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1. Abkiirzungen

ADC
ADP
ASL
ATA
ATP
BOLD
CBF
CBV
CMRO;,
COX
CYP
DSC
DWI
EET
FAIR
fMRT
IAP
IR
LASCA
MRT
NO
PET

SPECT

apparent diffusion coefficient
Adenosindiphosphat
arterial spin labeling
atmospheres absolute (absoluter Druck in Atmosphéren)
Adenosintriphosphat
blood oxygen level dependent
cerebral blood flow (cerebrale Durchblutung)
cerebral blood volume (cerebrales Blutvolumen)
cerebral metabolic rate of oxygen
Cyclooxygenase
Cytochrom P
dynamic susceptibility contrast
diffusion weighted imaging
epoxyeicosatrienoic acid
Flow Sensitive Alternating Inversion Recovery
funktionelle Magnetresonanztomografie
Iodoantipyrin
inward rectifier

Laser speckle contrast analysis
Magnetresonanztomografie
Stickstoffmonoxid
Positronenemissionstomografie

Single positron emission computed tomography



2. Einleitung

2.1. Sauerstoffversorgung des Gehirns

Das Gehirn ist eines der metabolisch aktivsten Organe des Korpers. Ein grofler Teil der Energie
wird fiir die Aktivitidt der Nervenzellen verbraucht, insbesondere fiir die Wiederherstellung des
Membranpotentials nach dem Ablauf eines Aktionspotentials sowie fiir die synaptische
Erregungsiibertragung. Die Aufrechterhaltung der Integritit der Zellen und andere, nicht
unmittelbar an der Informationsverarbeitung beteiligte Prozesse, verbrauchen deutlich weniger
Energie.l2 Universeller Energietriger ist Adenosintriphosphat (ATP), das im Gehirn fast
ausschlieBlich durch aeroben Metabolismus von Glukose gewonnen wird.

Da Sauerstoff schlecht in Wasser 16slich ist und keine relevanten Konzentrationen Sauerstoft-
bindender Proteine im Hirngewebe vorhanden sind, kann der im Hirngewebe geldste Sauerstoff
die ATP-Produktion nur fiir einen extrem kurzen Zeitraum (etwa eine Sekunde lang) sicher
stellen, wenn der Transport von Sauerstoff tiber den Blutkreislauf ausfillt.3 Daher haben sich in
der Evolution verschiedene Mechanismen entwickelt, die eine ununterbrochene,
bedarfsadaptierte Versorgung des Gehirns mit Sauerstoff ermoglichen. Ein wesentlicher Prozess
ist die sogenannte Autoregulation der cerebralen Durchblutung,*> d.h. die Anpassung des
Gefafldurchmessers der hirnversorgenden Arterien an den systemischen Blutdruck, so dass iiber

einen weiten Blutdruck-Bereich die cerebrale Durchblutung konstant bleibt.

2.2. Physiologische Anpassung der Sauerstoffversorgung: neurovaskuldre Kopplung

Ein weiterer zentraler, noch in vielen Teilen unverstandener Mechanismus ist die neurovaskulére
Kopplung.®” Mit diesem Begriff wird die Anpassung der regionalen cerebralen Durchblutung an
die lokale Nervenzellaktivitit bezeichnet. Steigt die Nervenzellaktivitit an, so nimmt die
regionale Durchblutung zu. Da das Ausmal} der Blutflusszunahme das Ausmaf} der Zunahme des
Sauerstoffverbrauchs iiberschreitet, resultiert eine lokale Hyperoxygenierung des Hirngewebes
mit Zunahme des oxygenierten Himoglobins und Abnahme des deoxygenierten Himoglobins.8

Besondere Bedeutung hat die neurovaskulidre Kopplung durch die Entwicklung moderner, meist
MRT-basierter Verfahren zur in-vivo Darstellung der regionalen Hirnaktivitit erlangt. Die so
genannte funktionelle MRT (fMRT) stellt die Hirnaktivitidt indirekt anhand der lokalen
Durchblutungs- oder Blutoxygenierungsmessung dar. Ein hiufig verwendetes Verfahren wird als
BOLD (blood oxygen level dependent) fMRT bezeichnet, hierbei wird die lokale Abnahme des

deoxy-Hamoglobins zur Darstellung der Hirnaktivitidt verwendet.? Fiir ein korrekte Ableitung
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der zugrundeliegenden Verdnderungen der regionalen neuronalen Aktivitit aus Durchblutungs-
oder Blutoxygenierungsmessungen ist ein detailliertes Verstindnis der neurovaskuldren
Kopplung wichtig.

Die Mechanismen, die bei Zunahme der Nervenzellaktivitit zu einer Zunahme des rCBF fiihren,
sind in vielen Details nach wie vor unverstanden. Es ist wahrscheinlich, dass mehrere parallele
Signalwege existieren’ und unterschiedliche Zelltypen (Neurone, Interneurone, Gliazellen,
Perizyten u.a.) involviert sind.19-14 In-vivo- und in-vitro-Experimente haben gezeigt, dass
Stickstoffmonoxid (NO) vasodilatatorische Effekte besitzt und ein wesentlicher Mediator der
Blutflussregulation ist. Tierexperimentelle Studien konnten belegen, dass eine Blockade der NO-
Produktion (durch Inhibition der neuronalen NO-Synthase) das Ausmal} des relativen Anstiegs
der Durchblutung (CBF) auf neuronale Aktivitdtszunahme halbiert, wobei NO als Modulator,
nicht Mediator der Durchblutungszunahme fungiert.’> Ebenso konnte gezeigt werden, dass eine
Hemmung der Cyclooxygenase (sowohl der COX-1 als auch der COX-2) die
Durchblutungszunahme vermindern, aber nicht vollstindig aufheben kann.1617 Infolge der
neuronalen Aktivititssteigerung wird vermehrt ATP in ADP und Adenosin gespalten.
Tierexperimentelle Studien belegen, dass Adenosin ebenfalls eine cerebrale GefdBdilatation
bewirkt.18 Ein weiterer, an der neurovaskuldren Kopplung beteiligter Signaltransduktionsweg ist
die Synthese von EET (epoxyeicosatrienoic acid) iiber die Cytochrom-P450-Epoxygenase.1®
Vermehrte Nervenzellaktivitit fiihrt zur Erhohung der extrazelluldren Kaliumkonzentration. In-
vitro und in-vivo-Studien konnten eine Beteiligung unterschiedlicher Kaliumkanéle an der

Regulation des Blutflusses nachweisen.20

2.3. Die Himoglobin-NO-Hypothese

Héamoglobin bindet nicht nur Sauerstoff und Kohlenstoffdioxid, sondern kann auch NO binden.
Stamler und Kollegen konnten zeigen, dass die Affinitdt des Himoglobins fiir die Bindung von
NO (an die als ,BCys93” bezeichnete Stelle des Himoglobins) im oxygenierten Zustand grofer
ist als im deoxygenierten.2! Die Autoren fanden Belege dafiir, dass die Deoxygenierung des
Héamoglobins mit einer Abgabe von NO in den Blutstrom verbunden ist. Erhohter
Sauerstoffverbrauch im Gewebe konnte daher iiber die vermehrte Deoxygenierung von
Héamoglobin zu einer vermehrten Freisetzung von NO und somit zu einer Vasodilatation und
erhohter Durchblutung fiihren. Mehrere tierexperimentelle in-vitro und in-vivo-Studien stiitzen
diese Theorie. Die Durchblutungsregulation {iber an Hadmoglobin gebundenes NO wire ein

universeller, von im Gewebe produzierten Mediatoren unabhiangiger Mechanismus. In dhnlicher
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Weise konnte die NO-Freisetzung aus Nitrit durch die Nitrit-Reduktase-Aktivitidt des deoxy-
Hémoglobins unabhingig von Gewebefaktoren eine Adaptation der Durchblutung an den
Sauerstoffverbrauch bewirken.?223 Auch eine Freisetzung von ATP aus Erythrozyten infolge
einer Deoxygenierung des Hamoglobins und hierdurch vermittelte Vasodilatation wird
diskutiert.?* Die Bedeutung der experimentellen Hinweise fiir eine an die Deoxygenierung von

