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Historischer Hintergrund und Zielsetzung der Arbeit

1.Historischer Hintergrund und Zielsetzung der Arbeit

Die ersten schriftlichen Berichte tiber Aneurysmen gehen bis ins Alte Agypten zuriick
(30), prazise anatomische Schilderungen sind aber erst im 16. und 17. Jahrhundert
zu finden (51, 54). 1804 wurden Aneurysmen zum ersten Mal anatomisch unterteilt.
Erste Behandlungsversuche durch Exstripation beschrieb ein Arzt namens Antyllos
im 3. Jahrhundert (121). Erst im 18. Jahrhundert begannen erste Ligarturversuche
von Aneurysmen.

Studien belegen, dass etwa 2% der Bevolkerung Trager eines Aneurysmas sind
(124). In Autopsiestudien konnte sogar belegt werden, dass bis zu 7,8% der
gesamten Bevolkerung und 11,6% der 40-49jahrigen Aneurysmen haben (92).
Hauptsachlich wird eine spontane Subarachnoidalblutung (SAB) durch die Ruptur
eines Aneurysmas der basalen Hirngefal3e verursacht, wodurch arterielles Blut in
den Subarachnoidalraum eintritt. Dreil3sig Prozent der Patienten bei denen eine
Ruptur des Aneurysmas stattgefunden hat, versterben bereits vor Erreichen des
Krankenhauses. Von den Patienten, die das Krankenhaus noch rechtzeitig erreichen,
versterben dreil3ig Prozent noch im Krankenhaus und ein weiteres Drittel tragt eine
dauerhafte Behinderung davon.

Heute stehen zur Behandlung von Aneurysmen verschiedene Mdoglichkeiten zur
Verfiigung. Zum einen besteht die Méglichkeit das Aneurysma chirurgisch mit Hilfe
eines Gefaliclips zu verschlie3en. Dies ist aber oftmals wegen einer vorhandenen
Hirnschwellung sowie des Blutes im Subarachnoidalraum schwierig, hinzu kommit,
dass manche Aneurysmen auch anatomisch ungunstig liegen. Eine weitere
Mdoglichkeit zur Behandlung von Aneurysmen stellen die, in den 70er Jahren
entwickelten, endovaskularen Therapien dar. Zu Beginn arbeitete man mit
ablésbaren Latexballons, die an Mikrokathetern befestigt waren. Im Laufe der Jahre
wurden Design und Materialverbesserungen entwickelt, um die Tragergefal3e besser
zu schitzen. Ein wirklicher Durchbruch aber gelang erst Anfang der 90er Jahre durch
Guglielmi (47) mit der Entwicklung von elektrolytisch ablésbaren Platinspiralen
(GDC). Mit Hilfe dieser endovaskularen Therapie zur Behandlung intrakranieller
Aneurysmen besteht unmittelbar nach der diagnostischen Angiographie die
Moglichkeit, einen speziell markierten Mikrokatheter koaxial durch einen
Fuhrungskatheter in nahezu jedes intrakranielle Aneurysma zu leiten.

Mittlerweile stellt die endovaskuldre Behandlung von intrakraniellen Aneurysmen

zwar einen minimal invasiven Eingriff dar, jedoch ist dieser nicht frei von Risiken. Zu
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diesen gehoéren vor allem thromboembolische Komplikationen mit distalen
GefalRverschliissen oder zerebralen Infarkten. Die Ursachen sind zum Tell
materialbedingt oder haben eine mechanische Ursache wie das Herausschwemmen
von Thromben aus dem Aneurysma. Ebenfalls stellt sich die Rekanalisation von
initial nicht vollstandig verschlossenen Aneurysmen oftmals als problematisch dar.
Seit einigen Jahren bietet die aktive Beeinflussung des Blutstroms durch sogenannte
Flow Diverter eine gute alternative Behandlungsmaglichkeit zu bisher verwendeten
Coils, Stents oder Stent-Coil-Kombinationen. Ein Flow Diverter besteht aus einem
dichten Netzwerk aus dunnen Drahten, die die Stromungsverhaltnisse ins
Aneurysma so beeinflussen, dass es nach kurzer Zeit zur Stase des Blutes und
anschlieBender Thrombogenisierung im Aneurysma kommt, die didnnen
Drahtmaschen verhindern dabei ein Abflie3en des Gerinnsels aus dem Aneurysma.
Vor diesem Hintergrund war es das Ziel dieser Studie die aktuellen Entwicklungen
eines Flow Diverters aufzuzeigen und gleichzeitig unter Betrachtung verschiedener
Parameter die Starken und Schwachen dieses Flow Diverters (Derivo®) im Vergleich
zu vorangegangenen Modellen zur endovaskuléren Behandlung von Aneurysmen
aufzuzeigen .
Hierbei sind folgende Fragen zu beantworten:
e Hat das Material des Flow Diverters cytotoxische Auswirkungen auf ihn
umgebende Zellen
e Welche Risiken birgt die endovaskuldare Aneurysmatherapie mit Flow
Divertern?
¢ Welche Komplikationen sind wahrend oder nach dem Eingriff aufgetreten?
e Wie oft treten Komplikationen auf?
e Wie haufig ist es moglich das Aneurysma direkt bei der Behandlung komplett
zu verschlie3en?
o Wie viel Zeit wird bendtigt bis zum kompletten Verschluss des Aneurysmas?
e In wie vielen Fallen ist es tUberhaupt mdglich das Aneurysma zu verschlie3en?
e Wie oft treten thromboembolische Komplikationen auf?
e Wie beeinflusst der Stent die GefalRwand?
e Kommt es zur Ausbildung einer ,neuen“ Neointima im Lumen des Flow

Diverters?
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2.1. Zusammenfassung

Aktuelle Studien belegen, dass etwa 3% aller Erwachsenen Tréager eines
Aneurysmas sind, die Haufigkeit erhoht sich mit zunehmendem Lebensalter (117,
141). Viele Aneurysmen werden als Zufallsbefund diagnostiziert. Auch wenn die
meisten, auf diese Weise entdeckten Aneurysmen nicht platzen (143), besteht
dennoch Handlungsbedarf, da nicht vorhergesagt werden kann welche Aneurysmen
platzen und welche nicht. Dabei spielen auch entsprechende Risikofaktoren wie
beispielsweise Rauchen, Bluthochdruck oder Alkoholmissbrauch eine wichtige Rolle
(35). Zur Behandlung von Aneurysmen stehen verschiedene Madglichkeiten zur
Verfigung. Neben dem operativen Verschluss durch Clipping des Aneurysmas,
kénnen Aneurysmen auch interventionell verschlossen werden. Interventionell kann
ein Aneurysma mittels Coil, Coil-Stent-Kombination, Flissig-Embolysat oder auch
durch einen Flow Diverter verschlossen werden. Gerade in den letzten Jahren
kommen vermehrt Flow Diverter zum Einsatz. Ein Flow Diverter ist ein Stent mit
einem sehr engen Maschengeflecht oder zum Teil verschlossenen Poren. Das
Prinzip beruht auf der Flussumleitung des Blutes, wodurch das Aneurysma im
Idealfall vom Blutstrom komplett abgetrennt wird und sich so ein Thrombus im
Aneurysma bildet. Im Laufe der Zeit kommt es dann zu einem organisierten
Thrombus im Aneurysma und einer Neubildung der Neointima Uber dem
Aneurysmahals.

In dieser Studie wurde ein neu entwickelter Flow Diverter (Derivo®) sowohl in vitro
als auch in vivo getestet und bezuglich seiner Wirksamkeit bewertet. Die
durchgefiihrten Biokompatibilitatstests belegten eine gute Vertraglichkeit des
Materials. Es konnte gezeigt werden, dass der Flow Diverter weder die Zellviabilitat
beziehungsweise Zellproliferation beeinflusst, noch nekrotische Auswirkungen auf
die ihn umgebenden Zellen hat.

Das in vivo verwendete Tiermodell (Elastase-induziertes-Aneurysmamodell) in New
Zealand White Rabbits wurde 1999 entwickelt und ist seit 2005 an unserem Institut
etabliert. Die Handhabung des Flow Diverters erwies sich als unkompliziert und die
Sichtbarkeit des Devices wahrend den angiographischen Kontrollen war tGber den
Verlauf des gesamten Versuchszeitraums gut.

Den Tieren wurde sowohl ein Flow Diverter Uber das Aneurysma platziert als auch,
um die Durchgangigkeit abgehender Gefal3e beurteilen zu konnen, in die

Bauchaorta. Der verwendete Flow Diverter zeigte schon nach drei Monaten bei 88%
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der Tiere einen kompletten Verschluss der Aneurysmen, lediglich bei 11% war ein
Restfluss (Okklusionsrate Grad Il) ins Aneurysma festzustellen. Bereits nach sechs
Monaten waren alle Aneurysmen bis auf eins (Grad Ill) komplett verschlossen. Die
histologische Auswertung zeigte in allen Aneurysmen teilorganisierte Thromben,
nach sechs Monaten in finf von neun Fallen sogar komplett organisierte Thromben.
Die zusatzlich durchgefuihrten Mikro-MRT und Mikro-CT Untersuchungen belegten
zum einen die histologischen Ergebnisse. Des Weiteren waren wahrend des
gesamten Versuchszeitraums, auch unter starker mechanischer Beanspruchung des
Flow Diverters, keine Briiche von Stentstreben nachzuweisen.

Der in dieser Studie getestete Flow Diverter (Derivo®) stellt auf Grund der
Ergebnisse gute Moglichkeiten fir die Behandlung von nicht rupturierten

Aneurysmen im Menschen in Aussicht.
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2.2.Abstract

Current studies show that about 3% of all adults have an aneurysm; the frequency
increases with age (117, 141). Many aneurysms are diagnosed as incidental findings.
While most of these aneurysms don’t burst (143) there is need for action, because it
is not possible to predict which aneurysms will burst and which ones won’t (143).
Corresponding risk factors like smoking, high blood pressure or alcohol abuse also
play an important role (35). For therapy there are different options. Besides
operational occlusion by clipping of the aneurysm, it is possible to occlude the
aneurysm interventionally. Interventional occluding can be performed with the help of
coils, coil-stent-combinations, liquid embolization or with the help of a flow diverter.
The latter have been used more and more over the past years. A flow diverter is a
stent with a tight mesh web or partially closed pores. The principle is based on blood
stream diversion, which ideally will completely cut off the aneurysm from the blood
stream and a thrombus will form in the aneurysm. Gradually an organized thrombus
will develop in the aneurysm and a new neointima will grow growth over the neck of
the aneurysm.

In this study a newly developed flow diverter (Derivo) was tested in vitro as well as in
vivo and evaluated regarding its effectiveness. The biocompatibility tests performed
showed a good compatibility of the material. It could be shown that the flow diverter
does not influence the cell viability or the cell proliferation, nor does it have necrotic
effects on the ambient cells.

The in vivo animal model used (elastase induced aneurysm model) in New Zealand
White Rabbits was developed in 1999 and has been established since 2005 in our
institute. The handling of the flow diverter proved uncomplicated and the visibility of
the device was good during the entire experiment.

All animals received a flow diverter over the aneurysm as well as in the A.
abdominalis for judging the patency of outgoing branches. The flow diverter used
showed after 3 months already complete occlusion of the aneurysms in 88% of all
animals, merely 11% showed a slight blood flow in the aneurysm (occlusion grade I1).
After 6 months all aneurysms except one (occlusion grade Ill) were completely
closed. The histological analysis showed in all aneurysms partially organized

thrombi, after 6 months even completely organized thrombi in 5 of 9 cases.
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The micro-MRT and micro-CT analyses performed in addition confirmed the
histological findings. There were also no breaks found of the stent struts over the
entire experiment, even under strong mechanical strain.

On the basis of these results the flow diverter tested in this study offers a perspective

of good therapy possibilities for unruptured aneurysms in humans.
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3. Einleitung

3.1.Theoretischer Teil

3.1.1. Aneurysmen

Unter einem Aneurysma versteht man eine Ausstllpung der arteriellen Gefal3wand
(unterschiedlicher Genese). Aneurysmen lassen sich in unterschiedliche GréRen und
Formen einteilen.

Anatomisch unterteilt man ein Aneurysma in Hals (Eingang des Aneurysmas), der
meist schmaler ist als der distale Teil und Dom (distaler, luminaler Anteil).

Sacculare Aneurysmen (Abbildung 1) sind mit ihrer typischen Sackform mit 60-90%
aller vorkommenden Aneurysmen die Haufigsten (71)

Die Ausdehnung von Aneurysmen reicht von 2 Millimetern bis zu mehreren
Zentimetern. Bei Aneurysmen bis zu einer Gré3e von 1,5 Zentimetern Durchmesser
spricht man auch von ,Berry Aneurysms® (32). GroRere Aneurysmen bis zu 2,5
Zentimetern werden immer noch als kleine sacculdre Aneurysmen bezeichnet und
Aneurysmen mit einer Grof3e uber 2,5 Zentimetern nennt man ,Giant Aneurysms®
(42). Sacculare Aneurysmen kann man anhand der Anatomie des Aneurysmahalses
wiederum in schmalbasige (<4mm) und breitbasige (>4mm) Aneurysmen unterteilen.
Ein weiterer haufig vorkommender Aneurysmatyp ist das fusiforme Aneurysma, dies
stellt eine umschriebene, dilatative Erweiterung eines Gefal3abschnittes dar. Diese
Erweiterung ist im typischen Fall spindelférmig, tritt aber auch in unregelmafiger
Form auf (Aneurysma diffusum, serpentinum) (Abbildung 1).

Von diesen Aneurysmen (Aneurysma verum) abzugrenzen sind Aneurysmen, die
durch GefalR3verletzungen mit begleitendem perivaskularem Hamatom entstanden
sind (Aneurysma falsum oder spurium (weniger als 1%) (24). Durch Veranderungen
der Adventiva und der angrenzenden Gewebe entsteht eine Art Kapsel oder
Pseudowand zwischen Hamatom und GefalRwand, die Resorption des Hamatoms
mit durch den Blutfluss bedingten Auswascheffekten fuhrt zur Bildung eines Lumens
(Abbildung 1).

15



Einleitung

s

NS

:F\ﬂ
N

Abbildung 1: Aneurysmaformen: A) und B) echte Aneurysmen A) sackférmig, B)
spindelférmig/ fusiform, C) dissezierendes Aneurysma (A. dissecans), D) falsches
Aneurysma (A.spurium)/ Dissektionsaneurysma

Des Weiteren besteht die Mdoglichkeit Aneurysmen begrifflich symptomatisch zu
unterschieden. Erstens das rupturierte Aneurysma, der sogenannte apoplektische
Typ (Abbildung 2C). Zweitens das paralytische Aneurysma, einhergehend mit
Subarachnoidalblutung und Lokalsymptomen durch Druck, oftmals auch
einhergehend mit Hirnnervenlahmungen. Drittens das inzidentelle Aneurysma, das
meist nur als Zufallsbefund entdeckt wird und bisher noch keine Symptome
hervorgerufen hat (Abbildung 2B). Die Entstehung solcher Aneurysmen ist bisher
noch relativ unklar, es bestehen hierzu allerdings mehrere Theorien. Zum einen wird
angenommen, dass ein angeborener Gendefekt die Ursache ist und zum anderen
besteht die Hypothese, dass ein postnatal entstandener Defekt dem Aneurysma
zugrunde liegt; allerdings besteht auch die Moglichkeit der Verbindung dieser beider
Theorien (18). Die Verbindung beider Theorien geht davon aus, dass eine
angeborene Schwéche der Lamina muscularis und der elastica interna im Bereich
der Abgange von HirngefalRen oder Teilungsstellen vorliegt. Durch hA&modynamische
Faktoren wie Pulsation, ,Wasserhammer-Effekt* und Hypertonie (45) sowie
degenerative Veranderungen kann es nun zu einer zunehmenden Aussackung der
GefalRwand kommen. Beispielsweise an Gefalibifurkationen kommt es durch den
zentralen Blutstrom zu hohem axialem Druck auf das Endothel. Durch diesen
permanenten hamodynamischen Stress kann es zu einer lokalen Degeneration der

Lamina elastica interna kommen und folglich beglnstigt dies ein Aneurysma. In einer
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bereits kleinen Aussackung kénnen Turbulenzen entstehen, die letzendlich dann zu
einer GroRenzunahme oder sogar Ruptur des Aneurysmas fihren kdnnen (37)
(Abbildung 2).

