 10 Maus 11 Maus 12 Maus 13 \ETT
SHAM 2
ICP- 6/109/17 8/73/22 8/126/22 8/26/13 6/71/14 7/7/7 6/6/6
Verlauf mmHg mmHg mmHg mmHg mmHg mmHg mmHg

[ E N 17 mmHg 24 mmHg 16 mmHg 17 mmHg 16 mmHg 7 mmHg 12 mmHg
24 h

3.2.1 Morphologische Bildgebung bei der Subarachnoidalblutung
Abb. 17 zeigt ein reprasentatives Beispiel eines Schnittbilds im MSOT 24 Stunden nach

Subarachnoidalblutung. Wie in den oben gezeigten Bildern nach MCAO-Verschluss sind die grofRen
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Blutleiter des Gehirns zu erkennen. Allerdings ist die Auflosung des MSOTs zu gering, um das
subarachnoidale Blut eindeutig identifizieren zu kénnen, oder um volumetrische Messungen Uber
das Ausmal’ des subarachnoidalen Blutes durchzufiihren. Auffallig ist eine prominente linksparietale
Signalanhebung (s. Pfeil), die auf die Implantation der Druckmesssonde zurilickzufiihren ist, welche zu

einem Gewebeschaden fihrt, der mit der Messung interferieren kann.

Sinus sagittalis — =

Sinus transversus

Abbildung 17: SAB-Vergleich: MSOT-Schnittbild Maus 10, Slide 10 mit Histologie

Analog zu den Versuchen im MCAO-Modell erbrachten die ICG-gestitzten Messungen keinen
hoheren Bildkontrast und damit keinen diagnostischen Mehrwert, wie die zu Abb. 17

korrespondierende Schnittebene in Abb. 18 zeigt.

nativ

Abbildung 18: SAB-Vergleich: MSOT nativ mit MSOT nach ICG-Gabe (Maus 10, Slide 10)

3.2.2 Funktionelle Bildgebung bei der Subarachnoidalblutung

Abb. 19 zeigt wiederum eine Spektroskopie mehrerer Tiere der ersten Versuchsreihe, also 24 h nach
der Blutung. Vorab ist zu erwdhnen, dass die ausgeprdagten Hamatome in der Histologie auf das
Wiedereinfiihren der Druckmesssonde unter Sicht nach der Bildgebung zurlickzufiihren sind und aller
Wahrscheinlichkeit nach nicht der in-vivo Situation der Messung entsprechen. Wahrend das Oxy-
Hamoglobin-Signal (rot) aufgrund der linksseitigen Wunde extrakraniell sehr intensiv abzuleiten ist
und als der Einfluss des Gewebeschadens gelten muss, erscheint das Parenchym in der DeOxy-Signal-
Spektroskopie in den Tieren mit SAB aufgelockert und inhomogen, unabhangig von der Hemisphare
(s. Pfeile). Da die globalen Auswirkungen der Blutung nach 24 h nicht strikt einer Gehirnregion
zuzuordnen sind, erscheint diese Asymmetrie im MSOT-Bild moglich. Im Gegensatz dazu wirkt die

Signalverteilung im SHAM-Tier etwas symmetrischer. Allerdings sind wie bereits in der Ischamie-
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Bildgebung keine absoluten Werte ableitbar und damit die Tiere quantitativ nicht miteinander zu

vergleichen.

Deoxy-Hb Histologie

o
i
(%)
=
(1}
=

Maus 11

Abbildung 19: SAB-Vergleich: Spektroskopie 24 h nach Blutung mit Histologie

Aus diesem Grund haben wir in einer weitere acht Tiere umfassenden Messreihe in Analogie zu der
Ischamie-Bildgebung eine praoperative Referenzmessung durchgefiihrt, sodass individuelle
Vergleichsdaten fiir jedes Tier vorliegen, wie Tab. 5 zu entnehmen ist. Auch wurde zur Verbesserung

der Auflésung eine 128 Elemente umfassende Ultraschalldetektorbatterie verwendet. Keines der

Tiere Uberlebte 24 Stunden.

Tabelle 5: Zusammenfassung der zweiten Versuchsreihe

Anzahl g 3 4 3 3 3 4 5
Scans

(o 31/46/41 27/36/32 14/42/22 7/70/19 7/107/29 10/72/16 7/31/8 4/4/3
\AETTEY mmHg mmHg mmHg mmHg mmHg mmHg mmHg mmHg

Hier zeigt sich mit einem Mittelwert von 57 + 27mmHg erneut eine groRe Streuung der
intrakraniellen Druckwerte. Unter Berlicksichtigung der kleinen Tierzahl und der Komplexitat der
Operation ist eine gewisse Inhomogenitat allerdings nicht zu vermeiden.

Abb. 20 zeigt exemplarisch zu den Messungen der zweiten Versuchsreihe rekonstruierte Bilder.
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Maus 14 (46 mmHg) Maus 17 (70 mmHg)

Anatomie Spektroskopie Anatomie Spektroskopie

|

Abbildung 20: SAB-Vergleich: Pra-/postoperative MSOT-Bilder der zweiten Versuchsreihe

Die Gegentlberstellung vergleichbarer Schnittebenen zweier Tiere mit unterschiedlichem
intrakraniellem Spitzendruck ist stellvertretend fiir die gesamte Serie, inklusive dem SHAM-Tier.
Grundsatzlich ist festzuhalten, dass sich die Bilder vor und nach der Blutung nicht signifikant
unterscheiden. Es finden sich keine Hinweise auf unmittelbar nach SAB bestehende
Hypoperfusionen, zumindest nicht in der hier verwendeten MSOT-Anwendung. Nachdem alle Tiere
Gber Nacht verstorben sind, existieren keine 24h - Daten, sodass auch keine Aussage zu

Hypoperfusionen im weiteren Verlauf gemacht werden kann.

3.3 Therapiestudie mit Oxycyte©

3.3.1 Intrakranielle Druckverteilung

Um die Effekte der Applikation eines Perfluorocarbons nach einer Subarachnoidalblutung beurteilen
zu konnen, bedarf es einer guten Standardisierung der Ausgangsbedingungen. Im Mittel lag der
Hirndruck bei den mit Oxycyte® behandelten Tieren bei 67 + 22 mmHg. Im Vergleich dazu lagen die
Werte in der Vehikelgruppe bei 66 + 18 mmHg. Die Hohe des ICP nach Auslésen der Blutung
korreliert mit dem Ausmal der Schadigung des Gehirns, womit die Schwere der
Subarachnoidalblutungen in beiden Gruppen vergleichbar ist. Damit ist gewahrleistet, dass ein
moglicher therapeutischer Effekt des Perfluorocarbons nicht durch Vorselektion verfalscht wird. Bei
den SHAM-operierten Tieren war der ICP 13 + 4 mmHg, also etwas hoher als der in anderen Studien
gemessene physiologische ICP. Dieser Sachverhalt kann der Grofle der verwendeten

Druckmesssonde zugeschrieben werden.

3.3.2 Mortalititsrate
Analog zur Subarachnoidalblutung im Menschen ist die Mortalitatsrate des hier verwendeten

Modells Uber alle operierten Tiere mit 33% hoch. Vergleichbare Studien haben dhnliche Werte
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gezeigt. Aufgeschlisselt nach Prozeduren ergibt sich ein differenzierteres Bild, wie Abbildung 21

zeigt.

35 -

25 -+
[l Nach 24 h verstorbene Tiere

20 + [l Nach 24 h lebende Tiere

15 +

Anzahl Tiere pro Gruppe

SAB Vehikel SAB Oxycyte SHAM

Abbildung 21: Oxycyte©-PiIotstudie: Vergleich der Mortalitatsraten

Wie zu erwarten ist von den SHAM-operierten Tieren keines verstorben. Von 25 operierten und mit
NaCl behandelten Tieren sind 6 Mause, also 24 % im Zuge der Operation verstorben. Bei der
Oxycyte©—Gruppe mit einer Ausfallsrate von nahezu 37 % waren 30 Tiere zu operieren, um auf eine
identische KohortengréRe von n = 19 zwischen Vehikel- und Oxycyte®-Gruppe zu kommen. Die
Behandlung mit Oxycyte® in der Konzentration von 6g/kg KG und der Zufuhr von 100% Sauerstoff
Uber 24 h bei ansonsten gleichen Ausgangsbedingungen im Vergleich zur Gabe von 240ul NaCl und

24h Raumluft fiihrt binnen eines Tages zu einer erhéhten Sterblichkeit.
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3.3.3 Hirnwassergehalt
Als zusatzlicher objektiver Parameter dient der Hirnwassergehalt als Indikator fir das durch die SAB

ausgeldste Hirnoédem.