Hamoglobin gekoppelte Durchblutungsregulation ist allerdings umstritten.23.25-29

2.4. Sauerstoffminderversorgung: Pathophysiologie des Hirninfarktes

Beim Hirninfarkt kommt es zu einem plotzlichen Verschluss einer hirnversorgenden Arterie
entweder durch lokale Thrombose oder Embolie eines Thrombus aus einem proximal gelegenen
Gefallsegment oder der Herzen. Haufigste Ursachen sind arteriosklerotische Verdnderungen der
GefiBwédnde und kardiale Embolien bei (intermittierendem) Vorhofflimmern. Durch den
GefaBverschluss sinkt die cerebrale Durchblutung in dem durch die Arterie versorgten Hirnareal.
Das AusmalBl der Minderperfusion hingt dabei von der zusdtzlichen Versorgung dieses
Hirnareals tliber Kollateralgefdile ab. Je nach Ausmall der Minderperfusion unterscheidet man
eine Zone der benignen Oligéimie (Durchblutung vermindert, Uberleben des Gewebes aber nicht
unmittelbar gefdhrdet), die Penumbra (Durchblutung kritisch vermindert, Gewebe noch nicht
irreversibel geschddigt, aber drohende irreversible Gewebeschddigung falls keine Verbesserung
der Durchblutung eintritt) und den Infarktkern (Durchblutung bereits so lange kritisch
vermindert, dass eine irreversible Schiadigung des Gewebes eingetreten ist). Entscheidend sind
dabei zwei Faktoren: Dauer und Ausmall der Minderperfusion. Die kritische Grenze des CBF
liegt bei etwa 20-30 ml Blut/(100g Hirngewebe*min) - féllt der CBF unter diese Grenze treten in
Abhéngigkeit von der Schwere und Dauer der Minderperfusion irreversible Schiden auf,30-32
entweder durch unmittelbares Absterben der Zellen (Nekrose) oder im Verlauf von Stunden bis

Tagen iiber eine Kaskade sekundirer Schiadigungsmechanismen.33

2.5. Methoden der Blutflussmessung im Tiermodell der cerebralen Ischamie

Ein wesentlicher Bestandteil der Entwicklung von Therapien gegen Hirninfarkte ist das
detaillierte Verstindnis der Pathophysiologie der Gewebeschidigung wéhrend und nach einer
Phase der Minderperfusion. Die Messung der cerebralen Durchblutung ist daher ein wichtiges
Grundinstrument fiir die experimentelle Schlaganfallforschung. Gleichzeitig ist die exakte

Quantifizierung des Durchblutung in hoher rdumlicher und =zeitlicher Auflésung trotz



jahrzehntelanger Forschung weiterhin schwierig. Es stehen invasive und nicht-invasive, in-vivo
und ex-vivo Verfahren zu Verfiigung, z.B. experimentell Laser-Doppler- oder Laser-Speckle-
Verfahren,3435 autoradiographische Verfahren, experimentell und klinisch
computertomografische Verfahren3®¢ und PET/SPECT.3738 Ein besonders attraktives nicht-
invasives Verfahren ist die Magnetresonanztomografie (MRT). Die Durchblutungsmessung
mittels MRT kann mit intravends appliziertem Kontrastmittel als sogenannte DSC (dynamic
susceptibility contrast) MRT oder als ,arterial spin labeling” (ASL) MRT durchgefiihrt werden,
wobei auf unterschiedliche Art magnetisch angeregtes Blut als ,endogenes Kontrastmittel’
verwendet wird.3° Die nicht (exogen) Kontrastmittel basierten Verfahren bieten den Vorteil der
Durchfiihrbarkeit ohne Anlage eines vendsen Zugangs und die Moglichkeit, die CBF-Messung
mehrfach in kurzen Abstédnden zu wiederholen.

Eine nicht Kontrastmittel basierte MRT-Methode zur CBF-Messung ist die sogenannte FAIR
(flow sensitive alternating inversion recovery) Sequenz.*0 Grundlage der FAIR-MRT ist die
Beeinflussung der Magnetisierung in einer diinnen Mess-Schicht (,Slice’) des Hirngewebes
durch einflieBende Wasserprotonen. Wird zuvor ein magnetischer Anregungsimpuls nur im
Bereich der Mess-Schicht (,imaging slice’) appliziert, so flieBen mit dem cerebralen Blutfluss
magnetisch angeregte Wasserprotonen aus der Mess-Schicht heraus und nicht magnetisch
angeregte in die Mess-Schicht hinein. Je hoher die cerebrale Durchblutung ist, desto rascher
nimmt so die Magnetisierung der Mess-Schicht ab. Wurde zuvor nicht nur die Mess-Schicht
magnetisch angeregt, sondern ein grofes umliegendes Volumen, so werden aus der Schicht
herausflieBende magnetisch angeregte Wasserprotonen durch ebenso magnetisch angeregte
ersetzt, so dass die Magnetisierung vom Blutfluss unabhéngig bleibt. Die Bestimmung des CBF
erfolgt dann iiber einen Vergleich der Geschwindigkeit der Magnetisierungsdnderung
(Zeitkonstante T1) zwischen den beiden Anregungsarten: Im Mausmodell ergibt sich dabei der
Vorteil, dass aufgrund der geringen Grofle der Méuse der gesamte Korper magnetisch angeregt
werden kann und so eine nahezu ideale, CBF-unabhingige Messung der T1 des Hirngewebes

durchgefiihrt werden kann.*! Die Formel zur Berechnung des CBF mittels FAIR-MRT ist

1 1

(1) CBF = Ax(

T1sel T1nonsel

Bestimmung des cerebralen Durchblutung mittels FAIR-MRT: CBF - cerebral blood flow, A — ,brain blood
partition coefficient’ fiir Wasser, T, — Relexationszeit T bei selektiver Anregung des Imaging-Slices, Tnonsel -

Relexationszeit T bei nichtselektiver Anregung des Imaging-Slices.



Dabei bezeichnet lambda (A) den Verteilungskoeffizienten von Wasser zwischen Blut und
Hirngewebe (brain blood partition coefficient). Dieser betridgt beim Menschen 0.9 ml/g. Er kann
auf verschiedene Arten experimentell bestimmt werden, in vivo mittels protonengewichteter
MRT und ex-vivo mittels Messung des Wassergehaltes im Hirngewebe. Die in-vivo-
Bestimmung mittels MRT ermoglicht es dabei, regionale Unterschiede darzustellen. Relevante
regionale Unterschiede fanden sich im Gehirn des Menschen: In der grauen Substanz lag der

