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FlUr meine Eltern

“Man was created of the Earth, and lives by virtue of the air,
for there is in the air a secret food for life ... whose invisible
congealed spirit is better than the whole Earth.”

Michael Sendivogius, 1604



Abstract

Die biologischen Grundlagen der neurometabolisch-neurovaskularen Kopplung des Gehirns sind nicht
hinreichend bekannt. Lokale Anderungen der Nervenzellaktivitit sind begleitet von regionalen
Anderungen des zerebralen Blutflusses (CBF) und bedienen die Bediirfnisse eines gesteigerten
Metabolismus in aktivierten Gehirnregionen und bilden zugleich die Grundlage funktionell-bildgebender
Verfahren des Gehirns. Es ist derzeit ein intensives Bestreben die Mechanismen und die Art der
neuronalen Aktivitat zu klaren, die diesen CBF Anstieg vermitteln und die Frage nach den individuellen
metabolischen Kosten der an der Signaltransduktion beteiligten Prozesse und Zelltypen und die Art ihrer
Energiegewinnung zu klaren. In welchem Umfang exzitatorische neuronale Aktivierung zu einem
gesteigerten Sauerstoffmetabolismus fiihrt und in welcher Relation zum CBF, wird ebenso kontrovers
diskutiert wie die Frage nach dem Regulationsprinzip und dem initialen Ausldser der Kopplungskaskade.
Die Bedeutung inhibitorischer Einflisse auf Energieverbrauch und CBF wurde bisher kaum untersucht.
Ziel der vorgestellten Arbeiten war es, die neurophysiologische Grundlage aktivitatsinduzierter
metabolischer und hdmodynamischer Antworten im zerebellaren Kortex der Ratte zu spezifizieren. Es
wurde die Bedeutung von Variationen der synaptischen exzitatorischer Aktivitdt im Vergleich zur
Veranderung der Aktionspotentialrate flr die Induktion der CBF Antworten und den Sauerstoffverbrauch
untersucht, die Relation der Antworten zueinander, sowie deren Beeinflussbarkeit durch Veranderungen
des synaptischen inhibitorischen Tonus.

Die kombinierte, dynamische Erfassung von Veranderungen des CBF, des Gewebs-
sauerstoffpartialdruckes (tpO2) und der neuronalen Aktivitdt (mittels Laser-Doppler Flussmessung,
Sauerstoff- und Glas-Mikroelektroden; Kletterfaser-Stimulation) ermdglichte es, die Beziehung der
Signalantworten  zueinander zu etablieren und die Abhangigkeit des tpO. Signals von
Sauerstoffverbrauch und CBF Antwort zu demonstrieren. Durch pharmakologische Disinhibition konnten
wir zeigen, dass im Zerebellum der Blutfluss unabhangig von der spontanen Aktionspotentialrate in
Purkinje-Zellen ist und Aktionspotentialrate und hamodynamische Antwort in aktivierten Hirnregionen
somit nicht proportional sein missen. Blutflussanstieg und Sauerstoffverbrauch bedurften andererseits
der postsynaptischen Aktivierung neuronaler ionotroper Glutamatrezeptoren. Zugleich erfuhren die
stimulationsinduzierten Anstiege im CBF und Sauerstoffverbrauch eine gleichsinnige Modifikation bei
Variation des inhibitorischen synaptischen Tonus.

Zusammen liefern diese Studien experimentelle Evidenz fir die hypothetisierte Vorwarts-vermittelte
(engl.: Feed-forward) Regulation der neurometabolischen und neurovaskularen Kopplung und weisen auf
eine in Folge der glutamatergen Signaltransduktion an exzitatorischen Synapsen initiierte neuronale
Signalkaskade hin, die letzten Endes sowohl in der Steigerung des Blutfluss miindet, als auch im Anstieg

des Sauerstoffmetabolismus.
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1. Einleitung

Die Gestaltung und Funktion des Gehirns ist maRgeblich gepragt durch den enormen basalen
Energiebedarf (Laughlin, 2001). Energetisch am kostspieligsten ist die neuronale Verarbeitung und
Weiterleitung von Information (Attwell & Laughlin, 2001; Lennie, 2003). Die Limitiertheit energetischer
Reserven zeigt sich eindriicklich in der bekannten Suszeptibilitat des Gehirns gegenuber Anoxie
(Hossmann, 1994) und bedingt zur Aufrechterhaltung der funktionellen und strukturellen Integritat des
Gehirns die Notwendigkeit einer kontinuierlichen, adaquaten Versorgung mit Sauerstoff und Glukose
uber den Blutstrom. Dies findet Ausdruck in der zeitlichen und raumlichen Korrelation zwischen
Variationen der neuronalen Aktivitat und begleitenden Veranderungen des Metabolismus und des CBF
(Raichle et al., 1976; Lassen et al., 1978; Sokoloff, 1977; Batini et al., 1981; Kuschinsky et al., 1983;
Lauritzen, 2001). Der Ursprung und die Mechanismen, die diesem als neurometabolisch-

neurovaskulare Kopplung bezeichneten Phdnomen zugrunde liegen, sind nicht hinreichend bekannt.

Neuere Hypothesen gehen davon aus, dass anstelle eines rlckgekoppelten Mechanismus der direkt
uber Veranderungen im Energiesubstrat-Spiegel oder -verbrauch reguliert wird, aktivittsinduzierten
CBF Antworten ein Vorwarts-vermittelter (engl.: Feed-forward) Mechanismus zugrunde liegt und
determiniert wird von der Art der aktivierten neuronalen Elemente und Schaltkreise (Abbildung 1),
(Bonvento et al., 2002; Uludag et al., 2004; Lauritzen, 2005). Die neurovaskulare Kopplung vermag
hiernach als Substratlieferant fur den energetischen Mehrbedarf unter Aktivierung dienen, ist aber nicht
unmittelbar durch diesen Verbrauch reguliert. In die dynamische Blutflussregulation involviert sind
neuronale (Mathiesen et al., 1998), gliale (Mulligan & MacVicar, 2004) und vaskulare (Faraci & Heistad,
1998) Mechanismen, der entscheidende initiale Ausloser konnte bisher jedoch noch nicht zweifelsfrei
identifiziert werden. Ein besonderes Interesse gilt daher der Klarung der Frage welche Art neuronaler
Aktivitat und welche spezifischen Prozesse im Rahmen der Signaliibertragung den Ursprung der

Kopplungskaskade darstellen (Jueptner & Weiller, 1995; ladecola, 2004).

Im Hinblick auf die neurometabolische Kopplung besteht eine andauernde Kontroverse dariiber, wie
Neuronen in kurzzeitig aktivierten Hirnregionen ihren gesteigerten metabolischen Bedarf decken
(Barinaga, 1997). Im Mittelpunkt steht dabei die Frage ob und in welchem Ausmal der gesteigerte
neuronale Energiebedarf mit einem erhohten Sauerstoffverbrauch einhergeht (Raichle et al., 1976; Fox
et al., 1988; Malonek & Grinvald, 1996; Thompson et al., 2003). Diese Kernfrage hat vielschichtige
Aspekte: So ist ungeklart, in welchem Verhaltnis dieser Sauerstoffmehrverbrauch zu dem deutlichen
und einheitlichen Anstieg von CBF und Glukosemetabolismus steht, was die Hauptenergiequelle (nicht-

aerobe Glykolyse oder oxidativer Metabolismus) unter Aktivierung darstellt und was das neuronale



Energiesubstrat ist (Laktat oder Glukose) (Fox et al., 1988; Pellerin & Magistretti, 1994; Hyder et al.,
1996; Hyder et al., 1997; Magistretti et al., 1999). Ebenso ist die zeitliche Kaskade umstritten, in welcher
oxidative und nicht oxidative Mechanismen madglicherweise gemeinsam auftreten (Mintun et al., 2002;
Kasischke et al., 2004). Funktionell betrachtet ist es von Bedeutung, ob das wahrend neuronaler
Aktivierung zu beobachtende Missverhéltnis zwischen geringem Anstieg des Sauerstoffverbrauchs und
massiver Blutflussantwort bedeutet, dass CBF und CMRO> ungekoppelt sind (Fox & Raichle, 1986),
oder ob es sich um eine enge nichtlineare Beziehung handelt, bei der ein Uberproportionaler
Blutflussanstieg notwendig ist, um auch einen nur geringen Sauerstoffmehrbedarf des aktivierten
Gewebes decken zu konnen (Buxton & Frank, 1997; Vafaee & Gjedde, 2000). Insgesamt ist es somit
derzeit ein intensives Bestreben spezifische Aussagen machen zu kénnen, welche einzelnen an der
Signaltransduktion beteiligten neuronalen Prozesse welchen Anteil am Energieverbrauch und der

Induktion der Blutflussantworten haben und deren Beziehung zueinander zu etablieren.