81,0 1 *

80,5 4

80,0 +

79,5 o

79,0 4
1

Hirnwassergehalt - beide Hemisphéaren in %

78,5%

SAB Vehikel SAB Oxycyte SHAM

Abbildung 22: Oxycyte©-PiIotstudie: Vergleich des Hirnwassergehalts

Wie Abb. 22 zu entnehmen ist zeigt sich bei der Gegenliberstellung der Mediane des prozentualen
Hirnwassergehalts beider Hemispharen eine Signifikanz im Unterschied von SHAM mit 78,94% zu den
operierten Tieren. Innerhalb der Tiere mit SAB gibt es keinen signifikanten Unterschied im Hirnédem
zwischen 79,34% in der Vehikelgruppe und 79,46% in der Oxycyte®-Gruppe. Die Gabe eines
standardisierten Volumens Perfluoro-tert-Butylcyclohexan bewirkt im Vergleich zur Verabreichung
der gleichen Menge physiologischer Kochsalzlésung 24 h nach Subarachnoidalblutung keinen

geringeren Anstieg des Hirnwassergehalts.



3.3.4 Neurologische Testung
Zur Testung der funktionellen Einschrdnkungen nach Applikation von Oxycyte® unmittelbar nach
einer Subarachnoidalblutung wurden die Tiere in verschiedenen Bereichen nach 24 h untersucht. Die

Auswertung verdeutlicht Abb. 23:
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Abbildung 23: Oxycyte©-PiIotstudie: Vergleich der Schweregrade in der neurologischen Testung

Die Einteilung erfolgte gemal einer Subgruppierung nach Schweregraden, wobei ein Score von 1-5
nur leichte Defizite versinnbildlicht. Ein Score von 6-10 reprasentiert eine mittelstarke Schadigung
und ein Score von 11-14 impliziert schwerste funktionelle Ausfille. Die SHAM-Tiere zeigen
ausnahmslos ein durch das operative Vorgehen selbst ausgelostes mildes Schadensprofil. Die
anderen beiden Gruppen bieten im Vergleich dazu ein inhomogeneres Bild. Den weitaus groRten
Anteil an den schwer betroffenen Tieren hat die Oxycyte®-Versuchsgruppe mit 37,5% aller
untersuchten Tiere. Demgegenliber stehen nur 13% schwer beeintrachtige Tiere in der
Vehikelgruppe. Also l4sst sich vermuten, dass die Gabe von Oxycyte® in unseren Versuchen einen

negativen Einfluss auf das funktionelle Outcome nach SAB binnen 24 h hat.



4 Diskussion

4.1 Methoden

4.1.1 Auswahl der Versuchstiere

Die Erforschung zerebrovaskularer Erkrankungen erfolgte im Tierexperiment in den letzten Jahren
vor allem an Nagetieren. Dies ist darauf zurlckzufiihren, dass sich pathophysiologische Vorgange in
Nagern aufgrund ihrer phylogenetisch relativ engen Verwandtschaft gut mit denen hdherer
Saugetiere vergleichen lassen. Natirlich bleibt dabei zu beriicksichtigen, dass das Gehirn von Ratten
und Mausen nicht so komplex wie das des Menschen aufgebaut ist und sich auch die
GefaRarchitektur unterscheidet. Nichtsdestoweniger bieten diese Tiere aufgrund ihrer durch Zucht
erworbenen genetischen Homogenitat und der Moglichkeit der Einflussnahme durch transgene und
Knock-out-Verfahren auf Genexpressionsmuster eine stabile Grundlage fir reproduzierbare und vor
allem vergleichbare Ergebnisse. In unseren Studien sind vor allem C57/Bl6-Mause als Versuchstiere
zum Einsatz gekommen, mit denen man in vielen Laboren weltweit grofle Erfahrung hat sammeln
kénnen.

Experimente im MSOT sind mit diesen Tieren jedoch nicht mdglich. Das Fell der Tiere verursacht
Interferenzphdanomene bei der Signaldetektion, weswegen die Artefaktiiberlagerung zu grol8 ware,
um verwertbare Bilder zu erhalten. Aus diesem Grund bendétigt man entweder haarlose oder nackte
Tiere. Bei Verwendung von Tieren der Nacktmaus-Linien, die aufgrund eines Gendefekts neben dem
Ausbleiben der Korperbehaarung auch eine fehlende Entwicklung des Thymus aufweisen, stellt sich
jedoch wegen der reduzierten Immunkompetenz das Problem einer veranderten Pathophysiologie
mit erhoéhter Sterblichkeit im endoluminalen Perforationsmodell der SAB dar, die bei gesunden
C57/Bl6-Tieren mit 30% bereits sehr hoch ist. Zur Erhebung aussagekraftiger und vergleichbarer
Langzeitdaten bedarf es also immunkompetenter, haarloser Mause. Diese Eigenschaften vereinen die
Crl:SKH-1"""-M3use, die aus diesen Griinden in allen MSOT-Experimenten eingesetzt wurden. Eine
Vergleichbarkeit mit dem Standardmodell der C57/BI6-Mé&use und somit den Ergebnissen anderer
Arbeitsgruppen ist insofern zuldssig, weil sie sich in unseren Versuchen nicht wesentlich hinsichtlich

ICP oder mittlerem Infarktvolumen von anderen Mausstammen unterschieden.

4.1.2 Wahl der Narkose

Die am haufigsten im experimentellen Tiermodell eingesetzte Narkose ist aufgrund der geringen
bendtigten Applikationsmenge bei guter Analgesie und Hypnosewirkung eine Kombination aus
Ketamin und Xylazin. Allerdings ist die Steuerbarkeit aufgrund der fehlenden Antagonisierbarkeit und
der langen Nachschlafzeiten eingeschrankt. Zudem weist Ketamin als zentraler NMDA-

Rezeptorantagonist relevante neuroprotektive Eigenschaften auf (Prass and Dirnagl 1998). Deswegen



ist dieses Narkoseverfahren fiir die hier bearbeitete Fragestellung ungeeignet. Als Alternative hierzu
bieten sich aufgrund der kurzen Halbwertszeiten Inhalationsandsthetika an. Ohne die Notwendigkeit
einer Injektion oder Intubation kommt es zu einer raschen Einleitung der Narkose und durch
Abatmung der Gase zum raschen Sistieren der narkotischen Wirkung. Jedoch ist zu bedenken, dass
Inhalationsanasthetika einen vasodilatativen Effekt auf alle Blutgefdlle aufweisen, sodass es neben
einem Abfall des systemischen Blutdrucks auch zu einem Anstieg der zerebralen Durchblutung
kommt. Dieser Effekt wird bei spontan atmenden Méausen noch durch eine erhéhte arterielle CO,-
Spannung durch eine narkoseinduzierte Hypoventilation verstdrkt. Dieses hamodynamische
Ungleichgewicht haben wir durch die Beatmung mit 100% Sauerstoff und die damit verbundene
zerebrale Vasokonstriktion auszugleichen versucht. Erganzend dazu hat Isofluran im Vergleich zu
anderen volatilen Narkotika eine Erhohung des kortikalen Blutflusses in Kombination mit den
geringsten Blutdruckschwankungen im Langzeitverlauf zur Folge (Janssen, De Celle et al. 2004). Vor
dem Hintergrund des relativ geringen Operationsrisikos und der Vermeidung weiterer invasiver
MaBnahmen wurden alle Prozeduren im Zusammenhang mit dem ischamischen Schlaganfall unter
2% Isofluran-Narkose bei spontan atmenden Tieren vollzogen.