BBPC fiir Wasser bei 0.99 ml/g, in der weillen Substanz bei 0.82 ml/g.42

2.6. Vorhersage von Hirninfarkt-Volumina durch friihe multimodale MRT

Neben der Durchblutungsmessung, die das Ausmal} einer kritischen Minderperfusion des
Gehirngewebes in der Frithphase des Hirninfarktes erfassen kann, ist die frithe Darstellung der
bereits eingetretenen Gewebeschidigung von entscheidender Bedeutung fiir die friihe
Charakterisierung des Hirninfarktes. Sowohl in der klinischen Routine als auch in der
Schlaganfall-Forschung hat sich die diffusionsgewichtete MRT als Marker der frithen schweren
ischamischen Gewebeschddigung durchgesetzt. Die diffusionsgewichtete MRT (,diffusion
weighted i1maging’, DWI) beruht auf der Messung der Diffusionseigenschaften der
Wasserprotonen im Gewebe.*3 Es kann der apparente Diffusionskoeffizient (apparent diffusion
coefficient, ADC) gemessen werden. Die Ursachen fiir die Reduktion des ADC wihrend einer
Ischdmie sind pathophysiologisch nicht ganz verstanden, einen wesentlichen Beitrag leistet
wahrscheinlich die Zellschwellung, die infolge des Versagens der Na/K-ATPase entsteht.444>
Diese tritt bereits wenige Minuten nach Eintritt einer schweren Minderperfusion des Gewebes
auf. Daher ist die DWI/ADC-MRT ein besonders friiher Marker fiir eine schwere, haufig
irreversible Gewebeschddigung. Allerdings sind insbesondere tierexperimentell voriibergehende
Normalisierungen des ADC nach Reperfusion beschrieben, trotz spiteren Nachweises eines
Hirninfarktes in der entsprechenden Region.46:47

Einige tierexperimentelle Schlaganfallstudien konnten an Ratten zeigen, dass die Grofle der
frihen ADC-Liasion gut mit der GroBe des finalen Hirninfarktes korreliert.4849 Dabei
beeinflussen die Dauer der Ischdmie und der Messzeitpunkt in Relation zum Beginn der
Ischimie die Genauigkeit, mit der das spétere Hirninfarktvolumen vorhergesagt werden kann.
Die Kombination unterschiedlicher Informationen (insbesondere CBF und ADC) iiber die friihe
Ischimie und Anwendung komplexer mathematischer Modelle kann moglicherweise der
Vorhersagegenauigkeit weiter verbessern.4850-52

Eine moglichst genaue frithe Pradiktion der Hirninfarktvolumina kdnnte einen wichtigen Beitrag



zur experimentellen Schlaganfallforschung leisten. Viele Faktoren haben dazu beigetragen, dass
eine erfolgreiche Translation von Ergebnissen der experimentellen Schlaganfallforschung in die
Klinik in den letzten Jahren nicht stattgefunden hat.53-55> Zu diesen zdhlen unter anderem
methodische Méngel wie niedrige Tierzahlen, fehlende Verblindung, Fehlen von klaren, pri-
definierten Kriterien fiir den Ein- und Ausschluss von Tieren in die Auswertung einer Studie,>®
Publikations-Bias (negative Studien werden hidufig nicht publiziert) und schlecht begriindete
Wirksamkeitshypothesen (niedrige a-priori Wahrscheinlichkeit fiir ein positives Ergebnis).57

Ein moglicher Ko-Faktor ist die Variabilitit der GroBe der in experimentellen
Schlaganfallstudien induzierten Hirninfarkte.58 Diese kommt unter anderem durch eine hohe
Variabilitdt der GefdBarchitektur zustande,>85° und kann durch Modifikation der Technik,
Standardisierung der Prozedur und Training der Operateure nur bedingt reduziert werden. Fiir
praklinische Schlaganfalltherapie-Studien, bei denen die Therapie nach Beginn der Ischdmie
erfolgt, konnte eine friihe genaue Charakterisierung der Ischdmie dazu beitragen, einen
moglichen Einfluss der hohen Variabilitit des induzierten Schlaganfallvolumens auf die

Beurteilung des untersuchten Therapieeffektes zu reduzieren.



3. Fragestellungen

1

2)

3)

4)

5)

Ist eine kombinierte Blockade bekannter Singaltransduktionswege der
neurovaskuldren Kopplung in der Lage, den CBF-Anstieg infolge neuronaler
Aktivierung vollstindig zu verhindern? Ist die physiologische Zunahme des
Sauerstoffverbrauchs infolge neuronaler Aktivierung trotz Blockade des

physiologischen CBF-Anstiegs moglich?

Ist die Abgabe von an Hamoglobin gebundenem NO infolge der Deoxygenierung des
Hamoglobins wdahrend der kapilliren Passage durch das Gehirn an der
Durchblutungsregulation beteiligt? Lafit sich die neurovaskuldre Kopplung
blockieren, wenn unter hyperbarer Oxygenierung keine Deoxygenierung des

Hamoglobins mehr stattfindet?

Kann die ,flow sensitive alternating inversion recovery’ (FAIR)-MRT die
Durchblutung im Gehirn der Ratte in vivo quantifizieren? Wie verhalten sich die
mittels dieser in-vivo-Methode errechneten CBF-Werte zu den mit der 14C-

Autoradiografie ex vivo bestimmten Werten?

Ist der ,Blood-Brain Partition Coefficient’ fiir Wasser, der zur Berechnung des CBF
mittels FAIR-MRT verwendet wird, fiir Mduse und Menschen gleich oder

unterschiedlich?

Wie genau lasst sich mittels frither, multimodaler MRT-Bildgebung
(diffusionsgewichtete MRT, Blutflussmessung, u.a.) in einem Schlaganfall-Modell der
Maus das Volumen von Hirninfarkten vorhersage? Wie stark hangt die Vorhersage
vom Zeitpunkt der Messung und von der Dauer der Ischidmie ab? Kann diese
Information zur Verbesserung der Qualitdt tierexperimenteller Schlaganfallstudien

verwendet werden?
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4. Publikationen

4.1. Pharmakologische Entkopplung der aktivitatsinduzierten Zunahme der
cerebralen Durchblutung (CBF) von der aktivitatsinduzierten Zunahme des cerebralen
Sauerstoffverbrauchs (CMRO,)

Leithner C, Royl G, Offenhauser N, Flichtemeier M, Kohl-Bareis M, Villringer A, et al.
Pharmacological uncoupling of activation induced increases in CBF and CMRO.. ] Cereb Blood
Flow Metab. 2010 Feb;30(2):311-22. http://dx.doi.org/10.1038/jcbfm.2009.211

Friihere Studien aus der eigenen und anderen Arbeitsgruppen hatten gezeigt, dass mehrere
Signalkaskaden an der neurovaskuldren Kopplung, d.h. der regionalen Dilatation der
kleinen Arterien und Arteriolen infolge erhohter neuronaler Aktivitit, beteiligt sind. In
dieser Arbeit untersuchten wir tierexperimentell mit optischen Methoden, ob eine parallele
Inhibition der bekannten Signalkaskaden in der Lage ist, die neurovaskuldre Kopplung
vollstandig zu blockieren und ob ein erhéhter Sauerstoffverbrauch trotz Blockade des CBF-

Anstiegs moglich ist.

Wir implantierten in Narkose 24 Ratten ein kranielles Fenster und konnten mittels Laser-
Doppler-Flussmessung und optischer Spektroskopie die Verdnderungen des CBF, CBV
sowie der Konzentration von oxy- und deoxy-Hamoglobin nach elektrischer
Vorderpfotenstimulation mit unterschiedlichen Stimulationsintensititen bestimmen. Aus
den Verianderungen von CBF, CBV und deoxy-Hamoglobin berechneten wir die Anderung
der CMRO2. Bekannte Signalkaskaden der neurovaskuldren Kopplung blockierten wir
durch  Superfusion von Inhibitoren der NO-Synthase, Adenosin-Rezeptoren,

Cyclooxygenase, CYP-450 Epoxygenase sowie der ,Inward Rectifier’ (IR)- Kaliumkanale.

Die kombinierte Blockade war in der Lage, die Blutflussantwort um zwei Drittel zu
reduzieren. Eine Beeintrachtigung der neuronalen Aktivitatsinderung fanden wir anhand
der Messung der evozierten Potenziale nicht. Die stimulationsbedingte Zunahme der
CMRO: blieb ebenfalls unverandert.