Die Klarung der dargestellten Fragen der neurometabolisch-neurovaskuléren Kopplung ist zugleich
Vorbedingung fur die neurophysiologisch korrekte Interpretation von Daten, welche mittels bildgebender
Verfahren des Gehirns wie fMRT, PET und NIRS gewonnen werden. Eine rasant wachsende Anzahl
von Studien bedient sich dieser Methoden um das menschliche Gehirn und seine Aktivitat nicht-invasiv
darzustellen (Raichle, 1998). In auffallender Diskrepanz hierzu ist die biologische Basis der studierten
Signale nicht geklart und die Relation der Signalveranderungen in Bezug zu Art und Ausmal der
unterliegenden neuronalen Aktivitdtsveranderung, der Einfluss von Veranderungen der Ruheaktivitat
und der inhibitorischen Aktivitat nicht etabliert (Gusnard & Raichle, 2001; Arthurs & Boniface, 2002).

Die Grundlage der untersuchten Signalveranderungen bilden zumeist lokale Anderungen in zerebralem
Blutfluss, Blutvolumen oder Blutoxygenierung (Ogawa et al., 1992; Villringer & Dirnagl, 1995). In dem
meistgenutzten Verfahren, dem BOLD-fMRT, wird die SignalgroRe bestimmt vom Ausmall des
Sauerstoffverbrauchs im Verhaltnis zur Blutflussantwort (Abbildung 1), (Raichle, 1998; Schwarzbauer &
Heinke, 1999; Ances et al., 2008) und der komplexe Ursprung der Signalveranderungen bedingt, dass
die einfache Interpretation der gewonnenen Signale als aquivalent der aufgetretenen neuronalen
Aktivitat nicht moglich ist (Abbildung 1), (Villringer & Dirnagl, 1995; Raichle, 1998). Hierfur bedarf es der
genauen Kenntnis der Relation zwischen neuronaler Aktivitat und der begleitenden Blutflussantwort
sowie des Verhaltnisses zwischen Blutflussantwort und CMRO> Anstieg und der zeitlichen Dynamik
dieser Veranderungen zueinander (Buxton et al., 2004; Obata et al., 2004).

Diese Beziehungen und Wechselwirkungen sind bisher nicht etabliert und bedurfen zur Klarung
Methoden die zugleich neben der Erfassung der neuronalen Aktivitat, Sauerstoffverbrauch und CBF

dynamisch im Verlauf der Aktivierung und im Verhéltnis zueinander abbilden konnen. Am



bedeutsamsten ist es jedoch auch hier, die Art der neuronalen Aktivitat selbst zu klaren, die die
hamodynamischen oder metabolischen Signalantworten determiniert (Jueptner & Weiller, 1995;
Lauritzen, 2001; Arthurs & Boniface, 2002). Erst wenn dies gelingt, wird sich zeigen, ob funktionell
bildgebende Verfahren des Gehirns geeignet sein werden, verlassliche Einblicke in komplexe

Hirnfunktion wie Lernen, Gedachtnis und Verhalten zu ermdglichen (Nemeroff et al., 1999; Nair, 2005).
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Abbildung 1: Neurometabolisch-neurovaskulare Kopplung.

Sensorische, motorische oder kognitive Stimuli sind begleitet von lokalen Anderungen der neuronalen Aktivitat und
vergesellschaftet mit regionalen Veranderungen des Blutflusses und des Sauerstoffverbrauchs. Das Missverhaltnis zwischen
massiven CBF Anstieg und geringem Sauerstoffmehrverbrauch in aktivierten Hirnregion bildet die Grundlage des BOLD Signals
der fMRT. Die obere Teilabbildung illustriert die Abhangigkeit der Signalgroe (rote Flache) von dem Ausmafd der neuronalen
Aktivierung, der GroRe der Blutflussantwort und der Veranderung im Sauerstoffverbrauch (modifiziert nach Raichle, 1998; fMRT
Bild aus: Kim, 2003).

Die Relevanz der spezifischen Prozesse der neuronalen Signalweiterleitung und —verarbeitung (synaptische Erregung,
Inhibition, Aktionspotentialveranderungen) fiir die Induktion der hamodynamischen und metabolischen Antworten ist bis heute
ungeklart und die neurophysiologische Grundlage der Signalantworten nicht hinreichend bekannt.

Die lonen-Verschiebungen im Rahmen der synaptischen Aktivierung und der Aktionspotentiale, sowie der Neurotransmitter-
Kreislauf bedingen einen erhéhten neuronalen und glialen Energiebedarf und resultieren in einer Zunahme des
Substratverbrauchs. Der gesteigerten Sauerstoff- und Glukoseaufnahme im aktivierten Hirngewebe wurde lange Zeit eine
entscheidende Rolle in der dynamischen Blutflussregulation zugesprochen und ein ruckgekoppelter Mechanismus
angenommen worden, der diesen Mehrverbrauch detektiert und in eine Gefal3dilatation der zufiihrenden Arteriolen tbersetzt.
Einen alternativen Regulationsweg stellt die parallele Steigerung des Metabolismus und des CBF uber einen Vorwarts-
vermittelten Mechanismus dar. Eine mdgliche Signalkaskade einer solchen Vorwarts-vermittelten Regulation an exzitatorischen
Synapsen ist schematisch im rechten Abschnitt dargestellt. Ausloser ist die Ausschittung von Glutamat (Glu) in den
synaptischen Spalt und bewirkt die postsynaptische Aktivierung neuronaler ionotroper Glutamatrezeptoren (iGIuR, z.B.: AMPA-
Rezeptoren) die in einem Anstieg des intrazelluldren Kalziums (Ca®) resultiert und der Produktion vasoaktiver Mediatoren
(Stickstoffmonoxid; NO). Neuronale Aktivitat ist zudem begleitet von lonen-Verschiebungen, die teilweise als direkter Mediator
einer Gefallerweiterung dienen kdnnen (z.B.: Kalium, nicht dargestellt). Astrozytar kommt es unter anderem durch Aktivierung
metabotroper Glutamatrezeptoren ebenfalls zum Anstieg des intrazellularen Ca®* und initiiert die Bildung von Mediatoren wie
NO, Prostaglandinen (PG) und Epoxyeicosatriensdaure (EETs). Im Rahmen der Glutamataufnahme Uber astozytare
Glutamattransporter (EAAT) kommt es zudem zu einer Erhdhung des intrazelluldren Natriums (Na') und in Folge des
Energiebedarfs fur die Wiederherstellung der lonen-Homdostase und fur den Glutamat-Kreislauf zu einer gesteigerten
Glykolyse in Astrozyten. In Neuronen fihrt die Ca®* induzierte Erhdhung der oxidativen Phosphorylierung zu gesteigertem
Sauerstoff- und Glukoseverbrauch (CMRGluc: Zerebrale Glukosemetabolismusrate; CMROy: Zerebrale
Sauerstoffmetabolismusrate), (teilweise modifiziert nach Bonvento et al., 2002).




2. Zielstellung

Ziel der dargestellten Arbeiten war es die neurophysiologische Grundlage aktivitatsinduzierter
metabolischer und hamodynamischer Antworten zu spezifizieren und die Beziehung zwischen

neuronaler Aktivitat, tpO2 und CBF im zerebellaren Kortex der Ratte grundlegend zu charakterisieren.