Abbildung 2: A) Intaktes Gefal3, B) unrupturiertes Aneurysma, C) rupturiertes Aneuryma

Allgemein kann man zwischen zwei pradisponierenden Faktoren unterscheiden, zum

einen die genetischen und zum anderen die erworbenen Risikofaktoren (Tabelle 1)

Tabelle 1: Genetische und erworbene Risikofaktoren

Genetische Risikofaktoren Erworbene Risikofaktoren
Alpha-antitrypsin Mangel Alkoholabusus
Alpha-glucosidase Mangel Hypertonus

Autosomal dominante polyzystische

Nierenerkrankung Infektion der GefaRwand
Ehlers-Danlos-Syndrom Typ IV Kokainabusus
Fibromuskulare Dysplasie Kraniales Trauma
Geschlecht Rauchen

Klinefelder's Syndrom zunehmendes Alter

Marfan-Syndrom
Neurofibromatose Typ |
Noonan’s Syndrom
Pheochromozytom
Tuberbse Sklerose

Arteriosklerose
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Aneurysmen kdnnen mit der Zeit ihre Gré3e und Form verandern (2). Beispielsweise
kénnen durch Teilthrombogenisierungen im Lumen neue Aussackungen entstehen
(148). Kommt es zu einer Uberschreitung der grenzwertigen Wandspannung
rupturiert das Aneurysma. Welche Aneurysmen letztendlich zu einer Blutung fuhren
ist nicht absehbar. Makroskopische Untersuchungen ergaben, dass
Aneurysmenwande von rupturierten Aneurysmen haufig (> 57%) unregelmalige
Ausbuchtungen aufweisen, sogenannte Loculi, wahrend diese Loculi bei nicht
rupturierten Aneurysmen wesentlich seltener zu finden sind (<16%) (25, 65, 117,
150). Die Haufigkeit des Auftretens der Loculi nimmt mit zunehmender
AneurysmagréfRe zu. Studien zu Folge gibt es nicht nur Unterschiede in der
Rupturrate von Aneurysmen verschiedener Grole, auch ob es sich um
symptomatische oder asymptomatische Aneurysmen handelt, steht in
Zusammenhang mit dem Rupturrisiko. Eine internationale Studie ,Study of unrupted
intracranial aneurysms*® (61, 63) ergab bei nicht symptomatischen Aneurysmen eine
wesentlich niedrigere Rupturrate als bei symptomatischen Aneurysmen (19, 60, 61,
146, 147, 150).

Unterschiedliche Studien belegen, dass Aneurysmen vorzugsmafig in bestimmten
Bereichen des Circulus arteriosus Willisii  sowie den benachbarten basalen
Hirnarterien auftreten. Dabei ist das Vorkommen an GefalRabgangen oder
GefalRaufzweigungen weitaus haufiger (101) (siehe Abbildung 3). Auch anatomische
Variationen des Circulus Willisii  konnen auf Grund der verédnderten

hamodynamischen Gegebenheiten zu Aneurysmen fuhren (70).

0,
% i A.cerebri media
30%

i A. cerebri anterior
25%
A. carotis interna

& A.vertebralis &

v A.basilaris

Abbildung 3: Prozentuale Aneurysmahaufigkeit im Bereich des Circulus arteriosus Willisii
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Die schon oben angeflhrte ISUIA-Studie konnte auch zeigen, dass die Lokalisation
des Aneurysmas auch ein Indikator fur das Rupturrisiko darstellt. Aneurysmen des
Arteria communicans-posterior-Segments weisen ein niedrigeres selektives
Rupturrisiko auf als Aneurysmen der Basilarspitze (55, 64) sowie vertebrobasilare
Aneurysmen (38, 55), die wesentlich héhere Rupturrisiken aufweisen (Abbildung 4),

allerdings sind die Zusammenhange noch nicht ganz ersichtlich (19, 21, 147).
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Abbildung 4: Selektives Rupturrisiko flir Aneurysmen

3.1.2.Klinisches Auftreten von Aneurysmen

Nicht-rupturierte intrakranielle Aneurysmen

Oft handelt es sich bei der Diagnose von nicht-rupturierten Aneurysmen um
Zufallsbefunde, die bei der Abklarung anderer Befunde diagnostiziert werden (115).
Durch die immer fortschreitende Weiterentwicklung bildgebender nichtinvasiver
Verfahren wie der MRT, der CT sowie der MR-Angiographie und der CT-
Angiographie nimmt die Zahl der diagnostizierten asymptomatischen, nicht-
rupturierten Aneurysmen deutlich zu.

Mehrere Autopsiestudien belegen ein  Vorkommen von Aneurysmen bei
Erwachsenen mit einer Rate von 1-6% (59, 92), wobei die Prévalenz von
inzidentellen intrakraniellen Aneurysmen bei Erwachsenen (nach Durchflihrung einer
zerebralen Angiographie) zwischen 0,5% und 1% liegt (149). Mehrere Studien,
sowohl klinische als auch Autopsiestudien zeigen den Inzidenzanstieg von arteriellen

Aneurysmen mit zunehmendem Alter. Abbildung 5 verdeutlich die Manifestierung von
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Aneurysmen im Bezug auf verschiedene Altersgruppen (85). Bei 20% bis 30% der
Patienten ist es mdglich multiple intrakranielle Aneurysmen nachzuweisen (24, 118).
Geschlechterbezogene Unterschiede in der Haufigkeit von Aneurysmen konnten
bisher nicht belegt werden (102)

35,00% -

30,00% -

25,00% -

20,00% -

15,00% -

10,00% -

5,00% -

0,00% T T T T !
bis zum 20. zwischen 20.  zwischen 40.  zwischen 50. jenseits des 60.
Lebensjahr und 40. und 50. und 60. Lebensjahrs

Lebensjahr Lebensjahr Lebensjahr

Abbildung 5: Manifestierung von Aneurysmen beztiglich verschiedener Altersgruppen

Komplikationen

Symptomatische, asymptomatische und rupturierte Aneurysmen unterscheiden sich
auch beziglich ihrer Komplikationsrate. In einer 2004 erschienenen Publikation liegt
die prozedurbedingte Morbiditat asymtomatischer Aneurysmen bei 7,1%, die
Mortalitat bei 0,7% (79). Durch Material- und Technikverbesserungen sanken diese
aber in der darauf folgenden Zeit ab. Die Morbiditat liegt nun bei 4,5% (10, 11, 98).
Eine weitere Komplikation sind zerebrale Ischamien, die distal des Aneurysmas
auftreten (110). Bei zerebralen Ischamien handelt es sich um embolisch durch

intraaneurysmatische Thromben verursachte Ischamien.

Subarachnoidalblutung
Subarachnoidalblutungen entstehen durch intrakranielle Blutungen, die Anschluss an

den Subarachnoidalraum finden. Meist liegt die Ursache in der Ruptur eines
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Aneurysmas der basalen Hirnarterie. Die vorher schon pathogen verdnderte und
verdiinnte Aneurysmawand kann durch Uberdehnung reiRen und dies fiihrt dann zur
Einblutung in den Subarachnoidalraum. Hinzu kann eine Ventrikelblutung, eine
umschriebene Blutung im Parenchym (in 40-70% der Falle ein intrazerebrales
Hamatom) oder ein Einbruch in den Subduralraum kommen (47). Weitere Ursachen
sind neben Traumata, Sinus- und Venenthrombosen auch Vaskulitiden, Angiome,
intrazerebrale Tumore, durale AV-Fisteln oder Gerinnungsstérungen.

Bei 2-5% aller Patienten mit akutem Hirnschlag liegt eine Subarachnoidalblutung als
Ursache zu Grunde (131). Bei 51% der Patienten fuhrt die Subarachnoidalblutung
zum Tod, ein Drittel der Uberlebenden ist lebenslanglich auf Pflege angewiesen (58).
Liegt der Subarachnoidalblutung ein Aneurysma zu Grunde, besteht die Gefahr einer
Rezidivblutung, deren Todesrate bei 80% liegt (85).

Raumfordernde Wirkung /paralytische Aneurysmen

Auch ohne den Nachweis einer Subarachnoidalblutung kénnen Aneurysmen auf
Grund ihrer raumfordernden Wirkung symptomatisch werden. Dabei handelt es sich
meist um relativ grol3e sogenannte Riesen- oder Giantaneurysmen (siehe vorne und
114). Symptome einer raumfordernden Wirkung von Aneurysmen sind meist
Kopfschmerzen (114), Gesichtsausfélle, Trigeminusneuralgie,  Hirnstamm-
dysfunktion, Krampfanfalle, hypothalamische/hypophysische Dysfunktionen sowie
das Sinus Cavernosus-Symptom, Tinnitus oder auch fasziale Schwéche (103). Bei
nicht-rupturierten-intrakraniellen Aneurysmen mit raumfordernder Wirkung besteht

ein Rupturrisiko von 6% pro Jahr (146)

Intrakranielle Dissektionsaneurysmen/traumatische Aneurysmen

Traumatische intrakranielle Aneurysmen, wie Dissektionsaneurysmen (Abbildung 1)
treten hauptsachlich nach Schadelverletzungen auf oder kénnen durch direkte
Manipulation an der Gefallwand entstehen. Wenn Blut durch einen Riss der Tunica
intima in die Arterienwand eindringt und sich dort tiber eine Flache verteilt, fuhrt dies
zu einer Abhebung der Tunica intima von der Tunica media.

Sie konnen in den unterschiedlichsten Formen zu finden sein. Der klinische Verlauf

von traumatischen Aneurysmen ist wie die Aneurysmen selbst sehr unterschiedlich.
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Mykotische bzw. Infektassoziierte intrakranielle Aneurysmen

Infektassoziierte Aneurysmen konnen verschiedene Ursachen haben wie
beispielsweise eine Virusinfektion, eine Pilzinfektion oder auch als Folge einer
septischen Embolie auftreten. Auch extravasale Infektionen wie beispielsweise
Meningitiden kénnen durch eine lokale Schwachung der Gefaliwand infektassoziierte
Aneurysmen verursachen. Nicht rupturierte infektassozierte Aneurysmen sollten
bezuglich ihrer Gré3e standig kontrolliert und erst nach Abklingen der Infektion
behandelt werden (14, 105).

Neoplastische Aneurysmen
Diese Aneurysmen entstehen durch die intravasale Verschleppung von Tumorzellen,

was letztendlich zur Infiltration der GefalRwand fiihren kann.

3.1.3.Therapiemoglichkeiten
Es stehen aktuell grundsatzlich zwei unterschiedliche Behandlungsanséatze zur

Verfigung.

3.1.3.1.0Operativer Verschluss

Der operative Verschluss durch Platzieren eines Clips auf den Hals des Aneurysmas
stellt die klassische Methode dar und beweist ihre Effektivitat seit mehr als 50
Jahren. Der Aneurysmaverschluss wird Uber eine Kraniotomie durchgefihrt. Dabei
wird, um das Aneurysma in seinem Abgang darzustellen der kndcherne Schadel
sowie die Hirnhaut getffnet und das Gehirn retrahiert, die basalen Hirnnerven
werden unter dem Mikroskop prapariert, anschlieRend wird der Aneurysmahals mit

einem Clip verschlossen (Abbildung 6).
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Abbildung 6: Clipping: A) zeigt ein Aneurysma an der Teilungsstelle der Arteria carotis
interna in unmittelbarer Nahe zum Sehnerv (gelb). B) zeigt das Aneurysma nach Anbringen

eines Titanclips, der die Blutzufuhr ins Aneurysma unterbindet. Quelle: Klinikum Stuttgard

Die prozentuale Morbiditdt und Mortalitéat bei diesem Verfahren sind stark abhangig
von der Lokalisation und Groé3e des Aneurysmas und liegen durchschnittlich
zwischen 2,6% und 10,9% (112). Des Weiteren weist dieses Verfahren immer noch
einige Nachteile auf. Es kann durch die Retraktion des durch die Blutung unter Druck
stehenden Gehirns zu irreversiblen Parenchymschéadigungen kommen. Bei sehr
starker (maligner) Hirnschwellung kann das Aneurysma unter Umstanden gar nicht
behandelt werden. Aul3erdem sind nicht alle Aneurysmen (insbesondere die auf
Niveau der Schadelbasis) operativ erreichbar. Studien zeigen, dass nach dem
Clippen eines Aneurysmas in 5,2% der Falle noch ein Restaneurysma besteht oder
ein inkompletter Verschluss des Halses vorliegt (137). Die im Jahr 2001 erschienene
ISAT-Studie hat gezeigt, dass sowohl die Mortalitdt als auch der Grad der
Behinderung nach einem Jahr durch endovasculare Therapie besser als nach einem
Clipping ist (62).

3.1.3.2.Endovaskulare Therapie

Die ersten endovaskularen Therapieversuche zeigten, dass zum einen die
Maoglichkeit der Sondierung von Aneurysmen besteht und es zum anderen maoglich
ist mit Hilfe von Spezialballons das komplette Aneurysma ,still zu legen®. Allerdings
brachten die ersten Langzeitstudien keine zufriedenstellenden Ergebnisse. In den

darauffolgenden Jahren wurden verschiedene endovaskuléare Therapien entwickelt.
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Coils

Zuerst arbeitete man mit freien Spiralen, die spater durch elektrolytisch ablésbare
Platinspiralen (13, 49, 50, 89, 94) ersetzt wurden. Diese haben den Vorteil, dass sie
bei einer Fehlplatzierung problemlos wieder entfernt werden kdnnen. Durch das
Einbringen der Platinspiralen soll das Aneurysma mdglichst dicht bepackt werden,
sodass kein Restfluss ins Aneurysma mehr moglich ist, letztendlich soll es dann
durch Thrombogenitat zum kompletten Verschluss des Aneurysmas kommen.
Mittlerweile werden diese Gugliemo Detachable Coils (GDC) weltweit angewandt und
haben einen festen Stellenwert in der Behandlung von intrakraniellen Aneurysmen
(13, 33, 89, 94, 128). Aktuell stehen mehrere Arten von Coils zur Verfigung, die sich
zum einen in der Steifigkeit und dem Formgedéachtnis und zum anderen die
Beschichtung betreffend unterscheiden wie beispielsweise reine Platincoils,
hydrogengecoverte Coils oder andere bioaktive Coils (93, 108, 144, 145). Auch kann
man zwischen sogenannten 3D- (Framing- bzw. Rahmen-) Coils, die ein ,Gerust"
bilden sollen und den 2D-(Fullungs-) Coils, die zur Fullung dienen, unterscheiden
(Abbildung 7). Studien ergaben, dass durch das Einbringen von Coils eine
Packungsdichte von 20-30% des Aneurysmavolumens erreicht werden kann (116).

