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1 EINLEITUNG

Das Mittel- und Innenchr der Katze besteht aus einer Vielzahl hochsensibler Strukturen wie dem
Trommelfell, den Gehorkndchelchen sowie dem Gleichgewichts- und Gehoérorgan (Nickel et al. 2004).
Mit den herkdmmlich angewendeten bildgebenden Verfahren wie Rontgen kénnen die genannten
Strukturen nur unzureichend detailliert dargestellt werden und eine eventuell vorliegende Erkrankung
kann nicht mit ausreichender Sicherheit diagnostiziert werden (Garosi et al. 2003).
Die Wahrscheinlichkeit, dass eine beim Tierarzt vorgestellte Katze unter einer Krankheit leidet, die mit
dem Ohr assoziiert ist, liegt bei 6-7%. Mittel- und Innenohr sind hierbei in mehr als 50% der Falle
betroffen (Gotthelf 2008; Kraft & Dirr 2003). Am Beispiel von Untersuchungen an 27 Hundeohren
konnte gezeigt werden, dass die Fehleranfalligkeit bei der Diagnose einer Otitis media im Rontgenbild
mit einer Sensitivitat von 67% sehr hoch ist, wohingegen die Spezifitdt mit 100% beschrieben wird (Love
et al. 1995). Bei den modernen bildgebenden Verfahren, wie der Magnetresonanztomographie (MRT)
oder der Computertomographie (CT), ist der limitierende Faktor bei der Diagnose einer moglicherweise
vorliegenden Mittel- oder Innenohrerkrankung Gberwiegend die GroRe der zu beurteilenden Struktur.
Bei der CT liegt die Sensitivitat mit 83% deutlich GUber dem Wert des Réntgenbildes, jedoch ist die
Spezifitdt mit 89% etwas geringer (Love et al. 1995). Mittels MRT kénnen Weichteilstrukturen wie
GefaRe, Nerven oder das hautige Labyrinth gut dargestellt werden, jedoch wird dieses Verfahren in der
Diagnostik bei Katzen nur vereinzelt eingesetzt (Allgoewer et al. 2000; Garosi et al. 2003). Mit der CT
lassen sich knocherne Strukturen besser darstellen, daher wird sie u.a. fir die Diagnose von
Osteodystrophien, Frakturen oder angeborenen Anomalien bei der Katze vermehrt eingesetzt.
Um zwischen entzindlichen Prozessen und Neoplasien im Bereich des Mittel- und Innenohres
unterscheiden zu kénnen, reicht die Auflosung des CT jedoch nicht aus. Hier ist die hochauflésende
Computertomographie in Dinnschichttechnik in der Auswertung im Knochenfenster der Goldstandard
(Czerny et al. 1997; Garosi et al. 2003). Die Mikro-Computertomographie (UCT) basiert auf den gleichen
physikalischen Prinzipien wie die CT, die Verfahren unterscheiden sich lediglich in der technischen
Umsetzung und im Gerateaufbau. Mit der uCT wird eine héhere Ortsauflosung erreicht und Strukturen
kénnen detaillierter abgebildet werden (Engelke et al. 1999; Kalender 2006).

Sowohl die Anatomie als auch die Histomorphologie des felinen Mittel- und Innenohres wurden bereits
intensiv erforscht (Curthoys et al. 1977; Heitmann 2018; Kuypers et al. 2005). Die Histologie wurde in
der zuganglichen Literatur bislang nur in einer Studie am Beispiel von lediglich zwei Mittel- und
Innenohren einer Katze beschrieben und mit den Ergebnissen der bildgebenden Verfahren CT und uCT

verglichen (Seifert et al. 2012). Daher war ein erstes Ziel der vorliegenden Arbeit, die Reproduzierbarkeit
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der Vergleiche von CT, uCT und histologischer Schnitte anhand einer gréReren Anzahl von Katzenohren

zu untersuchen und mit den Ergebnissen der Literatur zu vergleichen.

In der experimentellen und klinischen Forschung werden als Fixationsmethoden von Knochenproben
u.a. das Tiefgefrieren und die Lagerung in Formalin angewendet (Hammer et al. 2014; Lander et al.
2014; Morita et al. 2013). In der zuganglichen Literatur fehlen Studien, die sich mit dem Einfluss
verschiedener Fixationsmethoden auf die Auswertung von bildgebenden Verfahren wie CT und uCT
beschaftigen und diesen Einfluss anhand von histologischen Schnitten evaluieren. Daher war ein
weiteres Ziel der vorliegenden Arbeit, die Einflisse verschiedener Fixationsmethoden (Tiefgefrieren,
Tiefgefrieren und mehrmaliges Wiederauftauen, Formalinfixierung) am Beispiel des felinen Mittel- und
Innenohres zu untersuchen. Dazu wurden zwei bildgebende Verfahren (CT und uCT) miteinander

verglichen und histologischen Prdparaten gegenlbergestellt.

Im Hinblick auf anatomische Besonderheiten im Bereich des Mittelohres wurden in der Literatur small
und hyperostotic tympanic bone spicules (STBS und HTBS) erstmals von Parzefall et al. (2015) beim Hund
im Rahmen von pathohistologischen Untersuchungen und CT-Scans beschrieben. Heitmann et al. (2016)
zeigten durch pathologische Untersuchung, dass HTBS auch bei anderen Spezies, wie z.B. Wolf, Fuchs,
Lowe, Leopard und Tiger vorkommen kdnnen. Bei der Hauskatze wurden in der zuganglichen Literatur
bislang keine STBS oder HTBS festgestellt. Daher war ein weiteres Ziel der vorliegenden Arbeit, zu

untersuchen, ob diese Strukturen auch bei der Hauskatze mittels CT und uCT zu finden sind.
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2 LITERATURUBERSICHT

2.1 Anatomie des Mittel- und Innenohres

2.1.1 Mittelohr

Das Mittelohr befindet sich im Paukenteil (Pars tympanica) des Schldfenbeins (Os temporale).
Der Paukenteil bildet zusammen mit dem Felsenteil (Pars petrosa) und dem Warzenteil
(Pars mastoidea) die Felsenbeinpyramide. Durch die Ohrtrompete (Tuba auditiva oder Eustachische
Roéhre) steht das Mittelohr mit der Rachenhohle in Verbindung (Nickel et al. 2004). Das Trommelfell
stellt die Begrenzung zum auReren Ohr dar und Ubertragt die Schallwellen aus dem Gehdérgang zu den
Gehorknochelchen. Es besteht aus drei Schichten: der duBeren Hautschicht (Stratum cutaneum), der
bindegewebigen  Eigenschicht (Stratum proprium) und der inneren Schleimhautschicht
(Stratum mucosum). Das Stratum proprium ist Gber den Anulus fibrocartilagineus mit dem Anulus
tympanicus verbunden. Das erste Gehorknéchelchen, der Hammer (Malleus), findet seinen Ansatz mit
dem Hammerstiel (Manubrium mallei) am Trommelfellnabel (Umbo membranae tympani) und
ebenfalls im Stratum proprium. Von aullen ist der Hammerstiel in Form eines hellen Streifens, der
sog. Stria mallearis, sichtbar. Im dorsalen Teil des Trommelfells weilst der Anulus fibrocartilagineus eine
Lucke auf und der bindegewebige, lockere Verschluss wird als Pars flaccida (Shrapnell’sche Membran)
bezeichnet. Der Ubrige, straffe Teil des Trommelfells ist die Pars tensa (Kénig & Liebich 2015; Nickel et
al. 2004) (Abb. 1). Bei der Katze besitzt das nach lateral spitz ausgezogene und sich stumpfkegelformig
gegen die Paukenhohle vorwdlbende, eher runde Trommelfell einen Flacheninhalt von etwa 42 mm?
(Chole & Kodama 1989; Harvey et al. 2003; Hudson & Hamilton 2010; Nickel et al. 2004; Nummela
1995). Die Dicke variiert in den unterschiedlichen Abschnitten des Trommelfells, im Bereich des

Manubrium mallei als
Stria mallearis

Pars tensa

Anulus tympanicus

Abbildung 1: Otoskopische Sicht vom duReren Gehoérgang auf das Trommelfell der Katze.
Ausschnitt aus Gotthelf (2008) (links) und eigene Aufnahme (rechts).
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Hammerstiels liegt sie bei maximalen Messwerten von 60 um im Durchschnitt bei 35 pum. Im Bereich
des Anulus fibrocartilagineus ist die Dicke maximal mit 99 um und einem Durchschnitt von 54 pm.
Zum Zentrum hin verringert sie sich auf einen Minimalwert von 5,5 um im unteren Teil. Im hinteren
oberen Teil des Zentrums reicht die Dicke bis hin zu 30 um. Im Allgemeinen konnten fir den hinteren
(posterioren) Abschnitt signifikant kleinere Werte festgestellt werden als flr den vorderen (anterioren)

(Kuypers et al. 2005).

2.1.1.1 Paukenhohle

Die Paukenhohle (Cavum tympani) liegt im Inneren der Felsenbeinpyramide und ist in drei Abschnitte
eingeteilt: das dorsale Epitympanicum, das mittlere Mesotympanicum und das ventrale
Hypotympanicum. Ausgekleidet wird sie groRtenteils von einem einschichtigen Plattenepithel und
teilweise von einem Flimmerepithel. Zweitgenanntes bedeckt zusatzlich samtliche Strukturen innerhalb
der Paukenhdhle wie die Gehdrkndchelchen.

Die glatte, mediale Wand des Mesotympanicums wird vom Felsenteil des Schlafenbeins gebildet,
enthalt das in die Paukenhohle ragende Vorgebirge (Promontorium) und wird durch zwei Fenster
unterbrochen. Rostrodorsal befindet sich das von der Steigblgelplatte verschlossene, ca. 1,46 mm?
groRe, ovale Fenster oder Vorhoffenster (Fenestra vestibuli) (Hemilda et al. 1995), lUber das die
Schallwellen von den Gehorknochelchen an das Innenohr weitergeleitet werden. Kaudoventral davon
befindet sich das von der Membrana tympani secundaria verschlossene runde Fenster oder
Schneckenfenster (Fenestra cochleae) (Harvey et al. 2003) (Abb. 2). Die Membran besteht wie das

Trommelfell aus drei Schichten: ein &duleres Epithel zum Mittelohr hin, eine bindegewebige

Abbildung 2: Transversalschnitt  durch  die
Felsenbeinpyramide mit eréffneter Paukenhohle.

a Pars tympanica der Felsenbeinpyramide, a“ Pars
petrosa, a‘ Pars mastoidea; 1 Meatus acusticus
externus, 1 Anulus tympanicus, 2 Cavum tympani,
2 Hypotympanicum, 2 Bulla tympanica, 3 Ostium
tympanicum tubae auditivae, 4 Fissura
petrotympanica, 5 Promontorium, 6 Recessus
epitympanicus, 7 Hammer, 8 Amboss, 9 Steigbtgel,
10 M. tensor tympani, 11 M. stapedius, 12 Canalis
facialis, 13 Schneckenfenster, 14 Vorhof, 15 Cochles,
16 — 16 durchscheinende Canales semicirculares
ossei, 16 Canalis semicircularis anterior, 16" Canalis
semicircularis posterior, 16“Canalis semicircularis
lateralis, 14 — 16" = knochernes Labyrinth,
17 N. facialis, 18 durchscheinendes Ganglion geniculi,
19  durchscheinender N.  petrosus  major,
20 N. stapedius, 21 Chorda tympani,
22 N. tympanicus, 22° Verbindungsast des
N. tympanicus zum N. petrosus major, 23 N. petrosus
minor. Aus Nickel et al. (2004).
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Verbindungsschicht und ein inneres Epithel zum Innenohr hin. Sie besitzt eine Dicke von 15 bis 20 um
(Goycoolea et al. 1987; Miriszlai et al. 1978). Die Hinterwand wird von der Pars mastoidea und der
Pars tympanica gebildet. Die Vorderwand, auch Pars tubarius genannt, wird von der Pars tympanica
gebildet und enthalt die Mindung der Ohrtrompete in die Paukenhéhle im sog. Ostium tympanicum
tubae auditivae. Den Boden und den grofRten Teil der Seitenwand bildet die im Hypotympanicum
liegende Paukenblase (Bulla tympanica). Das ist eine groRRe, oberflachlich glatte, dinnwandige, nach
ventral die Schddelbasis Uberragende, halbkugelige Knochenblase. GréRe und Form der beiden Bullae
sind je nach Rasse verschieden. Die Bullae eines Tieres besitzen ebenfalls keine einheitliche GroRe
(Benigni & Lamb 2006). Das Volumen betragt bei der Katze etwa 0,9 cm?® bei einem Durchmesser von
immer unter 1 cm (Harvey et al. 2003; Huang et al. 1997). Die Dicke der kndchernen Paukenwand
unterscheidet sich bei mannlichen Katzen mit ca. 0,3 mm deutlich von weiblichen Katzen mit ca.
0,25 mm. Die maximale Hohe und maximale Lange liegt bei ca. 16 mm und ca. 19 mm (Wysocki 2006).
AusschlielRlich bei der Katze wird die Paukenblase durch ein horizontales Knochenseptum
(Septum bullae) in eine dorsolaterale und eine ventromediale Etage geteilt, die Uber einen freien Raum
zwischen Septum und kaudomedialer Paukenhdhlenwand miteinander in Verbindung stehen.

Im Epitympanicum mit dem darin liegenden Recessus epitympanicus befinden sich die drei
Gehorknochelchen (Ossicula auditus), die Paukensaite (Chorda tympani) und das sich in die
Paukenhohle vorwolbende Trommelfell. Die Chorda tympani ist ein dinner, vom N. facialis
abzweigender Nervenstrang, der nach kurzem Verlauf im Facialiskanal (Canalis facialis) zwischen
Hammerstiel und langem Ambossschenkel durch die Paukenhohle zieht und durch die
Fissura petrotympanica aus dem Felsenbein austritt (Nickel et al. 2004). Daneben durchlaufen noch der
N. tympanicus, der N. stapedius und die Nn. petrosus major und minor die Paukenhohle (Abb. 2) (Nickel
et al. 2004). Der N. facialis (VIl. Gehirnnerv) verlauft nach Austritt aus der Schadelhdhle zunéachst
zusammen mit dem N. vestibulocochlearis im inneren Gehdrgang (Meatus acusticus internus).
Im Anschluss verlduft er separat im Canalis facialis weiter, der von rostral durch das Felsenbein gegen
die Paukenhohle lauft und dorsal des Vorhoffensters entweder nur in diese in Form der Prominentia
canalis facialis hervorragt oder sich kurz komplett in sie eréffnet (Abb. 2). Der Canalis facialis mindet
nach weiterem Verlauf in caudolateraler Richtung im Foramen stylomastoideum an der
Schadeloberflache (Nickel et al. 2004).

Es befinden sich zwei Muskeln im Epitympanicum der Paukenhohle. In einer Mulde
(Fossa muscularis major) im rostromedialen Winkel entspringt der rundliche Spanner des Trommelfells
(M. tensor tympani), er inseriert mit einer schlanken Sehne am Processus muscularis des Hammerstiels.
Die Innervation erfolgt durch den N. tensoris tympani des N. pterygoideus des N. trigeminus. Eine
Kontraktion des Muskels fihrt zum Spannen des Trommelfells und zur Dampfung der Ubertragenen

Schwingungen hin zum Innenohr (Konig & Liebich 2015; Nickel et al. 2004). Der Steigbigelmuskel
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(M. stapedius) entspringt in der Fossa muscularis minor an der Paukenhohlenwand zwischen dem
Vorhoffenster und dem Canalis facialis und inseriert mit seiner Sehne am Steigblgelkopfchen (Abb. 2).
Er wird vom N. stapedius des N. facialis innerviert und ist der kleinste quergestreifte Muskel des Korpers.
Durch die Kontraktion wird die Position der FuRplatte des Steigbigels im Vorhoffenster verandert und
die Ubertragung hoherer Schallfrequenzen zur Schnecke begiinstigt. Ein normaler Muskeltonus fiihrt

zur Dadmpfung der Gbertragenen Schwingungen (Gotthelf 2008; Nickel et al. 2004; Steinitz 1906).

2.1.1.2 Gehorknochelchen

Es gibt drei verschiedene Gehorknochelchen: Hammer (Malleus), Amboss (Incus) und Steigblgel
(Stapes). Sie sind die kleinsten Knochen im Korper (Folowosele et al. 2004). Die drei Lamellenknochen
sind beweglich miteinander verbunden und stellen eine abgewinkelte Kette zur Ubertragung der
Schallwellen vom Trommelfell zum Vorhoffenster dar (Abb. 3).

Der Hammer ist mit dem Hammerstiel in der Eigenschicht des Trommelfells fest verankert. Dieser ist
Uber den Hammerhals (Collum mallei) mit dem dicken Hammerkopf (Caput mallei) verbunden. An dem
Ubergang von Hammerstiel zu Hammerhals befindet sich der Proc. muscularis fir den Ansatz der Sehne
des M. tensor tympani. Der Hammer wird durch

drei Bander befestigt. Das Lig. mallei laterale breve \'}\

verbindet den Proc. lateralis des Hammerhalses

Crus

mit dem Anulus tympanicus, das Lig. mallei )-'A & ‘ longmn hinterer
me i Lmsenbemchen Srhenkel
rostrale verbindet den Proc. rostralis an der b 5
Corpus‘f‘t A\
. . Y ~—Fuf-
Vorderseite des Hammerhalses mit der ,.’ j S‘&“gﬂ - Pt
Art. incudo="7 ;

Paukenhdhlenwand im Recessus epitympanicus malleolaris Képfchen
¥ , Hals
. . . s . V'3 /
und das Lig. mallei superficiale verbindet den Kopf— " gam

Proc. muscularis

'(. . /
3
/ 5 Stiel
/

Proc. lateralis

Hammerkopf mit dem Dach des Recessus
epitympanicus (Paries tegmentalis).
Zur Artikulation mit dem Amboss besitzt der
Hammerkopf zwei Gelenkflachen, das
entsprechende Gelenk wird als \

Art. incudomallearis bezeichnet (Harvey et al.

Abbildung 3: Linksseitige Darstellung der
Gehorknochelchen. Aus Nickel, Schummer et al.
Der Amboss liegt wie der Hammerkopf im  (2004).

2003; Konig & Liebich 2015; Nickel et al. 2004).

Recessus epitympanicus, mit dem er ebenfalls
durch mehrere Bander (Ligg. incudis) verbunden ist. Er teilt sich auf in einen Koérper (Corpus incudis)
und zwei ungleich lange Schenkel (Crus breve und Crus longum). Der kurze Schenkel liegt nahezu

horizontal, der lange hingegen ist nach unten und leicht nach medial gekrimmt. An diesen flgt sich
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Uber den Pedikel, einen sehr diinnen Knochen, das Linsenbeinchen (Os lenticulare) an. Es besteht hier
keine gelenkige Verbindung, daher stellt das Linsenbeinchen kein eigenes Gehdrkndchelchen dar, wie
lange Zeit vermutet wurde (Funnell et al. 2005). Mit dem Steigbigelkopfchen (Caput stapedis) hingegen
steht es Uber eine Gelenkflache in gelenkiger Verbindung (Art. incudostapedia). Das Langenverhaltnis
vom Hammerstiel zum Crus longum des Amboss betragt bei Katzen 3,1 + 0,6 zu 1 (EI-Mofty & El-Serafy
1967; Hudson & Hamilton 2010) und ist somit zwei- bis dreimal so hoch wie das entsprechende
Verhéltnis beim Menschen (Evans & De Lahunta 2013; Getty et al. 1956). Dadurch ist méglicherweise
erklarbar, weshalb die Katze sehr leise Gerdusche wahrnehmen kann und der Mensch nicht (EI-Mofty &
El-Serafy 1967; Harvey et al. 2003).

Der Steigblgel besteht neben dem bereits erwahnten Steigblgelkopfchen aus zwei Schenkeln
(Crus anterior und Crus posterior) und einer Fulplatte (Basis stapedis), die Uber das
Lig. anulare stapedis am Rand des Vorhoffensters befestigt sind. Zwischen den Schenkeln spannt sich
die Membrana stapedis auf (Harvey et al. 2003; Konig & Liebich 2015; Nickel et al. 2004). Die FuBplatte
ist eine sehr dlinne Knochenplatte, die an der breitesten Stelle einen Durchmesser von 1,72 mm besitzt
(Hemild et al. 1995). Mittels uCT-Aufnahmen konnte weiterhin festgestellt werden, dass die zum
Vorhoffenster zeigende Flache der FuBplatte konvex ist und die Kante mit einem darauf liegenden,
aufrechten Rand verstarkt ist. Der Knochen im oberen Teil des Steigbiigels ist deutlich dicker als im Rest,
die Schenkel und der untere Teil sind ausgehohlt und extrem dinn. Der hintere Schenkel ist etwas

breiter und starker gebogen als der vordere Schenkel (Decraemer et al. 2003).

2.1.1.3 Ohrtrompete

Die Ohr- oder Hortrompete dient einerseits dem Druckausgleich in der Paukenhdhle, der wegen der
Luftresorption durch die Schleimhaut im Mittelohr nétig ist, andererseits dem Abfluss von gebildeten
Sekreten der nahe der Miindung liegenden Becherzellen im Flimmerepithel. Die Ohrtrompete verlauft
im Bereich der ventrorostralen Mindung in der Paukenhéhle im Ostium tympanicum tubae auditivae
zunachst in einer kurzen Knochenrinne, dem knoéchernen Teil (Pars ossea tubae auditivae) (s. Abb. 2).
Der folgende knorpelige Teil (Pars cartilaginea tubae auditivae) schlieft sich bei der Katze zu einer
Schleimhautrohre, die vom Tubenknorpel (Cartilago tubae auditivae) gestiitzt wird. Diese R6hre miindet
im Ostium pharyngeum tubae auditivae im Atmungsrachen (Pharynx respiratorius), daher wird sie auch
als Tuba pharyngotympanica bezeichnet (Kénig & Liebich 2015; Nickel et al. 2004). Sie besitzt bei der
Katze eine Lange von 15 bis 20 mm (Evans & De Lahunta 2013; Harvey et al. 2003; Hudson & Hamilton
2010; Rose 1978).
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2.1.2 Innenohr

Das Innenohr (Auris interna) besteht aus der von der Pars petrosa der Felsenbeinpyramide, dem
hartesten Knochen des Korpers, gebildeten Knochenstruktur, dem sog. knodchernen Labyrinth
(Labyrinthus osseus) mit einer GréfRe von 15 mm (Gotthelf 2008). In diesem liegt ein membrandses
Hohlorgan, das sog. hautige Labyrinth (Labyrinthus membranaceus). Zwischen den genannten
Labyrinthen befinden sich die mit einer wassrigen Flissigkeit, der Perilymphe, gefillten
perilymphatischen Raume (Spatia perilymphatica). Diese stehen Uber den Aquaeductus vestibuli und
den Aquaeductus cochleae in Verbindung mit dem Subdural- bzw. Subarachnoidalraum
(Cavum leptomeningicum) der Gehirnhdute. Daneben beherbergt die Pars petrosa noch den
Meatus acusticus internus und den Canalis facialis, sowie den Warzenfortsatz (Proc. mastoideus) und
den N. trigeminus im Canalis nervi trigemini. Auf letztere wird nicht weiter eingegangen, da sie fur das

Ohr und die Studie keine direkte Rolle spielen.

