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ABKURZUNGSVERZEICHNIS
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1. EINLEITUNG

Der Schlaganfall zdhlt zu den héufigsten Erkrankungen in Deutschland, in der deutschen
Todesursachenstatistik belegt er mit 9,5% Platz 3 nach der koronaren Herzkrankheit und
Malignomen (Quelle: Statistisches Bundesamt 2003 ).

Die Inzidenz fliichtiger zerebraler Durchblutungsstorungen betridgt in Deutschland ca. 50/100000
Einwohner pro Jahr, fiir ischdmische Schlaganfille liegt sie bei 160—240/100000 Einwohner. Die
Préavalenz zerebrovaskulidrer Krankheiten wird auf 700—-800/100000 Einwohner geschitzt.

Schon heute ist der Schlaganfall die héufigste Ursache dauerhafter Behinderung und in
Industrieldndern die teuerste Krankheit iiberhaupt. Aufgrund der Hiufigkeit stellen die Kosten

fiir Akutbehandlung, Rehabilitation und Folgekosten fiir die Therapie bedeutsame Ausgaben im

Gesundheitswesen dar (https://www.dgn.org; Deutsche Gesellschafft fiir Neurologie)

1.1 Prinzipien des GefaBwachstums

In seiner Veroffentlichung , Untersuchungen iiber die Histogenese und Histomechanik des
Gefdfisystems’ aus dem Jahre 1893 beschreibt der Embryologe R. Thoma den Zusammenhang
zwischen dem Durchmesser einer Arterie und der Blutflussgeschwindigkeit innerhalb des
GefiBes. Seinen Erkenntnissen nach zu urteilen, fiihrt eine Veridnderung dieses Verhiltnisses zu
GefidBwachstum oder -atrophie. Demnach wurde bereits vor iiber 100 Jahren erkannt, dass
Scherkrifte an Gefdflen einen regulierenden Einfluss auf deren Proliferation oder Atrophie
haben. Neben dem hier angezeigten Prinzip der Arteriogenese wurde Mitte der 80’er Jahre ein
weiteres Prinzip der postnatalen GefdBproliferation definiert, die Angiogenese. 1935 erstmals
von Hertig im Zusammenhang mit GefidBneubildungen in der Plazenta erwihnt und 1971 von
Folkman zur Beschreibung der Neovaskularisation von soliden Tumoren herangezogen,
charakterisiert die Angiogenese das Aussprossen von Kapillaren aus bereits existierenden
Kapillarnetzen als Antwort auf einen hypoxischen Reiz. Die Vasculogenese, gekennzeichnet
durch pri- und postnatale de novo Kapillarbildung und Arterialisierung, bezeichnet die
Migration angiogener Vorlduferzellen, ihre Differenzierung zu Endothelzellen und deren
Verschmelzung zu einem initialen Gefdl3plexus.

In Hinblick auf unsere Experimente sollen die molekularen und zelluliren Mechanismen der

Angio- und Arteriogenese in den Kapiteln /.7.7 und /.1.2 niher erldutert werden (Abbildung 1).
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1.1.1 Angiogenese

Angiogenese beschreibt das Aussprossen neuer Kapillarnetze aus bereits existierenden
Kapillaren [1] als Antwort auf eine lokale Hypoxie und fiihrt zu einer Erhohung der Gefid3dichte,
allerdings nicht zu einer Zunahme der arteriellen Versorgung oder des Nettoblutflusses.

Das Kapillarendothel ist Ort verschiedener physiologischer und pathologischer Prozesse und
unterliegt einer Promoterregion (HiF-1 = engl. Hypoxia inducible Factor-1), die in Abhédngigkeit
des Sauerstoffpartialdrucks (PaO,) im arteriellen Blut gesteuert wird. Molekulare Mediatoren
dieser Kaskade sind in erster Linie die Chemokine VEGF (engl. vascular endothelial growth

factor), Ang-1 und Ang-2 (Angiopoetin-1 und-2).

1.1.2 Arteriogenese

Die Proliferation von Endothel- und glatten Muskelzellen priaformierter Arterien und Arteriolen
aufgrund von Scheerkriften und verdnderten Stromungseigenschaften des Blutes bezeichnet man
Arteriogenese, woraus idealerweise eine kompensatorische Steigerung des Nettublutflusses
innerhalb eines minderdurchbluteten Gewebes resultiert.

Als Folge eines erhohten Druckgradienten bei Gefil3stenose oder -verschluss der Hauptarterie
eines Stromgebietes kommt es zur Rekrutierung von Kollateralgefaen. Die Verdnderung von
Blutstromungsgeschwindigkeit, = Druckverhidltnissen =~ und  Turbulenz  innerhalb  der
Kollateralgefide fithrt zu einer Erhohung der Scherkraft (definiert als Kraft pro Fldche)
innerhalb des GefiBles und Aktivierung des Endothels [1-3]. Die hierfiir zustindige endotheliale
Promotorregion SSRE (engl. Shear Stress Responsive Element) induziert die Transkription der
Wachstumsfaktoren NOS (engl. Nitrous Oxide Synthetase), PDGF (engl. Platelet Derived
Growth Factor) und MCP-1 (engl. Monocyte Chemoattractant Protein-1). Die Rekrutierung von
Monozyten und Makrophagen nimmt nun eine entscheidende Rolle ein: MCP-1 fiihrt zur
Rekrutierung von Monozyten, die nach endothelialer Kontaktaktivierung [4] TNF-a (engl.
Tumor Necrosis Factor-a) und andere vaskulotrophe Faktoren sezernieren. PDGF fordert die
Adhidsion von Blutpldttchen, welche iiber IL-4 (Interleukin-4) die Expression weiterer
endothelialer Adhédsionsmolekiile steigern. In der anschlieBenden Phase des remodeling [35]
folgen strukturelle Verdnderungen im GefiBwandaufbau und Neuorganisation des
perivaskuldren Bindegewebes, um eine Adaption an die proliferierende GefidBarchitektur zu
gewihrleisten: Endothelialer GM-CSF (engl. Granulocyte Monocyte-Colony Stimulating Factor)

gewihrleistet eine stabile Wachstumsgrundlage fiir die Monozytenproliferation, wéhrend
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monozytire Wachstumsfaktoren wie FGF-2 (engl. Fibroblast Growth Factor-2) die nun
entstechende Mitosewelle der Endothel- und glatten Muskelzellen anregt.

Das Ausmal} der zerebrovaskuldren Kollateralisierung im Versorgungsgebiet einer Hauptarterie
ist ein wesentlicher Faktor in der Bestimmung des Schlaganfallrisikos bei Patienten mit
chronischer Verschlusserkrankung der groen Hirnarterien (CVD = engl. cerebrovascular
disease), da durch ein funktionell wirksames KollateralgefiBnetzwerk das Perfusionsdefizit

distal eines Gefalverschlusses kompensiert werden kann.

Angiogenese Arteriogenese
Ausléser: Ischamie Ausléser: Scherkraft, Inflammation
Promoter: HiF-1 Promoter: SSRE
Mediatoren: VEGF, Ang-1, Ang-2 Mediatoren: MCP-1, PDGF, GM-CSF,

FGF-2

Substrat: vorhandene Kapillaren Substrat: vorhandene Arteriolen
Resultat: erhdhte Kapillardichte Resultat: neue Arterien
= De novo Wachstum = Adaptives Wachstum
=>» Hauptséachlich innerhalb des ischdmischen => Dissoziiert vom Ischamischen Areal
Areals => Proliferation von Endothel und glatten
=> Proliferation von Endothel Muskelzellen

Abbildung 1: Mechanismen von Angiogenese und Arteriogenese, modifiziert nach [5]. Wihrend bei der
Angiogenese eine Hypoxie der Ausloser der Reaktionskaskade ist, wird bei Arteriogenese die Gefalproliferation
durch verédnderte intravaskuldre Stromungseigenschaften und Inflammation induziert.

HiF-1 = engl. Hypoxia inducible Factor; VEGF = engl. Vascular Endothelial Growth Factor; Ang-1 und-2 =
Angiopoetin-1 und-2; SSRE = engl. Shear Stress Responsive Element; MCP-1 = engl. Monocyte Chemoattractant
Protein-1; PDGF = engl. Platelet Derived Growth Factor; GM-CSF = engl. Granulocyte Monocyte-Colony
Stimulating Factor; FGF-2 = engl. Fibroblast Growth Factor.
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1.2 Pathophysiologie der Hirndurchblutung

1.2.1 Regulation des zerebralen Blutflusses

Das menschliche Gehirns représentiert lediglich 2% des Gesamtkorpergewichts, dennoch
beansprucht es etwa 20% des Herzzeitvolumens und Sauerstoffverbrauches des menschlichen
Organismus [6]. Diese gewaltigen metabolischen Anspriiche sind zur Aufrechterhaltung der
komplexen strukturellen Integritdt der Neurone und zur Kontrolle der korperlichen Funktionen
und des Verhaltens unabdingbar.

Zur Erhaltung dieser metabolischen Funktion ist ein konstanter Fluss von Sauerstoff und
metabolischen Substraten notwendig. Ischidmie beschreibt nun denjenigen Zustand, wo der
zerebrale Blutfluss (CBF = engl. cerebral blood flow) nicht ausreicht, um die metabolischen
Funktionen sicherzustellen. Ischimie kann vollstindig (fehlender CBF) oder unvollstindig
(unzureichender CBF), global (das gesamte Gehirn betreffend) oder fokal (regional das Gehirn
betreffend) sein.

Der normale, regionale zerebrale Blutfluss wird iiblicherweise in Milliliter pro 100 Gramm
Hirngewebe pro Minute (ml/100g/min) ausgedriickt und betrdgt beim Gesunden im Mittel 55ml
bis 60ml/100g/min. Aufgrund eines unterschiedlichen Substratbedarfs von grauer und weiller
Substanz betrdgt der CBF in der grauen Substanz ca. 75ml/100g/min, in der weillen Substanz

etwa 45ml/100g/min.

Unter physiologischen Bedingungen beeinflussen drei wesentliche Faktoren den CBF:

1. Der mittlere arterielle Blutdruck (MAP = engl. Mean Arterial Pressure)
2. Die Konzentration von CO, und Protonen im arteriellen Blut (1.2.2)
3. Die Sauerstoffkonzentration im Blut (1.2.2)

Abbildung 2 zeigt das Verhiltnis von CBF zu MAP und den Partialdriicken von Sauerstoff und

Kohlenstoffdioxid im arteriellen Blut.
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Abbildung 2: Einfluss von mittlerem arteriellem Blutdruck (MAP), Sauerstoff- und Kohlenstoffdioxid-Partialdruck
im arteriellen Blut (PaO, bzw. PaCO,) auf den zerebralen Blutfluss (CBF). Beim Gesunden wird durch die zerebrale
Autoregulation innerhalb der mittleren arteriellen Druckgrenzen von 50mmHg bis 160mmHg ein konstanter CBF
gewihrleistet. Der potenteste physiologische Stimulus fiir eine zerebrale Vasodilatation mit daraus resultierender
CBF Erhohung ist eine Hyperkapnie. Dagegen bewirkt Hypokapnie eine Vasokonstriktion mit Abnahme des CBF
und intrazerebralen Blutvolumens. Hypoxie verursacht eine Vasodilatation, welche sich ab 50mmHg PaO,

manifestiert und bei 20mmHg maximal ausgepragt ist.

1.2.1.1  Autoregulation

Der Hauptfaktor, welcher zu jeder beliebigen Zeit den CBF bestimmt ist der zerebrale
Perfusionsdruck (CPP = engl. cerebral perfusion pressure). Der CPP errechnet sich aus der
Differenz zwischen dem eingehenden mittleren arteriellen Druck (MAP) und dem
entgegengesetzten intrakraniellen Druck (ICP = engl. intracranial pressure):
CPP = MAP - ICP

Zur effektiven Substratversorgung mit Sauerstoff und Glukose sollte der CPP 50 — 60mmHg
nicht unterschreiten. Diese Definition gilt ausschlieBlich fiir den Patienten ohne steno-okklusive
Erkrankung der Kopf-Hals Gefidle oder intrakraniellen Gefdle, da in diesem Fall der

,poststenotische CPP’ niedriger ist als der tatsidchlich gemessene ,prastenotische CPP’.
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Die Fiahigkeit des Gehirns den CBF iiber ein breites MAP-Intervall konstant zu halten,
bezeichnet man als Autoregulation. Unter physiologischen Bedingungen liegen die
Druckgrenzen einer intakten zerebralen Autoregulation zwischen einem MAP von 50mmHg bis
160mmHg. Innerhalb dieses Intervalls kann der CBF bei Abfall oder Anstieg des systemischen
Blutdruckes durch eine gegenregulatorische Vasodilatation, respektive Vasokonstriktion der
zerebralen Widerstandsgefde konstant gehalten werden (Abbildung 2). Unterschreitet der
systemische MAP 50mmHg, so korreliert der CBF nahezu linear zu einem weiteren Absinken
des arteriellen Mitteldruckes. Dies fiihrt in der Konsequenz zu einer Reduktion des CPP, wobei
der CBF beim Hirngesunden bis zu einem CPP von etwa 40mmHg hinreichend ist und die
Sauerstoffversorgung zusitzlich durch eine Erhohung der Sauerstoffextraktion aus dem Gewebe
kompensiert werden kann [7, 8]. Bei einem MAP iiber 160mmHg hingegen durchbricht der CPP
die autoregulatorische Vasokonstriktion und verursacht nun aufgrund der MAP-proportionalen
Erhohung des CBF einen ICP Anstieg mit Fliissigkeitsexudation aus dem Kapillarbett in das

Interstitium, schlimmstenfalls bis zum Vollbild eines vasogenen Hirndédems.

1.2.1.2  CO;z-Reaktivitdit und metabolische Einflussfaktoren auf den zerebralen Blutfluss

Neben der zerebralen Autoregulation ist die Regulierung der GefidBweite in Abhingigkeit
metabolischer Einflussfaktoren ein zweiter, physiologischer Homoostasemechanismus der
Hirndurchblutung (Abbildung 2). Entscheidend sind in erster Linie der pH-Wert des arteriellen
Blutes, der arterielle Sauerstoff- und Kohlenstoffdioxidpartialdruck (PaO,, PaCO,), sowie die
Konzentration von energiereichen Phosphaten in Form von ADP und ATP im Gehirnparenchym.
Der effizienteste Mechanismus ist hierbei die CO,-Reaktivitidt der Hirngefil3e, da eine Zunahme
des PaCO, den wirksamsten physiologischen Stimulus zur zerebralen Vasodilatation mit
konsekutivem CBF-Anstieg darstellt. Eine Hypokapnie fiihrt dagegen zu einer Abnahme des
CBF und intrazerebralen Blutvolumens — ein Mechanismus, der im klinischen Alltag
routinemaBig bei der Hirndrucktherapie ausgenutzt wird.

Hypoxidmie fiihrt ab einem PaO, von 50mmHg zu einer Vasodilatation der zerebralen Gefille

und einer Zunahme der Hirndurchblutung mit einer maximalen Auspriagung bei 20mmHg PaO,.

Zwischen zerebraler Autoregulation und metabolischer Regulation des CBF scheint ein enger
Zusammenhang zu bestehen, da die Regulation in beiden Fillen iiber spezifische Rezeptoren im
Bereich des Glomus caroticum vermittelt wird und in einer Anpassung des GefidB3tonus der

zerebralen Widerstandsgefde (Arteriolen) resultiert [9]. Zu diesem Schluss kamen Huber und
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Handa, die angiographisch die Hirngefde von Patienten untersuchten, die sie hypo- und
hyperkapnischen PaCO,-Driicken aussetzten [10]. Im Bereich der zerebralen GefidBdste mit
einem Durchmesser von weniger als 2,5mm zeigte sich hierbei eine reaktive Vasokonstriktion,
respektive Vasodilatation, wihrend im Bereich der basalen Hirngefid3abschnitte keine relevanten
Kaliberschwankungen induziert werden konnten. Neben einer Demonstration der CO»-
Reaktivitit resultierte hieraus die Uberlegung, dass die kleinen Arteriolen maBgeblich fiir den

zerebralen GefidBwiderstand verantwortlich sind [11, 12].

1.2.2 Schwellenwerte ischdmischer Toleranz und struktureller Integritdt

Anhand tierexperimenteller Modelle ist es gelungen spezifische Ischimische Schwellenwerte des
CBF zu ermitteln [13-15]. Eine erhaltene zelluldre Strukturintegritit und Funktion ist in
Abhingigkeit der Spezies bis zu einem CBF von 20-35ml/100g/min gewihrleistet; beim
Menschen liegt diese funktionelle Schwelle bei etwa 14-20ml/100g/min [16-18]. Unterschreitet
der CBF diesen Schwellenwert resultiert eine Beeintrdachrigung der zelluldren Funktion mit
Amplitudenabnahme und Verlangsamung des Elektroencephalogramms (EEG), Unterbrechung
von evozierten kortikalen Potentialen und neurologischen Defiziten, in Abhédngigkeit der
zerebralen Lokalisation [15].

Unterhalb eines CBF von etwa 5-10ml/100g/min entsteht aufgrund CBF-abhingigen und CBF-
unabhingigen (metabolischen) Faktoren eine irreversible Schéadigung der zelluldren
Strukturintegritit, die experimentell durch eine aufgehobene lonenhomdostaste messbar ist [19].
Diese Schwelle fiir morphologische Infarzierung beim Menschen ist neben der Hohe des
absoluten CBF zusitzlich von der Dauer des Perfusionsdefizites abhingig. Demzufolge kann
auch ein méaBig verminderter CBF eine Gewebsinfarzierung hervorrufen, falls er lange genug

besteht (Abbildung 3).
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Abbildung 3: Zerebraler Blutfluss und ischimische Schwellenwerte. Untersuchungen beim Menschen [14, 19] und
Primaten [13] wihrend zerebralem Perfusionsdefizit konnten Schwellenwerte fiir eine eingeschrinkte zelluldre
Funktion und geschadigte zelluldre Struktur demonstrieren. Die Schwellen sind abhingig von der Hohe des
regionalen CBF und der Dauer einer zerebralen Minderperfusion. Dieses Konzept erklirt die klinisch beobachteten
transienten zerebralen Funktionsstiirungen (TIA = Transitorische Ischimische Attacke), ohne morphologische

Gewebsinfarzierung.

1.2.3 Zerebrovaskulire Reservekapazitdt

Die zerebrovaskuldre Reservekapazitit oder ,funktionelle Regulationsreservekapazitit®
(CVRC=engl. cerebrovascular reserve capacity) kennzeichnet die Dilatationsfahigkeit der
zerebralen Widerstandsgefdle zur Steigerung des CBF als Antwort auf einen adidquaten
Stimulus. In anderen Worten quantifiziert die CVRC das Ausmall einer moglichen
Widerstandsverminderung zerebraler Arteriolen und ist damit bei reduziertem Blutzufluss ein
Kompensationsmechanismus zur Aufrechterhaltung eines addquaten CBF. Durch experimentelle
Bestimmung der CVRC ist es daher moglich, Informationen {iiber den vasomotorischen
Funktionszustand der zerebralen Widerstandsgefidfle zu erhalten. Im klinischen Alltag hat sich
hierfiir der Diamox®- oder Acetazolamid Stimulationstest bewihrt; eine Methode, die seit tiber

17 Jahren zur Quantifizierung des Perfusionsdefizits bei Patienten mit chronisch zerebraler
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Ischidmie im Zusammenhang mit operativen revaskularisierenden Verfahren [20, 21] angewendet
wird. Uber den molekularen Wirkmechanismus ist bekannt, dass durch die Hemmung der
physiologischen Carboanhydrase in den Erythrozyten nach Acetazolamid Stimulation eine
rasche Sittigung des Blutes mit physikalisch gelostem CO, erfolgt, mit der Folge eines
intrazerebralen, extrazelluliren Anstiegs der CO,-Konzentration und reaktiven zerebralen
Vasodilatation [21-23].