Abbildung 7: Coiling: A) Fullung des Aneurysmas mit 3D-Coil, B) Vollstandig mit 2D-Coils

gefllltes Aneuryms. Quelle: Hospital 9 de Octubre, Allee Valle de la Ballestera 59, 46015 Valencia, Spanien

Auch verschiedene Ablosungsmechanismen stehen mittlerweile zur Verfigung.
Auler elekrolytisch ablosbaren Coils werden auf dem Markt auch hydraulisch,
mechanisch und thermisch ablosbare Coils angeboten. Zum Einbringung der Coils

ins Aneurysma stehen unterschiedliche Méglichkeiten zur Verfligung. Zum einen
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kénnen Coils durch das sogenannte Ballon assistierte Coiling eingebracht werden
(96) und zum anderen durch das sogenannte Stent assistierte Coiling (91, 107, 133,
139).

Allerdings weist auch die Behandlung von Aneurysmen mittels Coiling noch
ungeldste Probleme auf und auf Dauer sind die Ergebnisse nicht einhundertprozentig
zufriedenstellend (23, 39, 96). Durch histologische Untersuchungen konnte gezeigt
werden, dass haufig kein kompletter Verschluss durch Fibrosierung sondern nur
durch einen unorganisierten Thrombus erreicht wird, dazu kommt eine gewisse
Rekanalisierung des Aneurysmas. Des Weiteren ist es wichtig darauf zu achten,
dass keine Coilschlingen aus dem Aneurysma heraus ins Gefal3 ragen, da dies zu

thromboembolischen Komplikationen flihren kann.

Flussig-Embolysat

Bei dem auf dem Mark erhéltlichen Onyx handelt es sich um ein flissiges Embolysat,
welches anstelle von Coils in das Aneurysma gespritzt wird. Dort hartet es aus und
verschliel3t somit das Aneurysma. Um das Tréagergefald zu schitzen wird bei dieser
Methode mit einem Ballon gearbeitet. Studien ergaben vergleichbare Ergebnisse wie
bei herkdmmlichen Behandlungsmethoden (95, 97, 109, 120).

Stents

Zu Beginn der 90er Jahre fanden Stents ihren Einzug in die Behandlung
neurovaskularer Erkrankungen. Bis dahin war das Haupteinsatzgebiet von Stents die
Behandlung koronarer Erkrankungen, daher wurden die ersten neurovaskularen
Behandlungen auch mit Coronarstents durchgefiihrt (36). Da die Behandlung von
neurovaskularen Erkrankungen andere Anspriiche an einen Stent stellt als die
Behandlung von  kardiologischen  Erkrankungen, wurden die  Stents
dementsprechend weiterentwickelt. Die ersten intrakraniellen Stents wurden 1997
eingesetzt (12, 56). Heute werden in der intrakraniellen Behandlung meistens
selbstexpandierende Nitinolstents verwendet. Mittlerweile sind verschiedene Stents
zur intrakraniellen Aneurysmabehandlung auf dem Markt (135, 142) erhaltlich.

Um die Effektivitat des Aneurysmaverschlusses zu verbessern wurden zunehmend
Flussanalysen in vitro als auch in vivo durchgefihrt (6, 76, 83). Es wurde sowohl der
hemodynamische Effect im Aneurysma bei Behandlung (84, 123, 136) als auch der
Einfluss der Devices selbst auf die Hemidynamik untersucht (16, 17, 82, 151). In
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diesen Untersuchungen wurden sowohl das Stentdesign, die Porositat, die
Porengréf3e als auch die Flexibilitat und deren Einfluss auf die Hamodynamic

untersucht.

Stentasistiertes Coiling

Das stentassistierte Coiling ist eine Kombination aus der Behandlung mittels Stent
und Coils. Dabei wird ein Stent mit dinnen Streben und weitem Maschensystem
Uber das Aneurysma gesetzt. AnschlielRend wird tGber einen Mikrokatheter durch die
Stentmaschen das Aneurysmalumen sondiert und Coils im Inneren plaziert
(Abbildung 8).

Abbildung 8: Stentassistiertes Coiling: A) Einbringung des Stents in das Tragergefal3 B)
Entlassen des Stents uUber dem Aneurysmahals C) Coiling des Aneurysmas durch die

Stentmaschen. Quelle: Hospital 9 de Octubre, Allee Valle de la Ballestera 59, 46015 Valencia, Spanien

Der Vorteil von stentassistiertem Coiling zu reinem Coiling ist zum einen, dass das
Tragergefald durch die Aufstellkraft des Stents offen gehalten wird und zum anderen
wird durch die Stentstreben die Uber dem Aneurysmabhals liegen ein Herausrutschen
der Coils ins Tragergefal3 verhindert. Eine mogliche Langzeitkomplikation stellen
Stenosen dar (39).

Flow Diverter

Seit einigen Jahren kommen vermehrt sogenannte Flow Diverter zum Einsatz,
darunter versteht man Stents mit einem sehr engen Maschengeflecht oder zum Tell
verschlossenen Poren, die sich das Prinzip der Blutflussumleitung zu Nutze machen
(29, 67, 68, 43, 126, 127, 138).
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Das Grundprinzip besteht darin, das Aneurysma vom Blutstrom komplett
abzutrennen, es somit direkt zu verschlieRen und den Blutfluss entlang der
Longitudinalachse des GefalRes umzuleiten (29). Die dadurch entstehende Stase im
Aneurysma fuhrt nach kurzer Zeit zur Thrombogeniesierung. Durch das enge
Maschengeflecht wird ein Lésen des Thrombus in die Blutbahn verhindert. Des
Weiteren bildet sich Uber dem Aneurymahals eine Gewebsschicht aus Fibroblasten
und glatten Muskelzellen, die sogenannte Neointima, was letztendlich zur
Rekonstruktion des urspriinglichen GefalRes fuhrt.

Ein groRer Vorteil dieser Behandlungsmethode ist die fehlende Manipulation im
Aneurysma, wodurch das periinterventionelle Risiko einer Aneurysmaruptur
erheblich sinkt. Ebenso erweitert sich durch die Behandlung von Aneurysmen mit
Flow Divertern das Spektum der interventionellen Neuroradiologie um Aneurysmen,
die bisher nur neurochirurgisch erreichbar waren. Des Weiteren konnten Studien
belegen, dass bei der Uberstentung von BlutgefaRen mit einem Flow Diverter die
Blutversorgung dieser GefalRe weiter gewahrleistet ist bzw. nur sehr gering
eingeschrankt wird (3, 126, 127). Aktuell gibt es auf dem Markt mehrere Flow
Diverter, die erfolgreich implantiert werden. Zum Beispiel den SILK (Bald Extrusion,
Montmoency, France) (5, 15) und zum anderen den Pipeline (Covidien/ev3, Irvine,
California) (15, 134) (Abbildung 9).

Abbildung 9: Aktuell auf dem Markt erhéltliche Flow Diverter A) Silk (Bald Extrusion,

Montmoency, France) B) Pipeline (Covidien/ev3, Irvine, California)

Allerdings weist auch diese Behandlungsmethode noch erhebliche Nachteile auf. Bei

engmaschigen Devices ist es schwer oder sogar unmdglich nach dem Setzten ein
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sekundéares Coiling im Aneurysma vorzunehmen. Bei Devices mit gréf3eren
Maschen, wie beispielsweise SILK dagegen, besteht die Mdglichkeit auch noch nach
Entlassung des Devices Coils einzubringen, allerdings hat die Weitmaschigkeit den
Nachteil, dass oft mehrere Devices Ubereinander gelegt werden mussen (87). Auch
ist die Verwendung von Flow Divertern bei akuter SAB durch die voribergehende
Antikoagulation, zur Vermeidung von thromboembolitischen Ereignissen oder
Stentthrombosen erschwert. Ein weiteres Problem kann nach erfolgreicher
Versorgung des Aneurysmas mit einem Flow Diverter eine nach geraumer Zeit
eintretende Aneurysmaruptur darstellen. Eine Studie aus dem Jahr 2011 belegt, dass
es durch Konformationsédnderungen und Widerstandserh6hungen im Tragergefald zu
einem erhdhten Druck im Aneurysma kommen kann und dieses schlie3lich rupturiert
(20, 140).

Zusammenfassend ist zu sagen, dass Flow Diverter das Spektrum zur Behandlung
der interventionellen Neuroradiologie erweitern. Allerdings sind noch weitere grof3e
Studien notwendig um Flow Diverter in der interventionellen neuroradiologischen

Behandlung zunehmend zu etablieren.
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3.2.Einleitung praktischer Teil der Arbeit

3.2.1.In Vitro
Um den direkten Einfluss des Materials des Flow Diverters auf Zellen zu untersuchen

wurden in vitro Cytotoxizitats-Tests durchgefihrt.

3.2.1.1. Zellviabilitat

Unter der Zellviabilitat verstent man die Gesamtzellaktivitat einer Zellpopulation. Der
hier verwendete WST-1 Assay dient zum Nachweis der metabolischen Aktivitat, die
auf einer intakten Atmungskette basiert. Es wird ein Farbumschlag des schwach rot
gefarbten Tetrazoliumsalzes WST-1 (water soluble tetrazolium) in das dunkelrote
Formazan spektralphotometrisch gemessen (Abbildung 10). Diese enzymatische
Umsetzung erfolgt durch das mitochondriale Succinat-Tetrazolium Dehydrogenase
System (Komplex Il), welches bei viablen Zellen aktiv ist. Dort wird NADH in NAD*
umgewandelt, wobei Wasserstoff auf das elektronen-gekoppelte Reagenz des
Assays ubertragen wird, welches schlie3lich die Formazanbildung herbeiftihrt. Die
Absorption der Formazanbildung ist direkt proportional zur Anzahl der viablen Zellen

in der untersuchten Zellpopulation.

MO, NO,
| |
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W =—mp N
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WST-1 Formazan

Abbildung 10: Metabolische Umwandlung von WST-1 in Formazan. Am mitochondrialen
Succinat-Tetrazolium Dehydrogenase System der Atmungskette von viablen Zellen erfolgt
die enzymatische Umsetzung von WST-1 in Formazan. Der damit einhergehende

Farbumschlag wird spektralphotometrisch gemessen.
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3.2.1.2. Nekrotische Membranschadigungen
Apoptose und Nekrose - Mechanismen des Zelltodes
Man unterscheidet zwei Mechanismen des Zelltodes, zum einen der pathologische

Zelltod, die so genannte Nekrose und zum anderen der programmierte Zelltod, die so
genannte Apoptose (Abbildungl1l).
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Nekrose Apoptose

Abbildung 11: Mechanismen des Zelltodes. Man unterscheidet zwei Mechanismen des
Zelltodes: Apoptose (programmierter Zelltod) und Nekrose (pathologischer Zelltod).

Die Apoptose stellt einen geordneten Ablauf dar, der zum einen die Bildung von
apoptotischen Korperchen und zum anderen deren Phagozytose und Abbau durch

andere Zellen (75) beinhaltet. Die Nekrose dagegen verlauft ungeordnet und flhrt
schlie3lich zum Platzen der Zelle.
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Nekrose

Nekrose (gr. Nékpwolig nékrosis ,,Absterben®) ist der pathologische Zelltod und stellt
im Gegensatz zur Apoptose keinen geordneten Ablauf dar. Bei nekrotisch
sterbenden Zellen geht der osmotische Gradient Uber der Zellmembran verloren, es
kommt folglich zu einem vermehrten lonen- sowie nachfolgendem Wassereinstrom.
Die daraus resultierende Volumenzunahme fihrt schliel3lich zum Platzen der Zelle.
Ebenfalls charakteristisch ist der ungeordnete Abbau von makromolekularen
Strukturen, wodurch die Zelle irreversibel geschéadigt wird und lysiert. Durch das
unkontrollierte Entlassen des Zellinhalts in die Umgebung wird auch das umliegende
Gewebe beeinflusst, was schlie3lich zu entziindlichen Prozessen fuhrt (81). Durch
den Verlust der Membranintegritit nekrotischer Zellen gelangen auch
Zellbestandteile wie z.B. das Enzym Lactatdehydrogenase (LDH) in die extrazellulare

Flussigkeit.

Nachweis nekrotischer Membranschadigungen mittels LDH-Assay

Da eine intakte Plasmamembran unpermeabel gegeniber LDH ist, dient der LDH-
Nachweis im extrazellularen Bereich als Indikator des nekrotischen Zelltods (77).
LDH ist Bestandteil aller Saugerzellen und kommt geldst im Cytoplasma vor. Es
katalysiert die Oxidation von Lactat zu Pyruvat bei gleichzeitiger Reduktion von NAD*
zu NADH/H*. NADH/H* steht dann unter Verwendung des LDH-Assays der
Umwandlung des lodonitrotetrazolium durch das Enzym Diaphorase in Formazan zu
Verfiigung (Abbildung 12). Die Umwandlung in Formazan fihrt ihrerseits wieder

einen Farbumschlag mit sich, der dann spektralphotometrisch gemessen wird.
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Abbildung 12: Wirkmechanismus des LDH-Assays. Die Umwandlung von Lactat in
Pyruvat wird durch das an die Umwandlung von NAD" in NADH gekoppelte Enzym
Lactatdehydrogenase katalysiert. Das entstandene NADH steht nun dem Enzym Diaphorese
zu Verfligung, welches die Umwandlung von lodonitrotetrazolium in Formazan katalysiert.

Der daraus resultierende Farbumschlag wird spektralphotometrisch gemessen.

3.2.2. in vivo/ex vivo

3.2.2.1.Grundprinzip der Rontgenstrahlung

Das Prinzip der Rontgenstrahlung beruht auf der Beschleunigung von Elektronen
durch Anheizen der Kathode bei Anlegen einer Anodenspannung (zwischen 50kV
und 200kV) auf ein Metall mittlerer oder hoher Massenzahl (beispielsweise Kupfer,
Wolfram...). In diesem Metall findet eine Geschwindigkeitsverzogerung der
Elektronen statt, wobei Energie freigesetzt wird, die dann in Bremsstrahlung und
Warme umgewandelt wird. Dieser plotzlichen Abbremsung entspricht nach Fourier
ein kontinuierliches Spektrum. Aus diesem Grund sollte sich das klassische
Spektrum der Roéntgen-Bremsstrahlung (ber alle Frequenzen erstrecken. Da
Strahlung aber in Photonen auftritt, kann ein Photon hdchstens die Gesamtenergie
des Elektrons aufnehmen. Bei hinreichend hoher Elektronenenergie wird das
Bremsspektrum durch ein Linienspektrum Uberlagert, welches charakteristisch fir
das Antikathodenmaterial ist. Die Entstehung des Bremsspektrums lasst sich durch

das Eindringen der schnellen Elektronen in die Hulle der getroffenen Atome erklaren
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und hangt vom Aufbau der inneren Hille ab. Im Gegensatz zur Primarstrahlung ist
der Hauptanteil der Sekundarstrahlung wesentlich weicher, aul3erdem ist ihr
Absorptionskoeffizient unabhangig von der Rohrenspannung. Bei der
Sekundarstrahlung handelt es sich um die charakteristische Strahlung des

beschossenen Elementes.

3.2.2.2.Angiographie

Unter Angiographie versteht man die rontgenologische Darstellung von Blutgefa3en
mittels Injektion eines Rontgenkontrastmittels. Die ersten in der Literatur belegten
Versuche von Haschek und Lindenthal, GefalRe mittels Rontgenstrahlung
darzustellen, gehen bis ins Jahr 1896 zurlck. Die ersten Angiographien am
Menschen wurden allerdings erst mit der Entwicklung vertraglicher Kontrastmittel, in
den 20er Jahren mdglich.