Studie 1: Diente der Klarung der Frage welche Art neuronaler Aktivitat (afferente, synaptische Aktivitat;
engl.: Input-activity vs. efferente Aktivitat; engl.: Output-activity, Ausgangsangsaktivitat) den
Blutflussantworten in aktivierten Hirnregionen zugrunde liegt. Hierflr wurde der Effekt einer isolierten
Steigerung des neuronalen Outputs (Aktionspotentialrate; engl.: Spike-rate) auf den CBF untersucht.
Die pharmakologisch induzierte Dissoziation des axonalen Outputs von dem exzitatorischen
synaptischen Input erlaubte diese Schritte der neuronalen Signalweiterleitung in ihrer Bedeutung fiir die

Induktion hamodynamischer Antworten getrennt zu evaluieren.

Studie 2: Ziel der folgenden Studie war es dann, die Grundlage aktivitatsinduzierter Veranderungen des
Sauerstoffmetabolismus im aktivierten Hirngewebe zu spezifizieren und dynamisch anhand von
Sauerstoffpartialdruckveranderungen (tpO2) zu erfassen. Diese sollten zugleich im Kontext der
begleitenden Blutflussantworten und unter verschiedenen Graden der neuronalen Aktivitat beurteilt
werden und der Ursprung der spezifischen Signalkomponenten der aktivitatsinduzierten tpO:
Veranderungen geklart werden. Hierfir wurden nach Etablierung der Methode zur tpO, Messung, drei
getrennte Versuchsreihen (a-c) durchgefihrt:

a): Diente der Etablierung der Beziehung zwischen exzitatorischer synaptischer Aktivitat und
den in der aktivierten Region auftretenden lokalen Veranderungen des tpO. und CBF und erlaubte
Rickschlusse auf den Anstieg im Sauerstoffverbrauch in der aktivierten Region.

Die Studien b und ¢ dienten der Uberpriifung der auf dem Boden der Ergebnisse des ersten Teils
formulierten Hypothesen und spezifizierten die physiologische Grundlage der in der aktivierten Region
auftretenden initialen relativen Gewebsdeoxygenierung und der nachfolgenden Hyperoxygenierung.

b) Untersuchte hierfir die Hypothese, dass eine verminderte O, Zufuhr zu der aktivierten
Region durch selektive Hemmung der Blutflussantwort (NO-Synthase Inhibition) zu einer Verstarkung
der initialen Gewebsdeoxygenierung und Abschwachung der relativen Gewebshyperoxygenierung flhrt.

c) Diese Serie von Experimenten testete anschlieBend die Hypothese, dass der beobachtete
aktivitatsinduzierte Anstieg des lokalen Sauerstoffmetabolismus neuronalen Ursprungs ist und abhangt
von der exzitatorischen postsynaptischen Aktivitat in Purkinje-Zellen. Hierfir wurde der Effekt einer
lokalen AMPA-Rezeptorblockade auf die neuronale Aktivitat und die induzierten tpO, und CBF Signale

untersucht.
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Studie 3: Nachdem die dominierende Rolle exzitatorischer synaptischer Signallibertragung flr die
neurovaskulare und neurometabolische Kopplungskaskade gezeigt werden konnte, war es das Ziel,
den Einfluss von Variationen im inhibitorischen Niveau auf die durch exzitatorische synaptische
Erregungsubertragung induzierten Blutflussantworten und den Sauerstoffmetabolismus zu untersuchen.
Dies diente zugleich Hinweise daflir zu finden, ob metabolische und hdmodynamische Antworten eine
gleichsinnige Beeinflussung durch Veranderungen des GABAergen Einflusses erfahren und somit

metabolische und vaskulare Antworten mdglicherweise identischen Regulationsmechanismen

unterliegen.
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Abbildung 2: Versuchsaufbau und funktionelle Organisation des zerebellaren Kortex.

Schematische Darstellung des zerebellaren Kortex mit lllustration der aufgezeichneten Signalparameter, Platzierung der Laser-
Doppler Sonde zur Blutflussmessung und der Stimulations- und Messelektroden fiir die elektrophysiologischen und tpO,
Messungen (modifiziert nach Lauritzen, 2001).

Die Kleinhirnrinde, bestehend aus drei Schichten, enthalt insgesamt nur funf Typen von Neuronen (Purkinje-Zellen,
Kornerzellen, Korbzellen, Sternzellen und Golgi-Zellen). Die spezifische geometrische Anordnung macht den zerebellaren
Kortex zu einem Idealmodell fur elektrophysiologische Studien und Untersuchungen zur neurovaskularen Kopplung (Lauritzen,
2001). Der grundlegende Schaltkreis ist organisiert um die Purkinje-Zellen, die die einzigen Ausgangsneurone der
Kleinhirnrinde darstellen. Purkinje-Zellen besitzen intrinsische Schrittmacher-Aktivitat (Hounsgaard, 1979) und stehen unter
permanenter GABAerger inhibitorischer Kontrolle (tonische Inhibition) durch Stern- und Korbzellen in der Molekularschicht,
sowie durch Golgi-Zellen in der Koérnerzellschicht. Die Purkinje-Zell Aktivitat wird von zwei exzitatorischen afferenten Systemen
beeinflusst: Einem exzitatorischen monosynaptischen Input Uber die Kletterfasern und einem disynaptischen Input lber das
Moosfaser-Kornerzell-Purkinje-Zell System (kombinierter direkt exzitatorischer und indirekt inhibitorischer Input), (Llinas et al.,
2004). Veranderung der neuronalen Aktivitdt erfolgte in den Studien dieser Arbeit durch die elektrische Stimulation des
glutamatergen Kletterfaser-Purkinje-Zell Systems oder pharmakologische Modifikation des inhibitorischen Tonus.

Oben rechts: Elektrodenspitze der zur Sauerstoffpartialdruckmessung verwendeten Clark-Elektrode (modifiziert nach Revsbech,
1989). Eine Besonderheit ist die integrierte Guard-Kathode, welche ebenfalls polarisiert ist und den Sauerstoff im
Elektrolytreservoir verbraucht und die Langzeitstabilitait der Messungen bedingt. Nicht dargestellt ist die Ag/AgCl Anode,
welche weiter entfernt von der Elektrodenspitze im Elektrolytmedium platziert ist.

Unten rechts: lllustration einer charakteristischen tpO, Stimulationsantwort unter 15 s, 10 Hz Kletterfaser-Stimulation. Die
farblich markierten Flachen kennzeichnen einige der zur Bestimmung der Antwortgrof3e berechneten Parameter (GroRe der
Gewebsdeoxygenierung, Hyperoxygenierung). Der initiale Sauerstoffverbrauch wurde anhand der Geschwindigkeit der initialen
Deoxygenierung erfasst und als Steilheit (Slope) der frihen Phase der tpO, Antwort gemessen.

Links oben: Signale der elektrophysiologischen (extrazellularen) Messungen von der Ebene der Purkinje-Zellschicht. Das LFP
zeigt das initiale Stimulationsartefakt gefolgt von der Negativitat im Rahmen synaptischer Purkinje-Zell Aktivierung. Darunter ist
ein spontanes einfaches Purkinje-Zell Aktionspotential (Spike) dargestellt, sowie der Anstieg der Spike Rate unter
pharmakologischer Disinhibition.

Links unten: lllustration des CBF Anstiegs im aktivierten Areal unter 15 s, 10 Hz Kletterfaser-Stimulation (Stim.) und der
Berechnung der Antwortgréf3e (rote Flache).
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3. Methodik

Bei den dargestellten Untersuchungen handelt es sich um in vivo Experimente an anasthesierten
Wistar-Ratten. Die Versuche wurden in Ubereinstimmung mit der Konvention der Européischen Union
zum Schutz von Wirbeltieren fiir experimentelle und andere wissenschaftliche Zwecke durchgefiihrt.
Alle Studien wurden im Rahmen eines Kooperationsprojektes zwischen der Abteilung fir Experimentelle
Neurologie der Charité, Universitatsmedizin Berlin und dem Institut flr Medizinische Physiologie der
Universitat Kopenhagen (Danemark) durchgefiinrt. Die verwendete Methodik ist - bis auf die tpO:
Messungen, welche erst ab der Studie 2 etabliert wurden - weitestgehend identisch und wird daher
zusammen vorgestellt. Gemeinsam ist allen drei Studien auch das verwendetet Modell-System: Die
neuronale Aktivierung des zerebellaren Kortex. Eine schematische Darstellung des Versuchsaufbaus,
der funktionellen Organisation des zerebellaren Kortex und der typischen Signalparameter gibt
Abbildung 2 (Seite 11). Nach Implementierung eines offenen kraniellen Fensters Gber der Vermis-
Region des Kleinhirns wurde an beatmeten Tieren unter Uberwachung des arteriellen Blutdrucks, der
Blutgase und der Kdrpertemperatur, zeitgleich synaptische Aktivitat (,Input-Aktivitat), Spike-Aktivitat
(,Output Aktivitat), CBF und tpO. unter verschiedenen Graden neuronaler Aktivierung (Kletterfaser-
Stimulation) und ggf. nach pharmakologischer Intervention gemessen.