Im Widerspruch zu einem physiologischen Modell der neurovaskuldren Kopplung deuten
unsere Ergebnisse darauf hin, dass die iiberraschend starke Durchblutungszunahme nach
neuronaler Aktivierung nicht notwendige Voraussetzung ist fiir die moderate Zunahme des

Sauerstoffverbrauchs.
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4.2. Unabhangigkeit der neurovaskuldren Kopplung von der Deoxygenierung des
Hamoglobins

Lindauer U* Leithner C* Kaasch H, Rohrer B, Foddis M, Flichtemeier M, et al. Neurovascular
coupling in rat brain operates independent of hemoglobin deoxygenation. | Cereb Blood Flow
Metab. 2010 Apr;30(4):757-68. http://dx.doi.org/10.1038/jcbfm.2009.259 *equal contribution.

Tierexperimentelle Studien und in-vitro-Untersuchungen konnten in den letzten Jahren eine
interessante  Eigenschaft des Héamoglobins herausarbeiten: Die Bindungsaffinitit fiir
Stickstoffmonoxid verdndert sich mit der Oxygenierung: Im oxygenierten Zustand ist die
Affinitét grof3, im deoxygenierten Zustand gering. Stickstoffmonoxid kann daher mit Abgabe des
Sauerstoffs ebenfalls vom Hamoglobin abgegeben werden. Prinzipiell stiinde somit ein
universeller Mechanismus der Durchblutungsregulation zur Verfiigung: Steigt der
Sauerstoffverbrauch in einem Gewebe, wird vermehrt Sauerstoff von Hamoglobin abgegeben,
damit auch vermehrt NO. Das NO konnte zu einer Dilatation der kleinen Arterien/Arteriolen

fiihren und der Blutfluss damit (adaptiert an den Sauerstoffverbrauch) steigen.

Diese hochkaritig publizierte Hypothese iiberpriiften wir experimentell als moglichen
Mechanismus der neurovaskuldren Kopplung. 35 Ratten wurde unter Narkose ein kranielles
Fenster implantiert. Unter normobaren, normoxischen sowie hyperbaren (3 ATA),
hyperoxischen Bedingungen bestimmten wir die Blutflussantwort im somatosensorischen Kortex
auf elektrische Vorderpfotenstimulation mittels Laser-Doppler-Flussmessung. Parallel wurden
die Konzentrationsdnderung von oxy- und deoxy-Hamoglobin mit optischer Spektroskopie und

die evozierten Potenziale als MaB fiir die evozierte neuronale Aktivitdt gemessen.

Trotz erfolgreicher Ausschaltung der Deoxygenierung des Hamoglobins unter hyperbaren,
hyperoxischen Bedingungen — das Gehirn wird unter diesen Bedingungen {iber physikalisch im
Blut geldsten Sauerstoff versorgt — fanden wir unverinderte Blutflussantworten und

unverianderte evozierte Potenziale.

Unsere Ergebnisse zeigen, dass die Abgabe von NO wihrend der Deoxygenierung des

Hémoglobins keinen wesentlichen Beitrag zur neurovaskulidren Kopplung leistet.

24



4.3. Ein MRT Protokoll zur Bestimmung der cerebralen Durchblutung im murinen
Schlaganfall-Modell

Leithner C* Gertz K* Schréck H, Priller |, Prass K, Steinbrinck ], et al. A flow sensitive
alternating inversion recovery (FAIR)-MRI protocol to measure hemispheric cerebral blood
flow in a mouse stroke model. Exp Neurol. 2008. Mar;210(1):118-27. * equal contribution
http://dx.doi.org/10.1016/j.expneurol.2007.10.003

Ob Gehirngewebe eine Phase der Durchblutungsstérung iiberlebt oder ob ein Schlaganfall
entsteht, hangt kritisch vom Ausmaff und der Dauer der Minderperfusion ab. Die
Quantifizierung der cerebralen Durchblutung (CBF) ist ein daher wichtiges Instrument fiir
die experimentelle Schlaganfallforschung. Gleichzeitig ist eine Quantifizierung des CBF in
vivo eine grofle Herausforderung. Gut etabliert sind fiir die Messung am Menschen
nuklearmedizinische Verfahren, die allerdings auf das experimentelle Schlaganfallmodell
der Maus aufgrund der geringen Grofde des Mausegehirns nicht einfach iibertragbar sind.
Zahlreiche Studien verwenden daher das ex-vivo-Verfahren der 14C-IAP-Autoradiografie.
Eine serielle Messung ist aufgrund des ex-vivo Charakters dieser Technik aber nicht

moglich.

Mit der MRT steht eine attraktive, drei-dimensionale, hochauflésende Bildgebung des
Gehirns zur Verfligung. Durch geeignete Wahl der Anregungs- und Messparameter kann
die Signalintensitdt vom CBF abhingig gemacht werden. Am Menschen wurde ein nicht
Kontrastmittel-abhdngiges Verfahren, die ,flow sensitive alternating inversion recovery’

(FAIR)-MRT entwickelt, das eine Quantifizierung des CBF erlaubt.

Wir testeten in einem 7-Tesla-Tier-MRT die Quantifizierung des CBF mittels FAIR im
Schlaganfallmodell der Maus. Eine breite Variation des CBF wurden durch Verschluss der
A. cerebri media und unterschiedliche Narkosearten erreicht. Unter gleichen Bedingungen

wurde der CBF mittels 14C-IAP-Autoradiografie bestimmt.

Der Vergleich beider Methoden zeigte eine lineare Beziehung zwischen den mittels FAIR-
MRT und 14C-IAP-Autoradiografie quantifizierten Werten der cerebralen Durchblutung.
Die FAIR-MRT-Werte lagen dabei ca. 30% iliber den Werten der Autoradiografie. Mit dem
von uns verwendeten Setup war eine verldssliche Quantifizierung nur mit iiber eine

Hemisphare gemittelten Werten maoglich.
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4.4. Bestimmung des ‘Brain-Blood Partition Coefficient’” von Wasser der Maus
mittels MRT

Leithner C, Miiller S, Fiichtemeier M, Lindauer U, Dirnagl U, Royl G. Determination of the
brain-blood partition coefficient for water in mice using MRI. | Cereb Blood Flow Metab. 2010
Nov;30(11):1821-4. http://dx.doi.org/10.1038/jcbfm.2010.160

Der Vergleich der liber die FAIR-MRT und der iiber die 14C-IAP-Autoradiografie bestimmten
cerebralen Durchblutung hatte in einem vorangegangenen Projekt (siehe 4.3.) hohere Werte fiir
die FAIR-MRT ergeben. Die Berechnung des CBF iiber die FAIR-MRT-Methode verwendet
eine Konstante, den ,Brain-Blood Partition Coefficient’ (BBPC) fiir Wasser. Dieser ist fiir
Menschen bestimmt worden, da die CBF-Messung mittels Positronen-Emissions-Tomografie
(PET) beim Menschen ebenfalls auf den BBPC zuriickgreift. Ob dieser Wert sich zwischen

Mensch und Maus unterscheidet war nicht bekannt.

Wir bestimmten den BBPC fiir Wasser mit zwei unterschiedlichen Methoden: In vivo mittels
protonengewichteter MRT — hierzu wurden parallel zur Messung von Miusegehirnen Wasser-
Deuterium-Kalibrationsproben gemessen. Ex-vivo bestimmten wir den Wassergehalt des

Mausegehirns durch Wiegen der Gehirne vor und nach Trocknung.

Die Ergebnisse beider Methoden zeigten iibereinstimmend, dass keine wesentliche Abweichung
des liber das gesamte Gehirn gemittelten ,brain-blood partition coefficients’ fiir Wasser zwischen

Mensch und Maus besteht (Mensch: 0.9 ml/g, Maus: 0.89-0.93 ml/g).

