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curved planar reformation (gekrimmte Reformatierung)
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Computertomographie

Arteria epigastrica (epigastric artery)

Hounsfield Units
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Kontrastmittel

Medical Subject Headings
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Magnetresonanztomographie

Operation
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Polymerasekettenreaktion (Polymerase chain reaction)
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1. Einleitung und Fragestellungen

Die Entwicklung von Medizinprodukten fiir den Einsatz im Menschen muss hohen
Anforderungen geniigen. Produkte unterliegen vor ihrem Einsatz in der Humanmedizin
strengen Kontrollen und Priifungen auch auf deren Biokompatibilitit. Deren rechtliche
Regelung findet sich im Medizinproduktegesetz (MPG), §3 Absatz Nummer 25, §19 und §25
Absatz 1. In vielen Féllen fiihrt dies zu Priifung und Einsatz des entsprechenden Materials in
Tiermodellen, im Rahmen dessen die Interaktion zwischen Organismus und Fremdkorper

beobachtet und evaluiert wird.

Parallel dazu gewinnt aber das Prinzip der 3R (Replacement, Refinement, Reduction, [1]) in
jedem biowissenschaftlichen Forschungsvorhaben Bedeutung. Dieser wichtige Gedanke
findet sich auch in der Novelle der Richtlinie 2010/63/EU, die 2013 in Kraft trat, wieder.
Diese Richtlinie hebt die Bedeutung von Alternativverfahren zu tierexperimentellen
Untersuchungen besonders hervor. Derzeit werden fiir alle drei Ansdtze (Vermeidung,
Verfeinerung und Verringerung) Methoden gepriift. In mindestens zwei Bereichen kann die

Radiologie einen wichtigen Beitrag leisten.

Zunehmend unterstiitzen = Sonographie (US), Computertomographie (CT) und
Magnetresonanztomographie (MRT) eine Vielzahl préklinischer Versuchsvorhaben zur in-
vivo-Evaluierung von Medizinprodukten. Das Potential einer begleitenden Bildgebung mit
CT und MRT konnte in zahlreichen Studien nachgewiesen werden [2-7]) und findet daher
zunehmende Verbreitung (Abb. 1):
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Abb. 1: Anzahl der Publikationen tiber den Einsatz von CT oder MRT im Tierexperiment am
Schwein. Quelle: Pubmed (MESH: ((pig) OR swine) AND CT bzw. ((pig) OR swine) AND
MRI)

Die Mehrheit tierexperimenteller Untersuchungen orientiert sich an Kleintiermodellen mit
Maiusen oder Ratten. Bei der vorklinischen Erprobung von Material und Verfahren muss
jedoch regelhaft auf groBere Tiere, vor allem auf das Modell von Haus- und Minischweinen,
zuriickgegriffen werden [8-10]. Gerade diese haben in Hinblick auf Anatomie und
Physiologie Parallelen zum Menschen und sind in Bezug auf Haltung und Fiihrung anderen
Tiermodellen (Hund/Affe) iiberlegen [11,12]. Ein Nachteil bei Versuchen, die auf grof3e
Saugetiere zuriickgreifen, ist der Kostenaspekt, der gerade bei Anschaffung und Haltung
deutlich iiber dem bei Kleintieren liegt. Losgelost von der ethischen Einschitzung erscheint es
daher konsequent, die Anzahl verwendeter Tiere bei Versuchsvorhaben mit groBBeren Tieren

auf ein Minimum zu reduzieren.

Hier kann der Einsatz bildgebender Verfahren mit multiplanarer Nachverarbeitung zielfiihrend
sein. Als Routineverfahren wird hiufig die Computertomographie genutzt. Im Folgenden
dieser Arbeit greifen daher alle Betrachtungen auf die Moglichkeiten der

Computertomographie zuriick.



1.1 Das 3R-Konzept von Russel und Burch und dessen Entwicklung

Im Rahmen eines Symposiums iiber humane Techniken im Labor im Jahr 1957 erfuhr das
Konzept der drei R (Reduktion, Refinement und Replacement) erstmalig grof3e
Aufmerksamkeit. Ziel der Diskussion war die Beseitigung von Grausamkeit in Tierversuchen.
Federfiihrend waren zu dem Zeitpunkt Charles Hume und William Russell. 1959 erschien das
Buch ,The Principles of Humane Experimental Technique® [1], welches 1992
wiederaufgelegt wurde. Russel und Burch definierten als oberstes Ziel, Tierexperimente durch
Einsatz ,nicht-fiihlenden Materiales® anstelle von ,bewusst lebenden Wirbeltieren zu
ersetzen. Der Weg dorthin war zum Zeitpunkt der Erstverdffentlichung nicht so klar und
verstandlich wie er heute empfunden wird, da der Umgang mit Zellkulturen noch in den
Anfiangen stand. Daher definierten die Autoren ein Zwischenstadium: Der relative Ersatz, bei
dem die Tiere zwar noch eingesetzt werden, allerdings ohne leiden zu miissen. Dies kann

durch den Einsatz spezieller Narkosemethoden erreicht werden.

Durch den Einsatz geeigneter Ersatzverfahren sahen die Autoren nicht nur eine bessere
Menschlichkeit, sondern auch eine Verbesserung der Wissenschaft. Als Folge wurde die

Suche nach Ersatzverfahren als eigene und vollstindige wissenschaftliche Tatigkeit definiert.

Der Publikation selbst wurde in den nichsten Jahren wenig Effekt zugesprochen. Da in den
60er Jahren der Schutz der Gesundheit des Menschen vor Toxizitdt besondere Bedeutung
beigemessen wurde (§22 Absatz 2 Arzneimittelgesetz (AMG)), erfolgte vielmehr ein
zunehmender Einsatz von Tierversuchen im Bereich der Medikamenten- und
Kosmetikentwicklung. 2003 wurde das EU-weite Vermarktungsverbot kosmetischer Mittel,
die entweder als Fertigerzeugnisse, als deren Bestandteile oder einer Kombination daraus an
Tieren getestet worden sind, beschlossen und greift seit Méarz 2013 ohne Ausnahme (7.
Anderung der Kosmetik-Richtlinie, 76/768/EWG vom 11.03.2003). Parallel suchte man
allerdings auch nach Wegen, die verbleibenden Tierversuche zu reduzieren. Wegweisende
Arbeiten auf dem Weg dorthin war der Uberblick von Smyth iiber Alternativen zu
Tierversuchen sowie die Publikation von Balls et al. 1983 iiber Toxizitédtstestung an Zell- und
Organkulturen [13,14]. Hier werden Alternativen zu Tierexperimenten als Prozeduren
definiert, die a) Tierversuche komplett ersetzen, aber auch b) die Anzahl benétigter Tiere

vermindern und c¢) Schmerzen und Elend der Tiere verringern.