In den 70er Jahren war die Bildverarbeitung soweit fortgeschritten, dass die digitale
Subtraktionsangiographie moglich wurde. Die digitale Subtraktionsangiographie
(DSA) bietet die Mdoglichkeit mittels Recheneinheit im Roéntgenbild Knochen und
Weichteile von der dargestellten Kontrastmittelsaule abzuziehen, sodass letztendlich
nur noch ein Abbild der BlutgefaRe Ubrig bleibt. Die dadurch entstehenden Bilder
sind allerdings nur zweidimensional. Um dreidimensionale Bilder zu erhalten, ist es
notwendig dass die Rontgenrbhre und der Bildverstarker wahrend der

Kontrastmittelgabe um den ,Patienten® rotieren.

3.2.2.3. Mikro-CT

Mittels CT  kdnnen  zweidimensionale  Bilder, inklusiver vollstandiger
dreidimensionaler Information angefertigt werden. Dies bietet die Madglichkeit,
komplette dreidimensionale Strukturen ohne Praparation oder chemische
Behandlung der Probe sichtbar zu machen und zu quantifizieren.

Unter Mikro-Computertomographie versteht man ein Schnittbildverfahren, welches
auf den gleichen technischen und physikalischen Grundlagen wie die
Computertomographie beruht. Durch das Anfertigen von Schnittbildern findet keine
Uberlagerung verschiedener Strukturen statt (44, 53).

Ein wesentlicher Unterschied zwischen einem Mikro-CT und einem in der Medizin
verwendeten CT besteht in der unterschiedlichen Aufnahmegeometrie. Im

Gegensatz zu einem medizinischen CT, bei dem sich die Rontgenquelle und der
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Detektor um den Patienten bewegen, sind beim Mikro-CT die Rontgenquelle sowie
der Detektor fest positioniert und das Untersuchungsobjekt wird gedreht. Dies bietet
die Moglichkeit mit einer deutlich hbheren Ortsauflésung zu arbeiten (31, 57, 66). Im
allgemeinen werden Gerate mit einer Ortsauflosung von mindestens 100 ym als
Mikro-CT bezeichnet (57, 121, 130). Im Mikro CT wird die Probe auf einem
Prazisionsteller belichtet und die Projektion von einer Rontgenkamera
aufgenommen. Nach jeder Belichtung dreht sich der Prazisionsteller um einen
festvorgeschriebenen Winkel weiter, bis die Probe um 360° gedreht ist. Mittels
komplexer Algorithmen kdnnen aus den Schichtbildern Projektionsbilder rekonstruiert
werden, diese basieren auf der Rontgenstrahldichte (52). Mit Hilfe dieser einzelnen
2D-Schichtbilder ist es anschlieRend mdglich, im Computermodell die Oberflache
oder das komplette Volumen darzustellen. Somit besteht in unserem Fall die
Moglichkeit die komplette Stentstruktur zu betrachten und auf mogliche Briche der

Stentstreben zu untersuchen.

3.2.2.4.Magnetresonanztomographie

Erste experimentelle Beobachtungen Uber kernmagnetische Resonanz als
spektroskopisches Verfahren machten 1946 Bloch (9) und Purcell (111) unabhangig
voneinander. 1952 bekamen sie fir ihre Beobachtungen den Nobelpreis verliehen.
Einige Jahre spater (1973) zeigte Lauterbur die Mdglichkeit das Kernresonanzsignal
zur Erzeugung von Schnittbildern zu nutzen (80). Nach ausgiebigen Tierversuchen
von Damadian kam es 1977 zum ersten mal zum Einsatz eines MR-Tomographen
zur Erzeugung von Bildern des menschlichen Kérpers (27). Im Laufe der Zeit
erfolgten weitere Verbesserungen, wie beispielsweise durch Mansfield, der durch die
Ausnutzung des Gradienten die Akquisitionszeit deutlich verkirzte. 2003 erhielten
Lauterbur und Mansfield den Nobelpreis in Medizin.

Bei der Magnetresonanztomographie handelt es sich um ein Schnittbildverfahren,
welches zur Darstellung von Funktion und Struktur von Geweben und Organen
genutzt werden kann. Physikalisch basiert die Magnetresonanztomographie auf dem
Prinzip der Kernspinresonanz. Man macht sich zu Nutzen, dass Wasserstoffatome
(Protonen) eine Eigendrehung (Spin) besitzen und ohne aufRere Einwirkung tber ein
statistisch verteiltes magnetisches Moment verfigen. Der Gleichgewichtszustand,
die sogenannte Langsmagnetisierung, lasst sich durch Anlegen eines &ufieren

Magnetfeldes, welches die Protonen ausrichtet erzeugen (die Sequenz der
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rotierenden Bewegung der Protonen ist proportional zur Starke des aul3eren
Magnetfeldes). Werden von auf3en elektromagnetische Wellen in Form von
Hochfrequenzpulsen eingestrahlt, stort dies den gerichteten Gleichgewichtszustand
und die Quermagnetisierung tritt ein. Nach Beendigung des Hochfrequenzpulses
kehren die Protonen wieder in die Langsmagnetisierung zurick (vom &auf3eren
Magnetfeld vorgegeben), dabei erfolgt die Aussendung von elektromagnetischen
Wellen. Die Signalintensitat der aufgenommenen Energie des zuvor eingestrahlten
Hochfrequenzimpulses kann durch Detektorspulen aufgefangen werden. Durch eine
geschickte Anordnung der Spulen kann diese letztendlich in ein dreidimensionales
Bild umgewandelt werden.

Auf Grund zweier Wechselwirkungen findet eine messbare Minderung der
Signalintensitat statt: Erstens die Spin-Gitter-Wechselwirkung (durch den
Energieaustausch der Protonen mit ihrer Umgebung); diese beschreibt als
longitudinale Relaxationszeit T1 den Zustand der Langsmagnetisierung (Rtckkehr in
den Gleichgewichtszustand). Zweitens beschreibt die Spin-Spin-Wechselwirkung
(durch den Energieaustausch von Protonen untereinander) als Relaxationszeit T2
den Zustand der Quermagnetisierung.

Von unterschiedlichen Weichteilgeweben gehen unterschiedliche Signalintensitaten
aus, auf Grunde dessen eine gute Darstellbarkeit der verschiedenen Organe und
Gewebe gegeben ist. Muskelgewebe beispielsweise hat eine lange T1- und kurze
T2-Phase (870+x160ms bzw. 42+13ms) im Gegensatz zu Fettgewebe mit einer
kurzen T1- und einer langeren T2-Phase (84+36ms bzw. 260+70ms). Diese
Unterschiede ergeben in der Bildgebung unterschiedliche Farbintensitaten. Gewebe
mit kurzer T1-Phase erscheinen in der T1 gewichteten Sequenz hyperintens (hell)
und Gewebe mit langer T1 Phase hypointens (dunkel). Muskelgewebe (mit kurzer T2
Phase) erscheint in der T2 gewichteten Sequenz hypointens, Wasser dagegen (mit

langer T2-Phase) hyperintens.
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4. Material und Methoden

Flow Diverter Eigenschaften

Bei dem in dieser Studie verwendeten Flow Diverter (Derivo®) handelt es sich um
einen selbst-expandierenden, aus 14 Drahten gewebten Nitinolstent. Am distalen
Ende verlaufen die Drahte in Schleifen, sodass lediglich das proximale Ende offene
Enden hat. Um eine gute Sichtbarkeit zu gewahrleisten verlaufen zum einen
doppelgewobene Dréhte mit Platinkern sinusférmig durchgehend durch den
kompletten Flow Diverter und zum anderen befinden sich an jedem Ende drei
rontgendichte Platinum-Iridium-Marker. Der Flow Diverter hat eine neu entwickelte
BlueXide® Oberflache, welche eine 50nm dicke Schicht aus Oxiden und Oxinitriden
beinhaltet. Der Flow Diverter ist in verschiedenen GrofRen erhdltlich und die

entsprechenden Porositaten sind der Tabelle zu entnehmen (Tabelle 2)

Tabelle 2: Flow Diverter GroRen des Derivo® mit der entsprechender Porositat und Anzahl

der Zellen pro Facheneinheit

Derivo 4,0
GefaRdurchmesser [mm] Porositéat [%] Zellen pro mm?
4,16 50,50 26,17
4,00 62,52 18,93
3,50 71,87 13,77
3,00 73,13 13,10
Derivo 4,5
GefalRdurchmesser [mm] Porositat [%] Zellen pro mm?
4,66 55,09 20,77
4,50 65,45 15,39
4,00 74,21 11,16
3,50 75,86 10,39
Derivo 5,0
GefaRdurchmesser [mm] Porositat [%] Zellen pro mm?
5,16 58,92 16,88
5,00 67,93 12,77
4,50 76,11 9,27
4,00 77,98 8,49
4.1. in vitro
4.1.1.Zelllinien:

In den Versuchen wurden folgende Zelllinien verwendet:
L929: L929 ist eine permanente Zelllinie, die aus normalen areolaren und

adipotischen Gewebe einer mannlichen C3H/An Maus stammt. Normalparameter wie

36



Material und Methoden

beispielsweise Mitoseaktivitat oder Morphologie sind untersucht und bekannt. Die
Zelllinie ist einfach zu kultivieren und wird bereits routineméafig flr Zytotoxizitatstests
eingesetzt. Des Weiteren hat sich die L929 Zelllinie bereits zur Prufung von
Biovertraglichkeit von Materialien etabliert und stellt ein sensibles in vitro Testsystem
dar. Die Ergebnisse sind gut reproduzierbar.

eEND2: eEND?2 ist eine permanente Zelllinie aus murinem Endothel und hat sich

ebenfalls auf dem Gebiet der Prifung der Biovertraglichkeit von Materialien bewahrt.

4.1.2.WST-1-Assay

Der WST-1 Assay dient zum Nachweis einer intakten Atmungskette. Am
mitochondrialen Succinat-Tetrazolim Dehydrogenase-System der Atmungskette von
viablen Zellen erfolgt die enzymatische Umsetzung von WST-1 in Formazan. Der
damit einhergehende Farbumschlag wird spektralphotometrisch gemessen
(Abschnitt 3.2.1.1.). Gemessen wurde die Absorption bis zum Erreichen eines
Wertes von 2,0, da in diesem Bereich die Absorption linear zur Konzentration des
gebildeten Formazan verlauft (Roche Applied Science, 2004).

Die Aussaat der eEND2 und L929 Zellen erfolgte in den Dichten 10000 Zellen/well
(ca.300 Zellen/mm?) in transparente 96 Well-Platten mit 100 ¢l Medium/well. Die
Aussaat der Kontrollen erfolgte direkt auf den Wellboden. In das Medium der Zellen
des zu testenden Flow Diverters wurde ein Stentgeflecht eingebracht, das direkt vor
der spektralphotometrischen Messung entfernt wurde. Die Kultivierung erfolgte bei
37 °C, 5 % CO2 und 95 % Luftfeuchtigkeit im Brutschrank.

Nach 24h bzw. 30d (Mediumwechsel alle 3 Tage) wurden die Zellen mit WST-1-
Reagenz inkubiert. Mittels MTP-Reader (Spektralphotometer) wurde alle 30min nach
WST-1-Reagenz-Zugabe (10¢l) eine Absorptionsmessung bei einer Wellenl&ange von
450nm und einer Referenzwellenlange von 650nm durchgefthrt, bis eine optische

Dichte von 2,0 erreicht war.

4.1.3.LDH-Assay

Lactatdehydrogenase (LDH) ist ein intrazellulares Enzym, das in allen Zellen gel6st
im Zytoplasma vorkommt und die Oxidation von Lactat zu Pyruvat unter
gleichzeitiger Reduktion von NAD* zu NADH/H* katalysiert. Der LDH-Assay beruht

darauf, dass bei Schadigung von Zellen die Integritat der Zellmembran verloren geht
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und sie folglich permeabel fir grof3e Molekile wird, sodass LDH in den
Extrazellularraum gelangt (Abschnitt 3.2.1.2.).

Die Aussaat der eEND2 und L929 Zellen erfolgte in den Dichten 10000 Zellen/well
(ca.300 Zellen/mm?) in transparente 96 Well-Platten mit 100yl Medium/well. Die
Aussaat der Kontrollen erfolgte direkt auf den Wellboden, die Aussaat der Zellen des
zu testenden Flow Diverters erfolgte auf ein auf dem Wellboden ausgebreiteten
Stentgeflecht. Die Kultivierung erfolgte bei 37°C, 5% CO2 und 95% Luftfeuchtigkeit

im Brutschrank.

Zwei Stunden vor Ablauf der entsprechenden Inkubationszeiten (24h, 30d) wurden
die Positivkontrollen mit 1%igem TritonX-100 inkubiert (Inkubation im Brutschrank).
Die Negativkontrolle wurde nicht behandelt. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde
der Uberstand jedes Wells in ein 2ml Tube uberfihrt und bei 161g 10min
zentrifugiert. Der Uberstand wurde in 96 Well-Platten (100ul/Well) tberfiihrt und
jeweils 100yl Reaktionslosung dazupipettiert. Die Messung erfolgte bei 492nm

(Referenzmessung 620nm).

Katalysatorlosung:

Diaphorase/NAD* Gemisch gel6st in 1ml destilliertem Wasser

Reaktionslosung:
Verdinnung der Katalysatorlosung 1:45 mit Farbelbésung (lodotetrazolium
chloride (INT) und Sodium Lactat)

4.2.in vivo

Entwicklung eines geeigneten Tiermodells

Fur die Entwicklung und Uberpriifung implantierbarer Materialien ist ein geeignetes
Tiermodell unabdingbar. Sowohl eigene Uberlegungen als auch Literaturstudien
ergaben, dass das Aneurysmamodell an New Zealand White Rabbits fur die oben
genannte Fragestellung aus folgenden Grinden am geeignetsten ist. Dieses
Tiermodell simuliert sowohl die Gegebenheiten als auch die Schwierigkeiten der
Aneurysmabehandlung beim Menschen (1, 22, 41, 72, 73, 74, 78).

Die extrazerebralen hirnversorgenden Arterien sind in ihrer Gro3e identisch mit den

zerebralen GefaRen des Menschen. Es besteht die Mdglichkeit
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Aneurysmamorphologien und Aneurysmen an Gefal3aufzweigungen  mit
entsprechenden Abscherkraften zu konstruieren, die den Verhaltnissen beim
Menschen entsprechen. Nach der Aneurysmainduktion bleiben diese Uber einen
langen Zeitraum unbehandelt offen (22) und das Verfalschen der Ergebnisse durch
Narbenbildung am Aneurysmahals oder Heilungsprozesse wird verhindert. Des
Weiteren entsprechen die hamatologischen Eigenschaften dieser Tiere denen des
Menschen beziehungsweise sind beide Systeme gut miteinander vergleichbar
(90,106, 132).

4.2.1.Aktuelle Studie

In dieser Studie wurde bei insgesamt 18 Kaninchen ein Aneurysma induziert. Die
Tiere wurden anschlie3end in zwei Gruppen aufgeteilt, diese unterschieden sich
lediglich in der Lange der Sitzzeit nach Implantation der Flow Diverter. Gruppe 1
(n=9) wurde nach 3 Monaten euthanasiert und die entnommenen Praparate
analysiert, bei Gruppe 2 (n=9) erfolgte die Eutanasierung und Analyse der Praparate

nach 6 Monaten.

Die Bewilligung dieser Tierexperimente durch die Ethikkommission der Universitat

des Saarlandes liegt vor.