Die Bestimmung mittels MRT ermdglichte uns eine dreidimensionale Darstellung des BBPC im
Gehirn der Maus: Im Gegensatz zum Menschen fanden sich keine grofleren Unterschiede
zwischen Hirnregionen. Ursache hierfiir ist die im Vergleich zum menschlichen Gehirn
weitgehend homogene Zusammensetzung der unterschiedlichen Regionen im Gehirn der Maus
(von kleinen Regionen abgesehen), ohne eine zum Menschen analoge Trennung zwischen grauer
und weiler Substanz. Im Gegensatz zum Menschen bedeutet dies, dass eine Anpassung der

CBF-Berechnung an den BBPC der jeweiligen Hirnregion bei der Maus nicht notwendig ist.
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4.5. Die Vorhersage des Infarkt-Volumens durch frithe MRT in einem Maus-Modell
des Schlaganfalls hdangt von der Ischamie-Dauer und dem Zeitpunkt der Bildgebung ab

Leithner C, Fiichtemaier M, Jorks D, Miiller S, Dirnagl U, Royl G. Infarct volume prediction by
early MRI in a murine stroke model depends on ischemia duration and time of imaging. Stroke
2015 Nov;46(11):3249-3259. http://dx.doi.org/10.1161/STROKEAHA.114.007832

Zahlreiche tierexperimentelle Studien konnten fiir verschiedene neuroprotektive Substanzen eine
Wirksamkeit in der akuten Schlaganfall-Therapie nachweisen. Eine erfolgreiche Anwendung beti
Schlaganfall-Patienten gelang dennoch nicht. Eine mogliche Ursache besteht darin, dass
experimentelle Schlaganfallstudien meist nicht nach den gleichen strengen Qualitatskriterien
(Randomisierung, Verblindung etc.) durchgefiihrt werden wie klinische Studien, positive Studien
hiufiger publiziert werden als negative und somit Zufallsbefunde und Ubertreibungen der

Effektstiarke wahrscheinlich hiaufig vorkommen.>”

Ein Grund dafiir, dass trotz fehlender Wirksamkeit einer Substanz Behandlungs- und Placebo-
Gruppe tiberhaupt deutlich unterschiedliche Infarktgroen aufweisen konnen, liegt in der trotz
der Standardisierung des experimentellen Schlaganfalls (MCAO-Modell mit definierter Dauer
und Lokalisation des GefdaBverschlusses) deutlichen Variabilitdit der InfarktgroBen
(Standardabweichung haufig ca. 30% der mittleren Infarktgréfe). Ursachen hierfiir sind unter
anderem die variable Gefdlanatomie, Schwankungen in der Effektivitit der MCAO (Erfahrung
und Geschick des Operateurs) und Variabilitit der sekunddren Schadenskaskaden. Eine
Moglichkeit, die Variabilitit der im MCAO-Modell induzierten Infarktgroen zu kontrollieren
ist die friihe Darstellung der Ischdmie mittels MRT. Hierfiir kommen unterschiedliche
Sequenzen, insbesondere die diffusionsgewichtete MRT (mit ADC-Quantifizierung) und die
Perfusionsbildgebung in Betracht.

An insgesamt 83 Maiusen mit unterschiedlichen Dauern der MCAO (45 und 90 Minuten) und
unterschiedlichen Zeitpunkten der MRT (wihrend der MCAO, 3 Stunden und 6 Stunden nach
Beginn der MCAO) untersuchten wir, wie stark die GroB3e der frithen ischdmischen Lésion die
spitere InfarktgroBe determiniert und welche MR-Sequenz sich fiir die Vorhersage der

Infarktgrofle am besten eignet.
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Wir fanden, dass die GroBle der ADC-Lésion wihrend der MCAO oder 6 Stunden nach Beginn
der MCAO die finale Infarktgroe bei einer Dauer der MCAO von 90 Minuten weitgehend
determiniert. Aufgrund einer transienten ADC-Normalisierung korreliert das Volumen der ADC
Lésion drei Stunden nach Beginn einer 90 miniitigen MCAO deutlich schlechter mit der finalen
Infarktgrofle. Bet MCAO von 45 Minuten Dauer besteht fiir alle Zeitpunkte eine deutlich

schlechtere Korrelation von frither ADC-Lésion und finaler InfarktgroB3e.

Unsere Daten konnten zur Verbesserung der Interpretation von experimentellen
Schlaganfallstudien beitragen: Durch friihe Bestimmung der initialen Ausdehnung der durch
MCAO induzierten Ischdmie, entweder wihrend der MCAO oder sechs Stunden danach, kénnte
ein moglicher Confounder (unterschiedliches Volumen der induzierten Ischdmie) erkannt

werden, der zu falsch positiven oder falsch negativen Ergebnissen beitragen kann.
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5. Diskussion

Die hier vorgestellten Arbeiten beschéftigen sich mit verschiedenen physiologischen und
pathophysiologischen Aspekten der cerebralen Durchblutung: Physiologisch ist dieser an die
Aktivitdit der Nervenzellen im Gehirn gekoppelt, ein Phinomen, dass als neurovaskuldre
Kopplung bezeichnet wird. Besondere Aufmerksamkeit hat die neurovaskuldre Kopplung mit der
Entwicklung der funktionellen MRT zu Beginn der 1990er Jahre erlangt, da die wichtigsten
MRT-Techniken zur Darstellung der Hirnaktivitat diese nicht direkt messen kdnnen, sondern die
daran gekoppelten Verdnderungen der Durchblutung oder der Blutoxygenierung bestimmen. Ein
detailliertes Verstindnis der neurovaskuliren Kopplung bildet daher die Grundlage der
Interpretation von Ergebnissen der fMRT-Studien. Pathophysiologische Bedeutung hat die
cerebrale Durchblutung insbesondere, da eine starke Reduktion des CBF (meist durch
thrombotischen oder embolischen Verschluss einer hirnversorgenden Arterie) die Ursache von
Schlaganfillen ist. Techniken zur Darstellung des cerebralen Blutflusses, insbesondere in-vivo
anwendbare Techniken, sind daher ein wichtiges Instrument der experimentellen
Schlaganfallforschung. Die MRT bietet dabei einzigartige Mdoglichkeiten, die Verdnderungen
des Blutflusses und parallel damit einhergehende, friihe ischdmische Gewebeverdnderungen

raumlich und zeitlich hoch aufgeldst in vivo darzustellen.

5.1. Pharmakologische Inhibition der neurovaskuldaren Kopplung

Die Mechanismen, die die sehr rasche Blutflussantwort auf eine neuronale Aktivierung einer
Hirnregion vermitteln, sind trotz zahlreicher tierexperimenteller Studien nicht vollstindig
verstanden. Unterschiedliche Signalkaskaden wurden identifiziert: NO, ein potenter
Vasodilatator in der systemischen Zirkulation ist auch im Gehirn an der Durchblutungsregulation
beteiligt. Die Aktivierung von NMDA-Rezeptoren iiber den exzitatorischen Neurotransmitter
Glutamat kann die neuronale NO-Synthase aktivieren.®® Die Blutflussantwort auf funktionelle
Stimulation wird unter Blockade der NO-Synthase deutlich kleiner,®1 dabei fungiert NO als
Modulator der Blutflussantwort.!> Adenosin fdllt beim Abbau energiereicher Adenosin-
Nucleotide bei erhohtem Stoffwechsel von Zellen an und ist auch im Gehirn an der
Durchblutungsregulation und der neurovaskuldren Kopplung beteiligt.263 Eine weitere

Signalkaskade der Kopplung neuronaler Aktivitit an cerebrale Durchblutung lduft unter
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Beteiligung metabotroper Glutamat-Rezeptoren auf Astrozyten ab, die zur Freisetzung von
Arachidonsdure und iiber CYP-450-Epoxygenase zur Bildung von EET (epoxyeicosatrienoic
acid) und tber Cyclooxygenase zur Bildung von Prostaglandinen fiihren.®* Eine Hemmung
dieser Signaltransduktionswege fiihrte tierexperimentell ebenfalls zu einer Reduktion der CBF-
Antworten auf neuronale Aktivierung.1617.1965 Eine wichtige Rolle fiir die Vasodilatation im
Rahmen der neurovaskuldren Kopplung konnte experimentell auch fiir Inward-Rectifier Kalium-
Kanile gezeigt werden.66

Wir konnten zeigen, dass auch eine kombinierte pharmakologische Inhibition dieser bekannten
Signalkaskaden die neurovaskuldre Kopplung nicht vollstindig ausschaltet.6” Unsere Daten
legen nahe, dass noch weitere Signalkaskaden beteiligt sein konnten.

