3. Eigene Untersuchungen

Die Versuche wurden im Rahmen eines vom Landesamt fir Arbeitsschutz, Gesundheits-
schutz und technische Sicherheit Berlin genehmigten Versuchsvorhabens (Genehmigungs-
Nr. 0282/94) durchgefihrt.

Die Untersuchungen lassen sich in Vor- (3.1) und Hauptuntersuchungen (3.2) gliedern.

Jeweils werden Material & Methoden und Ergebnisse & Diskussion unterschieden.

3.1 Vorversuche zum Thrombenmodell

3.1.1 Material und Methoden

Zur kernspintomographischen Untersuchung von venésen Thromben unter Zuhilfenahme
von SPIO lagen zu Beginn der Studie noch keine Erfahrungen vor.
Aus der Vielzahl der in anderen Zusammenhangen etablierten Modelle der Thrombusinduk-
tion (s. Breddin, Gross, Rotter [Breddin, 1981]) wurden folgende vier auf ihre Standardisier-
barkeit, Reproduzierbarkeit und Praktikabilitat hin untersucht:

I. Gleichstrom-Thrombusinduktion in der Vena iliaca

II. Thrombin-Gabe in der Vena iliaca

III. Laserthermische Koagulation in der Vena iliaca

IV. Thrombin-Gabe in der Vena jugularis

adl.)

Bei der Gleichstrommethode wird durch eine Vena sectio in der rechten Leiste eine Mikro-
elektrode (Herzdraht KSS, Firma Ethicon, 2 metric, 3-0, HD 23 SS), angeschlossen an der
Anode der Konstantstromquelle (Elabor Typ 2 GA 3682-1H (45-26), in die rechte Vena
femoralis eingefuhrt und ihrem Verlauf folgend Uber die V. iliaca communis dexter bis zur
EinmUndung der V. iliaca communis in die V. cava inferior vorgeschoben. Diese Position ist
in zirka 1,5 - 2 cm Tiefe erreicht. Eine einfache Umschlingung sichert dann den Draht im
GefaB und die Hautwunde wird mit feuchten sterilen Tupfern bedeckt. In der vorderen
rechten Axillarlinie in Héhe der unteren Thoraxapertur wird eine 23 G Kanlle in das sub-
kutane Fettgewebe gestochen, welche an die Kathode der Stromquelle angeschlossen ist.
Der Gleichstrom wird Uber eine halbe Stunde appliziert, in der ersten Minute mit einer
konstanten Stromstarke von 2,5 Milliampere, in den anschlieBenden Minuten mit konstant

0,5.mA. Bei drei Tieren wurde dieses Verfahren erprobt.
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ad Il.)
Bei der Thrombin-Methode wird die Vena iliaca freiprapariert, ein kiinstlicher Blutstillstand
durch Kompression erreicht und 1000 IE Thrombin injiziert. Nach der Bildung des Thrombus

wird der Zugang chirurgisch verschlossen. Drei Tieren wurde so ein Thrombus induziert.

ad Ill.)

Bei der Laser-Methode wird ein 2 mm dicke "Hot-Tip”-Faser (Trimedyne Inc, Santa Ana Ca)
verwendet, bei der eine Silikatfaser in einen runden Metallknopf von 2 mm Durchmesser
mundet. Durch Aktivierung des Lasers wird dieser in kurzester Zeit auf 500° bis 700°C erhitzt.
Dies geschieht mehrmals in Form von Pulsen, nachdem die "Hot-Tip”-Faser Uber eine Vena
sectio in die rechte V. fem. eingefuhrt und Uber die V. iliaca com. bis zur Einmindung in die V.
cava inf. vorgeschoben wurde. Dabei werden LaserstdBe von 4-7 Watt appliziert. Die Unter-

suchungsgruppe umfaBte drei Ratten.

ad1v.)

Die Thrombin-Methode in der Vena jugularis externa entspricht der zweiten Methode mit
dem Unterschied der Lokalisation des operativen Vorgehens, der Schaffung des Blutstill-
standes Uber passageres Anschlaufen der freipraparierten V. jugularis externa statt manu-
eller Kompression und mit zusatzlicher Embolieprophylaxe mittels subtotaler Stenose.
Dieses Modell ist den drei anderen Uberlegen und wird in Material und Methoden des

Hauptversuches (siehe 3.2.1) detailliert beschrieben.

3.1.2 Ergebnisse und Diskussion

adl.)
Dieses Verfahren bietet einige Vorteile: Uber dem Thrombus befindet sich keine Operations-
wunde, die das MeBgebiet stéren konnte. Die Induktion ist exakt reproduzierbar, weil sich

Elektrizitdt genauestens dosieren 1aBt.

Dieses Modell wird im Klinikum Benjamin Franklin bevorzugt.

Es hat allerdings gewichtige Nachteile: Die kernspintomographische Darstellung der Bek-
kenregion ist schwierig, da die Automotilitdt des Darmes die Messungen stéren kann.
Arterien und Venen liegen in unmittelbarer Nachbarschaft und kénnen sich tberlagern. Der
Thrombus, der durch Gleichstrom induziert wurde, ist der Embolisierungsgefahr ausgesetzt,
da keine kleine Ligatur zur Fixierung des Thrombus vorgenommen werden kann.

Auch aus tierschutzerischer Perspektive ist diese Methode grenzwertig. Die V. iliaca verfugt

Uber kein ausgepragtes System an Kollateralen und ihre Thrombosierung fuhrt zu vendsen

20



Stauungen mit Beeintréachtigung (Zyanose bis Nekrose) der GliedmaBe und damit des All-
gemeinbefindens.

Die histologischen Eisenfarbungen zeigen beim elektrischen Modell unabhangig davon, ob
ein eisenhaltiges KM eingesetzt wurde, einen erhdhten Eisengehalt im Thrombus. Dieser ist
so stark, daBB nur ehemaliges Ham-Eisen dafur nicht allein verantwortlich sein kann.
Weidenbach und Sedlarik [Weidenbach, 1978] beschrieben 1978 bei Versuchen an Zwerg-
schweinen, daB es zu einer Eisenablagerung in der GefaBwand von der Stahldrahtelektrode
durch Gleichstromwirkung kommt. Da es im MR-Bild durch solche Ablagerungen zu einer
Signalstérung kommt, untersuchten wir daraufhin eine Palladium-Elektrode auf ihre eisen-
freie thrombogene Wirksamkeit. Auch auf diese Weise kommt es nach Gleichstromapplika-
tion zu Eisenablagerungen, unabhangig vom KM-Einsatz. Es ist also wahrscheinlich, daB
auch zusétzlich kérpereigene lonen durch die angelegte Spannung mobilisiert werden.
Daraufhin wurde die Suche nach einer Nichteisen-Elektrode (Platindraht) abgebrochen und
diese Methode verlassen, da der Kontrastmittelursprung, der mittels histologischen Farbun-
gen nachgewiesenen Eisenspuren, nicht zweifelsfrei geklart werden konnte (siehe Abb. 1).

Eine radioaktive oder fluoreszierende Markierung des KM-Eisens kam nicht in Betracht.

Abb.1: Berliner-Blau-Farbung eines durch Gleichstrom induzierten 24 h- alten

Thrombus. Massive Eiseneinlagerungen sind blau angefarbt.

Links die GefaBwand, rechts das Zentrum des Thrombus
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ad Il

Die Induktion eines Thrombus in der Vena iliaca mit Hilfe von Thrombin ist in den Handen
eines versierten Tierexperimentators im mikrochirugischen Labor méglich. Der Vorteil liegt
im Verzicht auf elektrischen Strom mit der Verhinderung von lonen (Eisen) - Anreicherungen
aus dem Kérperbestand.

Diese bleiben so auf das magnetresonaztomographische Bild ohne Auswirkung. Die Gefahr
eines Infarktes ist aber weiterhin gegeben, da keine Embolieprophylaxe realisierbar ist, d.h.,
daB dem Ablésen und Abschwimmen des Thrombus nicht vorgebeugt werden kann. Auf die
Méglichkeit einer Beeintrachtigung des Allgemeinbefindens der Versuchstiere, wurde unter 1)

hingewiesen.

ad IIl.)

Als Alternative wurde das laserthermische Induktionsmodell erprobt.