Die Messung des zerebralen Blutflusses kann durch verschiedene invasive und nicht-invasive
Verfahren erfolgen [24, 25]. Prinzipiell erfolgt eine CBF-Messung vor und nach intravenoser
Injektion von 1g Acetazolamid, wonach der CBF wird fiir 15 Minuten aufgezeichnet wird und

die Differenz und damit Vasoreaktivitit gegeniiber der baseline bestimmt werden kann.
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1.3 Kollateralkreisliufe des menschlichen Gehirns

Der in Oxford ausgebildete und in London praktizierende Arzt Thomas Willis (1621-1675),

veroffentlichte seine Originaluntersuchung zur zerebrovaskuliren Anatomie des Gehirns

,Cerebri Anatome’ im Jahre 1664 in London [26] (Abbildung 4a). Mit der Unterstiitzung von

Richard Lower (1631-1691) gelang die Erkenntnis, dass das Gehirn nach Okklusion proximaler

HauptgefdBzufliisse des Circulus arteriosus iiber das anastomosierende Gefdfnetzwerk noch mit

Blut versorgt werden kann.

Antero-median ganglionic arteries, Anterios cerebral a.

Ophthalmic a
Intamat caratic . \

\
\

Vartobral

Posterior spinal a.

fntenor conmunicating 2.

Suparior cercbellar a.

for inferior corcooliar a.

Abbildung 4a und b: Eine Abbildung aus Thomas Willis’ Cerebri Anatome [26] (4a, links) und Ansicht auf die

basalen Hirngefd3abschnitte, spiter bekannt als Circulus arteriosus Willisii (4b, rechts). 4b zeigt eine Detailansicht

des Circulus arteriosus Willisii mit den vier HauptgefaBzufliissen der Aa. vertebrales und Aa. carotis internae (aus

http://www.ibiblio.org). Hieraus gehen die Arterien des vorderen und hinteren zerebralen Kreislaufs hervor. Die

Verbindung von vorderem und hinterem Kreislauf erfolgt in der Regel tiber die A. communicans posterior (pCOM =

engl. posterior communicating artery).
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1.3.1 Zerebrovaskuldre Anatomie

Die Blutversorgung des Gehirns erfolgt ventral iiber die paarige A. carotis communis (CCA =
engl. Common Carotid Artery) und dorsal iiber die paarig angelegten Aa. vertebrales (VA =
engl. Vertebral Artery).

Die A. carotis communis gabelt sich im Trigonum caroticum in die A. carotis externa (ECA =
engl. External Carotid Artery) und A. carotis interna (ICA = engl. Internal Carotid Artery),
welche durch den knochernen Canalis caroticus und den Sinus cavernosus die mittlere
Schidelgrube erreicht und zunichst die A. ophthalmica nach ventral und die A. communicans
posterior (pCOM = engl. posterior communicating artery) nach dorsal abgibt. 2-4mm distal des
pCOM Ursprungs geht die A. choriodea anterior aus der ICA hervor, bevor im Bereich der
Hirnbasis die Gabelung in A. cerebri media (MCA = engl. Middle Cerebral Artery) und A.
cerebri anterior (ACA = engl. Anterior Cerebral Artery) erfolgt [27]. Die ACA ist iiber die A.
communicans anterior (aCOM = engl. anterior communicating artery) mit der ACA der
Gegenseite verbunden und wird bis zu dieser Anastomose als A1-Segment klassifiziert.

Die Vertebralarterien vereinigen sich auf Hohe des Hirnstamms zur A. basilaris (BA = engl.
Basilar Artery), dem einzigen arteriellen Gefid3 des Menschen, welches aus der Vereinigung von
zwel im Stromgebiet vorangeschaltenen Arterien entsteht. Hieraus geht die A. cerebri posterior
(PCA = engl. Posterior cerebral artery) hervor, deren P1-Segment (Definiert den PCA-Abschnitt
von GeféaBursprung bis zur pPCOM-Anastomose) in der Regel iiber die pCOM mit dem vorderen
Kreislauf verbunden ist. Die pCOM und das P1-Segment vereinigen somit den vorderen und
hinteren Kreislauf des Circulus arteriosus Willisii (CAW) auf Hohe der Hirnbasis und schaffen
eine Niedrigwiderstandverbindung der basalen HirngefidBe (Abbildung 4b).

Definitionsgemill werden ICA, ACA (Al- und A2-Segment), aCOM, MCA und pCOM dem
vorderen Kreislauf zugeordnet, wihrend PCA und P1-Segment, A. basilaris und die Aa.

vertebrales dem hinteren Kreislauf zugeordnet werden.

1.3.2 Extrakranielle und intrakranielle Kollateralkreisldufe

Die Kollateralversorgung von Gefédfigebieten beschreibt die heterogene Ausprigung von
alternativen Gefalzufliissen in das Versorgungsgebiet einer Hauptarterie und ermdoglicht unter
Umgehung des Hauptgefiles die Blutversorgung eines hypoperfundierten Areals auch ohne
kompensatorische Vasodilatation der zerebralen WiderstandsgefdBe. Rekrutierung und

Wachstum  bereits existierender  Kollateralen = sind  demnach ein  potenter
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Kompensationsmechanismus fiir zerebrale Durchblutungsstérungen, da nach dem Gesetz von
Hagen-Poiseulle der Widerstand eines Blutgefdes mit der vierten Potenz seines
GefidBBdurchmessers abnimmt. Da eine akute und hochgradige Perfusionsminderung zeitlich nur
wenig Spielraum zur Rekrutierung von Kollateralgefiaf3en ldasst, nehmen die Durchgédngigkeit der
KollateralgefiBle und Arteriogenese daher insbesondere bei Zustinden einer chronisch
progredienten, himodynamischen Perfusionsminderung eine zentrale Stellung ein.
Beim Menschen kann ein ausgiebiges anastomotisches Netzwerk zwischen den Carotiden und
den Vertebralarterien sogar einen progredienten Verschluss von drei bis vier der zufiihrenden
Hauptgefile kompensieren [28]. Am Primaten wurde demonstriert, dass durch eine sequentielle
GefidBokklusion die Proliferation von NiedrigwiderstandsgefiBBen des Truncus Thyreo- und
Costocervicalis stimuliert wird und dadurch selbst nach Ligatur sdmtlicher zerebraler
Hauptgefazufliisse eine ausreichende Perfusion aufrechterhalten werden kann [29]. Demzufolge
tragen eine Reihe von intra- und extrakraniellen Anastomosen zur zerebralen Blutversorgung
wihrend hd@modynamischen Perfusionseinschrinkungen bei. Folgende Verbindungen zihlen
funktionell zu den Relevantesten [30, 31]:
a) Der vordere und hintere Circulus arteriosus iiber die aCOM- und pCOM-Anastomosen
auf Hohe der Hirnbasis.
b)  Zwischen der ipsilateralen ECA und ICA iiber die A. ophthalmica.
¢) Uber die Heubner’schen leptomeningealen Anastomosen [32], einem Netzwerk aus
subarachnoidalen Arteriolen, welche epizerebral die Endidste von ACA, MCA und PCA
anastomosieren.
d) Zwischen den beiden Aa. carotica externae iiber proximale Abginge der ECA,

e) liber die intraparenchymalen kapilliren Anastomosen nach Pfeiffer [33].

Eine Kollateralisierung ermoglicht primdr die Kompensation einer bis zu 70-prozentigen
Lumenreduktion der Carotiden, ohne nachweisbare Minderung der Perfusion [34]. Ein
pathologischer Abfall des CBF ist das erste objektivierbare Anzeichen eines dekompensierten
Perfusionszustandes. Die bedeutendste Kollaterale zur Kompensation eines ventralen
himodynamischen Perfusionsdefizits beim Menschen ist die pCOM. Eine diinne (<Imm) oder
gar fehlende pCOM und erhohte BlutfluBgeschwindigkeit innerhalb des GefidBes gelten als
Risikofaktoren fiir einen ischdmischen Insult [35]. Die Rekrutierung von KollateralgefiB3en wirkt
demnach einem hidmodynamischen Perfusionsdefizit entgegen und die Flussgeschwindigkeit
innerhalb der Kollaterale kann Auskunft iiber den Grad der himodynamischen Beeintrachtigung

geben [36].
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Sekunddr kann eine hdmodynamische Dekompensation im Rahmen der CVRC durch eine
autoregulatorische =~ Vasodilatation = abgefangen @ werden, um  eine  ausreichende
Sauerstoffversorgung des Hirngewebes zu ermoglichen. Diese gegenregulaorische
Vasodilatation bildet das erste Stadium (ST I) eines hamodynamischen Ausgleichs. Eine weitere
Reduktion des Perfusionsdrucks bei ausgeschopfter CVRC fiihrt zu einer vermehrten
Metabolisierung des  bereitgestellten  Sauerstoffs und damit zu einer erhohten
Sauerstoffextraktionsfraktion (OEF = engl. Oxygen Extraction Fraction) im Gewebe. Man
bezeichnet diesen Zustand als Stadium zwei (ST II) des hdmodynamischen Ausgleichs oder

misery perfusion.
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1.4 Die Chronisch Zerebrale Ischimie

Eine himodynamische Perfusionsminderung aufgrund intra- oder extrakranieller Gefidokklusion
oder -stenose tragt in etwa 10% aller Fille zum ischamischen Schaganfall bei [37]. Insbesondere
die chronisch verlaufende arteriosklerotische Verschlusskrankheit der Arteria carotis mit extra-
oder intrakranieller Verschlusslokalisation ist mit der erhohten Gefahr nachfolgender
Schlaganfille assoziiert [38, 39]. Derzeit gibt es fiir diese chronisch zerebrale Ischimie keine
pharmakologische Therapie. Pathophysiologisch verursachen hidmodynamisch relevante
Stenosen der hirnversorgenden Kopf-Hals Gefidfle einen Perfusionsdruckabfall im Stromgbiet
distal der Stenose. Das Ausmal} der Perfusionsminderung ist abhiingig vom Grad der Stenose,
der Dauer des Flussbehinderung und der Kapazitit der Kollateralversorgung [40, 41]. Bei
unzureichender  Ausprigung der Kollateralgefile begiinstigen die Abnahme des
Perfusionsdruckes und der Anstieg von Stoffwechselmetaboliten eine Dilatation der lokalen
Widerstandsgefde und damit Ausschopfung der CVRC. Diese Kompensation verlduft vom
Patienten unbemerkt, obwohl er sich an der Schwelle zum ischdmischen Insult befindet: Im Falle
einer zusitzlichen Reduzierung des Perfusionsdrucks besteht nun die Gefahr einer kritischen
Perfusionseinschriankung.

Mit der Entwicklung eines Modells zur chronisch zerebralen Ischimie bei der Maus soll die
klinische Situation einer chronischen zerebralen Perfusionsminderung durch eine extrakranielle

Stenose oder Okklusion der hirnversorgenden Kopf-Hals Gefidfle simuliert werden.

1.4.1 Atiologie

Beziiglich der Atiologie einer chronisch zerebralen Ischimie gab es fiir lange Zeit Kontroversen
zwischen einer hamodynamischen und embolischen Ursache. Wihrend Ende der siebziger Jahre
die embolische Theorie (ausgehend von arteriosklerotischen Plaques oder Gefil3stiimpfen)
favorisiert wurde, hat sich in den letzten zehn Jahren zunehmend der Gedanke eines chronischen,
himodynamischen  Perfusionsdefizits bei  unzureichender  KollateralgefdBversorgung
durchgesetzt [42]. Alternative Ausloser sind der thrombembolische Verschluss kollateraler

GefiBzufliisse oder eine Mikroangiopathie im Stromgebiet der okkludierten Arterie [38].
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1.4.2 Chronische Verschlusskrankheit der Arteria carotis

Die typische Manifestation einer chronischen, himodynamischen Perfusionseinschrinkung ist
durch das Auftreten von rezidivierenden transitorischen ischdmischen Attacken (TIA)
gekennzeichnet. Im Falle solcher voriibergehenden ischdmischen Episoden werden Stenosen der
A. carotis als symptomatisch klassifiziert. Asymptomatisch werden Lisionen bezeichnet, bei
denen der Patient lediglich unspezifische Symptome (beispielsweise Synkopen oder Schwindel)
verspiirt, die nicht mit einem neurologischen Defizit verbunden sind [43].

Nur vereinzelt gibt es Daten {iber Prognose und Verlauf der asymptomatischen
Verschlusskrankheit der A. carotis. In prospektiven, randomisierten klinischen Studien konnte
demonstriert werden, dass die Prognose giinstiger ist [44], verglichen mit der symptomatischen
Verschlusskrankheit, bei einem jahrlichen Schlaganfallrisiko von 2% [45], respektive 5% bis 7%
[42, 46]. Als maligebliche prognostizierende Faktoren wurden hierbei die OEF im Gewebe und
die CVRC ermittelt: Patienten mit symptomatischer Okklusion zeigten eine hohere OEF [47-49],
einen niedrigen regionalen CBF bei Ruhebedingungen und eine signifikant eingeschrinkte
CVRC [42, 50-52]. Etwa ein Drittel der Patienten mit eingeschriankter CVRC erlitten innerhalb
eines Follow-up von 1 bis 2 Jahren einen Schlaganfall, im Gegensatz zu einer 5-prozentigen
Inzidenz bei Patienten mit normaler CVRC. Die Therapieoptionen bei symptomatischem
Verschluss umfassen eine Reihe von Modalititen, von medikamentoser Therapie bis zu
operativen Verfahren reichend. Es gilt heute mehr denn je eine verniinftige Kombination und
Individualisierung der therapeutischen Verfahren anzustreben, mit Fokus auf den zugrunde

liegenden Pathomechanismus und Kenntnis des natiirlichen Verlaufs der Erkrankung.

1.4.3 Therapie durch Operative Revaskularisierung und Indikationsstellung

Bei Patienten mit chronisch zerebraler Ischidmie ist die derzeitige Therapie der Wahl eine
Erhohung des kollateralen zerebralen Blutflusses durch operative Anlage einer direkten oder
indirekten Revaskularisierung [53], beispielsweise durch Anlage eines extra- nach
intrakraniellen Bypass [54, 55] oder eine Encephalomyosynangiosis.

Die Idee der operativen Revaskulariskularisierung nahm Anfang der vierziger Jahre ihren
Ursprung, damals in Form eines gestielten Lappens des M. temporalis, der direkt auf die
Hirnoberfliche gelegt wurde [56]. Etwa acht Jahre spiter wurde dieses Verfahren durch den
Begrift Encephalomyosynangiosis gepragt und findet in modifizierter Form noch heute in der

Therapie der Moyamoya Erkrankung Anwendung [57-59]. Knapp 20 Jahre vergingen, bis M. G.
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Yasargil in seiner Meilensteinverdffentlichung 1969 die Ergebnisse seiner ersten erfolgreichen
operativen Revaskularisierung durch einen zerebrovaskuldren Bypass publizierte. Durch seine
mikrochirurgische Pionierarbeit eroffneten sich fiir Neurochirurgen erstmalig Moglichkeiten
aktiv in die Therapie der symptomatischen Verschlusskrankheit der A. carotis einzugreifen.

Die Bypass-Chirurgie wurde entwickelt, um einen kollateralen Blutfluss in das
Versorgungsgebiet einer stenosierten oder okkludierten zerebralen Arterie bereitzustellen. Als
Technik der Wahl bietet sich bei Unzuginglichkeit des betroffenen Hauptgefilles eine
extrakranielle-intrakranielle Revaskularisierung an, meifit in Form eines Bypass zwischen einem
Ast der A. temporalis superficialis und einem kortikalen Segment der A. cerebri media (STA-
MCA-Bypass) iiber der betroffenen Hemisphére [60].

1985 wurden die Langzeitergebnisse der EC-IC (EC-IC = engl. Extracranial to Intracranial)-
Bypass Studie publiziert, welche die Schlaganfallinzidenz nach operativer Revaskularisierung
mit einer rein medikamentdsen Therapie durch Thrombozytenaggregationshemmer verglichen
hatte. Es zeigte sich damals, dass operierte Patienten gegeniiber der ASS Kontrollgruppe nicht
von einer Revaskularisierung profitierten und eine EC-IC Anastomose demnach keinen erhohten
protektiven Effekt beziiglich des Schlaganfallrisikos bot. Allerdings war der Studienaufbau nicht
in einer Art konzipiert, um verschiedene Untergruppen von Patienten vergleichen zu konnen;
dies galt insbesondere fiir Patienten mit einer eindeutig dokumentierten hdmodynamischen
Perfusionseinschrankung: Ein Drittel der eingeschlossenen Patienten hatte eine Okklusion der
ICA ohne nachfolgende Symptome, wohingegen andere Patientengruppen nicht-signifikante,
himodynamische Stenosen aufwiesen. Der Zusammenschluss dieser Patienten ohne
Berticksichtigung des zugrunde liegenden Pathomechanismus fiihrte zu einer , Verwésserung’ der
Aussagekraft der Studie, da nach dem heutigen Kenntnisstand eine Vielzahl der
eingeschlossenen Patienten keine Kandidaten fiir eine operative Revaskularisierung wiren.
Nachfolgende Publikationen haben demonstriert, dass bei sorgfiltiger Indikationsstellung ein
prognostischer Vorteil nach einer operativen Revaskularisierung besteht [60-62]. Um die
Indikation fiir einen EC-IC Bypass zu stellen ist demnach ein Kriterium unumgénglich: Eine
dokumentierte hdmodynamische Perfusionseinschrinkung durch Beeintrichtigung der
Kollateralgefa3versorgung mit nachweislich vermindertem regionalen CBF oder einer
eingeschriankten CVRC [60, 61].

Zukiinftig liegt die Hoffnung in einem multimodalen Therapiekonzept aus operativer
Revaskularisierung und pharmakotherapeutischer Induktion des KollateralgefdaBwachstums nach

Applikation von arteriogenen, angiogenen und/oder vasculogenen Wachstumsfaktoren.
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1.5 Die Maus als Versuchsmodell

1.5.1 Die Charles River 57 / Black 6 Maus (C57/BL6)

Zwecks Erforschung alternativer Therapien zur kiinstlichen Stimulation des GefaBwachstums
entwickelte sich in den vergangenen Jahren ein steigendes Interesse an Tierexperimentellen
Modellen zur chronisch zerebralen Ischimie. Im Zentrum dieser Uberlegung steht die Idee das
GefiBwachstum mit Hilfe von hdmopoetischen Wachstumsfktoren zu stimulieren.
Tierexperimentell wurde an einem Modell der chronisch zerebralen Ischamie bei der Ratte
nachgewiesen, dass die therapeutische Administration von GM-CSF eine Vergroferung der
basalen HirngefdBdurchmesser mit Anstieg der zuvor eingeschrinkten CVRC induzierte [63,
64]. Ferner kam es zu einer signifikanten Reduktion des Energiedefizits nach himodynamisch
induziertem Schlaganfall.