1981 wurde in Baltimore an der Johns Hopkins School of Public Health das ,,Center for
Alternatives to Animal Testing® gegriindet, 1983 das Department of Laboratory Animal
Science an der Universitit von Utrecht in den Niederlanden. Hier entwickelte sich der
Gedanke, vor allem die Wissenschaftler, die an Tierversuchen beteiligt waren, zu schulen. Im
Oktober 1991 folgte die Griindung des European Centre for the Validation of Alternative
Methods (ECVAM). Daraus hervor ging die europdische Richtlinie, aktiv die Validierung und
Akzeptanz von Ersatzmethoden zu Tierversuchen zu fordern. Hier (Directive 86/609/EWG)
findet sich auch die Formulierung von Russel und Burch wieder: ,,[...] actively support the

development, validation and acceptance of methods which could reduce, refine or replace the

use of laboratory animalsJ...]*.

Im Laufe der Zeit wurde der Weg weiterverfolgt: Tierversuche sind in Deutschland durch
Aufsichtsbehorden genehmigungspflichtig (zum Beispiel Landesamt fiir Gesundheit und
Soziales (LaGeSo)) und unterliegen gesetzlichen Regulierungen (Tierschutzgesetz (AVV
TierSchG)). In Einrichtungen, in denen Tierversuche durchgefiihrt werden, miissen

regelmifBige Kontrollen nach DIN EN ISO 9001:2008 erfolgen.

2013 trat die Richtlinie 2010/63/EU zum Schutz der fiir wissenschaftliche Zwecke
verwendeten Tiere in Kraft. Hier wurde unter anderem der Geltungsbereich auf die
Grundlagenforschung und Ausbildung ausgeweitet. Eine weitere Stirke der Richtlinie wird
darin gesehen, die strengen Vorgaben auf alle EU-Staaten auszuweiten. In Lindern wie
Deutschland, Schweden und Dénemark werden schon jetzt viele Vorgaben der Richtlinie

erfullt.

Da das urspriingliche Ziel, Tierversuche komplett zu ersetzen, bislang nicht erreicht wurde,
wird weiterhin nach Verfahren gesucht, die Tierversuche verringern, verfeinern oder

zumindest partiell ersetzen konnen. Ein Ansatz liegt im Einsatz bildgebender Verfahren.

1.2  Einsatzgebiete der Computertomographie

Der Vorteil der Computertomographie liegt in der raschen Bildakquise und der hohen
Auflésung von mindestens 512 x 512 Bildpunkten. Diese Bilddaten werden standardisiert in
axialer Schichtrichtung akquiriert und sind daher einfach mit den Bilddaten anderer
Messungen vergleichbar. Aufgrund der hohen Standardisierung von

computertomographischen Bilddatensdtzen sind die Bilder sowie deren Analyse auch

7



zwischen verschiedenen Arbeitsgruppen unabhidngig von der eingesetzten Hardware

vergleichbar.

Die kontrastmittelgestiitzte CT dokumentiert neben der Anatomie auch physiologische
Gegebenheiten zum Zeitpunkt der Untersuchung. Durch die Anpassung des
Untersuchungsprotokolles gelingt die selektive Visualisierung von Arterien und die
Darstellung der frithen Perfusion von Organen. In spiteren Kontrastmittelphasen erfolgt die
Darstellung der Organdurchblutung, der Venen und in der Spitphase die des ableitenden
Harnsystemes. Hierbei kommen seit Mitte der 80er Jahre nicht-ionische Kontrastmittel zur
Anwendung, da bei diesen die Nebenwirkungsrate deutlich unter der ionischer Kontrastmittel

liegt [15,16].

Die geeignete Wahl des Untersuchungsprotokolles und der geeigneten Kontrastmittelphase
oder einer Kombination verschiedener Phasen erlaubt auch die Beantwortung sehr komplexer
Fragestellungen. Mittlerweile gehort die Analyse der Kontrastmitteldynamik zur Routine und
ermoglicht eine prizise Darstellung von Morphologie und Funktion innerhalb kiirzester Zeit.
Daher stellt auch zu Zeiten weit verbreiteter MR-Diagnostik die CT das Verfahren der Wahl
nicht nur bei Notfdllen und Akutsituationen dar [17-21].

1.3  Vorteile der 2D-Nachverarbeitung von Datensitzen

Werden Bilddaten mit isotroper Auflosung akquiriert, konnen verlustfreie zweidimensionale
Rekonstruktionen angefertigt werden. Diese orientieren sich in der Regel an den klassischen
anatomischen Ansichten (koronar oder sagittal, Abb. 2), konnen aber auch einer beliebigen
Struktur folgen und damit beliebig durch das Datenvolumen ziehen (gekriimmte
Reformatierung, curved planar reformation, CPR oder multiplanare Reformatierung, MPR,
Abb. 3 und 4). So gelingt eine Darstellung von komplexen Objekten als Ganzes, die sich dem
Betrachter auf einen Blick erschlieBt [22]. Weiterhin sind auf diesem Wege prézise
Messungen von schrig oder unregelméfig verlaufenden Strukturen moglich [23-25]. Die
kontrastmittelgestiitzte CT stellt zudem eine zuverldssige und stabile Methode dar, Gefal3e

iiber einen Zentimeter Durchmesser in vivo darzustellen [26-29].