Die grundlegend langer veranschlagte Operationszeit bei der Subarachnoidalblutung erforderte ein
anderes Narkoseregime. Die intraperitoneale Injektionsanasthesie durch Dreifach-Kombination aus
Midazolam, Fentanyl und Medetomidin erlaubt durch seine Antagonisierbarkeit eine gute Steuerung
und besitzt bis dato keine nachgewiesenen neuroprotektiven Eigenschaften. Allerdings bendtigt man
aufgrund der atemdepressiven Wirkung des Fentanyls im Gegensatz zur Isoflurannarkose eine
Intubation und ein Monitoring der Beatmung. Dies ist mit Hilfe eines Kleintierrespirators und einer
Mikrokapnographie sichergestellt worden, sodass die damit gemessenen Vitalparameter stets im
physiologischen Rahmen lagen. Einschrankend ist jedoch festzuhalten, dass aufgrund einer Limitation
der Messvorrichtung in den MSOT-Versuchen keine kiinstliche Beatmung moglich war und daher fir
die Bildgebung auf eine 2%-Isofluran-Narkose gewechselt werden musste. Demzufolge kam es in
kurzer Zeit zu zwei abrupten Wechseln der Anasthesie sowie zu einer langeren Narkosezeit vor und
direkt nach der SAB, was unserer Ansicht nach mitverantwortlich fir die hohe Mortalitdt in der

zweiten SAB-Versuchsreihe war.

4.1.3 Das Middle-cerebral-artery-occlusion (MCAO)-Modell

Als Methode der Wahl bei der Induktion einer ischamischen Lasion im Nagerhirn hat sich seit Jahren
die MCA-Okklusion bewiesen, so dass es sich um das am weitesten verbreitete Modell in der
experimentellen Schlaganfallforschung handelt (Liu and McCullough 2011). Durch die Okklusion der
A. cerebri media an ihrem Abgang aus der A. carotis interna generiert man zuverlassig,
reproduzierbar und weitestgehend nicht-invasiv Infarkte, die das Striatum und den Kortex einer

Hemisphare betreffen. Im Gegensatz dazu erfordern weiter distal okkludierende Techniken eine
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Kraniotomie, wobei in diesen Modellen vor allem Infarkte entstehen, die den Neocortex betreffen.
Erganzend kommt hinzu, dass der MCA-Verschluss einem der haufigsten Infarktmuster beim
Menschen entspricht, so dass auch eine gute Vergleichbarkeit zur relevanten Patientenpopulation

besteht. Daher haben auch wir uns flr dieses zuverldssige Modell entschieden.

4.1.4 Das endoluminale Perforationsmodell der Subarachnoidalblutung
Anders verhdlt es sich bei den Modellen der Subarachnoidalblutung. Hier besteht eine groRRere
Inhomogenitat. Deswegen haben Schwartz et al. mehrere Voraussetzungen fiir gute Modelle
definiert (Schwartz, Masago et al. 2000)

1. Reproduzierbare und zuverlassige Blutung in den Subarachnoidalraum

2. Kontrollierte gleichbleibende Blutung

3. Physiologische Auslosung der Blutung

4. Blutungsverteilung entsprechend der in-vivo-Situation

5. Leichte Durchfihrbarkeit

6. Vertretbare Kosten
Zusammengefasst ldsst sich sagen, dass es drei unterschiedliche Ansdtze gibt, die diesen
Voraussetzungen in Teilen gerecht werden (Megyesi, Vollrath et al. 2000). Als erste grofle Gruppe
sind hier Techniken zu nennen, bei denen ein definiertes Volumen Eigenblut einmalig oder
mehrmalig in den Subarachnoidalraum eingebracht wird, sei es in die Cisterna magna oder die
Cisterna chiasmatica. Die Vorteile liegen klar auf der Hand. Es handelt sich im jeden Fall um eine
einfach auszulésende, reproduzierbare Blutung mit dem immer gleichen Druckanstieg. Die Mortalitat
ist vergleichsweise gering, was Langzeituntersuchungen ermdglicht. Als Nachteile sind jedoch
aufgrund des Fehlens begleitender GefalR-Endothelschdaden die fehlende Freisetzung vasoaktiver
Substanzen und die atypische Blutungsverteilung zu nennen, da sich die meisten Aneurysmen in
vorderen Kreislauf befinden. Mit diesen Modellen lassen sich vorhersagbar gut Vasospasmen
generieren, sie liefern jedoch aus pathogenetischer Sicht kein physiologisches Abbild einer
Subarachnoidalblutung. Unter dieser Pramisse wurde von Altay et al. (Altay, Smithason et al. 2009)
ein Modell entwickelt, das nach Dissektion einer intracisternalen Vene und damit unter Einbezug
eines Endothelschadens zuverlassig Vasospasmen induziert. Aber hier fehlt aufgrund der geringeren
Dricke im vendsen System und der daraus resultierenden geringeren Mortalitdt ebenfalls der direkte
Bezug zur SAB beim Patienten. Zur Imitation dieser Situation wurde von Bederson et al. (Bederson,
Germano et al. 1995) in der Ratte das endoluminale Perforationsmodell entwickelt, das durch eine
Blutung in Hohe des Abgangs der A. cerebri media aus der A. carotis interna, bezogen auf die
arteriellen Druckverhaltnisse und die Mediatoren-Interaktion, der Pathophysiologie der
Subarachnoidalblutung des Menschen sehr nahe kommt. Auch die Mortalitdt von 30% in diesem

Modell entspricht der klinischen Erfahrung, was jedoch hoéhere Fallzahlen in den Experimenten
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bedingt. Durch den unkontrollierten Blutaustritt ist jedoch eine Standardisierung der SAB schwierig.
Unter Zuhilfenahme einer ICP-Messung ist es jedoch moglich eine Abschatzung der Schwere der SAB
durchzufiihren.  Gleichzeitig koénnen durch intensives Training und standardisierte
Operationsverfahren perioperative Blutverluste, die einen groBen Einfluss auf das letztendliche
Ausmal} der Subarachnoidalblutung haben, auf ein Minimum reduziert werden. In Kombination mit
genligend hohen Tierzahlen kdnnen so reprasentative Ergebnisse fiir eine spontane Ruptur eines
Schadelbasisaneurysmas in der Maus gewonnen werden. Dieser Sachverhalt hat auch zu einer weiten
Verbreitung dieses Modells gefiihrt, weswegen wir uns ebenfalls fir das endoluminale

Perforationsmodell entschieden haben.
4.2 Ergebnisse

4.2.1 Bedeutung der ,Penumbra“ fiir die Pathophysiologie des ischamischen Schlaganfalls
Wie einleitend bereits ausgefiihrt, steht die schnellstmogliche Reperfusion eines
minderperfundierten Hirnareals im Fokus der Therapie des ischamischen Schlaganfalls. Allerdings
sind aufgrund der damit verbundenen Blutungsrisiken die Kenntnis und das Ausmal von potentiell
noch vitalem Gewebe von entscheidender Bedeutung. Voraussetzung hierfiir ist, beim Patienten
individuell die Penumbra bildgebend darstellen zu kdnnen. Man hat sich dem Problem der
Abgrenzung der Penumbra durch verschiedene Modalitdten zu nahern versucht, wobei alle
bildgebenden, nicht-invasiven Verfahren in ihrer Aussagekraft limitiert sind, wie verschiedene
Studien der letzten Jahre gezeigt haben (Wardlaw 2010). Ein grundsétzliches Problem von Perfusions-
CT und DWI/PWI-MRT, um die beiden am weitesten verbreiteten Methoden zu nennen, ist die nur
indirekte Darstellung der metabolischen Mangelversorgung im Penumbra-Areal. Bei diesen
Methoden werden gewonnene Daten aus dem Versorgungsgebiet einer groflen hirnzufiihrenden
Arterie verwendet, um Riickschlisse auf zelluldre Vorgdange zu ziehen. Das wiederum fihrt
regelmalRig zur Fehleinschatzung des tatsachlich noch zu rettenden Gewebes und des damit
verbundenen erhofften Mehrwerts fiir den Patienten (Hacke, Donnan et al. 2004).

