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Einleitung

Nach einer Schitzung der Weltgesundheitsorganisation belegt der Schlaganfall den 2. Platz der
weltweiten Todesursachen und gilt als einer der fiihrenden Griinde einer Behinderung und
Pflegebediirftigkeit mit auBerordentlicher sozialer und medizinisch-6konomischer Belastung.'
Wihrend 15-20% aller Schlaganfille durch eine intrazerebrale oder subarachnoidale Blutung
versursacht werden, bleibt die Hauptursache eines Schlaganfalls in 80-85% eine akute zerebrale
Ischdmie. Die Kosten zur Versorgung von Patienten mit erstmaligem ischdmischen Schlaganfall
wurden 2006 in Deutschland auf etwa 108 Milliarde Euro fiir die kommenden 20 Jahren
hochgerechnet.” Als vornehmliche Erkrankung des hoheren Alters™ stellt uns die Vorbeugung
des ischdamischen Schlaganfalls aufgrund des demographischen Wandels in den westlichen

Industrienationen somit vor eine der bedeutendsten medizinischen Herausforderungen.

Die chronisch hiimodynamische Perfusionsminderung des Gehirns

Fithrende Ursache eines ischdmischen Schlaganfalls ist in 90% der Félle ein akutes,
thrombembolisches Ereignis, entweder auf dem Boden einer Mikroangiopathie mit kleineren,
lakunéren Infarkten oder als Folge einer Makroangiopathie mit typischerweise arterio-arteriellen
oder kardialen Embolien und groBeren Territorialinfarkten. In den {iibrigen 10% der Fille
bewirken chronische, himodynamische Perfusionsminderungen in den distalen Grenzzonen der
intrakraniellen HauptgefiBabschnitte die Entstehung eines ischimischen Schlaganfalls.’
Pathophysiologisch ist hierbei die zerebrale Perfusion aufgrund einer Stenose oder eines
Verschlusses der proximalen, extra- oder intrakraniellen Arterien dauerhaft soweit herabgesetzt,
dass der zerebrale Blutfluss (CBF) unter Ruhebedingungen gerade noch ausreicht, jedoch bei
Belastung auf Werte unterhalb einer kritischen Perfusionsschwelle absinkt mit der Konsequenz
eines voriibergehenden oder permanenten, ischdmisch-neurologischen Defizits. Vergleichbare
Krankheitsbilder sind die periphere arterielle Verschlusskrankheit oder die koronare

Herzerkrankung. Wichtigster Risikofaktor eines hdmodynamischen Schlaganfalls ist eine



Erschopfung der zerebrovaskuldren Reservekapazitit (CVRC) auf dem Boden einer
unzureichenden Kollateralisierung. Die Hauptursache bildet der symptomatische Verschluss der
A. carotis interna (ICA) mit einem jdhrlichen Schlaganfallrisiko von 6-10%, welches bei
Patienten mit vollstindig erschdpfter CVRC bis zu 30% pro Jahr betragen kann.®” Die CVRC
quantifiziert dabei die maximal moégliche CBF Steigerung als Antwort auf eine chronische
Minderversorgung oder einen stimulierenden Reiz und dient somit als wesentlicher klinischer
Parameter, um das Risiko eines hdmodynamischen Schlaganfalls in Abhingigkeit des
zerebralen Kollateralblutflusses abzuschétzen. Hier nehmen die A. communicans anterior und
posterior als praformierte Kollateralgefdle im Bereich der basalen Hirngefdabschnitte sowie
die leptomeningealen Anastomosen zwischen den Endstromgebieten der A. cerebri anterior,
media (MCA) und posterior (PCA) im Bereich der pialen Gehirnoberfliche eine

Schliisselstellung ein.*"!

Direkte Revaskularisierung (STA-MCA Bypass)

Zur Vorbeugung einer zerebralen Ischdmie bei hdmodynamisch relevanter Stenose oder
Okklusion der ICA oder proximalen MCA besteht aus neurochirurgischer Sicht die Moglichkeit
einer operativen Revaskularisierung zur Verbesserung des extra- intrakraniellen (EC-IC)
Kollateralblutflusses. Die klassische Operation besteht aus einer direkten mikrochirurgischen
Anlage eines EC-IC Bypass zwischen einem Ast der Arteria temporalis superficialis (STA) und
einem kortikalen M4 Ast der MCA (STA-MCA Bypass) und wurde erstmals im Jahre 1968 von
Professor Yasargil durchgefiihrt.'” In den 70er und 80er Jahren wurde dann in einer prospektiv
randomisierten Multicenterstudie untersucht, ob die Anlage eines STA-MCA Bypass verglichen
zur besten nicht-operativen Therapie einen iiberlegenen Schutz vor einer zerebralen Ischdmie
liefern konnte.” Die Ergebnisse dieser EC-IC Bypass Studie waren jedoch erniichternd, denn
die Anlage eines STA-MCA Bypass ergab bei Patienten, die innerhalb der letzten 3 Monate
einen ischdmischen Schlaganfall auf dem Boden eines Verschlusses der ICA erlitten hatten,
keinen Vorteil gegeniiber einer nicht-operativen Therapie. Kritikpunkte der EC-IC Bypass

Studie waren neben dem Einschluss von Patienten mit dtiologisch unklaren oder bereits



demarkierten Infarkten ohne neurologische Erholung insbesondere die fehlende Identifikation
von Patienten mit transitorischer zerebraler Ischdmie auf dem Boden einer klar gesicherten,
hdmodynamischen Perfusionseinschrankung. Im Laufe der ndchsten Jahrzehnte konnte durch
eine strikte Selektionierung von Patienten mit
a) angiographisch hochgradiger Stenose oder Okklusion im Bereich der ICA oder MCA und
unzureichender Kollateralisierung,
b) rezidivierenden transitorisch ischdmischen Attacken, kernspintomographischem
Ausschluss von Infarktarealen und guter neurologischer Erholung sowie
c) aufgehobener CVRC auf dem Boden einer himodynamischen Perfusionseinschrinkung,
die durch eine funktionelle CBF Diagnostik wie Xenon-CT, SPECT oder PET mit und
ohne Acetazolamid Stimulation gesichert wurde
gezeigt werden, dass ein STA-MCA Bypass in der Tat zu einer funktionellen himodynamischen

Erholung fiihrt.'*"

Allerdings hat die aktuellste, prospektiv randomisierte STA-MCA Bypass
Studie bei symptomatischem Verschluss der ICA (COSS) selbst unter Beriicksichtigung dieser
Auswabhlkriterien gezeigt, dass die Anlage eines STA-MCA Bypass in bis zu 15% der Félle mit
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einer perioperativen, ischdmischen Komplikation verbunden sein kann. Die routinemafBige

STA-MCA Bypass Anlage zur Behandlung einer chronisch zerebralen Ischimie wird daher

nach wie vor kontrovers diskutiert'®!’

und es besteht ein dringender Bedarf zur Entwicklung
von sicheren therapeutischen Strategien zur effektiven Schlaganfallprdvention bei betroffenen

Patienten.