Abbildung 4: Schematische Darstellung der
eroffneten Paukenhohle und des knochernen

Labyrinths.
1 Anulus tympanicus, 2 Trommelfell,
3 Hypotympanicum, 3 Epitympanicum,

4 Hammerstiel, 4 Hammerkopf, 5 Amboss,
6 Linsenbeinchen, 7 Steighlgel, 7° Steigblgelplatte,
8 Schneckenfenster, 9 Promontorium, 10 Recessus
sphaericus, 10" Recessus ellipticus, 10 & 10 Vorhof,
11 Crista vestibuli, 12 Canalis semicircularis anterior,
12° Canalis semicircularis posterior, 12“Canalis
semicircularis lateralis, 13 Crus osseum commune,
14 Crus osseum simplex, 15 Ampulla ossea anterior,
15° Ampulla ossea lateralis, 15 Ampulla ossea
posterior, 16 Cochlea, 17 Modiolus, 18 Lamina spiralis
ossea, 19 Scala tympani, 20 Scala vestibuli,
21 Helicotrema, 22 Pars superior des N. vestibularis,
22" Pars inferior des N. vestibularis, 23 N. cochlearis.
Aus Nickel et al. (2004).

Die AuBenwand des hautigen Labyrinthes besteht aus einer Basalmembran und einem einschichtigen
Plattenepithel und wird durch zarte Bindegewebsfasern an der mit Periost ausgekleideten Innenwand

des kndchernen Labyrinthes befestigt (Kénig & Liebich 2015; Nickel et al. 2004).
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2.1.2.1 Kndchernes Labyrinth

Das knocherne Labyrinth setzt sich aus vier verschiedenen Strukturen zusammen: Der zentrale
Hohlraum (Vorhof oder Vestibulum) mit den caudodorsal liegenden knochernen Bogengdngen
(Canales semicirculares ossei), der rostroventral gelegenen Schnecke (Cochlea) und dem schadelwarts
gerichteten inneren Gehorgang, Uber den die Nn. facialis und vestibulocochlearis ins Innenohr gelangen
(Nickel et al. 2004).

Der Vorhof grenzt mit seiner lateralen Wand an die Paukenhohle an. Durch die an der medialen Wand
liegende Knochenleiste, die Crista vestibuli, wird er in zwei unterschiedlich groRe Nischen aufgeteilt.
Die etwas kleinere, rostral gelegene, rundliche Nische (Recessus sphaericus) beherbergt den Sacculus
des hautigen Labyrinths. Die groRere, caudodorsal liegende, ovale Nische (Recessus ellipticus) ist Sitz
des Utriculus. Verbindungen besitzt der Vorhof tiber das verschlossene Vorhoffenster zur Paukenhohle,
Uber die Scala vestibuli zur Schnecke, Uber je ein medial, lateral, ventral und dorsal gelegenes Loch in
seiner Hinterwand zu den knéchernen Bogengdngen und Uber den Endolymphgang
(Aquaeductus vestibuli oder Ductus endolymphaticus) zum blind endenden Endolymphsack (Saccus
endolymphaticus) im Subduralraum (Ekdale 2013; Konig & Liebich 2015; Nickel et al. 2004) (Abb. 4).
Die knochernen Bogengange werden von drei nahezu senkrecht zueinanderstehenden,
halbkreisformigen Knochenkanélchen gebildet, die teilweise mit einer Erweiterung (sog. Ampulla ossea)
am Vorhof beginnen. Man unterscheidet einen rostralen transversalen Gang (Canalis semicircularis
anterior), einen hinteren sagittalen Gang (Canalis semicircularis posterior) und einen lateralen
horizontalen Gang (Canalis semicircularis lateralis). Jeder Bogengang besteht aus zwei Schenkeln
(Crura ossea), die entweder einzeln oder gemeinsam und mit oder ohne Ampullenbildung im Vorhof

munden (Abb. 5 und Tab. 1).

Tabelle 1: Ubersicht Uber die Vereinigung einzelner Schenkel und die Art ihrer Mindung im Vorhof.
Nach Nickel et al. (2004).

Mit Ampullenbildung, einzeln Lateraler Schenkel des transversalen, rostraler des horizontalen und
7
caudaler des sagittalen Bogengangs als Crura ossea ampullaria

_ Caudaler Schenkel des
einzeln horizontalen Bogengangs als
Ohne Crus osseum simplex

Rostraler Schenkel des sagittalen
Vereinigung & medialer Schenkel des
transversalen Bogengangs als
Crus osseum commune

Ampullenbildung

Die Abmessungen der einzelnen Bogengange wurden von Curthoys et al. (1977) fur die Katze bestimmt.
Der horizontale Bogengang besitzt einen durchschnittlichen Innendurchmesser von 0,28 - 0,32 mm,
der vordere von 0,29 - 0,39 mm und der hintere von 0,28 - 0,35 mm. Die durchschnittliche Lange, Hohe

und Breite der vorliegenden Ampullen betrdagt 1,00 mm, 1,14 mm und 0,89 mm. Der von den
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Bogengdngen beschriebene virtuelle Kreis hat einen Durchmesser von ca. 3 bis 4 mm bei einem Radius
von ca. 2 mm je Bogengang (Wysocki 2006).

Die Schnecke besteht aus einer saulenférmigen,
schmalen Schneckenspindel (Modiolus), die die Achse
fir den sich spiralig darum hochwindenden,
ca. 23 mm langen Schneckengang (Canalis spiralis
cochleae) darstellt (Wysocki 2001). Bei der Katze
weist dieser 2,75 Windungen auf, die durch
knécherne Zwischenwande voneinander getrennt
sind. Die basale Windung ist S-férmig gekrimmt, hat
einen Durchmesser von 4 mm und ragt in Form des
Promontoriums in die mediale Wand der
Paukenhohle. Die Gesamthohe der Spirale betragt ca.

7 mm (Harvey et al. 2003). Die Basis des Modiolus

(Basis modioli) ist nach dorsomedial und leicht nach

7

caudal ausgerichtet, die Schneckenspitze (Cupula

Abbildung 5: Kndchernes Labyrinth

leicht

cochleae) folglich nach ventrolateral und
rostral. Der Schneckengang wird durch eine senkrecht
zur Spindelachse stehende Knochenlamelle, die
Lamina spiralis ossea, in zwei Treppengadnge
unterteilt. Die oberhalb der Knochenlamelle gelegene
Vorhoftreppe, Scala vestibuli und die unterhalb

gelegene Paukentreppe, Scala tympani. Die Lamina

ventrolateraler Ansicht.

1 Canalis semicircularis lateralis, 1° Canalis
semicircularis posterior, 1“ Canalis
semicircularis anterior, 1 Crus osseum

commune, 1V Cros osseum simplex, 2 Ampulla
ossea lateralis, 2° Ampulla ossea posterior,
2“ Ampulla  ossea anterior, 3  Vorhof,
4 Aquaeductus vestibuli, 5 Vorhoffenster,
6 Schneckenfenster, 7 Schnecke. Aus Nickel et
al. (2004).

wird in ihrem Verlauf beginnend zwischen Vorhofs-

und Schneckenfenster bis hin zum Hakchen (Hamulus spiralis cochleae) an der Schneckenspitze immer
schmaler. Im Bereich der basalen Windung hat die Knochenlamelle eine Dicke von ca. 40,0 um, bei der
mittleren Windung noch ca. 24,8 um und bei der apikalen Windung ist sie nur noch ca. 10,6 um dick
(Shepherd & Colreavy 2004). Da sie weder die AuRenwand noch die Spitze des Schneckengangs erreicht,
kommunizieren die beiden Treppengange in diesen Bereichen miteinander. Die Vorhoftreppe beginnt
im Vorhof und die Paukentreppe steht Gber das von der Membrana tympani secundaria verschlossene
Schneckenfenster mit der Paukenhohle in Verbindung. Die beiden Treppen gehen im Helicotrema,
einem trichterférmigen, elliptischen Hohlraum, der die Schneckenspitze bildet und parallel zur
Spindelachse verladuft, ineinander Uber. Im Querschnitt besitzt die Scala vestibuli eine Hohe von zu
Beginn ca. 1,7 mm und eine Breite von ca. 1,9 mm. Im Bereich des Helicotremas hat sich die Hohe auf

0,4 mm und die Breite auf 0,5 mm reduziert. Die Scala tympani hat an ihrem Ursprung am
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Schneckenfenster eine Hohe von ca. 0,25 mm und steigt nach 4 mm Lange auf 1,7 mm an, die Breite
erhoht sich ebenfalls von anfangs 0,75 mm auf 2,2 mm. Zur Spitze hin sinkt die Hohe auf 0,4 mm und
die Breite auf 0,2 mm ab (Wysocki 2001).

Das Corti’sche Organ des Gehororgans wird mittels peripherer Nervenfortsdtze aus den bipolaren
Nervenzellen des Ganglion spirale cochleae innerviert. Das Ganglion liegt in einem der feinen
Knochenkanélchen in der Schneckenspindel, dem Canalis spiralis modioli an der Basis der Lamina spiralis
ossea. Die Knochenkanélchen besitzen basal einen Durchmesser von ca. 2,2 + 1,6 um, im Bereich der
mittleren Windung 1,3 £+ 0,9 um und in den apikalen Windungen 1,5 + 1,2 um (Shepherd & Colreavy
2004). Die zentralen Axone werden gesammelt als Fasern des N. cochlearis in den parallel zur
Spindelachse verlaufenden Canales longitudinales modioli gehirnwaérts geleitet (Konig & Liebich 2015;
Nickel et al. 2004). Im bis zur Schneckenspitze verlaufenden Schneckengang verlduft der N. modiolus.
Er besitzt einen mittleren Durchmesser von ca. 1,64 mm bei einer durchschnittlichen Lange von
ca. 2,50 mm (Badi et al. 2002).

Von der Scala tympani zweigt der Perilymphgang (Ductus perilymphaticus oder Aquaeductus cochleae)
ab. Dieser stellt tUber eine Offnung in der Pars petrosa des Felsenbeins eine Verbindung vom
Perilymphraum (Spatium perilymphaticum) zum Subarachnoidalraum her (Ekdale 2013; Wicke & Firbas
1974).

2.1.2.2 Hautiges Labyrinth

Das hautige Labyrinth enthalt das Gleichgewichtsorgan, Pars statica labyrinthi oder Vestibularapparat
(Apparatus vestibularis), und das Gehoérorgan, Pars auditiva labyrinthi oder hautige Schnecke (Ductus
cochlearis) (Abb. 6). Diese legen sich an die Innenflaiche des knochernen Labyrinthes an,
die freibleibenden Zwischenrdume sind mit Perilymphe gefillt. Die Hohlrdume des hautigen
Labyrinthes sind mit viskoser Endolymphe gefillt (Kénig & Liebich 2015; Nickel et al. 2004). Ausgekleidet
wird die Wand mit einer Basalmembran, der dinnen, bindegewebigen Lamina propria und einem
einschichtigen Plattenepithel, der Lamina epithelialis. Die Epithelzellen dienen vor allem der Produktion

der Endolymphe (Koénig & Liebich 2015; Nickel et al. 2004; Salomon et al. 2015).

2.1.2.2.1 Gleichgewichtsorgan

Das Gleichgewichtsorgan setzt sich aus den im Vorhof liegenden Vorhofsdackchen (Sacculus und
Utriculus) und den drei hdutigen Bogengdngen (Ductus semicirculares) mit ihren hautigen Ampullen
(Ampullae membranaceae) zusammen. Sacculus und Utriculus werden durch den Ductus
utriculosaccularis miteinander verbunden, von ihm zweigt der Ductus endolymphaticus im Aquaeductus
vestibuli ab (Abb. 6). Die drei Ductus semicirculares liegen innerhalb der Canales semicirculares ossei
und verhalten sich hinsichtlich Mindung und Ampullenbildung im Vorhof entsprechend der Kanale

(s. Tab. 1) (Nickel et al. 2004). Sie werden daher auch als Ductus semicircularis lateralis, transversalis
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und sagittalis bezeichnet und der laterale Schenkel des transversalen, der rostrale des horizontalen und
der caudale des sagittalen hautigen Bogengangs bilden im Bereich der Mindung in den Vorhof jeweils
eine hadutige Ampulle, die dementsprechend als Ampulla membranacea lateralis, transversalis und
sagittalis bezeichnet werden (Abb. 6). Ausgekleidet werden die Ductus semicirculares Uberwiegend mit
einem einschichtigen Plattenepithel, nur an den Stellen mit Kontakt zu Sinneszellen liegen spezifische
Neuroepithelien vor. Jede Ampullae membranaceae besitzt an der Kontaktstelle mit dem N. vestibularis

eine leistenférmige Einstllpung aus einem hochprismatischen Epithel, die sog. Crista ampullaris.

7 ' “ " / Abbildung 6: Schema des hautigen La?byrinths.
% /;{; ;\ . ) a Cavum tympani, b Meatus acusticus internus,
% e : ,, i c Knochenkapsel des  hdutigen  Labyrinths,
‘ d Steighligel, e Membrana tympani secundaria,
f Dura mater; 1 Modiolus, 2 Lamina spiralis ossea,
3 Scala tympani, 4 Scala vestibuli, 4" Helicotrema,
5 Aquaeductus tympani, 6 Aquaeductus vestibuli,
7 Canales semicirculares ossei mit
perilymphatischen Raumen, 8 Vorhof, 9 Utriculus,
10 Sacculus, 11 Ductus utriculosaccularis,
12 Ductus semicircularis anterior, 12° Ductus
semicircularis posterior, 12 Ductus semicircularis
lateralis, 13 Ampulla membranacea transversalis,
13 Ampulla membranacea sagittalis, 13 Ampulla
membranacea lateralis, 14 Crus membranaceum
commune, 14 Crus membranaceum simplex,
15 Ductus endolymphaticus, 9 — 15 = Vestibular-
apparat, 16 Ductus reuniens, 17 Caecum
vestibulare, 18 Ductus cochlearis,
19 N. vestibularis, 19 Pars  superior des
N. vestibularis, 19 Pars inferior, 20 Pars inferior
des Ganglion vestibulare, 20° Pars superior,
21 N. utriculoampullaris, 22 N.  saccularis,

/ — % 23 N. ampullaris posterior, 24 N. cochlearis,
/ (2250(32;g|i0n spirale cochleae. Aus Nickel et al.

Das Neuroepithel besteht aus Stitzzellen mit dazwischen liegenden Sinneszellen, die bis zu 100

Stereozilien und eine Kinozilie tragen. Der Crista ampullaris liegt eine ins Lumen ragende, strukturierte
Gallertkappe, die Cupula, auf, in die die Stereozilien der Sinneszellen hineinreichen.
Rotationsbeschleunigungen wie Kopfwenden oder Seitwartsneigen flhren aufgrund der tragen
Endolymphe innerhalb der Bogengénge zu einer Auslenkung der Cupula in den Ampullen und folglich zu
einer Bewegung der Stereozilien. Diese Auslenkung relativ zur Kinozilie 16st letztendlich einen Reiz in

den Sinneszellen aus (Abb. 7) (Konig & Liebich 2015; Nickel et al. 2004; Salomon et al. 2015).
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Die Macula saccularis und die Macula
Endolymphe

) utricularis  stellen flache, ovale
Sinneszelle

Erhebungen in der medialen Wand
Zugang vom

Utriculus um

Bogengang  de€r Vorhofsackchen dar und sind fast

wie die Cristae ampullares aufgebaut

(Abb. 7). Der einzige Unterschied ist,

Stutzzellen

N. ampullaris dass in die Gallertschicht kleine,

Abbildung 7: Schematische Darstellung einer Ampulla

prismatische Kalziumcarbonat-
membranacea. Aus Heitmann (2018).

kristalle (sog. Ohrsteinchen oder
Statolithen bzw. Statokonien) eingelagert sind, daher wird die hier vorliegende Membran auch als
Statolithenmembran (Membrana statoconiorum) bezeichnet. Diese ist schwerer als die Endolymphe,
daher kénnen in den Maculae Translationsbeschleunigungen (Linearbewegungen) registriert werden.
Die Innervation des Gleichgewichtsorgans erfolgt Gber die Pars superior des N. vestibularis, bestehend
aus den Nn. ampullares (zur Innervation der transversalen und horizontalen Ampullen), dem
N. utricularis (zum Utriculus) und dem N. saccularis (zum Sacculus) und die Pars inferior bestehend aus
dem N. ampullaris posterior (zur sagittalen Ampulle). Der N. vestibularis ist ein Teil des VIII. Gehirnnervs,

des N. vestibulocochlearis (Abb. 6) (Kénig & Liebich 2015; Nickel et al. 2004; Salomon et al. 2015).

2.1.2.2.2 Gehororgan

Der Ductus cochlearis ist ein dreieckiger Schlauch, der sich spiralig um den Modiolus windet. Der Ductus
liegt zwischen den beiden Treppengdngen, ist mit Endolymphe gefillt und enthalt Sinneszellen flr den
Gehorsinn. Er entspringt mit dem Caecum vestibulare und endet blind mit dem Caecum cupulare.
Uber den Ductus reuniens besteht eine Verbindung zum Sacculus.

Die ventrale Wand (Paries tympanicus ductus cochlearis) wird von der Lamina basilaris, einer diinnen
Bindegewebsplatte, gebildet (Abb. 8). Auf ihr befindet sich das Spiralorgan oder Corti’'sche Organ
(Organum spirale), das Schallwellen in Nervenreize umwandelt. Die dorsale Wand (Paries vestibularis
ductus cochlearis) stellt die Begrenzung zur Scala vestibuli dar und wird von der mit einschichtigem
Plattenepithel ausgekleideten Reissner’'schen Membran (Membrana vestibularis) gebildet.
Die AuRenwand (Paries externus ductus cochlearis) wird von dem fest mit dem Periost der kndchernen
Schnecke verwachsenen Spiralband (Ligamentum spirale cochleae) gebildet. Dieses besitzt ventral eine
Erhebung (Prominentia spiralis) flr das Vas prominens. Oberhalb dieser wird das Spiralband von einem
Endolymphe bildenden, gut kapillarisierten, epithelartigen Zellverband, der Stria vascularis, bedeckt.
Die Innenwand, also der freie Rand der Lamina spiralis ossea, wird durch einen Saum (Limbus laminae
spiralis osseae) verstarkt. Dieser wird durch die Lamina basilaris in einen oberen und in einen unteren

Auslaufer aufgeteilt, das Labium limbi vestibulare und tympanicum. Das mit einem einschichtigem,
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iso- bis hochprismatischem Epithel ausgestattete Labium limbi vestibulare dient dem Ansatz der
Membrana tectoria und begrenzt zusammen mit dieser den Sulcus spiralis internus. Die gallertige
Membrana tectoria Gberdeckt dartber hinaus die Sinneszellen des Corti’'schen Organs und spielt bei der
Ubertragung der Schwingungen hin zu wahrnehmbaren Sinnesreizen eine entscheidende Rolle (Abb. 8).
Das Corti'sche Organ besteht aus Stereozilien tragenden inneren und dulReren Haar- oder Horzellen, die
durch Tonofibrillen verstérkte innere und dulRere Stitzzellen (sog. Phalangen- oder Deiters’sche Zellen)
in ihrer Position gehalten werden. Die Horzellen sitzen axial und peripher vom inneren Tunnel, der
unterhalb der Membrana tectoria durch zwei Stltzpfeiler aus modifizierten Stltzzellen, den
sog. Pfeilerzellen gebildet wird. In ihrer Gesamtheit laufen die Horzellen entlang des Schneckengangs
in spiralférmig angeordneten Reihen mit einer axialen und drei bis finf peripheren Horzellen.
Zum Spiralband hin besteht das Spiralorgan aus hochprismatischen Hensen’schen Zellen und den an sie
anschliefenden kubischen Claudius’schen Zellen, die gemeinsam den Grund des Sulcus spiralis externus

bilden (Nickel et al. 2004; Salomon et al. 2015) (Abb. 8).

Scala vestibuli

Ductus ",
cochlearis Sulcus spiralis

B internus
AuRere Stereozilien, . Reissner’sche Membran

5 Kinozilie
Horzellen Innere

Stria vascularis Labium limbi vestibulare

Limbus laminae

Lig. spirale’ )
cochleae " spiralis osseae
" Lamina basilaris
Prominentia i
o ’ Ggl. spirale Lamina
- — spiralis ossea
Su.lcu‘.s - : _— - =/ ~— Astdes
spiralis oo Innera™ N. cochlearis
externus AuBere Pfeilerzell Stutzzellen ;
AuRere Pfeilerzelle L Labium limbi Periphere,
./ N . markhaltige
Lamina Stutzzellen tympanicum p
basilaris Nervenfasern

Scala tympani

Abbildung 8: Schematische Darstellung eines Schneckengangs im Querschnitt.
Aus Heitmann (2018).

Die durch Schallwellen entstandenen Schwingungen entsprechen Wellenbewegungen der nahezu
inkompressiblen Perilymphe in der Scala vestibuli. Diese werden auf die Lamina vestibularis, die Lamina
basilaris und den Ductus cochlearis Ubertragen. Dadurch erfolgt eine relative Verlagerung dieser
Strukturen zur Membrana tectoria, wodurch es zu einer Ablenkung der Stereozilien auf den Horzellen
kommt. Die Lamina spiralis ossea wird zur Schneckenspitze hin diinner, daher werden hochfrequente

Tone (Frequenz f) mit einer entsprechend niedrigen Wellenlange A (erklarbar durch die Formel fir die
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Schallgeschwindigkeit c: ¢ = A * f (Boge 1970)) von basalen Horzellen registriert, niederfrequente Téne
mit grolRer Wellenldange hingegen durch weiter apikal gelegene Horzellen.

Die Innervation erfolgt durch den N. cochlearis des N. vestibulocochlearis. Dieser tritt am Grund des
Modiolus axial in selbigen ein und teilt sich entsprechend dem Verlauf der Lamina spiralis ossea in
einzelne, markhaltige Fasern bzw. Faserblindel (zentrale Axone bipolarer Nervenzellen), die im Canalis
spiralis modioli liegen und in ihrer Einheit das Ganglion spirale cochleae darstellen. Von diesem treten
bis zur Unterseite der Lamina spiralis ossea zundchst ebenfalls markhaltige Nervenfasern facherférmig
aus, die dann nach Durchquerung des inneren Tunnels die Horzellen umspinnen (Kénig & Liebich 2015;

Nickel et al. 2004; Salomon et al. 2015) (Abb. 8).
2.1.3 Small und hyperostotic tympanic bone spicules

Unter small und hyperostotic tympanic bone spicules (STBS bzw. HTBS) versteht man kleine bzw.
hyperostotische, gestielte, trommelschlegelartige Knochenstrukturen, die in die Paukenhohle
hineinragen (Parzefall et al. 2015). Es wird von STBS gesprochen, wenn die eventuell vorhandene, auf
dem Ende des Stiels sitzende, runde Knochenstruktur einen Durchmesser von weniger als 1 mm besitzt.
Die Lange des Stiels spielt fur die Unterscheidung zwischen STBS und HTBS keine Rolle. Als HTBS werden
entsprechende Strukturen mit einem Kopfdurchmesser von 21 mm bezeichnet. STBS und die Stiele der
HTBS bestehen aus kompaktem Knochen mit Bindegewebe und einem Platten- oder Flimmerepithel.
Die runden, als Kopfe bezeichneten Spitzen der HTBS bestehen aus lebendem, vaskularisiertem
Lamellenknochen (Parzefall et al. 2015). Es liegen keinerlei Anzeichen fur entzliindliche Reaktionen oder
Nekrosen vor (Novales et al. 2015; Parzefall et al. 2015).