Abb. 2: Zweidimensionale verlustfreie Reformatierung eines Datensatzes aus axialen

Schichten (a) zu einer coronaren Darstellung (b) oder sagittalen Darstellung (c) am Beispiel

eines Hausschweines



Abb. 3: Planung einer gekriimmten Reformatierung an einem coronaren (a) und sagittalen
Bild (b). Ergebnisbild (c) mit der Aortenwurzel (weifler Pfeil) und einer vollstdndigen

Darstellung der gesamten thorakalen und abdominellen Aorta des Minipigs.

Abb. 4: Gekriimmte Reformatierung entlang eines Kathetersystems in vivo. Das X markiert

die Stelle des Eintritts in den Truncus brachiocephalicus, der Stern (*) markiert den
Ubergang in die Vena cava superior (VCS). Durch die gekriimmte Reformatierung sind exakte

Léngenmessungen (Verlauf im Truncus tiber 6,1 cm und 6,8 cm in der VCS) moglich.
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1.4 Vorteile der 3D-Nachverarbeitung von Datenséitzen

Die dreidimensionale Nachbearbeitung von Bilddatensdtzen erlaubt die Darstellung von
Anatomie, Topographie und Strukturen in einem Bild. Meist wird dafiir das Volume-
Rendering benutzt, eine Technik, die den gesamten Datensatz komplett zur Erstellung des 3D-

Volumens heranzieht (Abb. 5).

Abb. 5: Dreidimensionale Visualisierung eines CT-Datensatzes aus 1240 axialen

Einzelschichten zur Darstellung der Knochen und Gefdfie eines Hausschweines. Links die

Ubersicht, rechts eine Vergroferung der Anatomie der Bauchaorta.
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Komplexe Lageverhéltnisse sind auf diese Weise gut zu verdeutlichen und operative
Planungen werden so vereinfacht [30,31]. Uber die dreidimensionale Darstellung wird oft
eine Informationsverdichtung erreicht, da alle wesentlichen Informationen aus verschiedenen

Schichten und Bereichen in einem einzelnen Bild dargestellt werden konnen (s.a. [6]).

Durch 2D- und 3D-Nachverarbeitungen begegnet man der groBen Anzahl der Bilder, die eine
Akquisition im Submillimeterbereich mit sich bringt. Die Moglichkeit, gezielt Informationen
aus einem Datensatz von Thorax und Abdomen, bestehend aus iiber 1000 Bildern, in zwei bis
drei Rekonstruktionen zusammenzufassen, stellt sich in der tdglichen Praxis als unvorstellbar

wertvoll dar [24,32].

1.5 Fragestellungen

Ziel der Auseinandersetzung mit dem Thema war die Evaluation, in welchen Bereichen die
Computertomographie  und  nachfolgendes  Postprocessing einen  Beitrag zu
tierexperimentellen Vorhaben an Groftieren in den Bereichen der pulmonalen, vaskuldren
sowie der Bildgebung physiologischer und pathophysiologischer Aspekte leisten kann. Im
Rahmen dieser Habilitationsarbeit soll weiterhin gepriift werden, ob der Einsatz der
Bildgebung einen Beitrag zur Verringerung, Verfeinerung oder Vermeidung von
Tierexperimenten im Sinne des 3R-Konzeptes leisten kann. Zudem sollte der Frage
nachgegangen werden, inwiefern die CT und die Schaffung einer Bilddatenbank zu einem

Zusatznutzen fuhrt.
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2. Eigene Arbeiten

2.1 Pulmonale Bildgebung

2.1.1 CT-morphologische Verinderungen der Lunge des Gottingen® Minipigs in
Bauch- und Riickenlage (Originalarbeit 1)

Die Lunge des Schweines gilt als exzellentes Modell fiir die menschliche Lunge [33-39]. Um
bei operativen Eingriffen Zugang zum Thorax, aber auch zum Abdomen zu erhalten, wird das
Schwein reguldr in die unphysiologische Riickenlage gebracht. Die Auswirkungen einer solch
unphysiologischen Lagerung auf die Lunge beim sedierten Tier wurden bislang nicht
systematisch untersucht. Diese Studie greift diese Wissensliicke auf und untersucht die CT-
morphologisch erfassbaren Anderungen der Lungentextur und —dichte an 12 Minipigs. Dazu
wurden Lungendichte, Lungenvolumen und Gefdflanatomie der Minipigs in Bauch- und

Riickenlage im CT multiplanar erfasst.

Sowohl in Bauchlage als auch in Riickenlage erfolgte die Messung der Dichte als
Histogramm entlang einer Linie im Lungenparenchym (Abb. 6, aus [2]). Das Lungenvolumen
wurde anhand der einzelnen CT-Schichten und einer etablierten Auswertsoftware (AMIRA)
gemessen. Anhand der axialen Bilder, aber auch gekriimmter Reformatierungen entlang der
Gefiafle konnten Groflen- und Lageverdnderungen der Gefdlle erfasst werden. Dies war ein
wichtiger tierspezifischer Ansatz, da die Adaptation der Herzfrequenz bei Schweinen limitiert

ist [40-42].

Wihrend in Bauchlage eine gleichméfige Dichte der Lunge gemessen wurde (-665+53
Hounsfield Units, HU), fdllt in Riickenlage bereits nach 296 Sekunden ein signifikanter
(p<0,001) schwerkraftabhidngiger Gradient auf. Gleichzeitig verdndert sich das
Lungenvolumen nicht signifikant (p=0,666). Gekriimmte Reformatierungen entlang der Vena
cava caudalis (beim Menschen VCI) konnten zudem eine weitere Problematik aufzeigen:
Wihrend der physiologische Verlauf der V. cava in Bauchlage das Blut passiv zum Herzen
transportiert, muss in der Riickenlage ein deutlicher Gradient iiberwunden werden. Gleiches
gilt fiir die groBen Lungenvenen. Gleichzeitig ist aber die Adaptation der Herzfrequenz bei

Schweinen limitiert, so dass es zu einer Stauung des vendsen Blutes im groflen und kleinen
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Kreislauf kommen kann. Daher muss bei Versuchen in Riickenlage der Beatmung und der
Herzfunktion besondere Beachtung geschenkt werden, um sowohl eine Verfdlschung von

Untersuchungsergebnissen aber auch das Risiko eines intraoperativen Todes der Versuchstiere

zu verhindern.