Durch simultane Messung der Konzentrationsverdnderungen von Oxy- und Deoxyhdmoglobin
und der cerebralen Durchblutung konnten wir vor und nach pharmakologischer Inhibition der
neurovaskuldren Kopplung die Verdnderung des cerebralen Sauerstoffmetabolismus (CMRO,)
unter neuronaler Aktivititssteigerung (elektrische Vorderpfotenstimulation) berechnen. Die
dabei verwendete Methode zur Bestimmung der relativen CMRO;-Verdnderung aus Messung
der Anderungen von CBF, CBV und Oxygenierung mittels optischer Methoden hatten wir zuvor
experimentell anhand des gut bekannten Zusammenhangs zwischen CMRO,; und
Korperkerntemperatur in einem Hypothermie-Modell validiert.68 Es zeigte sich, dass trotz
erheblicher Beeintrachtigung der neurovaskuldren Kopplung - Verminderung des CBF-Anstieges
auf neuronale Aktivierung um etwa zwei Drittel — die CMRO; unverdndert zu den
Ausgangsbedingungen ansteigen konnte. Dieser Befund legt nahe, dass der starke CBF-Anstieg
und die Hyperoxygenierung des Gewebes nicht fiir die (relativ geringe) Zunahme der CMRO,
bendtigt wird, die durch die Steigerung der neuronalen Aktivitét unter typischen experimentellen
Bedingungen hervorgerufen wird. Unsere Daten sprechen daher gegen eine von Buxton und
Kollegen entwickelte Hypothese (,oxygen diffusion limitation model’): Eine Steigerung der
CMRO:; sei (aufgrund der limitierten Sauerstoff-Diffusion von den Kapillaren ins Gewebe) nur
durch eine iiberproportional grole Durchblutungssteigerung moglich.6® Diese Hypothese hatte
einen eleganten FErkldrungsansatz geboten fiir die Hyperoxygenierung des Gewebes unter
Steigerung der neuronalen Aktivitét, die erstmalig in humanen PET-Experimenten beobachtet
worden und als ,fokale physiologische Entkopplung (von Durchblutung und Oxygenierung)
bezeichnet worden war.8 Daten anderer Arbeitsgruppen stimmen gut mit denen von uns
erhobenen Daten iiberein: So beobachteten z.B. Gjedde et al. und Rasmussen et al. ebenfalls
intakte CMRO;,-Antworten auf neuronale Aktivierung unter Inhibition der neurovaskuldren

Kopplung mit Indomethacin.’%71 Perthen und Kollegen fanden nach Einnahme von Koffein
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einen Anstieg der CMRO, bei gleichzeitiger Reduktion des CBF.”? Diese und weitere
Arbeiten’374 ergeben zusammen mit unseren Daten deutliche Hinweise dafiir, dass es nach
neuronaler Aktivierung zu einer CBF-Antwort kommt, die in ihrem vollen AusmaR nicht zur
Aufrechterhaltung der Sauerstoffversorgung notwendig ist.”> Eine mogliche Erklarung dafiir,
dass die neurovaskulidre Kopplung mit {iberproportional groBem CBF-Anstieg im Vergleich zu
einer relativ geringen Zunahme des Sauerstoffverbrauchs evolutionir hoch konserviert ist, wire
eine Schutzfunktion fiir Umstdnde mit Verminderung der Sauerstoffversorgung des Gehirns, z.B.
wiéhrend Erkrankungen, die mit Phasen einer ausgepriagteren arteriellen Hypotonie (und damit

Verminderung des cerebralen Blutflusses) oder arteriellen Hypoxie einhergehen.

5.2. Neurovaskuldre Kopplung und hyperbare Oxygenierung

Eine besonders faszinierende Hypothese zur Erklarung des CBF-Anstieges durch neuronale
Aktivierung war gegen Ende der 1990er Jahre von Stamler und Kollegen vorgeschlagen worden:
An Hamoglobin gebundenes NO werde durch Konformationsinderung des Hamoglobins beim
Ubergang von Oxy- in Deoxy-Himoglobin freigesetzt.2! Da NO ein potenter Vasodilatator ist,
stinde somit ein universeller Mechanismus zur Verfligung, der Vasodilatation und damit
Blutversorgung an den Sauerstoffverbrauch koppeln konnte: Je mehr Sauerstoff ein Gewebe
verbrauchte, desto mehr NO wiirde von Hémoglobin freigesetzt, desto groBer wire die
Vasodilatation und damit die Durchblutung. Reduktion des Sauerstoffverbrauchs bedeutete
verminderte Deoxygenierung von Himoglobin, verminderte NO-Freisetzung, Vasokonstriktion
und somit Durchblutungsreduktion. Auch andere Eigenschaften des Himoglobins dndern sich
wihrend der Deoxygenierung: Deoxy-Hamoglobin hat Nitrit-Reduktase-Eigenschaften und
konnte so zur vermehrten NO-Bildung aus Nitrit filhren.2? Die Freisetzung von ATP aus
Erythrozyten hingt vom Deoxy-Hédmoglobin-Gehalt ab, ATP kann ebenfalls eine Vasodilatation
bewirken.24

Um die Hypothese einer von der Deoxygenierung des Himoglobins gesteuerten neurovaskuldren
Kopplung im Gehirn der Ratte zu testen, bedienten wir uns der hyperbaren Oxygenierung: Bei
einem Druck von 3 Atmosphidren und Beatmung mit 100% Sauerstoff ist soviel Sauerstoff
physikalisch im Blut gelost (nicht an Himoglobin gebunden), dass eine vollstindige Versorgung
des Gehirns iiber physikalisch geldsten Sauerstoff moglich ist. Eine Deoxygenierung des
Héamoglobins wihrend der Passage durch das Gehirn findet dann nicht mehr statt, die vendse

Sauerstoffsittigung im Gehirn betrdgt 100%. Sollte die neurovaskulidre Kopplung iiber NO-
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Abgabe von Hémoglobin im Moment der Deoxygenierung des Hamoglobins funktionieren,
miisste eine hyperbare Oxygenierung die neurovaskuldre Kopplung blockieren. Tatsdchlich
konnten wir aber unter diesen Bedingungen unverdnderte physiologische Blutflussantworten
beobachten, sowohl auf funktionelle Stimulation als auch als (deutlich grofere) Antwort auf eine
,Spreading Depolarization’.