Man ist daher nach wie vor auf der Suche nach besseren Surrogaten fiir das AusmaR der Penumbra
oder nach Méglichkeiten, sie im Verlauf charakterisieren zu kénnen. In einem daran anschlielenden
Schritt sollen dann die gewonnenen Erkenntnisse (iber die Penumbra in der klinischen Routine
angewendet werden. In der praklinischen Grundlagenforschung bietet die Optoakustik
beziehungsweise deren Anwendung im MSOT die Gelegenheit, sich der Penumbra auf direkterem
Wege zu nahern. Dazu war es aber erst einmal notwendig, zu gewahrleisten, einen ischamischen

Schlaganfall im MSOT darstellen zu kénnen.
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4.2.2 Grundlagen der Diagnostik mit der ,Multi Spectral Optoacoustic Tomography“

Wie aus Vorstudien unserer Kooperationspartner des IBMI bekannt, ist es mit dem MSOT madglich,
die gesamte Anatomie des Mausgehirns zur topographischen Lokalisation sichtbar zu machen
(Burton, Patel et al. 2013). Dabei sind als Vorteile der geringe Materialaufwand und die schnelle
Datenakquisition, um die Untersuchungszeiten und damit die Belastung fiir das Tier durch die
Anésthesie so gering als moglich zu halten, anzufiihren. Auch in den hier gezeigten Untersuchungen
dienen koronar rekonstruierte Schnittbilder als Grundlage, wie Abb. 10 zeigt. Basierend darauf sollte
es theoretisch moglich sein, komplette Versorgungsgebiete einzelner GefdaRRe abzugrenzen und so
morphologische Korrelationen zu Pathologien ziehen zu koénnen. Die Zuhilfenahme der
unterschiedlichen Absorptionseigenschaften des Himoglobins in oxygeniertem und deoxygeniertem
Zustand sollte es erlauben, Aussagen Uiber den Sauerstoffgehalt in der Mikrozirkulation und damit in
grober Anndherung auch des Parenchyms zu treffen. Durch die Verwendung des Hamoglobins als
intrinsisches Kontrastmittel zur Darstellung des Blutvolumens ist es moglich, einen Sattigungseffekt,
wie er bei der mehrmaligen Applikation extrinsischer Kontrastmittel und der damit verbundenen
Anreicherung im GefaRsystem auftritt, zu vermeiden. In Kombination mit den kurzen
Akquisitionszeiten von 30 s fur alle Wellenlangen pro Schnittebene kénnen repetitive Messungen in
Echtzeit durchgefiihrt werden. Diese Eigenschaften sollten es erlauben, mit einer theoretischen
Auflésung von 40 um die Infarktentstehung sowohl raumlich als auch zeitlich nachvollziehen zu
kénnen. Es muss allerdings hier einschrankend erwdhnt werden, dass, mit den im Rahmen dieser
Arbeit angewendeten Modellen zur Bildrekonstruktion der Rohdaten mit Rechenzeiten von bis zu 25
Stunden, eine unmittelbare Datenauslese und damit eine Interpretation ,in Echtzeit” nicht moglich
sind. Zudem gibt es, wie an der Abb. 15 deutlich wird, weitere technische Einschrankungen des hier
verwendeten Versuchsaufbaus. Die Vergleichbarkeit von Messungen desselben Tieres zu
unterschiedlichen Zeitpunkten wird erschwert durch das Fehlen einer Arretierungsmoglichkeit fir
den Mausschddel, was mit technischem Aufwand generell moglich ware. Durch die Festlegung von
Messkoordinaten in x- und y-Richtung fiir jedes Tier entsprechen sich die jeweiligen Schichtebenen
zwar annaherungsweise im zweidimensionalen Raum. Aber eine mogliche Rotation um die Achse des
Tieres flhrt bisweilen zu unterschiedlichem Signalverhalten oder auch zu Messartefakten. Zugleich
ist es zur Verbesserung der akustischen Kopplung notwendig, zwischen Schadel und der Polyethylen-
Membran noch etwas Wasser zu applizieren, was bei Lufteinschliissen zu einem drastischen
Absinken der Signalqualitat flihrt. Des Weiteren muss in dem hier verwendeten Versuchsaufbau die
Beatmung mit 100% Sauerstoff beachtet werden (siehe unter 4.1.2), was vor allem in der
Spektroskopie zu oftmals sehr intensitdtsstarken, prominenten Oxy-Hb-Signalen fiihrt (s. Abb. 19).
Dadurch kann es zu einem verminderten Kontrast zwischen ischdmischen Randbereichen und normal

perfundierten Arealen und damit zu einer erschwerten Darstellung der pathophysiologisch
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beeintrachtigten Areale nach Ischamie oder Subarachnoidalblutung kommen, da aufgrund der
systemischen Hyperoxie eine vergleichsweise gute Sauerstoffversorgung bei durch die Erkrankung
dennoch kompromittiertem Sauerstoffmetabolismus in den pathologisch verdanderten,

normalerweise stark hypoxischen Gewebearealen vorliegt.

4.2.3 Ischamiediagnostik im MSOT

Bezogen auf die hier durchgefiihrte Bildgebung am Modell der fokalen Ischamie hat die
GefaRversorgung des betroffenen Hirnareals groBBen Einfluss auf das sich entwickelnde Lasionsareal,
dessen Darstellung im optoakustischen Bild angestrebt wird. So wie es beim Menschen eine
individuelle Suszeptibilitat fir die Folgen eines Verschlusses der A. cerebri media gibt, verhalt es sich
auch bei Mausen. Das Ausmal’ der Kollateralisierung bestimmt letztendlich den Schaden und somit
das Signalverhalten in der Bildgebung. Wahrend in unseren Messungen vor der Ischamie eine klare
Symmetrie zwischen den Hemispharen zu erkennen ist, hebt sich dieses Muster wahrend und 24
Stunden nach der Ischdmie weitestgehend auf. Allerdings ist es nicht so, dass sich in allen Tieren ein
eindeutig zu identifizierender, sich von der Lokalisation her &ahnelnder, Infarktkern im MSOT
ausmachen lasst, was es konsekutiv nahezu unmaoglich macht, den Infarkt klar abzugrenzen. Darum
ist es mit dem hier verwendeten Versuchsaufbau nicht moglich, die Ischdmie im Mausehirn zwischen
Tieren zu vergleichen beziehungsweise zu quantifizieren. Mogliche Grinde hierflr sind in der — wie
hier vorliegenden - Ableitung eines vaskularen Signals zu suchen, wie aus funktionellen
optoakustischen Aktivierungsstudien deutlich wird: In einer Arbeit von Yao et al. wurde bei sensibler,
taktiler Vorderpfotenstimulation von Mausen unter Ausnutzung des Hamoglobinsignals die vaskulare
und, nach Gabe eines fiir den Glucosestoffwechsel spezifischen Kontrastmittels, die metabolische
Reaktion darauf untersucht. Hierbei hat sich gezeigt, dass das durch das Hamoglobin reprasentierte
Areal signifikant groer war als das durch Glucosekonzentration den Energiestoffwechsel der
Neurone abbildende Gebiet (Yao, Xia et al. 2013). Um eine umfassende Kenntnis der
Stoffwechselvorgange im Infarktkern und in der umliegenden Penumbra zu erlangen, ist daher die
Verwendung des Hamoglobins als einziger Bildgebungsmarker nicht ausreichend.