Aufgrund der Ziichtung genetisch manipulierter Stimme mit Uber- oder Unterexprimierung
einzelner Zielgene ist die Maus als Versuchstier nun zunehmend begehrt [65]. Fiir unsere Studie
wihlten wir die Auszuchtmaus Charles River 57 / Black 6 (C57/BL6), da sie Ausgangsstamm fiir
fast alle genetisch manipulierten Mausstimme ist und sich neben ihrer unkomplizierten

Ziichtung durch eine geringe Anfilligkeit gegeniiber Krankheit und Infektionen auszeichnet.

1.5.2 Zerebrovaskuldire Kollateralkreisldufe bei der Maus

Uber den Beitrag der einzelnen GefiBe des Circulus arteriosus zum kollateralen zerebralen
Blutfluss liegen bei der Maus nur vereinzelt Daten vor. Im Gegensatz zu anderen Spezies
unterliegen insbesondere die Durchgingigkeit und das Vorhandensein der P1-Segmente einer
hohen Heterogenitit mit erheblichen Variationen inner- und unterhalb der einzelnen
Mausstimme [66-68], was im Hinblick auf die Entwicklung eines reproduzierbaren Modells zur
chronisch zerebralen Ischimie eine Herausforderung darstellt. Man vermutet, dass die
experimentell nachgewiesene und variable Ischdmietoleranz in der variablen Anatomie der
zerebrovaskuldren Anastomosen begriindet liegt. Vor Entwicklung eines Tiermodells zur
chronisch zerebralen Ischimie bei der C57/BL6 Maus ist es daher essentiell, Kenntnisse iiber die
zerebrovaskuldren Kollateralisationsverhiltnisse zu gewinnen und den Einfluss bedeutender

Kollateralgefdlle wie der P1-Segmente zu bestimmen.
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1.5.3 Studienlage bei anderen Spezies

Beim Circulus arteriosus von Wiistenrennmiusen und Ratten gilt die Verbindung zwischen
vorderem und hinterem Kreislauf durch das P1-Segment als Hauptelelement fiir die
Gewihrleistung einer kollateralen Blutversorgung [69-71]. Basierend auf dieser Annahme,
konnte die blutflussassoziierte Auswirkung einer chronischen Perfusionseinschrinkung an der
Ratte bereits demonstriert werden [72]. Das dort angewandte Prinzip einer zweizeitigen Drei-
Gefill Okklusion der Aa. vertebrales und A. carotis mit chronischem Perfusionsdefizit ohne
morphologische Infarzierung konnte infolge der homogenen Ausbildung eines funktionellen P1-

Segments in nahezu 100% der Versuchstiere reproduziert werden.

1.5.4 Die chronisch zerebrale Ischiimie bei der Maus

Bis heute gibt es keine tierexperimentelle Methode, um eine chronisch zerebrale Ischidmie bei
der Maus zu simulieren. Dabei ist es wesentlich, die chronisch zerebrale Ischimie von der
globalen zerebralen Ischimie abzugrenzen. Da bei der chronisch zerebralen Ischimie der
Schwellenwert einer ischdmischen Hypoperfusion zwar erreicht, aber nicht unterschritten wird,
erzeugt man keinen Infarkt, sondern einen Perfusionszustand an der Schwelle zur Ischdmie. Mit
Hilfe eines Modells zur chronisch zerebralen Ischdmie an der Maus bestiinden Aussicht auf ein
besseres pathophysiologisches Verstindnis hamodynamischer Perfusionsminderungen und die
Moglichkeit der Erforschung kausaler Therapiemodalititen der chronisch progredienten

zerebrovaskuldren Verschlusskrankheit, insbesondere an anderen genetischen Mutanten.
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1.6 Zielsetzung der Arbeit

Mit Hilfe eines mehrteiligen Versuchsaufbaus soll bei der C57/BL6 Maus zunéchst die native
zerebrovaskuldre Anatomie und Durchgédngigkeit der Kollateralgefiae des Circulus arteriosus
bestimmt werden, um nach sequentieller Okklusion der groBen Kopf-Hals Gefille die
funktionelle Relevanz des P1-Segments der PCA zu charakterisieren.

Zur Selektion eines geeigneten Modells der chonisch zerebralen Ischdmie werden anschlielend
verschiedene experimentelle GefidBBokklusionsmodelle durchgefiihrt, mit wochentlicher
Ermittlung der CVRC. Zeitlicher Endpunkt unserer Studie ist Tag 21 nach Gefidlloperation und
abschlieender Latex/Carbon Black Perfusion zur Beurteilung der zerebralen Angioarchitektur

nach chronischer Perfusionseinschrinkung.

1.6.1 Die zerebrale Kollateralgefdfiversorgung bei der C57/BL6 Maus

Uber das AusmaB einer Anastomosierung der Stromgebiete von A. carotis externa und A. carotis
interna bei der C57/BL6 Maus gibt die gegenwirtige Literatur keinen Aufschluss. Zur
Darstellung der Kollateralkreisldufe des Externa- und Interna Stromgebietes werden im Vorfeld

der GefidBokklusionsversuche selektive zerebrale Mikroangiographien angefertigt.

1.6.2 Einfluss des P1-Segments

In einem zweiten Schritt erfolgt die Charakterisierung des Einflusses des P1-Segments auf den
zerebralen Blutfluf nach kurzzeitiger Okklusion der zufiihrenden Gefifle des vorderen und/oder
hinteren Kreislaufs des Circulus arteriosus. Neben der Funktionalitit der P1-Segmente sollen
auch der Umfang einer CBF-Anderung in Abhingigkeit des jeweiligen GefiBokklusionsmodells

beurteilt werden.

1.6.3 Chronische Ischdmie
Die Hauptzielsetzung der Studie ist die Schaffung einer chronischen Perfusionseinschrinkung
nach permanenter GefdBokklusion oder -stenose mit wochentlicher Bestimmung der CVRC-

Ausschopfung {iiber einen Zeitraum von 21 Tagen. Zur Beurteilung der zerebralen

Angioarchitektur erfolgt an Tag 21 die Perfusion mit einer Latex/Carbon Black Losung.
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2. DARLEGUNG DER METHODE

Minnliche Charles River 57 / Black 6 (C57/BL6) Méause (Elevage Janvier, Le Genest Saint Isle,
Frankreich) mit einem Alter von 10 bis 12 Wochen (Ankunftsgewicht zwischen 22g und 28g)
wurden unter kontrollierten Bedingungen (Temperatur 21-22 °C, Luftfeuchtigkeit 60%,

Lichtperiode 6-17 Uhr) in Einzelkifigen gehalten. Alle Tiere erhielten standard Trockenfutter
und hatten unbeschrankten Zugang zu Wasser. Die Tierversuche erfolgten in Ubereinstimmung

mit der Tierschutzgenehmigung des Landes Baden-Wurttemberg vom 02.09.2004, Aktenzeichen
35-9185.81/G-105/04.

2.1 Untersuchungen zur zerebralen KollateralgefiBBversorgung mittels

Mikroangiographie

2.1.1 Gruppeneinteilung

Zur Darstellung der zerebrovaskuldren Anastomosierung des Externa- und Interna-
Stromgebietes der C57/BL6 Maus wurden 9 Versuchstiere verwendet, die folgenden

Versuchsgruppen zugeteilt wurden:

Gruppe Okklusion Katheterposition Anzahl
(D keine LV n=3
(I1) CCA-OKk. links LV n=3
(II1) ICA-OKK. rechts CCA rechts n=3

Tabelle 1: Gruppeneinteilung der zerebralen Angiographien. Okklusion und Katheterposition beschreiben die Art
der pri-angiographisch  durchgefiihrten = GefiBlokklusion und die Position des Katheters zur
Kontrastmittelapplikation. LV = Linker Ventikel; CCA-Okk. = engl. Common Carotid Artery occlusion = A. carotis

communis Okklusion; ICA-OKkk. = engl. Internal Carotid Artery occlusion = A. carotis interna Okklusion.

2.1.2 Versuchsanordnung

In der Literatur iiber die C57/BL6 Maus findet man gegenwirtig keine Einzelheiten iiber das

Ausmal einer Anastomosierung der Stromgebiete von A. carotis externa und A. carotis interna.
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Die in Betracht kommenden Anastomosen wurden in Kapitel /.3.2 der Einleitung aufgefiihrt. In
erster Linie ist dies die Verbindung von ICA und ECA iiber die A. ophthalmica und die
Verbindung kontralateraler Externa-Stromgebiete iiber proximale Aste der ECA.
Zur morphologischen Darstellung dieser potentiellen Anastomosen, wurden daher im Vorfeld
der GefaBokklusionsversuche selektive Angiographien angefertigt.
Die Zielsetzung war:
¢ Bei intrakardialer Kontrastmittelapplikation die zerebrale GefdBarchitektur darzustellen
und den etwaigen cross-flow iiber den Circulus arteriosus Willisi nach unilateraler
Okklusion der CCA nachzuweisen;
e durch selektive Kontrastmittelapplikation iiber die ECA die Kollateralisierung zwischen
ipsi- und kontralateraler ECA, beziehungsweise zwischen ipsilateraler ICA und ECA zu

erfassen.

2.1.3 Versuchsablauf

2.1.3.1 Narkose

Fiir die Operationen zur Mikroangiographie wurden die Miuse mittels intraperitonealer Injektion
von 66mg/kg Ketanest® (50mg/ml Ketaminbase) und 3,3 mg/kg Rompun® (20mg/ml Xylazine-
Hydrochlorid) narkotisiert. Uber eine riickkopplungsgesteuerte Heizplatte und rektale
Temperaturmesssonde wurde die Korpertemperatur auf 36.7°C reguliert. Zum Augenschutz
wihrend der Sedierung wurde Bepanthen® Augensalbe (Roche, Grenzach-Wyhlen,

Deutschland) verwendet.

2.1.3.2  Operationen

Zur Kontrastmittelapplikation wurden die voroperierten Miuse nach Protokoll narkotisiert und in
Riickenlage auf einer Rontgenplatte positioniert. Mit einer Kaniile (Braun, Melsungen,
Deutschland) und angeschlossenem Polyethylen (PE) Katheter (ID 0.4mm, AD 0.8mm) wurde
die linke Herzkammer oder alternativ die rechte CCA punktiert. Nach Anflutung des
Kontrastmittels (KM), wurden mit einem Kleintierrontgengegerit sequentielle Aufnahmen der
zerebralen GefiBarchitektur angefertigt. Die Katheter wurden nach der Bilderfassung entfernt

und die Miuse gemiB tierschutzrechtlicher Bestimmung getotet.

-30 -



Die Okklusion der linken CCA zur Beurteilung des interhemisphirischen cross-flows
(Gruppe II) erfolgte entsprechend den in 2.2.3.2 und 2.3.3.2 beschriebenen Ausfiihrungen
im Rahmen der Vorbereitungen zur KM Applikation. Nach entsprechender Préparation

wurde die linke CCA distal der thyroidalen Aste mit einem Seidenfaden ligiert.

Die Katheterisierung der rechten CCA zur selektiven Darstellung des ECA Stromgebietes
(Gruppe III) erfolgte in einer vorangehenden Sitzung:

Nach protokollgeméBer Narkotisierung und alkoholischer Hautdesinfektion, wurde iiber
einen 2-3cm reichenden pritrachealen Hautschnitt die Bifurkation der rechten CCA
dargestellt. Unter einem Operationsmikroskop (Zeiss, Deisenhofen, Deutschland) wurden
CCA und ICA mit mikrochirurgischen Pinzetten unter Schonung der umliegenden Gefal3-
und Nervenstringe von ihrer Faszie befreit. AnschlieBend wurde die CCA mit einem
Seidenfadenfaden umschlungen, die Carotis Bifurkation unter leichtem Fadenzug nach
kaudal mobilisiert und hierdurch gleichzeitig die CCA tempordr okkludiert. Die ICA
wurde mit einem Seidenfaden ligiert und die CCA anschlieBend mit einer
mikrochirurgischen Schere inzidiert. Durch die Inzision wurde ein Polyethylen Katheter
(ID 0.4mm, AD 0.8mm) 5mm in die CCA vorgeschoben. Der Katheter wurde mit einem
Seidenfaden an der CCA fixiert. Zur KM Applikation wurde das proximale Ende des PE
Tubus mit einer Kaniile verbunden. Der Wundverschluss erfolgte mit einer fortlaufenden
Hautnaht (Nylon 6/0). Die Katheter wurden nach der Bilderfassung entfernt und die

Miuse gemil tierschutzrechtlicher Bestimmung getotet.
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2.2 Einfluss des P1-Segments bei der C57/BL6 Maus — akute Ischimie

2.2.1

Gruppeneinteilung

Fiir die Versuche zur Charakterisierung des Einflusses des P1-Segmentes wurden 29

Versuchstiere verwendet, die folgenden Versuchsgruppen zugeteilt wurden:

Gruppe Modell Anzahl
@D 1- und 2-Vessel Okklusion (VO) n=17
(I 3-und 4-VO n=12

Tabelle 2: Gruppeneinteilung der Versuche zur Bestimmung des Einflusses des P1-Segments bei der C57/BL6

Maus. Bei 1- und 2-Vessel Okklusion erfolgte eine sequentielle uni- und bilaterale Okklusion der Arteria carotis

communis. Fiir die 3- und 4-VO wurde die sequentielle uni- und bilaterale CCA-Okklusion nach beidseitiger

Thermokoagulation der Arteria vertebralis durchgefiihrt. VO = engl. Vessel occlusion; CCA = engl. Common

carotid artery; VA = engl. Vertebral artery

Die verschiedenen Okklusionsmodelle sind schematisch in Abbildung 5 gezeigt:

anterior circulation

2-VOo 3-VO

posterior.circulation

=

4-VO

Abbildung 5: Schematische Darstellung der Gruppen (I) und (II) mit sequentieller uni- oder bilateraler Okklusion
der CCA (1- oder 2-VO) ohne oder mit bilateraler Koagulation der Arteria vertebralis (3- und 4-VO). MCA = engl.

Middle cerebral artery = Arteria cerebri media, ACA = engl. Anterior cerebral artery = Arteria cerebri anterior, ICA

= engl. Internal carotid artery = Arteria carotis interna, PCA = engl. Posterior cerebral artery = Arteria cerebri

posterior, SCA = engl. Superior cerebellar artery = Arteria cerebelli superior, VA = engl. Vertebral artery = Arteria

vertebralis, BA = engl. Basilar artery = Arteria basilaris; Pfeil = pCOM (engl. Posterior communicationg artery =

Arteria communicans posterior), * = P1-Segment der PCA).
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2.2.2 Versuchsanordnung

Die Versuchsserien der akuten Ischdmie dienten zur Charakterisierung des Einflusses der P1-
Segmente auf die zerebrale Perfusion.

Nach Anflutung der intraperitonealen Narkose wurde die Maus in Bauchlage positioniert und
fixiert. Laser Doppler Flowmetry (LDF)-Sonden wurden bilateral und transkortikal positioniert
und mit Acrylzement befestigt. In Abhéngigkeit des Versuchsmodells (1-, 2- oder 3-, 4-VO)
wurde zuvor bei Gruppe (II) eine bilaterale Thermokoagulation der A. vertebralis (bilaterale VA-
Koagulation) durchgefiihrt oder nicht.

Unter kontinuierlichem transkortikalen Laser-Doppler-Flowmetry (LDF) monitoring wurden
anschliefend sequentiell zunichst die rechte CCA, dann beide CCA’s fiir 10 Sekunden
okkludiert.

Zur Darstellung der basalen HirngefdBarchitektur, erfolgte anschlieBend bei n = 17 Tieren der
Gruppe (I) eine intraaortale Perfusion mit einer Latex/Carbon Black Losung. Nach Aushértung
des Latex wurden die Gehirne sorgfiltig entfernt und unter einem Operationsmikroskop

abfotografiert, um Ausprigung der P1-Segmente der PCA zu beurteilen (Abbildung 6).

gof.
Narkose VA-Koagulation CCAO-re. CCAO-re. CCAO-bds. | atex / Carbon Black

RN

LDF

1

CCAO-li.  CCAO-I.

v

Abbildung 6: Versuchsanordnung zur Bestimmung des Einflusses des P1-Segments. Nach Anflutung der Narkose
wurde in Abhidngigkeit des Versuchsmodells eine bilaterale A. vertebralis Koagulation durchgefiihrt. Nach
Positionierung der LDF-Sonden erfolgte nach einer Ausgleichszeit von 60 Sekunden die alternierende und bilaterale
Okklusion der CCA fiir jeweils 10 Sekunden, gefolgt von einer Erholungsperiode von 90 Sekunden. Abschlieend
wurde die Maus mit einer fliissigen Latex/Carbon Black Losung perfundiert und das P1-Segment der PCA
fotomikroskopisch ausgewertet. VA = engl. Vertebral artery; CCAO = engl. Common carotid artery occlusion; LDF

= engl. Laser Doppler Flowmetry; re. = rechts; li. = links; bds. = beidseitig.
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Versuchsaufbau im tierexperimentellen Labor:

Abbildung 7a und b: Versuchsaufbau im tierexperimentellen Labor zur LDF Messung. la = Laser Doppler
Flowmetry Monitor (LDF-Monitor); 1b = LDF-Sonden, welche an einem Stereotaxierahmen (4) befestigt und mit
dem LDF-Monitor verbunden sind; 2 = Operationsmikroskop; 3 = Operationstisch mit integrierter Wérmeplatte zur
feedback-gesteuerten Korpertemperaturregelung; 4 = Stereotaxierahmen zur Befestigung und transkraniellen

Positionierung der LDF-Sonden; 5 = Personal Computer zur Aufzeichnung und Auswertung des LDF-Signals.

2.2.3 Versuchsablauf

2.2.3.1 Narkose

Fiir die Operationen zur Bestimmung des Einflusses des P1-Segments wurden die Miuse mittels
intraperitonealer Injektion von 66mg/kg Ketanest® (50mg/ml Ketaminbase) und 3,3 mg/kg
Rompun® (20mg/ml Xylazine-Hydrochlorid) narkotisiert. Uber eine riickkopplungsgesteuerte
Heizplatte und rektale Temperaturmesssonde wurde die Korpertemperatur auf 36.7°C reguliert.
Zum Augenschutz wihrend der Sedierung wurde Bepanthen® Augensalbe (Roche, Grenzach-

Wyhlen, Deutschland) verwendet.