Unsere Daten legen nahe, dass andere Mechanismen als die Abgabe von NO oder ATP wihrend
der Deoxygenierung des Himoglobins die neurovaskuldre Kopplung vermitteln. Sie zeigen auch,
dass die neurovaskuldre Kopplung im Gehirn nicht {iiber einen einfachen O,-Sensor-
Mechanismus funktioniert, der eine Blutflusszunahme beim Erreichen kritisch niedriger
Gewebe-Sauerstoffkonzentrationen bedingt. Die meisten Autoren gehen statt dessen aufgrund
der akkumulierenden Evidenz heutzutage von einem ,feed-forward’ Mechanismus aus, der die
neuronale Aktivitdtssteigerung nicht iiber den Umweg des verdnderten Metabolismus, sondern

weitgehend unabhéngig von diesem an den cerebralen Blutfluss koppelt. 7,76

5.3. Blutflussquantifizierung mittels FAIR-MRT

Die Quantifizierung der cerebralen Durchblutung ist ein wichtiges Instrument der
experimentellen Schlaganfallforschung. Kritische Grenzen des CBF bestimmen abhingig von
der Spezies, Lokalisation im Gehirn und Dauer der Minderperfusion, ob Hirngewebe eine Phase
der Minderperfusion iiberlebt oder zugrunde geht und ein Hirninfarkt entsteht.””

Mehrere Verfahren stehen zur experimentellen Messung der cerebralen Durchblutung im
Kleintiermodell zur Verfiigung. Besonders attraktiv sind magnetresonanztomografische
Methoden, da sie eine hohe rdumliche Auflésung auch in der Tiefe bieten und nichtinvasiv
durchgefiihrt werden koénnen. Ahnlich wie die Laser-Doppler-Flussmessung, die eine héhere
zeitliche Auflosung bietet und mittels einer kleinen Sonde auf der Laborbank durchgefiihrt
werden kann, bieten die meisten MRT-Verfahren nicht die Moglichkeit, den CBF in
physikalischen Einheiten (ml Blut pro mg Hirngewebe pro Minute) zu quantifizieren.

Eines der MRT-Verfahren, die zur Quantifizierung der Durchblutung verwendet werden konnen,
ist die FAIR-MRT (FAIR: flow sensitive alternating inversion recovery).”® Die FAIR-MRT
beruht auf einer doppelten Messung der TI1-Relaxationszeit: Einmal mit Schicht-selektiver
Magnetisierung — hierbei beeinflusst das AusflieBen magnetisch angeregter Wasserprotonen aus
der Messschicht die T1-Relaxation flussabhdngig — und einmal mit nicht-selektiver

Magnetisierung - diese Messung ergibt eine flussunabhéngige T1-Relaxationszeit. Aus beiden
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Messungen kann ndherungsweise der cerebrale Blutfluss berechnet werden (siehe Gleichung
(1).

Wir verglichen die Quantifizierung der cerebralen Durchblutung mittels FAIR-MRT unter
Verwendung der von Kwong et al. vorgeschlagenen Gleichung (1) mit dem gut etablierten
Verfahren der 14C-lodoantipyrin-Autogradiografie. Um die Messungen iiber einen weiten
Bereich verschieden hoher CBF vergleichen zu konnen, fiihrten wir diese unter unilateralem
Verschluss der A. cerebri media (deutliche CBF-Reduktion in einer Hemisphédre, normaler CBF
in der anderen Hemisphére) und zwei verschiedenen Narkosearten durch. Unter Narkose mit
Isofluran kommt es im Vergleich mit einer Narkose durch Etomidate dosisabhingig zu einer
deutlichen Durchblutungssteigerung. 79,80

Es zeigte sich ein linearer Zusammenhang der mittels FAIR-MRT und mittels 14C-
Autoradiografie bestimmten CBF, wobei die 14C-Autoradiografie einen um ca. 30% hdhere
Werte berechnete.4!

Wir konnten verschiedene mégliche Ursachen fiir die Uberschiitzung des CBF durch FAIR-MRT
im Vergleich zur 14C-Autoradiografie identifizieren: Die von Kwong et al. vorgeschlagene und
von uns verwendete Formel zur Berechnung des CBF beriicksichtigt nicht die Differenz der T1-
Relaxationszeit von Hirngewebe und Blut.81 Berechnungen unter Berilicksichtigung dieses
Effektes anhand von eigenen Messungen der T1 im Hirngewebe der Maus und im Blut bei 7T (in
guter Ubereinstimmung mit der Literatur8?) ergaben, dass etwa die Hilfte der beobachteten
Differenz der CBF-Werte hierdurch erklirt sein konnte. Auch eine Anderung der TI-
Relaxationszeit des Hirngewebes im frithen Verlauf der Ischdmie konnte zur einer
Uberschitzung der CBF-Werte im ischimischen Gewebe beitragen. 8384 Hingegen spielen
vermutlich die Effekte groBer Arterien innerhalb der Mess-Schicht (Imaging Slice), die
Hirngewebe aullerhalb dieser Schicht versorgen und sogenannte ,transit time’ Effekte in unserem
Setup keine wesentliche Rolle. 41.85

Eine weitere mogliche Ursache fiir die Differenz der CBF-Werte zwischen FAIR-MRT und 14C-
IAP-Autoradiografie-Messung bestand darin, dass der Verteilungskoeffizient fiir Wasser
zwischen Blut und Hirngewebe, der zur Berechnung des CBF mittels FAIR-MRT herangezogen
war, flir die Maus nicht bekannt war. Fiir 14C-lodoantipyrin hatten Kollegen fiir verschiedene
Spezies deutliche Unterschiede im Blut-Hirn-Verteilungsquotienten gefunden. 86-88 Wir
bestimmten den Hirn-Blut-Verteilungsquotienten fiir Wasser mithilfe einer protonengewichteten
MRT-Messung in vivo (als Kalibrationsproben wurden kleine R6hrchen mit Wasser-Deuterium-
Mischung in unterschiedlichem Mischungsverhiltnis verwendet)8® sowie ex-vivo durch

Gewichtsbestimmung des Gehirns vor und nach Trocknung. Bei Verfahren zeigten

70



iibereinstimmend, dass keine relevante Abweichung des (iiber das gesamte Gehirn gemittelten)
Blut-Gehirn Verteilungsquotient fiir Wasser vom Wert bei der Maus zu dem beim Menschen
bestand. Die Unterschiede der mittels 14C-IAP-Autoradiografie und FAIR-MRT bestimmten
CBF-Werte miissen also andere Ursachen haben.

Die in-vivo Bestimmung mittels MRT zeigte zudem, dass im Gegensatz zum menschlichen
Gehirn*2 im  Gehirn der Maus keine ausgeprigte regionale Variabilitit des
Verteilungskoeffizienten fiir Wasser besteht. Die Ursache hierfiir besteht sehr wahrscheinlich
darin, dass im Gehirn des Menschen eine relativ scharfe Trennung zwischen Arealen hoher
Nervenzelldichte (graue Substanz) einerseits und deutlichem Uberwiegen von Faserbiindeln
(weille Substanz) andererseits existiert. Dies ist im Gehirn der Maus nicht der Fall, eine
regionale Anpassung des Hirn-Blut-Verteilungskoeffizienten ist daher bei der Berechnung des

CBF mittels FAIR-MRT nicht notwendig.

5.4. Infarktpradiktion durch frithe multimodale MRT im MCAO-Modell

Die dreidimensionale, quantitative Darstellung der cerebralen Durchblutung mittels MRT ist ein
vielversprechender Parameter zur frithen Vorhersage, ob ein minderdurchblutetes Gehirnareal
iiberleben oder sich ein Hirninfarkt entwickeln wird. Die Pradiktion von Infarktvolumina anhand
friiher MRT ihrerseits kann ein hilfreiches Instrument zur Verbesserung der Beurteilung von
Therapieeffekten in experimentellen Schlaganfallstudien sein.*® Trotz Standardisierung der
experimentellen Ischdmie in Bezug auf Lokalisation und Dauer des GefdBBverschlusses weisen
Hirninfarktvolumina in Kontrollgruppen experimenteller Schlaganfallstudien eine erhebliche
Variabilitidt auf. Ein wesentlicher moglicher Faktor, der zu dieser Variabilitit beitrdgt, ist die
Variabilitit des Volumens der Ischimie wéhrend des experimentellen Gefal3verschlusses, z.B.
aufgrund interindividueller Unterschiede in der Anatomie der hirnversorgenden Arterien.?0.91
Zufillige Unterschiede des induzierten friihen Ischdmievolumens konnten zu Unterschieden
zwischen Infarktvolumina experimenteller Therapie- und Placebogruppen fiihren, die dann als
Therapieeffekte fehlgedeutet werden. Die Darstellung der frithen Ischdmie mittels MRT vor
experimenteller Therapie konnte dazu beitragen, solche Fehler zu erkennen.