Indirekte Revaskularisierung (Encephalomyosynangiose)

Eine chirurgische Behandlungsalternative zu dem STA-MCA Bypass ist die indirekte
Revaskularisierung, bei der die mikrochirurgische — und moglicherweise risikobehaftete —
Anlage einer direkten Gefdfanastomose nicht erforderlich ist. Eine bewidhrte Form der
indirekten Revaskularisierung stellt die sogenannte Encephalomyosynangiose (EMS) dar, wo
nach Durchfithrung einer Kraniotomie und Eréffnung der Dura mater der iiber die A. carotis

externa (ECA) perfundierte M. temporalis gestielt auf die Gehirnoberfléche transponiert wird.*’



Im Laufe der nachsten Monate entwickelt sich dann ein spontanes, extra- intrakranielles
KollateralgefiaBnetzwerk zwischen dem Muskel und dem Gehirn mit Steigerung des extra-
intrakraniellen Kollateralblutflusses im Zuge der fortschreitenden Kollateralisierung.”'** Der
klare Vorteil einer EMS gegeniiber einem direkten Bypass liegt in der technisch einfacheren
Durchfiihrbarkeit und dem geringeren, perioperativen Schlaganfallrisiko. Dariiber hinaus kann
eine EMS auch in Situationen angewendet werden, wo aufgrund insuffizienter Spender- oder
Empféngergefifie keine direkte Bypass Anlage moglich ist. Ein entscheidender Nachteil der
EMS bleibt, dass die Behandlung offenbar nur bei einer Untergruppe von Patienten mit
Moyamoya Vaskulopathie effektiv zu sein scheint und nicht bei dem Grofteil von Patienten mit
chronisch zerebraler Ischimie auf dem Boden einer arteriosklerotischen Grunderkrankung.” Ein
zweiter Nachteil ist die Latenz des Behandlungserfolges und die geringe himodynamische
Wirksamkeit einer EMS, da die Verbesserung des extra- intrakraniellen Kollateralblutflusses
nicht unmittelbar, sondern schrittweise im Zuge einer unbeeinflussbaren Kollateralisierung

eintritt.”®

Therapeutische Stimulation des zerebralen KollateralgefiBwachstums

Das zerebrovaskuldre GefdBlsystem unterliegt einer kontinuierlichen Plastizitdt, um unter
physiologischen und pathologischen Bedingungen eine ausreichende Gewebeoxygenierung
sicherzustellen. Demgegentiber sind Wachstum und Neubildung zerebraler KollateralgefaBe im
chronisch minderperfundierten Gehirn nur unzureichend verstanden. Die Arteriogenese
beschreibt den molekularen und zelluldren Prozess, der das Auswachsen von Kollateralgefd3en
steuert und durch eine Erhohung der arterio-arterioldren Querschnittsflache letztlich in einer
Verbesserung der Gewebeperfusion resultiert.”” Auslésender Reiz fiir die endotheliale
Aktivierung der Arteriogenese sind Schub- und Scherkrifte innerhalb priaformierter
Kollateralgefdle als Folge einer Stromungsidnderung auf dem Boden einer proximalen
Hauptgefafistenose. Im Gegensatz zu der embryonalen Vaskulogenese und postnatalen
Angiogenese ist die Arteriogenese somit der primére Mechanismus, durch den eine chronische

hdmodynamische Perfusionsminderung effektiv kompensiert werden kann. Auch im Gehirn



stellt dieses spontane Auswachsen der priformierten KollateralgefiBe — insbesondere im
Bereich der basalen HirngefdaBabschnitte und der leptomeningealen Anastomosen — den
effektivsten Mechanismus dar, um einer chronisch zerebralen Ischdmie entgegenzuwirken.
Allerdings ist die individuelle Ausbildung der Kollateralkreisldufe hoch variabel und das
mogliche Ausmal} eines kompensatorischen KollateralgefdBwachstums naturgemiB3 begrenzt.
Vor diesem Hintergrund beschreibt die therapeutische zerebrale Arteriogenese ein
experimentelles Behandlungskonzept zur Stimulation des KollateralgefiBwachstums bei
unzureichender Kollateralisierung. Die urspriingliche Strategie bestand aus der systemischen
Bereitstellung eines reinen Wachstumsfaktorproteins, was erstmals anhand eines
experimentellen Modells zur chronisch zerebralen Ischimie bei der Ratte durch Applikation von
Granulocyte Monocyte-Colony Stimulating Factor untersucht wurde.”® Nachteile und Risiken
einer systemischen Wachstumsfaktorbereitstellung sind eine unkontrollierbare Immunreaktion,
eine geringe Wachstumsfaktorkonzentration am Zielorgan, eine begrenzte Halbwertszeit und
eine schlechte Steuerbarkeit, was mitunter fiir das Scheitern dieses Versuchsansatzes in
klinischen Studien zur Behandlung der peripheren arteriellen Verschlusskrankheit
verantwortlich gemacht wurde.””'

Eine neue Behandlungsstrategie liefert der zelltherapeutische Ansatz einer autologen
Transplantation von endothelialen Vorlduferzellen (EPC). EPCs sind multipotente, pro-
angiogene Zellen aus dem peripheren Blut oder Knochenmark, die aufgrund ihrer pro-
migratorischen Aktivitdt und Plastizitit ein hohes Potential zur aktiven Inkorporierung in ein

proliferierendes GefiBsystem haben.***’

Der grundsétzliche Vorteil einer autologen Zelltherapie
durch EPCs basiert auf der Uberlegung, dass immuno-privilegierte EPCs erstens ohne
gentechnische Manipulation individuell gewonnen und expandiert werden konnen und zweitens,
durch Migration und Differenzierung unmittelbar an der Neubildung von Blutgefdfen beteiligt
sind, ohne dabei eine Immunreaktion auszuldsen. Der Vorteil bei einer spiteren klinischen
Umsetzung wiren daher das niedrige immunologische Behandlungsrisiko und die Mdoglichkeit,

insbesondere bei Patienten mit hohem internistischen und anisthesiologischen Risikoprofil eine

operative Therapie zu vermeiden.



Neben der therapeutischen Stimulation von praformierten intrakraniellen Kollateralgefd3en
durch eine zell-basierte EPC Therapie besteht eine weitere unerforschte Behandlungsstrategie
aus einer therapeutischen Stimulation des extra- intrakraniellen KollateralgefaBwachstums zur
Erh6hung des Nettoblutflusses im Bereich eines beeintriachtigten vaskuléren Territoriums. Das
Beispiel einer EMS mit unbestindiger Behandlungseffektivitit liefert dabei ein ideales
experimentelles Modell mit der Idee, das lokale extra- intrakranielle KollateralgefiBwachstum
im einer EMS durch eine gentherapeutische Wachstumsfaktorbereitstellung langwirksam und
fokussiert zu stimulieren und die unbesténdigen klinischen Ergebnisse einer indirekten EMS
Revaskularisierung zu verbessern. Allerdings haben sich gentherapeutische Behandlungen, bei
denen angiogene Nukleinsduren meist durch virale Transfektion von somatischen Zellen (viraler
Vektor) oder als naktes Plasmid (Plasmidvektor) direkt in das Zielorgan der Neovaskularisation
implantiert werden aufgrund der niedrigen Transfektionseffizienz, der Art des Vektors und der

schlechten Dosisfindung bislang nicht bewihrt.****

Ein vielversprechendes Konzept liefert hier
der kombinierte zell- und gentherapeutische Ansatz einer myoblasten-vermittelten Gentherapie
zur lokalen Bereitstellung des mitogenen Wachstumsfaktorproteins Vascular Endothelial
Growth Factor (VEGF) im Bereich der Skelettmuskulatur.’®*” Auf das Modell einer EMS
iibertragen, wire der erste Vorteil in der Verwendung von retroviral-transfizierten Myoblasten
als Vektor eine direkte Fusionsmoglichkeit der Myoblasten mit den Wirtsmuskelfasern des M.
temporalis, was die lokalisierte VEGF-Bereitstellung in der Zielregion der Neovaskularisation
und die stabile Wirtsintegration mit langfristiger Genproduktexpression sicherstellen wiirde.
Der zweite wesentliche Vorteil steht mit den biologischen Eigenschaften von VEGF in
Zusammenhang: Obwohl die Hauptrolle von VEGF zur physiologischen und pathologischen
Regulation der Angiogenese grundsétzlich akzeptiert ist, so wurde der regulierende Einfluss von
VEGF auf das Wachstum und die Ausreifung von Kollateralgefdlen lange Zeit kontrovers
diskutiert. Erst seit kurzem mehren sich die Hinweise, dass VEGF durch eine Arterialisierung
von kapilliren Gefdllen und eine Proliferation von bereits praformierten, arterio-arterioldren
GefédBabschnitten auch bedeutenden Einfluss auf die Regulation des KollateralgefiBwachstums
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nimmt. Allerdings haben experimentelle Vorarbeiten in verschiedensten Tiermodellen



gezeigt, dass eine unkontrollierte VEGF Applikation auch das Risiko einer erhohten vaskuldren
Permeabilitdt, einer aberranten Neovaskularisation oder einer Hdmangiominduktion bergen

40,41
kann.™

Die lokale VEGF Bereitstellung durch retroviral-transfizierte Myoblasten liefert hier
den Vorteil, dass durch die Selektion einer monoklonalen Myoblastenpopulation mit definierter
VEGF Produktion eine konstante VEGF Konzentration im lokalen Mikromilieu des Zielorgans
sichergestellt werden kann, was als Schliisselfaktor fiir eine erfolgreiche VEGF-induzierte