Abb.2: HE-Farbung einer laserthermischen Venenobliteration.
Die Hitzeblasen gruppieren sich traubenférmig um die ,Hot-Tip“-Faser
(mit einem Pfeil ist deren ehemalige Lage markiert)

Die auf diese Weise erzeugten GeféBverschliusse hatten pathohistologisch mit einem intra
vitam entstandenen Thrombus nichts gemein. Zentral befand sich eine traubenférmige An-
sammlung von kleinen Blasen (siehe Abb. 2). Diese Venenobliteration nach Vorwerk et al.

[Vorwerk, 1994] wurde verlassen.
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adIV.)
Die Thrombin-Induktionsmethode in der Vena jugularis wurde aufgrund folgender Vorzige

gewahlt:

= Die Tiere waren in ihrem Allgemeinbefinden ungestort.

= Das Setzen des Thrombus bedarf keines mikrochirurgischen Labors.

= Die Thrombusbildung erfolgt unter Sichtkontrolle.

= Eine Embolisierung kann wirksam durch eine subtotale Stenose verhindert werden.

= Die Thrombusbildung erfolgt ohne kunstliche Hilfsmittel (Elektrizitat, Laserstrahlen) als
Imitation der Pathogenese eines Thrombus, der durch Stase und Hyperkoagulabilitat in

der Humanmedizin entsteht.

= Es gibt bei diesem Vorgehen keine galvanische Abscheidung von Eisen der Anode.
Dadurch wird es méglich, gefundenes Eisen zweifelsfrei als aus den untergegangenen
Erythrozyten oder dem Kontrastmittel stammend zu identifizieren. Daruber hinaus ist das

histologische Bild nicht durch methodische Artefakte in Mitleidenschaft gezogen.

= Die Vena jugularis wird von keinem pulsierenden Blutgefa3 begleitet. Arterien kénnten

die Bildgebung in der Vene beeintrachtigen
= Die Vena jugularis ist eines der gr6Bten GefaB3e im Rattenkorper.

= Die MR-tomographische Darstellung ist im Halsbereich besonders gunstig, da wenig

Bewegungsartefakte dort auftreten.
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3.2 Hauptstudie

3.2.1 Material und Methoden
Tiere, Narkose, Operationstechnik

Fur die Versuche wurden 42 mannliche Wistar-Ratten vom Albinostamm (Han:WIST) mit
einem Gewicht zwischen 300 und 500 g verwendet, welche vom Bundesinstitut fir gesund-

heitlichen Verbraucherschutz und Veterindrmedizin geliefert wurden.

Unterschiede in Kérpergewicht resp. Alter lieBen sich nicht vermeiden, da die Bestellung
und Vorbehandlung der Tiere nach den zur Verfigung stehenden MR-tomographischen
Untersuchungsterminen vorgenommen wurden. Die Unterbringung erfolgte zu 2 - 3 Tieren
in Makrolonkafigen Typ IV. Als Einstreu diente entstaubtes Holzgranulat der Firma Altromin
(Lage, Lippe). Die Raumtemperatur wurde zwischen 20° und 22° C gehalten, die
Luftfeuchte betrug 50 - 55 % und ein zwoélfstiindiger Hell-Dunkel-Wechsel war vorgegeben.
Somit wurden die Empfehlungen der Gesellschaft fur Versuchstierkunde befolgt.

Die Ernadhrung wurde durch pelletiertes Standard-Rattenfutter ( Altromin, Lage,Lippe ) und
Leitungswasser, beides ad libitum, sichergestellt.

Es wurden 6 Gruppen (1d, 3d, 5d, 7d, 9d und 11d) gebildet, mit jeweils 7 Tieren.

Narkose

Damit die Tiere leichter handhabbar waren, wurden sie vorher kurz, d.h. bis zum Wirkungs-
eintritt, in einen Ather-Topf verbracht.

Das fur die Katzen-Praxis entwickelte TILEST 500 (Firma Parke-Davis) mit seiner Kombi-
nation von Tiletamin und Zolazepam kam anfanglich zu Einstatz. Dosiert wurde es mit 15
mg/kg s.c. Nach Eintritt des Toleranzstadiums wurde Rompun zusatzlich i.m. injiziert. Eine
Nachdosierung war nicht nétig.

TILEST : 15mg/kg s. c. + ROMPUN :  5mg/kgi. m

Wahrend des experimentellen Teils, wurde die Herstellung von Tilest eingestellt, so daB3 die
gangige tiermedizinische Vorgehensweisen, die Injektion von Ketamin (KETANEST 50) zur
Schmerzausschaltung (80 mg/kg i.m.) und Rompun (12 mg/kg i.m.) zur Muskelrelaxation, mit
kurzerer Wirkungsdauer Verwendung fanden. Bei einer Gesamtuntersuchungszeit von ca.

120 Minuten musste das wiederholt werden.
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Thrombin- Konfektionierung und -Dosierung

Die Ausgangssubstanz wird von SIGMA® -Aldrich Chemie GmbH Steinheim bezogen. Es
handelt sich dabei um 1.000 Einheiten aus bovinem Plasma gewonnenen Thrombin.

Das lyophilisierte Pulver enthalt ungefahr 50% Protein, welches zusatzlich NaCl enthalt und
mit Tris HCI auf pH 7,0 bilanziert (21 mg geldst, 48 Einheiten / geléstem mg, 98 Einheiten /
mg Protein) wird. Es ist aktiviert mit bovinem Gehirn-Thromboplastin und getrocknet.
Gelagert werden muf3 es bei weniger als 0° C, also im TiefkUhlschrank.

Das exakte Dosieren ist bei der benétigten winzigen Enzymmenge nur mit der Satorius-
Analysenwaage mdglich.

Bei einem Bedarf von ca. 100 Einheiten Thrombin pro Tier, wird fir zwei Tiere 4 mg Aus-
gangssubstanz abgewogen und in 0,4 ml isotoner Kochsalzl6sung gelést, die sich in einem
1,5 ml fassenden ReaktionsgefaB (PLASTIBRAND) der Firma Brand - Wertheim befindet.

Operationstechnik

Das vollstandig (Ather, Tilest, Rompun) betaubte Tier wird im linken Trigonum omoclaviulare
(Fossa supraclavicularis major) elektrisch geschoren und in Rickenlage mit Klebestreifen
auf dem OP-Tisch fixiert. Weiter kranial in der Regio colli lateralis stéren subfasziale Lymph-
knoten den operativen Zugang zur Vena jugularis externa. Zuerst wird die Oberhaut mit
einem Einmalskalpell Marke FEATHER FIG 20 vorsichtig auf einer Lange von ungefahr 10
mm parallel zur Medianen perforiert. AnschlieBend benutzt man nur noch ein spitzes Skalpell
FIG 11 und feine spitze Pinzetten, um mehr oder weniger stumpf zur Vene vorzudringen und
diese zu lasen. Sobald das gelungen ist, schlauft man sie mit einem CAT-GUT-Faden (Firma
ETHICON 3-0) an und zieht sie leicht kaudal, um sie mittels einer kleinen Klemme in der
Regio epigastrica zu fixieren. Durch diesen ,Zugel” wird eine vollstandige Hamostase erzielt.
Das Wundgebiet wird regelmaBig mit sterilen Kompressen (Gazin) vom Blut befreit und mit
istoton. NaCl-Lésung 0,9% (BRAUN-Melsungen) vor dem Austrockenen bewahrt. Nun kann
man mit einer feinen Venenverweilkanile der schwedischen Firma Ohmeda (Neoflon
0,6/19mm) die Venenwand kandulieren und das Aliquot Thrombin langsam injizieren. Dabei
fuhrt man die Kanule reibend 20mm vor und zurtick und streicht zusatzliches Blut von krani-
al in den sich bildenden Blutpfropf. Dadurch erhofft man, infolge der leichten mechanischen
Alteration der GefaBwand, ein besseres Haften des Thrombus zu erreichen. Zur Pravention
einer Lungenembolie setzt man anschlieBend eine partielle Ligatur, indem man distal des
,Zugels®, die Vene und die Plastikspitze einer Venenverweilkanule mit sehr dinner Seide
(Virgin Silk 8/0 ETHICON) umschlingt und verknotet. Der ,Platzhalter”, i.e. die Plastikspitze,

wird anschlieBend vorsichtig herausgezogen. Darauf gibt man noch eine 1:1 Mischung von
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Streptomycin-Heyl und Penicillin "Grunenthal” in Tropfenform in das Wundgebiet. Die
Wunde wird in zwei Schichten verschlossen. Die Unterhaut mit Vicryl 3-0 USP / 2 metric,
die Oberhaut mit Prolene 3/0 (2metric). AnschlieBend wird das Tier mit Papier bedeckt und
in seinen Kafig gelegt, der je nach Umgebungstemperatur auch neben der Heizung
positioniert werden kann.