Unsere Daten zur friihen MRT im MCAO-Modell der Maus zeigen, dass das Ausmal} der frithen
Ischimie das spidtere Hirninfarktvolumen vorhersagen kann, wobei die Genauigkeit der
Vorhersage vom Messzeitpunkt, der Ischdmiedauer und der MR-Sequenz abhingig ist. Die
genaueste Vorhersage der Infarktvolumina gelang mittels Bestimmung des apparent diffusion

coefficient (ADC) bei ldngeren Ischdmien (90 Minuten MCAOQO), wenn die Messung wéhrend der
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MCAO oder 6 Stunden danach durchgefiihrt wurde. Eine transiente Normalisierung des ADC
nach Reperfusion verhinderte eine gute Infarktpriadiktion der MRT-Messung drei Stunden nach
Beginn der MCAO. Fiir eine kiirzere Dauer der MCAO (45 Minuten) gelang keine gute
Vorhersage der finalen Infarktvolumina. In Ubereinstimmung mit Ergebnissen anderer Gruppen
im Rattenmodell fanden wir eine bessere Vorhersage finaler Infarktvolumina durch friithe ADC-
Messung als durch friihe Bestimmung des CBF.%2 Hierzu tragt sehr wahrscheinlich entscheidend
bei, dass eine rdumlich hochaufgeloste, ausreichend genaue CBF-Bestimmung mit sicherer
Unterscheidung zwischen kritischer und nicht kritischer Minderperfusion mit der von uns und
von anderen verwendeten MRT-Technik nicht moglich war.

Die transiente Normalisierung des ADC, die wir im Mausmodell fanden, bestitigte Daten aus
dem Rattenmodell.#647.5193  Mgglicherweise kommt es durch Wiederherstellung der
Energieversorgung des Gewebes zu einer Wiederaufnahme der Aktivitdt der Na/K-ATPase und
zunichst einer Riickbildung des zelluliren Odems. Eine vollstindige Normalisierung
neurochemischer  Profile ist  hiermit allerdings nicht verbunden.?*#  Sekundire
Schidigungskaskaden fiihren dann zu einem verzogerten Zelltod, der mdglicherweise durch
neuroprotektive Therapien verhindert werden kann. Die transiente Normalisierung des ADC
macht eine Vorhersage der Infarktvolumina zum Zeitpunkt dieser Normalisierung, also friih nach
Reperfusion, mittels diffusionsgewichteter MRT schwierig. Unsere Daten zeigen, dass
Zeitpunkte wihrend der MCAO oder sechs Stunden nach Beginn der MCAO besser geeignet
sind.

Die schlechtere Vorhersage der Infarktvolumina durch friihe ADC-Bestimmung bei 45miniitiger
MCAO bestitigt ebenfalls Daten anderer Gruppen im Rattenmodell, die eine bessere Pradiktion
durch frithe MRT bei ldngeren Ischdmiedauern fanden.>?2 Wir fanden Hinweise, dass in unserem
Modell die anatomische Variabilitdt der A. communicans posterior bei C57/B16-Mausen®> eine
Rolle spielt. Insbesondere in den Hirnschichten, die das Grenzgebiet zwischen A. cerebri media
und posterior repriasentieren, konnten die finalen Infarktvolumina mittels friiher ADC-
Bestimmung bei 90miniitiger Ischdmie gut vorhergesagt werden, wihrend trotz frither ADC-
Veridnderungen bei 45miniitiger Ischdmie in diesen Arealen keine Hirninfarkte entstanden. Auch
das Uberwiegen einer sekundiren Zellschidigung beim 45-Minuten MCAO-Modell und eine
interindividuelle Variabilitit dieser sekundédren Schdden konnte erkldren, warum die Vorhersage
der finalen Infarktgréfe durch friihe MRT bei diesen Tieren nicht so genau moglich war wie bei
einer 90-miniitgen MCAO.

Eine potentielle Anwendung unserer Daten fiir die experimentelle Schlaganfallforschung besteht

in der Kontrolle eines wichtigen mdglichen Storfaktors fiir die Evaluation von Therapieeffekten:
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Durch frithe MRT kann belegt werden, dass kein relevanter Unterschied im Volumen der friihen,
iiber die MRT mittels ADC-Messung detektierbaren ischdmischen Hirnschidigung zwischen
Placebo und Therapiegruppe bestanden hat. Dabei zeigen unsere Daten, dass der Zeitpunkt der
MRT-Messung in Abhingigkeit vom Zeitpunkt der MCAO und die Dauer der Ischiamie bei der
Planung einer experimentellen Schlaganfallstudie und Interpretation der gewonnenen Daten zur

frithen ischdmischen Hirnschddigung beriicksichtigt werden sollten.
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6. Zusammenfassung

Die hier vorgestellten Arbeiten untersuchen Aspekte der Durchblutungsregulation im Gehirn, der
Techniken zur Darstellung von Durchblutung und Blutoxygenierung im Gehirn sowie der
Darstellung der Folgen einer Verminderung des CBF. Wesentliche Erkenntnisse sind: Eine
kombinierte Blockade bekannter Signalkaskaden der neurovaskuldren Kopplung konnte den
CBF-Anstieg um etwa zwei Drittel reduzieren, eine physiologische Zunahme des
Sauerstoffverbrauchs im Hirngewebe war dennoch moglich. Die neurovaskuldre Kopplung ist
daher wahrscheinlich nicht in ihrem ganzen Ausmal} zur Sicherstellung der Sauerstoffversorgung
notwendig. Eine mdgliche Erkldrung ist ein Sicherheitsmechanismus, um eine Minderversorgung
auch fir den Fall pathologisch verminderten Sauerstoffangebotes zu gewéhrleisten. Die
Hypothese einer Kopplung der Hirndurchblutung an die Deoxygenierung von Hdmoglobin stellte
sich als nicht zutreffend heraus, da die CBF-Antworten unter hyperbarer Oxygenierung mit
Versorgung des Gewebes ausschlieBlich iiber physikalisch gelosten Sauerstoff unverdndert
vorhanden sind. Eine Quantifizierung der cerebralen Durchblutung iiber die Fluss-sensitive
FAIR-MRT im murinen Schlaganfallmodell ist moglich, die errechneten Blutflusswerte liegen
etwa 30% tiiber denen durch Autoradiografie ex-vivo bestimmten. Der Verteilungskoeffizient fiir
Wasser zwischen Hirn und Blut unterscheidet sich nicht relevant zwischen Maus und Mensch.
Nach Blutflussverminderung durch Verschluss einer groflen hirnversorgenden Arterie im
experimentellen Schlaganfallmodell lassen sich frith Diffusionsstorungen von Wasser im Gehirn
mittels MRT nachweisen, die, abhingig vom Zeitpunkt der MRT und Dauer der Ischdmie, eine
sehr genaue Vorhersage des spdteren Hirninfarktvolumens ermoglichen. Die frithe Darstellung
der ischdmischen Gewebeverdnderungen mittels MRT konnten unter anderem genutzt werden,
um in experimentellen Schlaganfallstudien gleiche grole Volumina der induzierten Ischdmien

von Placebo und Behandlungsgruppe zu belegen.
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