Neovaskularisation gilt.*>*

Laser Speckle Imaging zur zerebralen Blutflussmessung

Verglichen zur peripheren arteriellen Verschlusskrankheit oder der koronaren Herzkrankheit hat
die experimentelle und klinische Forschung zur chronisch zerebralen Ischdmie bisher wenig
Aufmerksamkeit erhalten. Ein wesentlicher Grund hierfiir ist der Mangel eines robusten
Mausmodells zur Simulation einer chronisch zerebralen Ischdmie durch permanente proximale
Hauptgefdaokklusion, damit die molekularen Mechanismen der zerebralen Arteriogenese
perspektivisch anhand transgener Mausstdmme untersucht werden konnen. Die Schwierigkeit
bei der Modelletablierung liegt neben der heterogenen, priformierten Kollateralisierung von
Versuchsmiusen**® an den physikalischen Eigenschaften der Laser Doppler Flowmetry (LDF),
die vor iiber 20 Jahren als Standardverfahren zur experimentellen Perfusionsmessung in der
Schlaganfallforschung eingefiihrt wurde,” denn LDF bleibt durch eine niedrige rdumliche
Auflésung methodisch limitiert. Im Rahmen der Modelletablierung einer chronisch zerebralen
Ischdmie erlaubt LDF aufgrund einer hohen inter- und intraindividuellen Messvariabilitit somit
keine robuste CVRC Bestimmung zur repetitiven Quantifizierung der hd@modynamischen
Perfusionseinschrinkung an wiederholten Untersuchungszeitpunkten.

Eine der bedeutendsten Weiterentwicklungen auf dem Gebiet der nicht-invasiven optischen
Bildgebungsverfahren ist Laser Speckle Imaging (LSI). Analog zu LDF ermoglicht auch LSI
eine nicht-invasive und kontinuierliche Echtzeitmessung der kortikalen Perfusion durch die
intakte Kalotte der Maus, allerdings mit dem entscheidenden Vorteil, dass LSI die kortikale

Perfusion in einer farbcodierten Echtzeitmatrix mit hoher rdumlicher Auflosung iiber der
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gesamten Gehirnoberfliche simultan visualisieren kann, wodurch die hdmodynamische
Situation innerhalb eines vaskuliren Versorgungsgebietes wesentlich priziser abgebildet wird.*
Zur Modelletablierung einer chronisch zerebralen Ischdmie bei der Maus sollte LSI daher eine

repréasentative und robuste Messung der CVRC und Ruheperfusion ermoéglichen.

Ruheperfusion Acetazolamid

<000 Reservekapazitit (CVRC)

A-/‘/\'VMVM
. T 4min

0 -4( 4 Acetazolamid
CBF-FLUX

Abbildung: In vivo Laser Speckle Imaging durch die intakte Kalotte einer C57BL/6 Maus an Tag 7 nach rechtsseitiger
Okklusion der A. carotis interna zur Simulation einer ipsilateralen chronisch zerebralen Ischamie. Die farbcodierten LSI
Bildausschnitte visualisieren die kortikale Perfusion in der LSI-spezifischen MafReinheit CBF-Flux zum Zeitpunkt der
Ruheperfusionsmessung (links) und 15 Minuten nach Applikation von Acetazolamid (rechts) zur Bestimmung der
zerebrovaskuldren Reservekapazitat (CVRC). Der eingeschrankte Perfusionsanstieg innerhalb der interessierenden

Region ist graphisch als die prozentuale CBF Anderung im Zeitverlauf der Acetazolamid-Stimulation dargestellt.

Neben dem Einsatz in der experimentellen Schlaganfallforschung stellt LSI auch eine attraktive
Technologie fiir den klinischen Anwendungsbereich dar, denn der zentrale Grundsatz bei
neurochirurgischen Operationen ist die Erhaltung einer suffizienten Gewebeoxygenierung durch
eine Aufrechterhaltung des CBF. Vor diesem Hintergrund hat die intraoperative CBF Messung
zur frithestmoglichen Identifikation von Perfusionsstorungen hochste Relevanz, denn das
klinische Ergebnis einer zerebralen Ischdmie hidngt entscheidend von der zeitnahen
Wiederherstellung der Blutversorgung ab.*” Obwohl ein breites Spektrum an intraoperativen
Verfahren zur angiographischen Visualisierung des Blutflusses oder Messung der zerebralen
Perfusion verfiigbar ist, so ermoglicht keine dieser Technologien eine direkte und nicht-
invasive, kontinuierliche Echtzeitmessung der kortikalen Perfusion in hoher rdumlicher und

zeitlicher Auflosung.**>*

Intraoperatives LSI (iLSI) konnte hier als mobiles und
kosteneffizientes Verfahren eine sichere, einfache und robuste Messung der kortikalen

Perfusion bei neurochirurgischen Operationen am menschlichen Gehirn ermdglichen. Die
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grundsédtzliche Anwendbarkeit, Sicherheit und Handhabung von iLSI haben wir bereits in einer
ersten klinischen Arbeit beschrieben.” Im néchsten Schritt kénnte daher die Verldsslichkeit,
Sensitivitdt und Dynamik von iLSI anhand einer Patientenpopulation mit charakteristischer
pathophysiologischer Komponente untersucht werden, um die intraoperative Validierung und

praktische Anwendung von iLSI weiter voranzutreiben.

Zielsetzung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, neue Strategien zur therapeutischen Stimulation des
zerebralen KollateralgefdiBwachstums zu erforschen und die Laser Speckle Bildgebung als
nicht-invasives Verfahren zur kontinuierlichen Echtzeitmessung der Hirndurchblutung bei
neurochirurgischen Operationen am menschlichen Gehirn zu etablieren.

Im ersten experimentellen Teil der Arbeit wird mit Hilfe von LSI zunéchst ein Mausmodell zur
chronisch zerebralen Ischdmie etabliert und das spontane Wachstum der priaformierten
zerebralen Kollateralgefdfle in Abhédngigkeit des Alters erforscht. Anschlieend wird der Effekt
einer zell-basierten EPC Therapie auf die praformierten Kollateralgefdile und die Wirkung einer
myoblasten-vermittelten VEGF Therapie auf die extra- intrakranielle Kollateralisierung im
Bereich der Muskel / Gehirn Grenzschicht einer EMS untersucht. Der zweite, klinische Teil der
Arbeit beschéftigt sich anhand von Patienten mit zerebrovaskuldrer Pathologie und der
Indikation zu einer neurochirurgischen Operation mit der praktischen Anwendung und
intraoperativen Validierung von LSI zur kortikalen Perfusionsiiberwachung des menschlichen

Gehirns.
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Eigene Arbeiten

Teil A: Therapeutisches Kollateralgefilwachstum

Einfluss des Alters auf die zerebrovaskuliire Reservekapazitiit und das

spontane Kollateralgefifwachstum bei chronisch zerebraler Ischimie

Hohes Alter ist der wesentlichste, nicht-modifizierbare Risikofaktor fiir das Auftreten eines
ischamischen Schlaganfalls.® Aktuelle experimentelle Ergebnisse haben gezeigt, dass hohes
Alter auch entscheidenden Einfluss auf das Ausmal der nativen zerebralen Kollateralisierung zu
haben scheint.’” Der Zusammenhang zwischen dem Alter, dem Ausmaf der Kollateralisierung
und dem Grad einer himodynamischen CVRC Einschrinkung ist gegenwdrtig jedoch nicht
bekannt. In der vorliegenden Arbeit haben wir anhand eines experimentellen Mausmodells
untersucht, inwiefern Alter und das spontane zerebrale KollateralgefaBwachstum den Verlauf
einer hamodynamischen Perfusionsstdrung beeinflussen: Bei méinnlichen C57BL/6 Méusen im
Alter von 4-6 Wochen, 12 Wochen und 18 Monaten wurde durch eine permanente, unilaterale
Fadenokklusion der rechten ICA (ICA-O) eine chronisch zerebrale Ischdmie simuliert. Die
hdmodynamische Perfusionseinschrankung wurde mittels LSI und CVRC Bestimmung durch
Acetazolamid-Stimulation unmittelbar nach ICA-O (Tag 0) sowie an den Tagen 3, 7 und 14
quantifiziert. Das Wachstum der basalen und leptomeningealen KollateralgefdBe wurde an Tag
21 nach aortaler Latex / Carbon Black Perfusion zur Darstellung der zerebrovaskuldren
Angioarchitektur beurteilt. Die mikrovaskuldre Gefdf3dichte und der Perizytenbesatz im Kortex
der betroffenen Hemisphére, die mikrovaskuldre Arterialisierung und die proliferative Aktivitat
im Bereich der basalen Kollateralgefdle wurde immunhistochemisch an Tag 21 beurteilt. Mit
Hilfe von funktionellen CBF Messungen durch LSI konnten wir zunédchst zeigen, dass eine
unilaterale ICA-O bei der C57BL/6 Maus unabhingig von der Veranlagung einer PCA (P1
Segment) Anastomose zwischen dem vorderen und hinteren Stromkreislauf zu einer stabilen