In den ersten Beschreibungen wurden STBS und HTBS noch als Otolithen bezeichnet und mit einer
Otolithiasis in Verbindung gebracht (Drees 2011; Farrow 1992; Ziemer et al. 2003). Parzefall et al. (2015)
stellten keinen Zusammenhang zwischen der Entwicklung von TBS und einer Entziindung fest, jedoch
kann eine entziindliche Ursache auch nicht ganzlich ausgeschlossen werden (Heitmann et al. 2016).
TBS wurden von Novales et al. (2015) erstmals als knécherne Strukturen (,,Mucoperiosteal Exostoses,
MpEs“) beschrieben. Die Bezeichnung mukoperiosteale Exostose wird als Synonym fiir die von Parzefall
et al. (2015) eingefliihrte Benennung der S- oder HTBS verwendet. HTBS wurden schon bei vielen
verschiedenen Tierarten festgestellt und untersucht. Novales et al. (2015) untersuchten an acht
afrikanischen Lowen Auftreten, Anzahl, Form, GroRe und Lage von MpEs mittels Réntgen, CT,
pathologischer Adspektion und histologischer Untersuchung. Bei allen Léwen lagen MpEs in mindestens
einer Paukenhohle vor, bei vier sogar bilateral. Heitmann et al. (2016) untersuchten in Routinesektionen
78 verschiedene Wirbeltierspezies (domestizierte, wilde oder im Zoo lebende Tiere) auf das Vorliegen
von STBS und HTBS. Diese wurden lediglich bei groRen felinen (u.a. beim sibirischen Tiger oder dem

afrikanischen Lowen) sowie bei mehreren groRen caniden Arten (u.a. beim Rotfuchs oder beim Wolf)
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entdeckt. Bei jeglichen anderen Arten wie kleineren Feliden (u.a. 205 domestizierte Hauskatzen),
anderen Carnivoren (WeiRbrustmarder, Europaischer Dachs, Waschbaér), Equiden (u.a. Uber 50 Pferde),
Paarhufern (u.a. Uber 20 Alpacas, jeweils Gber 30 domestizierte Schafe, Ziegen sowie Rinder, Uber
50 Schweine sowie 15 Rehe), Lagomorphen (Uber 50 europaische Hasen) oder Nagetieren (u.a. Uber
50 Hausmaduse und Minischweine, 25 groRe Pampashasen sowie 10 Langschwanz-Chinchillas) lagen
weder STBS noch HTBS vor. Bei Hauskatzen gibt es zum Vorliegen von STBS und HTBS in der

zuganglichen Literatur bisher ebenfalls keine Beschreibungen.

2.2 Computertomographie

2.2.1 Aufbau des Computertomographen

Die heutzutage meistangewandte Technik der CT basiert auf den 1975 entwickelten Geraten der dritten
Generation. Eingesetzt wird hierbei ein Facher- oder Kegelstrahl und ein mitrotierender Detektor, das
Untersuchungsobjekt bleibt unbewegt auf dem Patiententisch. Dieser verandert seine Position nur
entlang der z-Achse (Kalender 2006). Gerdte der vierten Generation besitzen anstelle des
mitrotierenden Detektorbogens einen feststehenden Detektorring Gber 360° (Schultz & Felix 1980).
Abhéangig von der Schichtanzahl M wird ein Facherstrahl mit 2D-Rekonstruktion (M=4) oder ein
Kegelstrahl mit 3D-Rekonstruktion (M>4) verwendet. Ein Szintillator wandelt die Rontgenstrahlen in
sichtbares Licht um, das anschlieRend mittels Linsen- oder Glasfaseroptik zum Detektor weitergeleitet

wird. Dort erfolgt die Umwandlung in ein elektrisches Signal (Kalender 2006).
2.2.2 Anwendung der Computertomographie

Die CT wird in der Humanmedizin heutzutage vielfaltig eingesetzt. U.a. bei der Planung und Diagnostik
operativer Eingriffe jeder Art (Von Schulthess 2017), im Rahmen der Osteoporosediagnostik
postmenopausaler Frauen (Brasileiro et al. 2017) oder zur Diagnose von Brustkrebs (Alcantara et al.
2014; Jafari et al. 2018). Des Weiteren wird die CT als beste Technik zur Untersuchung von Frakturen,
angeborenen Missbildungen und Osteodystrophien des Innenohres beschrieben (Casselman &
Bensimon 1997).

Die CT ist bei Hunden und Katzen gut dafiir geeignet, kndcherne Strukturen des Mittel- und Innenohres
darzustellen (Garosi et al. 2003). Bei der Diagnose einer moglichen Otitis media wird die CT ebenfalls
sowohl bei Katzen (Shanaman et al. 2012) als auch bei Hunden eingesetzt (Rohleder et al. 2006).

Die CT ist dabei praziser und zuverlassiger als Rontgenaufnahmen (Rohleder et al. 2006).
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2.3 Mikro-Computertomographie

2.3.1 Aufbau des Mikro-Computertomographen

uCT kénnen anwendungsbedingt verschieden aufgebaut sein. Die erstentwickelten uCT-Gerate wurden
zundachst ausschlieRlich in der Préklinik (ex vivo und in vitro) eingesetzt. Die Apparatur bestand aus
einem um die eigene Achse rotierenden Objekttisch und einer stationdren Multifokusréntgenréhre mit
Facherstrahl (Burstein et al. 1984; Kujoory et al. 1980). Der heute immer noch meist angewendete
Kegelstrahl-Algorithmus zur Erzeugung von dreidimensionalen Bildern wurde von Feldkamp et al. (1984)
entwickelt und danach von vielen Forschern tberarbeitet und verbessert (Feldkamp et al. 1988; Johnson
et al. 1998; Ritman 2004; Ritman 2011). I.d.R. werden bei in vivo-uCT-Untersuchungen Geréte
eingesetzt, die dem Grundaufbau von CT der 3. Generation sehr dhnlich sind. Auch hier rotiert ein
Rontgenrohren-Detektor-System um einen lebenden Korper (z.B. die menschliche Tibia 0.4d.).
Allerdings werden auch u.a. Biopsien oder andere Proben mit in vivo-uCT untersucht (Kalender 2006).
Der Durchbruch der in vivo-uCT gelang mit dem Entwurf des ersten vollautomatischen Desktop-uCT
(Ruegsegger et al. 1996).

Bei Untersuchungen lebender Korper kann aufgrund der Strahlenbelastung nicht mit einer unbegrenzt
hohen Strahlendosis gearbeitet werden, es wird nach dem ALARA-Prinzip (As Low As Reasonably
Achievable) vorgegangen (Kalender 2006). Die Scanzeiten und somit die Narkosezeit der Patienten sollte
ebenfalls so kurz wie moglich sein (Figueroa et al. 2008).

Die Ortsauflésung der pCT ist mit Gblicherweise maximal erreichbaren Werten zwischen 5 und 50 pm
gegentber der CT deutlich erhéht. Von uCT wird i.d.R. ab einer erreichten Ortsaufldsung von unter
100 pum gesprochen (Engelke et al. 1999; Kalender 2006). Gerate, die Ortsauflésungen unter 1 um
erreichen, werden als nano-CT bezeichnet (Stock 2008). Der sehr kleine Rontgenrohrenfokus der uCT

wird durch den Einsatz von Mikrofokusrontgenréhren erzielt (Kalender 2006).
2.3.2 Anwendung der Mikro-Computertomographie

Die UCT ist ein sehr vielseitig einsetzbares Verfahren mit der Mdéglichkeit einer nicht-destruktiven
Analyse von u.a. Knochen und Materialien aller Art in sehr hoher Aufldsung. Aufgrund dessen wird die
UCT neben medizinischen Bereichen auch in einer GroRzahl nicht-medizinischer Gebiete angewendet.
Darunter fallen u.a. die Archdologie (Untersuchungen an Fossilien und Knochen (Tate & Cann 1982)),
Pedologie, Holzindustrie (Steppe et al. 2004), Biologie (z.B. Untersuchungen Uber die biologische
Verwitterung von Stein und Beton (De Graef et al. 2005), Einfluss von Frost-Tau-Zyklen auf die Porositat
von Stein (De Kock et al. 2015) oder Analysen historischer Steinbohrungen, Echtheitsprifung von Jade
(Yang et al. 2011)) und die Industrie (van Kaick & Delorme 2005). Zusatzlich wurden verschiedene

Forschungsprojekte durchgefihrt, u.a. die Charakterisierung der Porenstruktur in Sandsteinen sowie



LITERATURUBERSICHT 95

der Mikrostruktur von Lebensmitteln, dreidimensionale Gewebeanalysen von Polyester und
Mumienanalysen (Scanco Medical AG 2017).

Kommerziell werden uCT-Gerdte von unterschiedlichen Firmen angeboten, u.a. Siemens,
GE Health Care, Skyscan, Emosystems oder Scanco. Die UCT erreichen herstellerabhdngig
Ortsauflésungen von 0,7 um (EMO Systems GmbH 2017) bis hin zu 0,35 um (ultra-hochauflésendes
uUCT-Gerdt von Micro Photonics (Micro Photonics Incorporation 2017)). In der Medizin wird bei der uCT

zwischen praklinischer und klinischer Anwendung unterschieden.

2.3.2.1 Praklinische Anwendung

Nach der Entwicklung erster uCT-Gerate kamen diese zunachst in der biomedizinischen Forschung zum
Einsatz. Hier wurden sowohl ex vivo-als auch in vitro-Untersuchungen von Biopsiematerial,
Gewebeproben oder an ganzen Organen durchgefiihrt. Das Spektrum erweiterte sich schnell und die
Kleintierbildgebung und in vivo-uCT erlangte eine immer groRere Bedeutung (Ford et al. 2003; Paulus

et al. 2001; Paulus et al. 2000; Vasquez et al. 2013).

2.3.2.1.1 Invitro-Untersuchungen

Feldkamp et al. (1989) untersuchten mittels in vitro-uCT erstmalig die 3-dimensionale Knochenstruktur
menschlicher Spongiosa. Ito (1998) beschrieben die pCT als die bis dato beste Methode zur
3- dimensionalen Analyse von Kleintierknochen in vitro.

Bei Menschen wurden Zahnwurzelfillungen und Versiegelungen mit Blick auf Hohlraumbildungen und

Lucken getestet (Celikten et al. 2016; Gandolfi et al. 2013; Keles et al. 2014).

2.3.2.1.2 Exvivo-Untersuchungen

Bei ex vivo-Untersuchungen spielt die auf die Probe bzw. das Versuchsobjekt einfallende Strahlendosis
keine groRe Rolle, da es sich nicht um lebende Objekte handelt. Somit kann mit einem sehr kleinen
Fokus und langer Scanzeit gearbeitet werden, wodurch Bilder mit einer sehr hohen Aufldsung von bis
zu 0,5 um rekonstruiert werden kénnen.

Die ex vivo-puCT wird sowohl bei Tieren als auch bei Menschen vielfdltig eingesetzt. Sowohl bei
Tiermodellen (Barou et al. 2002; Kapadia et al. 1998; Laib et al. 2000; Layton et al. 1988; Wachsmuth &
Engelke 2004) als auch bei menschlichen Knochenproben (Ding et al. 2003; Muller & Ruegsegger 1997)
im Rahmen der Forschung beziiglich Osteoporose und Osteoarthritis. Zusatzlich wird in der Biomedizin
noch genauer auf die Makro- und Mikrostruktur des Knochens eingegangen. So wird u.a. die
Knochenvolumendichte, Knochentrabekeldicke, -Struktur, und -Abstand sowie die
Mineralkonzentration in spongiésem und kortikalem Knochen bei Proben von Tierknochen (Balto et al.
2000; Kuhn et al. 1990; Wang et al. 2007) und Menschenknochen (Ding et al. 1999; Kuhn et al. 1990;

Muller & Ruegsegger 1997; Muller et al. 1998) bestimmt. Tumorinduzierte Osteolysevorgange und
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antiosteolytische Therapien wurden an Ratten untersucht und durchgefiihrt (Kurth et al. 2000; Kurth &
Muller 2001).

Weiterhin dient v.a. die Ratte als Versuchstier fur vaskuldre Grundlagenforschung mit der uCT. Mittels
Injektionen rontgendichter Detergenzien/Kontrastmittel wurden verschiedenste GefaRe dargestellt: Die
Portalvenenaufzweigungen in der Leber (Kline et al. 2011; Op Den Buijs et al. 2006), die GefaRe
innerhalb der Gallenblase (Kline et al. 2011), die GefélRe der Niere (Garcia-Sanz et al. 1998; Jorgensen
et al. 1998) sowie das SkelettmuskelgefdalRsystem der Hintergliedmalen (Jorgensen et al. 1998).

Ein weiteres Einsatzgebiet der ex vivo-uCT ist die Unbedenklichkeitsprifung von Medikamenten vor der
klinischen Anwendung. Hu et al. (2002) verabreichten Hunden oral Uber zwdlf Wochen Alendronsaure.
AnschlieRend wurden Knochenproben aus den ersten beiden Lendenwirbeln und den proximalen
Humeri genommen und mittels uCT untersucht, um die anabolische Wirkung auf die Knochentrabekel
zu testen. Day et al. (2004) verabreichten Beagles 1 Jahr lang Alendronsaure in der 5-6-fachen klinischen
Dosierung fir die Behandlung von Osteoporose. Untersucht wurden ebenfalls Knochenproben des
ersten Lendenwirbels. Die mechanischen Eigenschaften verbesserten sich durch die
Alendronsdure- Gabe ebenso wie die Struktur der Knochentrabekel. Am Beispiel von Rattenunterkiefern
wurde nachgewiesen, dass Alendronsaure-R-Cyclodextrin-Konjugate eine anabolische Wirkung auf den

Knochen haben und somit zur Osteoporose-Therapie verwendet werden kénnen (Liu et al. 2008).

2.3.2.1.3 Invivo-Untersuchungen

In vivo-Untersuchungen wurden sowohl beim Menschen als auch beim Tier durchgefiihrt.

Zunachst wird auf die Anwendungen beim Menschen eingegangen. Ding et al. (2003) verglichen zehn
post-mortem Tibiae mit friher Osteoarthritis mit zehn physiologischen Tibiae. Das Hauptaugenmerk lag
auf der 3-dimensionalen Mikrostruktur der osteoarthritisch verdnderten Spongiosa und der
mechanischen Eigenschaften. Die Spongiosa war signifikant verdickt wohingegen die mechanischen
Eigenschaften gegeniliber normalem Knochen verringert waren. Des Weiteren wurde viel Gber die
Knochenmikrostruktur verschiedener Knochen unterschiedlicher Zielgruppen geforscht. U.a. Radius und
Tibia osteoporoser Patienten (Durand & Ruegsegger 1991; Oei et al. 2016), die Knochenmikrostruktur
der Tibiae von Jugendlichen (Burrows et al. 2010) oder contra-laterale Radii postmenopausaler Frauen
nach distaler Radiusfraktur (De Jong et al. 2017). Ozan et al. (2017) untersuchte Unterschiede zwischen
dlteren osteopordsen und osteopenen Patienten bezogen auf die trabekuldre Morphologie und
biomechanischen Eigenschaften von Femora nach vorausgehender proximaler Fraktur.

Die Anwendungsbereiche der in vivo-uCT bei Tieren sind ebenso vielfaltig wie ex vivo- und in vitro-uCT
Untersuchungen. Osteoarthritische Verdnderungen im trabekuldren, subchondralen Knochen bei
myektomierten Hintergliedmalen von Meerschweinchen wurden von Dedrick et al. (1991) untersucht.

Bei Mausen konnten Lungentumore mittels eines in vivo-uCT mit einer Auflésung von 15 um erkannt
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sowie deren genaues AusmaR und Fortschreiten festgestellt werden (De Clerck et al. 2004).
Vergleichbare Untersuchungen wurden von Kennel et al. (2000) durchgefiihrt, wobei mit einer
Schichtdicke von 300 um gearbeitet wurde. Die uCT ist demzufolge ein effektives, nichtinvasives
diagnostisches bildgebendes Verfahren zur Erkennung von frihen sowie fortgeschrittenen
Lungentumoren bei Mdusen. Somit kann die uCT bei Langzeitstudien zur Untersuchung von Wachstum,
Entwicklung sowie medikamenteller Behandlung von Lungentumoren eingesetzt werden und
ermoglicht eine Reduktion der Versuchstierzahl bei karzinogenen Studien. Johnson (2007) untersuchte
Rattenlungen mit dem Ergebnis, dass in vivo-uCT Informationen Uber die Lungenfunktion sowie
Veranderungen der Gewebeeigenschaften liefert. Ebenfalls wird auf den Einsatz der uCT bei
Langzeitstudien hingewiesen. Weiterhin wurden Mé&use u.a. daflr verwendet, die trabekulare sowie
kortikale Knochenmikrostruktur zu quantifizieren (Jliang et al. 2000) oder die Kallusbildung bei
Frakturheilung detaillierter zu untersuchen (Morgan et al. 2009; O'Neill et al. 2012). Die uCT stellt
zusatzlich ein Verfahren zur Beurteilung von angeborenen sowie entstehenden Skelettanomalien bei
Nagern dar (Ford-Hutchinson et al. 2003). Osteoporose-Forschung und der Einsatz von
Bisphosphonaten wurde ebenfalls an Tiermodellen untersucht, meist wurde dabei mit ovariektomierten
Ratten gearbeitet (Boyd et al. 2006; Brouwers et al. 2008; Campbell et al. 2008). An Meerschweinchen
wurde der Einfluss von Bitterrezeptor-Agonisten auf die nasale sowie bronchiale mukozilidre Reinigung
untersucht (Ortiz et al. 2016). Beim Menschen wurde dieser Einfluss lediglich in vitro und ex vivo
untersucht. Badea et al. (2004) entwickelten erstmals eine Apparatur, die in vivo-uCT-Untersuchungen
des kardiopulmonalen Systems bei Mausen ermoglichte. Des Weiteren konnten Badea et al. (2005)
damit die Struktur sowie Funktion von Mauseherzen charakterisieren. Almajdub et al. (2008) zeigten,
dass mittels Kontrastmittel prazise in vivo-uCT-Messungen des Nierenvolumens-, der Ldnge- und der
Dicke bei Madusen moglich sind. Mit Hilfe dieser Technik kbnnen Méausenieren phanotypisiert werden
und Studien Uber Nierenerkrankungen durchgefiihrt werden. Die Wirkung des gebrauchlich
verwendeten Antidepressivums Fluoxetin auf die Knochenstruktur wurde anhand von Wirbeln und
Oberschenkeln von Mausen getestet. Erzielte Ergebnisse der Medikation sind u.a. eine Erhéhung der

Knochentrabekelanzahl sowie eine verstarkte Trabekelverbindung (Battaglino et al. 2007).

2.3.2.2 Klinische Anwendung

uCT werden bislang nur beim Menschen klinisch eingesetzt. Wang et al. (2005) beschrieben erstmals
ein klinisches uCT-System fiir das Schlafenbein. Dabei wurden die Starken der klinischen CT mit denen
der uCT kombiniert. Ihre Analysen und Simulationen zeigten, dass dieses klinische uCT-System sowohl
bei der Bildgebung des Innenohres als auch bei anderen klinischen Fragestellungen praktikabel ist,

genannt wird u.a. die Erhohung der Sicherheit beim Einsatz von Cochleaimplantaten.
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Die pCT wird u.a. im Bereich der Osteoporose und zur Beurteilung der 3-dimensionalen
Mikroarchitektur von Knochen eingesetzt. Hier wird die uCT bereits als der Goldstandard beschrieben
(Mys et al. 2018). Klinisch werden neben der Osteoporose-Diagnostik auch die Knochenmikrostrukturen
sowie die mechanischen Eigenschaften beurteilt. Die Untersuchungen werden meist an
postmenopausalen Frauen durchgefihrt, die ein hohes Osteoporose-Risiko haben. Aufgrund der
geratetechnischen Limitationen kénnen ausschlieRlich kleinere Extremitaten wie der distale Radius oder
die distale Tibia mit der uCT untersucht werden (Boutroy et al. 2005; Boutroy et al. 2008; Kazakia et al.
2008; Mys et al. 2018; Vilayphiou et al. 2010). Dabei werden spezielle in vivo-uCT-Gerédte eingesetzt
(High-Resolution peripheral Quantitative Computed Tomography-Gerdte, zu Deutsch: hochauflésende
periphere quantitative Computertomographen) (Micro Photonics Incorporation 2017; Scanco Medical
AG 2017). De Jong et al. (2017) beschéftigten sich mit der Verdnderung der Mikroarchitektur und der
Starke des Radius nach einem Bruch des kontralateralen, distalen Radius bei postmenopausalen Frauen.
Es wurde u.a. ein signifikanter Rickgang an kortikaler Knochendichte gemessen. Kazakia et al. (2014)
untersuchten den Einfluss der Nichtnutzung der Tibia auf die trabekuldre und kortikale Mikroarchitektur
sowie eine mogliche Verdnderung der Biomechanik. Folgen des Nichtgebrauchs sind u.a. eine
herabgesetzte Steifigkeit sowie eine erhdhte Porositat. Diese Ergebnisse kdnnen eine groRRe Rolle bei
der Frakturpravention aufgrund des Nichtgebrauchs von Knochen spielen. Zusatzlich konnte von Oei et
al. (2016) eine erhohte Knochenporositat und in diesem Zusammenhang eine gesteigerte
Frakturneigung bei Menschen mit inaddquat behandeltem Typ 2 Diabetes festgestellt werden.
Ein weiteres klinisches Anwendungsgebiet ist die Zahnmedizin. Hier kann mit Hilfe der uCT eine
erfolgreiche Platzierung von Zahnimplantaten gewahrleistet werden und eine langfristige Kontrolle
erfolgen. Das ergab die retrospektive Auswertung des Nutzens der in vivo-uCT gegeniber intraoralen

Rontgenaufnahmen (Suomalainen et al. 2007).