Abb.3 : Operationssitus
Thrombeninduktion mittels Thrombininjektion

In die V. jugularis
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3.2.1.1 Kernspintomographische Untersuchung

Das klinische Standardgerat mit 1,5 Tesla Magnetfeldstarke (Vision; Siemens, Erlangen,
Deutschland) wurde verwandt. In der dazugehdrigen Kniespule mit einem lichten Durch-
messer von 20 cm (Siemens Magnetom CP Extremity Coil), wurden die Ratten auf dem
Rucken auf einer angefertigten Lagerungsplatte (s. u.) untersucht. Die Untersuchung erfolgte
1, 3, 5,7, 9 oder 11 Tage nach Thrombusinduktion und dann unmittelbar vor (prae bzw.
nativ), und in 10°, 30" und 90 minltigem Abstand nach KM-Gabe. Die Tiere wurden dann wie
bei der OP betaubt.

Ein Zugang zur Vena caudalis wurde gelegt, indem

nachdem der Schwanz heiB gesaubert wurde eine
Vasofix Braunile 22 G1° (0,9 x 25 mm) von der

Firma Braun-Melsungen gelegt wurde. Dadurch

konnte spater der durch Polyurie haufig eintre-
tenden Exsikkose mittels Infusionen entgegen ge-
wirkt werden und das Kontrastmittel injiziert werden.
Um die zwei gleichzeitig auszuwertenden Tiere in
dieser Rohre waagerecht nebeneinander zentral
positionieren zu kénnen, fertigte man eine spezielle

Lagerungsplatte an:

Diese ist 18 x 28 cm groB3 und 7 mm dick. Zur Ver-

langerung der Haltbarkeit ist sie mit einer Plastikfolie

Uberzogen. Damit sich die Hals-geféaBe gestreckt in

einer Ebene darstellen lassen, sind an einer Schmal- Abb.4: Lagerungsplatte mit zwei
Kunststoffboxen fiir die

seite zwei "Kopfstutzen” befestigt. Sie sind 40 x 26 x
Lagerung der Képfe

7 mm grofB

und dienen der gleichzeitigen Darstellung aller interessierenden GefaBabschnitte in einer
Schicht. Bei ihnen handelt es sich um geschlossene Tissue-Tek Il — Plastikkassetten, die
Uber BAYER DIAGNOSTICS U.K. LTD - Evans House Houndsmill, Basingtoke Hampshire,
RG21 2YE bezogen werden. Auf der Pappe sind sie 3 cm von der Schmalseite, je 4 cm von
den beiden seitlichen Breitseiten und 6cm voneinander entfernt aufgeklebt.

Auf diese Platte werden nun die zwei Ratten gelegt, links und rechts mit gerolltem Papier

stabilisiert und am Kinn mit Klebestreifen auf der Unterlage fixiert.
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3.2.1.2 Kontrastmittel

DDM 43/34, die verwendete Substanz, ist eine kolloidale L6sung von sphérischen super-
paramagnetischen Fe*/ Fe* Oxidkristallen (kontrastbeeinflussende Komponente), die zur
galenischen Stabilisierung mit Carboxydextran beschichtet sind. Der mittlere AuBendurch-
messer betragt 34 nm. Es wird als undurchsichtige, schwarze, kolloidale Losung ausge-
liefert.

Deklariert ist die Zusammensetzung der Lésung mit einer Konzentration von 55-57 mg Fe/ml
und 60-65 mg Carboxydextran (Cdx) / ml. Die Partikel besitzen eine schwache negative
Oberflachenladung, die wahrscheinlich auf die Carboxylgruppen der Dextrane zurtck-
zufGhren ist (Polyanion).

Eine genaue Zuordnung der Identitat des Eisenoxides ist nicht méglich, da bei Partikeln
dieser GréBenordnung weder die kristallographischen (Réntgendiffraktion) noch die méB-
bauer-spektroskopischen Messungen eine Differenzierung von Magnetit (Fe,O,) und Mag-
hemit (y-Fe,0,) erlauben. Uber die Bestimmung des Fe™-Anteils, war es anderen méglich
festzustellen, daB statt dem zu erwartenden Anteil von 33% nur ca. 20% des Eisens in di-
valenter Form vorlagen.

Gelagert wurde DDM 43/34 bei 6° C in einer dunklen Flasche, da es sich gezeigt hat, daB
unter dem EinfluB von héheren Temperaturen und durch Beleuchtung die Substanz aufkon-
zentriert und oxidiert (Abnahme des prozentualen Fe™-Anteils). Auch verliert der Stoff mit
wiederholter Substanzentnahme aus einem Vial die biologische Wirksamkeit. Dies wird auf
eine sukzessive Oxidation des Eisenoxidkerns zurtckgefuhrt, da sich bei jeder Entnahme

das Luftvolumen im Vial erhdht und eine Oxidation bewirkt.

Relaxivitaten, LD 50 vo Eisen, Halbwertszeit und verwendete Dosis von DDM 43/34

Als MaB3 des Einflusses von magnetischen Substanzen auf das Relaxationsverhalten von
Protonen ist die Relaxivitat definiert. Die R1- und R2-Relaxivitaten bei 0,47 Tesla in Aqua
bidest. Sind bei 37°Celsius31 und 57 L/(mmols * s). Bei der Ratte betragt die LD 50 35
mmol (10°) Fe/kg Koérpergewicht und die Halbwertszeit 56 +/- 17 Minuten.

Fir alle Unteruchungen wurde eine Dosis von 30 Mikromol (10°°) Eisen pro Kilogramm

Korpergewicht den Ratten appliziert.
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3.2.2 Untersuchungsgang

3.2.2.1 Sektion und Histologie

Im AnschluB3 an die NMR-Untersuchung wird dem noch betaubten Tier der Thrombus ent-
nommen. In Abhangigkeit vom Alter des Thrombus variiert seine Konsistenz und seine Haf-
tung an der Venenwand. Es besteht die Gefahr, daB er sich ablést und abschwimmt. Zur
Prophylaxe setzt man proximal und distal eine Ligatur mit Vicryl (Firma ETHICON 3-0 USP, 2
metric). Im AnschluB an die Entnahme des Thrombus werden die Tiere in tiefer Narkose
durch Blutentzug euthanasiert.

Da es sich um ein MPS-spezifisches KM handelt, entnimmt man dazugehérige Lymph-
knoten (Nodi lymphatici cervicales superficiales), ein Stuck Leber und Milz und zusétzlich die
kontralaterale Vene. Gesammelt werden diese Proben in einem kleinen Plastikgefal3
(Superpolyethylen Vial ™der Firma Packard®, in StandardgréBe zu 20 ml), welches mit
Formalin nach Lilly gefullt ist und bis zur histologischen Einbettung im Kuhlschrank bei 4° C

aufbewahrt wird.

Histologische Aufbereitung

Die gewonnenen Proben werden in (neutral-) gepuffertem Formalin nach Lilly aufbewahrt, da
sich Eisenionen in sauren Fixiermedien aus dem Hamosiderin unter zurucklassen von Aposi-
derin I6sen. Dazu gieBt man 100 ml Formol (handelsubliches, etwa 35 %iges Formaldehyd)
zu 900 ml aqua dest.,in dem zuvor 4g Natriumdihydrogenphosphat (NaH,PO, H,O) und 6,5g
Dinatriumhydrogenphosphat wasserfrei (NaH,PO,) gelost wurden. Das stabilisierte Formalin
bewahrt man lichtgeschuitzt auf. Fixiert wird bei 4° C Uber Nacht im Kuhlschrank.
AnschlieBend werden die Thromben in Tissue-Tek® Il - Plastikkassetten gelegt, die tiber
BAYER DIAGNOSTICS U.K. LTD. Evans House Houndsmill, Basingtoke Hampshire, RG21
2YE bezogen wurden. Diese verschlossenen Gitterkdrbchen haben folgende Abmessungen:
26 x 40 x 7 mm.