zerebralen hdmodynamischen Perfusionsminderung iiber der primér betroffenen Hemisphére
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filhrt. Die Auswertung der zerebralen Angioarchitektur demonstrierte dabei ein signifikantes
Wachstum der basalen und leptomeningealen Kollateralgefale mit proliferativer Aktivitidt und
Arterialisierung der kortikalen Mikrozirkulation. In Bezug auf den Altersaspekt war bei Mausen
im Alter von 18 Monaten bereits unmittelbar nach ICA-O sowohl die Ruheperfusion als auch
der CBF Anstieg nach Acetazolamid (CVRC) signifikant gegeniiber jiingeren Mausen im Alter
von 4-6 Wochen und 12 Wochen reduziert. Obwohl im Laufe von 14 Tagen nach ICA-O bei
allen Altersgruppen eine spontane CVRC Erholung auf ein Niveau von etwa 40% beobachtet
wurde, so zeigten Méusen im Alter von 18 Monaten neben der bereits an Tag 0 hoheren CVRC
Einschriankung auch ein 20% geringeres Wachstum der praformierten Kollateralgefd3e und eine
27%ige Ausdiinnung der leptomeningealen Anastomosen. Unsere Ergebnisse demonstrieren
daher erstmals, dass neben der morphologischen Einschrinkung des spontanen zerebralen
KollateralgefdBwachstums auch eine rein funktionelle CVRC Einschriankung fiir das erhohte

Schlaganfallrisiko bei dlteren Patienten verantwortlich sein konnte.

[Hecht N, He J, Kremenetskaia I, Nieminen M, Vajkoczy P, Woitzik J. Cerebral hemodynamic reserve
and vascular remodeling in C57BL/6 mice are influenced by age. Stroke. 2012 Nov;43(11):3052-62.]

http://dx.doi.org/10.1161/STROKEAHA.112.653204
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Endotheliale Vorliuferzellen zur therapeutischen Stimulation des
KollateralgefiBBwachstums

Die Arteriogenese wird durch zellulire und molekulare Mechanismen reguliert, deren
Manipulation eine Induktion des zerebralen KollateralgefaBwachstums erlauben. Im Gegensatz
zur Arteriogenese beschreibt die postnatale Vaskulogenese die vollstindige Neubildung eines
Blutgefdf3systems durch Proliferation und Migration von zirkulierenden EPC. Eine solche EPC-
anhingige Neovaskularisation konnte klinisch und experimentell bereits am Beispiel der
peripheren arteriellen Verschlusskrankheit und der koronaren Herzerkrankung demonstriert

6! Daher haben wir untersucht, inwiefern dieser zelltherapeutische Ansatz einer EPC

werden.
Transplantation auf ein Modell zur chronisch zerebralen Ischdmie iibertragbar ist und den
Einfluss von zirkulierenden, embryonalen EPCs (e-EPC) auf das spontane =zerebrale
KollateralgefaBwachstum nach 3-Gefdl Okklusion (3-VO) bei der Ratte studiert: Durch
unilaterale Fadenokklusion der rechten A. carotis communis und bilaterale Thermokoagulation
der Arteriae vertebrales wurde bei erwachsenen, ménnlichen Sprague-Dawley Ratten eine
chronische zerebrale Ischidmie simuliert. Die Versuchstiere wurden in 3 Behandlungsgruppen
randomisiert und erhielten unmittelbar nach 3-VO (Tag 0) sowie an den Tagen 7 und 14 eine
systemische, intravendse Injektion von

* 1x10°e-EPC,

e 1x10° differenzierte e-EPC-abgeleitete Endothelzellen (e-EPDC), oder

* Kochsalz Trigerlosung
Die hdamodynamische Perfusionseinschrinkung wurde an Tag 0, 7 und 21 mittels LDF und
Acetazolamid-Stimulation quantifiziert. Strukturelle Effekte auf die Angioarchitektur der
Kollateralgefdlle und die Mikrozirkulation des Parenchyms wurden an Tag 21 mittels Latex /
Carbon Black Perfusion, Immunhistochemie und intravital Fluoreszenz-Mikroskopie beurteilt.
Wir konnten zundchst zeigen, dass eine 3-VO mit einer unmittelbaren CVRC Einschrankung
verbunden war, die bei Tieren der e-EPDC- und der Kochsalz-Kontrollgruppen bis Tag 21 nach
3-VO ohne Anzeichen einer spontanen Erholung war. Im Gegensatz dazu hat eine systemische

e-EPC Behandlung bis Tag 21 zu einer signifikanten himodynamischen Erholung (CVRC: e-
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EPC  16+8%; e-EPDC  4+8%; Kochsalz 6+9%), einem  stirkeren  basalen
KollateralgefdBwachstum, einem 20%igen Zuwachs an leptomeningealen Anastomosen und
einer Erhohung der mikrovaskuldren Dichte gefiihrt. Durch intravital Fluoreszenz-Mikroskopie
konnte eine Interaktion zwischen zirkulierenden e-EPCs und dem zerebralen GefdBlendothel
beobachtet werden, allerdings ohne histologischen Nachweis einer e-EPC Inkorporation in das
zerebrale GefdBsystem. Bei experimenteller e-EPC Behandlung einer chronisch zerebralen
Ischdmie scheint daher in erster Linie ein para- oder endokriner Mechanismus fiir die

beobachteten funktionellen und morphologischen Effekte verantwortlich zu sein.

[Hecht N*, Schneider UC*, Czabanka M, Vinci M, Hatzopoulos AK, Vajkoczy P, Woitzik J. Endothelial
progenitor cells augment collateralization and hemodynamic rescue in a model of chronic cerebral
ischemia. J Cereb Blood Flow Metab. 2014 Aug;34(8):1297-305. *equal contribution.]

http://dx.doi.org/10.1038/jcbfm.2014.78
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Modelletablierung zur myoblasten-vermittelten Gentherapie und

experimentellen Encephalomyosynangiose

Angesichts der unbestindigen klinischen Ergebnisse nach indirekter Revaskularisierung®*®
beschreibt die Implantation von retroviral transfizierten Myoblasten in den M. temporalis eine
bislang unerforschte Idee zur therapeutischen Stimulation des extra- intrakraniellen
KollateralgefdBwachstums im Bereich der Muskel / Gehirn Grenzschicht einer EMS. Trotz
positiver Ergebnisse hinsichtlich der Anwendung von VEGF-transfizierten Myoblasten zur
therapeutischen Neovaskularisation bei peripherer arterieller Ischdmie ist das Verhalten dieser
myogenen Stammzellen nach Implantation in den nicht-ischdmischen M. temporalis einer EMS

bisher nicht bekannt.***

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war auf der Basis unseres Modells
zur chronisch zerebralen Ischdmie bei der C57BL/6 Maus ein Modell zur experimentellen EMS
zu etablieren. Nach Implantation von retroviral transfizierten, monoklonalen Maus-Myoblasten
in den M. temporalis wurde anhand der lokalen Fusionsrate und Reportergenexpression (f3-
Galactosidase) im Bereich der Implantationsregion die grundsétzliche Umsetzbarkeit und das
effektivste Implantationsverfahren zur myoblasten-vermittelten Gentherapie in Kombination
mit einer EMS ermittelt. Zundchst erfolgte bei ménnlichen C57BL/6 Méusen im Alter von 6-8
Wochen die mikrochirurgische Anlage einer rechtsseitigen EMS mit Implantation von 4x10°
allogenen, retroviral transfizierten, monoklonalen Myoblasten in den M. temporalis der EMS.
Zur Simulation einer chronisch zerebralen Ischdmie erfolgte anschlieBend eine ipsilaterale ICA-
O. Das effektivste Implantationsverfahren wurde anhand 3 Implantationstechniken untersucht:

* Alleinige intramuskulidre Myoblasten Injektion

* Alleinige lokale Applikation eines Myoblasten-Pellets zwischen Muskel und Gehirn

* Kombinierte Injektion und Pellet Applikation
An Tag 14 nach Implantation erfolgte eine Analyse der fusionierten Hybrid-Muskelfasern sowie
der Genproduktexpression im Bereich der Implantationsstelle und der Muskel / Gehirn
Grenzschicht der EMS durch immunhistochemischen Reportergennachweis. Zunichst konnten
wir zeigen, dass eine problemlose klonale Expansion der primdren Myoblastenpopulation ohne

Anderung der zelluldren Morphologie oder des Proliferationsverhaltens gelang. Vierzehn Tage
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nach Implantation zeigten alle Implantationsgruppen spontan fusionierte Hybrid-Muskelfasern
mit intrazelluldrer B-Galactosidase Expression als Zeichen einer stabilen Fusion. Zusétzlich
zeigten alle Implantationsgruppen eine extrazelluldre B-Galactosidase Akkumulation im Bereich
der transpialen Muskel / Gehirn Grenzschicht der EMS. Eine vergleichbar hohe extrazelluldre
B-Galactosidase Akkumulation und intramuskuldre Fusionsrate wurde dabei nach alleiniger
Injektion (59+£28 Zellen/Schnitt) oder kombinierter Injektion und Pellet Applikation (60+23
Zellen/Schnitt) beobachtet. Die alleinige Pellet Applikation fithrte dagegen zu einer signifikant
niedrigeren Fusionsrate (3730 Zellen/Schnitt). Somit scheint die myoblasten-vermittelte
Gentherapie im Bereich der Muskel / Gehirn Grenzschicht einer experimentellen EMS
grundsitzlich anwendbar zu sein, wobei die Fusion und Genproduktbereitstellung durch

Anwendung einer Injektionstechnik profitiert.

[Hecht N, Pefia-Tapia P, Vinci M, von Degenfeld G, Woitzik J, Vajkoczy P. Myoblast-mediated gene
therapy via encephalomyosynangiosis — a novel strategy for local delivery of gene products to the brain
surface. J Neurosci Methods. 2011 Sep 30;201(1):61-6.]

http://dx.doi.org/10.1016/j.jneumeth.2011.07.011
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Myoblasten-vermittelte VEGF Bereitstellung zur therapeutischen Stimulation des
KollateralgefiBBwachstums bei experimenteller Encephalomyosynangiose
Im néchsten Schritt haben wir die Wirkung einer myoblasten-vermittelten VEGF Bereitstellung
im Bereich der Muskel / Gehirn Grenzschicht einer EMS untersucht. In Anlehnung an unsere
vorherige Modelletablierung wurde hierzu bei erwachsenen, mannlichen C57BL/6 Méusen eine
rechtsseitige EMS und ipsilaterale ICA-O durchgefiihrt. Wahrend der EMS Operation (Tag 0)
erfolgte durch alleinige Injektion in den M. temporalis eine randomisierte Implantation von

*  4x10° VEGF transfizierten monoklonalen Maus-Myoblasten, oder

e 4x10° retroviral transfizierten monoklonalen Maus-Myoblasten mit leerem Vektor (EV)
Zur Beurteilung des Behandlungseffekts gegeniiber der spontanen himodynamischen Erholung
nach ICA-O, wurde neben den VEGF- und EV- Behandlungsgruppen eine dritte Versuchsserie
mit alleiniger ICA-O ohne EMS durchgefiihrt. Die CVRC wurde an den Tagen 0, 3, 7, 14 und
21 mittels LSI und Acetazolamid-Stimulation quantifiziert. Die extra- intrakranielle
Kollateralisierung und vaskuldre Permeabilitit im Bereich der Muskel / Gehirn Grenzschicht
wurde konfokalmikroskopisch nach Fluorescein Isothiocyanate-Lectin und Evans Blue
Perfusion durch die ipsilaterale ECA beurteilt. Die Auswertung der mikrovaskuldren
Gefifldichte und Perizytenbeteiligung im Kortex wunterhalb der EMS erfolgte
immunfluoreszenzmikroskopisch. Zuletzt wurde an Tag 21 die protektive Wirkung der extra-
intrakraniellen Neovaskularisation auf einen akuten Schlaganfall in Folge einer MCA
Okklusion (MCA-O) ipsilateral zur behandelten Hemisphire evaluiert. Wir konnten zeigen,
dass eine myoblasten-vermittelte VEGF Bereitstellung in Kombination mit einer EMS
verglichen zur Behandlung mit EV-Myoblasten oder einer alleinigen ICA-O ohne EMS
innerhalb von 14 Tagen zu einer signifikanten hamodynamischen Verbesserung gefiihrt hat
(CVRC: VEGF 48+12%; EV 4249; ICA-O ohne EMS 37+21%). Parallel dazu boten die VEGF-
behandelten Méuse eine um 42% hohere Anzahl an durchgédngigen extra- intrakraniellen
Anastomosen im Bereich der EMS Muskel / Gehirn Grenzschicht ohne Zeichen einer erhohten
vaskulidren Permeabilitit. Der positive funktionelle und morphologische Behandlungseffekt

unter VEGF war von einer gesteigerten Angiogenese im Kortexparenchym unterhalb der EMS
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begleitet. Trotz einer leicht gesteigerten mikrovaskuldren Permeabilitit der EMS-assoziierten
Neovaskularisation nach ipsilateraler MCA-O hat die VEGF-induzierte therapeutische
Kollateralisierung zu einer 25%igen Volumenreduktion eines ipsilateralen kortikalen
Schlaganfalls beigetragen, was durch eine erhaltene extra- intrakranielle Restperfusion im
Bereich der Muskel / Gehirn Grenzschicht der EMS bestitigt werden konnte. An einem Modell
zur chronisch zerebralen Ischdmie liefert die myoblasten-vermittelte VEGF Bereitstellung in
Kombination mit einer EMS somit effektiven Schutz vor einem ischdmischen Schlaganfall und
stellt einen aussichtsreichen Ansatz zur funktionellen und morphologischen Verbesserung der

unbestdndigen klinischen Kollateralisierungsergebnisse nach EMS Revaskularisierung dar.

[Hecht N, Marushima A, Nieminen M, Kremenetskaia I, von Degenfeld G, Woitzik J, Vajkoczy P.
Myoblast-mediated gene therapy improves functional collateralization in chronic cerebral hypoperfusion.
Stroke. 2015 Jan;46(1):203-11.]

http://dx.doi.org/10.1161/STROKEAHA.114.006712
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Teil B: Intraoperatives Laser Speckle Imaging