Abb. 6: Sagittale Reformatierung durch den Thorax eines auf dem Riicken positionierten
Minipigs. Die Lungendichte nimmt gleichmdf3ig zur Wirbelsdule hin zu, die Dichtemessungen

erfolgten entlang der eingezeichneten Linie (Abbildung aus [2], S. 88 der Originalarbeit).
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2.2 Vaskulire Bildgebung

2.2.1 CT zur Visualisierung der Probleme bei der venovenosen Haemofiltration
(Originalarbeit 2)

Ein wiederkehrendes Problem bei der venovendsen Haemofiltration mit zweilumigen
Kathetersystemen ist eine unzureichende Flussgeschwindigkeit, aus der eine Verschlechterung
der Haemorheologie oder unzureichende Dialyse resultiert [43]. Als Einflussfaktoren werden
die Katheterposition, das Blutvolumen, das Herzminutenvolumen sowie haemorheologische
Eigenschaften verstanden [44-47]. In einer tierexperimentellen Studie wurden Flussraten und
deren Abhidngigkeit von den Faktoren Herzzeitvolumen, zentralvendser Druck,
Katheterposition und Haemorheologie (Blutzusammensetzung und Volumenersatz) sowie die
Katheterposition im CT gemessen. Dabei wurden 2 Gruppen betrachtet, Gruppe 1 mit einem
11F-zweilumigen Kathetersystem in der Vena cava inferior und Gruppe 2 mit einem 8,5F
einlumigen Kathetersystem in der Vena iliaca communis. Als Tiermodell dienten noch nicht
ausgereifte Hausschweine, da diese eine ungilinstige Haemorheologie vergleichbar zu kritisch

erkrankten Patienten aufweisen [48-50].

Uberraschend konnte keine signifikante Anhiingigkeit der erreichbaren Flussraten von
verwendetem Volumenersatz, der Blutzusammensetzung, dem Herzzeitvolumen und
zentralvendsen Druck gefunden werden. Ebenso nehmen Gefia3grée und Gefalityp keinen
Einfluss auf die Flussraten im arteriellen Schenkel. Wohl aber wurden signifikant hohere
Flussraten im kleineren, peripheren Kathetersystem gemessen (p<0,001). Limitierend ist in
beiden Systemen der Blutfluss durch den zufiihrenden Schenkel. Durch Einsatz der CT konnte
nachgewiesen werden, dass sich die zweilumigen Systeme stets an die GefaBBwand angelegt
haben, was den verringerten Blutfluss durch Obstruktion der Seitlocher erklért. Bei schlechten
Flussraten bei einer Haemofiltration mit zentralen groBlumigen Kathetersystemen sollte daher
die Option eines venovendsen Zuganges auch mit kleinlumigen Kathetern in peripheren

Gefallen evaluiert werden, da hier bessere Flussraten gemessen werden konnten.
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2.2.2 Makro- und mikromorphometrische Studien der Gefifle des G6ttingen®
Minipigs in der CT (Originalarbeit 3)

Aufgrund anatomischer Vergleichbarkeit und ihrer weitestgehenden GroBen- und
Gewichtskonstanz werden erwachsene Minipigs haufig als Tiermodell eingesetzt [51-53].
Trotz zunehmender Akzeptanz liegen nur wenig systematische Daten iliber die vaskuldre
Anatomie in vivo vor [54]. Unklar war, ob sich verbleibende Groéfen- und
Gewichtsverdnderungen auf GefiBlingen und —durchmesser auswirken. Auch eine
systematische Analyse des Gefdflsystemes ausgereifter Minipigs mit Angaben iiber Lénge,
Durchmesser und Wandaufbau ist in der Literatur nicht zugénglich. Daher erfasst diese Studie
systematisch die GroBen- und Léngendaten zentraler und fiir Versuchsvorhaben wichtiger
Gefalle des Minipigs. Als Datengrundlage dient ein Kollektiv von 18 Tieren aus einem
Datenpool, die zu verschiedenen Zeitpunkten mittels CT mit 1.v.-Kontrastmittel untersucht
wurden. Zusitzlich wurden die Daten mit histologischen Proben, die ebenfalls aus dem
Kollektiv gewonnen wurden, korreliert. Aus dem hier generierten Datenpool entstand

zusitzlich zu der Publikation eine von mir begleitete Promotionsschrift [55].

Die Daten dokumentieren, dass eine signifikante Gewichtszunahme (p<0,05) innerhalb von 4
Monaten keinen Einfluss auf die Gefafllingen und —durchmesser zeigte. Dies betrifft gerade
das Alter der Tiere, welche hdufig fiir Versuchsvorhaben eingesetzt werden. Das gewonnene
Datenmaterial und die histologischen Informationen bilden eine Grundlage zur Planung und
Optimierung von Versuchen am Gefidllsystem, beispielsweise bei der Entwicklung von Stents,

Prothesen und Klappenersatz.
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2.2.3 Computertomographische Evaluation einer Nitinol-basierten Venenmanschette
in vivo (Originalarbeit 4)

Diese Studie setzt die Moglichkeiten der CT zur Analyse eines neuartigen Cuffs zur
Venenkompression auf Klappenebene in vivo am Schweinemodell ein. Damit greift sie das
Thema der vendsen Insuffizienz und deren Behandlungsoptionen auf. Eine Insuffizienz der
Venenklappe stellt den Ansatzpunkt dar [56]. Eine Kompression von auflen kann durch einen

Cuff erreicht werden und wird als mdgliche Alternative zum Stripping gesehen [57-60].

Bei 12 Minipigs wurde ein individuell groBenadaptierter Cuff an die Vena jugularis externa
angelegt und das Cuff-Verhalten nach 3, 14, 28 und 42 Tagen anhand von CT-Messungen
analysiert. Um die Reaktionen auf Volumen- und Druckschwankungen zu erfassen erfolgte
die Bildgebung sowohl in Bauch- als auch in Riickenlage. Parallel wurde die Ortsstindigkeit
des Cuffs und das Verhalten des Verschlussmechanismus durch Messungen entlang
gekriimmter Reformatierungen bewertet. Die hier dokumentierten Verdnderungen an der

Manschette wurden am Ende der Studie histologisch korreliert.