Kletterfaser-Stimulation: Fir die neuronale Aktivierung des zerebellaren Kortex wurde eine bipolare
Stimulationselektrode (0,25 mm Kontaktentfernung) stereotaktisch in der unteren Olive, dem Ursprung
der Kletterfasern, positioniert (Mathiesen et al., 1998) und Stimuli mit Frequenzen zwischen 0,5 und 20
Hz als Blockpuls (Dauer: 0,2 ms, Stromstarke: 0,15 mA) appliziert. Die Stimulationsdauer betrug 15
(Studie 2, 3) bzw. 60 Sekunden (Studie 1). Kletterfaser-Stimulation ist vielfach fur Fragestellungen der
neurovaskularen Kopplung eingesetzt worden (Mathiesen et al., 1998; Mathiesen et al., 2000; Yang &
ladecola, 1998; Caesar et al., 2003a; Caesar et al., 2003b).

Elektrophysiologische Messungen: Aktionspotentiale (engl.: Spikes) der Purkinje-Zellen sowie
extrazellulare lokale Feldpotentiale (LFPs) als Indikatoren der neuronalen Aktivitat (Mathiesen et al.,
1998) wurden im Bereich der Mittellinie der Vermis-Region (Folia 5, 6) des zerebellaren Kortex mittels
Glaselektroden (Impedanz 2-3 MQ; Spitzen-Durchmesser ~2 um) gemessen (Tiefe 300-600 pm,
Ebene der Purkinje-Zell Schicht; Verstarkung und Frequenzfilterung: CyberAmp 380, Axon Instruments,
Union City, Kalifornien, USA; Aufzeichnung, Datenanalyse: Spike 2 Software mit Power 1401 Interface,
Cambridge Electronic Design, Cambridge, GroRbritannien). Die korrekte Positionierung erfolgte anhand
elektrophysiologischer Kriterien (Mathiesen et al., 1998). Als Indikator der neuronalen synaptischen
Aktivitat wurde das summierte LFP berechnet (Mathiesen et al., 1998).

Messung des tpO. und Berechnung des Sauerstoffverbrauchs im zerebellaren Kortex: Fir die

Sauerstoffpartialdruckmessungen wurden miniaturisierte Clark-Elektroden verwendet (siehe Abbildung
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2; OX-10, Unisense A/S, Aarhus, Danemark; Revsbech, 1989). Angeschlossen wurden die Elektroden
an ein Picoammeter (PA2000, Unisense) mit einer Polarisierungsspannung von -0,8 Volt (getrennt flr
Mess- und Guard-Kathode). Der Stromfluss hangt linear ab vom Sauerstoffpartialdruck an der
Elektrodenspitze (Fatt, 1976) und konnte nach erfolgter Zwei-Punkt-Kalibrierung direkt umgerechnet
werden. Die Bestimmung der CMRO> unter Aktivierung in Studie 3 erfolgte anhand der erfassten tpO.
und relativen CBF Veranderungen, gemal der von Gjedde publizierten Berechnung (Gjedde, 2005) und
unter Verwendung in der Literatur beschriebener Werte fir den absoluten Ruheblutfluss, die basale
CMRO2 und KenngroRen des Sauerstofftransportes in das Gewebe (Zhu et al., 2002).

Blutflussmessung mittels Laser-Doppler Flowmetry (LDF): Die Erfassung des regionalen
zerebellaren Blutflusses unter Ruhebedingungen und wahrend neuronaler Aktivierung (Stimulation)
erfolgte mittels LDF (Wellenlange 780 nm, Faserabstand: 250 um; Periflux 4001 Master, PeriMed,
Jarfalla, Schweden). Die LDF ist eine etablierte Methode zur nicht-invasiven, kontinuierlichen
Blutflussmessung mit hoher zeitlicher Auflosung (Dirnagl et al., 1989; Fabricius et al., 1997) und
ermoglicht relative Veranderung gegenuber einem Ruhe- bzw. Kontrollblutfluss zu berechnen (Fabricius
& Lauritzen, 1996; Fabricius et al., 1997).

Pharmaka: Studie 1 und 3: GABAa Rezeptorantagonisten: Bicuculline-Methiodide (0,5 mM); Picrotoxin
(0,5 mM). GABAA Rezeptoragonist: Muscimol (0,2 mM). Vasodilatator: Adenosin (0,5 mM). Alle
Substanzen wurden geldst in aCSF topisch superfundiert.

Studie 2: Neuronaler NO-Synthase Inhibitor: 7-Nitroindazol (7-NI; 40mg/kg Kdrpergewicht i.p.).
AMPA-Rezeptorantagonist: CNQX (0,5 mM; topische Superfusion in aCSF).

Datenauswertung und Statistik: Fir die Datenauswertung wurden einander entsprechende und
zeitgleich vom selben umschriebenen Kortexareal erfasste Signalveranderungen des CBF, tpO2 (bzw.
kalkulierte CMRO) und der LFP verwendet. Mehrere Komponenten (GréRe, Steilheit, Beginn) der
stimulationsinduzierten Signalantwort wurden bestimmt anhand gemittelter Antworten repetitiver
Stimulationen. Weiterhin wurden Veranderungen der Signalparameter unter Ruhebedingungen (ohne
Stimulation; engl.: Baseline) analysiert und verglichen.

Zur Untersuchung, ob die Signalantworten durch die jeweilige pharmakologische Intervention eine
signifikante Anderung erfahren, wurde eine Varianzanalyse wiederholter Messungen durchgefiihrt
(ANOVA), gefolgt von einer Bonferroni post hoc Analyse (SigmaStat). In der Studie 1 wurden die Daten
vor einer zwei- oder dreifaktoriellen Varianzanalyse zunéchst logarithmisiert um die Normalverteilung
sicherzustellen. Effekte vor und nach einer einzigen Behandlung (NO-Synthase Inhibition) wurden
mittels t-Test fur verbundene Stichproben untersucht. Ein p-Wert kleiner als 0,05 wurde als statistisch
signifikante Anderung betrachtet. Die Daten sind als Mittelwert und Standardfehler dargestellt (Studie 2

und 3). Logarithmisierte Daten in Studie 1 sind als Mittelwert mit 95% Konfidenzintervall angegeben.
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4. Ergebnisse

Erhohung der Spike-Rate unter Disinhibition fiihrt nicht zu einem Anstieg des CBF (Studie 1)
Pharmakologisch induzierte Disinhibition resultierte in einem massiven und signifikanten Anstieg der
spontanen Spike-Aktivitdt um 200-300%, wahrend der Blutfluss auf unveréandertem Niveau verblieb.
Die pharmakologische Modulation am GABAa-Rezeptorkomplex erfolgte durch Superfusion von
Bicuculline oder Picrotoxin und flhrte zu einer Abschwachung des inhibitorischen GABAergen
Einflusses auf die Purkinje-Zellen. Getrennte Experimente flir GABAa Antagonisten unterschiedlicher
Wirkprinzipien und die topische Applikation belegten, dass es sich um lokale und GABA vermittelte
Effekte handelt.