2.2.3.2  Operationen

LDF-Sonden Montage und Blutflussmessungen:

Die Miuse wurden entsprechend dem Protokoll narkotisiert und in Bauchlage auf einer
riickkopplungsgesteuerten Heizplatte fixiert. Nach alkoholischer Hautdesinfektion wurde durch
eine mediale Kalotteninzision das Schiddeldach dargestellt und das Periost mit Mikropinzetten
und Wattestdbchen stumpf abpripariert (Abbildung 8a). 3mm dorsal und 2mm lateral des
Bregma wurde die parietale Schideldecke beidseits mit einem Mikrobohrer (MicroDrill, Bosch,

Stuttgart, Deutschland) muldenférmig ausgediinnt. Die LDF-Messsonden (Moor Instruments,
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Devon, England) wurden an einem Stereotaxierahmen (Kopf Instruments, Tujunga, USA)
befestigt und senkrecht iiber den Knochenlamellen des horizontalen Schiddeldaches ausgerichtet.
Nach sorgfiltiger Blutstillung wurden die LDF-Sonden an dem Stereotaxierahmen unter
direktem Kontakt zu den Knochenlamellen fixiert (Abbildung 8b). Um eine optimale
Leitfahigkeit des LDF-Signals zu gewdhrleisten, wurden die Messsonden distal mit einem
Tropfen destilliertem Wasser (Braun, Melsungen, Deutschland) benetzt. Das distale Ende der
Sonden wurde zusitzlich mit einem 1cm langen Polyethylen Schlauch (ID 0.4mm, AD 0.8mm)
umbhiillt, um Artefakte durch seitlich eingestreutes Licht zu minimieren. Um die Mause zur CCA
Okklusion in Riickenlage positionieren zu konnen, wurden die Sonden mit Acrylzement in
Messposition auf der Schiddelkalotte fixiert. Uber einen LDF-Monitor (DRT4, Moor Instruments,
Devon, England) erfolgte an einem Desktop Computer die kontinuierliche Aufzeichnung des
LDF Signals. Nach Abschluss der Okklusionsversuche wurden die Sonden entfernt und die

Kopfhaut mit einer fortlaufenden Naht (Nylon, IE 6/0) verschlossen.

Abbildung 8a und b: Priparation und transkranielle Positionierung der LDF-Sonden. Nach Kalotteninzision und
stumpfer Priparation des Periosts mittels Wattetupfern (8a) erfolgt mit Hilfe eines Stereotaxierahmens die
Positionierung der LDF-Sonden iiber den zuvor ausgediinnten Knochenlamellen, dorsal der Koronarnaht (8b). (b)
zeigt die Ummantelung der distalen Sondenschenkel mit einem Polyethylen Schlauch zur Isolation von
Streulichteinfliissen und Verminderung von Artefakten wihrend der Signalaufzeichnung. Die Lichtquelle des

Operationsmikroskopes wurde zu Beginn der Aufzeichnung ausgeschaltet.

GefiBokklusion zur Bestimmung des Einflusses des P1-Segments:

Bei 1- und 2-VO wurden nach Positionierung der LDF-Sonden die Operationen zur kurzzeitigen
GefidBBokklusion durchgefiihrt. Fiir die 3- und 4-VO erfolgte bei 12 Tieren zuvor eine bilaterale
Thermokoagulation der Vertebralarterien, nach der Methode von Pulsinelli et al. [73].

Hierzu wurden die Miuse entsprechend dem Versuchsprotokoll narkotisiert und iiber den
duBeren Gehorgang in einem Stereotaxierahmen (Kopf Instruments, Tujunga, USA) eingespannt.

Das Schideldach wurde horizontal ausgerichtet und das Versuchstier in Bauchlage auf einer
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riickkopplungsgesteuerten Heizplatte fixiert. Nach alkoholischer Hautdesinfektion erfolgte die
Exposition der Halswirbelsdule und des Ligamentum nuchae iiber eine lineare, mediane
Hautinzision in Hohe des Inion bis HWK?2/3. Nach vorsichtiger stumpfer Praparation der Hals-
und Nackenmuskulatur wurde bilateral das erste Foramen intervertebrale dargestellt, um die A.
vertebralis in dieser Hohe thermisch zu koagulieren. Nach sorgfiltiger Blutstillung wurde die
Haut mit einer fortlaufenden Naht (Nylon, IE 6/0) verschlossen. Nun erfolgte die zuvor
beschriebene Positionierung und Fixierung der LDF Sonden. Fiir die sequentielle CCA-
Okklusion wurde die Maus aus dem Stereotaxierahmen befreit und in Riickenlage positioniert
(Abbildung 9a).

Uber eine pritracheale 2-3cm lange, lineare Inzision wurde unter einem Operationsmikroskop
(Zeiss, Deisenhofen, Deutschland) die para- und pritracheale Glandula submandibularis
exponiert. Durch stumpfe Priparation wurde die Bindegewebskapsel der Glandula

submandibularis durchtrennt. Zur Exposition der paratrachealen Halsmuskulatur wurde der

Driisenkorper zu gleichen Anteilen nach lateral mobilisiert.

Abbildung 9a und b: Pritrachealer Zugang und intraoperativer Situs nach Exposition der rechten CCA. Nach
Riickenlagerung wurde die Inzisionstelle mit Paraffindl benetzt, um eine fellbedingte Kontamination der Wunde zu
vermeiden (9a). Nach Prédparation der prid- und paratrachealen Muskelgruppen, wurde die CCA bis in Hohe der
ICA/ECA Bifurkation von Threr Faszie befreit. Zur optimierten GefiaBhandhabung bei der Clip-Okklusion, wurde
die CCA moglichst proximal mit einem Seidenfaden umschlungen (9b). Analog zu diesem Schema erfolgte die

Darstellung und Freilegung der gegenseitigen CCA.

Nach dorso-lateraler Mobilisation des M. sternocleidomastoideus wurde die A. carotis communis
mit mikrochirurgischen Pinzetten unter Schonung der umliegenden Gefid3- und Nervenstringe
von ihrer Faszie befreit. Die CCA wurde mit einem Faden (Seide, 6/0) umschlungen, um die
Handhabung wihrend der Kurzzeitokklusion zu erleichtern (Abbildung 9b). Unter
kontinuierlicher Aufzeichnung des LDF-Signals wurde die CCA mit tempordren Gefalclips

(Biemer Clips®, Braun/Aesculap, Melsungen, Deutschland) zunéchst wechselnd unilateral in
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Intervallen von 90 Sekunden fiir die Dauer von 10 Sekunden okkludiert. AbschlieBend erfolgte
eine 10 Sekunden dauernde bilaterale CCA-Okklusion.

Latex/Carbon Black Perfusion:

Zur Beurteilung des P1-Segments wurde bei n = 17 Tieren der Gruppe (I) im Anschluss an die
LDF-Messung eine intraaortale Latex/Carbon Black Perfusion durchgefiihrt.

Im Anschluss an die Okklusionsversuche wurde in Riickenlage eine mediale, lineare
Laparotomie durchgefiihrt. Nach stumpfer Mobilisation der Diinndarmschlingen und feuchter
Umlegung wurden die Vena cava inferior und Aorta abdominalis dargestellt. Das
Retroperitoneum wurde mit mirkochirurgischem Werkzeug pripariert und eroffnet. Die Aorta
abdominalis und Vena cava inferior wurden unmittelbar proximal der Iliakalbifurkation
umschlungen und ligiert. Proximal der Aa. renales wurde ein zweiter Knoten vorgelegt. Durch
proximalen und distalen Fadenzug wurde der BlutfluB} in der Aorta kurzzeitig unterbunden. Die
Aorta abdominalis wurde mit einem Polyethylen Schlauch (ID 0.76mm, Vasofix Brauniile®,
Braun, Melsungen, Deutschland) katheterisiert. Nach Entfernung der Kaniile wurde der PE
Schlauch 3cm retrograd in die Aorta vorgeschoben und durch den vorgelegten Knoten fixiert.
Die Latexperfusion wurde nach der von Coyle und Jokelainen beschriebenen Methode
durchgefiihrt [74]. Zur maximalen Vasodilatation wurde iiber den liegenden Katheter eine
subletale Dosis von 50mg/kg Korpergewicht Papaverin injiziert. Eine weille, fliissige Latex-
Suspension (Chicago Latex Product no. 563, Chicago Latex Products, Crystal Lake, USA) wurde
mit 20ul/ml Carbon Black (Derussol® N25/L, Degussa, Frankfurt, Deutschland) gemischt und
im Verhiltnis 10:2 mit Kochsalz (NaCl, 0.9%) verdiinnt. Zur Vorbereitung auf die Infusion
wurde die Latex Losung in einem Wasserbad auf 38°C erwédrmt. Zur Gewdhrleistung des
gewiinschten Perfusionsdruckes von 150mmHg wurde die fertige Perfusionslosung zunéchst in
eine Standard-Perfusorspritze (50ml) gefiillt; an das Ende der Perfusorspritze wurden drei
Infusions-Verldngerungen (Oriplast GmbH, Neunkirchen-Saar, Deutschland) angeschlossen
(Iinge je 75cm, ID 3mm, AD 4.1mm). Das freie Ende der Infusions-Verldngerungen wurde iiber
einen Drei-Wege-Hahn mit einem digitalen Druckaufnehmer (Moor Instruments, Devon,
England) verbunden. Die Perfusorspritze mitsamt der vorgewéarmten Perfusionslosung wurde
erhoht montiert, entsprechend einem hydrostatischen Perfusionsdruck von 150mmHg.
AnschlieBend wurde die distale Verlingerung an den aortalen PE Katheter angeschlossen und
die Perfusion iiber den Drei-Wege-Hahn gestartet. Zur Ermoglichung eines vendsen Ausflusses,
wurde die Vena cava poximal inzidiert. Uber eine Zeitspanne von 5 Minuten wurden bei

Raumtemperatur insgesamt 20ml/38°C Perfusionslosung infundiert. Zur Aushértung des Latex
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wurden die Miuse fiir 20 Minuten in ein Eiswasserbad gelegt. Der aortale Perfusionsdruck von

150mmHg wurde bis zum Zeitpunkt der Gehirnentfernung kontinuierlich aufrechterhalten.

Bestimmung des Durchmessers des P1-Segments:

Die perfundierten Gehirne wurden unmittelbar nach Threr Entnahme unter einem
Operationsmikroskop mit 20-facher VergroBerung (Zeiss, Deisenhofen, Deutschland)
positioniert, um die Ausprigung der aCOM und der P1-Segmente zu beurteilen. AnschlieBend
wurden die Gehirne bei 20-facher VergroB3erung abfotografiert. Im Falle eines vorhandenen P1-
Segments wurde dessen Durchmesser moglichst proximal des Circulus arteriosus dreimal

gemessen und anschlieBend der Mittelwert dieser Messungen bestimmt. Die Ausmessung

erfolgte mit einer frei erhiltlichen Bildbearbeitungssoftware (ImagelJ, http://www.imagej.com).
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2.3  Chronische Ischimie

2.3.1 Gruppeneinteilung

Fiir die Versuche zur chronischen Ischidmie wurden 69 Versuchstiere verwendet, die folgenden

Versuchsgruppen zugeteilt waren:

Gruppe Modell Operation Anzahl
@D Sham Sham n=>5
(1D 1-VO CCA-OKKk. rechts n=10
(IIT) VO OT CCA-OKKk. rechts/ 120

ICA-OKk. links

CCA-OKKk. rechts/

(IIIb) 2-VO IT n=24
ICA-OKkk. links
CCA-OKk. rechts/
aIv) 3-VO n=6
VA-Koag. bds.
CCA-Stenose rechts/
V) Stenose / 1-VO n=4

ICA-OKk. links

Tabelle 3: Gruppeneinteilung der Versuche zur Modellentwicklung einer chronisch zerebralen Ischdmie. (I) = Sham
Operation; (IT) = 1-VO mit Okklusion der A. carotis communis (CCA) rechts; (Illa) = einzeitige Okklusion der CCA
rechts und A. carotis interna (ICA) links; (Illb) = zweizeitige Okklusion der CCA rechts und ICA links; (IV) =
Okklusion der CCA rechts und bilaterale Koagulation der Arteria vertebralis (VA-Koag.); (V) = Externe Stenose der
CCA rechts mittels Polyethylen (PE) Schlauch und kontralaterale Okklusion der ICA; Die Modelle (II) bis (IV)
basieren auf alleiniger Geféokklusion, das Modell (V) auf einer Kombination von Gefdl3stenose mit kontralateraler

GefiBokklusion. VO = engl. Vessel occlusion; OT = engl. one-time; TT = engl. two-time.

2.3.2 Versuchsanordnung

Zur Schaffung einer chronisch zerebralen Perfusionseinschrinkung bei der C57/BL6 Maus
wurde im Anschluss an eine einwochige Eingewohnungszeit eine permanente GefdBokklusion
ohne (Gruppe II-IV) oder mit (Gruppe V) kontralateraler Gefidf3stenose operiert. Zur primiren
Selektion eines anwendbaren Modells wurde innerhalb der Gruppen iiber den Zeitraum von 21

Tagen eine Uberlebensrate von >90% vorausgesetzt.
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Die quantitative Erfassung der Reservekapazititseinschrinkung erfolgte bei Sham, 1-VO und 3-
VO mittels wochentlicher Messung des prozentualen CBF-Anstiegs nach Diamox®-
Stimulation, bezogen auf eine prioperative Baseline Diamox®-Stimulation an Tag 0 (Abbildung
10). Zur Darstellung der zerebralen GefidBarchitektur wurde an Tag 21 nach Operation bei den
Gruppen Sham, 1-VO und 3-VO nach dem zuvor beschriebenen Versuchsprotokoll eine

Latex/Carbon Black Perfusion durchgefiihrt.

Baseline CVRC/Diamox® CVRC/Diamox®
GefaBokklusion CVRC/Diamox® CVRC/Diamox® Latex / Carbon Black

) ! l l

T T T T
0d 7d 14d 21d

v

Abbildung 10: Bestimmung der Reservekapazitit bei Sham, 1-VO und 3-VO. Am Tag der GefiBokklusion wird
prioperativ eine Bestimmung der Baseline CVRC durchgefiihrt. Anschlieend wird iiber einen Zeitraum von drei
Wochen wochentlich die CVRC nach Diamox-Stimulation gemessen. Zur Darstellung der zerebralen
GefaBarchitektur erfolgt an Tag 21 die Latex-Perfusion des Versuchstieres. CVRC = engl. cerebrovascular reserve

capacity.

LDF-Messungen und Bestimmung der zerebrovaskuliren Reservekapazitiat (CVRC):

e Tag 0: Nach Sedierung mit 25mg/kg Hypnomitate® (Etomidate 2mg/ml, Janssen-Cilag,
Neuss, Deutschland) und LDF-Sonden Positionierung wurde intraperitoneal ein Bolus von
30mg/kg KG Diamox® (Acetazolamid-Natrium 500mg Trockensubstanz, Goldshield
Pharmaceuticals Ltd, Surrey, England) verabreicht und eine 15-miniitige, bihemisphérische
CBF-Messung (Moor Instruments, Devon, England) durchgefiihrt. Nach Abschluss der
Messung erfolgte die Analgosedierung mit Ketamin/Xylazine, um in Abhingigkeit der
Versuchsgruppe eine permanente GefdBokklusion und/oder -stenose durchzufiihren (Abbildung
11). AnschlieBend wurden die Miuse in Einzelkifige gesetzt mit freiem Zugang zu Futter und

Wasser.
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Abbildung 11: Baseline CVRC nach Diamox® Stimulation an Tag 0. Narkose/E = Etomidate, Narkose/K =

Ketamin/Xylazine. Im Vorfeld der GefdBBoperation erfolgte nach Verabreichung eines intraperitonealen Diamox®

Bolus eine kontinuierliche CBF Messung fiir 15 Minuten.

e Tag 7 und 14: Zur Verlaufskontrolle der CVRC wurden analog zu Tag 0 iiber einen Zeitraum

von 15 Minuten Diamox®-Stimulationstests unter Etomidate Sedierung durchgefiihrt

(Abbildung 12).

Narkose/E

Diamox®

}

LDF

— 15 min.

v

Tag7 & 14

Abbildung 12: CVRC nach Diamox® Stimulation an Tag 7 und 14. Narkose/E = Etomidate.

e Tag 21: Perfusion mit Latex/Carbon Black nach letztmaligem CVRC Stimulationstest

(Abbildung 13).

Narkose/E

Diamox®

)

LDF

Narkose/K

Latex/
Carbon Black

— 15 min.

v

Tag 21

Abbildung 13: CVRC nach Diamox® Stimulation und abschlieBender Latex/Carbon Black Perfusion an Tag 21.

Narkose/E = Etomidate; Narkose/K = Ketamin/Xylazine.
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2.3.3 Versuchsablauf

2.3.3.1 Narkose

Um den Effekt der Ketamin/Xylazine Narkose auf den CBF zu minimieren [75, 76], wurden die
Mause fiir die Bestimmung der zerebralen Reservekapazitit mittels intraperitonealer Bolus
Injektion von 25mg/kg KG Hypnomitate® (Etomidat, Janssen-Cilag, Neuss, Germany) sediert,
unter Verabreichung einer Erhaltungsdosis von Smg/kg KG Hypnomidate® in Abstinden von 15
Minuten. Die Applikation erfolgte iiber eine intraperitoneal platzierte Kaniile mit
angeschlossenem Polyethylen Schlauch (ID 0.40mm, AD 0.80mm). Die GefdBoperation und
Latexperfusion erfolgte in tiefer Narkose mit Ketanest® und Rompun® entsprechend dem
vorbeschriebenen Versuchsprotokoll. Uber eine riickkopplungsgesteuerte Heizplatte und rektale
Temperaturmesssonde wurde die Korpertemperatur auf 36.7°C reguliert. Zum Augenschutz
wihrend der Sedierung wurde Bepanthen® Augensalbe (Roche, Grenzach-Wyhlen,

Deutschland) verwendet.

2.3.3.2 Operationen

Uberlebenszeit:

Die Tiere wurden postoperativ engmaschig iiberwacht und beziiglich ihres neurologischen Status
kontrolliert. Hierzu dienten Beurteilung des postoperativen Verhaltens (Aktivitit,
Nahrungsaufnahme), Eruierung klinisch manifester Paresen (Gangbeurteilung und Uberpriifung
des BewuBtseinsgrades mittels Schmerzreflexpriifung der Hinterldaufe) und Kontrolle von
Vitalparametern (Atemfrequenz und postoperative Korpertemperatur).

Die Mortalitit wurde unmittelbar nach GefaBoperation erfasst, sowie nach 24 und 72 Stunden
und an den Tagen 7, 14 und 21 nach Operation. Zur Ubersicht sind die Uberlebenszeiten im
Abschnitt Ergebnisse, Tabelle 4, aufgefiihrt.

Zur Verifizierung der Todesursache (ischdmischer Insult vs. unklare Todesursache) wurde bei
betroffenen Tieren eine Silbernitratfairbung der schockgefrorenen Gehirne durchgefiihrt, um
neuronalen Zellschaden festzustellen. Grundvoraussetzung fiir eine Modellakzeptanz war eine

Uberlebensquote von > 90% nach 21 Tagen.
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Reservekapazititsmessung nach Diamox®-Stimulation:

Die Positionierung der LDF-Sonden (Abbildung 14a) erfolgte entsprechend der Ausfithrung in
2.2.3.2; auf die Acrylzement-Fixierung konnte verzichtet werden. Zur intraperitonealen
Verabreichung von Etomidate und Diamox® wurde in Bauchlage ein intraperitonealer Katheter
(Abbildung 14b) positioniert. Hierzu wurde eine Stahlkaniile (Durchmesser 0.4mm, Lénge
20mm; Sterican®, Braun, Melsungen, Deutschland) zunéchst im proximalen Drittel durchtrennt
und anschliefend iiber einen 5 cm langen PE Schlauch (ID 0.40mm, AD 0.80mm) miteinander
verbunden.