Auf diesen Kastchen kénnen die Gewebe eindeutig gekennzeichnet werden und so
vergroBert, daB sie gewassert und wahrend der folgenden Entwasserungsreihe leichter und
geschutzter von einem Alkohol in den nachst hoherprozentigen gebracht werden konnen.

Das entsprechende Schema sieht folgendermaBen aus:
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Entwasserungsreihe Temperatur Einwirkungsdauer

Aqua purificata Zimmertemperatur 2 Stunden
Ethanol 70% Zimmertemperatur 2 Stunden
Ethanol 96% Zimmertemperatur 2 Stunden
Ethanol 100% Zimmertemperatur 1 Stunde

AnschlieBend folgt die Prainfiltration in einem Gemisch unseres Infiltrationsmediums mit
100%igem Ethanol (zu gleichen Teilen) tGber 2 Stunden bei Zimmertemperatur. Danach
kann die Probe einen Tag lang in dem unverdunnten Infiltrationsmedium TECHNOVIT
7100 (Firma Heraeus Kulzer) gehartet werden. Nach Beendigung der Infiltration legt
man die Gewebeteilchen in eine Einbettform (Histoform S), in die vorher mit einer
Einwegpipette etwa 1ml Einbettflissigkeit pro Einbettmulde gegeben wurde.
Die Polymerisation erfolgt innerhalb einer Stunde bei Zimmertemperatur (23°C) und an-
schlieBend noch einer weiteren bei 37°C im Warmeschrank. Nach Ablauf der Polymerisation
wird der Tragerteil Histobloc in die Aussparungen der Einbettungsform gelegt, und man
bereitet TECHNOVIT 3040 (2-3 Teile Pulver : 1 Teil Flussigkeit) zu. Das TECHNOVIT 3040
wird in den Histobloc gegeben. Durch Kopolymerisation verbindet sich dann der Histobloc
innerhalb von 3-5 Minuten fest mit der Einbettung, d. h. er wird “aufgeblockt”. Nun kann die
Einbettung aus der Form geldst werden und steht zum Schneiden in einem JUNG-Mikrotom
K, far Hartschnitt-Technik, zur Verfigung.
Die Schnitte werden in aqua dest. gestreckt und auf einer Heizplatte bei 60 °C getrocknet.
Darauf sind die Objekttrager bereit zur Farbung, da die Kunststoffmatrix nicht entfernt zu
werden braucht. Dieses Polymerisationssystem zum Einbetten von Gewebe in 2-Hydroxy-
ethyl-Methacrylat (GMA) bietet entscheidende Vorteile:

¢ Man erhalt ein Kunststoffbléckchen von uniformer Harte, das transparent bleibt und

sich nicht verfarbt. Das Polymerisationssystem ist fur Inhibition durch Luft-Sauerstoff
weniger empfindlich als das GMA-Benzoylperoxid / aromatische Aminensystem.

e Luftdichtes AbschlieBen mit Paraffin ist nicht erforderlich.

¢ Die enthaltenen Komponenten sind bedeutend weniger toxisch.

e Waéhrend der Polymerisation steigt die Temperatur nicht tber 40°C.

e Klrzere Farbezeiten.

e Es besteht die Mdglichkeit, Serienschnitte anzufertigen.

Damit kann man 1-2 um dinne Schnitte anfertigen, was bei der GroBe der HalsgefaBBe

einer Ratte erst das Gewinnen einer Anzahl von histologischen Schnitten ermdglicht.
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Histologische Farbungen

Mit Hilfe der histologischen Untersuchungen sollen folgende Fragen geklart werden :

e [st Uberhaupt noch ein Thrombus vorhanden?

e Wie sieht dieser zu einem definierten Zeitpunkt mikroskopisch aus?

e Welche Zellen lassen sich finden?

e Ist es zu einer nachweisbaren Eiseneinlagerung gekommen?

e Ist dieses Eisen endogenen oder exogenen Ursprungs?
Als Standard - Farbung wahlen wir HAMATOXYLIN-EOSIN.

Der Kunststoff braucht Hamatoxylin nach Gill:

Hamatoxylin nach
Gill
Hamatoxylin 69
(C.1. 75290)
Natriumjodat 0649
Aluminium- 52,89
sulfat
Aqua dest. 690 ml
Ethylenglykol 250 mi
Eisessig 60 ml
Verfahren:

Alkoholisches

Eosin Y-

(C.I. 45380)
Ethanol 96%

Eisessig

Farbstofflosungen filtrieren

Schnitte farben in Hamatoxylin nach Gill

(15 min)

Blauen in Leitungswasser

(10 Minuten)

Spulen in aqua dest.

Schnitte gegenfarben mit Eosin

(2-5 min)

Entwassern tUber Ethanol 96% und 100%

Klaren mit Xylen und eindecken mit Eukitt

Eosin

0549

100 mi
2 Tropfen

Ergebnis:
(Farbung in HE nach Gill)

Zellkerne:
basophiles Cytoplasma:
azidophiles Cytoplasma:

Muskelgewebe:

Bindegewebe:

blau

blau

rosa

rosa

rosa

Um die Frage nach der vermuteten Eisenanreicherung im Mononuklearen Phagozyten
System beantworten zu kdnnen (Frage 4), wahlt man die BERLINERBLAU REAKTION

NACH PERLS.

4 FeCl, + 3K,Fe(CN), ----> Fe,[Fe(CN)], + 12 KCI

Die dazu nétige L6sungen werden wie folgt angesetzt:
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Kaliumferro- Lésung Kernechtrot Lésung

cyanid
Kaliumferro- 1g Aluminiumsulfat 59
cyanid
Salzsaure 50 ml Aqua dest. 100 ml
2%
Wenn Solutio fertig, 0,14g
diese erhitzen und
Kernechtrot
einrdhren, bis sich der
Farbstoff gelést hat.
Erkalten lassen, Filtrieren.
Verfahren:

1- Kaliumferrocyanid-L6sung im Brutschrank auf 60°C erwarmen
2- Kaliumferrocyanid-Lésung filtrieren

3- Zu farbende Schnitte 15 Minuten in Losung stellen

4- Spdllen in Aqua dest.

5- Kernecht-Losung 0,1% fur 15 Minuten einwirken lassen

6- Spllen mit aqua dest.

7- Entwassern, Klaren mit Xylen und Eindecken mit Eukitt

Dreiwertiges Eisen (Ferri) wird durch hellblaue Kérnchen angezeigt, Hintergrund und
Zellkerne entsprechen der Gegenfarbung. Zur Unterscheidung zwischen kérpereigenem
und mit dem Kontrastmittel zugefuhrten Eisen (Frage 5) macht man sich die Tatsache
zunutze, daB3 im Kérper kein freies zweiwertiges Eisen (Ferro) auftritt, wohl aber in unserem
Kontrastmittel. Daher ist der Nachweis von Fe™ (Ferro) spezifisch flir dasselbe.
Zu dessen Nachweis steht die TURNBULLS BLAU- Farbung zur Verfugung:
3 FeCl, + 2 K,Fe(CN), ------ > Fe,[Fe(CN) ], + 6 KCI
Kaliumferricyanid-Lésung : Kaliumferrizyanid 0,449

0,06 N Salzsaure 40 ml

Verfahren:

1- Schnitte in Kaliumferricyanid-Lésung fur 1 Stunde einstellen
2- Schnitte in 1 %iger Essigsaure waschen

3- Gegenfarbung mit Kernechtrot fur 15 Minuten

4- Waschen in Aqua dest.

5- Entwassern, Klaren mit Xylen und Eindecken mit Eukitt

Blaue Kornchen zeigen zweiwertiges (Ferro) Eisen an,

Hintergrund und Zellkerne entsprechen der Gegenfarbung.
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Histologische Auswertung

Die Praparate wurden lichtmikroskopisch nach verschiedenen Kriterien klassifiziert:
Die HE-Farbungen nach folgender SCALA (Score):

Histologische Fiillungs-Léange der Vena jug. ext.

o ,a“beikeiner Stenose

o ,b“ wenn Lange des Thrombus in etwa dem GefaBdurchmesser enstpricht,
o ,c“wenn eine etwa 25% gréBere Lange als der GefaBdurchmesser vorliegt,
o ,d“ wenn eine etwa 50% gr6Bere Lange als der GefaBdurchmesser vorliegt,

o ,e“steht wenn eine Gesamtflillung der Vene besteht.