Zum Ausschluss einer eingeschrankten vaskularen Reaktivitdt unter GABAa Antagonisten, wurde
zusatzlich unter Picrotoxin und Bicuculline die dilatatorische Kapazitat der Blutgefalle bei Superfusion
des Endothelium-unabhangigen Vasodilatators Adenosin untersucht. Die Adenosin induzierte maximale
Blutflussantwort war unter Disinhibition im Vergleich zur Kontrollbedingung unverandert.
Zusammengenommen impliziert dies, dass im Zerebellum in neuronal aktiven Hirnregionen
Veranderungen der Spike-Aktivitat nicht zwangslaufig zu signifikanten CBF Veranderungen fiihren

mussen.

Die Kopplung zwischen synaptischer Aktivitat und CBF ist unter Disinhibition erhalten (Studie 1)
Unter Picrotoxin induzierter Disinhibition war die stimulationsinduzierte synaptische Aktivitat an der
Kletterfaser-Purkinje-Zell Synapse (erfasst als > LFP) erhalten und fir alle Stimulationsfrequenzen nicht
signifikant unterschiedlich zu der Aktivierung unter Kontrollbedingungen. Ebenso waren die durch
synaptische Aktivierung induzierten Blutflussantworten unter Picrotoxin nicht signifikant verringert. Auch
unter Bicuculline zeigte sich die neurovaskulare Kopplung (Beziehung zwischen Ausmaly der
synaptischen Aktivitat und GroRe der begleitenden Blutflussantwort) unverandert. Dies belegte, dass
die neurovaskulare Kopplung in dieser Praparation nicht gestort ist durch die pharmakologische
Disinhibition und dass Steigerungen in der exzitatorischen synaptischen Aktivierung von Purkinje-Zellen
- im Gegensatz zum Ansteigen des axonalen (Spiking) Output — korrelieren mit Anstiegen der

Blutflussantwort.

Korrelation zwischen synaptischer Aktivitat und den CBF und tpO, Antworten (Studie 2a)
Die simultane Erfassung von Anderungen der neuronalen Aktivitt, des Blutflusses und des tpO, vom
selben aktivierten Areal des zerebellaren Kortex ermdglichte es erstmals fur einen breiten Grad an

Aktivierung, die Beziehung zwischen synaptischer Aktivitat und tpO.- und CBF-Antworten zu
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bestimmen. Kletterfaser-Stimulation induzierte tpO, und CBF Veranderungen zeigten eine klare
Abhangigkeit von der Stimulationsfrequenz und der synaptischen Aktivitat. Die CBF Antworten waren
charakterisiert durch einen monophasischen Anstieg, der mit steigender Stimulationsfrequenz zunimmt.
Die tpO. Antworten hingegen variierten zwischen isoliertem Sauerstoffpartialdruckabfall bei niedriger
und biphasischem Verlauf bei starkerer Aktivierung (initiale Gewebsdeoxygenierung gefolgt von einer
langsamer einsetzenden und langer anhaltenden Gewebshyperoxygenierung). Es zeigte sich, dass die
neuronale Aktivitat linear korreliert ist mit der Steilheit (engl.: Slope) der initialen Gewebs-
deoxygenierung, dem Parameter der die Entzugsrate von Sauerstoff im Gewebe (-k) angibt und somit
den lokalen Sauerstoffmehrverbrauch (vor einsetzen der Blutflussantwort) in der aktivierten Region
widerspiegelt. Das Ausmafll der Gewebsdeoxygenierung (ber die gesamte Stimulationsperiode
hingegen zeigte eine nichtlineare Beziehung zur synaptischen Aktivitat und erreichte ab mittlerem
Aktivierungsniveau ein Plateau. Zusammen deuteten diese Beobachtungen darauf hin, dass die
prinzipiell biphasischen tpO. Veranderungen bedingt sind i) in dem Anstieg des Sauerstoffmetabolismus
in der aktivierten Region, und ii) von einer gesteigerten Sauerstoffversorgung durch den CBF Anstieg,
welcher dazu fuhrt, dass der initiale tpO2 Abfall abgekurzt und letztlich umgekehrt wird in eine

Hyperoxygenierung. Dies wurde in den folgenden Experimenten (Studie 2 b, ¢) Uberprift.

Die Hemmung der Blutflussantwort vergroliert die Gewebsdeoxygenierung (Studie 2b)

Die Applikation des irreversiblen Inhibitors der neuronalen NO-Synthase (7-NI), bewirkte eine
signifikante Reduktion der stimulationsinduzierten CBF Antworten (-60.3%). Vergesellschaftet war dies
mit einer mehr als vierfachen Zunahme der GroRRe des aktivitatsinduzierten tpO, Abfalls (+403.4%) und
einer signifikanten Abnahme der Gewebshyperoxygenierung um 78.1%. Bedeutsam ist, dass die
synaptische Aktivitat nicht signifikant differierte zwischen Kontrollstimulationen und Stimulationen nach
7-NI. Die erfassten Signalveranderungen waren somit nicht auf eine Anderung der Starke der zugrunde
liegenden Aktivierung zuriickzufiihren. Auch die Steilheit der initialen Gewebsdeoxygenierung war nicht
signifikant verandert und zeigte, dass dieser Parameter nicht signifikant von der Blutflussantwort

beeinflusst ist.

AMPA-Rezeptor Blockade attenuiert synaptische Erregung, CBF und tpO, Antworten (Studie 2¢)
Hauptziel dieser Teilstudie war es zu klaren, ob der aktivitatsinduzierte Anstieg des lokalen
Sauerstoffmetabolismus von der postsynaptischen Aktivitat in Purkinje-Zellen abhangt. Wahrend
transienter CNQX Superfusion erfuhren die evozierte synaptische Aktivitat und die CBF Antwort eine
signifikante Reduktion (Abnahme ) LFP: 68.9%; CBF: 69%). Dies ging einher mit einer signifikanten
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Abschwachung der negativen und positiven tpO»-Signale (Gewebsdeoxygenierung: -81.3%;
Hyperoxygenierung: -84.4%). Die Reduktion aller vier Parameter war in der Auswaschphase reversibel.
Dass durch AMPA-Rezeptorblockade zusammen mit der Reduktion der postsynaptischen Aktivitat auch
der Sauerstoffmetabolismus (erfasst anhand der Gewebsdeoxygenierung) herabgesetzt wird, wurde
bestatigt in einer Gruppe von Tieren in denen nach vorheriger Gabe von 7-NI eine Superfusion mit
CNQX erfolgte. Es wurde somit in diesen Experimenten der Einfluss der postsynaptischen Glutamat-
Rezeptor Blockade auf das durch die CBF-Hemmung mit 7-NI demaskierte - und somit zunachst
vergroRerte - negative tpO, Areal untersucht. Auch in dieser Teil-Studie erfuhr die aktivitatsinduzierte
Gewebsdeoxygenierung eine der Reduktion der synaptischen Aktivitat entsprechende Verringerung
(Gewebsdeoxygenierung -94.9%; > LFP -84.7%).

Modifikation evozierter CMRO2 und CBF Antworten bei Variation GABAerger Inhibition (Studie 3)
Ausgehend von den Befunden der vorhergehenden Studien wurde in einem weiteren Schritt der
Einfluss eines erhohten und erniedrigten inhibitorischen Niveaus auf den durch exzitatorische Erregung
induzierten Sauerstoffverbrauch und CBF untersucht.