Unmittelbar vor dem Stimulationstest wurde eine Erhaltungsdosis Etomidate verabreicht und die
Lichtquelle des Operationsmikroskopes ausgeschaltet. Nach einer Messsignal-Ausgleichszeit
von 120 Sekunden wurde iiber den intraperitonealen Katheter ein Bolus von 30mg/kg KG
Diamox® verabreicht. Nun erfolgte fiir 15 Minuten die bihemisphérische Aufzeichnung des
LDEF-Signals. AnschlieBend wurden die LDF-Sonden und der intraperitoneale Katheter entfernt
und die Kopfhaut mit einer fortlaufenden Naht (Nylon 6/0) verschlossen. An Tag 21 erfolgte

nach LDF-Stimulation die aortale Latexperfusion.

Abbildung 14a und b: LDF-Sonden Montage und Versuchstierpositionierung zur Bestimmung der CVRC. Die
bihemisphérische Positionierung der LDF-Sonden erfolgte entprechend den Ausfiihrungen zur Bestimmung des
Einflusses des P1-Segments (/4a). Die rechte Abbildung (/4b) zeigt die Position des Versuchstieres wéihrend der
LDF-Messung und CVRC Bestimmung. * markiert die Kaniile des intraperitonealen Katheters und den Ansatz eines

aufgesetzten 1ml Spritzensystems zur Applikation von Diamox® und Etomidate.
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GefiBoperationen zur chronisch zerebralen Ischimie:
Fir die paratrachealen Operationen am Hals erfolgte die GefidBexposition und -priparation

entsprechend dem Protokoll zur Bestimmung des Einflusses des P1-Segments (2.2.3.2).

¢ Gruppe (I)
Fiir die Sham Operationen wurde bei n = 5 Tieren die CCA beidseits mit einem Seidenfaden
(8/0) umschlungen. Ein loser Knoten wurde vorgelegt und dieser nach fiinf Minuten wieder
entfernt. AnschlieBend wurde die Haut mit einer fortlaufenden Naht (Nylon 6/0) verschlossen

und das Versuchstier in einen Einzelkéfig gesetzt.

e Gruppe (II)
Fiir die Operationen zur 1-VO wurde bei n = 10 Tieren die rechte CCA mit einem Seidenfaden
(8/0) umschlungen und distal der thyroidalen Aste ligiert. AnschlieBend wurde die Haut mit
einer fortlaufenden Naht (Nylon 6/0) verschlossen und das Versuchstier in einen Einzelkifig

gesetzt.

¢ Gruppe (II1a) und (IIIb)
Fiir die Operationen zur 2-VO wurde bei n = 44 Tieren eine ein- (n = 20) und zweizeitige (n =
24) Okklusion der rechten CCA und kontralateralen ICA durchgefiihrt. Bei der zweizeitigen
Operation wurde die ICA nach einwochiger Adaptionszeit and die CCA-Okklusion ligiert, um
eine graduelle Exposition an die veridnderten Perfusionsverhiltnisse zu erméglichen. Aufgrund
der hohen Mortalitédt nach definitiver 2-VO wurden Diamox® Stimulation und Latex Perfusion

nicht durchgefiihrt.

(ITa) Fiir die einzeitige 2-VO wurde bei n = 20 Tieren zuerst eine rechtsseitige Okklusion der
CCA durchgefiihrt. AnschlieBend wurde die Bifurkation der linken CCA dargestellt
und die proximale CCA mit einem Seidenfaden umschlungen. Durch leichten Fadenzug
wurde die Carotis Bifurkation nach kaudal mobilisiert. Die ICA wurde mit einem
Seidenfaden (8/0) umschlungen und ligiert. AnschlieBend wurde die Haut mit einer
fortlaufenden Naht (Nylon 6/0) verschlossen und das Tier in einen Einzelkifig gesetzt.

(IIIb) Fir die zweizeitige 2-VO wurde bei n = 24 Tieren die linksseitige ICA-Okklusion in
einer separaten Sitzung nach einwdochiger Adaptionszeit an die zuvor erfolgte

rechtsseitige CCA-Okklusion durchgefiihrt.
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¢ Gruppe (IV)
Fiir die Operationen zur 3-VO wurde bei n = 6 Tieren in gemeinsamer Sitzung eine bilaterale
Thermokoagulation der Vertebralarterien und rechtsseitige Okklusion der CCA durchgefiihrt.
Die bilaterale Thermokoagulation der Vertebralarterien erfolgte entsprechend der Ausfithrung

in2.2.3.2.

¢ Gruppe (V)

Fiir die Operationen zur rechtsseitigen CCA Stenose und kontralateraler ICA-Okklusion
wurden n = 4 Tiere verwendet. Die CCA Stenose wurde mit einem standardisierten
Polyethylen Schlauch (ID = 0,28mm, AD = 0,61mm, Linge = 2mm) erzeugt: Nach Exposition
der Halsgefile wurde der PE Schlauch mit einer mikrochirurgischen Schere gespalten, um
eine elastische Manschette zu schaffen. Die Manschette wurde proximal der CCA Bifurkation
zirkuldr um die CCA gestreift und anschlieBend mit drei 8/0 Nylon Fiden End-zu-End
adaptiert und fixiert. Die kontralaterale ICA wurde mit einem Seidenfaden (8/0) ligiert.

Latexperfusion zur Beurteilung der zerebralen Angioarchitektur:
An Tag 21 nach GefdBoperation wurde bei den Gruppen Sham, 1-VO und 3-VO im Anschluss an
die Reservekapazititsmessung eine Latex/Carbon Black Perfusion durchgefiihrt, entsprechend

dem Versuchsprotokoll 2.2.3.2.

Bestimmung der GefiaBldurchmesser des Circulus arteriosus willisii:
Um den Einfluss des chronischen Perfusionsdefizits auf den Durchmesser der basalen
HirngefdBabschnitte zu bestimmen, wurden die Gehirne unmittelbar nach der Perfusion unter
einem Operationsmikroskop (Zeiss, Germany) positioniert und der proximale Circulus arteriosus
willisii mit 20-facher VergroBerung abfotografiert. Die Ausmessung der Gefidle erfolgte nach
dem Versuchsprotokoll zur Auswertung des Durchmessers des P1-Segments (2.2.3.2). Als
reprasentative Abschnitte des vorderen und hinteren Kreislaufs wéhlten wir folgende Gefil3e:
Vorderer Kreislauf:

. A2- Segment der A. cerebri anterior (A2)

. A. cerebri media (MCA = engl. Middle cerebral artery)

e  A. carotis interna (ICA = engl. Internal carotid artery)

e  A. communicans posterior (pCOM = engl. Posterior communicating artery)
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Die A. communicans posterior (pCOM) wurde nach der Klassifikation von Bouthillier et al.

[27] als Ast des C6 Segments der A. carotis interna dem vorderen Kreislauf zugeordnet.

Hinterer Kreislauf:
. P1-Segment der A. cerebri posterior (P1)
e A cerebelli superior (SCA = engl. Superior cerebellar artery)

° A. basilaris (BA = engl. Basilar artery)

Die mittleren Durchmesser sind in um + Standardabweichung angegeben.

Blutgasanalyse:

Die Konzentration der arteriellen Blutgase und Elektrolyte unter Etomidate Sedierung wurde bei
n = 6 Tieren der Sham Gruppe an Tag 21 nach Reservekapazititsmessung bestimmt. Nach
Katheterisierung der Aorta abdominalis wurden 20ul arterielles Blut in einer heparinisierten
Glaskapillare abgenommen. Die Proben wurden mit einem standardisierten Blutgasanalysegeriit
(OMNI, Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland) ausgewertet. Die Auswertung erfolgte
unter standardisierten Bedingungen bei einem Luftdruck von 756,ImmHg und einer Temperatur

von 37,0°C.

2.4 Statistik

Alle Daten sind als Mittelwerte + Standardabweichung angegeben. Zur statistischen Korrelation
des P1-Segments und des LDF-Abfalls wurde die Spearman Rangsummenkorrelation verwendet.
Fiir den Vergleich des LDF-Abfalls bei unterschiedlichen Schweregraden der Gefdokklusion
und dem Vergleich der CVRC an Tag 7 nach GefidBokklusion wurde eine Varianzanalyse
(ANOVA) mit anschlieBendem Fischer’s projected least significant difference Test verwendet.
Fiir den Vergleich der unterschiedlichen Gefdadurchmesser der verschiedenen Gruppen nach 21-
tagiger GefdBokklusion wurde eine 2-fache Varianzanalyse (2-WAY-ANOVA) verwendet.

P<0.05 wurde als statistisch signifikant angesehen.
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3. ERGEBNISSE

3.1 Die zerebrale KollateralgefiBlversorgung bei der C57/BL6 Maus

3.1.1 Katheterposition

Zur Verifizierung der linksventrikuldren Katheterposition wurde bei den Gruppen (I) und (II)
zunichst eine Angiographie des Arcus aortae unmittelbar nach KM Applikation durchgefiihrt.
Bei Gruppe (II) stellt sich die zuvor linksseitig okkludierte CCA in Hohe von HWK 7 (CCA*)
durch einen Kontrastmittelabbruch in der arteriellen Anflutungsphase dar (Abbildung 15).

[ S y—

Abbildung 15: Aortenbogendarstellung nach linksvertrikuldrer Kontrastmittelinjektion. AA = Arcus aortae, BCT
= engl. Brachio-cervical trunk, SA = engl. Subclavian artery, CCA = engl. Common carotid artery, CCA* =
linksseitig okkludierte CCA, VA = engl. Vertebral artery, BA = engl. Basilar artery, ICA = engl. Internal Carotid
artery, ECA = engl. External carotid artery.
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3.1.2 Zerebrale Gefdfarchitektur und interhemisphdrischer Cross-flow

Die Darstellung der nativen zerebralen GefidBBarchitektur erfolgte durch eine intrakardiale KM-
Applikation ohne und mit linksseitiger CCA-Okklusion (jeweils n = 3, Gruppen (I) und (II)).
Dabei zeigte sich eine homogene Kontrastmittelverteilung im Circulus arteriosus und seiner
Hauptiste, unabhiingig einer unilateral okkludierten CCA. Dies wird durch die homogene KM
Verteilung in der fritharteriellen Anflutungsphase bei unilateraler CCA-Okklusion
veranschaulicht (Abbildung 16).

3.1.3 Anastomosierung des Externa- und Interna-Stromgebietes

Bei n = 3 Tieren (Gruppe (II)) erfolgte die Darstellung des Externa- und Interna-Stromgebietes
durch eine kathetergestiitzte KM Applikation in die rechte ECA. Eine Kontrastmittelaufnahme
der GefiBle des ipsilateralen ICA Stromgebietes und der kontralateralen Hemisphire konnte
dabei nicht dargestellt werden und ist Ausdruck einer mikroangiographisch insuffizienten
Anastomosierung von Externa- und Interna-Stromgebiet (Abbildung 17). Priformierte
Kollateralkreisliufe iiber die A. ophthalmica und proximale Aste der ECA scheinen daher bei

der C57/BL6 Maus nur von geringer funktioneller Bedeutung zu seien.
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Abbildung 16 und 17:  Zerebrale Mikroangiographien der C57/BL6 Maus. Abbildung 16 (links) zeigt
beispielhaft die Architektur der basalen HirngefdBBabschnitte nach intrakardialer Kontrastmittelapplikation und
unilateral okkludierter CCA: CCA = engl. Common carotid artery, ECA = engl. External carotid artery, ICA = engl.
Internal carotid artery, pCOM = engl. Posterior communicating artery, MCA = engl. Middle cerebral artery, ACA =
engl. Anterior cerebral artery, aCOM = engl. Anterior communicating artery, VA = engl. Vertebral artery, BA =
engl. Basilar artery, SCA = engl. Superior cerebellar artery, PCA = engl. Posterior cerebral artery, * = P1 Segment
der PCA.

Abbildung 17 (rechts) demonstriert die Kontrastmittelverteilung nach selektiver Darstellung des Externa-

Stromgebietes: ECA = engl. External carotid artery, K = Katheter zur Kontrastmittelapplikation.
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3.2 Einfluss des P1-Segments — akute Ischiimie

3.2.1 Einfluss der P1-Segment Ausprigung auf den CBF bei uni- oder bilateraler CCA-
Okklusion

Von den 17 untersuchten Tieren der Gruppe (I) hatten 5 (29%, Abbildung 18 links) bilaterale P1-
Segmente, 8 (47%, Abbildung 18 mitte) ein unilaterales P1-Segmant (5 rechtsseitig, 3
linksseitig) und 4 Tiere (24%, Abbildung 18 rechts) kein nachweisbares P1- Segment.

Bei  samtlichen  Versuchstieren (17/17, 100%) konnte fotomikroskopisch eine
interhemisphérische Verbindung der ACA iiber eine prominent ausgebildete aCOM

nachgewiesen werden (nicht gezeigt).

bilaterales P1-Segment (29%) unilaterales P1-Segment (47%) fehlendes P1-Segment (24%)

T
I [

7

Abbildung 18: Darstellung der basalen Hirngefdfle des CAW nach Latex/Carbon Black Perfusion. Der Perfusion
vorangehend wurde zur maximalen Vasodilatation eine sub-letale Dosis Papaverin intraaortal injiziert. Die Pfeile in
den Abbildungen deuten auf ein vorhandenes P1-Segment, welches den vorderen und hinteren Kreislauf des CAW
verbindet. Insgesamt hatten 76% (13/17) der Tiere mindestens ein durchgingiges P1-Segment und 100% (17/17)
eine Verbindung des vorderen Kreislaufs {iber eine prominent ausgebildete aCOM. Die gezeigten Abbildungen

entsprechen einer 20-fachen Vergroerung unter dem Operationsmikroskop.
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Zwischen Tieren mit unilateralem, bilateralem oder fehlendem P1-Segment gab es wihrend der
uni- oder bilateralen CCA-Okklusion keinen signifikanten Unterschied im LDF-Abfall.

Durch eine individuelle LDF-Messung wurde der CBF-Abfall wihrend kurzzeitiger Okklusion
der CCA im Verhiltnis zu einer LDF-Flux Baseline von 100% ermittelt. Eine unilaterale CCA-
Okklusion fiihrte dabei erwartungsgemif zu einem geringeren LDF-Abfall als eine bilaterale

CCA-Okklusion (Abbildung 19).
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Abbildung 19: Registrierung des LDF-Flux bei einem Versuchstier der Gruppe (I) wihrend sequentieller
Kurzzeitokklusion der CCA. In der Legende bezeichnet die erste Richtungsangabe die Seite der Gefdokklusion, die

Zweite die Hemisphidre der LDF-Ableitung. In beiden Féllen wurde wihrend der Reperfusion ein iiberschieBender

LDF-Anstieg registriert, welcher sich nach einer Ausgleichszeit von hochstens 60 Sekunden normalisierte.

-51-



Eine unilaterale CCA-Okklusion fiihrte {iber der ipsi- und kontralateralen Hemisphire zu einem
LDF-Abfall auf 82+7% bzw. 93+7% bezogen zur Baseline. Die bilaterale CCA-Okklusion fiihrte
zu einem LDF Abfall auf 36+//% zu Baseline. Sowohl bei uni- als auch bilateraler CCA-
Okklusion wurde in Abhédngigkeit des P1-Segments kein statistisch signifikanter Unterschied im

CBF-Abfall registriert (Abbildung 20).
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Abbildung 20: Messung des zerebralen Perfusionsabfalls nach kurzzeitiger CCA-Okklusion mittels Laser Doppler
Flowmetry (LDF). Die CBF-Messung erfolgte transkortikal und bihemisphérisch nach sequentieller uni- oder
bilateraler CCA-Okklusion (Abbildung 20, links bzw. rechts). Die Balkendiagramme reprisentieren die Messdaten
in Abhéngigkeit der Auspriagung des P1-Segments. Bei unilateraler CCA-Okklusion war der CBF-Abfall ipsilateral
ausgeprigter als kontralateral (**p<0.001; *p<0.01). Ansonsten wurde in Abhingigkeit der Ausprigung des P1-

Segments kein statistisch signifikanter Unterschied im CBF-Abfall registriert.

-52-



3.2.2 Einfluss des PI1-Segment Durchmessers auf die ipsilaterale Perfusion nach CCA-
Okklusion

Zwischen dem Durchmesser des P1-Segments und dem ipsilateralen LDF-Abfall nach
unilateraler CCA-Okklusion konnte keine positive Korrelation erfasst werden.

Nach Latex/Carbon Black Perfusion wurde unter 20-facher fotomikroskopischer Vergroerung
die Durchgingigkeit des P1-Segments beurteilt. Die minimalen und maximalen Durchmesser
betrugen 35um beziehungsweise 105um, bei einem Mittelwert von 59um samtlicher verifizierter
P1-Segmente. Eine tendenzielle Korrelation des CBF-Abfalls bei bilateraler CCA-Okklusion und
dem Durchmesser des P1-Segments (R? = 0.51, p<0.05) sahen wir in zwei Tieren mit einem P1-
Durchmesser von >100um begriindet. Unter Ausschluss dieser Tiere blieb eine signifikante

Korrelation aus.
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3.2.3 Einfluss der Anzahl okkludierter Gefdfie auf das Perfusionsdefizit

Bei 12 Tieren der Gruppe (II) wurde durch Thermokoagulation der Vertebralarterien eine 3- und
4-VO durchgefiihrt. In vorausgehenden Experimenten konnten wir zeigen, dass eine
Thermokoagulation der Vertebralarterien bei der C57/BL6 Maus die zerebrale Ruheperfusion im
Versorgungsgebiet des vorderen Kreislaufs nicht beeinflusst (Daten nicht gezeigt). Die Perfusion
des vorderen Kreislaufs wird demnach hauptséchlich iiber die Carotiden gewaihrleistet:

In unseren Experimenten fiihrte eine uni- und bilaterale CCA-Okklusion (/-VO und 2-VO) zu
einem bihemisphéarischen LDF-Abfall auf 87+5%, beziehungsweise 37+11%. Eine zusitzliche 3-
VO und 4-VO fiihrte zu einem LDF-Abfall auf 8/+10%, beziehungsweise 16+8%. Bei CBF-
Messung ipsilateral zur Okklusion war der LDF-Abfall zwischen /- und 3-VO nicht signifikant,
im Gegensatz zu dem LDF-Abfall zwischen den restlichen Gruppen (Abbildung 21 links und

rechts).
measurement ipsilateral to occlusion measurement contralateral to occlusion
120 - 120 - . ok |
ke
* & 1
T 1 £ * W
* K T r 1
100 4 *k 100 - —
* % T —x*
1
T * & T
1
80 1 T 80 -
w60+ N 60
a =)
| |

40 - T 40 7 T
20 | T 20 | T

T T T T T T T T
VO 3VO 2VO  4.vO 1-VO  3-VO 2NO 4VO

Abbildung 21: Zerebraler Blutfluss nach verschiedenen Gefdflokklusionsmodellen. CBF-Messung durch Laser
Doppler Flowmetry (LDF), angegeben in %Flux =zur Baseline von 100% nach verschiedenen
GefidBokklusionsmodellen: unilaterale CCA-Okklusion (/-VO), unilaterale CCA-Okklusion mit bilateraler VA
Koagulation (3-VO), bilaterale CCA-Okklusion (2-VO), bilaterale CCA-Okklusion mit bilateraler VA Koagulation
(4-VO). Bei 1- und 3-VO wurde iiber der zur Okklusion kontralateralen Hemisphire ein hoherer LDF-Flux
registriert. Mit Ausnahme von 1-VO und 3-VO bei ipsilateraler CBF-Messung war der Unterschied des CBF-
Abfalls bei den verschiedenen Gefdlokklusionsmodellen statistisch signifikant (* p<0.05, ** p<0.001).
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3.3 Chronische Ischimie

3.3.1 Mortalitdit

Mit einer Uberlebensquote von insgesamt 95.65% (22/23) nach 21 Tagen wurden die Modelle
Sham (5/5; 100%), 1-VO (9/10; 90%) und 3-VO (6/6; 100%) nach 2.3.2 protokollentsprechend
untersucht. Der Todesfall bei /-VO erfolgte aufgrund unkontrollierbarer Blutung nach iatrogener
CCA Dissektion wihrend der GefalBoperation.