2.3.2.3  Anwendung am humanen und tierischen Ohr

Untersuchungen in der Literatur befassen sich Uberwiegend mit der genauen Abbildung der Anatomie
des Mittel- und Innenohres. In der Humanmedizin wurden ex vivo-uCT-Untersuchungen eingesetzt um
u.a. die Cochlea (Braun et al. 2012; Vogel 1999), das Schlafenbein mit Mittel- und Innenohr (Lee, Chan,
et al. 2010; Postnov et al. 2006) und die Bogengidnge (Lee et al. 2013) detailliert darzustellen.
Diese anatomischen Kenntnisse sind die Voraussetzung fir mathematische Simulationen der
Schallwellenausbreitung oder flir mechanische Cochleamodelle des Menschen (Braun et al. 2012).
Im Bereich des Einsatzes von Cochleaimplantaten beim Menschen spielt die ex vivo-uCT ebenfalls eine
tragende Rolle. Das Potenzial fir einen klinischen Einsatz bei der Cochleaimplantat-Chirurgie wird
bereits erwahnt (Zou et al. 2015). Mittels uCT kann u.a. der korrekte Sitz der Implantate Uberprift

werden (Postnov et al. 2006; Zou et al. 2015).
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Am tierischen Ohr wurden verschiedene Strukturen mit der ex vivo-uCT genauer dargestellt, u.a. die
Cochlea und das hautige Labyrinth von Meerschweinchen (Poznyakovskiy et al. 2008; Uzun et al. 2007).
Des Weiteren konnten verschiedene 3-dimensionale geometrische Modelle hergestellt werden: Lee, L,
et al. (2010) entwickelten ein prazises Modell des ganzen Ohres von Meerschweinchen, Buytaert et al.
(2011) bildeten die knéchernen Strukturen eines Gerbil-Modells ab (die Weichteilstrukturen wurden
hier mittels eines hochauflésenden Fluoreszenzmikroskops abgebildet) und Sun et al. (2013) stellten ein
Mittel- und Innenohrmodell von Madusen her. Mechanismen und Typen des Horverlustes aufgrund von
Cochleaimplantationen Uber das runde Fenster wurden an Ratten nachvollzogen (Attias et al. 2016).
Veranderungen der Mechanismen innerhalb des Innenohres sind dabei hdchstwahrscheinlich
verantwortlich fir den konduktiven Horverlust, da durch den Horverlust keine deutlichen

Veranderungen der Innenohrhistologie entstanden.

2.4 Diagnose von Mittel- und Innenohrerkrankungen mittels CT und uCT

2.4.1 Diagnosemoglichkeiten mittels CT

Bei ca. 6-7% aller beim Tierarzt vorgestellten Katzen liegt eine Problematik des Ohres zu Grunde, wobei
das Mittel- oder Innenohr bei Gber 50% dieser Katzen Ausgangspunkt der Erkrankung sind. Somit ergibt
sich eine Gesamtzahl von 3-3,5% fir Mittel- oder Innenohrerkrankungen bei der Katze (Gotthelf 2008;
Kraft & Durr 2003). Bei vielen Patienten reichen adspektorische Untersuchung und Réntgen nicht aus,
um die Krankheit zu diagnostizieren, folglich missen weiterfiihrende bildgebende Verfahren wie die CT
oder die MRT angewandt werden. Mit der CT kbnnen knocherne Strukturen besser beurteilt werden als
mit der MRT (Garosi et al. 2003). Deswegen kénnen mit der CT viele Erkrankungen des Mittel- und
Innenohres diagnostiziert werden, zu nennen sind hier u.a. nasopharyngeale Polypen (Oliveira et al.
2012; Seitz et al. 1996), Entziindungen/Cholesteatome oder Neoplasien des Mittelohres sowie
Missbildungen/Entziindungen/Frakturen oder Osteodystrophien des Innenohres (Bischoff & Kneller

2004; Casselman & Bensimon 1997; Garosi et al. 2003; King et al. 2007).
2.4.2 Vorteile der uCT

Die uCT ermoglicht Untersuchungen mit einer héheren Ortsauflésung als bei der konventionellen CT
(Holdsworth & Thornton 2002; Kalender 2006). Das ist auch im Hinblick auf die Beurteilbarkeit von
Strukturen, die bei Erkrankungen des Mittel- und Innenohres der Katze betroffen sein kénnen, der
wichtigste Vorteil der uCT. Seifert et al. (2012) zeigte auf, dass einige Strukturen wie die Bogengange,

das Paukenhohlenseptum oder die Gehorkndchelchen mit dem uCT detaillierter dargestellt werden
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konnen als mit dem CT. Andere Strukturen wie diinne Knochenlamellen oder das Trommelfell konnen

nur mit dem UCT dargestellt werden.
2.4.3 Grenzender uCT

Die Grenzen der Beurteilbarkeit der uCT des Mittel- und Innenohres der Katze wurden von Seifert et al.
(2012) ermittelt, indem histologische Schnitte mit den entsprechenden uCT-Bildebenen verglichen
wurden. Es zeigte sich, dass samtliche knocherne Strukturen wie die Paukenhoéhlenwand, die
Gehdrkndchelchen und das kndcherne Labyrinth gut abgebildet werden. Ebenso konnten die Autoren
Hohlrdume wie das Paukenhdhlenlumen und den Aquaeductus vestibuli sowie vereinzelt Nervenkandle
(u.a. den Kanal des N. facialis) gut abgrenzen. Hingegen war es nur eingeschrankt moglich, verschiedene
Weichteilgewebe wie das hautige Labyrinth, das Trommelfell oder Mukosaauskleidungen zu

differenzieren und zu bewerten.

2.5 Fixationsmethoden von Knochengewebe

2.5.1 Formalin

Formalin ist ein Fixationsmittel, das sowohl in der Forschung als auch im klinischen Bereich
standardmaRig eingesetzt wird (Schuknecht 1993). Die meist verwendeten, kommerziellen
Formaldehyde-Losungen, die bei Studien zur Untersuchung des Einflusses einer Formalinfixation
angewendet werden, enthalten 4-10% Formaldehyde. Morita et al. (2013) untersuchten den Einfluss
von Formalinfixierung auf die mechanische Festigkeit bei Kaninchentibiae mittels eines
Dreipunktbiegeversuchs. Die total absorbierte Energie der fir 4 Stunden in 10% Formalin fixierten
Proben war signifikant geringer verglichen mit der Kontrollgruppe. Zhang et al. (2016) untersuchten die
mechanischen Eigenschaften von kortikalem Knochen bei finf Rinderoberschenkeln. Der
Youngsche Modul (=Elastizitatskoeffizient) der fir 30 Tage in 4% Formalin fixierten Proben war
12% geringer verglichen mit frisch-gefrorenen Proben. Formalin reduziert folglich die viskoelastischen
Eigenschaften in Knochen. Erste Untersuchungen Uber die antiseptischen Eigenschaften von
Formaldehyd wurden bereits 1892 durch Ferdinand Blum durchgefihrt (Fox et al. 1985). Der Einfluss
der Temperatur und der Formalinkonzentration wurde ebenso analysiert wie die Gewebeschrumpfung
und mogliche Kontamination durch Methansaure. Die Zellkernanzahl erhéhte sich pro Flacheneinheit
signifikant fir Temperaturen von 37°C verglichen mit 4°C. Der Einfluss der Formalinkonzentration auf
die ZellkerngrofRe und das Zytoplasmavolumen war fir den Konzentrationsbereich von 1% - 20% gering.
Gewebeschrumpfungen traten ebenfalls nur in minimalem Umfang auf (Fox et al. 1985). Fiedler et al.
(2018)  untersuchten den  Einfluss der  Kurzzeitformalinfixierung (12  Stunden in
4% Paraformaldehydldsung) von Mausefemora auf die Mikroarchitektur des Knochengewebes und auf

die Knochenzusammensetzung. Der Kollagenverfall der fixierten Proben war um 3,8% geringer
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verglichen mit den unfixierten Proben. Die Knochenzusammensetzung der Formalin-fixierten Proben

wurde nur minimal beeinflusst.
2.5.2 Tiefgefrieren

In der Forschung werden verschiedene Methoden des Tiefgefrierens angewandt. Zhang et al. (2019)
untersuchten u.a. die Mikrostruktur von 3cm-dicken Koteletts des Musculus longissimus lumborum von
Schweinen mittels Luftgefrieren, Immersionsgefrieren und ultraschallgestitztem Immersionsgefrieren.
Die Proben wurden zwischen O und 180 Tagen bei -18°C + 1°C gelagert. Die ultraschallgestitzt
immersionsgefrorenen Koteletts erschienen einerseits kompakter und dichter, andererseits war die
EiskristallgroRe deutlich geringer als bei den anderen Proben. Die GroRe der Eiskristalle nahm bei allen
Tiefgefriermethoden mit zunehmender Dauer erheblich zu.

Eine weitere angewandte Tiefgefriermethode ist das Tiefgefrieren und Lagern in der Tiefgefriertruhe
bei einer Standard-Temperatur von -20°C (Lander et al. 2014). Die Autoren untersuchten u.a. die Effekte
von 21-tagigem Tiefgefrieren bei -20°C auf die Mikrostruktur von Knochenproben der menschlichen
Tibia. Der maximale Durchmesser und die mittlere Flache der Havers’schen Kanale zeigte keine
signifikanten Unterschiede, jedoch stellten sich die Risse auf der Knochenoberflache der tiefgefrorenen
Proben ausgepragter dar.

Hochdruckgefrierverfahren wurden u.a. an Mausen, Gerbils und Meerschweinchen angewandt, um eine
bessere Erhaltung der Zellstrukturen des Innenohres zu erhalten (Bullen et al. 2014). Slepecky & Ligotti
(1992) verglichen die sensorischen Haarzellen des Innenohres bei Meerschweinchen nach
Kryokonservierung und folgender Gefriersubstitution mit konventionell fixierten Proben
(u.a. 2% Glutaraldehyd gefolgt von Osmiumsaure und verschiedenen Pufferlosungen (Slepecky et al.
1990)). Das Zytoplasma der auReren Haarzellen war dicht mit Filamenten geflllt und eine

Konturveranderung der Zellmembranen wurde verhindert.
2.5.3 Tiefgefrieren und Auftauen

Lee & Jasiuk (2014) verglichen den Youngschen Modul und die Druckfestigkeit von Schweinefemora, die
flr ein bzw. finf Jahre bei -20°C eingefroren wurden und anschlieRend fir 24 Stunden bei 4°C aufgetaut
wurden mit frischen Femora. Der Mittelwert des Youngschen Moduls der gefrorenen Femora lag
signifikant unter dem Wert der frischen Proben, wohingegen die Dauer des Tiergefrierens keine
deutlichen Unterschiede zeigte. Bei der Druckfestigkeit zeigte sich nur fir die fiinf Jahre eingefrorenen
Femora ein signifikanter Rlckgang verglichen mit den anderen Femora. Verdnderungen der
Matrixkomponenten in kortikalem Knochen von Mausefemora durch vierfaches Einfrieren und
Auftauen untersuchten McElderry et al. (2011) mittels Raman-Spektroskopie. Die Proben wurden bei -
23°C fir mindestens 12 Stunden eingefroren, anschlieRend bei Raumtemperatur in einer Salzlésung

aufgetaut, untersucht und erneut eingefroren. Es zeigten sich u.a. deutliche Gesamtrickgénge der
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Amid 1-und Amid 3-Banden (-21% und -11%), die auf einen Zerfall der sekundaren Proteinstruktur oder
eine Denaturierung hindeuten. Des Weiteren verglichen Torimitsu et al. (2014) die Bruchlast von
menschlichen Schadelknochenproben nach Tiefgefrieren mit frischen Knochen. Dafiir wurden die
Knochenproben fir einen Tag, einen Monat oder drei Monate in der Gefriertruhe bei -20°C gelagert
und anschlieRend bei 37°C fir eine Stunde aufgetaut. Die Autoren stellten unabhéngig von der Dauer
des Tiefgefrierens keinen deutlichen Unterschied der Bruchlast fest. Klop et al. (2017) untersuchten die
Effekte von vierfachem Einfrieren und Auftauen auf die menschliche Muskulatur der oberen
Extremitaten in Abhangigkeit von der Auftautemperatur mittels CT. Je finf Extremitdten wurden fir
48 Stunden bei 2°C bzw. flir 24 Stunden bei 19°C aufgetaut, mit CT untersucht und anschlieRend fir
5 bzw. 6 Tage bei -20°C tiefgefroren; dieser Zyklus wurde insgesamt viermal wiederholt. Die
Auftautemperatur hatte einen signifikanten Einfluss auf die Veranderung der Hounsfield-Einheiten (HE)
wahrend jedem Zyklus. Bei einer Auftautemperatur von 19°C stiegen die HE nach dem ersten Zyklus
stark an und blieben danach nahezu unverandert, wohingegen sich die HE in der 2°C-Auftaugruppe nach

dem Anstieg im Verlauf des ersten Zyklus bis nach dem dritten Zyklus verringerten.
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1 | INTRODUCTION

| Tim P. Kilchling | Andrea Meyer-Lindenberg

Abstract

The aim of this study was to check the relevance of using in-vivo micro computed
tomography (AuCT) for the diagnosis of possible diseases of the middle and inner ear
of the cat. Therefore, on the one hand, differences of the detail detectability be-
tween the two imaging methods conventional computed tomography {cCT) and in-
vivo AUCT were analyzed. Six healthy cat ears were dissected and scanned several
times and the obtained images were compared with each other. On the other hand,
histological slices of all ears were prepared and pictures of defined anatomical struc-
tures were taken and compared with the identical sectional plane of the AuCT-im-
ages. This way it was possible to evaluate the quality and clinical limitations of the
in-vivo AUCT. The results show that an in-vivo AUCT is suitable to analyze even the
smallest osseous structures, such as the semicircular ducts, the spiral osseous lamina
or the ossicles whereas with the help of ¢cCT it is not possible to identify such small
osseous structures because of their blurred and less detailed representation. Delicate
soft tissue structures as the membranous labyrinth including hearing and vestibular
organ cannot be differentiated with as well in-vivo AuCT- as with cCT-images. In-vivo
AUCT represent a good possibility for more detailed diagnosis of extremely fine
structures which cannot be detected with c¢CT. Histological slices can nonetheless
not be replaced by in-vivo AuCT due to a too low spatial resolution and the limita-
tions of the in-vivo AUCT with regard to the evaluation of soft tissue dense

structures.

KEYWORDS
cat ear, computed tomography-images, histological slices, microcomputed tomography-

images

Dennis, & Schwarz, 2003; Love, Kramer, Spodnick, & Thrall,
1995). Conventional computed tomography (cCT) is additionally

Ear diseases in cats are not seldom, 6%-7% of all cats presented
to veterinarians have diseases associated with the ear and more
than 50% of these cats have problems with the middle orinnerear
(Gotthelf, 2008; Kraft & Ddirr, 2003). If the clinical investigation
does not deliver a valid diagnosis, further use of imaging methods
is necessary. Radiographs help to diagnose diseases such as otitis

media, neoplasia or polyps but are limited in sensitivity (Garosi,

used for more detailed information or to diagnose inter alia oti-
tis interna or nasopharyngeal polyps (Ackermann, Lenz, May, &
Frank, 2017; Garosi et al., 2003; Oliveira, O'Brien, Matheson, &
Carrera, 2012; Seitz, Losonsky, & Marretta, 1996). Nonetheless,
cCT has a lower specificity diagnosing otitis media compared te
radiography (0% false positive results (Love et al., 1995)) and

probable present volume average artefacts in ¢cCT can only be

268 ‘ © 2019 Blackwell Verlag GmbH

wileyonlinelibrary.com/journal/ahe

Anat Histol Embryol. 2019;48:268-276.
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reduced using a lower slice thickness (Barthez, Koblik, Hornof,
Wisner, & Seibert, 1996).

Diseases such as deafness and the appearance of the vestibular
syndrome are diagnosed by clinical examinations, present symptoms
such as nausea, head tilt or Horner's syndrome and ancillary diag-
nostic tests such as brainstem auditory evoked response, magnetic
resonance imaging (MRI) or cCT (Bodenhamer, Hunter, & Luttgen,
1985; Luttgen, 1994). But the cause of the diseases cannot be deter-
mined as the affected structures such as the hair cells of the cochlea
or the maculae are too small to be detected with current available
imaging methods such as radiography, MRI or cCT (Harvey, Harari, &
Delauche, 2003; Strain, 1996; Thomas, 2000).

Microcomputed tomography (WCT) offers a higher spatial reso-
lution compared to cCT, but in vivo pCT is not yet used for diagnos-
ing ear diseases in cats or other species (Holdsworth & Thornton,
2002; Kalender, 2006). Seifert et al. (2012) optimized pCT-imaging
of the middle and inner cat ear and compared cCT- with pCT-im-
ages of one cat head. The aim of the present study was to find out
whether causes for inter alia deafness or the vestibular syndrome
and underlying symptoms such as nystagmus, strabismus, head tilt
or circle movements can be explained by means of representing af-
fected structures/cells with in vivo pCT. Moreover, the significance
of in vivo uCT and cCT was compared focusing on the diagnosis of
possible middle and inner ear diseases. Histological specimens serve
as base for the comparison with cCT- and pCT-images. Therefore,
the present study uses considerably more sample animals and a clin-
ical in vivo pCT with a higher spatial resolution compared to the per
formed study from Seifert et al. (2012) who used only one cat head

and a preclinical pCT.

2 | MATERIAL AND METHODS

2.1 | Earpreparations and examinations

Three cats free from diseases of the head and ear were investigated
in this study. All cats were euthanized due to other reasons such
as kidney failure or hyperthyreosis. The heads were separated from

the body in the atlanto-occipital joint and cut in the median plane.

_WILEY--2*
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Following all bony structures surrounding the middle and inner ear
were removed, and the ears were isolated from all attached soft tis-
sue structures. The meatus acusticus externus was cut as short as
possible behind the tympanic membrane. The isclated ears were
examined with cCT and in vivo uCT and following stored in a 10%
formaldehyde solution in order to prepare histological specimens
later on.

2.2 | cCT-investigations

A standard 64 slice cCT (Somatom Definition AS, Fa. Siemens
Healthcare GmbH, Erlangen, Germany) was carried out for the CT-
Scans. The x-ray tube of the machine isa 0 MHU Straton™ tube, the
maximal tube voltage is 140 kV and the general power 100 kW. The
highest reachable spatial resolution is 0.33 mm, and the maximal size
of the reconstruction field of view is 50 cm. The maximal scan length
is stated with 144 cm in 80 s, and the detector contains 512 x 512
pixels.

The utilized scan parameters in this study are routine settings
applied for detecting possible ear diseases in cats. A spatial reso-
lution of 330 wm with a special inner ear window and a very sharp
convolution kernel, 140 kV tube voltage, 275 effective mA tube cur-
rent and a slice thickness of 0.6 mm were chosen resulting in 30-40

slices for each scan.

2.3 | Invivo pCT-investigations

The utilized pCT is the in vivo XtremeCT Il (XtremeCT Il, Fa. Scanco
Medical AG, Briittisellen, Switzerland). The machine x-ray tube is a
microfocus x-ray tube with a focus size of 60 um; the tube voltage
is 68 kV with a tube current of 20 mA. A 0.2 mm thick copper and
a 1 mm thick aluminium filter are used, and the maximal isotropic
spatial resolution is 61 um. The maximal size of the field of view is
140 mm, and the maximal scan length is stated with 200 mm. The
integrated detector contains 4,608 x 400 elements.

The variable scan parameters were chosen in adaptation to
the results of the study from Seifert et al. (2012) performed with
the preclinical XtremeCT (Fa. Scanco Medical AG, Briittisellen,

FIGURE 1 Leftcatearonthe cCT-table, caudolateral view (a). Right cat ear on the uCT-table, caudal view (b and ¢)
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Switzerland). In the present study, the lowest possible slice thick-
ness (30.3 um), the highest number of projections per 180° (1,250
projections) and the longest possible integration time (300 ms) were

applied resulting in 500-600 slices for each scan.

2.4 | Positioning technique for ¢cCT- and pCT-
examinations

The ears were positioned identically in cCT as in in vivo uCT. Each ear
was scanned separately, orientated as well as possible correspond-
ing to the position in the head of a living patient. The only deviation
was a rotation of around 25 degrees to dorsomedial (Figure 1). The
scan length of the samples was always the same for cCT as well as
for in vivo BCT, starting at the cranial opening of the tympanic bulla

and ending at the caudal merger of the same.

2.5 | Comparison of cCT- and pCT-images

The evaluation of the cCT- and nCT-images was performed with the
RadiAnt DICOM Viewer (Fa. Medixant, Poznan, Poland) on a LCD
Monitor (LCD Monitor B 193, Acer Computer GmbH, Ahrenshurg,
Germany). The scans were ohserved simultanecusly on two sepa-

rate screens and compared with each other, windowing and

TABLE 1 Six-point scale including detailed explanations for each
criterion

1 Very good Even the smallest details are detectable
and recognisable very sharply

2 Good The majority of the details are detectable
and recognisable sharply

3 Moderate The total structure but no details are
detectable and recognisable

4 Poor The total structure is fuzzy detectable and

recognisable

The total structure is very fuzzy detectable
and recognisable

5 Very poor

6 Notat all The total structure is not detectable

magnification could be varied. Particularly, attention was given inter
alia to following anatomical structures with high clinical relevance:
tympanic membrane, ossicles, tympanic cavity including its wall,
mucosal lining, lumen and bony septum, tensor tympani muscle,
temporal bone, oval and round window, facial and vestibulocochlear
nerves, osseous labyrinth including its semicircular ducts and spi-
ral osseous lamina and membranous labyrinth including all cells and
structures of its hearing and vestibular organs. The recognizability of
inter alia mentioned structures was verified in cCT- and uCT-images

TABLE 2 Relevant clinical anatomical

Mrictureinihibtidle structures of the cat middle and inner ear

Presentability in Presentability

Ear cCT/uCT Structure in the Inner Ear  incCT/pCT ; -~ "
with the descriptive evaluation results for

Auditory tube 3/1 Vestibule, utricle 4/3 their presentability in cCT- and
Tympanic membrane 6/3 Contour of the osseous 5/5 HCT-images

and membranous

labyrinths
Ossicles 3-6/1 Semicircular ducts 6/1
Ligaments of the ossicles  6/4 Cochlea 3/1
Tensor tympani muscle 3/3 Osseous spiral lamina 412

Tympanic cavity wall and 3/ Demarcation of vestibule ~ 5/2

lumen and tympanic scale

Mucosal lining of the 6/6 Organ of Corti 6/6
tympanic cavity

Bony septum in the 3/1 Internal auditory canal 2/1
tympanic cavity

Conjunction of the 5/1 Demarcation of facial, 6/5
tympanic cavity vestibular and cochlear
chambers nerve

Canal for facial nerve 3/1 Temporal bone 3/1

Facial nerve 5/3-5

Conjunction of the facial 3/1
canal with the tympanic

cavity

Bony borderline of the 3/1
round window

Secondary tympanic 6/3
membrane

Footplate of stirrup 6/2
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FIGURE 2 Overview of the right middle and inner ear. cCT-image (a) and uCT-image (b) from fresh ears and histological slice (c) after
being stored for one week in formaldehyde. Equivalent plane of the cat head (d). 1-Tensor tympanic muscle, 2-Hammer head, 3-Epitympanic
recess (ER), 4-Hammer neck, 5-Lateral hammer ligament, 6-Hammer shaft, 7-Tympanic membrane, 8-External ear canal, 9-Septum hullae,
10-Dorsolateral tympanic cavity, 11-Ventromedial tympanic cavity, 12-Promontorium, 13-Temporal bone, 14-Spiral osseous lamina, 15—
Canal for facial nerve, 16-Tympanic scale, 17-Vestibule scale, red arrow-Artefacts

and descriptively rated in a six-point scale according to the level of 3 | RESULTS
the perceptibility (Tables 1 and 2).
3.1 | Comparison of cCT-images with in vivo pCT-

2.6 | Comparison of pCT-images with images

histological slices All osseous structures including hollow spaces in the bones show a

. . . o . moderate presentability in ¢cCT and a very good presentability in in
The histological compounds were analysed with a special imaging . . . .
. A vivo uCT. Soft tissues can be differentiated very poorly or not at all
software (Zen 2, Fa. Carl Zeiss GmbH, Jena, Germany) and a micro- . .
) B with ¢CT and poorly with in vive uCT (Table 2).
scope (Axio Imager.Z2, Fa. Carl Zeiss GmbH, Jena, Germany). The . .
. . The osseous margin of the auditory tube can be presented but
photographs of all ears were compared with the uCT-images of the 3 o
i ) R fuzzy with cCT and very good with in vivo uCT, but the content
equivalent sectional plane. The recognizahility of selected struc- . . i o .
e " » itself cannot be differentiated as it is presented as a soft tissue
tures was verified in the pnCT-images, and the grade of the percepti-

. i dense mass with both methods (Figure 4). The evaluation of the
hility was described (Tables 1 and 2).