Histologischer LumenverschluBgrad

o i wenn ein offenes Gefal3 vorliegt,
o ,g" steht fur eine Stenosierung, die etwa 50% betragt,
o ,h“ wenn Stenosierung von ca. 75% vorliegt (aber noch offen),

o ,i“wenn ein GesamtverschluB der Venen vorliegt.

Histologischer Kollateralisationsgrad

o ,“wenn keine Kollateralen sichtbar sind,
o ,k“wenn lokale Kollateralen sichtbar sind,

o ,I“ wenn regionale Kollateralen sichtbar sind.

Histologischer Rekanalisationsgrad

o ,m"“wenn keine Zeichen flr eine Rekanalisation sichtbar sind,
o ,n“wenn geringe Zeichen fur eine Rekanalisation sichtbar sind,
o ,0“wenn deutliche Zeichen fir eine Rekanalisation sichtbar sind,

o ,p“wenn starke Zeichen fir eine Rekanalisation zu sehen sind.
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Im Folgenden wird anhand von exemplarischen Befunden die histologische Klassifikation

demonstriert:

Haemostase (,,1“)

Abbildung 8: Thrombus, der vor einem Tag induziert wurde. Der Thrombus befindet
sich im rechten oberen Bildabschnitt, die zellig infiltrierte GefaBintima befindt sich auf
der linken Seite und zwischen beiden erstreckt sich der haemostatische Bereich. (HE-
Farbung). Die Erythrozyten sind deformiert (pflastersteinartig) und von Monozyten und

neutrophilen Granulozyten begleitet.
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Homogenisat (,,2*)

Abbildung 9: Thrombus, der vor funf Tagen induziert wurde. Der Thrombus befindet
sich zentral, die GefaBintima umkranzt ihn nach link sund recht. Sie ist verbreitert und
zellig infiltriert. Der Thrombus l&sst kaum Zellgrenzen erkennen (HE-Farbung).

Organisat (,3“)

Abbildung 10: Thrombus, der vor elf Tagen induziert wurde. Neben veranderten Ery-
throzyten (polygonal) erkennt man auch Fibroblasten, Fibrozyten (langgezogene,
mehrkernige Zellen, Monozyten (sphéarische Zellen mit einem Kern) und kollagene

Fasern (HE-Farbung).
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3.2.23 MR-angiographische Auswertung

qualitativ:

Anhand der 3D FISP wurden Maxi-
mum Intensity Projektionen erstellt
(MIP). Hierbei werden die Pixel der
Schichten einer Messung addiert, die :

Uber einem bestimmten Intensitats-
wert liegen. Dadurch erhalt man ein
Projektionsbild aus Einzelschichten,
in dem die GefaBe in ihrem Gesamt-
verlauf dargestellt sind.

Mit Hilfe der MIP wurde das AusmaRB
der GefaBeinengung durch die
Thromben festgelegt und mit den
histologischen Befunden verglichen.
Auch die Lange der Thromben,
eventuelle Rekanalisation oder
Kollateralenbildung wurden ermittelt
und den histologischen Ergebnissen
gegenuber gestellt. Die kernspin-
tomographischen Bilder wurden in

ihrer Bewertung analogen Kriterien

‘
;.--‘\.‘ %

Abbildung 11: Frontale MIP zur Beurteilung der Fillungs-

wie die histologischen unterworfen.

lange (,B“). In diesem Fall wurde bei der histologischen

Angiographische Fﬂllungslénge Graduierung dieselbe Beurteilung (,b“) getroffen. Pfeil

i bezeichnet Thrombuslage.
der Vena jug.ext. 9

1) ,,A“ steht bei keiner Stenose,

2) ,,B“ steht fir eine Thrombus-L&nge, welche den GefaBdurchmesser in etwa entspricht
3) ,,C“ steht fur eine etwa 25% gréBere Thrombus-Lange als der GefaBdurchmesser

4) ,,D* steht fir eine etwa 50% gréBere Thrombus-Lange als der GefaBdurchmesser

5) ,E® bedeutet eine Gesamtflllung des GefaBes mit Thrombus

Die obige Abbildung 11 zeigt einen Ausschnitt aus der MI-Projektion mit der
Thrombuslangeneinschatzung von ,B“. Histologisch wurde bei diesem Tier 7 Tage nach
Thrombusinduktion dieselbe Bewertung getroffen.
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Angiographischer

LumenverschluBgrad

=, F“ steht fir ein offenes Gefal3

= ,,G“ steht fur eine Stenosierung,
die etwa 50% betragt

= ,,H“ bedeutet eine Stenosierung
von ca. 75% liegt vor

= I“ zeigt einen GesamtverschluB
der Vene an

Die nebenstehende Abbildung (12)
zeigt einen Ausschnitt aus der MI-
Projektion mit der Einschatzung des
VerschluBgrades von ,H"
Histologisch wurde bei diesem Tier 3
Tage nach Thrombusinduktion

dieselbe Bewertung (,h") getroffen.

B
Abbildung 12: Frontale MIP zur Beurteilung des

Verschlussgrades (hier ,H). In diesem Fall wurde bei der
histologischen Graduierung dieselbe Beurteilung (,h)
getroffen (Pfeile bezeichnen beurteilten Bereich).
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Angiographischer Kollateralisationsgrad

(1) ,J“ steht fur keine Kollateralen
sind sichtbar

(2) ,,K* steht fur lokale Kollateralen
sind sichtbar

(8) ,,L* steht fur regionale Kolla-
teralen sind sichtbar

Die nebenstehende Abbildung (13)
zeigt einen Ausschnitt aus der MI-
Projektion mit dem Beispiel ,lokale
Kollateralisation ( ,,K).
Histologisch wurde bei diesem vor
sieben Tagen operierten Tier
dieselbe Bewertung (,k“) getroffen.
Aussagen uber die Wandbeschaf-
fenheit, die Morphe von Peripherie
und Thrombuszentrum konnten im

MR-Bild nicht getroffen werden.

Abbildung 13: MIP mit Beurteilung der Kollateralenaus-

pragung: ,K". Bei dem untersuchten Tier wurde bei der
histologischen Graduierung dieselbe Beurteilung (,k)
getroffen. (Pfeile bezeichnen beurteilten Bereich)

Angiographischer Rekanalisationsgrad

¢ M“wenn keine Rekanalisationszeichen sichtbar sind,

¢ N wenn geringe Rekanalisationszeichen sichtbar sind,
e O“wenn deutliche Rekanalisationszeichen sichtbar sind,

e P“wenn starke Rekanalisationszeichen zu sehen sind.
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)

Zusatzlich wurde die Bildqualitat der drei mit kontrastmittel unterstitzten Messungen (30
607, 120) klassifiziert:

,0“ = ungenugende Bildgebung »1“ = ausreichende Bildgebung

,2 = befriedigende Bildgebung ~3 = gute Bildgebung

quantitativ:

Signalintensitatsmessung

Anhand der frontalen MIP wurden die axialen Schichten ermittelt, in welchen der Thrombus
sicher getroffen wurde.

In dieser Schicht wurden folgende Intensitatswerte gemessen:

= Gesunde Vene

= Thrombus

= Hintergrund

= Muskulatur

Mit Hilfe dieser Werte wurde flir die verschiedenen MeBtechniken das Enhancement
berechnet: Enhancement = ( Gef post/ HG post) : ( Gef prae / HG prae)
Gef = offene kontralaterale Vene oder Thrombus

HG = Hintergrundsrauschen
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3.3 ERGEBNISSE

Die untersuchten Tiere tolerierten das chirurgisch-chemische Setzen des Thrombus sehr gut.
Ihr Allgemeinbefinden wurde nicht beeintrachtigt. Die Hautwunde war bereits nach 3 Tagen

gut verheilt.

3.3.1 Qualitative Auswertung der angiographischen Befunde

Die mr-tomographische Darstellung der GefaBe insbesondere der Venen gelingt ohne
Kontrastmittel mit der 3-D-FISP Technik an der Ratte nicht. Mit Kontrastmittel kommen alle
GefaBe (Venen und Arterien) signalreich zur Darstellung (Abb.11-13). Die Ergebnisse der
semiquantiativen Auswertung anhand des Scores (siehe Material und Methoden 3.2.2.3) ist
in Tabelle 2 dargestellt. Es zeigt sich, daB das Kontrastmittel tber den gesamten Unter-
suchungszeitraum in den GefaBen zirkuliert und einen exzellenten Kontrast bietet.