Intraoperatives Laser Speckle Imaging zur zerebralen Perfusionsiiberwachung

bei neurochirurgischen Operationen

Im klinischen Teil dieser Arbeit wollten wir unsere Erfahrungen mit LSI auf den
neurochirurgischen Anwendungsbereich tibertragen. Basierend auf einer Vorarbeit™ haben wir
daher die Verlésslichkeit, Sensitivitit und Dynamik von iLSI zur routineméfBigen CBF Messung
bei neurochirurgischen Operationen am menschlichen Gehirn untersucht. Die Verlésslichkeit
und Sensitivitdt wurde durch Messungen der Ruheperfusion und der CVRC bei 23 Patienten mit
chronisch zerebraler Ischamie und 8 hdmodynamisch gesunden Kontrollpatienten erforscht. Die
Dynamik von iLSI wurde durch Testokklusion und Flussinitiierung eines EC-IC Interponat-
Bypass bei 7 Patienten mit einem Riesen-Aneurysma untersucht. In Ankniipfung an unsere
vorherigen Ergebnisse konnten wir zunédchst bestétigen, dass iLSI eine robuste, pseudo-
quantitative Messung der relativen kortikalen Perfusion erlaubt. Durch die Untersuchung von
Patienten mit chronisch zerebraler Ischimie und STA-MCA Bypass Anlage konnte dariiber
hinaus gezeigt werden, dass ein STA-MCA Bypass zu einer signifikanten Verbesserung der
Ruheperfusion im Versorgungsgebiet des kortikalen EmpféngergefaBes resultiert. Als Zeichen
der Verldsslichkeit und Sensitivitdit konnte iLSI im Rahmen einer kontinuierlichen CBF
Messung mit Anhebung des PaCO, bei hdmodynamisch gesunden und hdmodynamisch
beeintrachtigten Patienten eine intakte gegeniiber einer signifikant eingeschrinkten CVRC
abgrenzen (CVRC: Kontrolle: 31+5%; Arteriosklerose 10+9%; Moyamoya 9+8%). Hinsichtlich
der Dynamik zeigte iLSI ein rasches und unmittelbares Ansprechverhalten, so dass eine akute
kortikale Perfusionsdnderung bei Testokklusion eines EC-IC Interponat-Bypass in Echtzeit
iiberwacht werden konnte. Da sdmtliche Messungen ohne Komplikationen und mit minimalem
logistischen Aufwand durchgefiihrt werden konnten, stellt iLSI somit eine sichere und
kosteneffiziente Methode zur dynamischen Echtzeitmessung und Uberwachung der kortikalen

Perfusion am menschlichen Gehirn dar.
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[Hecht N, Woitzik J, Konig S, Horn P, Vajkoczy P. Laser speckle imaging allows real-time
intraoperative blood flow assessment during neurosurgical procedures. J Cereb Blood Flow Metab. 2013
Jul;33(7):1000-7.]

http://dx.doi.org/10.1038/jcbfm.2013.42
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Intraoperatives Laser Speckle Imaging zur Vorhersage von infarziertem

Hirngewebe bei malignem Media Infarkt

Ein Nachteil von LSI bleibt, dass die Methode trotz ihrer Robustheit unter standardisierten
Bedingungen lediglich eine relative Messung der kortikalen Perfusion in der LSI-spezifischen
MaBeinheit CBF-Flux erlaubt. Um die intraoperative Validierung von LSI voranzutreiben, war
das ndchste Ziel normalisierte, iLSI-spezifische Perfusionsschwellen zur Identifikation von
infarziertem und nicht-infarziertem Hirngewebe zu bestimmen. Hierflir wurde bei 22 Patienten

6263 eine

mit malignem Media Infarkt und der Indikation zur dekompressiven Hemikraniektomie
iLSI Perfusionsmessung der betroffenen Hemisphdre durchgefiihrt. Das tatséchliche
morphologische Infarktausmall wurde anhand einer frithen postoperativen Kernspintomographie
(MRT) mit 3-dimensionaler Rekonstruktion der Infarktausdehnung (DWI) und der
Gehirnoberfliche (MP-RAGE) auf die Laser Speckle Perfusionskarte iibertragen. Basierend auf
der Héufigkeitsverteilung der iLSI-spezifischen Perfusionswerte innerhalb der infarzierten und
nicht-infarzierten Areale wurde anhand einer Kontingenztafel fiir normalisierte Perfusionswerte
zwischen 0% und 160% (bezogen auf die als 100%-definierte Perfusion im nicht-infarzierten
Areal) in 5%-Schritten der jeweilige positive und negative pradiktive Wert flir die Vorhersage
von infarziertem Hirngewebe errechnet. AnschlieBend wurden die pradiktiven Werte in einer
Wahrscheinlichkeitskurve aufgetragen, so dass die iLSI-spezifischen Perfusionsschwellen zur
Vorhersage und dem Ausschluss von infarziertem Hirngewebe bei einer Wahrscheinlichkeit von
0.95 abgeleitet werden konnten. Es gelang zu zeigen, dass iLSI bei normalisierten
Perfusionswerten unter 40% eine zu 95% verléssliche Vorhersage hinsichtlich eines spateren
Infarkts treffen konnte. Umgekehrt erlaubte iLSI bei Perfusionswerten iiber 110% den
zuverldssigen Ausschluss eines kortikalen Infarkts. Die anteilméBige Verteilung der
normalisierten Perfusionswerte bezogen auf diese Schwellenwerte ergab, dass insgesamt 73%
der visualisierten Kortexoberfliche aller Patienten mit 95%iger Verldsslichkeit bereits
intraoperativ durch iLSI kategorisiert werden konnte. Intraoperatives LSI scheint somit kritische
Perfusionsstorungen bereits wéhrend eines Operationsverlaufs zuverldssig und pseudo-

quantitativ identifizieren zu konnen.
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[Hecht N, Miiller M-M, Sandow N, Pinczolits A, Vajkoczy P, Woitzik J. Infarct prediction by
intraoperative laser speckle imaging in patients with malignant hemispheric stroke. J Cereb Blood Flow
Metab. Epub 2015 Oct 23. pii: 0271678X15612487.]

http://dx.doi.org/10.1177/0271678X15612487

66



Diskussion

Die vorliegende Arbeit hat sich mit Gesichtspunkten des zerebralen KollateralgefiBwachstums
und der nicht-invasiven Uberwachung der Hirndurchblutung durch iLSI beschiftigt. Im
experimentellen Teil gelang mit Hilfe von LSI und einem Modell zur chronisch zerebralen
Ischimie bei der C57BL/6 Maus, den negativen Einfluss des Alters auf die zerebrale
Hamodynamik und die Veranlagung und das Wachstum der praformierten Kollateralgefile zu
demonstrieren. In Bezug auf die therapeutische Stimulation und Neubildung von zerebralen
Kollateralgefdlen wurde gezeigt, dass sowohl eine systemische, zell-basierte e-EPC Therapie
als auch eine lokale, myoblasten-vermittelte VEGF Bereitstellung erfolgreich im priklinischen
Versuch eingesetzt werden kann. Im klinischen Teil der Arbeit wurde anhand von
physiologischen und pathologischen Testergebnissen die intraoperative Einsetzbarkeit von iLSI
zur direkten CBF Messung und Perfusionsiiberwachung bei neurochirurgischen Operationen
demonstriert. AnschlieBend wurden pseudo-quantitative, iLSI-spezifische Perfusionsschwellen
ermittelt, um eine zuverldssige Vorhersage von ischdmischen Perfusionsstorungen am

menschlichen Gehirn zu ermdéglichen.

Aspekte des zerebralen KollateralgefiSwachstums bei der C57BL/6 Maus
Das Ergebnis eines akuten, distal der ICA gelegenen Schlaganfalls bei der Maus wird durch die
Kollateralisierung zwischen dem vorderen und hinteren Stromkreislauf durch das variabel

angelegte P1 Segment der PCA beeinflusst.**

In unserem hier vorgestellten Modell konnten
wir einerseits diese variable Veranlagung des P1 Segments bestitigen, andererseits jedoch einen
Einfluss des P1 Segments auf die kortikale Ruheperfusion des vorderen Stromkreislaufes nach
permanenter ICA-O ausschlieBen. Auch im Vergleich zum etablierten Modell der chronisch
zerebralen Ischdmie bei der Ratte® fiihrte die permanente ICA-O bei der C57BL/6 Maus nicht

zu einem primiren Wachstum des P1 Segments, sondern der A. communicans anterior, was eine

alternative Umleitung des priméren basalen Kollateralblutflusses iiber den vorderen anstelle den
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hinteren Stromkreislauf andeutet. Neben den basalen Kollateralgefdlen tragen leptomeningeale
Anastomosen als arterioldre Widerstandsgefdle malgeblich zu der Regulation des

1011 Bei der C57BL/6 Maus konnten wir in einer Vorarbeit erstmals

Kollateralblutflusses bei.
zeigen, dass ein prakonditionierender, hypoxischer Stimulus oberhalb der Schwelle zur
Ischdmie mit einem spontanen Wachstum dieser leptomeningealen Kollateralgefifle verbunden
ist® Bei unserem aktuellen Modell zur chronisch zerebralen Ischamie, welches
pathophysiologisch mit einer hypoxischen Prdkonditionierung vergleichbar ist, fiihrte eine
permanente ICA-O ebenfalls zu einem spontanen Wachstum der leptomeningealen
Anastomosen, was den Stellenwert dieser Kollateralgefile zum Schutz gegen einen akuten
Schlaganfall unterstreicht. Daneben konnte erstmals an einem Modell zur chronisch zerebralen
Ischdmie auch eine Aktivierung der Angiogenese mit Zunahme der mikrovaskuldren
Arterialisierung im Bereich des Kortexparenchyms nachgewiesen werden. Die resultierende
Erhohung der arterio-arterioldren Gesamtquerschnittsfliche auf Ebene dieser prikapilliren
Widerstandsgefdlle und der leptomeningealen Anastomosen liefert neben dem Wachstum der
basalen Kollateralgefde die funktionelle Grundlage fiir die spontane CVRC Erholung nach
unilateraler ICA-O, da eine reaktive Vasodilatation der zerebralen Widerstandsgefille als

fundamentaler Rettungsmechanismus gilt, um einem schddigenden Effekt nach proximaler

Gefiafokklusion vorzubeugen.