Der Durchmesser der Vena jugularis externa konnte durch den Cuff signifikant verringert
werden (Tag 28 p<0,02, Tag 42 p<0,01). Histologisch ging dies auch mit einer Zunahme der
Wandstirke der Vene einher. Hinsichtlich der Biokompatibilitit zeigte sich keine
Entziindungsreaktion, die Zunahme der Wandstirke erfolgte durch eine Fremdkorperreaktion

in Form einer fibrosen Kapsel un

ter der Manschette. Der GefaBBdurchmesser, gemessen auf der Gegenseite, wurde durch das
Lagerungsmanover signifikant (p<0,05) beeinflusst. Dies hatte keinen Einfluss auf den
Durchmesser des Cuffs auf der operierten Seite, das maximale Lumen wurde durch den
Cuftdurchmesser vorgegeben. Auch die Cuffposition, gemessen an der relativen Position des
Gesamtgefdlles, zeigte keine signifikanten Bewegungen. Der Verschlussmechanismus
arbeitete bei allen Tieren zu allen gemessenen Zeitpunkten zuverldssig. Der fibrotische
Umbau durch eine Fremdkorperreaktion mit Verringerung des durchflossenen Lumens stellt

die einzige Limitation beim Einsatz einer Venenmanschette dieses Typs dar.

Aufgrund des Einsatzes der CT konnte auf die primér geplante serielle Totung verzichtet

werden.
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2.3 Bildgebung von Physiologie und Pathophysiologie

2.3.1 CT-morphologische Untersuchung von Kompensationsmechanismen eines
aortalen Verschlusses beim Tiermodell Schwein (Originalarbeit 5)

Beobachtungen an weiblichen Hausschweinen, die im Rahmen einer Aortengraft-Operation
unbemerkt einen kompletten Verschluss der abdominalen Aorta erlitten haben, fiihrten zu der
Frage, welche Mechanismen zur offensichtlich guten Kompensation eines solchen
Gefallverschlusses vorliegen. Eine CT-Untersuchung von 15 Tieren der Versuchsreihe zu vier
verschiedenen Zeitpunkten ermoglichte die Untersuchung und Auswertung der vaskuldren
Anatomie und genutzter, teils physiologischer Umgehungskreisldufe. Es erfolgte ein Vergleich
der Informationen mit dem humanen GefdBBsystem bei gefilligesunden Patienten sowie
Patienten mit einem Leriche-Syndrom. Zur Analyse wurden CT-Volumendatensitze

herangezogen, die speziell auf die GefaB3darstellung optimiert waren.

Als Ergebnis zeigte sich, dass Hausschweine {iber eine stark ausgebildete
GefaBkollateralisierung iiber die Arteria epigastrica (EGA) und Arteria thoracica verfiligen,
welche sich durch den Blutbedarf der 14 Glandulae mamariae erkliren ldsst. Das Verhéltnis
zwischen Aorta und EGA betrdgt im betrachteten Patientenkollektiv 1:0,15, bei den
untersuchten Tieren 1:0,43, spéter bis 1:0,58. Eine Gefdflerweiterung um bis zu 210% erlaubt
den symptomarmen bis —freien Verschluss der infrarenalen Aorta am Schwein bei klinisch

unspezifischen Symptomen.

Die erhobenen Daten sollten bei Gefalinterventionsstudien am Modell ,,Hausschwein
beachtet und bei der Interpretation der Ergebnisse berticksichtigt werden, obwohl das Modell
als erprobt angesehen wird [61]. Beim Auftreten unspezifischer Symptome nach
Gefillinterventionen am Schwein sollte an dieses Krankheitsbild denken lassen, welches beim

Menschen zudem oft letal verlauft [62-64].
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2.3.2 CT-volumetrische Messungen der Knochenneubildung am Minipig
(Originalarbeit 6)

Als ,critical size defect (CSD) versteht man einen Knochendefekt bei abgeschlossenem
Knochenwachstum, dessen GroBe eine Spontanheilung durch Knochenneubildung nicht
zuldsst. Das Defektareal wird in dem Fall durch fibroses Gewebe gefiillt. Bei experimentellen
Arbeiten am Kieferknochen wird aufgrund der vergleichbaren lamelldren Knochenstruktur

und Knochendichte haufig das Minipig als Tiermodell eingesetzt [65,66].

Fiir die Knochenregeneration des Kiefers vermutet man eine kritische DefektgroBe bei 5cm’
[67]. Um diese Vermutung zu iiberpriifen, wurden am Tiermodell des Minipigs Defekte von
1,9 cm’, 4,2 cm® und 10,1 cm® in die Mandibula gesetzt und deren Heilung nach 6 Wochen
mittels CT evaluiert. Durch eine CT-Volumetrie der Kieferknochen und der Defektareale nach
Resektion und nach weiteren 6 Wochen konnte das Volumen der Knochenneubildung
bestimmt werden. Der kleinste Defekt zeigte eine Knochenneubildung von 57,4% der initialen

Defektgrofe, der mittlere von 87,2% sowie der grofite Defekt von 75,5% (Abb. 7, aus [6]).

Abb. 7: Dreidimensionale Darstellung des Unterkiefers eines Minipigs unmittelbar nach der

Osteotomie (links) und nach 6 Wochen (rechts). Noch unvollstindige Heilung der
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Defektfliche, jedoch Auffiillung aller Defektzonen mit Gewebe einer Dichte identisch mit der
des nativen Unterkiefers (Abbildung aus [6], Originalarbeit Seite 703) .