4.2.2.Aneurysmainduktion

Die Aneurysmainduktion erfolgte bei New Zealand White Rabbits (nach einer
Eingewdhnungsphase von 2 Wochen) mit einen Gewicht von 3-3,5kg. Die gesamte
Operation erfolgte unter Vollnarkose, hierzu wurde den Tieren ein Gemisch aus
Ketamin (Ketavet; Vedco St.Joseph, Mo; Dosierung 60mg pro kg Korpergewicht) und
Xylazin (Tranquivet; Vedco; Dosierung 6mg pro kg Koérpergewicht) intramuskular
appliziert. Nach etwa 10 Minuten lagen die Tiere in Narkose und es wurde eine
Dauerverweilkanile (Optiva 2,22G,Durchmesser 0,9mm) in die Ohrvene gelegt, um
die Narkose mit dem gleichen Medikamentengemisch (in 10ml NaCl 0,9%) uber
einen Perfusor mit kontinuierlichen, dem Tier angepassten Dosierungen,
weiterzufihren (mittlere Flussrate 3,0ml/h, Standardabweichung: 1,0ml). Um das
Austrocknen der empfindlichen Bindehaut der Kaninchen zu verhindern, wurden die
Augen vorsorglich mit Bepanthen Augensalbe behandelt. Da die Arbeit unter sterilen

Bedingungen durchgefuhrt wurde, wurde nach der Rasur am Hals, sowie der
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Hautdesinfektion das Operationsgebiet mit einem sterilen Lochtuch abgedeckt. Nach
einem Hautschnitt Uber eine Strecke von etwa 3cm wurden die Muskelfaszien
gespalten und die rechte Arteria carotis communis zwischen dem Musculus
sternocleidomastoideus und dem Musculus sternothyroideus Uber eine Strecke von
etwa 2cm freigelegt (Abbildung 13).

Abbildung 13: Freipraparierte Arteria carotis communis (rechts)

Nun wurde das Gefal? sowohl kranial als auch kaudal am Rand der Freilegung mit
einem nichtresorbierbaren Mersilenefaden der Starke 3-0 angeschlungen.
Unterdessen wurde die Arterie im kranialen Abschnitt direkt unterbunden. Kaudal der
Ligaturstelle wurde anschlieRend ein etwa 2mm groR3er fischmaulférmiger Schnitt in
die Gefallwand vorgenommen. Unmittelbar darauf erfolgte in retograder
Flussrichtung das Einfuhren einer 4 French Gefal3schleuse (Cordis Endovascular,
Miami lakes, Fla), die mittels eines 3-0 Mersilenefadens fixiert wurde. (Abbildung 14)

eingefuhrter 4 French Gefal3schleuse (mit 3-0 Faden zur Fixierung der Gefal3schleuse)
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Zum Einschwemmen eines 3 French Fogartyballons (Baxter Healthcare, Irvine, Calif)
und zum Darstellen des Gefalles wurde durch die Schleuse 2ml Kontrastmittel
(Ultravist, Bayer) injiziert. Unter angiographischer Kontrolle wurde der Ballon bis zum
Abgang der Arteria carotis communis vorgeschoben und dort so platziert, dass diese
bis zur Entfernung des Ballons an dieser Stelle komplett verschlossen war
(Abbildung 15).

Abbildung 15: Dilatierter ballon in der A. carotis communis. Die Abbildung zeigt den
getffneten Ballon am Abgang der A. carotis communis. Der Blutfluss in die A. carotis
communis ist komplett unterbunden.

Nun wurden 80U Schweineelastase (Worthinton Biochemical, Lakewood, NJ) in

0,1ml NaCl gelést und oberhalb des Ballons in das GefaRRlumen eingebracht
(Abbildung 16).
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Abbildung 16: Skizze der supraaortalen GeféalRe, Lage der SchleufRe, des Ballonkatheters

und der Elastase wahrend der Aneurysmainduktion.

Nach 20 Minuten Inkubationszeit wurde die Elastase abgelassen, der Ballonkatheter
entblockt, anschlielend das gesamte Kathetersystem entfernt und die Arterie im
mittleren Abschnitt so ligiert, dass ein sackférmiges Aneurysma entstand (Abbildung
17). AnschlieBend wurde die Faszie mittels Fasziennaht und die Haut mittels
Subcutannaht wieder verschlossen und die Narkose ausgeleitet. Der gesamte
Eingriff dauerte etwa 60 Minuten. Postoperative Schmerzen wurden mittels NSAID

(Carprofen 5mg pro kg Kérpergewicht, subcutan) behandelt.
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Abbildung 17: Skizze der supraaortalen Gefal3e und des Aneurysmas nach der Induktion

4.2.3.Antikoagulation

Als Pravention von Stentthrombosen erhielten alle Tiere eine antikoagulative
Therapie. Diese begann drei Tage vor Deviceplazierung und endete erst bei
Euthanasie der Tiere, dies erwies sich in friheren Studien schon als erfolgreich (67,
123). Alle Tiere erhielten taglich Ubers Trinkwasser eine Kombination von
Clopidogrel (10mg/kg Koérpergewicht) und Aspirin  (10mg/kg Korpergewicht).
Unmittelbar vor der Devieimplantation erhielten die Tiere eine einmalige Gabe von
300IE Heparin i.v. Uber die Ohrvene. Wahrend der Eingriffe wurde mit einer mit
Heparin angereicherten Kochsalzlésung (500IE Heparin in 500ml NaCl-Lésung)

gespult.

4.2.4.Endovaskularer Verschluss des Aneurysmas

Da in Studien belegt werden konnte, dass Aneurysmen nur in den ersten drei
Wochen nach der Induktion an Grof3e zunehmen (22), erfolgte vier Wochen nach der
Aneurysmainduktion der endovasculéare Verschluss des Aneurysmas. Die Narkose
und Augenbehandlung wurden wie oben schon beschrieben durchgefihrt und die
Tiere auf den Rucken gelegt. Nach der Rasur und Desinfektion der rechten Leiste

wurde durch einen etwa 2cm langen Hautschnitt entlang der Hautspaltlinien (Langer-
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Linien) die rechte Leistenarterie (Arteria femoralis) freiprapariert. Mittels
Mersilenefaden der Starke 4-0 wurde das Gefald proximal angeschlungen und distal
ligiert. AnschlielRend wurde mit Hilfe einer Mikroschere ein fischmaulférmiger Schnitt
in die Gefal3wand geschnitten, durch den eine 4 French Schleuse eingefihrt wurde.
Durch diese Schleuse wurde nun ein Tracker Excel 14 2-Tip Mikrokatheter (Boston
Scientific Target, Fremont, Ca /USA) sowie ein 0.10 Transend Draht (Boston
Scientific Target, Fremont, Ca/USA) eingefihrt und bis zum Aneurysma
vorgeschoben, sodass dies mittels Kontrastmittelgabe nun in Form und Grol3e
dargestellt werden konnte (Abbildung 18).

Abbildung 18: Angiographische Aufnahme eines induzierten Aneurysmas (vier Wochen nach
der Induktion)

Um den Flow Diverter abzusetzen wurde der Fihrungsdraht entfernt und der auf ein
Fuhrungssystem montierte Flow Diverter in den Mikrokatheter eingefihrt.

Der Flow Diverter ist auf einem Transportdraht vormontiert und befindet sich
zusammengefaltet in einem sogenannten Introducer. Unter angiographischer
Kontrolle wurde der Flow Diverter mittels 3F-Mikrokatheter Giber dem Aneurysmahals
platziert, dies ist auf Grund des Durchmessers problemlos mdglich. Durch
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Vorschieben des Transportdrahtes bei gleichzeitigem Zurickziehen des
Mikrokatheters entfaltet sich das Device. Eine optimale Positionierung des Flow
Diverter war mdglich, da der Flow Diverter solange wieder eingezogen werden kann
wie der proximale Rontgenmarker sich auf einer Hohe mit der Katheterspitze
befindet. Dies bedeutet, es besteht die Mdoglichkeit bei einer Fehlplatzierung nach
einer fast vollstdandigen Entfaltung (ca. 95%) das Device wieder vollstandig
zurickzuziehen und erneut an optimaler Position abzusetzen. Das Absetzen erfolgt
wenn die distale Spitze des Mikrokatheters die proximalen Rontgenmarker des Flow
Diverters passieren.

Direkt nach Absetzen des Flow Diverters Uber dem Aneurysmahals wurde das
Fuhrungssystem entfernt und die Restflussrate ins Aneurysma angiographisch
kontrolliert (Abbildung 19A). Die Lange des jeweiligen Flow Divertes wurde so
gewahlt, dass der Aneurysmahals proximal mindestens 10mm und distal mindestens
5mm Uberdeckt ist. AnschlieBend wurde ein weiterer Flow Diverter in der
Baucharterie platziert (Abbildung 19B). Dies wurde durchgeftihrt, um eine Aussage

bezuglich der Offenheitsrate Uberstenteter Gefal3e treffen zu kénnen.

Abbildung 19: Angiografische Aufnahmen direkt nach der Implantation des Flow Diverters A)

Uber dem Aneurysma (Restfluss ist noch erkennbar) und B) In der Bauchaorta (Durchfluss
abgehender Gefalie ist noch gewahrleistet)

Nach erfolgreicher Platzierung der Devices wurde der Katheter wieder entfernt und
die Arterie proximal der Einschnittstelle mit dem vorgelegten Faden ligiert. Die Haut
wurde mittels Subkutannaht verschlossen. Um postoperative Schmerzen zu
vermeiden beziehungsweise zu mindern, wurden alle Tiere vorsorglich mit NSAID
(Carprofen 5mg pro kg Korpergewicht, subcutan) behandelt. AnschlieRend wurde die
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Narkose ausgeleitet.

4.2.5.Kontrollangiographien

Die Durchfuhrung von Kontrollangiographien erfolgte direkt nach dem Setzen der
Devices sowie einen Monat, drei Monate und sechs Monate nach dem Setzen der
Implantate. Um Kontrollangiographien mit Wiedererwachen der Tiere nach einem
und drei Monaten durchfiihren zu kénnen, mussten die Tiere mittels intramuskularer
Narkosemittelgabe (Zusammensetzung siehe Aneurysmainduktion) narkotisiert
werden. Da diese Narkose flir etwa 30 bis 40 Minuten vorhalt, war die Notwendigkeit
einer vendsen Dauernarkose nicht gegeben. Bei den Kontrollen nach einem Monat
und drei Monaten (bei Tieren der 6-Monatsgruppe) erfolgte die Kontrastmittelgabe
(6-8ml Omnipaque 300 (Nycomed Amersham, Princeton, NJ) und die direkt
anschlieBende Gabe von Kochsalzlosung (6-8mlI NaCl-Loésung zur besseren
Verteilung des Bolus) Uber eine Dauerverweilkanile (Optiva 2, 22G,Durchmesser
0,9mm), die in die &aulRere Ohrvene des linken Ohrs gelegt wurde. Der Vorteil des
linken Ohrs liegt darin, dass so der Kontrastmittelfluss tber die linke Vena jugularis
keine Uberlagerung mit der rechten Halsseite und somit dem Uberdecken des
Aneurysmas zeigt. Durch die starke Kontrastmittelverdiinnung und die verringerte
Flussgeschwindigkeit (durch die Passage des vendsen Blutsystems) ist diese Art von
Kontrollangiographie in erster Linie zur Uberprifung der Durchgangigkeit der
eingebrachten Flow Diverter geeignet, eine genaue Bestimmung der

Aneurysmaokklusionsrate ist eher schwierig (Abbildung 20A).

4.2.6. Abschlusskontrollen

Die Abschlusskontrollen (bei Tieren der 3-Monatsgruppe nach 3 Monaten, bei Tieren
der 6-Monatsgruppe nach 6 Monaten) erfolgten tber die linke A. carotis communis
(Abbildung 20B). Die Narkose wurde wie bereits bei der Induktion beschrieben,
durchgefuihrt. Der Hals der Tiere wurde freirasiert und eine Hautdesinfektion
durchgefiihrt. Durch einen Hautschnitt tGber eine Strecke von 4cm auf der linken
Halsseite wurden die Muskelfaszien gespalten und die linke Arteria carotis communis
freiprapariert.

Anschlieend wurde das Gefald sowohl kranial als auch kaudal am Rand der
Freilegung mit einem nichtresorbierbaren Mersilenefaden der Starke 4-0

angeschlungen und die Arterie im kranialen Abschnitt direkt unterbunden. Kaudal der
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Ligaturstelle wurde daraufhin ein etwa 2mm grol3er fischmaulférmiger Schnitt in die
GefalBwand vorgenommen und in retograder Flussrichtung eine 4 French
GefalRschleuse (Cordis Endovascular, Miami lakes, Fla) eingefuhrt, die mittels eines
4-0 Mersilenefadens fixiert wurde. Uber diese wurde nun eine Angiographie erstellt,
dazu wurden 5-7ml Kontrastmittel (6-8ml Omnipaque 300 (Nycomed Amersham,
Princeton, NJ) und direkt anschlieBend Kochsalzlésung (6-8ml NaCl-Lésung)
gespritzt (Abbildung 20).

Die entsprechenden Gefaliabschnitte wurden mittels DSA Technik dargestellt.

A B

Abbildung 20: Kontrollangiographien. Die Abbildung zeigt die Aufnahme einer
Kontrollangiographie tiber die Ohrvene des linken Ohrs (A) und eine Abschlusskontrolle tber
die linke Arteria carotis communis (B)

4.2.7.Euthanasie und Entnahme der Préaparate

Alle Kaninchen wurden nach der entsprechenden Sitzzeit im Anschluss an die
abschlieRende  Kontrollangiographie mittels einer intravenésen Uberdosis
Pentobarbital euthanasiert (6-8ml Narcoren, Merial GmbH, Halbergmoos,DE).
Anschlieend wurden die Devices mit dem sie umgebenden GefalRen und dem
Aneurysma entnommen. (Abbildung 21) Die Lagerung erfolgte bis zur histologischen

Aufbereitung in 3%-PBS gepufferter Formalinldsung.
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Abbildung 21: Explantierter Flow Diverter. Die Abbildung zeigt einen entnommenen Flow

Diverter (in der A. Subclavia) und das vom Flow Diverter tberdeckte Aneurysma.

4.3. Ex vivo

4.3.1. Magnetresonanztomographie (9,4 Tesla MRT)

Mittels MRT ist es moglich die inneren Strukturen (auf Grund ihrer Verschiedenheit
der Signalintensitat) des Flow Diverters genauer zu bestimmen. Gegeniber der
histologischen Untersuchungen das Stentinnere betreffend, ist es mittels MRT-
Diagnostik mdglich, das Stentinnere Uber die gesamte Stentlange zu beurteilen,
wahrend bei histologischen Untersuchungen lediglich einzelne Abschnitte untersucht
werden kdnnen.

Zur Untersuchung der Préparate im MRT wurden die Praparate nach der Enthahme
in 3%-PBS gepufferter Formalinlésung konserviert. Vor Beginn der eigentlichen
Messungen wurden Testmessungen zur Optimierung bestimmter Parameter
durchgefihrt. Ziel dieser Testmessungen war es ein moglichst hohes SNR (,Signal-
to-noise-Ratio) zu erzielen. Unter dem SNR versteht man die Wechselwirkung
zwischen MR-Signal und der Starke des Rauschens und es stellt ein wichtiges MalR3
fur die Bildqualitat beziglich Pixelrauschen dar (34, 66). Das SNR wird durch
bestimmte Parameter bestimmt. Dazu gehoren die Schichtdicke und Bandbreite, das
Gesichtsfeld (,Field-of-View®), die GroRe der Bildmatrix, die Anzahl der Messungen,
Bildparameter (TR, TE, Flip-Winkel), die Magnetfeldstarke sowie die Wahl der
Sende- und Empfangsspule (RF-Spule).
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Testmessungen zur Optimierung des SNR (Signal-to-Noise-Ratio).
Zur Optimierung des Signal-to-Noise-Ratio wurden Messungen mit unterschiedlichen

Flipwinkeln durchgefuhrt (Diagramm1 , Abbildung 22).