Bei 2-VO wurde wegen der hohen Mortalitdt von 79.55% (35/44) innerhalb der ersten 24h nach
Okklusion auf eine Reservekapazititsmessung und Latex-Perfusion verzichtet. An Tag 7 betrug
die Gesamtmortalitit nach ein- und zweizeitiger CCA-Okklusion (OT und TT) 93.18% (41/44).
An Tag 14 waren samtliche Versuchstiere verstorben. Zur Verifizierung der Todesursache
(ischdmischer Insult vs. unklare Todesursache), wurde bei betroffenen Tieren eine
Silbernitratfarbung der zuvor schockgefrorenen Gehirne durchgefiihrt. Dabei konnte eine
bihemisphirische ©6dematdose Schwellung und Destruktion der Nerven- und Gliazellen
nachgewiesen werden, vereinbar mit einem ischdmischen Infarkt bei globalem Perfusionsdefizit
(Daten nicht gezeigt). Aufgrund der hohen Mortalitit wurde die 2-VO Gruppe von der

Modellentwicklung ausgeschlossen.

Modell Anz. rechts links Oh 24h 72h 7d 14d 21d
@D Sham 5 sham sham 5 5 5 5 5 5
aIn 1-VO 10 CCA-Okklusion - 10 10 10 9 9 9
(I1Ia) 2-vOo oT 20 CCA-Okklusion ICA-Okklusion 20 3 3 3 0 O
(I1Ib) 2-VOTT 24 CCA-Okklusion ICA-Okklusion 24 6 6 0 0 O
av) 3-VO 6  CCA-Okklusion, VA-Koag. VA-Koag. 6 6 6 6 6 6
V) CCA-Stenose /1-VO 4 CCA-Stenose ICA-Okklusion 4 4 4 4 4 4

Tabelle 4: Mortalitit der GefiBokklusionsmodelle zur chronisch zerebralen Ischimie. Zur Ubersicht sind die
Uberlebenszeiten der Versuchstiere nach 24 und 72 Stunden postoperativ bis zu Tag 21 nach GefiBokklusion
aufgefiihrt. Die Todesfille ereigneten sich bis Tag 14, mit hochster Letalitdt innerhalb der ersten 72 Stunden
postoperativ. Das operative Vorgehen bei den Gruppen (IIla) und (IIIb) ist zeitlich wie folgt definiert: OT = engl.

one-time = einzeitig, TT = engl. two-time = zweizeitig.
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3.3.2 Reservekapazitdit nach Diamox® Stimulation

Da es in der Fachliteratur zu Modellen einer chronischen, zerebralen Perfusionseinschrinkung
bei der C57/BL6 Maus derzeit keine Vergleichsdaten gibt, legten wir als Richtwert fiir eine
wiinschenswerte Unterdriickung der Diamoxantwort die Aufhebung der zerebrovaskuldren
Reservekapazitit fest. Die Werte verstehen sich als prozentuale Mittelwerte des Diamox®-

Anstiegs + Standardabweichung.

GefiaBokklusion:

Bei keinem der GefdBokklusionsmodelle konnte eine statistisch signifikante und ausreichende
CVRC Einschriankung erzielt werden, ohne morphologisch und klinisch manifeste ischamische
Insulte zu provozieren. Tendentiell wurde dabei linksseitig ein im Vergleich zur rechten Seite
geringerer poststimulatorischer CBF-Anstieg registriert.

Die Abbildungen 22 bis 24 zeigen die Ergebnisse der Reservekapazititsmessungen nach
Diamox®-Stimulation bei den Gruppen Sham (I), 1-VO (II) und 3-VO (IV). Bei den 2-VO
Gruppen (IlIa) und (I1Ib) wurde aufgrund der hohen Mortalitdt weder eine Diamox®-Stimulation
noch eine Latex/Carbon Black Perfusion durchgefiihrt. Abbildung 26 zeigt den gemittelten

Diamox®-Anstieg beider Hemisphéren in den verschiedenen Gruppen.

Die Baseline Bestimmung vor Operation zeigte bei Sham, 1-VO und 3-VO einen prozentualen
CBF-Anstieg von 47,17+16,95%, 53,41+37,55% und 64,01+23,96% (Abbildung 25) nach
Diamox®-Stimulation. Die hochste Baseline Reservekapazitit wurde bei den Maéusen der
Gruppe (IV), 3-VO, registriert.

Sieben Tage nach Baseline und Operation registrierten wir bei Sham und 1-VO eine
Reservekapazitit von 45,83+31,81%, beziehungsweise 60,00+33,13%. Unter 3-VO fiel der CBF
nach Diamox®-Stimulation auf 46,86+31,54%.

Die Messung an Tag 14 ergab bei 3-VO einen zusitzlichen Abfall der Reservekapazitit auf
30,09£29,22%. An Tag 21 betrug die Reservekapazitit bei 3-VO 48,43+36,14%. Sham und 1-
VO verzeichneten an Tag 21 ihre jeweils niedrigsten Messwerte mit 32,21+15,72% bzw.
41,50+24,36%.

Trotz dieses teilweise verminderten poststimulatorischen CBF-Anstieges gelang es durch
alleinige GefédBokklusion bei keinem der Modelle innerhalb von 21 Tagen eine gegeniiber Sham

und Baseline signifikante Einschrinkung der CVRC zu erwirken.
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Sham

100
sham
80 | - - .
3 % Anstieg
g baser. | 46,54 + 15,06
2 60 1 base . | 47,85 + 23,71
g 7re | 52,61+22,16
8 40 | 7 i 39,05 + 40,88
g 14re | 47,67 £13,31
RS 14 i 44,36 + 24,36
20 1 21re |34,62+2285
21 i 29,79 £ 6,22
O T T T T
Baseline post 7 post 14 post 21
B rechts Tage nach Okklusion
[ links
Abbildung 22: Diamox® Stimulation der Sham Gruppe.
1-VO (CCA-Okklusion rechts)
120
100 - T 1-VO
<>§ % Anstieg
E 80 - baser. | 57,33 + 46,59
po base|. | 49,49 27,78
8 60 - 7re  |60,08 +35,16
8 7l |59,92+3434
£ 401 14re |55,84+32,74
e 141i [32,18+3252
20 - 21re |51,63+30,52
21 i 32,21 +13,53
0 T T T
Baseline post 7 post 14 post 21
B rochis Tage nach Okklusion
[ links

Abbildung 23: Diamox® Stimulation der 1-VO Gruppe.

-57-




120

3-VO (CCA-Okklusion rechts und VA-Koag. bilateral)

100 ~

% Anstieg nach Diamox

80

60

40

20

Baseline post 7 post 14 post 21

B rcchts Tage nach Okklusion
[ links

Abbildung 24: Diamox® Stimulation der 3-VO Gruppe.

3-vOo
% Anstieg
baser.|56,45 + 18,22
basel. | 71,57 £ 28,17
7re 49,70 + 36,01
7li 43,62 £ 28,04
14re |42,52 + 30,81
14 i 29,23 £ 28,78
21re |53,53 £45,70
21 1i 41,28 £ 18,70
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% Anstieg nach Diamox

Gemittelte Reservekapazitat nach GefaBokklusion

100
80 ~ __ T
60 - m
40
20 ~
0 . - -
Sham 1-VO 3-VO
B baseline Modell
1 post 7
I post 14
1 post 21
sham 1-VO 3-vO
% Anstieg % Anstieg % Anstieg
baseline 47,17 £ 16,95 53,41 + 37,55 64,01 + 23,96
post 7d 45,83 + 31,81 60,00 + 33,13 46,86 + 31,54
post 14d 46,02 + 18,37 45,04 + 35,87 30,09 + 29,22
post21d 32,21 £ 15,72 41,50 + 24,36 48,43 + 36,14

bei Sham, 1-, 2- und 3-VO.

Abbildung 25: Gemittelter CBF-Anstieg nach Diamox® Stimulation
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CCA-Stenose mit kontralateraler Stenose der ICA:

Aufgrund einer fehlenden Reservekapazititseinschriankung bei alleiniger Gefaokklusion wurde
entsprechend dem in 2.3.2 beschriebenen Versuchsprotokoll ein kombiniertes Gefdaf3stenose- und
-okklusionsmodell angewendet, in Form einer einzeitig durchgefiihrten externen Polyethylen-
Schlauch Stenose der rechtsseitigen CCA mit kontralateraler ICA-Okklusion. Am siebten

postoperativen Tag wurde eine Diamox®-Stimulation durchgefiihrt ohne vorherige Baseline

CVRC Bestimmung.

Abbildung 26 zeigt das Ergebnis der Reservekapazititsmessung der CCA-Stenose / ICA-
Okklusion Gruppe (V). Auf Seite der CCA-Stenose wurde dabei ein zur Baseline negativer,
mittlerer CBF-Abfall registriert (-6,37+11,35%). Linkshemisphérisch betrug der CBF-Anstieg

dagegen 9,54+30,76%.
CCA-Stenose rechts / ICA-Okklusion links

50

40 T
x
g
3 30
o
<
3
T 20 A
>
.0
@
< 104
S

-10 T

post 7
EE rechts Tage nach Okklusion
[ links
CCA-S/ICA-O
% Anstieg
7re| -6,37 £11,35
7li 9,54 + 30,76
Abbildung 26: Diamox® Stimulation der Stenose/ICA-Okklusion Gruppe.
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7-Tage Vergleich:

In unseren Experimenten fiihre die kombinierte GefidB3stenose und -okklusion am siebten
postoperativen Tag zu einer CVRC-Einschrinkung auf 1,58+23,09% bezogen zur baseline
(Abbildung 27). Bei Sham, 1-VO und 3-VO betrug der poststimulatorische CBF-Anstieg
dagegen 45,82+31,81%, 60,00+33,13% und 46,86+31,54%. Der Unterschied der CVRC nach
CCA-Stenose/ICA-Okklusion war gegeniiner Sham, 1-VO und 3-VO statistisch signifikant
(p<0.05), im Gegensatz zur CVRC-Differenz zwischen Sham, 1-VO und 3-VO.

7-Tage Vergleich der gemittelten Reservekapazitat

100

N [e2] (o]
o o o
1 1 1

% Anstieg nach Diamox

N
o
1

Modell

Il Sham
I 1-VO
B 3-VO
[ CCA-Sten. / ICA-Okk.

Modell % Anstieg n. 7d

sham | 45,823 + 31,81
1-VO 60,00 + 33,13

3-VO 46,86 + 31,54

CCA-S/

ICA-O 1,58 + 23,09

Abbildung 27: CBF-Antwort nach Diamox® Stimulation am 7. postoperativen Tag.
Der Unterschied der CVRC nach CCA-Stenose/ICA-Okklusion gegeniiber den restlichen

Gefialokklusionsmodellen und Sham war statistisch signifikant (*p<0.05).
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3.3.3 Durchmesser der basalen Hirngefdf3e an Tag 21 nach Gefdfiokklusion

Um den Einfluf} einer chronischen Perfusionsminderung auf die basalen HirngefaBdurchmesser
zu ermitteln, wurde nach Diamox-Stimulation an Tag 21 eine Latex/Carbon-Black Perfusion

durchgefiihrt.

Gemittelter GefiBdurchmesser der Gruppen Sham, 1-VO und 3-VO:

Nach Sham Operation wurde die A. basilaris als prominentestes Gefdll des Circulus arteriosus
identifiziert (230,82+19,22um), wohingegen nach 1- oder 3-VO die A. carotis interna den
grofften mittleren GefdBdurchmesser bot (252,52+21,34um bzw. 268,58+20,82um) und
signifikant gegeniiber Sham (205,57+21,14um) vergroBert war (p<0.05). Im Bereich des
vorderen Kreislaufs fiihrte die 1-VO und 3-VO neben der Gré8enzunahme der ICA zu einer
signifikanten VergroBerung der A2-Segmente (241,27+27, lum und 239,68+11,20um gegeniiber
146,09+£21,31um) (p<0.05). Im Bereich des hinteren Kreislaufs zeigte sich die A. cerebelli
superior nach 1- und 3-VO (148,41£16,26um und 155,34+24,31um) signifikant gegeniiber Sham
(96,92+20,25um) vergroBert (p<0.05). Gleichzeitig zeigte sich die A. basilaris nach 3-VO
(209,49+9,94) signifikant gegeniiber 1-VO (242,83+19,74) verkleinert (p<0.05). Nach 3-VO
beobachteten wir zusitzlich eine signifikante VergroBerung der P1-Segment Durchmesser
(128,02+37,27um), gegeniiber 1-VO (89,52+21,00um) und Sham (64,95+7,97um) (p<0.05)
(Abbildung 31).

Die Durchmesser von MCA und pCOM waren im direkten Vergleich der drei Gruppen Sham, 1-
VO und 3-VO verhiltnismidBig konstant. Jedes Tier hatte eine operationsmikroskopisch
nachweisbare und durchgédngige Verbindung des vorderen Kreislaufs iiber eine aCOM (A.

communicans Anterior; nicht ausgemessen).

Die Abbildungen 28 bis 30 zeigen die bihemisphérische Auswertung der GefiBBdurchmesser bei
Sham (Abbildung 28), 1-VO (Abbildung 29) und 3-VO (Abbildung 30) nach 21-tidgiger
chronischer Perfusionsminderung. Beispielhaft ist fiir jede Gruppe ist eine repridsentative
Abbildung des Circulus arteriosus angefiigt. Abbildung 31 vergleicht die gemittelten
Durchmesser der einzelnen GefidBBabschnitte. Die Anzahl der jeweiligen Versuchtiere kann dem

Protokoll in Tabelle 4 entnommen werden.
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¢ Sham:

Als prominenteste Gefdalle wurden die A. basilaris, ICA, pCOM und MCA gemessen, mit
entsprechenden Gesamtdurchmessern von 230,82+19,22um, 205,57+21,14um,
167,64+19,08um und 161,60+20,04um (Abbildung 31).

Diinn und heterogen war die Auspriagung der PI1-Segmente, ein rechtsseitiges P1-Segment
wurde lediglich bei einem Versuchstier (1/5) nachgewiesen. Der bilaterale Durchmesser der
P1-Segmente betrug 64,95um=+7,97. Die Gefde des vorderen Kreislaufs (A2, MCA, ICA,
pCOM) demonstrierten prominentere Durchmesser, als diejenigen des Hinteren (P1, SCA, BA),

mit geringfiigiger Tendenz zu rechtsseitig erhohtem Durchmesser (Abbildung 28).

* 1-VO:
Als prominentestes Gefidll wurde die ICA identifiziert. Auf Okklusionsseite (rechts) betrug der
Durchmesser 263,99+17,45um, kontralateral 239,12+18,11um (Abbildung 29).
Gegeniiber Sham waren ICA, A2-Segment, P1-Segment und SCA signifikant vergrofert
(252,52421,34um, 241,27827,1um, 89,52+21,00um und [48,41+16,26um nach 1-VO;
p<0.05). Dagegen zeigte die MCA nur eine geringfiigige Grolenzunahme auf
177,68+14,47um (Abbildung 31).

e 3-VO:

Mit 268,58+0,82um war die ICA prominentestes Gefidll und signifikant gegeniiber Sham
vergroBlert (p<0.05) (Abbildung 31). Die Durchmesser von A2-Segment und SCA
(239,68+11,20um und 155,34424,31um) waren gegeniiber Sham, das P1-Segment
(128,02+37,27um) gegeniiber Sham und 1-VO signifikant vergrofiert (p<0.05). Die A. basilaris
(209,49+9,94um) bot gegeniiber 1-VO einen signifikant geringeren Durchmesser (p<0.05).

Tendenzielle Seitenunterschiede waren insgesamt geringer ausgepragt als bei Sham oder 1-VO
(Abbildung 30). Am stirksten war die Seitendifferenz im Bereich des hinteren Kreislaufs
ausgeprigt, mit Betonung des P1-Segments (109,61+26,88um rechts; 146,44+30,23um links).
Trotz des nach 3-VO vergleichsweise groBten Durchmessers des P1-Segments bot die A.

basilaris mit 209,49+9,94um den geringsten Durchmesser aller Gruppen.
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Sham - GefaBdurchmesser Tag 21 post OP

300
250 +
£ 200 - |
£
o) I T
A 150 -
0]
€
c
2
S i
Aa 100
50
O T T T T T T T
A2 MCA ICA pCOM P1 SCA BA
I rechts
[ links
sham Tag 21 post OP
o in um - rechts o in um — rechts
A2 155,86 + 10,91 136,33 £ 26,19
MCA 170 £ 8,15 153,20 £ 26,13
ICA 213,09 £ 18,73 198,05 + 23,27
pCOM 172,58 + 26,93 162,7 £7,69
P1 56,41 69,22 +4,2
SCA 91,33 £ 21,16 102,5 + 20,63
BA* 230,82 £ 19,22
* medial

Abbildung 28: Gefidldurchmesser an Tag 21 nach Sham Operation.
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1-VO - GefaBdurchmesser Tag 21 post OP

300
250 - I

€ 200 -

3

c [ {

2

(7)) 150 N ™

)

€

<

o

> 100

(m)]

50 +
O T T T T T T T
A2 MCA ICA pCOM P1 SCA BA
I rechts
[ links
1-VO (CCAO rechts)
il ' ; i 1-VO Tag 21 post OP
@ in um - rechts @ in um - links
A2 260,92 + 21,63 221,62 + 14,92
MCA 177,26 + 12,32 178,16 £ 17,88
ICA 263,99 +1745 239,12 +18,11
pCOM | 190,28 +23,87 177,01 + 18,56
P1 97,76 £ 22,25 79,63 £16,11
SCA 145,99 + 22 51 152,03 £ 0,72
BA* 242,83 + 19,74
* medial

Abbildung 29: Gefdlldurchmesser an Tag 21 nach 1-VO.
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3-VO - GefaBdurchmesser Tag 21 post OP

T
T T I
A2 MCA ICA pCIOM P1 SCA BA
I rechts
1 links
3-VO (CCA-O. rechts / VA-Koag.)
3-VO
o in um - rechts o in um — links
A2 244,75 £ 8,11 234,62 £10,12
MCA 172,41 £ 7,97 183,26 + 7,66
ICA 27441 £18,41 262,75+ 18,75
pCOM | 160,38 + 16,26 177,33 £ 8,43
P1 109,61 £26,88 146,44 £ 30,23
SCA 145,93 £ 24,41 164,75+ 10,68
BA* 209,49 £ 8,11
* medial

Abbildung 30: Gefildurchmesser an Tag 21 nach 3-VO.
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Durchmesser in pm

Gemittelter GefaBdurchmesser an Tag 21

300

— *

*
250 I
#
200
* *
# *
150 I
100
50 I
0 T T T T T T T
A2 MCA ICA pCOM P1 SCA BA
H sham
/1 1-VO
I 3-VO
sham post 21d 1-VO post 21d 3-VO post 21d
o inum o inum o inum
A2 146,09+21,31 241.27+27 1 239,68+11,20
MCA 161,60+20,04 177,68+14,47 177,84+10,17
ICA 205,57+21,14 252,52+21,34 268,58+20,82
Pcom 167,64+19,08 183,64+21,53 168,86+16,55
P1 64,95+7,97 89,52+21,00 128,02+37,27
A. cereb. sup. 96,91+20,25 148,41+16,26 155,34+24,31
A. basilaris 230,82+19,22 242,83+19,74 209,49+9,94

Abbildung 31: Vergleich der Gefa3durchmesser an Tag 21 bei Sham, 1-VO und 3-VO.