Aktivierung bzw. Blockade des GABAa Rezeptors erfolgte durch Superfusion von Muscimol
(verstarkte Inhibition) bzw. Bicuculline (Disinhibition). Erhohte Inhibition fuhrte zu einer Reduktion der
spontanen Aktionspotentialrate von Uber 90% ohne Einfluss auf Ruheblutfluss und tpO,. Die
aktivitatsinduzierten CBF Antworten erfuhren eine Reduktion um bis zu 80,5%. Das bedeutsamste
Resultat war, dass GABA Rezeptor vermittelte Inhibition der Purkinje-Zellen zu einer Reduktion der
unter  Kletterfaser-Purkinje-Zell ~ Stimulation  normalerweise  auftretenden initialen  Gewebs-
deoxygenierung um 72% flhrte. Kalkulation des zerebelldren Sauerstoffverbrauchs bestatigte als
Ursache dieser Reduktion eine signifikante Abnahme (-68,4%) im aktivitatsinduzierten
Sauerstoffverbrauch unter verstarkter Inhibition. Interessanterweise war die Amplitude der
Depolarisationsphase des LFP gering aber signifikant vergroRert unter Muscimol und zeigte, dass die
synaptische Erregung erhalten geblieben ist. Disinhibition fiihrte zu einer Wiederherstellung des
gehemmten Sauerstoffverbrauchs und der CBF Antwort und einem nun triphasischen tpO. Signal unter
Stimulation, gekennzeichnet durch einen zusatzlichen spaten tpO, Abfall, welcher ursachlich auf die
Kombination eines CBF Abfalls zu diesem Zeitpunkt und einem erhohten Sauerstoffverbrauch
zurlickzufuhren war. Variation des inhibitorischen Tonus flhrte somit zu einer signifikanten und
gleichsinnigen Modifikation metabolischer (CMRO2) und hamodynamischer (CBF) Antworten

synaptischer Erregung.
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5. Diskussion

Das Wissen, wie aktive Nervenzellen des Gehirns ihren permanent hohen Energiebedarf decken, und wie
dieser Energiebedarf verlasslich und prazise tber die Versorgung mit dem Blutfluss gedeckt wird, ist eine
Grundvoraussetzung um pathophysiologische Ereignisse und Erkrankungen wie Ischamien, Anoxien oder
neurodegenerative Erkrankungen verstehen und zukinftig zielgerichteter behandeln zu kdnnen (Ames, lll,
2000). An der Aufrechterhaltung einer adaquaten zerebralen Perfusion sind systemische Mechanismen
(Blutdruckveranderungen), globale zerebrale Regulationsmechanismen (zerebrale Autoregulation) und
strukturelle Adaptationsvorgangen (Angiogenese) beteiligt. Dynamische Regulationsmechanismen
etablieren lokalisierte Veranderungen des CBF entsprechend der funktionellen Aktivitat und der
metabolischen Bedurfnisse einzelner Hirnregionen und wurden in der vorliegenden Arbeit untersucht.
Die bemerkenswerte Fahigkeit des Gehirns eine enge Korrelation zwischen Anstieg der
Nervenzellaktivitat, des Metabolismus und des CBF aufrechtzuerhalten — die neurometabolische und
neurovaskulare Kopplung — bildet zugleich die Grundlage funktionell-bildgebender Verfahren des Gehirns
wie PET, fMRT und NIRS (Villringer & Dirnagl, 1995; Raichle, 1998).

Die Klarung der Fragen nach den individuellen metabolischen Kosten der an der Signaltransduktion
beteiligten Prozesse und Zelltypen, der Art der Energiegewinnung und des Energiesubstrates derer sich
aktivierte Neurone bedienen und welche Mechanismen und welche neuronalen und glialen Zelltypen in
aktivierten Hirnregionen den CBF so deutlich und verlasslich ansteigen lassen, betrifft gleichermafen
Grundlagen der Hirnphysiologie und die Interpretation von Daten, die mittels nicht-invasiver

Bildgebungsverfahren gewonnen werden (Kida & Hyder, 2006).

Eine der Hauptkontroversen betrifft die Unklarheit tber die Art der neuronalen Aktivitat selbst welche
den Ursprung der neurovaskularen Kopplung und somit auch die Basis des BOLD Signals bildet
(Arthurs & Boniface, 2002; Nair, 2005; Lauritzen, 2001). Die Frage, ob die hdmodynamische Antwort
vorwiegend durch Prozesse im Rahmen der synaptischen Signaliibertragung zu einer Gehirnregion
(Input) oder durch eine Erhdhung der Aktionspotentialrate (Output Aktivitat) in dem aktivierten Areal
definiert wird, wurde bisher zumeist nur indirekt untersucht. Studien mit kombinierten
elektrophysiologischen und hamodynamischen (CBF, BOLD fMRT) Messungen fanden sowohl
Korrelationen zwischen hdmodynamischen Antworten und synaptischer Aktivitdt (Mathiesen et al.,
1998; Logothetis et al., 2001; Sheth et al., 2004) als auch Korrelationen zwischen hamodynamischen
Signalen und Spike-Aktivitat (Rees et al., 2000; Heeger et al., 2000; Smith et al., 2002; Mukamel et al.,
2005). Obwohl Logothetis et al. unter Aktivierung des visuellen Kortex zeigen konnten, dass LFP besser
als Spike-Aktivitat mit der BOLD Antwort korrelieren, waren in dieser Untersuchung auch Output
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Aktivitat (MUA) und BOLD fMRT Antwort korreliert (Logothetis et al., 2001). Bedingt durch die Tatsache,
dass LFP und Veranderungen der Aktionspotentialrate in aktivierten Hirnregionen oftmals korrelieren
(Devor et al., 2003; Jones et al., 2004) ist die Klarung der Frage was die Blutflussantwort tatsachlich
determiniert letztendlich nur moglich in Paradigmen, in denen es gelingt diese verlasslich zu trennen.
Der zerebellare Kortex ist hierfir eine ideales Modell, da es pharmakologisch mdglich ist, eine
Disinhibition mit der Folge einer Erhéhung der Aktionspotentialrate (Spike-Aktivitat) durchzufihren,
ohne epileptische Aktivitat zu induzieren (Lauritzen, 2001).

Dies bildete den Ausgangspunkt der Studie 1. Wir konnten durch Blockade des inhibitorischen
Einflusses auf die Purkinje-Zellen erstmals zeigen, dass eine massive Erhéhung der
Aktionspotentialrate der Haupteffektorzellen und einzigen Ausgangsneurone einer Gehirnregion - ohne
begleitende Anderung des synaptischen Inputs - nicht zu einer Veranderung des CBF filhrt. Ein Effekt,
der nicht auf eine gestorte vaskulare Reaktivitat zuriickzufiihren war. Weiterhin flihrte exzitatorische
synaptische Aktivierung der gleichen Neuronenpopulation in denselben Experimenten unverandert zu
einem CBF Anstieg. Darlber hinaus konnten wir in Studie 3 zeigen, dass der basale CBF (und tpO.)
auch durch eine isolierte Reduktion der Aktionspotentialrate um tber 90% nicht signifikant verandert
wird. Zusammen demonstrieren diese Untersuchungen, dass im Zerebellum der Blutfluss unabhangig
von der spontanen Spike-Aktivitat in Purkinje-Zellen ist. Dies impliziert, dass Veranderungen der Spike-
Aktivitat nicht per se zu geandertem CBF filhren und umgekehrt der Blutfluss in Regionen gesteigerter
Aktivitat unverandert sein kann. Spike-Aktivitdt und h@modynamische Antwort mussen somit nicht
proportional oder gekoppelt sein (Heeger et al., 2000; Lauritzen, 2001). Da im Gegensatz hierzu die
Kopplung zwischen synaptischer Aktivitdt und CBF - auch unter Dissoziation des CBF von der
Aktionspotentialrate - bestehen blieb, stiitzen die Untersuchungsergebnisse dieser Dissertation die
These, dass der Blutfluss determiniert wird durch Prozesse im Rahmen der Integration des
synaptischen Inputs zu einer Hirnregion (Ubersichtsarbeiten siehe Lauritzen, 2005; Raichle & Mintun,
2006).