Verglichen mit anderen Studien, die eine Knochenbildung von 59% der DefektgroBe nach 5
Wochen in CSD nachweisen konnten, wurde im untersuchten Kollektiv eine deutlich héhere
Rate der Knochenneubildung gemessen. Durch den verldngerten Untersuchungszeitraum von
6 Wochen wird eine fortschreitende Knochenneubildung vermutet, die dem Konzept eines
CSD widerspricht. Die Neubildung im gréf3ten Defektareal war zudem derart hoch, dass eine

DefektgroBe von 5 cm® als CSD in Frage gestellt wird.
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3. Diskussion

In der biomedizinischen Forschung werden nach wie vor tierexperimentelle Untersuchungen
eingesetzt. Dies betrifft die Bereiche Arzneimittelentwicklung, Entwicklung von
Medizinprodukten, Forschung zu Krankheitsentstehung und —progression, Anatomie,
Physiologie und Pathophysiologie sowie zur Evaluation von operativen Verfahren. Die hier
vorgelegten Arbeiten greifen die Bereiche der Anatomie und Physiologie [2,68,69],
Pathophysiologie [5,6] und Medizinprodukteentwicklung [4] auf. In allen vorgelegten Studien
konnte die CT die wesentliche Information zur Beantwortung der gestellten Fragestellungen

beisteuern.

Die Vorstellung, dass der Einsatz der kontrastmittelgestiitzten CT einen Beitrag zur
Verringerung, Verfeinerung oder Vermeidung von Tieruntersuchungen und damit zur
Umsetzung des 3R-Konzeptes leisten kann, wurde in den vorliegenden Arbeiten ebenfalls
bestitigt. Uber die Fragestellung hinaus konnte in einigen Vorhaben eine zusitzliche
Optimierung erreicht werden. Den groBten Nutzen konnte die CT mit der Reduktion der
bendtigten Versuchstiere erzielen ([4]). Die hohe zeitliche und rdumliche Auflosung fiihrt zu
erweitertem Erkenntnisgewinn, ohne dass die Tiere gefahrdet werden. Zwischen- oder
Todesfdlle von Tieren in Zusammenhang mit den Untersuchungen am CT wurden bei allen
durchgefiihrten Studien nicht beobachtet. Die einzige Komplikation, die im Laufe aller
Studien aufgetreten ist, entstand durch ein Paravasat des Kontrastmittels bei der Injektion. Der
venodse Zugang bei Hausschweinen und Minipigs erfolgt iiber die Ohrvenen, hier wurde
aufgrund des Paravasates ein erhohter Pflegeaufwand mit Verbidnden notwendig. Im Verlauf

der Studie erholte sich das Tier vollstindig ohne Residuen.

Der Einsatz der CT fiihrt zu einer Visualisierung des gesamten Studienobjektes, also auch der
Bereiche, die nicht direkt im Fokus einer aktuellen Studie stehen. Infolge dessen ist es dieser
gesamten Betrachtung geschuldet, dass sich oftmals ein Erkenntnisgewinn auBlerhalb der
eigentlichen Fragestellung entwickelt. Die Analyse der arteriellen Kollateralkreisldufe bei
Schweinen nach aortalem Teilersatz entwickelte sich aus der iiberraschenden Beobachtung der
Toleranz dieser Tiere auf einen infrarenalen Aortenverschluss. Die Arbeit iiber das
Gefallsystem am Minipig greift auf Tiere zuriick, die im Rahmen eines anderen Vorhabens

untersucht und in einer Bilddatenbank archiviert wurden. Weitere Beobachtungen auflerhalb

75



des eigentlichen Versuchszieles erfolgten in vielen weiteren Teilbereichen und konnten auch

publiziert werden [70,71].

Weiterhin wurde durch die Menge an Untersuchungen ein Datenpool generiert, der fiir weitere
Forschungsvorhaben zur Verfiigung steht. Die Auswertung der Bilder mit weiteren
Fragestellungen ist so jederzeit mdglich und angestrebt. Die Beschreibung von Tieren dieses
Datenpools werden in einigen Bereichen FEinzelfallergebnisse sein, da das untersuchte

Kollektiv derzeit nicht dem Anspruch reprisentativer Gréf3e gentigen kann.

3.1 Vermeidung

Der Einsatz bildgebender Verfahren stellt eine Ergénzung und Bereicherung tiermedizinischer
Studien dar. Da ein Untersuchungsobjekt benotigt wird, kann Bildgebung allein nicht direkt

zu einer Vermeidung von Tierversuchen fiihren.

Indirekt kann aber der Informationsgewinn, den Studien mit Bildgebung oder eine
Bilddatenbank beinhalten, zur Vermeidung von Tierversuchen fiihren: Das Redefinement von
Tiermodellen stellt eine Hilfe fiir Forschungsgruppen dar, die sich Modell und Ablauf

iiberlegen miissen:

In der vorgelegten Studie iiber Knochenneubildung bei verschiedenen DefektgroBen muss
sowohl das Tiermodell selbst als auch die Translation auf den Kiefer des Menschen kritisch
gesehen werden. Der Unterkiefer beim Minipig weicht erheblich von dem des Menschen ab,

bedingt durch den Canalis mandibularis (s. Abb. 8).

Ein Defekt am Unterkiefer des Minipigs erzeugt eine kleine residuelle Knochenrestflache,
wiéhrend beim Menschen ein Defekt gleicher Gro3e wesentlich mehr Knochenoberfldche als
Ausgangspunkt fiir Knochenneubildung bietet. Mit dieser Erkenntnis muss das Modell
Minipig zur Implantologieforschung kritisch betrachtet werden. Allerdings fanden Stadlinger
et al. in einem Review immerhin 28 in-vivo-Studien zu Zahnimplantationen, die zwischen
1990 und 2011 das Tiermodell ,,Schwein“ eingesetzt haben [72]. Kenntnisse iiber die
Limitation dieses Modelles und deren Verbreitung kénnen zur Vermeidung solcher Studien
fiihren. Dieses Wissen erreicht man iiber die Verfeinerung, hier sind die Uberginge aufgrund
des Zusammenhanges flieBend. Kritisch muss angemerkt werden, dass eine Messbarkeit des

gewlinschten Effektes nur schwierig moglich ist.
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Abb. 8: Coronare Darstellung des Kiefers eines Minipigs (links). Der Canalis mandibularis
(Kreis mit Pfeil) nimmt beim Minipig ca. 60% des Unterkiefervolumens ein. Die coronare

Darstellung beim Menschen (rechts) zeigt den Canalis mandibiularis als winzige Struktur

(Kreis mit Pfeil).