Zugleich hat die subjektive Bewertung eines, wenn auch verblindeten, Befunders hinsichtlich der
Beurteilung einer Ischdmie bei nicht klinisch etablierten und somit validierten Bildgebungsverfahren
seine Limitationen. Wie aber die von uns durchgefiihrte Quantifizierung des Signals nach Mittelung
Uber ausgewidhlten Arealen im Infarktkern bzw. dem umliegenden Gewebe (s. Abb. 16) zeigt, kommt
es im Infarktkern zu einem deutlichen Abfall des CBV in der Ischamie, was beweisend fur eine
erfolgreiche Okklusion der A. cerebri media ist. Im Gegensatz dazu vollzieht sich in angrenzenden
Arealen das Gegenteil, es kommt zu einer konsistenten Blutvolumenzunahme, was auf eine
Rekrutierung von KollateralgefaRen hinweist. Das steht im Einklang mit den praktischen Grundlagen

und den daraus gefolgerten Schliissen der, in der klinischen Anwendung eingesetzten,
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kontrastmittelunterstitzten  CT-Perfusionsbildgebung. Basierend auf diesen gemessenen
Veranderungen wird die Indikation zur Lyse und damit zur kausalen Therapie des Schlaganfalls
gestellt (Wintermark, Flanders et al. 2006). Limitiert durch die Tatsache, dass es sich nur um
Vergleichswerte zwischen den Hemispharen - bezogen auf zuvor ausgewahlte definierte Areale -
handelt, kbnnen wir dennoch in unserem Versuchsaufbau ohne die Applikation von Kontrastmittel
Parameter erfassen, die es uns ermoglichen, einen Infarktkern von umliegendem hamodynamisch
kompromittiertem Gewebe zu unterscheiden. Grundsatzlich ist zu diskutieren, ob die GréRe der hier
veranschlagten ROIs zu konservativ veranschlagt ist, da das Infarktareal ja weitaus grofer
anzunehmen ist. Jedoch ist aufgrund der Inhomogenitat der Infarktverteilung zwischen den Tieren
bei ausgedehnteren ROIs der sichere Einschluss eines infarzierten Areals bei allen Tieren nicht
gewadhrleistet. Oder es koénnten die Randbereiche des Infarkts, die sich ja vollkommen anders
verhalten, ebenfalls in die Berechnung mit einbezogen werden. Ob prinzipiell die Voraussetzungen
zur Detektion und rdaumlichen Abgrenzung einer Penumbra mittels MSOT gegeben sind, ist jedoch
damit nicht abschlielRend beantwortet. Es ist hier lediglich festzuhalten, dass eine rdumlich
abgegrenzte Definition des Areals anhand der Bilder, die mit dem von uns verwendeten Aufbau

erhalten wurden, nicht sicher moglich ist.

4.2.4 Funktionelle Aspekte der Ischiamiebildgebung mit dem MSOT

Da die Moglichkeiten der Quantifizierung einer zerebralen Ischamie mittels des hier verwendeten
MSOT beschrankt sind, stellt sich die Frage, ob das MSOT aufgrund seiner Eigenschaften in Hinsicht
auf die funktionelle Charakterisierung der Ischamie, beziehungsweise der Penumbra, einen
Mehrwert aufweist. Die Energieversorgung des Gehirns hangt von mehreren Parametern ab, die in
enger Beziehung zueinander stehen und konstant gehalten werden miissen, um die funktionale
Integritat des Gehirns zu gewahrleisten. Neben dem CBF sind das die Sauerstoff-
Metabolisierungsrate des Gehirns (cerebral metabolic rate of oxygen, CMRO,) und die arteriovendse
Sauerstoffdifferenz (oxygen extraction fraction, OEF), die folgendermalRen zusammenhangen: CMRO,
= CBF x Sa0, x OEF. Die CMRO, ist hierbei der zuverladssigste Parameter fur die Funktionalitat des
Gewebes, mit einem Grenzwert von 65umol/100g x min im Menschen. Weil in gesundem Gewebe
die Sauerstoffsattigung bei normaler Lungenfunktion konstant ist und die OEF stabil gehalten wird,
sind die CMRO, und die CBF nahezu proportional zueinander (Fisher and Bastan 2012). Im Gegensatz
dazu kommt es in ischamischen Hirnarealen beim Menschen zu einer Umverteilung. In den bereits
nekrotisch veranderten Zellen im Infarktkern kann keine Sauerstoffaufnahme mehr erfolgen, daher
ist die OEF klein. In der Penumbra hingegen ist sie hoch, weil der Abfall der CMRO, unter den
Grenzwert bei sinkendem CBF verhindert werden soll (Baron 1999). Mit der spektroskopischen
Aufarbeitung der im MSOT gewonnenen Daten lassen sich die Konzentrationen des oxygenierten und

deoxygenierten Hamoglobins bestimmen. Dadurch kann man sich der OEF und damit indirekt der
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Abgrenzung zwischen Infarkt und Penumbra nahern. In den hier gezeigten Versuchen war bei allen
Tieren Uber dem Gefalversorgungsgebiet der okkludierten A. cerebri media eine Asymmetrie
zugunsten des DeOxy-Hamoglobinsignals zu sehen, was qualitativ einer Erhéhung der OEF
entsprechen kann. Allerdings miissen diesbeziiglich Einschrankungen gemacht werden. Da es sich
dabei um relative Werte handelt und qualitative signifikante Vergleichswerte nur fiir das CBV, also
die totale Hamoglobinkonzentration vorliegen, und nicht direkt die Konzentration des
deoxygenierten Hamoglobins kann der Anstieg des DeOxy-Signals auch durch die allgemeine
Blutvolumenzunahme in dem Areal bedingt sein. Dieses Problem lieRe sich durch die quantitative
Bestimmung der Hamoglobinkonzentrationen umgehen, wozu man jedoch die arterielle
Sauerstoffkonzentration im zufihrenden GefaR brauchte, die wir hier nicht bestimmt haben. Es gibt
jedoch bereits andere Arbeiten, in denen dieser Parameter nicht-invasiv mit optoakustischen
Methoden berechnet wurde (Laufer, Delpy et al. 2007). Nichtsdestoweniger bliebe nach wie vor das
Problem, dass die Auflosung des hier verwendeten Gerats nicht ausreicht, um die Sattigungswerte
ortsgenau zu bestimmen, also die Verhaltnisse in der Mikrozirkulation abzubilden. Eine echte
Differenzierung zwischen Infarktkern und Penumbra basierend auf einer Himoglobin-Spektroskopie
ist demzufolge nicht zu bewerkstelligen.

Unter Ausnutzung der physikalischen Eigenschaften des MSOTs konnen theoretisch weitere
Parameter der zerebralen Energieversorgung abgeleitet werden. Die Bestimmung der CMRO,
erfordert, wie oben ausgefiihrt, die Kenntnis mehrerer GréRen. Einerseits bendtigt man das CBV, das
durch Erfassung der totalen Hamoglobinkonzentration berechnet werden kann, und andererseits den
CBF, der durch das Anflutungsverhalten eines intravents verabreichten ICG-Bolus in einer
dynamischen Messung unter Bericksichtigung der schnellen Akquisitionszeiten im MSOT bestimmt
werden kann. Allerdings verfiigen wir bei CBV, in Analogie zur Spektroskopie, in Ermangelung der
arteriellen Sauerstoffsattigung nur tGber Relativwerte. Die Pharmakodynamik des verabreichten ICG
konnte in dem hier verwendeten Aufbau weder zeitlich noch raumlich prazise nachvollzogen werden.
Zusammenfassend lasst sich Folgendes sagen: Das Vorliegen einer fokalen zerebralen Ischdmie im
Madusehirn [3sst sich anhand der Asymmetrie im Verteilungsmuster des DeOxy-Hamoglobinssignals
reproduzierbar und auch noch nach 24 h eindeutig nachweisen. Die genauere Charakterisierung
einer zerebralen Ischdmie ist mit dem hier verwendeten technischen Aufbau des MSOT im
Allgemeinen und im Vergleich zu anderen etablierten bildgebenden Verfahren im Detail jedoch nicht

moglich.

4.2.5 Methodische Evaluation des MSOTs bei der Subarachnoidalblutung
Da sich eine signifikante Hypoperfusion des Gehirns in einem Modell fokaler Ischamie valide
nachweisen lie8, versuchten wir zur naheren Charakterisierung der Frihphase der SAB ebenfalls

umschriebene minderdurchblutete Areale mit Hilfe des MSOTs zu finden. Nachdem es unmittelbar
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nach der Blutung durch die starke intrakranielle Druckerhéhung zu einer globalen Ischamie kommt
und sich die langzeitprognosebestimmenden, rdaumlich klar differenzierten Minderperfusionen erst
im Verlauf entwickeln, wurde eine erste Messreihe nach 24 h durchgefiihrt. Ein weiteres Argument
fir dieses Vorgehen stellt die potentielle Uberlagerung der intraparenchymatdsen
Signalveranderungen durch das Vorliegen stark oxygenierten arteriellen Blutes im
Subarachnoidalraum direkt nach dem Ereignis dar. Zugleich war es Ziel, das AusmaR der Blutung, das
im klinischen Rahmen mit der Prognose korreliert, zu vermessen und damit einen weiteren
Parameter fir die Schwere der SAB zu erheben. Hier zeigt sich, wie Abb. 17 zu entnehmen ist, in der
morphologischen Bildgebung ein den Infarkt-Tieren dhnliches Bild. Als Unterschied ist jedoch die
starkere Kontrastierung der BlutgefdRe, insbesondere der Sinus, die druckbedingt gestaut sein
kénnen, zu nennen. Ebenso erscheint eine diskrete Signalanhebung linksparietal, die auf die
Implantation der Druckmesssonde zuriickzufiihren ist, die auch 24 h nach ihrer Entfernung zu
Signalinterferenzen fiihrt. Unabhéangig davon ladsst sich das unmittelbar iber den Hemispharen
gelegene Blut, das in der korrelierenden Histologie eindeutig zu erkennen ist, im MSOT-Bild nicht
abgrenzen. Aus diesem Grund sind eine volumetrische Messung und damit eine Stratifizierung der
Schadensschwere der Blutung mittels der hier verwendeten Messvorrichtung nicht moglich.
Allerdings gibt es fiir die Maus, basierend auf dem initialen intrakraniellen Druckanstieg, bereits sehr
gute Vergleichsdaten zur Einordnung der Schwere einer experimentellen SAB (Feiler, Friedrich et al.
2010).