FIGURE 3 Overview of the right middle and inner ear. cCT-image (a) and pCT-image (b) from fresh ears and histological slice (c) after
stored for one week in formaldehyde. Equivalent plane of the cat head (d). 1-Temporal bone, 2-Conjunction of facial canal to tympanic
cavity, 3-Facial nerve, 4-Bone lamella between facial canal and RE, 5-ER, 6-Crus breve of incus, 7-Ligament of incus, 8-Crus longum of
incus, 9-Crura of Stapes, 10-Tympanic membrane, 11-External ear canal, 12-Promontorium, 13-Septum bullae, 14-Ventromedial tympanic
cavity, 15-Dorsolateral tympanic cavity, 16-Conjunction between the tympanic cavities, 17-Tympanic part of the temporal bone, 18-
Vestibule scale, 19-Spiral osseous lamina, 20-Cochlear nerve, 21-Vestibular nerve, 22-Internal auditory canal, 23-Vestibule, 24 -Footplate
of Stapes, 25-Saccule/Utricle, 26-Beginning of the transversal semicircular duct
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FIGURE 4 Overview of the right middle ear. cCT-image (a) and uCT-image (b) from fresh ears and histological slice (c) after stored
for one week in formaldehyde. Equivalent plane of the cat head (d). 1-Temporal bone, 2-Occipital bone, 3-Lumen of Eustachian tube,
4-Conjunction to the tympanic cavity, 5-Canal of trigeminus nerve, 6-Dorsolateral tympanic cavity, 7-External ear canal, 8-Tympanic
membrane, 9-Septum bullae, 10-Ventromedial tympanic cavity, 11-Tympanic bulla, red arrow-Artefacts

FIGURE 5 Overview of the right middle and inner ear. cCT-image (a) and uCT-image (b) from fresh ears and histological slice (c) after
stored for one week in formaldehyde. Equivalent plane of the cat head (d). (e) presents the organ of corti with 20 times zoom (red square

in picture ¢). 1-Temporal bone, 1la-Tympanic part, 1b-Petrous part, 1c-Squamous part, 2-Facial canal, 3-Facial nerve, 4-Tensor tympanic
muscle, 5-Hammer, 5a-Hammer head, 5h-Hammer neck, 5c-Hammer shaft, 6-Tendon of tensor tympanic muscle, 7-Tympanic membrane,
8-External ear canal, 9-Dorsolateral tympanic cavity, 10-Septum bullag, 11-Ventromedial tympanic cavity, 12-Tympanic bulla, 13-
Conjunction between the tympanic cavities, 14-Promontorium, 15-Media scale, 16-Tympanic scale, 17-Modiolus, 18-Vestibule scale, 19~
Spiral osseous lamina, 20-Inner tunnel, 21-Internal spiral sulcus, 22-Limbus of spiral osseous lamina, 23-Tectorial membrane, 24-Reissner
membrane, 25-Stria vascularis, 26-Prominentia spiralis, 27-Basilar lamina, red arrow-Artefacts
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tympanic cavity wall and lumen results in high limitations for the
cCT. Because of the blurred image, osseous contours cannot bhe
differentiated from probable present liquid accumulations; this is
worse at the beginning and closing of the tympanic lumen. Same
structures are whereas well presented with in vivo uCT (Figures
2-6). The osseous septum bullae are recognizahle with cCT as well
as with in vivo puCT, but only the in vivo uCT provides a very sharp
reproduction and offers the possibility for a good evaluation. The
same conditions exist for the hollow space hetween the septum
bulla and the tympanic part of the temporal bone which consti-
tutes the connection between the tympanic compartments; the
bony septum seems to be fused with the temporal bone. Detecting
the connection is only possible in the caudal parts whereas this
is always the case for the in vivo pCT-images (Figures 2-6). The
visibility of the physiological tympanic membrane is not given with
cCT (Figure 5a). It can only be recognized in case of unphysiolog-
ical liquid accumulations (in the present study formaldehyde res-
idue artefacts), but an adequate evaluation is not recommended.
In contrast, with in vivo uCT, it is possible to moderately evaluate
the tympanic membrane at least at its boundary regions (Figures
2-5). The three ossicles forming the ossicular chain were evaluated
separately; the contours of hammer shaft and head as well as the
incus are fuzzy when presented in ¢cCT but recognizable (Figure 2a)
whereas hammer neck and the stirrup with its crura and the foot-
plate cannot be detected and evaluated as single osseous struc-
tures (Figure 3a). With in vivo uCT, all rims of the ossicles including
the crura of the stirrup and its footplate are presented very well
(Figures 2, 3 and 5). The ligaments connecting the ossicles with
the temporal bone and the joints connecting the ossicles with each
other are not at all visible with cCT and poorly with in vivo pCT

(Figures 2 and 3), but an adequate evaluation remains impossible.

_WILEY--2
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The tensor tympani muscle is moderately recognizable in cCT-as
well as in in vivo uCT-images as a soft tissue thick structure, but it
is not possible for both imaging methods to differentiate the mus-
cle from other soft tissues such as liquids or nerves (Figures 2 and
5). The bony facial canal as well as thin bony lamellae can be eval-
uated only limited with cCT-images as the detectability is poor to
very poor (Figures 2, 3, 5 and 6). The impression of the facial canal
being connected to mentioned spaces is created (Figures 3 and 6).
The connection of the facial canal to the tympanic cavity is hardly
recognizable with ¢CT in the cranial parts (Figure 3a) and recogniz-
ahle but fuzzy in the caudal parts (Figure 6a) whereas it can be de-
tected sharply replicable all the way with in vive uCT (Figures 3b
and 6b). The facial nerve itself cannot be detected in cCT because
the diameter of the bony canal is too small so the margins seem to
overlap and the content cannot be evaluated. In vive pnCT-images
present the content of the facial canal as a not any further differen-
tiable soft tissue dense mass. The bony boundaries of the oval win-
dow are moderate visible with ¢CT and very good with in vivo uCT
(Figure 3). The round window evaluation is separated into two parts;
its bony boundaries conform to the results for the oval window. The
membrane itself cannot be detected and evaluated with cCT as well
as with in vivo uCT. Solely, the pathway of the transition from the
perilymphatic space/membrane of the oval window to the air-filled
tympanic cavity can be recognized but fuzzy with cCT whereas it
can be moderately evaluated with in vivo uCT. The presentability of
the semicircular ducts is not possible in cCT-images (Figures 3 and 6)
as the boundaries seem to overlap for the small mean diameter size.
Consequently, the semicircular ducts could be equally diagnosed
inter alia as artefacts or fractures of the bone. In in vivo pCT-images,
the entire course of all three semicircular ducts can be followed very

sharp and its bony boundaries can be comprehended very sharply

FIGURE 6 Overview of the right middle and inner ear. cCT-image (a) and uCT-image (b) from fresh ears and histological slice (c)

after stored for one week in formaldehyde. Equivalent plane of the cat head (d). 1-Temporal bone, 1a-Tympanic part, 1b-Petrous part,
1c-Squamous part, 2-Mouth of transversal semicircular duct into the utricle, 3-Transversal semicircular duct, 4-Beginning of lateral
semicircular duct, 5-Facial nerve in the facial canal, 6-Ligaments of the incus, 7-Bone lamella between ER and facial nerve, 8-Conjunction
of facial canal to tympanic cavity, 9-External ear canal, 10-Septum bullae, 11-Ventromedial tympanic cavity, 12-Tympanic bulla, 13-
Conjunction between the tympanic cavities, 14-Promontorium, 15-Dorsolateral tympanic cavity, 16-Tympanic scale, 17-Spiral osseous
lamina, 18-Vestibule/Beginning of vestibule scale, 19-Stria vascularis, 20-Media scale, 21-Cochlear nerve, 22-Footplate of stirrup, 23-
Membranous labyrinth with macula of the utricle, 24-Osseous labyrinth, red arrow-Artefact
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all the way (Figures 3 and 6). The bony surrounding of the internal
auditory canal and the cochlea including the spiral osseous lamina
can be evaluated similarly to other bony structures. In cCT-images,
the lamina is presented only as a grey mass and it is scarcely possible
to follow the pathway of the formed coils. In contrast, the spiral os-
seous lamina is presented pretty sharp in nCT-images including the
pathway of the formed coils and all canals inter alia for the passage

of the cochlear nerve (Figures 2, 3, 5 and 6).

3.2 | Comparison of in vivo pCT-images with
histological slices

Allin the following mentioned structures can be visualized and ana-
lysed very well by means of histology whereas the same does not
count for in vive pCT-images. In vive pCT-images can replace histe-
logical slices with regard to the evaluation of osseous structures. But
regarding soft tissue dense structures, in vivo pCT-images cannot
replace histological slices as inter alia following structures cannot he
adequately differentiated and evaluated or visualized at all.

The mucosal lining of the tympanic cavity is independent of
the magnification not detectable; the same counts for inter alia
the membranous labyrinth including the organ of Corti, the crista
ampullaris or the maculae of saccule and utricle and the differen-
tiation of vestibule, utricle and saccule itself. The last mentioned
structures are filled with the same dense fluids and the separating
bone lamellae are too thin making a demarcation between the dif-
ferent compartments in in vivo pCT-images impossible (Figures 3
and 6) whereas the ossecus labyrinth can be evaluated very well
with in vivo pCT-images. The tympanic membrane can be some-
times detected at its inferior and central regions (Figures 3-5) and
a reliable diagnosis of a possible interrupted eardrum is accord-
ingly very hard to justify. The facial nerve within the facial canal
is visible as an undefined soft tissue dense mass, but a detailed
evaluation is not possible with in vivo pCT-images (Figures 2 and
5). The same result exists for the facial, vestibular and cochlear
nerve within the internal auditory canal that cannot be differen-
tiated with in vivo pCT-images (Figures 3 and é). The bony canals
of all nerves serve as very good spatial orientations for the course
of the nerves, and the canals diameter and width can be evaluated
very well with in vivo nCT. Comparable results were obtained for
the three semicircular ducts; the content can just be identified as
a soft tissue dense mass (Figures 3 and 6). The connection be-
tween the footplate of the stirrup and the temporal bone can be
detected, but an adequate evaluation of the structures forming
the conjunction is not possible (Figure 3).

4 | DISCUSSION

Seifert et al. (2012) already described the differences between ¢CT,
WUCT and histology at the example of one cat head with regard to the
general recognizability of anatomical relevant structures without fo-

cusing on the diagnosis of diseases such as deafness or the vestibular

syndrome and the possibility to detect its underlying cause. With
KCT small soft tissue structures such as the tympanic membrane,
nerves or the membranous labyrinth are not more than partially
recognizable whereas all osseous structures are well depicted. The
present study confirms the results using more sample animals and an
in vivo uCT with a higher spatial resolution. Furthermore, the out-
comes from Ackermann et al. (2017) and Garosi et al. (2003) can be
confirmed with the present study; the tympanic cavity wall, lumen
and content can be evaluated; and fluid fillings, bony proliferations
and osteolysis of the tympanic wall can be detected with cCT. The
present investigation shows that the exact extents can only be eval-
uated by means of in vivo uCT. It is moreover important to take into
account that volume average artefacts can only be reduced with a
slice thickness as low as possible (Barthez etal., 1996), which is given
in the present study by using an in vivo uCT. Love et al. (1995) com-
pared the surgical diagnosis of otitis media in canine species with
the results obtained by means of radiographs and cCT. cCT offers
a higher sensitivity, but a slightly less specificity compared to radi-
ography. In vive pCT could increase both values for being able to
clearly recognize inter alia the borders or the lumen of the tympanic
cavity. New bene formations arising inte the tympanic cavity have
been mistakenly diagnosed as otoliths or otolithiasis in many cases
(Farrow, 1992; Heitmann et al., 2016; Ziemer, Schwarz, & Sullivan,
2003). The present study shows that mentioned bone formations
can be better differentiated by means of in vivo uCT, and conse-
quently, inter alia small or hyperostotic tympanic bone spicules can
be identified as such.

Hypacusis and conductive hearing loss can be a result of a
pathological ossicular chain (Ryugo & Menotti-Raymond, 2012).
The present study shows that the tympanic membrane and the os-
sicular chain including its ligamentous connections can be recog-
nized and evaluated only by means of in vivo uCT and not with ¢cCT
which entails that in vivo pCT is necessary to evaluate the causes of
conductive hearing loss. The evaluation of the tympanic membrane
is even restricted with in vivo uCT as merely its boundary regions
are always detectable. This outcome corresponds to the results for
the recognizability of the eardrum by means of ¢cCT and pCT from
Seifert et al. (2012) and for the thickness distribution of eardrums
measured with confocal laser scanning microscopy from Kuypers,
Decraemer, Dirckx, and Timmermans (2005). The last mentioned
study describes the thickness of the tympanic membrane with
~7 um in the inferior central part and ~20 um in the superior part
bhetween the manubrium and the annulus. Moreover, it could bhe
determined that the thickness increases towards the annulus and
the manubrium to values of 54, and 34.7 um, respectively. In the
present study, could be shown that a visible tympanic membrane in
cCT is the consequence of inter alia liquid accumulations. Its origin
can be pathologies or diseases of the external or middle ear such
as otitis externa or media, infections or increased cerumen produc-
tion. The secondary tympanic membrane is also not detectable for
being only 15-20 um thick and the perilymph inside the tympanic
scale having the same density as the membrane. Seifert et al. (2012)

showed that soft tissue dense structures such as the hearing and



diseases of the middle and inner cat ear

1. PUBLIKATION: Differences between puCT-imaging and conventional CT for the diagnosis of possible

41 -

BECK ET AL

vestibular organs, the content in the membranous labyrinth and
in the auditory tube cannot be evaluated with as well cCT as with
WUCT. Even though the in the present study used in-vivo uCT offers
a higher spatial resolution, it is not possible to differentiate the cells
forming mentioned structures such as inter alia inner and outer hair
cells, the basilar and tectorial membrane, the stria vascularis, sin-
gle neurons or maculae of saccule and utricle. Consequently, the
cause of inter alia sensorineural hearing loss or the appearance of
the vestibular syndrome cannot be determined by means of the ap-
plied cCT or in vivo pCT. With regard to the diagnosis of the possi-
ble cause of inter alia deafness or vestibular disorders, in vivo uCT
cannot replace histological specimens. Only ex vivo lab-based pCT
makes a representation of mentioned structures possible as it could
be shown by detecting single neurons and hair cells at the example
of mice (Glueckert et al., 2018). Following these results, it may be
possible in the future to detect the same as well in cat ears with
better developed in vivo pCTs.

But nonetheless, in vivo pCT is able to replace histological spec-
imens with regard to measurements of size and extent of detectable
osseous structures. This could be shown at the example of the mean
diameter of the semicircular ducts of cats measured with 284 um
by means of in vivo pCT in the present study and measured with
300 um by means of histological slices by Curthoys, Markham, and
Curthoys (1977). Furthermore, the present study shows that in vivo
WUCT allows the investigator the evaluation of the width and the con-
tours of the osseous ducts serving as spatial orientations for inter

alia the vestibulocochlear or the facial nerve.

5 | CONCLUSIONS AND OUTLOOK

Several possibly by diseases affected structures such as the spiral
osseous lamina, the ossicles, nerves within their bony canals or exos-
toses causing inter alia hypacusis, disorientation, head tilt or itching
are too fine to be detected and adequately evaluated by means of
cCT. In vivo pCT offers the possibility to evaluate all bony structures
within the middle and inner cat ear without any limitations; there-
fore, it should be considered to perform in vive pCT-examinations as
complementary imaging methods in the future. In vivo pCT-images
can replace histological specimens with regard to the evaluation of
all ossecus structures. It still has to be examined whether changes
in the width of osseous ducts affect the nerves running in these
ducts and relates in any way to inter alia neurological symptoms or
malformations.

¢CT is constituted as the method of choice diagnosing nasopha-
ryngeal polyps, and its visibility can be significantly improved by
contrast medium administration (Oliveira et al., 2012; Seitz et al.,
1996). It has to be investigated in future studies whether the ex-
tent and location of the inflammatory polyps can be evaluated just
as well by means of in vivo pCT without contrast medium admin-
istration. Furthermore, it should be investigated whether contrast
medium administration enables a differentiation between soft tis-

sues such as the fluid within the membranous labyrinth, the hearing
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and vestibular organs, nerves and blood vessels running through the
tympanic cavity that could not be evaluated so far with in in vivo
RCT. With current available in vivo imaging methods, it is not pos-
sible to make a valid diagnosis because of the lack of appropriate
convolution kernels for soft tissue dense structures and the so far
too low spatial resolution. But it should be taken into consideration
for the future that better developed in vivo nCT could make an eval-

uation of mentioned structures possible.
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Abstract

The aim of this study was to analyze whether different fixation methods such as freezing or formaldehyde storage for different
periods of time have an influence on the recognition of anatomical relevant structures in the middle and inner ear of the cat
with conventional computed tomography (¢CT) and micro-computed tomography (uCT). Besides, effects of freeze—thaw
cycles on determined structures of the ear were investigated by means of histological slices. Three veterinarians with dif-
ferent radiologic expertise evaluated the scans of 30 dissected cat ears anonymously and scored predefined structures in a
five-point scale with reference to visually sharp reproducibility and perfect image quality. The total scores of the different
fixation groups as well as the ears within a group were compared with each other. Furthermore, an intra-reader examination
including an evaluation of the identifiability of specified structures was performed for both imaging methods. ¢CT as well
as uCT-scans have a very low variation coefficient of 1.6% and 2.3%, respectively. The results for the alterations between the
different fixation methods show that the changes for cCT-scans are negligible, as the percentage alteration compared to fresh
samples ranges in a very small interval with values from 1.0% better to 1.2% worse. pCT-scans are more influenced by the
fixation method with a range from 1.3% better to 6.9% worse values. The scans mostly deteriorated after two freeze—thaw
cycles (1.8% worse) and after storing the samples for 1 (2.4% worse), respectively, and 3 weeks in formaldehyde (6.9% worse).

Keywords Cat ear - Formaldehyde - Freeze—thaw cycles - Computed tomography images - Micro-computed tomography

images
Introduction
Cats are common model animals for humans, e.g., for hear-
ing research, research considering acoustic coupling (Peake
et al. 1992), developing and improving cochlear implants
54 Tobias Beck (CI) (Fallon et al. 2014; George et al. 2014), and ossicular
S Reese replacements (Middlebrooks and Snyder 2007). The knowl-
sven.reese @Imu.de edge of the anatomy, the acoustic behavior and the auditory
A Brikschivan system is very high; furthermore, central and peripheral
andreas.bruehschwein@ chir. vetmed.uni-muenchen.de auditory pathways as well as the neuronal system have been
Andrea Meyer-Lindenberg investigated extensively (Kim et al. 2008; Smith and Del-
ameylin@Imu.de gutte 2007; Tirko and Ryugo 2012).

o ] ] Freezing and storing in formaldehyde are two standard
ESE\:\;;O;VI Sd':;‘nl:”’:‘:'::“{‘;ms:;fzg ;‘V'I's ni::";’/‘;:‘;li’:;maﬂe - fixation methods used as well in research as in clinical topics
80539 Munich, Ge”;mny ) ¢ ‘ A (Schuknecht 1993). Formaldehyde was analyzed and used
as storage medium in many different studies such as Wei
etal. (2017) evaluated its influence on the stability of metha-
midophos in post-mortem livers of three dogs. In addition,
Veterinary Department, Institute of Veterinary Anatomy, Hammer et al. (2014) examined the effects of formaldehyde

Histology and Embryology, Ludwig-Maximilians-University storage to bony structures of fresh unfixed and macerated
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human coxal bones and Morita et al. (2013) discovered at
the example of dog mandibles and rabbit tibiae the effects
of formalin fixation to the implant stability quotient and
the bone mechanical characteristics. Freezing was also
performed in many studies evaluating completely different
structures. Lander et al. (2014) analyzed inter alia the effects
of freezing to the microstructure of bone by means of human
tibiae, Scruggs et al. (2014) evaluated the effects of differ-
ent freezing temperatures and periods of time on the human
recombinant tissue factor activity in a thromboelastogra-
phy assay and Bullen et al. (2014) developed a progressive
rapid-freezing method for preservation of inner ear tissue at
the example of guinea pigs, mice and newts. Freeze—thaw
cycles and its consequences on structure—property relations
of the trabecular bone were already analyzed by means of
micro-computed tomography (uCT), whereas femoral heads
of 6-month-old pigs were used (Lee and Jasiuk 2014).
Many other studies evaluated the entire ear or parts
of the ear of different animals with uCT. However, none
of these studies dealt with the problem of discovering
whether fixation in a freezer or in formaldehyde results
in better imaging qualities by means of conventional
computed tomography (cCT) and uCT (Beck et al. 2019;
Decraemer et al. 2003; Lane et al. 2004; Poznyakovskiy
et al. 2008; Uzun et al. 2007). The aim of this study is the
analyzation of the influence of multiple freeze—thaw cycles
and storage in formaldehyde or in the freezer for differ-
ent periods of time based on the descriptive evaluation
of the imaging methods ¢CT and uCT. Special attention

Fig.1 Overview of the different
groups, the fixation methods,
the periods of time, and the
performed examinations.
Rradiographs, ¢cCTcCT-scan,
uCTpCT-scan, in the black
squares: number of the equiva-
lent method

is given to all relevant anatomical structures and organs
within the middle and inner cat ear that can be representa-
tive for other body parts or organs. Visible effects will be
confirmed and evaluated in greater detail with histological
slices.

Materials and methods
Head and ear preparations

The head and ear preparation steps in the present study
correspond to the ear preparation steps performed by Beck
etal. (2019). The only differences are that 15 cats are used
in the present study and that the isolated ears were fixated
by means of different fixation methods as mentioned in the
following paragraph and in Fig. 1.