3.2 Verfeinerung

Das grofite Potential bildgebender Verfahren liegt in der Verfeinerung der Tiermodelle. Die
Modelle Hausschwein und Minipig weisen in vielen Bereichen Ahnlichkeiten mit dem
Menschen auf und werden daher gern und zunehmend eingesetzt. Die Ubertragbarkeit der aus
solchen Versuchsvorhaben gewonnenen Information auf den Menschen ist allerdings nicht
immer gewahrleistet. Oftmals wird auch im Laufe einer Untersuchung eine Limitation des
Modells offensichtlich, wie die vorgelegten Studien an Kieferknochen und

Gefallinterpositionen beispielhaft gezeigt haben [5,6].

Viele anatomische Informationen zu Hausschweinen und Minipigs sind nur iiber anatomische
Lehrbiicher zugénglich. Diese wiederum beschreiben den Status an toten und meist fixierten
Tieren. Hierbei tritt das Problem auf, dass Unschirfen durch fixierungsbedingte
Schrumpfungen entstehen, zudem werden physiologische Schwankungen nicht beriicksichtigt.
In der Studie iiber die Venenmanschetten konnten Gro3enschwankungen cervikaler Venen von

44% dokumentiert werden [4]. Angaben iiber Gefafllingen und —durchmesser konnten fiir die
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Studie an der Aorta von Hausschweinen im Vorfeld nicht gefunden werden [5]. Infolge dessen
entstand die Arbeit iiber Mikro- und Markomorphometrie an den GefdBBen der Gottinger

Minipigs [68].

3.3 Verringerung

Durch Anpassung des Studiendesigns kann der Einsatz von bildgebenden Verfahren zu einer
Verringerung der Tierzahl innerhalb einer Studie fithren: Wéhrend der klassische
Versuchsablauf eine regelméfBige Totung einzelner Tiere zur Analyse und Dokumentation
vorsieht (Abb. 9a), kann diese Analyse und Dokumentation alternativ durch die CT erfolgen

(Abb. 9b). Dadurch verringert sich die Anzahl der Tiere, die initial eingesetzt werden muss.
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der verbleibenden 6
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Abb. 9a, b: Exemplarische Darstellung eines klassischen Versuchsablaufes (a) bei einer in-
vivo-Studie an Groftieren. Verringerung der eingesetzten Tiere durch den Einsatz

bildgebender Verfahren (b).

3.4 Zwei- und dreidimensionale Reformatierungen

Der Nutzen zwei- und dreidimensionaler Reformatierungen liegt in  der
Informationskompression durch Bilder, die komplexe Zusammenhidnge intuitiv begreifbar
werden lassen. Die Stirken konnten sich in den Bereichen aller operativen Fécher
nachweisen, beispielsweise bei der Visualisierung von Frakturen oder Osteosynthesematerial
als auch bei der Darstellung von Gefa3en [73,74]. Dennoch geben die reformatierten Bilder

nur die Informationen wieder, die in den Quellbildern bereits enthalten sind. Jeder Schritt der
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Nachbearbeitung birgt die Gefahr fiir Fehler, sei es in der GefaBBsegmentierung oder der
Messung von dreidimensional abgebildeten Strukturen in einem zweidimensionalen Bild [75-

78] .

Auf der anderen Seite sind exakte Messungen von Strukturen, die sich iiber eine lange Strecke
durch den Volumendatensatz ziehen und Kriimmungen/Biegungen aufweisen, nur durch
angepasste Reformatierungen mdglich. Ein Grofiteil der GefdBmessungen aller hier
verwendeten Arbeiten basiert auf gekriimmten Reformatierungen. Eine visuelle
Plausibilitatspriifung des Reformatierungspfades ist ebenso unerldsslich wie der sorgsame
Umgang mit Messungen in Bildern, die keiner anatomisch klaren Ebene zugeordnet werden

konnen.

3.5 Kritik am Modell von Russel und Burch

Obwohl das Konzept von Russel und Burch viele Befiirworter findet, wurde auch héufig
Kritik an der Grundidee geiibt. Das Konzept der 3R verhindert keine Versuche mit Tieren,
sondern zielt im Wesentlichen auf den Aufbau der Tierversuche ab. Eine genaue Definition
einer ,,Notwendigkeit”, einen Versuch am Tiermodell durchzufiihren, wird nicht formuliert.
Hiirden oder Eingangsvoraussetzungen, die einen Tierversuch erlauben, werden ebenfalls
nicht formuliert. Kritiker sehen die Hauptanwendung der 3R in der Reduktion eines
moglichen Leidens oder Regulation von Versuchen, jedoch nicht in der Verhinderung
unnotiger oder trivialer Vorhaben. Hinzu kommt das Problem, dass viele Versuche und deren
Ergebnisse nicht den Weg in die Literatur finden, vor allem nicht, wenn das gewiinschte
Ergebnis nicht erreicht wird oder ein grofler Konkurrenzdruck besteht. Daraus ergibt sich das

Problem, dass weitere Arbeitsgruppen Fehler wiederholen kénnen.

In den letzten Jahren haben sich viele alternative Testmethoden zu Tierversuchen entwickelt,
in-vitro-Modelle wie EpiOcular™ oder Corrositex konnen Tests auf Hautirritation oder
korrosive FEigenschaften mit gleicher Préizision und teilweise geringerem Zeitaufwand
nachweisen, sind aber in der Regel auch kostenintensiver [79-83]. Diese Weiterentwicklung
konnte von Russel und Burch nicht vorausgesehen werden und wurde daher auch nicht in dem
Male thematisiert, wie sie aktuell in der Literatur aufgegriffen wird. Konsens besteht aber
dahingehend, dass wissenschaftlich etablierte Methoden mit dem Potential, Tierversuche
komplett zu ersetzen, eingesetzt werden sollten. Der Impuls, Leiden zu verringern, die Anzahl