In der Studie 2 konnten wir darlber hinaus Evidenz dafiir liefern, dass auch der Anstieg im
aktivitatsinduzierten Sauerstoffmetabolismus von der Aktivitat in postsynaptischen AMPA-Rezeptoren
abhangt. Die Ergebnisse der tpO. Messungen unter Aktivierung und Blockade ionotroper
Glutamatrezeptoren zeigten, dass nicht nur die neurovaskulare (Mathiesen, 1998; Yang & ladecola,
1998; Dunbar et al., 2004) sondern auch die neurometabolische (CMRO2) Kopplung der synaptischen
Aktivitat folgt. Insgesamt Ergebnisse die mit tpO2 und LFP Messungen unter direkter kortikaler
Stimulation vereinbar sind (Metzger, 1977) und gestitzt werden durch eine kirzlich vorgestellte

Untersuchung mit tpO. Messungen im visuellen Kortex (Viswanathan & Freeman, 2007).
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Die besondere postsynaptische Lokalisation von Enzymen des oxidativen Metabolismus (Wong-Riley,
1989) und immunhistologische Studien, die keine Hinweise astrozytarer Aktivierung unter Stimulation
von Purkinje-Zellen fanden (Tian & Bishop, 2002), bekraftigen den neuronalen Ursprung des
gestiegenen Sauerstoffmetabolismus in unseren Experimenten. Dies bedeutet erstmalige in vivo
Evidenz fir den von Kaschiscke et al. an hippocampalen Hirnschnittuntersuchungen erbrachten
Nachweis, dass postsynaptische Aktivitdtserhdhung mit einem raschen Anstieg des oxidativen
Metabolismus in Neuronen einhergeht (Kasischke et al., 2004) und ist vereinbar mit dem ebenfalls im
Schnittpraparat zu beobachtenden Anstieg des mitochondrialen Sauerstoffmetabolismus in Neuronen,
ausgelost durch mitochondriale Ca2* Veranderungen bei synaptischer Aktivierung (Kann et al., 2003;
Hayakawa et al., 2005).

Diese Befunde wiederum stehen der Theorie einer dominierenden initialen nicht-aeroben glykolytischen
Energiegewinnung gefolgt von verspatetet einsetzendem oxidativen Metabolismusanstieg entgegen
(Frahm et al., 1996; Mintun et al., 2002). Unsere Daten stltzen vielmehr die Hypothese, dass initiale
Anstiege des deoxygenierten Hamoglobin und entsprechend der so genannte initial dip des BOLD
Signals (negatives BOLD Signal) und Sauerstoffpartialdruckabfalle im Gewebe das Resultat eines
unmittelbar gesteigerten neuronalen Sauerstoffverbrauchs in der aktivierten Region sind (Silver, 1978;
Menon et al., 1995; Vanzetta & Grinvald, 1999; Kim et al., 2000; Ances et al., 2001; Devor et al., 2003;
Thompson et al., 2003; Sheth et al., 2004). Nicht beantwortet werden kann die Frage, ob unter
transientem Aktivitatsanstieg in der Tat Laktat neuronal aufgenommen und oxidativ verstoffwechselt
wird (Pellerin & Magistretti, 2003) oder neuronaler oxidativer Glukosemetabolismus, wie unter basalen
Bedingungen, auch unter Aktivierung den Haupt ATP-Lieferant darstellt (Hyder et al., 1996; Sibson et
al., 1998; Hoge et al., 1999).

Weiterhin zeigte unsere Studie anhand der Geschwindigkeit der Abfélle des tpO. unter Aktivierung
(Slope), dass der initiale Sauerstoffmehrverbrauch linear korreliert mit dem Anstieg der synaptischen
neuronalen Aktivitat. Dies ist vereinbar mit Ergebnissen von Studien, die tber indirektere Methoden als
der tpO2 Messung versucht haben, den Sauerstoffverbrauch unter Aktivierung zu berechnen und der
neuronalen Aktivitat gegeniberzustellen (Hyder et al., 2002; Sheth et al., 2004). Divergent sind unsere
Befunde hier zu der Studie von Seth et al. im somatosensorischen Kortex, die nahe legt, dass die
CMRO:; erst ab einem gewissen Grad der Aktivierung ansteigt. Unsere tpO, Messungen deuten darauf
hin, dass der Sauerstoffverbrauch ohne Schwellenwert fiir die Aktivierung, unmittelbar mit Ansteigen der
Aktivitat zunimmt. Durch die erstmals fir einen breiten Bereich der neuronalen Aktivierung
durchgefihrte  simultane  Erfassung der synaptischen  Aktivitat, des CBF und der

Sauerstoffpartialdruckveranderungen gelang es uns zudem, die Korrelation und die wechselseitige
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Beeinflussung zwischen diesen Parametern umfassend zu charakterisieren. Dies zeigte, dass die CBF
Antwort supralinear mit der synaptischen Aktivitat ansteigt, eine Korrelation die auch in einer Reihe
neuerer Untersuchungen fir den somatosensorischen Kortex gezeigt werden konnte (Devor et al.,
2003; Sheth et al., 2004; Hewson-Stoate et al., 2005) und impliziert, dass hamodynamische Antwort
und neuronale Aktivitat Gber ein weites Aktivierungsspektrum erfasst, nicht linear korreliert sein missen.
Des Weiteren deuten unserer Ergebnisse daraufhin, dass CBF und Sauerstoffverbrauch ebenfalls nicht
linear korreliert zu sein scheinen, welches ebenso humane PET und fMRT Studien nahe legen (Vafaee
& Gjedde, 2000; Uludag et al., 2004), jedoch im Gegensatz zu humanen und tierexperimentellen
Studien steht, die eine lineare Beziehung zwischen CBF und CMRO, Verénderungen vermuten lassen
(Hoge et al., 1999; Sheth et al., 2004; Liu et al., 2004; lto et al., 2005). Bis auf die Studie von Seth et al.
ermangelt es den genannten Studie an einer Erfassung der neuronalen Aktivitdt, so dass eine
Einschatzung der tatsachlichen Veranderungen des Aktivierungsniveaus nicht maoglich ist.
Interessanterweise sind unserer Studien in Ubereinstimmung mit mathematischen Modellen, die den
Sauerstofftransport ins Gewebe unter CMRO, und CBF Veranderungen analysieren. Diese ergaben
vielfach eine supralineare Beziehung zwischen CBF und Sauerstoffverbrauch, um in Anbetracht eines
diffusionslimitierten Sauerstofftransportes ins Gewebe (Gjedde et al., 1991) die Bedurfnisse eines
gestiegenen oxidativen Metabolismus adaquat iber den gesteigerten Blutfluss zu bedienen (Buxton &
Frank, 1997; Hudetz, 1999; Vafaee & Gjedde, 2000; Secomb et al., 2000). Zugleich bestatigen die
gemessenen biphasischen tpO2 Antworten dem gemal der Modelle erwarteten tpO, Verlauf unter
Aktivierung (Valabregue et al., 2003; Huppert et al., 2007).

Da der Sauerstoffverbrauch vor Veranderungen des CBF anzusteigen vermochte und auch unter
gehemmter CBF Antwort ansteigen konnte, liegt es allerdings nahe, dass der tpO. unter
Ruhebedingungen fernab ist von Werten um Null, wie initial hypothetisiert worden war (Buxton & Frank,
1997; Vafaee & Gjedde, 2000). Die Studien dieser Arbeit liefern daher experimentelle Evidenz flir die
modifizierte Hypothese, dass unter normalen Bedingungen eine Sauerstoffreserve im Gewebe existiert,
die unter geringen Graden der Aktivierung bzw. initial im Verlauf flir einen gesteigerten

Sauerstoffmetabolismus zur Verfiigung steht (Buxton, 2001; Mintun et al., 2001).

Die etablierte nicht lineare Korrelation zwischen neuronaler Aktivitdt und dem Ausmal der
Deoxygenierung (Uber die gesamte Stimulationsdauer gemessen) impliziert, dass die GroBe der
Deoxygenierung und somit moglicherweise auch der initial dip im BOLD fMRT nicht als angemessener
Indikator des unterliegenden Sauerstoffverbrauchs oder gar der neuronalen Aktivitdt dienen kann
(Sheth et al., 2003) und bietet einen Erklarungsansatz, warum intravaskulare Deoxygenierung

maglicherweise nicht verldsslich detektiert werden kann (Lindauer et al., 2001; Ances, 2004). Eine
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massive O, Zufuhr durch den gestiegenen Blutfluss als Ursache einer abgekirzten Gewebs- oder
Hamoglobindeoxygenierung und der folgenden Hyperoxygenierung ist vielfach hypothetisiert worden
(Silver, 1978; Thompson et al., 2003; Thompson et al., 2004) und konnte durch die selektive Hemmung
der CBF Antwort in Studie 2 verifiziert werden. Die Moglichkeit den Sauerstoffmetabolismus unter
Aktivierung durch Attenuierung der CBF Antwort zu demaskieren, konnte mittlerweile durch andere
Arbeitsgruppen bestatigt werden (Fukuda et al., 2006a; Fukuda et al., 2006b; Nagaoka et al., 2006).