Statement for the use of experimental animals

With this statement, we declare that we did not obtain
prior approval for the animal experiments from any ani-
mal experimentation ethics committee. All cats used in
this study were already dead due to other reasons and the
responsible veterinarians had the permit from the previous
owner to provide the dead cats for research.

Day0: 15 cat
heads; R, ¢cCT & 1
uCT

|

Day 0: 30 ears;
cCT & uCT 2

Group 1, freezing

|
1 1 1 1
. Group 3, Group 4, -
Group 2, freezing formaldehyde formaldehyde Group S, freezing
1 / |

Day 7: Frozen cCT 3
& uCT

[

Day 8: Defrosted
crapct |4

Day 21:Frozen
cCT & uCT

Day 22: Defrosted
cCT & uCT

Day 7: Frozen
cCT & uCT 3

B
Day 8: Defrosted

ccrapct |4

Day 7: cCT & uCT

]
Day 21:¢CT & Day 21:Frozen 7
ucT cCT & uCT
[
10 PDay 22: Defrosted 8
CCT & uCT
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Fixation methods and periods of time

Freeze-thaw cycles and the storage in formaldehyde
were compared with each other varying the number of
freeze—thaw cycles and the freezing/fixation time. Those are
the main criteria to determine the different groups which
contain six ears from the heads of three cats for each group
(Fig. 1). Groups 1 and 2 were stored for 1, respectively,
and 3 weeks in the freezer at — 21 °C. Afterwards, the ears
were defrosted for 1 day at room temperature. Groups 3 and
4 were kept for 1, respectively, and 3 weeks in 10% for-
maldehyde. Group 5 was fixated for 1 week in the freezer
(=21 °C), defrosted for 1 day at room temperature, refrozen
for another 2 weeks (— 21 °C), and defrosted the second time
afterwards (Fig. 1).

cCT investigations, pCT investigations,
and positioning technique for the cCT-and pCT
examinations

Both investigation methods and the positioning technique
comply to the procedures performed in the study from Beck
et al. (2019). The heads were positioned corresponding to
the examination of the head in a living cat with the lower
jaw on the table and the nose forwards.

Produced scans

First, the entire head was examined with radiographs in
three different planes (dorsoventral, laterolateral and rostro
30°-ventral—caudodorsal open mouth oblique) to detect
obvious ear diseases. Physiological adjudged heads could

be part of the study and were examined with ¢cCT and uCT
(method 1). Right after dissecting the ears, they were exam-
ined with ¢CT and pCT again (method 2; corresponding to
native fresh ear scans which serve as comparison to all other
scans). Following these examinations, the ears were divided
into five different groups and handled appropriately (Fig. 1).

Evaluation

Three independent veterinarians carried out the anonymous
evaluation. Basis of the evaluation was image quality cri-
teria from the European guidelines for quality criteria for
computed tomography in human medicine (Bongartz et al.
1998). The observer’s task was to state his opinion in a rat-
ing scale from 1 to 5 whether a certain criterion is fulfilled or
not [Criterion 1: visually sharp reproducibility of selected,
diagnostically relevant anatomical structures (evaluated
structures are listed in the first and second columns of
Table 1); Criterion 2: excellent image quality without limi-
tations (third column of Table 1); rating scale: 1—clearly
confident that the criterion is fulfilled; 2—somewhat con-
fident that the criterion is fulfilled; 3—indecisive whether
the criterion is fulfilled or not; 4—somewhat confident that
the criterion is not fulfilled; and 5—clearly confident that
the criterion is not fulfilled]. The evaluation of the cCT- and
uCT images occurred with the program RadiAnt DICOM
Viewer (Medixant, Poznan, Poland). Windowing and mag-
nification could be varied by the observer. The single scores
for the 34 characteristics were summed up and the scans
were ranked and interpreted with regard to the total sum
score. The observers scored ¢cCT- and uCT-scans of 90 iso-
lated ears and 15 entire heads, whereby the left and right

Table 1 Evaluated anatomical structures of the middle- and inner ear of the cat and image quality criteria

Structure in the middle ear

Structure in the inner ear

Image quality criteria

Auditory tube

Visibility of the tympanic membrane
Integrity of the tympanic membrane
Hammer handle

Hammer neck

Hammer head

Incus

Stirrup

Tensor tympanic muscle

Tympanic cavity wall

Tympanic cavity lumen

Bony septum in the tympanic cavity
Conjunction of the tympanic cavity chambers
Canal for facial nerve

Footplate of stirrup

Bony limitation of the round window

Temporal bone

Vestibule

Demarcation of vestibule and saccule
Demarcation of saccule and utricle

Cochlea with spiral osseous lamina
Demarcation of vestibule and tympanic scales
Internal auditory canal

Demarcation of facial, vestibular and cochlear nerves
Anterior semicircular duct

Lateral semicircular duct

Posterior semicircular duct

Transition of semicircular ducts to the utricle
Cochlear aqueduct

Vestibular aqueduct

Noise is negligible
High spatial resolution
Artefacts are negligible
High diagnostic use
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ear were evaluated separately. High scores indicate that a
¢CT- or uCT-scan was evaluated as poor, whereas low scores
indicate a good scan quality.

Intra-reader reliability for cCT- and pCT images

One investigator evaluated all 120 ¢cCT- and pCT-scans
twice. The evaluations were performed under equal con-
ditions with a break of at least 10 days between the two
analyzing cycles. This way the observer was not capable to
remember the individual scans.

Statistical comparison of evaluated cCT-
and pCT-scans

One point of the evaluation is the comparison of the total
scores of method 1 with the same scores of method 2.
The ears in the head were scored separately for each side.
Another point is the comparison of the total scores of cCT
with uCT for method 1 as well as method 2 (calculation:
c¢CT M1 — pCT M1/uCT MI; for all investigators sepa-
rately and the sum divided by 4). The percentage mean

value of the individual evaluators was taken for methods
1 and 2 for both imaging methods. Furthermore, the mean
total scores after each fixation step were compared to the
correspondent value for method 2. Care has to be taken
that the values in Table 2 are correctly interpreted. A
negative mean difference as well as a negative percentage
indicates that the selected method is better than the equiva-
lent method 2. Consequently, positive mean differences
and positive percentages indicate a worse evaluation of
the selected method compared to method 2 (Table 2). The
variance for the worst value based on the 95% confidence
interval was also analyzed (Table 2). Another item is the
comparison of the sum scores of the individual groups
within the group itself after each fixation step and with
selected other groups. The average sum scores for the sin-
gle methods of each group are base of the statistical calcu-
lations. In this manner, changes caused by the freeze—thaw
process, by formaldehyde or by the fixation time will be
revealed.

Basis for the evaluation is the obtained ¢CT- and uCT
images after each fixation step. Sample images with
detailed anatomical markings are presented in Figs. 2, 3,
4, and 5.

Table 2 Mean values

Equivalent Mean differ- Mean dif./  95% conf.
for m(?!hods 2-10for all method X ence M X — mean M2 interval/mean M2
investigators for as well cCT as Method 2 Method X N M2) in % in %
MCT are presented

Mean SD Mean SD
3 c¢CT 130.35 8.10 12942 822 48 -094 -0.72 - 141
pCT  61.94 533 6123 539 -071 - 1.14 —2.66
4 c¢CT 130.35 8.10 12933 7.81 48 —-1.02 -0.78 — 1.46
pCT  61.94 533 61.15 5.11 -0.79 -1.28 -3.02
5 c¢CT 129.13 697 12942 729 24 029 0.23 0.96
puCT  58.92 425 59.04 471 0.13 0.21 2.92
6 cCT 129.13 697 12946 694 24 033 0.26 0.81
puCT  58.92 425 5933 3.76 0.42 0.71 3.40
7 c¢CT 130.25 9.23 129.00 835 24 —-1.25 -0.96 -1.77
pCT  62.88 6.57 64.17 8.65% 1.29 2.06 5.52
8 cCT 130.25 9.23 129.04 815 24 -121 -0.93 - 1.69
pCT  62.88 657 64.00 9.06* 1.13 1.79 4.94
9 c¢CT 130.13 592 13029 560 24 0.17 0.13 0.94
pCT  57.21 578 5858 5.79 1.38 2.40 5.64
10 ¢CT 130.00 7.87 131.50 8.44 24 1.50 1.15 2.43
pCT  58.33 568 6238 8.65* 4.04 6.93 10.73

The standard deviation (SD), the total number of scans (N), the mean difference between the to be assessed
method compared with method two, the percentage of the mean difference divided through the mean value
of method two and the percentage of the quotient of the worst value of the 95%-conf. (confidence) interval
of the difference and the mean value of method two are shown. Positive percentages indicate that method X
was evaluated worse (higher score) than method two and negative percentages indicate that method X was
evaluated better (lower score) than method two. Note: sometimes the values show a deviation caused by the
fact that the exact values are given rounded off to the second decimal place, but the calculation occurred

with the exact values
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Fig.2 Scan images of Group 3: entire head (a/e), isolated fresh right
ear (b/f), isolated right ear after being stored for 1 week in formal-
dehyde (¢/g). pCT images (a—c) and cCT images (e-g). Equivalent
plane of the cat head (d). 1—Tympanic ring, 2—tympanic mem-
brane, 3—external ear canal, 4—hammer shaft, 5—hammer neck.
6—hammer head, 7—epitympanic recess, 8—tensor tympanic mus-

Comparison of histological slices from different
fixation methods

Histological slices of the different fixated ears were com-
pared with each other to evaluate possible changes due
to the fixation process and the duration of the fixation
(Figs. 6,7,8,9).

Results
Intra-reader reliability for cCT- and pCT-scans

The average score for the cCT-scans was 137.8 with a
standard deviation of 2.2 and a variation coefficient of
1.6%. The average score for the uCT-scans was 63.9
(53.6% better compared to the cCT-scans) with a standard
deviation of 1.5 and a variation coefficient of 2.3%. These
results stand for a very high reproducibility with a very
low variation coefficient for both imaging methods.

@ Springer

cle, 9—facial canal with facial nerve, 10—temporal bone, 10’—squa-
mous part, 10”—petrous part, 10’"—tympanic part, 11—cochlea,
12—basilar part of the occipital bone, 13—conjunction between the
tympanic cavities, 14—tympanic bulla, 15—ventromedial tympanic
cavity, 16—septum bullae, 17—dorsolateral tympanic cavity, stars—
formaldehyde artefacts, red line—section plane

Statistical comparison of evaluated cCT-
and pCT-scans

The comparison of methods 1 and 2 shows the following
outcomes: the ears in the entire head were evaluated 4.8%
worse for ¢cCT and 34.0% worse for uCT compared to the
dissected ears. This demonstrates that uCT is affected more
by surrounding structures in a descriptive evaluation com-
pared to ¢cCT. cCT-scans were evaluated 70.8% worse than
uCT-scans for method 1 and 119.0% worse for method 2.
As aresult, the differences between the imaging methods
are directly proportional to the amount of perceptible details
in the scans.

The main changes comparing the mean total sum scores
relate to the formaldehyde fixated groups and the group
with multiple freeze—thaw cycles. Within group 5, most
effects are created due to the second freeze—thaw cycle. The
evaluation for method 7/8 is 2.1%/1.8% worse for uCT and
1.0%/0.9% better for cCT (Table 2; note again that positive/
negative percentages in Table 2 indicate that the selected
method is worse/better than method 2). Storing the samples
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Fig.3 Scan images of Group 4: entire head (a/e), isolated fresh right
ear (b/f), isolated right ear after being stored for 3 weeks in formal-
dehyde (¢/g). pCT images (a—c) and c¢CT images (e-g). Equivalent
plane of the cat head (d). I—Mastoid process, 2—incus, 2’—short
leg, 2”"—long leg, 3—epitympanic recess, 4—stirrup, S—footplate
of stirrup, 6—temporal bone, 6'—squamous part, 6’’—petrous part,
6’""—tympanic part, 7—facial canal with facial nerve, 8—vestibular
nerve, 9—vestibule, 10—spiral osseous lamina, 11—tympanic scale,

for 1 week in formaldehyde (method 9) deteriorates the
evaluation by means of uCT of 2.4%, whereas the evalu-
ation of ¢CT remains almost unchanged (deterioration of
0.1%). The degradation after being stored for 3 weeks in
formaldehyde (method 10) is even more considerable as well
for uCT with 6.9% as for cCT with 1.2%. The other fixation
steps (methods 3-6) do not create a relevant influence to
the imaging methods as the range of the evaluation stays in
a very small interval with a maximal shift-interval for uCT
from 1.3% better (method 4) to 0.7% worse (method 6) and
for ¢cCT from 0.8% better (method 4) to 0.3% worse (method
6). These results show that the fixation method is affect-
ing the uCT-scans in general to a greater extent than the
¢CT-scans. uCT is negatively influenced by the freeze—thaw
cycles as well as the fixation in formaldehyde. cCT-scans are
only slightly affected by the freeze—thaw process (maximal
change is an upgrade of 1.0% for method 7 in group 5) as
well as the storage in formaldehyde (maximal change is a
degradation of 1.2% for method 10).

The standard deviation (SD) for the mean scores of uCT
were clearly higher for the methods 7, 8, and 10 (marked with

12—Dbasilar part of the occipital bone, 13—tympanic bulla, 14—ven-
tromedial tympanic cavity, 15—bony limitation of the round win-
dow, 16—tympanic ring, 17—tympanic membrane, 18—external ear
canal, 19—transversal semicircular duct, 20—utricle, 21—saccule,
22—bony limitation of the internal ear canal, 23—cochlear nerve,
24—vestibular scale, 25—conjunction between the tympanic cavities,
26—septum bullae, 27—dorsolateral tympanic cavity, stars—formal-
dehyde artefacts, red line—section plane

*in Table 2) with an average SD of 13.8% of the mean scores
compared to an average SD of 8.3% of the mean scores of the
other groups. This high measure of dispersion for the groups
with significant differences between ¢cCT and uCT shows
that a reproducible subjective evaluation of scans with nota-
ble changes is more difficult for investigators compared to an
evaluation of scans without significant alterations (Table 2).
It can be said generally that uCT is more affected by the
fixation method than ¢cCT. Comparing 3 weeks to 1 week in
formaldehyde-stored samples shows that pCT is evaluated
6.5% worse and cCT 0.9% worse. Defrosting does not result
in a significant change for both uCT and ¢CT. The maximal
alteration in cCT-scans between the freezing groups is 0.4%,
showing that changes due to the freeze—thaw process are
not notable in a subjective evaluation. The cCT-scans of the
frozen samples were, nevertheless, rated slightly better than
the equivalent formaldehyde-stored samples after the same
fixation time. The ears that had been frozen for 1 week were
scored 0.7% better compared to 1 week in formaldehyde-stored
ears. The ears that had been frozen for 3 weeks and defrosted
were scored 1.6% better compared to the ears that had been
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Fig.4 Scan images of Group 2: entire head (a/f), isolated fresh right
ear (b/g), isolated right ear after being frozen for 3 weeks (¢/h), iso-
lated right ear after being defrosted (d/i). pCT images (a—d) and cCT
images (f-i). Equivalent plane of the cat head (e). 1—Incus, 1’—
short leg, 1"’—long leg, 2—epitympanic recess, 3—temporal bone,
3’—squamous part, 3"’ —petrous part, 3’ —tympanic part, 4—facial
canal with facial nerve, 5—canal for vestibular nerve, 6—stirrup, 7—
footplate of stirrup, 8—vestibule, 9—vestibular scale, 10—cochlear

stored in formaldehyde for 3 weeks. Further changes between
the fixation methods in cCT-scans could not be detected. Rel-
evant alterations within the fixation steps are whereas notable
in pCT-scans. The ears that had been frozen for 3 weeks were
scored 3.8% better compared to the ears that had been fro-
zen for 1 week and 8.1% better compared to the ears that had
been frozen twice after 3 weeks. The ears that had been frozen
twice were rated 4.9% worse compared to those that had been
defrosted once within group 5. The ears that had been frozen
once/twice for 3 weeks were rated 5.4% better/2.9% worse

@ Springer

nerve, 11—spiral osseous lamina, 12—tympanic scale, 13—basilar
part of the occipital bone, 14—tympanic bulla, 15—ventromedial
tympanic cavity, 16—septum bullae, 17—dorsolateral tympanic cav-
ity, 18—bony limitation of the round window, 19—saccule, 20—utri-
cle, 21—bony limitation of the internal ear canal, 22—transversal
semicircular duct, 23—conjunction between the tympanic cavities,
24—tympanic ring, 25—tympanic membrane, 26—Iligament of the
incus, stars—shrinking artefacts, red line—section plane

compared to those being stored for 3 weeks in formaldehyde.
The ears that had been frozen for 1 week were rated 4.6%
worse compared to those that had been stored for 1 week in
formaldehyde.

Comparison of histological slices from different
fixation methods

Histological preserved specimens do not show any differ-
ence with regard to the duration in the freezer or the fixation
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Fig.5 Scan images of Groups 5. respectively, and 1: entire head
(a/h), isolated fresh right ear (b/i), isolated right ear after being fro-
zen for 1 week (¢/k), isolated right ear after being defrosted (d/1), iso-
lated right ear after frozen for another 2 weeks (e/m), isolated right
ear after second defrosting (f/n). uCT images (a-f) and ¢CT images
(h-n). Equivalent plane of the cat head (g). I—Tympanic ring incus,
2—tympanic membrane, 3—external ear canal, 4—hammer shaft,
S5—hammer neck, 6—hammer head, 7—epitympanic recess, 8—ten-

sor tympanic muscle, 9—temporal bone, 9’—squamous part, 9" —
petrous part, 9" ’—tympanic part, 10—facial canal with facial nerve,
11—cochlea, 12—basilar part of the occipital bone, 13—conjunction
between the tympanic cavities, 14—tympanic bulla, 15—ventrome-
dial tympanic cavity, 16—septum bullae, 17—dorsolateral tympanic
cavity, 18—incus, 19—muscular process of the hammer shaft, stars—
shrinking artefacts, red line—section plane
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Fig.6 Overview of the epitympanic recess and adjacent regions. After being stored for 1 week in formaldehyde (a) and after being defrosted the

second time (b)

Fig.7 Aperture of the facial nerve into the brain. After being
defrosted the second time. 1—Aperture to the brain, 2—facial canal,
3—facial nerve, 4—conjunction to the epitympanic recess, black
arrows—artefacts

in formaldehyde. Differences are only presented for the fixa-
tion methods compared with each other and the amount of
freeze-thaw cycles.

Freeze-thaw processes result in shrinking of soft-tissue
dense structures such as the tensor tympanic muscle or the
facial, vestibular, or cochlear nerves (Figs. 6, 7). This effect
is strengthened with increasing amount of freeze—thaw
cycles. The shrinking process presents the size of the struc-
tures as artefacts. An accurate evaluation is aggravated
which is applicable especially for the structures mentioned
above. Considering the organ of Corti, only the basilar lam-
ina and the Reissner’s membrane appear normal and can
be evaluated. The cells within the organ of Corti such as
inner and outer hair cells, tunnel fibers, or phalangeal cells
and the inner tunnel itself are not detectable after multiple
freeze—thaw cycles (Fig. 9). The same can be said about the
vestibular organ, particularly the maculae of saccule and

@ Springer

utricle and the crista ampullaris. These structures are almost
unrecognizable after the second freeze—thaw cycle (Fig. 8).
In addition, the pathway of the membranous labyrinth cannot
be recognized due to lack of definition (Fig. 6).

The samples fixated in formaldehyde show all bony struc-
tures (e.g., the ossicles) as well as soft-tissue structures (e.g.,
hearing and vestibular organ) very well (Figs. 6,7, 8, 9).

Discussion
Intra-reader reliability for cCT- and pCT-scans

The high reproducibility and the very low variation coef-
ficient for both imaging methods show that as well ¢CT as
UCT are suitable imaging methods for a descriptive evalua-
tion of the middle and inner cat ear.

Statistical comparison of evaluated cCT-
and pCT-scans

Delicate structures such as the stirrup or the semicircular
ducts are just barely visible by means of cCT regardless
of being surrounded by other structures or not. The results
described by Beck et al. (2019) can be confirmed. The num-
ber of artefacts and the signal-to-noise ratio can be reduced
with less present structures. The isolated ears were scored
way better than the ears in the head by means of uCT. Fol-
lowing this, uCT is more influenced by surrounding struc-
tures in a descriptive evaluation compared to ¢CT. The dif-
ference between uCT and ¢CT is directly proportional to the
amount of perceptible details in the scans; thus, it is higher
for the isolated ears compared to the ears in the head.
Thawing reactivates the processes of autolysis and
putrefaction that are inhibited by low temperatures (Levy
et al. 2010) resulting in an interruption of cell-to-cell con-
nections in any sort of tissue (van der Made et al. 2013).
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Fig.8 Overview of parts of the
membranous labyrinth with

the vestibular organ. After
being stored for 3 weeks in
formaldehyde (a) and after
being defrosted the second time
(b). 1—Saccule, 2—utricle,
3—membranous labyrinth, 4—
osseous labyrinth, S—macula of
saccule, 6—crista ampullaris,
T—vestibular nerve, 8—facial
nerve, 9—footplate of stirrup,
10—Ilateral semicircular duct,
black arrow—artefacts, red
arrow—bone lamella between
utricle and facial canal

Fig.9 Overview of the organ
of Corti. After being stored for
1 week in formaldehyde (a)
and after being defrosted once
after 3 weeks (b). 1—Spiral
osseous lamina, 2—vestibular
lip, 3—Reissner membrane,
4—tectorial membrane, 5—
basilar lamina, 6—inner tunnel,
7’17’ —inner/outer phalangeal
cells, 8—spiral prominen-

tia, 9—stria vascularis, black
arrow—inner hair cell, red
arrow—outer hair cells, green
arrow—artefacts

Multiple freeze—thaw cycles increase the number of dis-
rupted cells and following the size of the extracellular area
increases as well. This was shown by Klop et al. (2017)
for the example of the alteration of Hounsfield Unit val-
ues of human muscle tissue. HU values from under 19 °C
thawed samples increased more compared to samples
thawed under 2 °C. Therefore, for a progressive loss of
structural integrity in biological specimens, studies with
multiple freeze—thaw cycles should not be performed
(Maran et al. 2003; McElderry et al. 2011). Furthermore,
freeze—thaw cycles lead to artefacts as distinct, non-con-
fluent tiny bubbles that are visible by means of ¢cCT- and
MRI-scans in cerebral tissue of pigs which was shown in

a study performed by Bolliger et al. (2018). The samples
within this study were treated similar to the samples in
the present study with a mean frozen time of 46 days at
— 20 °C and a following thawing process at either room
temperature or in a cooling cell. Freezing, moreover, leads
to changes of the microstructure and the structure—prop-
erty relations of bone (Lander et al. 2014; Scruggs et al.
2014). As the effects mentioned above are on a cellular
level, they are not recognizable in a descriptive evaluation
of ¢cCT- and pCT images (Maran et al. 2003). These results
can be confirmed with the present study. Nonetheless, a
valid evaluation of freeze—thaw-treated samples compared
to original fresh samples is not given. The evaluation of
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multiple freeze—thaw-treated samples is affected more by
artefacts, explaining the worse evaluation of group 5 in
the present study.