Stellenwert der zerebrovaskuliren Reservekapazitit und Ruheperfusion

Die chronisch hdmodynamische Perfusionseinschrankung des Gehirns ist durch eine allenfalls
milde Reduktion der zerebralen Ruheperfusion und eine aufgehobene CVRC charakterisiert.*’
Bisherige Versuche einer erfolgreichen Modelletablierung zur chronisch zerebralen Ischimie
bei der Maus haben eine routinemidfige CVRC Quantifizierung sowie die Simulation einer
hdmodynamischen Perfusionsminderung durch eine ICA-O jedoch nicht beriicksichtigt, was die
grundsétzliche Charakterisierung der experimentell simulierten Perfusionseinschrdnkung sowie
die Erforschung des KollateralgefiBwachstums am Modell einer EMS limitiert.”® In der

vorliegenden Arbeit gelang mit Hilfe von LSI nun erstmals der Nachweis, dass eine unilaterale,
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permanente ICA-O bei der C57BL/6 Maus zu einer stabilen, ipsilateralen CVRC Einschrinkung
mit spontaner Erholung fiihrt, wobei im Gegensatz zu einer Vorarbeit mit Induktion einer
Perfusionsminderung durch unilaterale A. carotis communis Okklusion und LDF Messung
keine Anderung der kortikalen Ruheperfusion festgestellt werden konnte.®® Tatsichlich konnte
diese Beobachtung auf die unterschiedlichen Geféokklusionsmodelle zuriickzufiihren sein, da
eine extra- intrakranielle Kollateralisierung iiber die ECA und A. ophthalmica bei ICA-O nicht
sicher ausgeschlossen werden kann. Zum anderen konnte die unverdnderte Ruheperfusion nach
ICA-O auch durch einen methodischen Verwisserungseffekt von LSI erkldart werden, da LSI
aufgrund seiner hohen rdumlichen Aufldsung eine gemittelte Perfusionsmessung innerhalb einer

groferen, interessierenden Region erlaubt.

Altersabhiingige Effekte bei chronisch zerebraler Ischiimie

Der Schweregrad einer Durchblutungsstérung nach Verschluss eines Hauptgefiles héngt
mafgeblich vom Ausbildungsgrad der KollateralgefdaB3systeme zum Zeitpunkt des Verschlusses
ab. Insbesondere hohes Alter ist kann mit einer Ausdiinnung der zerebralen Kollateralgefdfle
vergesellschaftet und gilt als einer der wichtigsten, nicht-modifizierbaren Risikofaktoren eines

himodynamischen, ischimischen Schlaganfalls.>***

In der vorliegenden Arbeit konnte
anhand eines experimentellen Modells zur chronisch zerebralen Ischdmie bei der C57BL/6
Maus erstmals gezeigt werden, dass hohes Alter nicht nur zu einer spontanen Ausdiinnung der
leptomeningealen Anastomosen fithrt,”’ sondern auch zu einem geringeren Wachstum der
basalen und leptomeningealen KollateralgefdBe. Eine Erklarung konnte die altersabhingige
Herunterregulation der Scherkraft-induzierten Stickstoffmonoxid-Synthase, des Hypoxia-
inducible factor-1 und VEGF als physiologische Regulations- und Erhaltungsfaktoren von

KollateralgefiBen sein.***"%

Zusitzlich gelang es erstmals, einen direkten Zusammenhang
zwischen altersabhidngigen, morphologischen Effekten und dem himodynamischen Ausmal
einer CVRC Einschriankung herzustellen, wobei die bereits unmittelbar nach ICA-O niedrigere

CVRC bei alten Tieren fiir eine zusitzliche, funktionelle Stérung der zerebrovaskuldren

Reaktivitét spricht, da zu diesem Zeitpunkt noch kein Einfluss eines verminderten zerebralen
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KollateralgefdBwachstums zu erwarten wire. Mdgliche Ursachen fiir diese funktionelle CVRC
Einschrankung sind die im Alter gesteigerte vaskuldre Unelastizitét, endotheliale Dysfunktion
und Apoptose sowie oxidativer Stress und eine Reduktion der Stickstoffmonoxid-Synthase

Expression.”"”*

Endotheliale Vorliuferzellen zur Stimulation des Kollateralgefifiwachstums

Die adaptive Neovaskularisation im Rahmen des zerebralen KollateralgefdBwachstums wird
multifaktoriell durch Mechanismen der Angiogenese, Arteriogenese und postnatalen
Vaskulogenese gesteuert. Bei diesen Mechanismen spielen EPCs eine entscheidende Rolle, da
EPCs neben ihrer strukturellen Beteiligung an der Neubildung von Blutgefdlen auch eine
Vielzahl von angiogenen Wachstumsfaktoren sezernieren, was im Hinblick auf unser Modell
und der Notwendigkeit einer therapeutischen Neovaskularisation in entfernten Regionen

75-78 :
Vor diesem

auBerhalb des minderperfundierten Hirngewebes vielversprechend scheint.
Hintergrund haben wir anhand eines Xenotransplantatmodells zur chronisch zerebralen
Ischdmie an der Ratte das Potential von e-EPCs zur therapeutischen Stimulation des zerebralen
KollateralgefaBwachstums erforscht. Um unsere Hypothese zu testen, haben wir uns bewusst
entschieden, eine e-EPC Behandlung mit einer Behandlung durch biologische, aus e-EPC-
differenzierte Kontroll-Endothelzellen (e-EPDC) zu vergleichen. Bereits innerhalb einer Woche
nach Behandlungsbeginn fiihrte die systemische e-EPC Behandlung zu einer signifikanten
Verbesserung der CVRC, was analog zu der funktionellen CVRC Beeinflussung bei alten
Miusen durch die Beeinflussung der zerebrovaskuliren Reaktivitit verursacht sein kénnte.”
Morphologisch war die systemische e-EPC Therapie von morphologischen Aspekten, wie
einem gesteigerten Wachstum der basalen Kollateralgefile, einer Zunahme der
leptomeningealen Anastomosen und einer Aktivierung der Angiogenese im Kortexparenchym
begleitet, die sich im Vergleich zu einer vorher berichteten Behandlung durch Granulocyte