Optimierung des Flipwinkels
70

60 ‘
o\

30

Signal-to-Noise

20

10

5° 10° 15° 20° 25° 30° 35° 40° 60°
Flipwinkel

Diagramm1: Starkte des Signal-to-Noise-Ratio bei Messung mit verschiedenen Flipwinkeln.
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Abbildung 22: MRT-Aufnahmen eines Praparates mit verschiedenen Flipwinkeln (jeweils

unten links im Bild).

Die Messungen ergaben, dass fir unsere Fragestellung ein Flipwinkel von15°
optimal ist. Auf Grunde dessen wurden alle Praparate mit einem Flipwinkel von 15°

gemessen.

Testmessungen zur Optimierung des Contrast-to-Noise

Zur Optimierung des Contrast-to-Noise-Signals wurden Messungen mit
unterschiedlichen Inversionszeiten durchgefuhrt und verglichen (Diagramm 2,
Abbildung 23)
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Optimierung der Inversionszeit

Contrast-to-Noise
Sow;

0 650 700 800 900 1000 3000
Inversionszeit

Diagramm 2: Intensitat des Contrast-to-Noise Signals bei unterschiedlichen Inversionszeiten

Abbildung 23: MRT-Aufnahmen eines Praparates mit unterschiedlichen Inversionszeiten

(jeweils unten links im Bild).
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Aufgrund der Messergebnisse wurde eine Inversionszeit von 800ms als optimal
ermittelt und alle Praparate wurden zur besseren Vergleichbarkeit mit dieser

Inversionszeit gemessen.

4.3.2.Mikro-CT

Mit Hilfe des SKYSCAN Mikro-CT ist es moglich, nach der Entnahme der Praparate
die genaue Struktur, beispielsweise auf eventuelle Drahtbriiche der Flow Diverter mit
einer Auflésung bis zu 0,7um zu untersuchen.

Zur Untersuchung der Praparate im Mikro-CT wurden die Praparate nach der
Entnahme in 3%-PBS gepufferter Formalinldsung konserviert und mittels

Polypropylen-Schwamm in einem 10ml Falcon Tube fixiert.

4.3.3.Histologie

Um die verschiedenen Strukturen der Gewebeschnitte anzufarben, wurden die
entnommenen Praparate fixiert, geschliffen und anschlie3end mittels Hamatoxylin-Eosin-
Farbung (HE-Farbung) angefarbt. Zur Fixierung wurden die Praparate nach der
Formalinfixierung fur 48h in Parafin eingebettet anschlie3end erfolgt die Aushé&rtung in
Methylmethacrylat (Technovit 9100, Heraeus, Hanau, Deutschland). Die daraus
entstandenen Kunststoffblocke wurden mittels Bogensége geschnitten und anschliel3end
wurden die Schnitte geschliffen, poliert und auf Objekttrager geklebt.

Die Devices, die tUber das Aneurysma gelegt wurden, wurden wie folgt geschnitten: Ein
Querschnitt vor dem Aneurysma, ein Querschnitt durch das Aneurysma und ein
Querschnitt nach dem Aneurysma (Abbildung 24). Von den Flow Divertern, die in die
Bauchaorta gelegt wurden, wurden ebenfalls jeweils drei Schnitte angefertigt: Ein
Querschnitt am proximalen Stentende, ein Querschnitt durch die Stentmitte und ein
Langsschnitt durch das distale Stentende (Abbildung 25).
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Abbildung 24: Schnittstellen der Flow Diverter, die Uber die Aneurysmen gelegt wurden.
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Abbildung 25: Schnittstellen der Flow Diverter die in die Bauchaorta gelegt wurden.

Nach dem Schneiden der entsprechenden Praparatabschnitte erfolgt die HE-

Farbung. Durch die HE-Farbung ist es mdglich die verschiedenen Strukturen deutlich

zu unterscheiden. Hamatoxylin farbt in aufbereiteter Form (Hamalaun) basophile

Dies bedeutet Strukturen wie der Zellkern sowie das raue

Strukturen blau.

endoplasmatische Retikulum (rER) sind deutlich blau gefarbt. Eosin dagegen farbt

alle acidophilen/basischen Strukturen rot, dadurch erscheinen nach Abschluss der

Kollagen sowie das glatte

Mitochondrien,

Farbung alle Zellplasmaproteine,

endoplasmatische Retikulum (SER) rot.

Die Beurteilung der Praparate erfolgte mittels Mikroskop (Eclipse 80i; Nikon,

Dusseldorf, Deutschland) und wurde anschliel3end digitalisiert.

Die Beurteilung erfolgt hinsichtlich verschiedener Aspekte. Zum einen wurde die

Neointima sowie die daraus resultierende Gefal3stenose vermessen, ebenso wurde

dem Aneurysmahals und entlang der

Neointima Uber

die Ausbildung der

Im Aneurysma wurde Augenmerk auf den Fortschritt der

Stentstreben beurteilt.

Thrombusorganisation gelegt. Des Weiteren wurde die Offenheit der Uberstenteten

GefalRabschnitte beurteilt.

4.3.4.Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe von ,IBM SPSS Statistics“ (SPSS Inc.,

Chicago)
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5.Ergebnisse

5.1.In Vitro

5.1.1.Untersuchung der Zellviabilitat

Mit Hilfe des WST-Assay konnte gezeigt werden, dass der Flow Diverter die
Zellviabilitat der ihn umgebenden Zellen beeinflusst, allerdings ist die Zellviabilitat
sowohl nach 24 Stunden als auch nach 30 Tagen auf der Flowdiverteroberflache um
weniger als 10% gesenkt und nicht signifikant (Abbildung 26).
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Abbildung 26: Einfluss des Flow Diverter Materials auf die Zellviabilitat: A) von L929 Zellen
nach 24 Stunden Inkubation, B) von L929 Zellen nach 30Tagen Inkubation, C) von eEND2
Zellen nach 24 Stunden Inkubation, D) von eEND2 Zellen nach 30 Tagen Inkubation

5.1.2.Untersuchung auf nekrotische Membranschadigungen

LDH-Messung:

Zur Untersuchung ob der Flow Diverter einen direkten Einfluss auf nekrotischen
Zelltot von ihn umgebenden Zellen hat, wurde eine LDH Messung mit L929 und
eEND2 Zellen nach 24h und 30d Inkubation durchgefihrt. Die Messwerte zeigen
keine signifikante Beeinflussung des Zellsterbens durch das Flow Diverter Material.

Nach 24h Inkubationszeit liegt bei beiden Zelllinien die LDH Konzentration im

54



Ergebnisse

Medium sowohl bei der Negativkontrolle als auch bei der Testung des Flow Diverters
bei unter 5% und somit im Normbereich (Abbildung 27). Nach 30 Tagen liegt die
Nekroserate etwas hoher, allerdings immer noch im Normbereich, aul3erdem ist kein
signifikanter Unterschied zwischen der LDH Konzentration im Testmedium zur

Negativkontrolle feststellbar (Abbildung 27).
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Abbildung 27: Einfluss des Flow Diverter Materials auf Nekrose. Die Diagramme zeigen
prozentual die LDH Konzentration im Medium in eEND2 Zellkultur nach einer Inkubationszeit
von 24 Stunden (A) und 30 Tagen (B) sowie in L929 Zellkultur nach einer Inkubationszeit von

24 Stunden (C) und 30 Tagen (D).

5.2.In Vivo

5.2.1. Aneurysmainduktion

Es konnten in allen 18 Tieren erfolgreich Aneurysmen induziert werden. Die Devices
konnten problemlos sowohl Uber den Aneurysmen als auch in der Bauchaorta
abgesetzt werden. Dies wurde auch bei 17 Tieren problemlos toleriert, ein Kaninchen
entwickelte nach der Deviceimplantation eine Hemiparese, erholte sich davon aber
relativ schnell (etwa 3 Wochen). Im Durchschnitt hatten die unbehandelten
Aneurysmen eine Flache von 1,2 cm?. Die durchschnittliche Breite lag bei 2,5 mm

(Standardabweichung:  0,8), die durchschnittiche Hohe bei 6,0 mm
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(Standardabweichung: 1,5). Die detaillierten Groéf3enverhaltnisse sind der Tabelle zu

entnehmen (Tabelle 3). In der 3-Monats-Gruppe sind lediglich die Grél3en von acht

Aneurysmen angegeben, da auch nur bei acht der neun Tiere ein Flow Diverter Gber

dem Aneurysma abgesetzt wurde.

Tabelle 3: Verteilung der GroRRenverhéltnisse der Aneurysmen in den unterschiedlichen

Aneurysma- Aneurysma-

breite [mm]  hdhe [mm]

1,35
1,92
1,78
2,59
3,32
5,00
2,00
1,42
3,07

3,19
4,76
4,58
521
6,11
9,18
10,12
5,53
6,7

Gruppen

| [SvonsSume [Gkonsbupme
Tier Aneurysma- Aneurysma- Aneurysma- Aneurysma-
- hals [mm] breite [mm]  hdhe [mm] hals [mm]
3.1 2,2 5,07 1,99

2,84 1,62 5,88 3,01

2,15 1,74 4,69 2,96

4,35 2,54 7,42 4,17

3,26 3,11 5,02 3,22
_ 4,41 2,82 7,47 4,13

4,25 4,49 8,94 4,5
_ 1,58 1,11 2,36 3,93

Die durchschnittliche Aneurysmagrof3e der Aneurysmen der 3-

Monatgruppe zeigten keinen signifikanten Unterschied (Tabelle 4)

und der 6-

Tabelle 4: Durchschnittliche Aneurysmagrof3e in den unterschiedlichen Gruppen

3-Monatagruppe 3,13+0,8 25+0,9
6-Monatsgruppe 3,56+ 0,9 244 +12
P value 0,319 0,919

Aneurysmahals [mm] | Aneurysmabreite [mm] | Aneurysmahoéhe [mm]

575+21
6,22 +2.2
0,652

5.2.2. Flow Diverter-Eigenschaften: Sichtbarkeit, Flexibilitat, Positionierbarkeit

Alle 35 implantierten Flow Diverter erwiesen sich als gut absetzbar. Die Mdglichkeit

den Flow Diverter nach einer fast vollstandigen Entfaltung (95%) wieder in den

Mikrokatheter zurtickziehen zu kdnnen, machte jederzeit eine Positionskorrektur

maoglich und gewahrleistete eine optimale Absetzposition. Eine gute Sichtbarkeit des

Flow Diverters war sowohl durch die distalen als auch durch die proximalen
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Rontgenmarker gegeben und war wéhrend des gesamten Experiments konstant
(Abbildung 28).

Abbildung 28: Sichtbarkeit der Devices bei Durchleuchtung. A) abgesetzt in der A. Subclavia
(re) und B) in der Baucharterie

5.2.3.Angiographische Ergebnisse

5.2.3.1. Durchschnittlicher Restfluss ins Aneurysma Uber den Versuchszeitraum
Direkt nach der Implantation konnte noch ein durchschnittlicher Restfluss im
Aneurysma von 55% ermittelt werden, nach einem Monat sank die Restflussrate
bereits auf 32%. Die Drei-Monats-Kontrollen ergaben einen durchschnittlichen
Restfluss ins Aneurysma von 14%, nach 6 Monaten lag der durchschnittliche
Restfluss ins Aneurysma bei 1%, wobei die meisten Aneurysmen komplett
verschlossen waren (Diagramm 3).
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Zeitlicher Verlauf des durchschnittlichen
Restflusses ins Aneurysma

120%
100%
80%
60%
40%

20%

0%
vor direkt nach 1 Monat nach 3 Monatenach 6 Monate nach
Implantation Implantation Implantation Implantation Implantation

Diagramma3: Durchschnittlicher Restfluss ins Aneurysma tber den Versuchszeitraum.

5.2.3.2. Okklusionsrate der Aneurysmen
Um nach der Deviceimplantation den Blutrestfluss ins Aneurysma besser beurteilen
und vergleichen zu konnen, besteht die Madoglichkeit die Okklussionsrate in

verschiedene Grade einzuteilen (Tabelle 5)

Tabelle 5: Klassifikation der Okklusionsrate

Aneurysma vollstandig offen
<50% des Aneurysmas sind verschlossen
50-80% des Aneurysmas sind verschlossen

Grad 3 Mehr als 80% des Aneurysmas sind verschlossen (Restfillung lediglich am

Aneurysmabhals)

Vollstandiger Verschluss des Aneurysmas, keine Restfiillung

Einteilung der Okklusionsrate in Anlehnung an Kamran et al. (Kamran2011)

Im folgenden werden nur die Okklusionsraten nach 3 und 6 Monaten né&her
besprochen, da direkt nach der Implantation die Aussagekraft der Restflussrate
noch sehr gering ist. Auch auf die Ergebnisse der 1-Monatskontrolle wird nicht ndher

eingegangen, da diese Kontrolle Uber die Ohrvene gemacht wurde und daher die
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Ergebnisse nicht in direkte Relation zur 3- und 6-Monatskontrolle gesetzt werden

kénnen, sondern lediglich einer ersten Orientierung dienen.

Okklusionsrate der Aneurysmen nach drei Monaten

Die angiographische Kontrolle nach drei Monaten ergab lediglich bei einem von acht
Tieren noch einen Restfluss ins Aneurysma, dieser lag bei Grad 2 (Tabelle 5). Die
restichen Tiere wiesen schon nach drei Monaten einen kompletten

Aneurysmaverschluss auf (Abbildung 29).

OKkklusionsrate nach drei Monaten

12%

EGrad 0
i Grad 1

Grad 2
i Grad 3

i Grad 4

Abbildung 29: Prozentuale Verteilung der Okklusionsrate der Aneurysmen drei Monate nach

der Implantation der Flow Diverter

Okklusionsrate der Aneurysmen nach 6 Monaten

Die Verschlussrate der noch nicht komplett verschlossenen Aneurysmen stieg im
Vergleich der 6-Monatsgruppe zur 3-Monats-Gruppe um 1 Grad an. Lediglich ein Tier
wies noch einen Restfluss ins Aneurysma auf, der lag allerdings nur bei etwa 10%
Restfluss ins Aneurysma (Grad 3). Insgesamt konnte bei allen bis auf ein Tier ein
kompletter Aneurysmaverschlul? festgestellt werden (Abbildung 30). Die detailierte

Ubersicht Uiber die Okklusionsraten ist Tabelle 6 zu entnehmen.
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Okklusionsrate nach sechs Monaten

P

WGradO

W Grad1
=~ Grad 2
W Grad 3

« Grad 4

Abbildung 30: Prozentuale Verteilung der Okklusionsrate der Aneurysmen sechs Monate

nach der Implantation der Flow Diverter

Tabelle 6: Ubersicht der Okklusionsraten

3-Monats-Gruppe 6-Monats-Gruppe
Tier Okklusionsrate Okklusionsrate

Grad In % Grad In %
1 [\ 100 [\ 100
2 v 100 v 100
3 [\ 100 [\ 100
4 v 100 v 100
5 1\ 100 v 100
6 Il 57 I 90
7 1\ 100 v 100
8 v 100 v 100
9 \% 100
Mittelwert 94,6 99,9
Standardabweichung 15,2 30

Die Tabelle zeigt die Okklusionsraten der Aneurysmen der 3- und 6-Monatsgruppe im
Vergleich (nach der oben beschriebenen 5-Punkte Skala und in Prozent)

5.2.3.3. Stentverschliisse
Um die Thrombogenitat, die Verschlussrate sowie das Verhalten gegeniber
abgehender Gefal3e besser beurteilen zu kénnen, wurde jedem Tier zusatzlich zum
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Flow Diverter iber dem Aneurysma ein Flow Diverter in die Baucharterie gesetzt und
damit auch abgehende Gefale lberstentet (Abbildung 32 und 33). Von insgesamt 35
implantierten Stents waren 2 komplett verschlossen und es haben sich bereits
Kollateralen ausgebildet um die Blutversorgung hinter dem Verschluss weiter zu
gewahrleisten (Abbildung 34). Abbildung 31 zeigt den prozentualen Anteil der Flow
Diverter Verschlisse in Relation zu allen eingesetzten Devices. Bei den restlichen
Flow Divertern konnte keine Durchflussbeeintréachtigung festgestellt werden
(Abbildung 35) Auch die durch die Flow Diverter in der Baucharterie Uberstenteten
GefalRe waren weiterhin offen (Abbildung 32). Der Durchmesser der abgehenden
Gefalle lag bei 1,4 £ 0,3mm (Arteriae vertebrales),1,2 £ 0,3mm (Arteriae lumbales

und 2,3 = 0,1mm (Arteriae renales).