Formalin fixation does not affect the accuracy of three-
dimensional human lower jaw models generated based on
cone beam and multi-slice CT images (Seidel et al. 2018).
Consequently, formalin does not affect the size of bony
structures which corresponds to the present study, where
the worse evaluation of the formaldehyde-stored groups
results from a reduced identifiability of soft-tissue dense
structures. This coincides with the fact that soft tissue is
influenced by histologic fixatives. Among other things, neu-
trally buffered formaldehyde leads to shrinkage of murine
brain tissue measurable by means of imaging methods such
as ¢cCT and MRI (Wehrl et al. 2015). The longer samples
are stored in formaldehyde the better the immersion is, and
consequently, less formaldehyde can be removed prior to
the performed imaging scans. As a result, more artefacts are
created and soft-tissue dense structures are more difficult to
identify. This could explain why the ear samples that had
been stored for 3 weeks in formaldehyde were evaluated
as worse compared to the samples that had been stored for
1 week in formaldehyde.

Comparison of histological slices from different
fixation methods

The quality of microgrinding is not influenced by the fixa-
tion time in formalin as the quality of 20 formalin-fixed
human temporal bones appears to be as good as for fresh or
fresh-frozen samples (Hassepass et al. 2014). These results
correspond to the present study, where all delicate structures
such as the hearing or vestibular organs could be depicted
in detail regardless of fixation in formaldehyde for 1 or
3 weeks. Multiple freezing processes and longer freezing
periods influence the quality of microgrinding of temporal
bones as could be shown by Cisneros et al. (2017). Fresh-
frozen bones (processed with less than 24 h of freezing)
were compared to bones frozen for 6 months. The micro-
anatomical quality of fresh, respectively, and fresh-frozen
bones is flawless compared to fresh bones, and consequently,
it was believed that the freezing process does not affect the
micro-anatomical structures directly. On the contrary, the
same structures of the bones frozen for 6 months showed a
worse quality in microgrinding; therefore, it was determined
that the longer period of freezing does cause the degrada-
tion of micro-anatomical structures. This corresponds to
the results of the present study, where hearing and vestibu-
lar organs appeared worse after being frozen for 3 weeks.
Furthermore, the organs mentioned above could be identi-
fied worse or not at all after each freezing cycle. Regarding
the identifiability of the connection between the tympanic
cavities, a fixation with formaldehyde is worse than freezing
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because of possible liquid residue artefacts. In contrast, the
subjective evaluation of the tensor tympanic muscle obtains
better results in pCT images for the fixation in formaldehyde
as for the fixation in the freezer. It must be considered that a
differentiation between liquid artefacts and muscle tissue is
not possible without comparing the images to histological
slices (Figs. 2, 4).

Conclusions and outlook

Formaldehyde should not be used as a fixative if the observer
wants to evaluate soft-tissue dense structures by means of
imaging methods such as ¢cCT or pCT. If, nevertheless, for-
maldehyde was chosen as the appropriate fixative, the fixa-
tion time should be as short as possible to minimize artefact
formation. Freezing constitutes the preferred fixation method
being less affected by the formation of artefacts. However, it
cannot be avoided completely. Multiple freeze—thaw cycles
should not be performed, as the number of artefact creations
increases clearly. Possibilities to reduce the number of arte-
fact formations due to freezing have to be tested using lower
freezing temperatures, shorter freezing times or modifying
the freezing process. Shock frosting or high-pressure freez-
ing is possible modifications that could improve the descrip-
tive evaluation of the imaging methods used; appropriate
studies have to be performed in the future.

In summary, a fixation in formaldehyde should be per-
formed in case of histological examinations; otherwise, only
fresh or fresh-frozen samples should be used. For descrip-
tive evaluations by means of imaging methods such as ¢cCT
or uCT freezing should be preferred over formalin as the
appropriate fixation method.
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1 | INTRODUCTION
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Abstract

Small and hyperostotic tympanic bone spicules {STBS and HTBS} extending from the
tympanic wall or from the septum bullae into the tympanic cavity have been de-
scribed in large feline species such as Siberian tigers or African lions and in canids
such as dogs, red foxes and wolves. Detailed descriptions of prevalence, location and
orientation were performed for dogs and African lions by means of necropsy and con-
ventional computed tomography {cCT). Aims of the current study were to describe
same characteristics for domestic cats by means of microcomputed tomography
(uCT}and cCT. A total of 15 cats or rather 30 ears were examined. Furthermore, new
bone formations extending into the tympanic cavity shaped like small lamellae were
found and named “tympanic bone crests” (TBCs}. The registered phenomenon of a
thickened tympanic wall in some cats was named “tympanic wall thickening” (TWT).
STBS appeared in 43% of the ears being bilateral in 44% of the cases, whereas HTBS
appeared in one ear. TBC was present in 33% of the ears with a bilateral prevalence
of 67%, and TWT could be detected in 13% of the ears. The mentioned structures
are just barely or not at all detectable with cCT; therefore, uCT is necessary for an
identification and detailed description. The origin and the factors inducing the de-
velopment of examined phenomena are unknown, and it is hypothesized that the

occurrence can be assessed as anatomical norm variations.

KEYWORDS
cat ear, microcomputed tomography-images, tympanic bone crest, tympanic bone spicule,

tympanic wall thickening

and a squamous or ciliated epithelium. STBS are maximal 1-mm-long

needle-like structures with a pointed or clubbed tip with a diameter

Small tympanic bone spicules (STBS) and hyperostotic tympanic
hone spicules (HTBS) are new hone formations extending from the
mucoperiosteum into the cavity of the tympanic bulla (Parzefall et
al., 2015). They have been mistakenly referred to as “otoliths” or
“otolithiasis” in dogs (Drees, 2011; Farrow, 1992; Ziemer, Schwarz,
& Sullivan, 2003), which are stone-like calcium carbonate concre-
tions of necrotic material. STBS and the stalks of the HTBS whereas

consist of osseous bone covered by a vascularized connective tissue

of <1 mm. If the extent increases, they are called HTBS or mucoperi-
osteal exostoses (MpEs), characterized as generally stalked, drum-
stick-like, smooth and globular bony structures (Novales et al., 2015;
Parzefall et al., 2015). The “heads” had a diameter over 1 mm and
consisted of normal lamellar bone tissue, sometimes with a medul-
lary central channel, covered by the normal middle ear mucoperi-
osteum and a mostly flat, partially ciliated epithelium (Heitmann et
al., 2016; Novales et al., 2015; Parzefall et al.,, 2015; Sula, Njaa, &

provided the original work is properly cited.
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TABLE 1 Characteristics of all 15 cats that were used in the
present study

Age Body Cause of

(years)  Sex Breed weight (kg)  euthanasia

14 Q European 4.2 Liver tumour

Shorthair
(ESH)

8 é Bengal 6.2 Aortic
thrombosis

12 3 ESH 3.8 Kidney failure

1.5 38 ESH 3.7 Clamped in
bottom hung
window

11 3 ESH 3.7 Hypertrophic
cardiomyopathy

20 38 ESH 2.0 Kidney failure

4 é ESH 4.0 Car accident

13 8 ESH 3.4 Hyperthyreosis

14 Q ESH 4.2 Body weight loss

18 e ESH 3.0 Chronic renal
insufficiency

18 38 ESH 33 Hyperthyreosis

14 & ESH 3.4 Chronicrenal
insufficiency

8 3 ESH 4.1 Intestinal tumour

3 3 Maine Coon 5.0 Thorax effusion

13 ? Maine Coon 75 Fibrosarcoma

Payton, 2014). Just a few studies were performed evaluating the
prevalence and the occurrence of these “otolith-like” hone struc-
tures. They could be detected in canids (e.g., dogs, wolves, foxes) and
in large feline species (e.g., lion, tiger, leopard, cheetah). They could
not be detected in primates, small carnivorous species (e.g., domes-
tic cat, white breasted marten) and domestic or farm animals (e.g.,
horse, alpaca, goat, sheep, cattle, pig, rabbit, mouse, rat; Heitmann
et al., 2016). A detailed description of HTBS is only present for dogs
and African lions. Parzefall et al. (2015) examined 50 dogs within the
scope of routine necropsy and another 144 skulls from a skull collec-
tion, and Novales et al. (2015) examined eight African lions.

The only difference between canids and large felids was the lo-
cation of STBS and HTBS. In canids, they were mainly located at the
free margin of the incomplete septum bullae and only a few at the
ventrocaudal wall or the roof of the hypotympanic cavity (Parzefall
et al., 2015), whereas in large felids they appeared mostly on the
ventromedial aspect of the tympanic bulla wall and only a few in
the epitympanic cavity (Novales et al., 2015). The (patho-) genesis
of tympanic hone spicules (TBS) is still unknown, and different the-
ories exist but they are just speculations. In African lions, the most
probable cause was a response to a chronic injury as an otitis media

(Novales et al., 2015), while in canids on the one hand mostly no

connection between an inflammatory process in the external ear
canal or in the middle ear with the appearance of TBS could be de-
tected whereby on the other hand an inflammation cannot be ruled
out (Parzefall et al., 2015). Other hypotheses are “own independent
functions, such as increasing the surface of the tympanic cavity or
mediating the perception of low-frequency sounds via bone conduc-
tion into the inner ear” (Parzefall et al., 2015).

The mentioned studies detected and described TBS by means
of radiographs, conventional computed tomography (CT), visual in-
spection and histology. In the present study, we use besides of CT
additionally pCT to describe the occurrence and the location of TBS
in domestic cats for the first time in research. A comparison of CT
and WCT will show the differences between the two imaging meth-
ods in detecting and identifying inter-alia TBS. Additionally, special
anatomical structures were analysed and described in detail such as
new bony structures similar to lamellae extending into the hypotym-
panic cavity which are named tympanic bone crests (TBCs). Another
part of the present study is the evaluation of the consistency of the
thickness of the tympanic wall. Thicker wall parts were found, and

this phenomenon was described as tympanic wall thickening (TWT).

2 | MATERIALS AND METHODS

2.1 | Catearsand preparation steps

Thirty fresh ears of 15 euthanized cats were used in the present
study, and the characteristics of the cats are shown in Table 1. All cats
were free from diseases of the head as could be confirmed with ra-
diographs and conventional CT. Ears with fluid fillings were excluded
from the study. The results of the present study are incidental find-
ings of the unrelated study of Beck, Kilchling, and Meyer-Lindenberg
(2019). The authors analysed differences between uCT imaging and
cCT for the diagnosis of possible diseases of the middle and inner ear
of the cat. Consequently, the ear samples and the preparation steps
of the present study are equal to the procedures performed by Beck
et al. (2019).

2.2 | cCT investigations, pCT investigations and
positioning technique for the cCT and pCT scans

Both investigation methods and the positioning technique comply
with the procedures in the study of Beck et al. (2019). The utilized
scan parameters in this study were the same as in the study of Beck
et al. (2019) and as follows for conventional CT: spatial resolution
of 330 um with special inner ear window, very sharp convolution
kernel, 140 kV tube voltage, 275 effective mAs tube current and
600 pum slice thickness. The variable scan parameters of the pCT
were chosen as follows: 30.3 um slice thickness, 1,250 projections
per 180° and 300-ms integration time. Overall 30 ¢cCT and pCT

scans were produced and evaluated.

FIGURE 1 Detected STBS extending from the tympanic wall (red squares) or from the septum bullae (blue squares). TWT is shown within
the green and TBC within the yellow squares. The first and third raw present uCT images, and second and fourth raw present equivalent

cCT images
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2.3 | Evaluation of cCT and uCT scans

The evaluation of the cCT and uCT scans occurred with the program
RadiAnt DICOM Viewer 4.2.1 (64 bit version; Medixant). The images
were taken with a screenshot tool (Greenshot). Multiplanar recon-
structions (transversal, sagittal and coronal planes) were used for
a better understanding of the course and the spatial extent of the
analysed structures. The base of the images was always the trans-
versal plane with the tympanic membrane orientated to the right
and dorsal to the top independent of the ear side. In the sagittal
plane, cranial was located to the left and dorsal to the top, and in the
coronal plane, lateral was located to the right and cranial to the top.

The observers reviewed all pCT scans searching for STBS or
HTBS, TBC or TWT. If certain structures were found, the equiva-
lent cCT scan was seen through as well and pictures of both imaging
methods were taken and compared. Additionally, based on the uCT
scans, extent and location of mentioned formations were recorded.

3 | RESULTS

3.1 | Occurrence of STBS, HTBS, TBC and TWT

Figure 1 shows puCT and cCT images of detected STBS, TBC and
TWT. The detected HTBS is presented in Figure 2. cCT and uCT im-
ages of the HTBS are compared with histological findings in Figure 3.
A summary of the characteristics (inter-alia appearance, location and
place of origin) of detected STBS, HTBS, TBC and TWT is presented

in Table 2.Figure 2 The detected HTBS presented in a series of uCT
images (a-c) and cCT image (d). Presentation of the head (red arrow),

the stalk {green arrow) and the base (yellow arrow)

TWTs were apparent in 13% of the ears (Figure 1a-d) being
located mostly in the caudal third, and none was found in the cra-
nial third. A thickness from 0.74 to 1.1 mm was measured. The
TWTs could be detected in cCT images as well but they were less
discrete and mainly evident due to focally increased density and
not due to thickening of the wall (Figure 1d). The part of the tym-
panic wall that was dorsal in the image in relation to the location of
the TWT appeared less dense in cCT images, whereas it was only

less thick in reality as could be shown by means of uCT images
(Figure 1c,d).

STBS were found in 13 ears of nine cats, four of them bilat-
erally. The number of STBS per affected ear was one to four or
1.7 in average (Figure 1c-m). Seventeen STBS extended from the
tympanic wall into the hypotympanum (Figure 1,e,fl,m), and only
five extended from the septum bullae into the dorsolateral com-
partment of the tympanic cavity (Figure 1c,d,g-k). The point of
their origin was mainly ventromedial (17/22) independently of the
bulla compartment that they were extending into. Nine STBS were
located in the cranial as well as in the medial third, and only four
appeared in the caudal third of the tympanic cavity. The length was
measured from 0.5 to 2.8 mm with a stalk thickness from 0.1 to
0.4 mm. STBS were inconsistently detected with cCT, and only the
larger STBS were identified (Figure 1c,d,g-k). Its identification as
STBS was, nevertheless, hard to justify as their appearance in the
cCT scans was very similar to the occurrence of TWT (Figure 1f,m).
By means of uCT scans, an identification of these hyperattenuating
structures could be made without any concerns (Figure 1e,l); it was
even possible to identify the smallest ones (Figure 1c,g,i).

TBC was found by means of uCT in 10 ears of six cats, four of them
bilaterally. In nine ears, only one TBC was present, whereas one ear had
3 TBCs{average number of 1.2 TBC per affected ear; Figure 1n-u). TBC
was only apparent in the posterior two-thirds of the hypotympanic cav-
ity. The length varied very much from 1.7 to 9.7 mm with a thickness of
0.2-0.6 mm. The height (longest distance extending into the tympanic
cavity) ranged from 1.3 mm to 2.7 mm. By means of cCT, TBCs were
best identifiable when having a high height (Figure 1s). Otherwise or
when being surrounded by soft tissue, the TBCs could not be identi-
fied anymore as the cCT scans represented only the average density
values of bone and soft tissue (Figure 10,q). The TBC in Figure 1u was
identifiable thanks to the comparison with the pCT image. Without this
comparison, the TBC itself was hard to identify as a bony structure be-
cause its density seems to be less than the comparable density of the
tympanic wall. In a few cases, the TBCs were represented as TWT or as
STBS in cCT images due to a low height and length.

A HTBS were present in only one ear (Figure 2). It was located in
the middle third part of the hypotympanic cavity being ventromedial.

FIGURE 2 The detected HTBS presented in a series of nCT images (a-c) and cCT image (d). Presentation of the head (red arrow), the

stalk (green arrow) and the base (yellow arrow)
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FIGURE 3 Comparison of uCT image (a), cCT image (b) and histological slice (c) of the detected HTBS

Its stalk is 0.6 mm long and 60 pum width extending from a 1 mm
width and 0.6 mm thick base. The smooth globular swelling (“head”)
at the top of the stalk had a diameter of 1.1 mm. Its identification
was fairly difficult with cCT as the stalk is not represented, and the
head seemed to float in the tympanic cavity (Figure 2d), whereas by
means of uCT the entire pathway and the total extent were clearly
recognizable and measurable (Figure 2a-c).

4 | DISCUSSION

4.1 | Occurrence of STBS, HTBS, TBC and TWT

HTBS had been found in previous studies only in large felids (e.g.,
Siberian tigers or African lions) and canids (e.g., dogs, wolves or
foxes; Heitmann et al., 2016; Novales et al., 2015; Parzefall et al.,

TABLE 2 Summary of the results

2015). The present study showed that STBS as well as HTBS occur
in domestic cats even if the occurrence was less frequent compared
with the other species. Furthermore, TWT and TBC could be de-
tected in the middle ear of the cat. The formation process of all men-
tioned structures is unknown, and histological examination and the
evaluation of cCT and puCT did not show any signs of inflammatory
alterations of the middle ear. The same could be said about STBS and
HTBS; the origin and the developmental process remain unknown,
corresponding to the results of Parzefall et al. (2015). In the present
study, this is shown for the detected HTBS (Figure 3).

TWT as well as TBC mostly appeared in the caudal parts of the
tympanic cavity/wall, and a correct identification was only given
using PCT. STBS and HTBS were mostly present on the ventrome-
dial aspect of the tympanic wall, the same location as described for
African lions by Novales et al. (2015). The same could be said for the

obtained for STBS, HTBS, TBC and TWT Hes il i il
Affected ears 43%, 13/30 13%, 1/30 33%, 10/30 13%, 4/30
Totally found structures 22 1 12 4
Bilaterally affected cats 4 out of 9 - 4 out of 6 1 outof 3
Location Cranial 2 0 0
Centred 9 4 1
Caudal 4 8 3

Place of origin

Tympanic wall 17

Septum bullae 5

= O O = O

Abbreviations: HTBS, hyperostotic tympanic bone spicules; STBS, small tympanic bone spicules;
TBC, tympanic bone crest; TWT, tympanic wall thickening.
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prohabhility of bilateral TBS, which is similar for domestic cats (44%)
and African lions {(50%; Novales et al., 2015).

To measure the extent and to describe location and orientation
of the structures, a fixed multiplanar reconstruction tool was used
in the present study. The measured values were taken at the points
with the highest and most realistic extensions, and consequently,
the results can only be used as orientation values. More precise
results could be obtained using a free MPR tool. By means of cCT,
it was not possible to safely detect the found phenomena as its
spatial resolution was too low to detect, for example the entire
pathway of the stalks of S/HTBS. This might lead to misdiagnosis
of otoliths with cCT. Therefore, the use of an in vivo pCT with the
advantage of a higher spatial resolution (Holdsworth & Thornton,
2002; Kalender, 2006) is necessary to detect mentioned struc-
tures. As all cats in the present study were free from diseases, it is
not sure whether found anatomical norm variations are also visible
in cats with present ear diseases such as otitis media or inflamma-

tory polyps.

5 | CONCLUSIONS AND OUTLOOK

HTBS and STBS also exist in domestic cats but its occurrence is
difficult to detect with the usually used in vivo imaging methods
like cCT; the same can be said about TBC and TWT. All mentioned
structures and phenomena are only safely detectable using nCTs,
which are not yet used for in vive examinations of the cat although
it would be possible. TBC, TWT, STBS and HTBS appear in middle
ears without any signs for inflammatory alterations, and the devel-
opment remains unknown. Consequently, it can be hypothesized
that they constitute anatomical norm variations. Studies with sick
cats should be performed to evaluate differences in healthy cats
with regard to the detectability of mentioned anatomical norm

variations.
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4 DISKUSSION

Mit der ersten Publikation wurde gezeigt, welche Strukturen des Mittel- und Innenohres der Katze
mittels eines in vivo-uCT dargestellt werden kénnen. Weiterhin wurden die Vorteile der uCT gegenlber
der klinischen CT bei der Diagnose moglicher Erkrankungen des Mittel- und Innenohres ermittelt.
Die bildgebenden Verfahren wurden mit histologischen Schnittpraparaten verglichen um die Grenzen
der Bildgebung zu verdeutlichen. In der zweiten Publikation wurde der Einfluss verschiedener
Fixationsmethoden Uber unterschiedlich lange Zeitrdume auf das Mittel- und Innenohr der Katze,
sowohl mit CT- und uCT, als auch mit histologischen Schnittprdparaten, erarbeitet. Anatomische
Besonderheiten im Bereich des Mittelohres der Katze wurden in der dritten Publikation beschrieben
und mit CT und pCT dargestellt.

Grundlage der ersten Arbeit waren drei ohrgesunde Katzen. Mit diesen wurden alle theoretisch
abbildbaren Strukturen des Mittel- und Innenohres dargestellt. Die Ergebnisse von Seifert et al. (2012)
zu den Vorteilen der uCT konnten bestatigt werden. Die puCT stellte kndcherne Strukturen im Detail dar
und ermoglichte deren genaue Bewertung. Weichteilgewebe waren hingegen nur eingeschrankt
differenzierbar und bewertbar. Fir die CT galten grundsatzlich die gleichen Erkenntnisse, jedoch
wurden die Strukturen aufgrund der geringeren Auflésung deutlich unscharfer abgebildet. Das
Augenmerk lag bei Seifert et al. (2012) auf der Erkennbarkeit von diagnostisch relevanten anatomischen
Strukturen des Mittel- und Innenohres, ohne diese gezielt auf die Ursache moglicher Erkrankungen wie
Taubheit, Auftreten des Vestibularsyndroms, Osteodystrophien oder Entziindungen hin zu bewerten,
was in der vorliegenden Arbeit geschah. Seifert et al. (2012) verwendeten fir ihre Untersuchungen nur
einen Katzenkopf (2 Mittel- und Innenohren), wodurch eine Reproduzierbarkeit nicht gegeben ist. In
der vorliegenden Arbeit wurden insgesamt 6 Mittel- und Innenohren untersucht, was die
Reproduzierbarkeit verbessert. Ein weiterer Unterschied war die Verwendung des in vivo-Xreme CT I
(Scanco Medical AG 2017), dem Nachfolgermodell des von Seifert et al. (2012) genutzten Xtreme CT |,
der eine geringere Auflésung erreicht (Scanco Medical AG 2017). Daher sind die Ergebnisse der
Detailerkennbarkeit der vorliegenden Studie fur Strukturen im Grenzbereich der maximal moglichen
Auflosung teilweise abweichend zu den Ergebnissen von Seifert et al. (2012). U.a. war die Darstellung
des Verlaufs der Bogengange und ihrer Mindung detaillierter. Dinnste Knochenlamellen (z.B. zwischen
dem Epitympanicum und dem Canalis facialis), der Steigbiigel mit dem ovalen Fenster und die feine
Verbindung zwischen den beiden Paukenhodhlenkompartimenten konnten bewertet werden.