Es wurde bei keinem Tier ein Unterschied in der GefaBdarstellung zwischen den MeBzeit-

punkten 10, 30 und 90 Minuten nach Kontrastmittelinjektion beobachtet.

Thrombuslange Lumen Kollateralisation | Rekanalisation

A B C D E F G H 1 J K L M N O P

1d O 3 1 2 1 0O 0 1 6 7 0 O 7 0 0 O

3d 0O 1 5 1 0 0 0 2 5 6 0 1 7 0 0 O

5d 0 0 6 1 0 o 1 1 5 6 1 0 0 7 0 O

7d 0O 0 4 0 3 O 1 2 4 4 3 O 0O 4 2 1
9d 0 0 2 0 5 2 0 2 3 4 2 1 0 2 5

11d o 1 1 2 3 1 0 2 4 0 6 1 0O 1 4 2

Tab. 3 : Gesamttibersicht der qualitativen Auswertung der MR-Untersuchung. Dargestellt sind die absoluten

Héufigkeiten von bestimmten Merkmalen (A-P) in Relation zum Thrombenalter. Der zugrunde liegende Score ist

in 3.2.2.3 erlautert.
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Thrombusldnge (MR-angiographisch)

Anhand der qualitativen MRT-Auswertung sieht man, daB der Thrombus im Zeitverlauf an
Lange bis zum neunten Tag zunimmt (mit einem Maximum 9 Tage nach Induktion) und da-
nach leicht abnimmt. Signifikant sind die Unterschiede zwischen den 9 Tage alten Thromben

und den 1, 3 und 5 Tage alten Thromben.

RO KEINE
O] ®) «>DM »
] ©) 25%

(D) 50%
H € 100%

Thrombusalter

Haufigkeiten

Diagramm 1: Vergleich der Thrombuslédnge im MR-Bild von Ratten, die zu sechs unterschiedlichen Zeitpunkten
(Ordinate) vor der Messung einen Thrombus in der linken Vena jugularis induziert bekommen hatten. Dargestellt
sind absolute Héufigkeiten (Abszisse) der je 7 Tiere umfassenden Gruppen.

In der Abbildung 11 (S.37) sieht man eine Ratte, der vor 7 Tagen ein Thrombus induziert
wurde.

Die Lange desselben wurde mit ,,C* MR-angiographisch beurteilt. In dieser Maximum —
Intensitats - Projektion (MIP) von Bildern aus einer T1-gewichteten Fisp 3d-Sequenz ist 10
Minuten nach KM-Gabe in koronarer Schnittfihrung eine nur partiell mit SPIO geflllte Vena

jugularis zu erkennen (Pfeil).
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Lumeneinengung (MR-angiographisch)
In der qualitativen MRT-Auswertung sieht man, daB das freie GefaBlumen im Zeitverlauf an

Weite bis zum 9 Tage nach Induktion zunimmt und danach leicht abnimmt. Signifikante Ab-

héangigkeiten treten nicht auf. Der initial kleiner werdende Thrombus nimmt final an GréBe

wieder zu.
11Tage [ 1 | 5 4 [1 (F) <50%
. [ (G) >50%
9 Tage 2 | 2 3 O] H) 75%
5 -
= ) 100%
g 7 Tage 2 2 L1 () too%
£
o 5 Ta 5
§ 5 Tage 1
= ]
3 Tage 2 5
1 Tag N 6
I I I I I I 1
0 1 2 3 4 5 6 7
Haufigkeiten

Diagramm 2: Vergleich der Lumeneinengung im MR-Bild von Ratten, die zu sechs unterschiedlichen Zeitpunkten
(Ordinate) vor der Messung einen Thrombus in der linken Vena jugularis induziert bekommen hatten. Dargestellt

sind absolute Héufigkeiten (Abszisse) der je 7 Tiere umfassenden Gruppen (Ordinate).

In der Abbildung 12 (S.38) sieht man eine Ratte, der vor 3 Tagen ein Thrombus induziert
wurde.

Die Lumeneinengung wurde mr-angiographisch mit "H” beurteilt. In dieser Maximum-
Intensitats-Projektion (MIP) von Bildern aus einer T1-gewichteten Fisp 3d-Sequenz ist 10
Minuten nach KM-Applikation in koronarer SchnittfUhrung in der MR-Angiographie somit die
selbe Beurteilung wie in der histologischen Untersuchung getroffen worden.

43



Kollateralisation (MR-angiographisch)

Mittels der qualitativen MRT-Auswertung sieht man, daB die Kollateralen im Zeitverlauf
mengenmaBig zunehmen. Signifikant sind die Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen:
1 Tag zu 11 Tagen, 3 Tage zu 11 Tagen, 5 Tage zu 11 Tagen und 7 Tage zu 11 Tagen.

11 Tage nach Induktion wurden bei jedem Tier Kollateralen gefunden.

11 Tage 6 e [0 &) KEINE
] [] (K LOKALE »

[] U REGIONALE

Thrombusalter

Haufigkeiten

Diagramm 3: Vergleich der fortschreitenden Kollateralenbildung im MR-Bild von Ratten, die zu sechs unter-
schiedlichen Zeitpunkten (Ordinate) vor der Messung einen Thrombus in der linken Vena jugularis induziert
bekommen hatten. Dargestellt sind absolute Héufigkeiten (Abszisse) der je 7 Tiere umfassenden Unter-

suchungsgruppen.

In der Abbildung 13 (S.39) sieht man eine Ratte, der vor 3 Tagen ein Thrombus induziert
wurde.

Bei diesem sieht man eine lokale Kollateralenbildung ("K”). In dieser Maximum -Intensitats-
Projektion (MIP) von Bildern aus einer T1-gewichteten Fisp 3d-Sequenz ist 10 Minuten nach
KM-Applikation in koronarer Schnittfihrung in der MR-Angiographie somit dieselbe

Einschatzung wie in der histologischen Untersuchung getroffen worden.
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Rekanalisation (MR-angiographisch)
Als Ergebnis der qualitative MRT-Auswertung hat sich gezeigt, daB die Rekana0000lisation
im Zeitverlauf fortschreitet. Signifikant ist der Unterschied von Thromben 1 Tag nach Throm-
businduktion zu 5,7,9 und 11 Tage alten, 3 Tage alte zu 5,7,9 und 11 Tage alten und 5 Tage

alte zu 9 und 11 Tage alten Thromben.

[1 (M) KEINE
[1 (N) GERINGE-
[J (O) GUTE

[] (P) STARKE

Thrombusalter

Haufigkeiten

Diagramm4: Vergleich der Rekanalisation im MR-Bild von Ratten, die zu sechs unterschiedlichen Zeitpunkten
(Abszisse) vor der Messung einen Thrombus in der linken Vena jugularis induziert bekommen hatten. Dargestellt
sind absolute Héufigkeiten (Abszisse) der je 7 Tiere umfassenden Versuchsgruppen (Ordinate).
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3.3.2 Quantitative Auswertung der angiographischen Befunde

Signalintensitaten vor der SPIO-Gabe

(Ausgangswerte)
Bei den sechs Gruppen mit verschieden alten venésen Thromben zeigen sich nur bei den
vor einem Tag thrombosierten GefaBen signifikante Unterschiede in der Signalintensitat zu

der gesunden gegenuberliegenden Vene, welche eine héhere Signalintensitat aufweist.

S1
|4;16-
141

124

o41

Ar M Vene

2 ' ' ) t } ' [ Thrombus
N= 7 7 77 7 7 7 7 7 7 7 7

1.00 3.00 5.00 7.00 9.00 11.00

Tage nach Thrombeninduktion

Graphik 1: Signalintensitdten (Sl / Rauschen) von unterschiedlich alten Thromben und kontralateralen

durchgéngigen Venen vor SPIO-Gabe
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Signalintensitaten 10 Minuten nach SPIO-Gabe

(1. Untersuchung nach Kontrastmittelinjektion)

Der Wilcoxon matched pairs Test (WmpT) belegt, daB die Signalintensitaten in den kontra-
lateralen unbeeintrachtigten Venen zu allen untersuchten Zeitpunkten nach Induktion der
Thromben signifikant wahrend der ersten 10 Minuten in der Signalintensitat ansteigen, wenn
man sie in Relation zu den Ausgangswerten setzt.