(*p<0.05 vs. Sham; #p<0.05 vs. 1-VO)
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3.3.4 Arterielle Blutgase und Elektrolyte an Tag 21 nach Gefdfsokklusion

mean +SD

Blutgase

pH 7,518 £0,23

pCO, 39,7 £2,67

pO, 99 +7,14

BE 3,15 +£9,69

HCOy 35,2+ 19,66
Elektrolyte

Na* 141,4

K* 5,88 £ 0,02

iCa™ 1,25 0,06

Cr 113,2 £5,57

Zur Bestimmung des Einflusses von Etomidate und Acetazolamid auf
die arteriellen Blutgase und Elektrolyte wurde bei sechs Tieren der
Sham Gruppe an Tag 21 eine arterielle Blutgasprobe aus der Aorta
entnommen. Mit einem pH von 7,518 + 0,23 und Base Excess (BE) von
3,15 + 9,69mmol/l bestand eine leichte metabolische Alkalose; das
Kalium im Serum war mit 5,88 % 0,02mmol/l erhoht. Die iibrigen

Laborparameter befanden sich innerhalb des Referenzbereiches.

Tabelle 5: Arterielle Blutgase und Elektrolyte von sechs Tieren unter Etomidate

Sedierung an Tag 21 nach Sham Operation. Die Internationale Einheit fiir pCO, und
pO, ist mmHg, die Einheit fiir BE, HCO5, Na*, K*, iCa® und CI" ist mmol/l.
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4. DISKUSSION

Bei Patienten manifestiert sich die chronisch zerebrale Ischdmie durch rezidivierende, transiente
ischdmische Attacken (TIA’s) und bewirkt eine signifikante Erhohung des Schlaganfallrisikos.
Tatsache ist jedoch, dass die chronisch zerebrale Ischdmie im Gegensatz zur akuten Ischdmie in
der Grundlagenforschung bisher nur wenig Aufmerksamkeit erhalten hat.

Zur Erstellung eines universellen Versuchsprotokolls bei Etablierung eines Modells zur
chronisch zerebralen Ischiamie (4.3), ist die Kenntnis der zerebrovaskuldren Anatomie bei der
C57/BL6 Maus von grundlegender Bedeutung. Vor diesem Hintergrund fiihrten wir einleitende
Experimente zur morphologischen Charakterisierung der zerebralen Angioarchitektur (4.1) und

zur Bestimmung der funktionellen Bedeutung von potentiellen Kollateralkreisldaufen (4.2) durch.

4.1 Die zerebrale KollateralgefifBBversorgung bei der C57/BL6 Maus

Weiterentwicklungen in der Gentechnologie haben in den letzten Jahren die Ziichtung einer
Vielzahl von genetisch manipulierten Mausstimmen ermoglicht, deren Anwendbarkeit im
Forschungsgebiet der zerebralen Ischidmie derzeit auf den Bereich einer akuten Ischamie
beschrinkt ist. Hauptverantwortlich hierfiir ist die Tatsache, dass aktuell kein tierexperimentelles
Modell zur chronisch zerebralen Ischimie an der Maus vorhanden ist, aufgrund einer hohen
Inkonsistenz des Infarktausmalles nach akuter Ischiamie, sogar unterhalb Versuchtieren desselben
Stammes [77-81]. Hierfiir wird in erster Linie die Variabilitit des Circulus Arteriosus Willisii
verantworlich gemacht [66]. Im Hinblick auf die Modellentwicklung zur chronisch zerebralen
Ischimie  dienten  die = Mikroangiographien = zur  Darstellung des  zerebralen
KollateralgefiBnetzwerks bei der C57/BL6 Maus, schwerpunktmifig des A. carotis externa und
A. carotis interna Kreislaufs. Durch intrakardiale Kontrastmittelapplikation konnten wir zeigen,
dass selbst nach unilateraler Okklusion der CCA eine homogene Kontrastmittelverteilung im
proximalen Circulus arteriosus erfolgt. Dieser transhemisphérische cross-flow scheint in erster
Linie durch die konstante und stets durchgéngige Verbindung des vorderen Kreislaufs iiber die
aCOM stattzufinden.

Bei Menschen mit chronischer zerebraler Perfusionsminderung findet man hiufig eine
fuktionelle Kollareralisierung des Externa- und Interna-Stromgebietes iiber anastomosierende

Kollateralgefile der A. ophthalmica. Um bei der C57/BL6 Maus Riickschliisse auf die
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Funktionalitit dieses potentiellen Kollateralkreislaufs ziehen zu konnen, fiihrten wir eine
selektive angiographische Darstellung des Externa-Stromgebietes mit paraleller ICA Okklusion
durch. Aufgrund der hierbei ausbleibenden retrograden Fiillung der ICA sind wir zu dem
Ergebnis gekommen, dass die Anastomose zwischen der ipsilateralen ICA und ECA iiber die A.
ophthalmica funktionell eine eher untergeordnete Rolle spielt. Demzufolge ist eine ECA
Okklusion zur graduierten Abstufung einer zerebralen Ischdmie bei der C57/BL6 Maus

ungeeignet.

4.2 Einfluss des P1-Segments — akute Ischimie

4.2.1 Anatomische Durchgdngigkeit und Funktionalitdit des P1-Segments

Nach unseren Untersuchungen zum Einfluss des P1-Segments auf den frontoparietalen CBF
nach proximaler GefidBokklusion stellten wir fest, dass die bloBe Durchgingigkeit und das
Vorhandensein der P1-Segmente fiir eine suffiziente Kollateralisierung des A. carotis communis
Stromgebietes iiber den hinteren Kreislauf kein zuverldssiger Vorhersagefaktor ist. Hierbei
erwies sich die Mehrheit der anastomosierenden PI1-Segmente als funktionell irrelevant.
Lediglich bei zwei Tieren mit prominenten P1-Segment-Durchmessern von iiber 100um trugen
die Anastomosen in geringem Malle zu einem kollateralen Blutflu3 zwischen vorderem und
hinterem Kreislauf bei, gemessen an einem vergleichsweise geringeren CBF Abfall nach uni-
oder bilateraler CCA-Okklusion.

Eine ausgeglichene Konfiguration des CAW findet man bei lediglich 18% der Bevolkerung; eine
Hypoplasie einer oder beider pCOM’s liegt bei 22-32% der Bevolkerung vor, wihrend ca. 25%
der Bevolkerung unilateral ein hypoplastisches oder fehlendes Al-Segment aufweisen. Die
pCOM ist ein Hauptast des C6 Segments der A. carotis interna [27] und schafft iiblicherweise
die Verbindung zwischen dem vorderen und hinteren Kreislauf des Circulus arteriosus willisii.
Wihrend der Embryonalentwicklung entsprosst die pCOM aus der ICA und setzt sich
typischerweise als A. cerebri posterior (PCA) fort. Im hinteren Kreislauf des Erwachsenen bildet
sich zwischen P1-Segment der PCA und der A. basilaris in der Regel eine Anastomose. Der
wesentliche Zufluss der PCA und damit auch des hinteren Kreislaufs wird daher durch die A.
basilaris bereitgestellt. Persistiert in seltenen Fillen die pCOM als Hauptursprung der PCA ohne
Anastomose zur A. basilaris, bezeichnet man die Konfiguration als fetal [82] (Abbildung 32). Im

Gegensatz hierzu wird bei adulten Nagetieren die Perfusion der PCA primdr durch die ICA
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gewdhrleistet; ein PI1-Segment existiert hierbei lediglich sporadisch. Das Spektrum der
Auspriagung reicht von komplettem Fehlen einer Anastomose bei Wiistenrennméusen, bis nahezu
100%igem Vorhandensein eines P1-Segments bei Ratten [69-71]. An dieser Stelle soll darauf
hingewiesen werden, dass in der Mehrzahl der tierexperimentellen Studien ein diinnes oder gar
fehlendes P1-Segment félschlicherweise als pCOM definiert wird. Bei der Maus besteht
hinsichtlich der Ausprigung des P1-Segments eine hohe Heterogenitit [66, 77, 78, 81] und
dennoch ist sie aufgrund ihrer Ziichtungseigenschaften derzeit der beliebteste Ausgangsstamm
fiir genetisch manipulierte Mausstimme. Sie zeichnet sich dariiber hinaus durch eine
vergleichsweise hohe Anfilligkeit fiir morphologische, neuronale Schiden sowie eine niedrige
zerebrale Ischdmietoleranz aus [77, 80, 83]. In Anbetracht der erforderlichen Reproduzierbarkeit
eines geeigneten Modells zur chronisch zerebralen Ischdmie fiihrt dieser Sachverhalt zu einer
Herausforderung. Daher zielten wir nicht nur auf die Bestimmung der reinen ,,Durchgingigkeit*
des P1-Segments, sondern auch auf die Quantifizierung des P1-Segment Durchmessers. Anhand
des LDF Abfalls haben wir gezeigt, dass trotz eines mindestens unilateral vorhandenen P1-
Segments bei iiber 75% unserer Versuchstiere diese Verbindung funktionell eher nicht relevant
ist, mit Ausnahme iiberdurchschnittlich groBer P1-Segmente (>100um Durchmesser), wie sie bei
lediglich 2 aus 17 Tieren (12%) nachgewiesen wurden; nach bilateraler CCA-Okklusion
registrierten wir hier einen CBF-Abfall auf 57+0./ Prozent, verglichen mit einem Abfall auf
3648 Prozent bei Miusen mit einem P1-Durchmesser von <100um. In Anbetracht der geringen
Anzahl von Tieren mit P1-Segment Durchmesser von >100um ist die anatomische
Durchgingigkeit des P1-Segments wihrend uni- oder bilateraler CCA-Okklusion fiir die
zerebrale Perfusion des vorderen Kreislaufs funktionell eher unbedeutend. Selbst prominente P1-
Segmente >100um konnten trotz Flussanhebung nach proximaler CCA-Okklusion keine

addquate Ruheperfusion bereitstellen.

ca. 15% d. Fille  fetale PCA ca. 85% d. Fille Abbildung 32: Schematische Darstellung der pCOM

Anastomose des Circulus arteriosus willisii. Bei ca.

b\ \PZ 15% der Bevolkerung persistiert der embryonale
P1/P2
Kreislauf im Erwachsenenalter und die pCOM ist
p, . . .
A Z5 A Z \N\ Hauptursprung der PCA; bei etwa 2% tritt dieses
N BA N BA Zirkulationsverhéltnis bilateral auf (fetale PCA, Abb.
T T 32, links). Bei 85% der Erwachsenen findet man

rechts). ICA = engl. Internal carotid artery; pCOM = engl. posterior communicating artery; P1 = P1-Segment; P2 =

dagegen eine Anastomose der ICA iiber die PI-

Segmente bzw. die pCOM mit der A. basilaris (Abb. 32,

P2-Segment; BA = engl. Basilar artery. Die Pfeile zeigen in die Hauptblutflussrichtung.
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4.2.2 Einfluss des Gefdfsokklusionsmodells auf den CBF des vorderen Kreislaufs

Bei Zustinden eines maximal eingeschrinkten ventralen Perfusionsdefizits (nach 2- und 4-VO)
zeigte sich ein signifikanter Einfluf} des hinteren Kreislaufs auf die ventrale Perfusion, gegeniiber
einer relativen Bedeutungslosigkeit des hinteren Kreislaufs nach alleiniger unilateraler CCA-
Okklusion (nach 1- und 3-VO). Nach unilateraler CCA-Okklusion ohne und mit bilateraler
Thermokoagulation der Vertebralarterien registrierten wir einen CBF-Abfall auf &87+5%,
beziehungsweise 81+/0% der Baseline Perfusion. Dagegen demonstrierte die bilaterale CCA-
Okklusion ohne und mit bilateraler Thermokoagulation der Vertebralarterien einen signifikant
hoheren CBF-Abfall auf 37+11%, respektive 16+8% (3.2.3, Abbildung 23).

Neben den P1-Segmenten fithren moglicherweise auch die Pfeifer’schen kapillaren Anastomosen
[33] bzw. leptomeningealen Anastomosen der PCA und MCA Stromgebiete zu diesem
signifikanten = Perfusionsunterschied, da sie nach VA-Koagulation aufgrund ihrer
intraparenchymalen Verbindungen zu einem ventralen, himodynamischen Perfusiondefizit
beitragen konnen. Zusitzlich zeigten alle Tiere eine unterschiedliche Anzahl prominenter
Thalamoperforator Arterien des Basilariskopfgebietes (3.2.1, Abbildung 18, mitte). Hinsichtlich
deren Hiufigkeit und Relevanz auf den kortikalen CBF bei der C57/BL6 Maus gibt es jedoch in

der gegenwirtigen Fachliteratur noch keine Beschreibung.

4.2.3 Relevanz des P1-Segments fiir die chronisch zerebrale Ischdmie bei der Maus

Um die Reproduzierbarkeit eines Modells zur zerebralen Ischdmie zu gewdhrleisten wurde
gefordert, in Abhingigkeit des jeweiligen Versuchstieres die funktionelle und anatomische
Durchgingigkeit des P1-Segments individuell zu erfassen [67, 77, 81, 84].

Durch unsere Bestimmung des Einflusses des P1-Segments bei der C57/BL6 Maus konnten wir
zeigen, dass eine individuelle funktionelle Charakterisierung der P1-Segmente nicht notwendig
ist, da das Vorhandensein eines P1-Segments keinen Einflu auf das ventrale Perfusionsdefizit

nach proximaler Gefdlokklusion hat.
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4.3 Chronische Ischimie

4.3.1 Mortalitdit

Bei der Etablierung eines tierexperimentellen Modells mit chronischem Verlauf kommt es neben
der verlidsslichen Reproduzierbarkeit in erster Linie auf die Toleranz der Versuchstiere
gegeniiber dem Tiermodell an. Vereinzelt gibt es Studien zur Toleranz einer globalen Ischimie
bei verschiedenen Mausstimmen [85], mit Hervorhebung der hohen Anfilligkeit neuronaler
Strukturintegritit bei der C57/BL6 Maus unter einem kritischen Perfusionsdefizit [80]. Die
Hauptzielsetzung bei einem Modell zur chronisch zerebralen Ischdmie im Gegensatz zu einem
Modell der globalen zerebralen Ischidmie ist jedoch die Schaffung eines tolerablen Ausmalies
einer Perfusionsminderung, ohne dabei ein permanentes neurologisches oder morphologisches
Defizit herbeizufiihren. Infolge der hohen Mortalitit wurde die ein- und zweizeitige 2-VO von
der Modellentwicklung ausgeschlossen und keiner CVRC-Messung oder Latex/Carbon Black
Perfusion unterzogen. 24 Stunden nach 2-VO betrug die Gesamtmortalitit 79,55%. Eine
zweizeitige Operation erbrachte gegeniiber einem einzeitigen operativen Vorgehen eine 10%ige
Reduktion der Mortalitdt (85% vs. 75%). Aufgrund dieser hohen Mortalititsraten wurde die
Versuchsserie vorzeitig abgebrochen. Die Tiere wurden gemill tierschutzrechtlicher
Bestimmung getotet.

Unsere initiale Hypothese, dass ein chronisches Perfusionsdefizit analog zur Ratte [63, 72] durch
eine zweizeitige, bilaterale CCA-Okklusion/ICA-Okklusion iiber praformierte Kollateralgefalle
des hinteren Kreislaufs kompensiert werden kann, liel sich bei der C57/BL6 Maus nicht

bestétigen.

4.3.2 Die chronisch zerebrale Ischdmie nach permanenter Gefdfiokklusion

Fast alle Organe des Korpers verfiigen iiber effektive vaskuldre Kollateralisierungssysteme. Im
Gehirn wird diese Aufgabe vom Circulus arteriosus willisii ibernommen, der eine
Niedrigwiderstandsverbindung zwischen den vier Hauptversorgungsarterien des Gehirns schafft
[86]. An der Ratte konnte demonstriert werden, dass eine unilaterale Okklusion der A. carotis
communis [74, 87], bilaterale Okklusion der Aa. vertebrales [73] oder bilaterale Okklusion der
Aa. carotis internae [63] dauerhaft toleriert wurde, ohne dabei eine Einschrinkung der

Ruheperfusion hervorzurufen oder permanente neurologische Defizite zu verursachen.
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Die Umgebungs- und Operationsbedingungen haben fiir die Vergleichbarkeit und
Reproduzierbarkeit tierexperimenteller Modelle entscheidende Bedeutung. Bekanntermalen
haben Temperatur und Blutdruck signifikante Auswirkungen auf die Zirkulationsverhéltnisse des
Korperkreislaufs und auf die zerebrovaskuldre Reservekapazitit [88]. Unerwiinschten
Schwankungen von Blutdruck und Korpertemperatur wurde durch Verwendung des
kreislaufstabilen ~Narkotikums FEtomidate [75, 76] und einer feedback-gesteuerten,
intraoperativen  Korpertemperaturregulierung  entgegengesteuert. Zur  Kontrolle  der
intraoperativen Blutgase und Elektrolyte unter Etomidate Narkose erfolgte an Tag 21 nach Sham

Operation bei sechs Versuchstieren eine arterielle Blutgasanalyse, welche bis auf eine

leichtgradige metabolische Alkalose und Hyperkalidmie einen regelrechten Befund zeigte.