Der Frage nachgehend, ob uns die Hamoglobin-Spektroskopie 24 h nach Blutung mehr Uber
Hypoperfusionen zu sagen vermag, ist zu konstatieren, dass das Signalmuster des ganzen Gehirns im
Vergleich zum SHAM-operierten Tier, wie Abb. 19 zeigt, inhomogener aussieht. Allerdings lassen sich
keine Zuordnungen zu territorialen GefalRversorgungsgebieten ableiten. Zugleich bleibt die Frage
offen, ob es sich dabei um eine echte Minderperfusion handelt oder um einen Hypometabolismus,
weil der regionale CBF, aufgrund der oben bereits ausgefiihrten technischen Limitationen des MSOT,
auch in den ICG-gestiitzten Messungen nicht erhoben werden konnte.

In Kenntnis dieser Limitationen und der Einschatzung, sie - auch aufgrund der Erfahrungen im Modell
der fokalen Ischamie - optimieren zu kdnnen, haben wir eine zweite Versuchsreihe gestartet. Hierzu
stand uns ein MSOT mit verbesserter Auflosung zur Verfliigung. Wir wollten die Druckmesssonde
nach 24 h, zur Vermeidung eines weiteren Gewebeschadens, nicht noch einmal implantieren und wir
haben eine prdoperative Vergleichsmessung durchgefiihrt, zumal sich, seit der Erstbeschreibung
einer akuten Vasokonstriktion nach einer SAB in der Ratte durch Bederson, viele Arbeitsgruppen der
naheren Charakterisierung dieses CPP-unabhangigen Blutflussabfalls unmittelbar nach dem
Blutungsereignis gewidmet und hypoperfundierte Bereiche nachgewiesen haben. In einem

endoluminalen Perforationsmodell der Ratte, gestiitzt auf kernspintomographische Messungen, hat
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die Gruppe um van den Bergh die Subarachnoidalblutung akut und im Verlauf ndaher charakterisiert.
Sie konnten bei Messungen 1 h, sowie 2 und 9 Tage nach der Blutung eine Zunahme der
ischamischen Lasionen binnen 48 h darstellen und mit einem Abfall des regionalen Blutflusses in
Zusammenhang bringen (van den Bergh, Schepers et al. 2005). Es kommt also zu verschiedenen
Zeitpunkten nach der SAB zu ausgeprigten Anderungen der zerebralen Durchblutung, die wir mittels
MSOT naher charakterisieren wollten.

Allerdings haben die erneuten Messungen keine weiteren Erkenntnisse gebracht. Aufgrund der
Mortalitdt von 100 % binnen 24 h liegen keine Langzeitdaten vor, und im Vergleich der praoperativen
Bilder mit denen unmittelbar nach Blutung ist keine signifikante Anderung des Signalverhaltens,
weder am isosbestischen Punkt, noch in der Spektroskopie auszumachen. Aus diesem Grund haben
wir auch auf weitere Analysen mittels ROI-Methode verzichtet. Griinde hierfiir kbnnen - wie
mehrmals bereits erwdhnt - in der zu geringen Auflésung des MSOTs in Adaption auf die
Mikrozirkulation zu suchen sein oder in der Pathophysiologie der SAB begriindet sein, bei der es ja
keine umschriebenen, einseitig auftretenden groRflachigen hypoxischen Areale wie beim Infarkt gibt.
Es ist davon auszugehen, dass die moglicherweise vorhandenen minderperfundierten Bereiche
aufgrund ihrer diffusen Verteilung mittels unseres Versuchsaufbaus nicht voneinander zu
unterscheiden waren. Vielleicht ist aber auch das AusmaR der globalen Ischamie in der hochakuten
Phase der SAB so groR, dass die Festlegung eines Schwellenwertes fiir Hypoxie mit den hier
verwendeten relativen Messungen nicht moglich ist, was eine exakte Differenzierung von
Oxygenierungszustanden im Parenchym unmittelbar nach Blutung nicht zuldsst.

Zusammenfassend lasst sich somit fur die Verwendung des MSOT zur ndheren Darstellung einer
Subarachnoidalblutung feststellen, dass mit der hier verwendeten technischen Ausstattung eine

detaillierte, nachvollziehbare Beschreibung der zerebralen Durchblutung nach SAB nicht moglich ist.

4.2.6 Perspektiven der optoakustischen Bildgebung

Ein echter Vorteil des MSOT zur Darstellung der Pathophysiologie der fokalen zerebralen Ischdmie
und der Subarachnoidalblutung lasst sich aus unseren Ergebnissen nur bedingt ableiten. Daher ist es
fir eine weitere Verwendung des MSOT in diesen Modellen erstens wichtig festzuhalten, was von
einer multimodalen Bildgebung zur Bearbeitung dieser Fragestellungen zum jetzigen Zeitpunkt
erwartet werden kann. Zweitens stellt sich die Frage, inwiefern das MSOT das Potential besitzt,
diesem Anspruch gerecht zu werden. Und drittens soll dem Umstand nachgegangen werden, was das
MSOT aufgrund seiner physikalischen Eigenschaften an Mehrwert gegeniiber den etablierten
Verfahren erwarten lasst.

Zur eindeutigen Klarung der ersten Frage ist als MaRstab die Kleintier-Kernspintomographie zu
nennen, die es mittels leistungsstarker Magnetfeldspulen ermdoglicht, die wichtigen Parameter der

zerebralen Energieversorgung nicht-invasiv mit einer Ortsauflésung von 40 ul VoxelgréBe und einem
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Signal-to-noise-Verhiltnis von 25:1 in M&usehirn zu bestimmen, wie Zhu et al. mit der *’O-MR-
Spektroskopie in einem Modell fokaler Ischdmie gezeigt haben (Zhu, Chen et al. 2013). In einem
Rattenmodell der SAB ist dies auch einer Gruppe um Tiebosch zum Monitoring der
Blutflussveranderungen und damit verbundener zerebraler Ischamien mit seriellen
kernspintomograpischen Messungen gelungen (Tiebosch, van den Bergh et al. 2013).

Gemessen an diesen Voraussetzungen einer zeitgemalRen multiparametrischen Bildgebung ist es
mittels MSOT, wie in Kapitel 4.2.4 bereits ausgefihrt, theoretisch moglich alle fiir den zerebralen
Sauerstoffmetabolismus im Nager wichtigen Parameter zu bestimmen. Die Konkurrenzfahigkeit zur
Kernspintomographie ist, diese Anforderungen betreffend, also eigentlich gegeben.