Ebenso dokumentiert der WmpT, daB bei Tieren mit einem vor 5 Tagen induziertem
Thrombus, dieser signifikant in den ersten 10 Minuten an Signalintensitat zugewinnt,

wenn man ihn mit dem Ausgangswert vergleicht.

Deutlicher ist dieser Signalintensitatszugewinn bei vor 7, 9 und 11 Tagen entstandenen
Thromben.

Beim Vergleich zur kontralateralen Vene sind 5 und 7 Tage alte Thromben signifikant
dunkler, der Unterschied bei 1, 9 und 11 Tage alten Thromben zum gesunden Gefa auch
signifikant unterschiedlich.

Auch ist nach drei Tagen dieser Unterschied signifikant.

S 60
/
R 50+
7 | i
7 . T
20+ T =
1T
ﬁ T - —T— |T‘ \Il
104+ —T—
- Il Vene
0 ' ' ' } } } [ JThrombus
N = 7 7 3 3 7 7 7 7 7 7 7 7
1.00 3.00 5.00 7.00 9.00 11.00

Tage nach Thrombeninduktion

Graphik 2: Signalintensitéten (Signal/Rauschen) von unterschiedlich alten Thromben und kontralateralen

durchgéngigen Venen 10 min nach SPIO-Gabe
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Signalintensitaten 30 Minuten nach SPIO-Gabe

(2. Messung nach Kontrastmittelinjektion)

Der Wilcoxon matched pairs Test (WmpT) belegt, daB die Signalintensitaten in den kontra-
lateralen unbeeintrachtigten Venen zu allen untersuchten Zeitpunk-ten nach Induktion der
Thromben signifikant wahrend der ersten halben Stunde in der Signalintensitat ansteigen,
wenn man sie mit dem Signal vor der SPIO-Gabe vergleicht.

Der WmpT beweist zuséatzlich, daB es zu einem signifikanten Signalintensitatszuwachs in
den7,9 und 11 Tage alten Thromben kommt, immer im Vergleich zum Ausgangswert.
Einen intra-individuellen signifikanten Unterschied zwischen offenem und thrombosiertem

Gefa konnte man bei 1,3, 5 und 11 und 7 und 9 Tage alten Thromben feststellen

S 50
/
R
404+ ©65 T
30-- ? §
T

« [ =J=

10+ l 1L

L i B vene
0 ' ' ' ' ' ' [] Thrombus
N = 7 7 7 7 7 7 7 7 5 5 7 7
1.00 3.00 5.00 7.00 9.00 11.00

Tage nach Thrombeninduktion

Graphik 3: Signalintenisitdten (Signal / Rauschen) von unterschiedlich alten Thromben und kontralateralen

durchgéngigen Venen 30 min nach SPIO-Gabe
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Signalintensitdten nach 90 Minuten

(8. Messung nach Kontrastmittelinjektion)

Der Wilcoxon matched pairs Test (WmpT) belegt, daB die Signalintensitaten in den kontra-
lateralen unbeeintrachtigten Venen zu allen untersuchten Zeitpunkten nach Induktion der
Thromben signifikant wahrend der ersten anderthalb Stunden in der Signalintensitat anstei-
gen, wenn man sie mit den Ausgangswerten vergleicht.

Im WmpT sind 9 und 11 Tage alte Thromben signifikant signalreicher als vor der SPIO-Gabe.
Zwischen thrombosiertem und nicht-thrombosiertem GefaB sind 1,5 und 7 Tage alte
Thromben nach 90 Minuten signifikant weniger signalreich. 3 und 11 Tage alte Thromben /

Venen ist das Signifikanzniveau von p=0,018 noch deutlicher.

50

I—~w

11
404 *

30+ ? ?T
o T LA -

10+ T 1
i i Il Vene
0 ' ' ' } } } [1 Thrombus
N= 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7
1.00 3.00 5.00 7.00 9.00 11.00

Tage nach Thrombeninduktion

Graphik 4: Signalintensitéten (Signal / Rauschen) von unterschiedlich alten Thromben und kontralateralen

durchgéngigen Venen 90 min nach SPIO-Gabe
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Synopse aller Signalintensitatsverdnderungen

Auf der Ordinate ist in arbitrdren Einheiten das Signal zu Rausch-Verhaltnis (S/R)
quantitativ skaliert. Auf der Abszisse ist der Zeitverlauf in Minuten nach der ersten ohne
SPI10-Gabe erfolgten (Leer-) Messung aufgetragen.

Die alteren Gruppen (7, 9 und 11 Tage) haben eine signifikant héheres Signal/Rausch-

Verhaltnis als die jungeren Thrombengruppen (1,3 und 5 Tage)

S

/
R

G st KV
(] onin
1 B 1Onin
] 3nin
B 9Dnin

N= 7777 7377 7777 7777 7757 7777
1@ 30 a 7@ ol 11

Tageredh Thateird Kian

Graphik 5: Verdnderungen der durchschnittlichen Signalintensitdten (Ordinate) nach unterschiedlich lange

zurtickliegender SPIO-Gabe (0-90 Minuten) fiir alle untersuchten Thromben verschiedenen Alters (Abszisse)

50



3.3.3 Qualitative Auswertung der histologischen Resultate

Die Darstellung der GefaBe insbesondere der Venen gelingt in der feingeweblichen Unter-
suchung mit Hilfe der Histioacryl-Technik. So kann man trotz Feinheit der Praparate (Durch-
messer bis zu 2 mm) eine hinreichende Anzahl Schnitte erhalten. Problematisch ist die
haufig inkomplette Darstellung des Thrombus, da 2 Mikrometer hohe Schnitte, immer wenn
der Thrombus nicht exakt waagerecht eingebettet werden konnte, bei der ausschlieBlich
horizontalen SchnittfiUhrung, im Schnitt Aussparungen zeigen. Die Ergebnisse der
semiquantitativen Auswertung anhand des Scores (s. Material und Methoden 3.2.2.2) ist in
Tabelle 4 dargestellt. Es zeigen sich nur leicht differente Unterschiede zu den Ergebnissen
der MR angiographischen Untersuchung (siehe Tab. 2, S.41).

Thrombuslange Lumen Kollateralisation | Rekanalisation

a b c d e f g h i j k |1 m n o p

1d 0O 1. 5 1 0 o 1 1 5 7 0 O 7 0 0 O
3d O 1 5 1 0 0 2 2 3 6 1 0 7 0 0 O
5d 0 3 3 1 0 1 2 2 2 6 1 0 0 5 2 0
7d 0O 3 4 0 O 5 1 1 0 3 3 1 1 3 2 1
9d 0O 0 4 3 O 2 2 1 2 4 2 1 0 2 5 0
11d 0 3 4 0 O 2 1 1 3 0 6 1 o 1 4 2

Tab. 4 : Gesamttibersicht der qualitativen Auswertung der feingeweblichen Untersuchung. Dargestellt sind die
absoluten Haufigkeiten von bestimmten Merkmalen (A-P) in der jeweiligen Thrombusalters-Gruppe. Der
zugrundeliegende Score ist in 3.2.10 erldutert.
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Thrombuslénge (histologischer Befund)

Es findet sich histologisch ein Verhalten, welches der qualitativen MR - tomographischen
Auswertung entspricht. Anhand der qualitativen Auswertung sieht man, daB der Thrombus
im Zeitverlauf an Lange abnimmt, allerdings enthielten die nach 9 Tagen untersuchten Tiere
relativ groBe Thromben.

Signifikant unterschiedlich ist dieses Verhalten zwischen 9 und 11 Tage alten und zwischen

7 und 9 Tage alten Thromben.

11 Tage 3 4 ] [1 @ KEINE
- O] () «>DM o
9 Tage 4 O © 25%
5 -
S 7 Tage 3 4 | (d) 50%
é | B (e 100%
o 5Tage 3 3
£
== .
3Tage | 1 | 5
1Tag | 1 | 5
I I I I I I ]
0 1 2 3 4 5 6 7
Haufigkeiten

Diagramm 5: Vergleich der histologisch ermittelten Thrombusldnge von Ratten, die zu sechs unterschiedlichen
Zeitpunkten (Ordinate) vor der Messung einen Thrombus in der linken Vena jugularis induziert bekommen
hatten. Dargestellt sind absolute Héufigkeiten (Abszisse) der je 7 Tiere umfassenden Versuchsgruppen.
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Lumeneinengung (histologischer Befund)

In der qualitativen histologischen Auswertung sieht man, daB das GefaBlumen bei der
Tiergruppe 7 Tage nach Thrombeninduktion besonders wenig eingeengt ist.