Das Hauptaugenmerk humaner und tierexperimenteller Studien zu den Grundlagen der
neurometabolischen und neurovaskularen Kopplung richtet sich vorwiegend auf Mechanismen
exzitatorischer Signaltransduktion, auf die der Grolteil des Energiebedarfs neuronalen Kommunikation
entfallt (Attwell & Laughlin, 2001; Lennie, 2003) und die die Grundlage klassischer
Aktivierungsparadigmen bilden. Zusatzlich bedarf es jedoch eines umfassenderen Verstandnisses
inhibitorischer Einflusse auf die Kopplung (Jueptner & Weiller, 1995; Arthurs & Boniface, 2002; Hyder et
al., 2006; Buzsaki et al., 2007). Globale Variation der Inhibiton moduliert den basalen CBF und
Glukoseverbrauch (Kelly & McCulloch, 1983) und lokale inhibitorische synaptische Aktivitat induziert
einen Anstieg im Glukosemetabolismus (Nudo & Masterton, 1986) und verdeutlicht die Relevanz
energetischer Kosten GABAerger Neurotransmission (Patel et al., 2005).

Ausgehend von den Beobachtungen, dass Steigerung des inhibitorischen Niveaus im Zerebellum
durch GABAa-Agonisten zu einer Dissoziation der synaptischen Aktivitat von der begleitenden
Blutflussantwort flhrt (Caesar et al., 2003a), war es Ziel unserer dritten Studie zu untersuchen, ob
Variationen des inhibitorischen GABAergen Einflusses auch den Sauerstoffmetabolismus durch
exzitatorische Erregung signifikant verandern. Stimulation unter verstérktem inhibitorischem Einfluss
fihrt zu einem Anstieg des postsynaptischen LFP (Caesar et al., 2003a). Da die energetische Hauptlast
auf die Wiederherstellung, der im Rahmen der exzitatorischen Signaltransduktion auftretende
lonenverschiebung entfallt (Lennie, 2003), war von uns ein gesteigerter Sauerstoffmetabolismus
antizipiert worden, welcher zudem bei gleichzeitig auftretender Reduktion der CBF Antwort ideal anhand
der tpO2 Messung detektierbar sein misste.

Unsere Untersuchungen erbrachten jedoch das unerwartete Ergebnis, dass erhohte Inhibition den
Sauerstoffverbrauch dramatisch verringert. Insgesamt zeigte Studie 3, dass der Sauerstoffverbrauch
durch exzitatorische synaptische Erregung eine Erniedrigung bzw. Erhohung gemal der Variation im
GABAergen Tonus erfuhr, welche interessanterweise begeleitet war von einer entsprechenden
Veranderung der Blutflussantwort. Dies demonstrierte zum ersten Mal, dass tonische synaptische
Inhibition in der Lage ist, den Sauerstoffverbrauch in aktivierten Hirnregionen entscheidend zu

modulieren und, dass CBF und Sauerstoffverbrauch eine gleichsinnige Regulation bei Veranderungen
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des GABAergen Einflusses der aktivierten Neuronenpopulation erfahren. Dies unterstreicht die
Bedeutung inhibitorischer Einfliisse in der Regulation der neurovaskularen (Cauli et al., 2004; Chen et
al., 2005) und neurometabolischen Kopplung (Patel et al., 2005; Nasrallah et al., 2007) und liefert
Evidenz fir die Hypothese, dass der Initierung und Regulation aktivitatsinduzierter Veranderungen des
CBF und des oxidativem Metabolismus identische zellulare Mechanismen unterliegen (Bonvento et al.,
2002; Lauritzen, 2005).

Kritisch anzumerken ist, dass es ungeklart ist, ob diese im zerebelldren Kortex der Ratte erhobenen
Befunde auch auf Aktivierungsparadigmen und die Kopplungskaskade des zerebralen Kortex
ubertragbar sind. Das Zerebellum ist gekennzeichnet durch eine besondere Empfindlichkeit gegentiber
Anoxie und Kletterfaser-Purkinje-Zell Synapsen gehdren zu den starksten exzitatorischen Verbindungen
des Nervensystems (Llinas, 2004). Die unterschiedliche Relevanz spezifischer ionotroper
Glutamatrezeptoren und einzelner Mediatoren, wie zum Beispiel dem NO, in der CBF Regulation
konnten hier auf Unterschiede in den Kopplungsmechanismen zwischen zerebellarem und zerebralem
Kortex hindeuten (Yang & ladecola, 1997; Lindauer et al., 1999; Mathiesen et al., 1998; Nielsen &
Lauritzen, 2001).

Zusammenfassend ist es uns gelungen, die Beziehung zwischen stimulationsinduzierten Anderungen
der neuronalen Aktivitat des tpO2 und CBF im zerebellaren Kortex umfassend zu charakterisieren und
den Ursprung der Signalveranderungen zu spezifizieren. Die Studien dieser Dissertation liefern zugleich
experimentelle Evidenz fir eine Feed-forward Regulation der neurometabolischen und neurovaskularen
Kopplung. Anstiege des Blutflusses und des Sauerstoffverbrauchs bedurften der postsynaptischen
Aktivierung von AMPA-Rezeptoren zerebellarer Purkinje-Zellen und ein isolierter Anstieg oder Abfall der
Aktionspotentialrate ohne begleitende Anderung des exzitatorischen synaptischen Inputs fiihrte nicht zu
einer CBF Veranderung. Dies entspricht der Hypothese, dass glutamaterge Signaltransduktion an
exzitatorischen Synapsen den Schlisselschritt in der Induktion hamodynamischer und metabolischer
Antworten darstellt (Bonvento et al., 2002; Uludag et al., 2004; Lauritzen, 2005). Entsprechend dieser
Hypothesen hangt der Grad der CBF Antwort weder von dem basalen BlutfuBniveau ab, noch von dem
Grad der energetischen Belastung, sondern von dem Ausmal} der exzitatorischen Neurotransmission
und dem basalen Aktivitatsniveau. Dies deckt sich mit unseren Untersuchungen zum Einfluss des
inhibitorischen Tonus auf die stimulationsinduzierten Antworten, die eine gleichsinnige Regulation von
CBF und Sauerstoffverbrauch zeigten und somit sowohl der Idee einer Abhangigkeit der vaskularen
Antwort vom basalen neuronalen Aktivitatsniveau entsprechen (Uludag et al., 2004), als auch der

hypothetisierten gemeinsamen Regulation von CBF und metabolischer Antwort (Bonvento et al., 2002).
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Ob in der Tat die durch synaptische Erregung induzierten intrazellularen Ca?*-Veranderungen in
Neuronen das Bindeglied bei der Induktion metabolischer und hamodynamischer Antworten sind, wie
hypothetisiert wurde (Lauritzen, 2005), bedarf der Klarung. Alternative durch synaptische
Glutamatfreisetzung ausgeloste Signalwege waren die astrozytare Glutamataufnahme und der
begleitende intrazellulére Natrium Anstieg, denen gleichfalls eine Rolle in der Regulation von Blutfluss

und Glukosemetabolismus zugeschrieben wird (Pellerin & Magistretti, 2003; Gurden et al., 2006).

Obwohl ein Regulationsprinzip, das Sauerstoffmetabolismus und Blutfluss gemeinsam an die
synaptische Aktivitat koppeln wirde, intuitiv Sinn zu machen scheint, da es die Prozesse der
Informationsweiterleitung mit der hdéchsten energetischen Belastung (Lennie, 2003; Attwell & Gibb,
2005) unmittelbar verknipft - durch identische auslésende Mechanismen - mit dem Prozess der
Substratbereitstellung, so ist auch in diesem Szenario die physiologische Aufgabe der CBF Regulation
weiterhin unbekannt (Raichle & Mintun, 2006). Es bleibt zu klaren, ob die Eigenschaft die
metabolischen Bedurfnisse gesteigerter Aktivitat unmittelbar mit der Gewahrleistung der adaquaten
Versorgung zu vereinen, eine physiologische Notwendigkeit darstellt oder ein Epiphanomen zellularer
Signalkaskaden.
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