Unabhangig davon hat sich jedoch in all unseren Untersuchungen als limitierender Faktor immer die
zu geringe Auflésung des MSOTSs gezeigt, sodass eine zuverldssige Evaluation der Mikrozirkulation,
die ja an der Pathophysiologie der Ischamie und der SAB entscheidend beteiligt ist, selbst nach
Erhebung all dieser Parameter nicht moglich ist. Allerdings gibt es einerseits Bemihungen, sich
diesem Problem mit geschlossenen zirkuldren Detektorbatterien zu ndhern (Li, Aguirre et al. 2010)
und andererseits durch die Verwendung leistungsstarkerer Laser die optische Flussdichte in der
Tiefenpenetration zu erhéhen, um so qualitativ hochwertigere Ultraschallbilder ableiten zu kdnnen.
Dariber hinaus bietet das MSOT, um damit die dritte Frage zu beantworten, als optisch basierte
Methode die Moglichkeit, Fluoreszenzmarker einzusetzen. Durch den Vorteil einer
ultraschallbasierten Bildgebung mit ihren kurzen Akquisitionszeiten kdnnen zelluldre Vorgdnge
dynamisch in vivo nachvollzogen werden (Ntziachristos, Bremer et al. 2003). Das ist als klarer
Mehrwert gegeniiber der Kernspintomographie zu nennen. Im Zusammenhang mit den hier
vorgestellten Modellen wéare es zum Beispiel denkbar, durch Fluoreszenz-Marker-Koppelung an
Leukozyten den Beitrag von Entziindungsprozessen bei der Entwicklung der Penumbra im Modell der
fokalen Ischdamie darzustellen. Zudem kénnte man durch die Markierung von Thrombozyten der
Frage nachgehen, ob dem CPP- unabhdngigen Blutflussabfall unmittelbar nach
Subarachnoidalblutung wirklich ein echter Vasospasmus der Mikrozirkulation zugrunde liegt, oder
doch mikrothrombotische Ereignisse. Die Moglichkeiten - vor allem in der praklinischen Forschung -
sind grof3, zumal das MSOT in seinen Anschaffungskosten, der Maoglichkeit serieller nicht-invasiver
Bildgebung und der Verwendung in vielen verschiedenen Fragestellungen sowohl finanz- als auch

zeitokonomisch eingesetzt werden kann.

4.2.7 Applikation von Perflurocarbonen nach Subarachnoidalblutung

Wie bereits umfassend dargelegt spielen ischamische Prozesse auch bei der Subarachnoidalblutung
eine groRe Rolle. Im Gegensatz zu einem ischamisch bedingten Schlaganfall kommt es nicht direkt
nach dem Ereignis zur Minderdurchblutung klar definierter GefaBversorgungsgebiete, sondern zuerst

zu einer globalen Mangelversorgung des Gehirns und erst im Verlauf zu regional umgrenzten
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Ischamien. Die Ursachen dieser Ischamien sind jedoch, wie in der Einleitung ausfiihrlich besprochen,
multifaktorieller Genese. Ein wesentliches Ziel der symptomatischen Behandlung, nach Sanierung des
verursachenden Aneurysmas, stellt daher unabhadngig von der Ursache der Hypoxie die
Aufrechterhaltung einer ausreichenden Sauerstoffversorgung Uber einen langeren Zeitraum dar.
Diesem Anlass entsprechend wurde im Rahmen dieser Arbeit Oxycyte©, ein artifizieller
Sauerstofftrager auf Perfluorocarbonbasis, im endoluminalen Modell der Subarachnoidalblutung
evaluiert. Neuere Perfluorocarbone wurden bei verschiedenen neurologischen Krankheitsbildern
bereits eingesetzt, diese Arbeit stellt unserem Wissen nach jedoch die erste Testung bei der
Subarachnoidalblutung dar.

Bei im Mittel nahezu identischem intrakraniellem Spitzendruck in beiden operierten Gruppen zeigt
sich bei allen erhobenen Parametern das gleiche Bild. Die Tiere, die Oxycyte® erhalten haben, sind
insgesamt starker betroffen: Bezogen auf den Hirnwassergehalt gibt es keinen eindeutigen Vorteil fur
das Oxycyte®, aber die funktionelle Testung der behandelten Tiere fallt deutlich schlechter aus. Dazu
kommt, dass bei gleichem Operateur die Sterberate binnen 24 h nach Gabe des Perfluorocarbons um
50% hoher lag als in der Vergleichsgruppe. Allgemein ist die Mortalitatsrate aller operierten Tiere mit
33% vergleichbar mit in anderen Studien erhobenen Daten (Titova, Ostrowski et al. 2009), sodass
diesem Sachverhalt auch nur statistisch vertretbare breit gestreute Abweichungen vom Mittelwert
zugrunde liegen kénnen.

Die verblindete Erhebung kognitiver Fahigkeiten nach 24 Stunden mittels eines funktionellen Scores
sieht auch die behandelten Tiere schwerer betroffen. Allerdings kann hier eine zu geringe
Trennscharfe der Testbarriere diskutiert werden. Einerseits erfolgte eine Stratifizierung in drei
Gruppen, die keine detaillierte Auftrennung nach einzelnen Teilleistungsgebieten erlaubt. Aus
diesem Grund konnen erkrankungsspezifische Teilleistungsschwéachen tbersehen werden. Zugleich
ist der initiale Score fiir ein Modell fokaler zerebraler Ischdmie erstellt worden (Chen, Li et al. 2001).
Trotz der sorgfaltigen Anpassungen an die Erfordernisse einer validen Testung fir die SAB kénnen die
damit verbundenen funktionellen Beeintrdchtigungen unzureichend abgebildet worden sein. Die
Testbatterie mit ihren vier Items ist vielleicht nicht suffizient genug, um ein differenziertes Abbild
neurologischer Ausfille zu leisten. Aber auch andere, umfassendere Testungen nach SAB haben kein
einheitliches Bild ergeben, weswegen allgemeine Empfehlungen nach wie vor ausstehen (Jeon, Ai et
al. 2009). Zusatzlich stellt sich die Frage, ob der Zeitpunkt fir die Erhebung funktioneller Parameter
nicht zu frih gewahlt war? Denn die Beeintrachtigung durch die Blutung kann nach 24 h noch
immanenten Einfluss vor allem auf die Vigilanz und konsekutiv auf das Verhalten der Tiere haben.

Die Entstehung eines zerebralen Odems nach Subarachnoidalblutung korreliert beim Menschen mit
einem schlechteren klinischen Verlauf und ist ein prognostisch unglinstiger Parameter (Claassen,

Carhuapoma et al. 2002). Daher ist es moglich, das AusmaR und die Entwicklung eines Odems zur
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Abschatzung der Schwere und des Verlaufs einer SAB heranzuziehen, wie bereits in einem analogen
Nagermodell umgesetzt (Thal, Sporer et al. 2009). In den hier gezeigten Versuchen weisen die Tiere
mit Blutung einen signifikant héheren prozentualen Hirnwassergehalt, als Surrogat fiir ein zerebrales
Odem, im Vergleich mit SHAM-Tieren auf. Demgegeniiber unterscheiden sich die NaCl- und die
Oxycyte©—Gruppe in diesem Parameter nicht. Allerdings ist die Wertigkeit des prozentualen
Hirnwassergehalts als Indikator fiir das AusmaR eines zerebralen Odems umstritten, weil die
Anderung des Hirnwassergehalts nicht zwangsliufig die Schwere des Odems exakt abbildet (Keep,
Hua et al. 2012). Da zwischen den beiden operierten Gruppen jedoch kein signifikanter Unterschied
des prozentualen Hirnwassergehalts festgestellt worden ist, ist anzunehmen, dass eine direkte,
technisch aufwiandigere Messung des Odems keine anderen Ergebnisse zur Folge gehabt hitte.
Unabhangig vom AusmaR des zerebralen Odems nach SAB kommt es durch den Einsatz von Oxycyte®
zu einem schlechteren funktionellen Outcome der Tiere zur Vergleichsgruppe. Die Ursache dafir
muss demzufolge in der Applikation des Perfluorocarbons selber zu suchen sein. Sie kann einerseits
der hoheren Viskositat der Oxycyte©-Lbsung im Vergleich zu NaCl geschuldet sein, was zu einer
schlechteren zerebralen Durchblutung gefiihrt haben konnte. Laut Herstellerangaben war die
verwendete Konzentration aber fir die intravendse Gabe zugelassen, wobei zur Maus wenig
vergleichbare Daten vorliegen. Andererseits war es notwendig, aufgrund der linearen
Sauerstoffbindungskurve der PFCs eine kontinuierliche Beatmung mit 100% Sauerstoff vorzunehmen,
um die bestmogliche Oxygenierung des Gewebes zu gewadhrleisten. Das kann zur GbermaRigen
Bildung reaktiver Sauerstoffradikale fiihren, die, wie einleitend bereits ausgefiihrt, ganz wesentlich
an der Pathophysiologie der SAB beteiligt sind. Vor allem in der Akutphase werden die antioxidativen
Systeme stark beansprucht und die dementsprechenden Reservekapazitidten schnell erschopft. Die
Applikation des Perfluorocarbons und die Hyperoxygenierung erfolgten unmittelbar nach der
Blutung, d.h. zu einem Zeitpunkt, an dem die Vulnerabilitit des Parenchyms fiir eine oxidative
Schadigung am groRten anzunehmen ist. Zugleich fallen durch den permanenten Abbau des
subarachnoidalen Hamoglobins stindig neue Radikale an, die eine effektive Regeneration der
Antioxidantien verhindern. Da die ROS allerdings an vielen Interaktionen auf zelluldrer Ebene
beteiligt sind, ist ein kausaler Beitrag zum schlechteren Abschneiden der Oxycyte®-Tiere schwer zu
beweisen.