4.3.2.1  Einfluss der Gefifsokklusion auf die zerebrale Ruheperfusion

Durch Anwendung verschiedener GefiBBokklusionsmodelle wurde gezeigt, dass bei der C57/BL6
Maus in Abhingigkeit des Modells (1- bis 4-VO) ein variabler Perfusionsabfall erzielt werden
kann (3.2.3, Abbildung 23). Neben der Bestimmung des Einflusses des P1-Segments dienten die
Versuche zur akuten Ischidmie, das Ausmal} des CBF-Abfalls wihrend einer akuten proximalen
GefiBokklusion zu charakterisieren. Bei der Ratte iiberschreitet die bilaterale Okklusion der A.
carotis communis die Kollateralisierungskapazitit des Circulus arteriosus und fiihrt zu einem
Perfusionsabfall bis auf 30% der Baseline Perfusion [72, 89]. Allerdings hatte eine kombinierte,
unilaterale CCA-Okklusion und bilaterale VA-Koagulation eine Aufhebung der zerebralen
Reservekapazitiat zur Folge, bei einem absoluten Perfusionsabfall auf nur 50% der Baseline
Perfusion und ohne die zelluldre Strukturintegritit zu schidigen [72].

Der im Vergleich zur Ratte verminderte Perfusionsabfall auf §/+/0% nach 3-VO konnte in der
vergleichsweise geringen Relevanz der P1-Segmente der C57/BL6 Maus begriindet liegen. Wir
postulierten daher, dass eine geeignete chronische Gefdokklusion einen akuten Perfusionsabfall
von etwa 50-60% hervorrufen sollte und haben einen Versuchsansatz verfolgt, der einen

hochgerechneten akuten Perfusionsabfall auf 50% der Ruheperfusion erzeugt.

4.3.2.2  Diamox®-Antwort und abgestufte Perfusionsminderung

Durch die GefdBokklusionsmodelle nach dem Prinzip einer 1-, 2-, und 3-VO konnten wir
innerhalb von 21 Tagen nach Operation keine signifikante Einschrinkung der CVRC erzielen.

Darauthin entwickelten wir eine Versuchsserie, welche durch eine einzeitige, unilaterale
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GefidBokklusion mit kontralateraler Gefidlstenose eine abgestufte Perfusionsminderung
ermoglichte; an Tag 7 nach Operation wurde eine CVRC-Messung durchgefiihrt. Durch
Kombination einer linksseitigen ICA-Okklusion mit kontralateraler Polyethylen-Schlauch
Stenose der CCA erzielten wir an Tag sieben nach Operation eine signifikante Einschrankung
der CVRC auf 1,58+23,09% gegeniiber Sham, 1-VO und 3-VO.

Rechts- und linksseitig registrierten wir dabei in einer Gruppe von insgesamt vier Miusen eine
CVRC von 0% (gemessen: -6,37+11,35%), beziehungsweise 9,54+£30,76%. Eine Ursache fiir die
im Vergleich zur Baseline negative CBF-Antwort konnte eine dekompensierte zerebrale
Autoregulation sein. Ebenfalls konnte ein intraoperativer Abfall des Perfusionsdruckes fiir die
aufgehobene CVRC verantwortlich sein, da die Unterschreitung eines MAP von 50mmHg nicht
durch eine gegenregulatorische Vasodilatation abgefangen werden kann (7.2.1.1). Eine
intraoperative, aortale Blutdruckmessung unter Etomidate Narkose und nach Diamox®-
Stimulation konnte jedoch bestitigen, dass der MAP einen Druck von 80mmHg zu keinem
Zeitpunkt unterschritten hat (Daten nicht gezeigt). Das universelle Prinzip der zerebrovaskuliren
Autoregulation ist die Grundlage fiir eine Aufrechterhaltung der himodynamischen Perfusion in
Abhingigkeit unterschiedlicher Kreislaufsituationen. Ob die Druckgrenze der intakten
Autoregulation vom Menschen auf die C57/BL6 Maus iibertragen werden kann, sollte
Gegenstand  weiterfithrender ~ Untersuchungen  sein.  Diesbeziiglich  zeigten  erste
Studienergebnisse eine physiologische Grenze der Autoregulation innerhalb eines MAP von

110mmHg und 40mmHg [90].

4.3.3 Chronische Perfusionsminderung und basaler Hirngefdfsdurchmesser

Eine unilaterale Okklusion der A. carotis communis fithrte sowohl ohne, als auch mit bilateraler
Thermokoagulation der Vertebralarterien zu einer signifikanten Erhohung der basalen
Hirngefiddurchmesser im Circulus arteriosus willisii der C57/BL6 Maus. Diese Gro3enzunahme
erfolgt scheinbar unabhiingig eines vermehren Kollateralblutflusses iiber die pCOM.

21 Tage nach 1- oder 3-VO boten vier GefidBBabschnitte des Circulus arteriosus signifikante

VergroBerungen gegeniiber Sham (Abbildung 31):

° A2-Segment (1- und 3-VO vs. Sham; p<0.05)
. P1-Segment (3-VO vs. 1-VO und Sham; p<0.05)
° ICA (1- und 3-VO vs. Sham; p<0.05)

° A. cerebelli superior (1- und 3-VO vs. Sham; p<0.05)
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Durch Okklusion des Hauptzuflussgefdes des vorderen Kreislaufs wird nach 1- oder 3-VO eine
himodynamische Perfusionsminderung erzielt. Die daraus resultierende Stromungsveridnderung
wirkt sich in erster Linie auf Gefidfle in unmittelbarer Ndhe zur CCA aus. Zusitzlich erfolgt die
primdre Kompensation des Perfusionsdefizits iiber Kollateralgefie des proximalen CAW,
insbesondere die kontralaterale A. carotis interna und A. communicans anterior. Durch zerebrale
Mikroangiographien bei der C57/BL6 Maus konnten wir zeigen, dass liber die aCOM eine
regelmifig ausgepriagte Anastomose des vorderen Kreislaufs besteht. In Anlehnung an unsere
Ergebnisse zur akuten Ischidmie, leistet der hintere Kreislauf nach unilateraler CCA-Okklusion
einen nur unwesentlichen Beitrag zur kompensatorischen KollateralgefaBversorgung. Der
vergroBerte GefiBBdurchmesser im vorderen Stromgebiet scheint daher Resultat eines kollateralen
Blutflusses iiber die kontralaterale ICA und aCOM - bei funktionell vernachlédssigbaren P1-
Segmenten - zu sein.

Ein weiteres Zeichen einer funktionellen Trennung des vorderen und hinteren Kreislaufs bei der
C57/BL6 Maus zeigt sich in der offentsichtlich unabhiingigen VergroBerung proximaler Aste des
CAW ohne Anderung des pCOM Durchmessers. Unter Beriicksichtigung des Einflusses von
Stromungseigenschaften auf die Proliferation von existierenden Kollateralgefilen konnte dies
ein Ausdruck von gleichbleibenden Flussraten innerhalb der pCOM sein, worin sich demnach
der geringe Einfluss des hinteren Kreislaufs auf die globalen Perfusionsverhiltnisse
wiederspiegeln konnte. Wir vermuten, dass der verminderte Durchmesser der A. basilaris nach
3-VO die Folge einer fehlenden ventralen Kollateralisierung nach bilateraler Koagulation der
Vertebralarterien ist. Gleichzeitig erfolgt iiber rekrutierte P1-Segmente ein Blutzufluss in
Versorgungsgebiete des hinteren Kreislaufs mit VergroBBerung der Aa. cerebelli superiores und
der P1-Segmente. Dies wird durch die signifikante Vergroerung der P1-Segment-Durchmesser
nach 3-VO verdeutlicht. Ob dieser statistisch signifikante Unterschied (p<0.05) aufgrund der
hohen Variabilitit der P1-Segmente universell iibertragbar ist, kann selbstverstandlich nur

bedingt argumentiert werden.
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4.4 Ausblick

Aktuelle Erkenntnisse in der Tumorforschung und Entwicklungsbiologie haben in der
Vergangenheit dazu beigetragen die molekularen und zelluldren Mechanismen der Arteriogenese
und Angiogenese anhand tierexperimenteller Modelle einer akuten zerebralen Ischdmie besser zu
verstehen. Im Gegensatz hierzu hat die chronisch zerebrale Ischdmie bislang nur wenig
Aufmerksamkeit erhalten. Die zelluldren und molekularen Mechanismen mit denen Neurone,
Gliazellen und Endothelzellen auf eine chronische, himodynamische Perfusionsminderung
reagieren sind bis heute nicht vollstindig verstanden und daher bleibt unklar, inwieweit
gefdBproliferative Strategien auf eine pharmakologische Therapie zur Verbesserung des
kollateralen zerebralen Blutflusses iibertragen werden konnen. Die zukiinftige Erforschung
dieser Frage setzt ein geeignetes tierexperimentelles Modell zur chronisch zerebralen Ischimie
voraus, vorzugsweise an der Maus, aufgrund der Verfiigbarkeit genetisch manipulierter Stimme.
Unser néchster Schritt bei der Etablierung des Modells ist die Durchfiihrung einer groferen
Versuchsserie in Anlehnung an unsere bisherigen Ergebnisse. Eine zusitzliche Messung des
akuten Perfusionsabfalls nach akuter Okklusion und Stenose soll dabei einen orientierenden
Richtwert fiir den angestrebten Abfall der Ruheperfusion auf etwa 50% liefern. Parallel zu der
wochentlichen Reservekapazititsmessung soll wihrend chronischer Perfusionsminderung eine
autoradiographische Bestimmung der zerebralen Ruheperfusion erfolgen.

Ein Nachteil der Laser Doppler Flowmetry Messmethode ist ihre geringe rdumliche Auflésung,
da der CBF nur in einem begrenzten Bereich unterhalb der Laser Doppler Sonden registriert
werden kann. Die Laser Speckle Flowmetry (LSF) ist eine Weiterentwickelung dieser
transkortikalen LDF Messung und vereint die Vorteile einer groB3en zeitlicher Auflosung mit
einer hohen rdumlichen Auflosung. Vergleichsstudien gegeniiber LDF Messungen an der Maus
konnten zeigen, dass LSF den zeitlichen Verlauf einer CBF Anderung in #hnlicher Weise wie
LDF registriert [90]; dariiber hinaus besteht die Moglichkeit den CBF in einer farbkodierten
Matrix in Echtzeit darzustellen, basierend auf dem Prinzip, dass Gewebe wihrend Laser-
[llumination je nach lokalen Perfusionsverhiltnissen die eintreffenden Laser-Strahlen
unterschiedlich reflektiert und die hieraus resultierende Kontrastinderung Riickschliisse auf den
CBF ermoglicht. Da hidmodynamische Perfusionsminderungen eine Minderperfusion
vorzugsweise in den ,letzen Wiesen der Versorgungsgebiete der einzelnen Hirngefid3abschnitte
hervorrufen, scheint dies ein nahezu perfektes Verfahren zu sein, um eine chronische

Perfusionsminderung iiber dem gesamten Kortex-Areal quantitativ zu registrieren.
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Um bereits unmittelbar nach akutem Perfusionsabfall den Effekt auf die Reservekapazitit zu
bestimmen, wird iiberlegt innerhalb der ersten sieben Tage nach Perfusionsminderung eine
mehrfache Acetazolamid-Stimulation durchzufiihren, gegebenenfalls sogar unmittelbar im
Anschluss an die GefidBoperation. Eine aktuelle, tierexperimentelle Studie zur
Ruheperfusionsmessung nach bilateraler CCA-Stenose bei der Maus hatte diesen Zeitraum als
ausschlaggebend fiir eine chronische, himodynamische Perfusionsminderung eingestuft [84].

Ergidnzend werden histologische Untersuchungen folgen, um die strukturelle Integritdt der
Neurone in hypoxieanfélligen Arealen wie beispielsweise dem CA-1 Sektor des Hippocampus
nachzuweisen. Durch immunhistochemische Untersuchungen, beispielsweise mittels des
unspezifischen Proliferationsmarkers Ki-67 und dem Smooth Muscle Antigen, a-SMA [72],
sollen weiterfilhrende Erkenntnisse hinsichtlich eines potentiellen arteriogenetischen

GefidBBwachstums gewonnen werden.
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S. ZUSAMMENFASSUNG

Eine himodynamische Perfusionsminderung aufgrund intra- oder extrakranieller Gefdokklusion
oder -stenose trigt in etwa 10% aller Fille zum ischdmischen Schaganfall bei [37]. Zwecks
Erforschung alternativer Therapien zur kiinstlichen Stimulation des GefaBwachstums entwickelte
sich in den vergangenen Jahren ein steigendes Interesse an tierexperimentellen Modellen zur
chronisch zerebralen Ischdmie [63, 72]. Ein dementsprechendes Modell an der Maus ist jedoch
bis heute nicht verfiigbar. Die Hauptzielsetzung unserer Studie ist daher die Schaffung einer
chronisch zerebralen Ischiamie bei der C57/BL6 Maus, gemessen an der Ausschopfung der
zerebrovaskuldren Reservekapazitit. Mit Hilfe eines mehrteiligen Versuchsaufbaus wurde
zunichst mikroangiographisch die native zerebrovaskuldre Anatomie und Durchgidngigkeit der
KollateralgefiBle des Circulus arteriosus willisii bestimmt, um nach sequentieller
Kurzzeitokklusion der grolen Kopf-Hals Gefidlle die funktionelle Relevanz des P1-Segments zu
charakterisieren. Zur Veranschaulichung der zerebralen Angioarchitektur erfolgte an Tag 21
nach GefaBokklusion die intraaortale Perfusion einer Latex/Carbon Black Losung.

Durch intrakardiale Kontrastmittelapplikation konnten wir mikroangiographisch zeigen, dass
nach unilateraler Okklusion der A. carotis communis ein transhemisphérischer cross-flow in
erster Linie iiber den vorderen Kreislauf des Circulus arteriosus willisii erfolgt. Eine Anastomose
zwischen der ipsilateralen ICA und ECA iiber die A. ophthalmica konnte bei der C57/BL6 Maus
nicht nachgewiesen werden. Geméil} unserer Ergebnisse zum Einfluss des P1-Segments auf den
frontoparietalen CBF erwiesen sich die Mehrheit der anastomosierenden P1-Segmente als
funktionell irrelevant und hatten keinen FEinflu auf das ventrale Perfusionsdefizit nach
proximaler GefdBokklusion. Demzufolge war eine individuelle funktionelle Charakterisierung
der P1-Segmente vor Etablierung eines Modells zur chronisch zerebralen Ischimie bei der
C57/BL6 Maus nicht notwendig. Durch die nachfolgenden Gefid3okklusionsmodelle nach dem
Prinzip einer 1-, 2-, und 3-VO wurde innerhalb von 21 Tagen nach Operation keine signifikante
Einschrinkung der CVRC erzielt, wobei eine unilaterale Okklusion der A. carotis communis
sowohl ohne, als auch mit bilateraler Thermokoagulation der Vertebralarterien zu einer
signifikanten Erhohung der basalen HirngefdBdurchmesser im Circulus arteriosus fiihrte. Durch
eine graduelle Abstufung der Perfusionseinschrinkung mittels kombinierter CCA-Stenose und
kontralateraler ICA-Okklusion erreichten wir dennoch die Unterdriickung der Diamox®-Antwort

auf 1,58+23,09%.
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6.2 Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1: Mechanismen von Angiogenese und Arteriogenese, modifiziert nach [5].
Abbildung 2: Einfluss von mittlerem arteriellem Blutdruck (MAP), Sauerstoff- und
Kohlenstoffdioxid-Partialdruck im arteriellen Blut (PaO, bzw. PaCO,) auf den zerebralen
Blutfluss (CBF).

Abbildung 3: Zerebraler Blutfluss und ischimische Schwellenwerte.

Abbildung 4a und b: Eine Abbildung aus Thomas Willis’ Cerebri Anatome [26] (4a, links) und
Ansicht auf die basalen HirngefidBBabschnitte, spiter bekannt als Circulus arteriosus Willisii (4b,
rechts).

Abbildung 5: Schematische Darstellung der sequentiellen uni- oder bilateralen Okklusion der
CCA (1- oder 2-VO) ohne oder mit bilateraler Koagulation der Arteria vertebralis (3- und 4-
VO).

Abbildung 6: Versuchsanordnung zur Bestimmung des Einflusses des P1-Segments.
Abbildung 7a und b: Versuchsaufbau im tierexperimentellen Labor zur LDF Messung.
Abbildung 8a und b: Priparation und transkranielle Positionierung der LDF-Sonden.
Abbildung 9a und b: Pritrachealer Zugang und intraoperativer Situs bei Exposition der rechten
CCA.

Abbildung 10: Bestimmung der Reservekapazitit bei Sham, 1-VO und 3-VO.

Abbildung 11: Baseline CVRC nach Diamox® Stimulation an Tag 0.

Abbildung 12: CVRC nach Diamox® Stimulation an Tag 7 und 14.

Abbildung 13: CVRC nach Diamox® Stimulation und abschlieender Latex/Carbon Black
Perfusion an Tag 21.

Abbildung 14a und b: LDF-Sonden Montage und Versuchstierpositionierung zur Bestimmung
der CVRC.

Abbildung 15: Aortenbogendarstellung nach linksvertrikuldrer Kontrastmittelinjektion.
Abbildung 16 und 17: Zerebrale Mikroangiographien der C57/BL6 Maus.

Abbildung 16 zeigt beispielhaft die Architektur der basalen HirngefdBabschnitte nach
intrakardialer Kontrastmittelapplikation und unilateral okkludierter CCA.

Abbildung 17 demonstriert die Kontrastmittelverteilung nach selektiver Darstellung des Externa-

Stromgebietes.
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Abbildung 18:

Perfusion.

Abbildung 19:

Darstellung der basalen HirngefiBle des CAW nach Latex/Carbon Black

Registrierung des LDF-Flux bei einem Versuchstier wihrend sequentieller

Kurzzeitokklusion der CCA.

Abbildung 20:

Messung des zerebralen Perfusionsabfalls nach kurzzeitiger CCA-Okklusion

mittels Laser Doppler Flowmetry (LDF).

Abbildung 21:
Abbildung 22:
Abbildung 23:
Abbildung 24:
Abbildung 25:

VO.

Abbildung 26:
Abbildung 27:
Abbildung 28:
Abbildung 29:
Abbildung 30:
Abbildung 31:
Abbildung 32:

willisii.

Zerebraler Blutfluss nach verschiedenen Gefdokklusionsmodellen.
Diamox® Stimulation der Sham Gruppe.

Diamox® Stimulation der 1-VO Gruppe.

Diamox® Stimulation der 3-VO Gruppe.

Gemittelter CBF-Anstieg nach Diamox® Stimulation bei Sham, 1-, 2- und 3-

Diamox® Stimulation der Stenose/ICA-Okklusion Gruppe.
CBF-Antwort nach Diamox® Stimulation am 7. postoperativen Tag.

GefdBdurchmesser an Tag 21 nach Sham Operation

.GefaBdurchmesser an Tag 21 nach 1-VO.

GefiaBBdurchmesser an Tag 21 nach 3-VO.
Vergleich der GefdBBdurchmesser an Tag 21 bei Sham, 1-VO und 3-VO.

Schematische Darstellung der pCOM Anastomose des Circulus arteriosus
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