Mit dem CT koénnen Knochenstrukturen und Hohlrdume erkannt und bewertet werden, die
weitestgehend frei von anderen knéchernen Strukturen liegen: die Paukenhdhlenwand und das

knocherne Paukenhdhlenseptum, Teile von Hammer und Amboss, das Lumen der Paukenhdhle mitsamt
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moglichem Inhalt (z.B. pathologisch vorhandene Flissigkeit als Folge einer Entzlindung) oder
Knochenproliferationen der Paukenhohlenwand (Ackermann et al. 2017; Garosi et al. 2003; Seifert et
al. 2012). Diese Ergebnisse wurden in der vorliegenden Arbeit weitestgehend bestatigt. Andere
Knochenstrukturen und Hohlrdume, wie der Steigblgel oder die Bogenginge, waren flr eine
Beurteilung mit dem CT zu klein. Des Weiteren missen beim CT mogliche Volumenartefakte in Form
einer verdickten Paukenhohlenwand bei vorliegender Flussigkeitsfillung bei zu gering eingestellten HE
beachtet werden (Barthez et al. 1996). Artefakte dieser Art konnten in der vorliegenden Studie nicht
beobachtet werden. Um einer falschen Diagnose der Knochenentziindung der Paukenhéhlenwand
vorzubeugen, missen entweder die HE erheblich erhoht, ein Knochenfenster angewendet oder eine
moglichst geringe Schichtdicke fir die Untersuchung ausgewdhlt werden (Barthez et al. 1996).
Die Ergebnisse der durchgefiihrten Studie zeigten, dass die Auflésung des CT hier an ihre Grenzen stof3t
und dass die uCT vorteilhaft fir die Analyse einer Entziindung oder eines Volumenartefaktes ist.

Fir die korrekte Diagnose einer Mittelohrentziindung mussen feine Flissigkeitsfilme erkannt und von
der Paukenhohlenwand bzw. deren Schleimhautauskleidung differenziert werden kénnen (Love et al.
1995). Die Autoren konnten am Beispiel von Hundeohren zeigen, dass das beim CT nicht immer der Fall
ist. Spezifitat und Sensitivitdt lagen bei der Diagnose einer Otitis media nur bei 89 bzw. 83%. Diese fir
eine korrekte Diagnose relevanten Werte kénnten durch Anwendung der hochauflésenden uCT
gesteigert und die Wahrscheinlichkeit fir Falschdiagnosen verringert werden, da zumindest
Flussigkeitsfilme und die Paukenhodhlenwand in der vorliegenden Studie einwandfrei unterschieden
werden konnten. Allerdings war die Aufldsung des UCT nicht hoch genug, um die Schleimhaut selbst zu
identifizieren. Folglich koénnen Entzindungen im Anfangsstadium oder Epitheldefekte nicht
diagnostiziert werden. Eine weitere Falschdiagnose aufgrund der geringeren Auflésung des CT
gegentber dem uCT liegt bei nicht pathogenen Knochenproliferationen vor, die in das
Paukenhohlenlumen hineinragen. In der Literatur wurden diese friher als Otolithen bezeichnet,
inzwischen werden sie je nach GrofRe small oder hyperostotic tympanic bone spicules genannt (Farrow
1992; Heitmann et al. 2016; Parzefall et al. 2015; Ziemer et al. 2003). In der eigenen Studie wurden die
oft unter 600um diinnen STBS im CT nur in einem Bild erfasst und erschienen somit als frei schwebende
knochendichte Strukturen im Paukenhohlenlumen, die als Artefakt gedeutet wurden. Eine korrekte
Interpretation war bei alleiniger Betrachtung der CT-Aufnahmen somit nicht méglich. Erst durch die
Ansicht der uCT-Aufnahmen wurden Verlauf und AusmafR eindeutig nachvollziehbar.

Die Paukenhohle der Katze wird durch das kndécherne Paukenhohlenseptum in ein ventromediales und
ein dorsolaterales Kompartiment unterteilt. Die Verbindung der Kompartimente verlauft zwischen dem
freien Rand des Septums und dem Paukenteil des Schléafenbeins (Nickel et al. 2004). In der eigenen
Studie war diese Verbindung mit Hilfe des CT in den kranialen und kaudalen Bereichen zu erkennen, da

der Abstand der knéchernen Strukturen dort ausreichend groR ist. Ansonsten stellte sich die Verbindung
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lediglich als eine Aufhellung mit geringerer HE-Zahl dar. Septum und Paukenteil des Schlafenbeins waren
ebenfalls nur eingeschrankt differenzierbar. Im uCT-Scan hingegen war der gesamte Verlauf der
Verbindung zu erkennen und sowohl Schldfenbein als auch Paukenhohlenseptum waren deutlich
voneinander abgrenzbar. Des Weiteren konnte mit dem CT das Paukenhohlenseptum selbst nicht gut
bewertet werden. Eventuell vorliegende Frakturen oder Fissuren waren unmaoglich zu diagnostizieren,
hierfir muss eine uCT-Untersuchung erfolgen. Diese stellte das Paukenhdhlenseptum in der eigenen
Studie detailliert dar und ermdglichte eine addquate Bewertung.

Mit Hilfe des CT kann ein physiologisches Trommelfell nicht dargestellt werden, da die Dicke zu gering
ist. Kuypers et al. (2005) beschrieben die Dickenverteilung von frischen Trommelfellen bei Katzen.
Es wurden Minimalwerte von 5,5 pm im Zentrum und Maximalwerte von 99 um im Bereich des Anulus
fibrocartilagineus ermittelt. Im hinteren oberen Teil des Zentrums reichte die Dicke bis hin zu 30 um.
Im Allgemeinen wurden von Kuypers et al. (2005) fur den posterioren Abschnitt signifikant kleinere
Werte als fir den anterioren Abschnitt festgestellt. Das Trommelfell war in der eigenen Studie im CT
nur dann sichtbar, wenn es durch FlUssigkeitsauflagerungen verdickt abgebildet wurde.
FlUssigkeitsauflagerungen oder Verdickungen aufgrund einer moglichen Entziindung kénnen jedoch mit
dem CT nicht von Schmutz oder vermehrtem Ohrschmalz unterschieden werden. Mit dem uCT lief8 sich
das Trommelfell in der eigenen Studie nur in den knochennahen Teilen darstellen. Von einer Bewertung
des Trommelfells sollte daher abgesehen werden, da die dafir nétige Prdzision nicht gegeben war.
Die Gehorkndchelchen mitsamt den anheftenden Bandern konnten mit dem CT nicht auf mogliche
Frakturen oder Zusammenhangstrennung bewertet werden, da sie zu unscharf (Hammer und Amboss)
bzw. gar nicht dargestellt wurden (Steigblgel und Bander). Veranderungen der Gehdrkndchelchen
stellen allerdings eine mogliche Ursache der konduktiven Form der Taubheit dar (Harvey et al. 2003),
die mit dem CT nicht ermittelt werden kann. Hierflr ist, wie die eigene Studie zeigte, eine
UCT- Untersuchung durchzufihren. Mit dieser wurden alle Gehérknochelchen detailliert dargestellt,
eine Beurteilung der Bandverbindungen war jedoch auch mit dem uCT nur eingeschrankt moglich. Eine
Diagnose konduktiven Horverlusts verursacht durch Schaden an den Gehdrkndchelchen kénnte somit
mit dem LCT gestellt werden. Die sensorische Form der Taubheit hat unterschiedliche mogliche
Ursachen, u.a. eine Cochlea- oder Sacculusdegeneration (sekundar entstanden durch einen
Haarzellverlust infolge der Degeneration der Stria vascularis aufgrund eines Melanozytenmangels), eine
primare oder sekunddre Schadigung der Haarzellen (entstanden durch neuroepitheliale Degeneration
oder ototoxische Substanzen, v.a. Aminoglykosid-Antibiotika wie Neomycin oder Gentamycin) oder den
Bruch von Haarzilien durch zu hohe Larmbelastung (Flottorp 1991; Harvey et al. 2003; Strain 1991;
Strain 1996). Genannte Strukturen konnten in den eigenen Untersuchungen weder mit dem CT noch
mit dem in vivo-uCT dargestellt werden. Mogliche Ursachen einer sensorischen Taubheit oder des

Auftretens eines Vestibularsyndroms kénnen somit durch die angewandten bildgebenden Verfahren
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nicht ermittelt werden, die Ergebnisse von Seifert et al. (2012) wurden bestatigt. Einzelne Neurone und
Haarzellen konnten bislang nur am Beispiel von Mdusen mit zu Forschungszwecken eingesetzten
ex vivo-uCTs dargestellt werden (Glueckert et al. 2018).

Die eigene Studie zeigte, dass uCT-Untersuchungen histologische Schnitte ersetzen kénnen, wenn das
Hauptaugenmerk auf knoéchernen Strukturen oder luftgefiillten Hohlrdumen bzw. Kanalen lag.
Bei Bewertungen von Weichteilgeweben war die uCT nicht prazise genug, um histologische Schnitte zu
ersetzen, da diese Strukturen nur unscharf (u.a. Teile des Trommelfells, Nerven oder Muskeln) oder
aufgrund ihrer GroRe gar nicht abgebildet wurden (u.a. das Gehor- und Gleichgewichtsorgan).
Durch die Gabe von Kontrastmittel kann die Darstellbarkeit von Weichteilgeweben mit dem uCT
verbessert werden (Rohani et al. 2016). Es muss hierbei beachtet werden, dass die Autoren nur
ex vivo- Untersuchungen an Mittelohren von Menschenkadavern durchfihrten.

Die Folgen mehrfachen Einfrierens und Auftauens wurden bereits u.a. in Studien Gber menschliches
Muskelgewebe (Klop et al. 2017) oder das Gehirn von Schweinen (Bolliger et al. 2018) erforscht.
Die Verschlechterung der Qualitdt und der Aussagekraft der Proben konnte mittels CT-Untersuchungen
(Klop et al. 2017) sowie zusatzlich durch histologische Schnitte (Bolliger et al. 2018) beurteilt werden.
So wurden deutliche HE-Verdnderungen der Muskulatur festgestellt und es traten ausgepragte,
sdulenformige, blasenartige Artefakte im Gehirn der aufgetauten Proben auf. Die Qualitdt der
Weichteilgewebe der histologischen Schnitte verschlechterte sich in der eigenen Studie ebenfalls durch
(mehrfaches) Einfrieren und Auftauen und es traten vermehrt Blasenartefakte auf. Verdnderungen auf
zelluldrer Ebene konnten mit bildgebenden Verfahren nicht dargestellt werden, dafiir bedarf es den
Einsatz spezieller Verfahren wie der Raman-Spektroskopie (McElderry et al. 2011) oder der
Elektronenmikroskopie (Lander et al. 2014). Mit diesen stellten die Autoren den Kollagenzerfall bei
Mausefemora fest bzw. zeigten, dass sich Risse auf der Knochenoberflache menschlicher Tibiae-Proben
nach 21-tagigem Tiefgefrieren ausgepragter darstellten, als bei der Kontrollgruppe. Mit histologischen
Schnittprdparaten konnten auftretende Verdnderungen auf zelluldrer Ebene ebenfalls dargestellt
werden (Cisneros et al. 2017). Die Autoren untersuchten menschliche Schldfenbeine, die fiir 24 Stunden
bzw. 6 Monate bei -20°C eingefroren, anschlieRend aufgetaut und zur Herstellung histologischer
Schnitte verwendet wurden. Die histologischen Schnitte der 6 Monate gefrorenen Proben zeigte eine
deutlich geringere Qualitdt der Mikroanatomie des Innenohres, wohingegen die flir 24 Stunden
gefrorenen Proben keine Unterschiede gegeniber frischen Praparaten zeigten. Cisneros et al. (2017)
folgerten daraus, dass nicht das Tiefgefrieren selbst den Qualitatsverlust nach sich zieht, sondern nur
die Dauer des Tiefgefrierens ausschlaggebend war. Diese Schlussfolgerung konnte mit der eigenen
Studie insofern bestéatigt werden, dass die Proben nach 3-wochigem Tiefgefrieren eine schlechtere

Qualitat aufwiesen verglichen mit den flr eine Woche tiefgefrorenen Proben.
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Die eigene Studie zeigte, dass durch die Anwendung von Formalin als Fixativ das Auftreten von
makroskopisch sichtbaren Verdnderungen und von Veranderungen auf zelluldrer Ebene verhindert bzw.
deutlich reduziert werden konnte. Jegliche Knochenstrukturen waren unabhéangig von der
Formalinfixierung und Fixationsdauer sowohl im CT- als auch im uCT-Bild gut darstellbar. In den
histologischen Schnittpraparaten wurde das gleiche Ergebnis fir Gehor- und Gleichgewichtsorgan
erzielt: samtliche sensible Strukturen und Zellen waren klar zu erkennen, ohne dass der
Lagerungsprozess einen Einfluss hatte. Somit konnten die Ergebnisse der Studien von Seidel et al. (2018)
und Umstattd et al. (2017) bestatigt werden. Seidel et al. (2018) untersuchten den Einfluss der
Formalinfixierung auf die Genauigkeit 3-dimensionaler Modelle mittels Kegelstrahl-CT und Mehrzeilen-
CT am Beispiel eines Menschenkopfes. Von den Autoren wurde kein signifikanter Unterschied
festgestellt. Umstattd et al. (2017) bewerteten u.a. die Gewebeschrumpfung von bei Menschen
resezierten oralen Plattenepithelkarzinomen durch Formalinfixierung. Die TumorgréofRe nach der
Formalinfixierung war nur gering reduziert verglichen mit der GréRe nach Exzision. Folglich spielt eine
Gewebeschrumpfung auf formalinfixierte Proben keine grofRe Rolle. Allerdings ist zu beachten, dass bei
einer Evaluation von Weichteilstrukturen formalinfixierter Mittel- und Innenohren mittels CT und uCT
Flussigkeitsartefakte durch das Formalin auftreten kénnen, was durch die eigene Studie belegt wurde.
Somit war eine Unterscheidung zwischen Formalinartefakten und tatsachlich vorhandenen
Weichteilstrukturen wie Muskeln, Nerven 0.3. nur eingeschrankt maoglich.

Die erwdhnten STBS und HTBS wurden in der Literatur friher als Otolithen bezeichnet und mit einer
Otolithiasis in Verbindung gebracht (Drees 2011; Farrow 1992; Ziemer et al. 2003). Novales et al. (2015)
stellten die Hypothese auf, dass eine chronische Otitis media die meistwahrscheinliche
Entstehungsursache von MpEs bei Léwen ist. Parzefall et al. (2015) konnten pathologische
Entstehungsprozesse wie Entziindungen, Nekrosen oder Verkalkungen nicht bestatigen, jedoch
konnten diese Prozesse auch nicht ganzlich ausgeschlossen werden. In der eigenen Studie waren
ebenfalls keine pathologischen Entstehungsprozesse zu erkennen. Die Entstehung von STBS und HTBS
bleibt somit offen.

Heitmann et al. (2016) konnte bei Gber 200 Hauskatzen in der pathologischen Untersuchung keine HTBS
vorfinden. Die Moglichkeit des Vorliegens von HTBS wurde allerdings nicht ausgeschlossen. In der
eigenen Studie gelang der zweifelsfreie Nachweis eines HTBS bei der Katze.

Tympanic bone crests (TBC) wurden nach derzeitigem Stand in der Literatur noch nicht beschrieben.
Es handelt sich hierbei um in das Hypotympanicum der Paukenhdhle ragende Knochenlamellen. In der
eigenen Studie konnte die Entstehung nicht mit pathologischen Prozessen in Verbindung gebracht
werden, ausgeschlossen werden kdnnen sie jedoch nicht. TBC kénnen als anatomische Normvariante
des Mittelohres der Katze angesehen werden und sollten nicht mit dem knochernen

Paukenhohlenseptum verwechselt werden.
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Zu dem Phanomen der tympanic wall thickening (TWT, zu Deutsch Paukenh&hlenwandverdickung),
zuféllig auftretenden Verdickungen der Paukenhdhlenwand der Katze, liegen in der Literatur nach
derzeitigem Stand keine Beschreibungen vor. Anhand von uCT-Studien mit Tibiae von Menschen
(Christen et al. 2014) und Mausen (Sugiyama et al. 2012) wurde festgestellt, dass sich kortikale
Knochendicke, Knochenmasse und lokaler Stress direkt proportional zueinander verandern. Norman et
al. (2017) zeigten am Beispiel von uCT-Untersuchungen von menschlichen Kniekadavern, dass sich die
kortikale Knochendicke der lateralen Femurkondylen in den Bereichen des Ansatzes des vorderen
Kreuzbandes bis zu verdreifachte. In der eigenen Studie wurde allerdings keine Einwirkung von
Stressoren auf die Paukenhdhlenwande der betroffenen Tiere beobachtet. Das Phdnomen der TWT
kann als anatomische Normvariante angesehen werden, ein pathologischer Entstehungsprozess ist

jedoch moglich.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Moderne bildgebende Verfahren wie die CT werden bei Erkrankungen des Mittel- und Innenohres der
Katze standardmafRig im Rahmen der klinischen Diagnostik eingesetzt, wohingegen die hochaufldsende
UCT bislang noch nicht in vivo eingesetzt wird. Mit der ersten durchgefiihrten Arbeit wurde anhand von
sechs Mittel- und Innenohren der Katze gezeigt, welche Vorteile die uCT bei der Diagnose moglicher
Erkrankungen gegeniber der CT hat. Knocherne Strukturen wie die Gehorknéchelchen, die
Bogengdnge, das Paukenhohlenseptum, die Paukenhodhlenwand oder die Cochlea konnten besser
beurteilt werden. Eventuell bestehende Frakturen/Fissuren, Zusammenhangstrennungen oder
Entziindungen kdonnen mit einer hdheren Sensitivitat festgestellt werden. Eine addquate Beurteilung
von Weichteilstrukturen wie dem Spanner des Trommelfells, dem Trommelfell selbst oder dem
Fazialisnerv war auch mit dem pCT nur eingeschrankt moglich. Auflésung und Bildqualitat der uCT-Scans
waren nicht ausreichend hoch, um auf die Anfertigung histologischer Schnitte zu verzichten. Nur bei der
Beurteilung kndcherner Strukturen war die Qualitdt der uCT-Bilder ausreichend hoch. Es war nicht
moglich, zelluldre Strukturen wie das Gehor- oder Gleichgewichtsorgan genauso gut wie mit
histologischen Praparaten zu beurteilen.

Die zweite Studie befasst sich mit den Fixationsmethoden Tiefgefrieren, Tiefgefrieren nebst Auftauen
und Formalinfixierung. Untersucht wurde deren Einfluss auf die bildgebenden Verfahren CT und pCT
sowie auf die Histologie. Die Fixationsdauer (eine bzw. drei Wochen tiefgefroren/formalinfixiert) und
die Anzahl der Einfrier-Auftau-Vorgange (ein bzw. zwei) wurden variiert. Die Bildqualitdt nahm mit
jedem Einfrier-Auftau-Zyklus ab und die Anzahl auftretender Artefakte erhohte sich. Des Weiteren
nahm die Qualitdt der Proben mit zunehmender Dauer im tiefgefrorenen Zustand ab. Histologische
Schnitte konnten nach dem Auftauen nicht mehr addquat beurteilt werden, da sich die zelluldren
Strukturen deutlich verandert darstellten. Unabhangig von der Dauer der Formalinfixierung konnten die
histologischen Schnitte einwandfrei beurteilt werden. In der rein subjektiven Evaluation mit CT und uCT
wurden tiefgefrorene Proben besser bewertet als formalinfixierte Proben. Formalinfixierte Praparate
wurden mit zunehmender Fixationsdauer schlechter beurteilt. Die intra-reader Auswertung ergab eine
hohe Reproduzierbarkeit der subjektiven Bewertung von Mittel- und Innenohr der Katze mittels CT und
UCT.

Mit der dritten Arbeit wurde gezeigt, dass bei der Katze anatomische Normvarianten im Bereich des
Lumens und der Wand der Paukenhohle auftreten kénnen. Entdeckt wurden small bzw. hyperostotic
tympanic bone spicules, tympanic bone crests und tympanic wall thickenings. Genannte Normvarianten
waren lediglich mit der uCT eindeutig zu identifizieren. Mit der CT wurden sie entweder gar nicht

erkannt oder eine korrekte ldentifikation war schwer mdglich. Die Wahrscheinlichkeit fir das
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mindestens unilaterale Auftreten von STBS lag bei 43%, fiir TBC bei 33%. TWT (13%) und HTBS
(6,7%; bei einem Mittelohr) lagen nur vereinzelt vor. Die fiir die Entstehung der Normvarianten

verantwortlichen Faktoren konnten noch nicht eindeutig geklart werden.
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6 SUMMARY

Modern imaging techniques such as CT are commonly used in clinical diagnostics for middle and inner
ear diseases of the cat, whereas high-resolution uCT has not yet been used in vivo. With the first
performed study it could be shown at the example of six middle and inner ears of the cat which
advantages UCT has in the diagnosis of possible diseases compared to CT. Bony structures such as
amongst others the auditory ossicles, the semicircular ducts, the tympanic septum, the tympanic cavity
wall or the cochlea could be assessed better. Possible fractures/fissures, separations or inflammations
can be detected with greater sensitivity. An adequate assessment of soft tissue structures such as
amongst others the tensor tympanic muscle, the tympanic membrane itself or the facial nerve was also
with uCT only limited possible. Both the resolution and the image quality of uCT were not sufficiently
high to replace histological sections. Only in the evaluation of bony structures the quality of uCT-scans
was sufficiently high. It was not possible to assess cellular structures such as amongst others the
auditory or vestibular organ just as well as with histological specimens.

The second study deals with the fixation methods deep freezing / deep freezing followed by thawing
and formaldehyde fixation. Investigated was their influence on the imaging techniques CT and uCT and
on the histology. The fixation periods (one or three weeks deep-frozen/fixated with formaldehyde) and
the number of freeze-thaw cycles (one or two) were varied. The image quality decreased with each
freeze-thaw cycle and the number of artifacts increased. Furthermore, the quality of the deep-frozen
samples decreased with increasing freezing time. Histological sections could no longer be adequately
assessed after thawing since the cellular structures were presented notable changed. Independent of
the duration of formalin storage, histological sections could be evaluated flawless. For purely subjective
viewing with CT and uCT, deep-frozen fixated samples were evaluated better than formalin fixated
samples. Formalin fixated samples were evaluated worse with increasing fixation time. An intra-reader
comparison showed a high reproducibility for the subjective evaluation of the middle and inner ear of
the cat by means of CT and uCT.

With the third study it was shown that in the cat anatomic norm variations can occur in the area of the
lumen and the wall of the tympanic cavity. Detected could be small or hyperostotic tympanic bone
spicules, tympanic bone crests and tympanic wall thickenings. Named norm variations could only be
identified unambiguously with uCT. They were either not recognized with CT or a correct identification
was hardly possible. The probability for the occurrence of STBS unilateral at least was 43% and 33% for
TBC. TWT (13%) and HTBS (6.7%; one middle ear) were only sporadic. The responsible factors for the

emergence of the norm variations had not yet been conclusively explored.
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