Thromben weisen nach einem Tag ein signifikant starker eingeschranktes GefaBlumen auf
als solche nach 7 Tagen. Auch 3 und 5 Tage unterscheiden sich signifikant von 7 Tage alte

Thromben in ihrer eingeschrankten Lumenweite.

—
—
_|
Q
«Q
[0
N
I
—
W

5 -
= i) 100%
5 7 Tage 5 ) 1o0%
_g -
o 5Tage [ 2 2
e
[ .

2 3

T T T T |

3 4 5 6 7

Haufigkeiten

Diagramm 6: Vergleich der histologisch nachweisbaren Lumeneinengung der linken Vena jugularis von Ratten,
die zu sechs unterschiedlichen Zeitpunkten (Ordinate) vor der Untersuchung einen Thrombus induziert
bekommen hatten. Dargestellt sind absolute Haufigkeiten (Abszisse) der je 7 Tiere umfassenden Veruchs-

gruppen.
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Kollateralisation (histologischer Befund)

Anhand der semiquantativen histologischen Auswertung erkennt man, dafB die Kollateralen
im Zeitverlauf bis zum 7.Tag zahlreicher werden. Am 9. Tag ist ein leichter Ruckgang zu
verzeichnen und nach elf Tagen kein Thrombus mehr ohne Kollateralen.

Signifikant unterschiedlich ist das Ergebnis des Vergleichs zwischen Kollateralenzahl nach
einem Tag und den am 7., 9. und 11. Tag untersuchten Tieren. Auch haben die 11 Tage
alten Thromben signifikant mehr Kollateralen gebildet, als die 1, 3 und 5 Tage alten
Thromben. Ebenso weisen 7 und 9 Tage alte Thromben mehr Kollateralen auf, als 3 und 5

Tage alte, welche bezuglich der Kollateralisation nicht differieren.

11 Tage 6 ik [0 O KEINE
4 [] (k) LOKALE e

[] () REGIONALE

Thrombusalter

Haufigkeiten

Diagramm 7: Vergleich der histologisch nachweisbaren Thrombuslédnge von Ratten, die zu sechs unterschied-
lichen Zeitpunkten (Ordinate) vor der Untersuchung einen Thrombus in der linken Vena jugularis induziert
bekommen hatten. Dargestellt sind absolute Haufigkeiten (Abszisse) der je 7 Tiere umfassenden Gruppen.
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Rekanalisation (histologischer Befund)

Durch die qualitative histologischen Auswertung sieht man, wie die Rekanalisation im
Zeitverlauf fortschreitet.

Signifikant ist der Unterschied zwischen einen Tag alten Thromben und den drei altesten
Thromben (1 Tag zu 7 Tage alten Thromben, 1 Tag zu 9 Tagen und 1 Tag zu 11 Tagen).
Signifikant ist ebenso der Unterschied zwischen 3 Tage alten Veranderungen und den drei
vorgenannten altesten Thromben (3 Tage zu 7 Tagen, 3 Tage zu 9 Tagen und 3 Tage zu 11
Tage alten Thromben). Auch die 5 Tage alten Thromben sind signifikant von den besagten
drei Untersuchungsgruppen zu unterscheiden (5 Tage zu 7 Tagen, 5 Tage zu 9 Tagen und 5

Tage zu 11 Tage alten Thromben).

11 Tage 4 | > | m)  KEINE
n)  GERINGE «

[«
1 ()

9 Tage 5 | [] 0 GUTE
[ ()

a—) —
= STARKE
g 7Tage [ T R P
_g p—
c
[ ]
3 Tage 7 |
1 Tag 7 |
I I I I I I ]
0 1 2 3 4 5 6 7
Haufigkeiten

Diagramm 8: Vergleich der histologisch nachweisbaren Rekanalisation von Thromben, die bei Ratten zu sechs
unterschiedlichen Zeitpunkten (Ordinate) vor der Untersuchung in der linken Vena jugularis induziert worden
waren. Dargestellt sind absolute Haufigkeiten (Abszisse) der je 7 Tiere umfassenden Gruppen.
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3.3.4 Semiquantitative histologische Auswertung

Thrombenbeurteilung von Hamostase bis Lyse

Beurteilung des
Thrombenumbaues
100% o o 4 =
0% {  EEE 00 B0 B —— = B St
- g — / B/ = |

GCJ 70% - nes T
-— e 2N ———— I ===
CT) 60% - B | E= 8H
S - .
q:_; 40% B 2/ HHH @/ 2 EBE= m IO
:(U = / T /] = o

30% 4 BRSO/ P =/ HHH /] = 3
I oA BO

0% BEEEO/ P Y/ BHHH /0 ==

10% | iL

0% annes
1d 3d 5d 7d 9d 11d
Alter des Thrombus in Tagen
Diagramm 9:

Vergleich der im Zeitverlauf (Abszisse) auftretenden Schwankungen im Thrombenumbau (Ordinate, mit
quantitativer Gewebecharakterisierung: S.= Haemostase, i.H= in Homogenisierung begriffen, Ho= hom-
ogenisierter Thrombus, i.O= in Organisation begriffen, O= organisiert,i.L= in Lyse begriffen) fiir die in der
histologischen Auswertung ermittelten Werte.

1d 3d 5d 7d 9d 11d
1d T| S T
3d| T S| S
5d| S| T S| S
7d| S| S T| S
9d| T| S| S S
11d S| S| S| S
MATRIX 1:

Ubergang von einer Gewebecharakteristik zu anderen im Zeitverlauf
“T” steht fiir einen tendenziellen Unterschied (p ist gréBer 0,01)
”S” steht fir einen signifikanten Unterschied (p ist kleiner/gleich 0,01)

Das pathohistologische Fortschreiten der einheitlich "haemostatischen” 1 Tag alten Throm-

ben zu den ” in Homogenisierung begriffenen” 3 Tage alten Thromben hat eine Tendenz.
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Das Erreichen des Homogenisat-Stadiums nach 5 Tagen signifikant ausgepréagt.

Gleichfalls signifikant ist nach 7 Tagen die Stufe des sich " in Organisation befinden”
erreicht. Nach neun Tagen hingegen gibt es nur eine Tendenz zum Vorliegen des fertig
organisierten Zustandes. Das letzte Gewebebild, die Lyse, ist Uberhaupt nicht signifikant mit
dem ersten Bild, der Haemostase, korreliert. Die Ubliche Entwicklungsstufe fur 3 Tage alte
Rattenthromben ” in Homogenisierung” ist mit der gewdhnlich mit 5 Tagen erreichten
"Homogenisat’-Stufe nur in tendenzieller Beziehung. Zur "werdenden Organisation” (7.Tag),
"Organisat” (9.Tag) und "in Lyse” (11.Tag) steht der 3 Tage alte Thrombus in signifikant
unterschiedlicher Beziehung. Funf Tage alte Thromben (Homogenisat) sind mit der
nachsten Entwicklungsstufe (in Organisation) am 7. Tag nicht statistisch verbunden. Der
Vergleich von 5 Tage alten Thrombusgeweben mit 9 Tage alten (Organisat) ist aber
signifikant different. Sieben Tage alte Thromben (in Organisation) haben nur eine Tendenz
zum Ubergang in die nachsten Stufe, namlich der Organisation. Zum spéatesten
histologischen Gewebebild, der Lyse, ab dem 11.Tag besteht eine signifikante Differenz.
Neun Tage alte Thromben (Organisat) sind signifikant in ihrem Unterschied zu 11 Tage alten
, die sich in Lyse befinden.EIf Tage alte Thromben (in Lyse) besitzen einen signifikanten

Unterschied zu den 5 Tage alten Thromben.

[] 11d

W 5d
i o ad

Gesamtzahl der Auspragungen

iL

Gewebecharakteristika
Zusammenfassend kann man feststellen, daB der direkte Ubertritt von einer Entwicklungs-
stufe zur ndchsten immer nur tendenzielle Unterschiede im histologischen Vergleich

hervorruft. Mit zunehmender Zeitdifferenz treten zwischen den Stadien Signifikanzen auf.
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