Verschlussrate der Flow Diverter

E offen

& verschlossen

Abbildung 31: Prozentuale Verschlussrate aller implantierten Flow Diverter
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Abbildung 32: Durchleuchtungsaufnahme von in die Baucharterie implantierten Flow
Divertern. Deutlich zu erkennen ist, dass der Blutfluss abgehender Gefaf3e weiterhin

gewabhrleistet ist.

primiert

Abbildung 33: 3D-Rekonstruktion von zwei in die Baucharterie implantierten Flow Divertern.

Der Blutfluss abgehender Gefalie ist weiterhin gewahrleistet ist.
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Verschluss
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P
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Abbildung 34: Durchleuchtungsaufnahme von zwei tiber den Aneurysmen implantierten Flow
Divertern, die bereits nach drei Monaten einen kompletten Verschluss aufwiesen, deutlich zu
erkennen sind Kollateralen die sich auf Grund des Verschlusses neu gebildet haben.

PA
ZEHM

Flow Diver.ter

| &S

Abbildung 35: Durchleuchtungsaufnahmen von Aneurysmen, die mit einem Flow Diverter
Uberstentet wurden. Der Durchfluss durch den Stent ist uneingeschrankt gegeben. Die

Aneurysmen vollstandig verschlossen.
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5.3. Ex vivo

5.3.1. Magnetresonanztomographie (9,4 Tesla MRT)

Alle Flow Diverter wurden nach der Explantation mittels MRT untersucht. Dabei
wurde besonderes Augenmerk auf die durchgéangige Offenheit und eventuelle
Ablagerungen an der Innenseite der Flow Diverter, gelegt. Des Weiteren konnten so
Abschnitte bestimmt werden, die dann im Anschluss histologisch aufgearbeitet
wurden. Die Ergebnisse deckten sich mit den voraus gegangenen angiographischen
Untersuchungen und wurden durch die histologische Aufarbeitung belegt. Daher wird
hier nur beispielhaft auf einzelne Aufnahmen eingegangen. Bei allen in die
Baucharterie eingesetzten Flow Divertern war eine durchgéngige Offenheit
erkennbar, auch Ablagerungen am inneren des Flow Diverters waren nicht zu finden

(Abbildung 36). Bei den Flow Divertern, die schon in der Angiographie einen

Verschluss zeigten, konnten auch im MRT Bild deutlich Ablagerungen erkannt
werden (Abbildung 37)

Abbildung 36: MRT Aufnahme eines in die Baucharterie implantierten Flow Diverters. Der

Flow Diverter ist vollkommen offen. A Querschnitt B: Durchschnitt

Abbildung 37: MRT Aufnahme eines verschlossenen Flow Diverters im A Querschnitt und B

Durchschnitt. Es sind deutlich Ablagerungen erkennbar.
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5.3.2.Mikro CT

Da frihere Studien mit Devices im Mikro-CT Briche der Stentstreben aufwiesen,
wurden sowohl die in der Baucharterie implantierten (Abbildung 38), als auch die
Uber dem Aneurysma (Abbildung 39) abgesetzten Flow Diverter mittels Mikro-CT auf
mdogliche Briche der Stentstreben untersucht. Dabei konnten bei keinem der
eingesetzten Implantate Briche festgestellt werden. Deutlich zu erkennen sind die
Rontgenmarker, mit Hilfe derer kontrolliert werden kann ob sich der Flow Diverter
vollstandig geotffnet hat. Auch die Anpassung an Kaliberspringe des Geféal3es ist gut

nachzuverfolgen. Bei den vorgekommenen Stentverschlissen war im Mikro-CT ein

relativ grof3er Gefal3kalibersprung zu erkennen (Abbildung 40).

Abbildung 38: Mikro-CT-Aufnahmen von Flow Divertern die in der Baucharterie abgesetzt

wurden.

Abbildung 39: Mikro-CT Aufnahme von Flow Divertern, die Uber Aneurysmen implantiert

wurden.
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Abbildung 40: Mikro-CT-Aufnahmen von Flow Divertern, die Uber einem Aneurysma
abgesetzt wurden und die bei der Nachkontrolle verschlossen waren. Ein starker
Kalibersprung ist deutlich erkennbar.

5.3.3.Histologie

5.3.3.1.Aneurysmaokklusion

Mittels histologischer Schnitte durch das Aneurysma konnten die Thromben im
Aneurysma genauer untersucht werden. In allen Aneurysmen waren Thromben zu
finden (Abbildung 41). Nach drei Monaten handelt es sich um teilorganisierte
Thromben, die nach sechs Monaten bereits in finf von neun Féllen organisiert
waren. Beides erfolgte mit Nachweis eines ausgepragten Hamosiderin-Depots. Die
Aneurysmen, die nicht vollstandig verschlossen waren, zeigten im Bereich des

Aneurysmahalses frische Blutanteile.

Abbildung 41: Querschnitt durch Aneurysmen nach histologischer Aufbereitung.
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5.3.3.2.Durchgangigkeit abgehender Gefalle
Auch die histologischen Schnitte konnten belegen, dass Uberstentete Gefalle

weiterhin durchlassig fur den Blutfluss sind (Abbildung 42)

Abbildung 42: Querschnitt durch Flow Diverter und tUberstentete Gefalle

5.3.3.3.Neubildung der Neointima
Durch die Implantation der Flow Diverter kam es zu einer Manipulation der
Gefallwand und zunehmend zum Einwachsen der Flow Diverter, was letztendlich zur

Ausbildung einer Neointima im Inneren der Flow Diverter fuhrte (Abbildung 43).

Abbildung 43: Neointimale Proliferation entlang der Stentstreben

Anhand der histologischen Schnitte konnte die Neointima ausgemessen (Tabelle 7)
und die daraus resultierende Gefal3stenose berechnet werden (Tabelle 8). Alle
Praparate zeigten eine dinn ausgebildete Neointima. Allerdings konnte ein
signifikanter Unterschied in der Ausbildung der Neointimadicke der in der

A.subclavia abgesetzten zu denen in der Aorta abdominalis abgesetzten Flow
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Divertern festgestellt werden (Abbildung 44). In den Flow Divertern, die in der Aorta
abdominalis abgesetzt wurden, war die ausgebildete Neointima in etwa halb so dick

wie im Lumen der in der A. subclavia abgesetzten Devices (Tabelle 7).

Tabelle 7: Neointimadicke im Flow Diverterlumen

Neointimadicke in pum

A.subclavia A.subclavia A.subclavia Bauchaorta Bauchaorta

proximal Uber distal mitte proximal

Aneurysma

Nach 3 Monaten
Mittelwert

Standardabweichung

Nach 6 Monaten
Mittelwert

Standardabweichung

p-Wert

Betrachtet man die Dicke der Neointima nach drei Monaten im Vergleich zu sechs

Monaten ist eine leicht abnehmende Tendenz erkennbar (Tabelle 7).

Abbildung 44: Neointima im Gefal3lumen. A Querschnitt durch einen in der A. subclavia
abgesetzten Flow Diverter B Querschnitt eines in der Bauchaorta abgesetzten Flow
Diverters. Deutlich zu erkennen ist die dickere Neointima im in der A. Subclavia abgesetzten

Device gegeniiber dem in der Baucharterie abgesetzten.
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5.3.3.4.Durchmesserstenosen

Da die Durchmesserstenose in direkter Korrelation zur neugebildeten Neointimadicke
steht, korrelieren die gemessenen Ergebnisse direkt miteinander. Die
Durchmesserstenose der A. subclavia ist prozentual in etwa doppelt so hoch wie in
der A. abdominalis. Dies zeigt sich sowohl nach drei als auch nach sechs Monaten

allerdings ist nach sechs Monaten ein leichter Rlckgang erkennbar (Tabelle 8).

Tabelle 8: Durchmesserstenose in den implantierten Flow Divertern nach 3 und 6 Monaten
Durchmesserstenose in %

A.subclavia A.subclavia A.subclavia Bauchaorta Bauchaorta

proximal Uber distal mitte proximal

Aneurysma

Nach 3 Monaten
Mittelwert
Standardabweichung

Nach 6 Monaten
Mittelwert
Standardabweichung
p-Wert

5.3.3.5.Deviceverschlisse
Die zwei aufgetretenen Deviceverschliisse zeigten in der histologischen Auswertung
eine vollstandige Obliteration des Stentlumens durch Bindegewebe (Abbildung 45).

In diesen Féllen war die Bestimmung der neugebildeten Neointima nicht mdglich.

Abbildung 45. Querschnitt durch verschlossene Flow Diverter
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5.3.3.6.0ssare Metaplasien und entzindliche Prozesse

Osséare Metaplasien entstehen durch die Umwandlung von Bindegewebe in
Geflechtknochen. Osséare Metaplasien konnten in den Devices der 3-Monats-Gruppe
keine festgestellt werden, weder in den in der Subclavia implantierten, noch in den in
der Bauchaorta implantierten Flow Divertern. Nach 6 Monaten wiesen lediglich vier
der Schnitte der in der Subclavia implantierten Devices ossare Metaplasien auf.

In den Devices, die in die Bauchaorta implantiert wurden, konnten auch nach 6
Monaten keine osséaren Metaplasien nachgewiesen werden.

Entziindungsreaktionen durch die implantierten Flow Diverter konnten weder nach

drei noch nach sechs Monaten festgestellt werden.
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6.Diskussion

Aneurysmen kénnen angeboren sein oder im Laufe des Lebens entstehen. Studien
besagen, dass etwa 2% der Bevolkerung Trager eines Aneurymas sind (124). Die
Behandlungsmadglichkeiten reichen von operativen Methoden, wie Clipping bis zum
endovaskularen Verschluss mittels Coils (13, 49, 50, 89, 94), Stents (12, 36, 56),
einer Kombination aus Coil und Stent (91, 107, 133, 139), uUber Flissig-Embolysat
(109) zum Verschluss des Aneurysmas bis hin zu Flow Divertern (5, 15, 134).
Gerade in den letzten Jahren wird auch vermehrt an der Entwicklung neuer Flow
Diverter gearbeitet. Mittlerweile sind schon mehrere Flow Diverter bzw.
blutflussbeeinflussende Devices auf dem Markt erhaltlich und haben sich in
verschiedenen Studien bewehrt (7, 28, 40, 67, 68, 88, 123).

Bei dem in dieser Studie verwendeten Flow Diverter (Derivo®) handelt es sich um
einen selbst-expandierenden, aus 14 Drahten gewebten Nitinolstent. Am distalen
Ende verlaufen die Drahte in Schleifen, sodass lediglich das proximale Ende offene
Enden hat. Um eine gute Sichtbarkeit zu gewahrleisten, verlaufen zum einen,
doppelgewobene Drahte mit Platinkern sinusformig durchgehent durch den
kompletten Flow Diverter und zum anderen befinden sich an jedem Ende drei
réntgendichte Platinum-Iridium-Marker. Der Flow Diverter hat eine neu entwickelte
BlueXide® Oberflache, welche eine 50nm dicke Schicht aus Oxiden und Oxinitriden
beinhaltet.

Um zu untersuchen ob die Oberflache des Flow Diverters direkten Einfluss auf das
Zellverhalten der ihn umgebenden Zellen hat, wurden Testreihen bezlglich der
Zellviabilitat und eventueller nekrotischer Schadigungen durchgefthrt. Beide
Testreinen wurden mit zwei schon in Biokompartibilitatstests etablierten Zelllinien
ausgefuhrt. Der zur Uberprifung der Zellviabilitat eingesetzte WST-Test ist ein
anerkannter Test zur Toxizitatsprifung von Material und dessen Einfluss auf Zellen.
Die enzymatische Umsetzung des WST-1 in Formazan findet in den Mitochondrien
am Succinat-Tetrazolium-Dehydrogenase System statt, dabei handelt es sich um
einen von vier Komplexen der Atmungskette (8). Pro Zeiteinheit setzt eine vitale Zelle
eine bestimmte Menge WST-1 in Formazan um, wodurch ein Farbumschlag des
Mediums herbeigefuhrt wird. Ist die Zellviabilitat gestort, ist dies direkt im
Farbumschlag zu erkennen. Der Viabilitdtstest ergab fiur beide Zellinien nach 24
Stunden als auch nach 30 Tagen keine signifikante Beeinflussung der Zellen durch

das Material des Flow Diverters. Die Zellviabilitat der Zellen, die direkt mit dem Flow
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Diverter in Kontakt stehen ist zwar etwas geringer als im Kontrollmedium, allerdings
nicht signifikant. Somit konnte gezeigt werden, dass durch die Flow Diverter
Oberflache die Zellviabilitat nur sehr gering beeinflusst wird, und durch die leicht
verminderte Zellviabilitdt lassen sich auch RuUckschlisse auf keine gesteigerte
Zellproliferation durch das Material vermuten. Proliferierende Zellen zeigen
grundlegende Unterschiede in ihrer metabolischen Aktivitdt gegenliber Zellen, die
nicht proliferieren. Proliferierende Zellen, die sich in der G2- und Mitose-Phase
befinden, weisen eine gesteigerte Nahrstoffaufnahme auf und sind biosynthetisch
hoch aktiv, was somit auch zu einer messbaren Steigerung der Zellviabilitat gefiihrt
hatte.

Auch die Untersuchungen beziglich nekrotischer Auswirkungen durch die Flow
Diverter Oberflache ergaben keine signifikanten Unterschiede zwischen dem
Testmaterial und der Kontrolle. In beiden Gruppen liegt die Nekroserate im
Normbereich. AuRRere Einflisse wie mechanische Zellschadigung oder chemische
Noxen konnen Zellen so starken Stress bereiten, dass dies letztendlich zum
pathologischen Zelltod (Nekrose) fiihrt (86). Aber auch schon der Stress zu
Versuchsbeginn, durch mechanische und chemische Behandlung, kann bei einigen
Zellen Schadigungen oder Verletzungen hervorgerufen haben, die die Zelle nicht
mehr kompensieren konnte und schlieBlich zu Grunde ging. Da prozentual aber
zwischen Testmaterial und Kontrolle kein groRRer Unterschied in der Anzahl
nekrotischer Zellen festzustellen war, konnte gezeigt werden, dass das Material des
Flow Diverters keinen Einfluss auf nekrotische Membranschadigungen hat.