Um die therapeutische Wertigkeit von Oxycyte® in der SAB niher zu objektivieren, misste man
konsequenterweise, um eine Uberlastung der antioxidativen Systeme in der Frithphase zu
vermeiden, erst spater im Verlauf mit der Hyperoxygenierung beginnen; oder man miisste in
Analogie zur hyperbaren Hyperoxygenierung bei der Caisson-Krankheit kiirzere Phasen der
Sauerstoffbeatmung repetitiv durchfiihren, um die mit der Radikalbildung einhergehenden negativen

Effekte zu minimieren.
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Als Zusammenfassung dieser ersten Pilotstudie haben wir mit der hier angewendeten
langandauernden Hyperoxygenierung (iber 24h keinen positiven therapeutischen Effekt der
Verabreichung von kiinstlichen Sauerstofftragern in der Akutphase nach SAB zeigen kdénnen. Im
Gegenteil haben wir sogar einen negativen Einfluss auf die Sterblichkeit und das funktionelle
Outcome aufgezeigt, so dass weitere Untersuchungen u.a. mit klirzeren Hyperoxygenierungsphasen

und angepasster Oxycyte©—Dosierung notwendig sind, um diese Fehlerquellen beheben zu kénnen.
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5 Zusammenfassung

Zerebrovaskulare Ereignisse, zu denen der ischdmische Schlaganfall und die Subarachnoidalblutung
zdhlen, sind hauptverantwortlich fir eine dauerhafte Behinderung in der westlichen Welt.
Gemeinsam ist all jenen Erkrankungen, dass sie unabhangig von ihrer Pathophysiologie zu einer
Stérung der zerebralen Blutversorgung und damit des Sauerstoffangebotes fiihren. Ziel dieser hier
vorgestellten Arbeit war es, diesen Zustand der Mangelversorgung in der Maus naher zu
charakterisieren und ein diesbezliglich neues therapeutisches Konzept zu evaluieren. In einer ersten
Versuchsreihe wurde in einem Modell fokaler Ischamie die Wertigkeit der ,Multi Spectral
Optoacoustic Tomography” zur Detektion einer Hypoxie evaluiert. Bei dieser Methode handelt es
sich um nichtinvasives bildgebendes Verfahren, bei dem mittels der Induktion von Lichtpulsen im
Nanosekundenbereich durch die Generierung von Druckwellen im Gewebe, in unserem Fall dem
Gehirn, Uber Ultraschalldetektoren ein zweidimensionales Schnittbild erzeugt wird. Mit dem MSOT
kénnen jedoch nicht nur morphologische, sondern auch funktionelle Parameter, wie die
Sauerstoffkonzentration im Gehirn, abgeleitet werden. Daher wurden vor, wahrend und nach
Induktion eines Hirninfarkts durch einen gezielten Verschluss der A. cerebri media Tomographien des
Gehirns erstellt und miteinander verglichen. Hierbei zeigt sich, dass eine Asymmetrie zwischen den
Hemisphdren nach Infarkt zu sehen ist, deren AusmalR sich aber nicht auf den ersten Blick
guantifizieren lasst. Nach einem Vergleich der Hemispharen untereinander sieht man in allen Tieren
einen signifikanten Abfall des totalen zerebralen Blutvolumens im postulierten Infarktgebiet. Dies
kann als Beweis einer erfolgreichen Okklusion der A. cerebri media gelten und der damit
verbundenen Moglichkeit das MSOT zur Infarktdetektion einzusetzen. Interessanter jedoch war eine
relative Erhéhung des Blutvolumens an den Randbereichen des Infarkts, was einer reaktiven
Vasodilatation gleichzusetzen ist. Durch das MSOT lasst sich zwischen Infarktkern, der bereits totes
Gewebe reprasentiert, und umliegenden Parenchym differenzieren, was die Abschatzung einer
»Penumbra“ erlaubt. Dieses vital bedrohte, aber potentiell zu erhaltende Gewebe spiegelt das Ziel
jeder therapeutischen Intervention beim ischamischen Schlaganfall wieder. Aus diesem Grund ist
deren GroBenabschatzung von entscheidender Bedeutung fir die Prognose und die langfristige
Lebensqualitdt von Infarktpatienten.

Nach Fiihrung des Nachweises einer Hypoxiebildgebung mittels MSOT im Schlaganfallmodell wurde
in einer zweiten Versuchsreihe die Sauerstoffversorgung im Verlauf der Subarachnoidalblutung zu
charakterisieren versucht. Durch eine Perforation der A. carotis interna mit einem intraarteriell
eingebrachten Filament wird eine spontane Aneurysmaruptur, die beim Menschen in den meisten
Fallen fir eine SAB verantwortlich ist, in der Maus imitiert. Wir wollten mit dem MSOT, neben der

Darstellung des subarachnoidalen Blutes, minderperfundierte Areale im Gehirn nach 24 h



nachweisen, die als ein wesentlicher Beitrag zur sekundaren Verschlechterung von SAB-Patienten
nach Beseitigung des auslésenden Aneurysmas verstanden werden. In einer zweiten Versuchsreihe
mit technisch besserer Ausstattung wurden Tiere bereits unmittelbar nach Blutung im MSOT
vermessen. In keinem der Versuche lieR sich quantifizierbares subarachnoidales Blut oder ein
Unterschied vor und nach SAB in der Oxygenierung des Parenchyms nachweisen. Mit dem MSOT
kann diesbeziiglich also keine ndhere Aussage gemacht werden.

Unabhangig davon wurde in einer Therapiestudie zur Optimierung der Oxygenierung in der akuten
Phase nach Subarachnoidalblutung ein synthetisches Sauerstoffersatzprodukt evaluiert. Basierend
auf seinen chemischen und strukturellen Eigenschaften sollte Oxycyte®, ein Perfluorocarbon der
dritten Generation, das seine Wertigkeit bereits in einem Modell fokaler Ischamie in der Ratte
gezeigt hat, auch die Sauerstoffversorgung - und damit die Langzeitprognose - verbessern. Hierbei
wurde Mausen unmittelbar nach einer SAB, analog zu den Bildgebungsversuchen mittels
endoluminalem Perforationsmodell ausgelést, entweder Oxycyte® oder als Vergleichssubstanz
Kochsalz in gleicher Menge gespritzt. Nach 24 Stunden wurde neben Gesamtsterblichkeit und
kognitiven Fahigkeiten auch der Hirnwassergehalt der Tiere, der die Abschatzung des durch die SAB
induzierten zerebralen Odems und damit des Schadens erlaubt, untersucht. Hierbei hat sich in den
funktionellen Parametern wie Uberleben und neurologisches Outcome ein schlechteres Abschneiden
der mit Oxycyte© behandelten Tiere gezeigt, jedoch war kein Unterschied im prozentualen
Hirnwassergehalt im Vergleich zur Vehikelgruppe zu verzeichnen. Griinde hierfiir kdnnten in der
Induktion von Sauerstoffradikalen durch die notwendige Hyperoxygenierung mit 100% Sauerstoff in
der Oxycytegruppe liegen. Weitere Untersuchungen zur Uberpriifung dieser Hypothese und zur

Abklarung eines prinzipiellen therapeutischen Potentials von Oxycyte® bei SAB stehen aber noch aus.
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