der Versuche zu verringern und letztendlich die Versuche auch zu ersetzen, wird von allen
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Parteien befiirwortet. Die regelmaflige Aktualisierung der European Pharmacopoeia stellt
ebenso einen wichtigen Hebel dar wie auch der Fokus auf die schnelle Etablierung und
Zulassung der in vitro-Technik und Polymerasekettenreaktion (PCR) [84-87]. Die
Weiterentwicklung und Aktualisierung der Arbeit von Russel und Burch wird von vielen
Autoren vorgeschlagen, Cussler empfiehlt ein Reassessment als viertes R [88]. Damit greift er
den Kritikpunkt der Notwendigkeit auf. Durch die Vorgaben der Europiischen Richtlinie und
die fortschreitende Suche nach schnelleren und leistungsfahigeren Testmethoden erhilt die
Grundidee, Tierversuche durch Alternativen zu ersetzen, weiter Auftrieb. Bis dies moglich ist,
miissen alle verfiigbaren Techniken eingesetzt werden, die aus den verbleibenden Versuchen
mit einem Minimum an Tieren die grotmogliche Ergebnisdichte erreichen. Der Einsatz
bildgebender Verfahren hat sich bei Kleintieren mit der Biolumineszenz [89-91], oder
zunehmend auch mit CT, MRT und Positronenemissionstomographie (PET) durchsetzen
konnen [92,93]. Die vorgestellten Arbeiten konnten einen Beitrag auch fiir grofle Sdugetiere

nachweisen.
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4. Zusammenfassung

In dieser Habilitationsarbeit wurde untersucht, inwiefern der Einsatz der
Computertomographie mit nachfolgenden 2D- und 3D-Reformatierungen einen Beitrag in
Tierexperimenten und zu dem 3R-Konzept in Form einer Verringerung, Verfeinerung und

Vermeidung von Tierversuchen leisten kann.

Gerade computertomographische Untersuchungen besitzen aufgrund der kurzen
Akquisitionszeit einen hohen Wert bei der umfassenden Auswertung von tierexperimentellen
Versuchsvorhaben. Die risikoarme Darstellung des Versuchstieres mittels CT sowie die
Nachverarbeitung der Volumendatensitze ermoglicht die Beantwortung von Fragen weit iiber
die initiale Fragestellung hinaus. Die hier dargestellten Arbeiten belegen den Wert der CT fiir
tierexperimentelle Studien und in den Bereichen Vermeidung, Verfeinerung und Verringerung

nach den 3R-Prinzipien von Russel und Burch:

So konnten pulmonale Verdnderungen mittels CT nachgewiesen werden, die den Einfluss
unphysiologischer Positionierung auf Lungenperfusion und-ventilation wiederspiegelt (s.
Seite 13). Ebenso konnten bildmorphologisch die Einschrinkungen bei der venovendsen

Haemofiltration erkldrt und Alternativen aufgezeigt werden (s. Seite 23).

Zur Verfeinerung des Tiermodells ,,Minipig* wurden die zentralen Gefal3e in vivo mittels CT
zu verschiedenen Zeitpunkten gemessen und zur Histologie korreliert. Damit wurde erstmalig
ein Datenpool generiert, der ohne Einschrinkung von Fixierung und Schrumpfung das
wiederspiegelt, was intraoperativ oder interventionell vorgefunden werden wird (s. Seite 35).
Zudem konnte der Einfluss von Gewicht und Wachstum auf das Gefalsystem von Minipigs

im untersuchten Alter zwischen 16 und 20 Monaten relativiert werden.

Die Evaluation einer Venenmanschette, die auf Ortsstdndigkeit, Funktion und
Biokompatibilitdt getestet wurde, greift bis zum Finaltag ausschlieBlich auf CT-Datensitze
zuriick. Aufgrund des Einsatzes der CT konnten alle wesentlichen Fragen im Verlauf des
Versuches ohne serielle Totung der Tiere beantwortet werden. Der Aspekt der Verringerung
(weniger Tiere zur vollstindigen Beantwortung der Hypothesen) konnte hier aufgegriffen und

erfolgreich umgesetzt werden (s. Seite 40).

Zwei Aspekte physiologischer und pathophysiologischer Verdnderungen wurden erfolgreich

mittels computertomographischer Volumendatensitze dargestellt: So wurde nachgewiesen und
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bildmorphologisch aufgearbeitet, dass -und wie- ein vollstindiger Verschluss der Aorta bei
weiblichen Hausschweinen aufgrund stark ausgeprigter Kollateralkreislduft weitestgehend
ohne klinische Symptome kompensiert werden kann (s. Seite 51). Zuletzt wurde durch die
Betrachtung von Knochendefekten am Unterkiefer von Minipigs das Konzept der kritischen
Defektgrofe in Frage gestellt. Bei unterschiedlichen DefektgroBBen weit iiber der als kritisch
betrachteten DefektgroBBe zeigte sich im CT und auch volumetrisch eine ausgedehnte
Knochenneubildung (s. Seite 65). Gleichzeitig konnten in dieser Studie auch die Limitationen
eines Tiermodelles und die Folgen artspezifischer Besonderheiten aufgegriffen und
bildmorphologisch belegt werden. Das hier gewonnen Wissen kann zur Vermeidung von
eingeschrinkt-aussagekréftigen Versuchsvorhaben eingesetzt werden, da diese Daten einmal
mehr zeigen, dass ein an sich etabliertes Tiermodell aufgrund unzureichender physiologischer

Deskription kritisch hinterfragt werden muss.

Zuletzt ermdglicht ein Datenpool aus allen durchgefiihrten Studien an Hausschweinen und
Minipigs eine Auswertung der Datensdtze mit neuen Fragestellungen ohne weitere Versuche
oder Messungen. Beispielhaft sei hier auf Originalarbeit 3 verwiesen, die ohne zusitzliche
Untersuchungen auskommt und sich auf die vorhandenen Daten des Bildarchives stiitzt.
Fragestellungen zum muskuloskelettalen System, zu Reifung und Wachstum konnen aus
einem solchen Pool beispielsweise beantwortet oder geplante Versuchsvorhaben optimiert
werden. Der Einsatz bildgebender Verfahren bietet somit ein Potential, welches weit {iber die

initialen Fragestellungen eines Versuches hinausgeht.
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