Um die Funktionalitat und den Einfluss des Flow Diverters auf das ihn direkt
umgebende Gewebe und den gesamten Organismus zu untersuchen, wurde der
Flow Diverter im Tiermodell getestet. Reproduzierbare Tiermodelle sind in der
Entwicklung neuer Devices und endovaskularer Okklusionstechniken unabdingbar
(110). Bereits die ersten Untersuchungen zu Guglielmi Detachable Coils wurden an
einem Schweinemodell mit lateralen Seitwandaneurysmen getestet (104). Allerdings
reproduziert dieses Modell nicht die hamodynamischen Kréfte wie in menschlichen
intrakraniellen Aneurysmen. Auch Hunde, Schafe oder Katzen eignen sich in diesem
Fall nicht als Tiermodell, da diese nur eine hypoplastische Arteria carotis interna
besitzen und die Versorgung des Gehirns Uber ein ausgedehntes Netz (Rete
mirabile) mit Zuflissen aus der Arteria vertebralis, der Arteria spinalis anterior und

der Arteria carotis externa erfolgt.

72



Diskussion

Das in unseren Versuchen verwendete Elastase-induzierte Aneurysmamodell in New
Zealand White Rabbits wurde bereits im Jahr 1999 entwickelt (1, 8, 67, 68) und ist
seit 2005 an unserem Institut etabliert (48). Der Vorteil dieses Modells ist zum einen,
dass die aneurysmatragenden Gefal3e in ihrer Grol3e eine gute Vergleichbarkeit mit
dem Circulus arteriosus Willisii des Menschen haben. Zum anderen sind auch die
hamodynamischen Verhaltnisse im Kaninchen sowie das Gerinnungssystem ahnlich
wie im Menschen (41, 72, 73, 74, 78, 90, 106, 132). In friheren Studien konnte
gezeigt werden, dass antikoagulatorische Reaktionen im Menschen und im
Kaninchen sehr ahnlich sind (119). Da in der Behandlung von Aneurymen mittels
Flow Divertern die antikoagulative Medikation eine wichtige Rolle spielt, wurden auch
die Kaninchen dementsprechend medikamentds betreut. Alle Tiere erhielten drei
Tage vor Deviceimplantation bis zur Beendigung der Experimente tbers Trinkwasser
sowohl Aspirin als auch Clopidogrel. Dies ist in der Humanmedizin ein oft
angewandtes und bereits seit Jahren etabliertes Vorgehen.

Auch ist in diesem Tiermodell gewahrleistet, dass das Aneurysma nach vier Wochen
vollstandig ausgebildet ist und sich nicht von selbst wieder verkleinert oder
verschliel3t (125 und siehe vorne). Die Groé3e der von uns induzierten Aneurysmen
lag im Durchschnitt bei einer Halsbreite von 3,24-3,65mm, einer Aneurysmabreite
von 2,45-2,49mm und einer Aneurysmahdhe von 5,86-6,15mm und ist somit gut mit
intrakraniellen Aneurysmen vergleichbar.

Die Handhabung des Flow Diverters erwies sich als unproblematisch und gut
einsetzbar. Die Mdoglichkeit des Zurtckziehens in den Mikrokatheter nach fast
vollstandiger Entfaltung (95%) sicherte die optimale Positionierung des Flow
Diverters uber dem Aneurysma. Die Problematik der Sichtbarkeit der Devices stellt
nach wie vor oftmals ein Problem dar, welches letztendlich zu Komplikationen flhren
kann (99, 100, 113). In unserer Studie war die Sichtbarkeit des Flow Diverters
wéahrend des gesamten Versuchszeitraums konstant und durch die distalen und
proximalen Rontgenmarker sehr gut. Auch waren die Rontgenmarker sehr hilfreich
hinsichtlich der kompletten Entfaltung des Flow Diverters. Allerdings ist zu
berlcksichtigen, dass in unserer Studie das Aneurysma an einer Stelle liegt, wo es
kaum zu Bilduiberlagerungen durch Knochen kommt, wie dies allerdings bei
intrakraniellen Aneurysmen von Menschen der Fall ist. Daraus ergibt sich, dass es
eventuell zu einer Verschlechterung der Sichtbarkeit des Flow Diverters beim Einsatz

im intrakraniellen Bereich kommen kann. Die Flexibilitat des Flow Diverters erwies
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sich als gut. Es kam zu keinen deutlichen Gefal3streckungen. Die Flexibilitat eines
Devices wird zum einen durch die Porositdt und zum anderen durch die Porendichte
(46, 122, 136) bestimmt. Da beides aber letztendlich die Blutstromung beeinflusst,
musste hier der optimale Mittelweg gefunden werden. Studien belegen, dass eine
Porositat von etwa 70% noch eine so hohe Flexibilitat gewahrleitet, das der Blutfluss
in gewunschtem Mal3e beeinflusst werden kann (123, 126).

Anhand der angiographischen Kontrollen tGber den kompletten Versuchszeitraum,
konnte schon direkt nach der Implantation eine Flussminderung ins Aneurysma von
fast 45% festgestellt werden und sank kontinuierlich tiber den Versuchszeitraum ab.
Der Restfluss ins Aneurysma ist bereits nach einem Monat auf ein Drittel gesunken,
und nach 3 Monaten ist lediglich ein durchschnittlicher Restfluss ins Aneurysma von
14 % zu ermittlen, nach 6 Monaten waren alle Aneurysmen fast komplett
verschlossen, woraus sich ein durchschnittlicher Restfluss von 1% ergab. Dies zeigt,
dass durch den implantierten Flow Diverter der Blutfluss so vom Aneurysma weg
gelenkt wird, dass sich im Aneurysma ein Blutclot bilden kann. Dieser entwickelt sich
im Laufe der Zeit zu einem organisierten Thrombus und somit nimmt auch der Grad
der Aneurysmaokklusion zu. Allerdings kann diese erste Ubersicht lediglich einen
Anhaltspunkt bezlglich der Aneurysmaokklusion geben, da die 1-Monatskontrollen
Uber die Ohrvene gemacht wurden und daher die Ergebnisse nicht in direkter
Relation zu den 3- und 6-Monatskontrollen gesetzt werden kénnen.

Die Ermittlung der Okklusionsrate nach 3 Monaten erfolgte angiographisch tber die
linke A.carotis communis. Bereits nach drei Monaten waren 88% der Aneurysmen
vollstandig verschlossen (Grad 4), in lediglich 11% konnte eine Okklusionsrate von
Grad 2 ermittelt werden. Dies entspricht einer durchschnittlichen Okklusionsrate von
94,6%. Nach sechs Monaten waren alle Aneurysmen bis auf eines verschlossen und
dieses zeigte lediglich noch einen Restfluss von Grad 3. Daraus resultiert nach 6
Monaten eine durchschnittliche Okklusionsrate von 99,9%. Dies zeigt, dass eine
vollstandige Aneurysmaokklusion nicht direkt, sondern erst nach einer bestimmten
Zeit eintritt. Die histologische Aufbereitung zeigt nach drei Monaten in allen
Aneurysmen bereits teilorganisierte Thromben, und nach 6 Monaten waren bereits 5
von 9 Aneurysmen mit organisierten Thromben gefillt. Lediglich die nicht komplett
verschlossenen Aneurysmen zeigten im Halsbereich noch Anteile von frischem Blut.
Obwohl zwei der Flow Diverter am distalen Ende verschlossen waren, bildete sich

dennoch ein teilorganisierter Thrombus im Aneurysma und der Blutfluss wurde durch
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die Ausbildung von Kollateralen tberbrtckt. Bei den verschlossenen Devices handelt
es sich um relativ lange Flow Diverter, die dann durch die extreme
Uberdimensionalisierung im distalen Subclaviaabschnitt (durch den relativ groRen
Kalibersprung der A.subclavia) zu einem Verschluss fiihrten. Daher kann aus diesen
Fallen die Konsequenz gezogen werden, dass beim Einsatz dieses Flow Diverters im
Menschen GefalRe mit gro3eren Kaliberspriingen besser gemieden werden sollten,
da sonst mit einem GefalRverschluss zu rechnen wére.

Die Durchgangigkeit von GefalRabgangen sowohl in der A.subclavia als auch in der
Aorta abdominalis war in allen Féllen gegeben. Vorrangegangene Studien haben
bereits die Aussagefahigkeit dieses Versuchaufbaus bestatigt (26, 67, 123)).
Allerdings ist unsere Studie auf GefalRabgangen mit einem Durchmesser von 2,1-
1,2mm limitiert. Auch die anschlieRenden Untersuchungen belegten die Offenheit
der GefalRabgadnge. Zum einen zeigten die histologischen Schnitte entlang der
Stentstreben Uber den GefaRabgange eine diskontinuierliche Neoinima und zum
anderen belegten die MRT Untesuchungen deutlich die Offenheit abgehender
GefaBe. Im  allgemeinen waren die  magnetresonanztomographischen
Untersuchungen sehr hilfreich, da man zum einen gut Ablagerungen im Stentlumen
erkennen konnte und zum anderen bot sich die Mdglichkeit vorab eine genaue
Aussage Uber histologisch interessante Abschnitte zu treffen, die dann histologisch
genauer untersucht werden konnten. Die Durchgéngigkeit der abgehenden Gefalie
wurde anschlief3end auch histologisch belegt.

Da in friheren Studien gezeigt werden konnte, dass durch die hohe mechanische
Belastung (durch die Pulsation des Herzens) die in der A. subclavia abgesetzten
Devices zum Teil Briiche an den Stentstreben aufwiesen, wurden auch die in dieser
Studie eingesetzen Flow Diverter mittels Mikro-CT auf eventuelle Briiche untersucht.
Keiner der Flow Diverter wies Briiche an Stentstreben auf, was wiederum auf eine
gute Flexibilitat zuriick zu fuhren ist.

Mit Hilfe der histologischen Préparate konnte die neugebildete Intima im Lumen der
Flow Diverter sowie die damit zusammenhdngende Gefal3stenose berechnet
werden. Alle Préparate wiesen eine Neubildung der Neointima Uber den Flow
Diverterstreben auf, diese liegt wie die mit ihr einghergehende Gefalistenose im
Vergleich mit anderen Studien im Normbereich (26, 67, 123, 127). Desweiteren
konnte ein Unterschied in der Ausbildung der Neointima in den einzelnen

Subclaviaabschnitten (Abbildung 24) und zum anderen zwischen A.subclavia und A.
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abdominalis festgestellt werden. Die Dicke der Neointima in der A.subclavia nimmt
von proximal zu distal ab, dies kann mit der mechanischen Beanspruchung des
Devices durch den pulsierenden Herzschlag zusammenhangen. Das proximale Flow
Diverterende ist wesentlich hbherer Beanspruchung ausgesetzt und zeigt daher auch
eine starkere Ausbildung der Neointima, diese ist allerdings nicht signifikant. Die
Intimadicke im Lumen der in der A.subclavia abgesetzen Flow Diverter ist allerdings
wesentlich héher als die der in der A.abdominalis abgesetzten. Auch dies hangt mit
der mechanischen Beanspruchung zusammen. Der Flow Diverter in der Aorta
abdominalis wird mechanisch kaum belastet und zeigt daher nur eine relativ diinne
Neointimazubildung. Da beim Einsatz des Flow Diverters im Menschen nicht mit
einer so hohen mechanischen Belastung zu rechen ist, sollte die Neubildung der
Neointima kein grof3es Problem darstellen, dennoch ist es wichtig in der klinischen
Anwendung dies durch regelméafdige Kontrollangiographien zu beobachten.
Vorangegangene Studien zeigten, dass die neugebildete Neointima in ihrer Dicke
nach 6 Monaten wieder abnimmt (4, 123). Auch in unseren Praparaten konnte nach
6 Monaten eine Abnahme der Intimadicke gegeniber den 3-Monats-Préparaten
beobachtet werden, diese ist allerdings statistisch nicht signifikant, lasst aber den
Trend zur weiteren Intimadickenabnahme mit der Zeit vermuten.

Wie in vergleichbaren Studien konnten auch in dieser Studie ossdre Metaplasien
festgestellt werden. Leider gibt es noch keine eindeutige Erklarung fur die
Entstehung ossilarer Metaplasien bei der Implantation von Flow Divertern in der
Literatur. Die Vermutung liegt nahe, dass ossdre Metaplasien auch durch die
mechanische Belastung des Flow Diverters hervorgerufen werden. In unserer Studie
konnten lediglich nach 6 Monaten und dabei nur bei in der A.subclavia implantierten
Flow Divertern die Ausbildung ossarer Metaplasien festgestellt werden.
Entzindungsreaktionen konnten in keinem der implantierten Flow Diverter

festgestellt werden.
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7. Fazit

In der Entwicklung neuer Flow Diverter zum Einsatz im intrakraniellen Bereich muss
gewabhrleistet sein, dass durch die Implantation des Flow Diverters zum einen das
Aneurysma zuverlassig verschlossen werden kann, und zum anderen darf die
Implantation des Flow Diverters im Tragergefald nicht zu starken Beeintrachtigungen
fihren. Der in dieser Studie getestete Flow Diverter (Derivo®) erwies sich in in vitro
Untersuchungen als biokompartibel und zeigte in den durchgefuhrten in vivo Studien
seine Zuverlassigkeit den Aneurysmaverschluss betreffend. Es zeigte sich, dass
mittels Flow Diverter eine direkte Blutflussumleitung zustande kommt, die dann mit
zunehmender Zeit zu einer vollstandigen Okklusion im Aneurysma fihrt. Da direkt
nach der Implantation immer noch ein Blutfluss ins Aneurysma stattfindet, eignet sich
der Flow Diverter eher zur Behandlung nicht rupturierter Aneurysmen.

Die Handhabung erwies sich als gut, einerseits durch die Madglichkeit des
Zurtuickziehens des Flow Diverters in den Mikrokatheter nach einer Entfaltung von bis
zu 95% und andererseits durch die gute Sichtbarkeit (vor allem der Rontgenmarker).
Die Flexibilitat erwies sich als hoch und zeigte sich durch hohe Anpassung an das
Gefal3, allerdings besteht die Gefahr eines Gefaldverschlusses bei extremer
Uberdimensionalisierung des Flow Diverters. Daher eignet sich der Flow Diverter
nicht fir Gefal3e mit starken Kaliberspriingen, da dies im intrakraniellen Bereich beim
Menschen, der fur diese Behandlungsmethode in Frage kommt aber nicht der Fall
ist, besteht diesbezlglich keine Gefahr.

Die Studie zeigte Uber den gesamten Versuchszeitraum Kkeinerlei entziindliche
Prozesse, die durch die Implantation hervorgerufen werden kénnten. Auch osséare
Metaplasien konnten nur bei wenigen Préparaten nach 6 Monaten festgestellt
werden, was sehr wahrscheinlich mit der starken mechanischen Belastung des Flow
Diverters zusammenhéngt, dennoch sollte dieses Ph&nomen weiter untersucht
werden.

Sowohl die Neubildung der Neointima als auch die Durchmesserstenose im Flow
Diverter lagen im Vergleich mit anderen Studien im Normbereich.

Somit stellt der neu entwickelte Flow Diverter gute Ergebnisse in der Behandlug von
nicht rupturierten Aneurysmen im Menschen in Aussicht. Dies muss allerdings durch

klinische Studien belegt werden.
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