880 Da wir trotz einer

Monocyte-Colony Stimulating Factor positiv abgehoben haben.
Interaktion von zirkulierenden e-EPCs mit postkapilldren Venolen keine e-EPC Inkorporation in

das zerebrale GefaBlendothel nachweisen konnten, scheint der funktionelle und morphologische
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Behandlungseffekt einer e-EPC Applikation am ehesten durch einen endo- oder parakrinen
Mechanismus und nicht durch eine Inkorporation von zirkulierenden e-EPCs in das
proliferierende GefaBendothel verursacht zu sein.”””’ Diese Hypothese konnten wir und andere
durch den Nachweis von e-EPC Cluster in der Leber, Lunge und Milz jedoch nicht im Gehirn
stiitzen.”' Ein moglicher Hauptgrund fiir diese Beobachtung konnte die intakte Blut-Hirn-
Schranke in unserem Modell darstellen, da innerhalb des zerebralen GefaBBsystems eines akuten
Schlaganfalls mit defekter Blut-Hirn-Schranke eine positive Inkorporation von therapeutisch

applizierten EPCs nachgewiesen wurde.**

Myoblasten-vermittelte Gentherapie bei Encephalomyosynangiose

Chirurgische Verfahren zur indirekten Revaskularisierung sind gegenwértig durch unbesténdige
klinische Ergebnisse und eine Wirkungslatenz limitiert.** Die Ursache, warum bei Moyamoya
Patienten nach Durchfithrung einer EMS dennoch eine hdmodynamische Kollateralisierung
eintritt, konnte in der erhhten pro-angiogenen Aktivitit bei dieser Patientenpopulation liegen.**
Im néchsten Schritt haben wir daher das Behandlungskonzept einer lokalen, myoblasten-
vermittelten Gentherapie zur Bereitstellung eines angiogenen Wachstumsfaktors mit einer
experimentellen EMS kombiniert und auf unser Modell zur chronisch zerebralen Ischidmie
iibertragen. Zunichst wurde dazu bei der C57BL/6 Maus eine mikrochirurgische EMS mit einer
ipsilateralen ICA-O kombiniert. Da die erfolgreiche extra- intrakranielle Kollateralisierung
einer EMS auf eine erhaltene Perfusion des M. temporalis durch die ECA angewiesen ist, wurde
bewusst eine Okklusion der ICA durchgefiihrt. AnschlieBend wurde die optimale
Implantationstechnik der retroviral-transfizierten, monoklonalen Maus-Myoblasten in den M.
temporalis der EMS ermittelt, da die therapeutische Anwendung von myogenen Stammzellen
durch verschiedene Faktoren, wie unbestindige Fusionsraten, ein begrenztes Uberleben, eine
schidliche Immunreaktion oder eine limitierte Expansionsmoglichkeit eingeschrankt sein

85-87

kann. In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen bei anderen Tiermodellen*** hat die

Myoblastenimplantation auch in unserem Modell innerhalb von 14 Tagen zu einer stabilen

88-90

Fusion mit den Muskelfasern des Wirts gefiihrt. Im Gegensatz zu fritheren Bedenken™ " wurde
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eine erfolgreiche Fusion auch bei nicht-ischdmischen, unbeschadigten Muskelfasern des M.
temporalis beobachtet, ohne Anzeichen einer undifferenzierten Proliferation oder schidlichen
Immunantwort. Im Hinblick auf unsere geplante Versuchsserie zur myoblasten-vermittelten
VEGF Supplementierung wurde festgestellt, dass eine direkte Injektionstechnik den effektivsten
Applikationsweg zur Sicherstellung einer stabilen Fusion mit Genproduktexpression im Bereich
der Muskel / Gehirn Grenzschicht darstellt. Hier konnten wir sowohl in der VEGF
Behandlungsgruppe als auch in der Kontrollgruppe mit leerem Vektor (EV) eine spontane,
extra- intrakranielle Kollateralisierung im Bereich der Muskel / Gehirn Grenzschicht erkennen,
was die klinische Beobachtung stiitzt, dass die chronische zerebrale Ischdmie an sich als
stimulierender Reiz fiir das spontane, extra- intrakranielle KollateralgefiBwachstum einer EMS

. 20-24,26
wirken kann. ’

Ungeachtet dessen hat die myoblasten-vermittelte VEGF Supplementierung
innerhalb von 21 Tagen zu einer signifikanten Verdreifachung dieser KollateralgefdBe gefiihrt.
Neben dieser hoheren Anzahl waren die Kollateralgefile in der VEGF Behandlungsgruppe
auch durch eine stirker gewundene Morphologie als Zeichen der vaskuldren Plastizitit geprégt,
wobei eine VEGF-induzierte Tumorproliferation oder Permeabilititsstorung nicht beobachtet
werden konnte. Als Zeichen der lokalen VEGF Wirkung wurde im Kortex unterhalb der EMS
eine Angiogenese der nutritiven Gefdfle mit positivem Perizytenbesatz festgestellt, so dass die
lokale VEGF Bereitstellung auch zu einer Ausreifung des GefiBsystems beigetragen hat.”’
Diese morphologischen Aspekte bestdtigen somit die Schliisselfunktion von VEGF in der
Veranlagung, Entwicklung und Ausreifung von Kollateralgefeiﬁen.38’39’69’92 Neben den
morphologischen Effekten fiihrte die VEGF-Supplementierung innerhalb von 14-21 Tagen auch
funktionell zu einer verbesserten CVRC Erholung und einem geringeren kortikalen
Schlaganfallvolumen. Die mittels LSI visualisierte Restperfusion im Bereich der EMS nach
MCA-O wurde als Hinweis einer unmittelbaren, neuroprotektiven Wirkung in Folge der extra-
intrakraniellen Kollateralisierung gewertet. Die diskrete mikrovaskuldre Permeabilitétsstorung
nach MCA-O in der VEGF Gruppe bestitigt jedoch auch die bekannten negativen Effekte nach
alleiniger VEGF Supplementierung” und die Tatsache, dass die Stabilitit eines ausgereiften

vaskuldren Netzwerkes auf die koordinierte Interaktion verschiedener Signalwege angewiesen
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ist. Einer der Hauptfaktoren zur Steuerung dieser vaskuldren Ausreifung und Perizyten
Rekrutierung ist der Platelet-Derived Growth Factor-BB (PDGF).** Zukiinftige pra-klinische
Studien sollten daher untersuchen, ob eine myoblasten-vermittelte VEGF und PEGF Co-
Supplementierung die morphologischen und funktionellen Ergebnisse nach experimenteller

EMS weiter verbessern konnte.”

Intraoperatives Laser Speckle Imaging am menschlichen Gehirn

Die nicht-invasive CBF Messung durch LSI hat aufgrund technologischer Vorteile gegeniiber
LDF entscheidend zur erfolgreichen Etablierung unseres Mausmodells beigetragen. Da ein
Verfahren zur direkten CBF Messung auch bei neurochirurgischen Operationen wiinschenswert
wire, befasst sich der klinische Teil der Arbeit mit der intraoperativen Etablierung von LSI zur
nicht-invasiven Perfusionsmessung am menschlichen Gehirn. Grundsitzliche Fragen beziiglich
der Logistik und Handhabung von iLSI im neurochirurgischen Operationssaal konnten in einer
Vorarbeit bereits beantwortet werden.” In der aktuellen Arbeit gelang erstmals der Nachweis,
dass iLSI am menschlichen Gehirn eine verléssliche, pseudo-quantitative CBF Messung erlaubt,
beispielsweise im Rahmen der Anlage eines STA-MCA Bypass. Wesentliche Einflussfaktoren
fiir die robuste und interindividuell vergleichbare Perfusionsmessung in der iLSI-spezifischen
Perfusionseinheit CBF-Flux waren unsere standardisierten Protokolle zu dem intraoperativen
Geriteauftbau, der Softwarekonfiguration und der Aniésthesiefithrung wéhrend der iLSI

96,97
Messung.”™

Als praktisches Anwendungsbeispiel wiirde iLSI durch eine kontinuierliche
Perfusionsiiberwachung helfen, eine ischimische Minderperfusion oder ein postoperatives
Hyperperfusionssyndrom im vaskuldren Versorgungsgebiet einer Bypass Anastomose bereits

intraoperativ erkennen und behandeln zu kénnen.””

Die intraoperative Quantifizierung der
PaCO,-spezifischen CVRC im Bereich der freigelegten Kortexoberfliche wiirde ermdglichen,
das am besten geeignete kortikale Empfangergefdl in Abhéngigkeit der himodynamischen
Perfusionseinschrinkung zu identifizieren, um das klinische Ergebnis nach direkter

Revaskularisierung zu optimieren. Daneben hat das dynamische Ansprechverhalten von iLSI

wiéhrend einer Testokklusion und Flussinitiierung eines EC-IC Interponat-Bypass gezeigt, dass
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iLSI auch zur Verifizierung einer suffizienten kortikalen Ersatzperfusion nach Anlage eines
Interponat Bypass mit anschlieBender HauptgefdBokklusion zur Behandlung einer komplexen
vaskuldren Pathologie erfolgreich eingesetzt werden kann.

Zur Umsetzung einer routineméafigen, intraoperativen Anwendung haben wir im letzten Schritt
iLSI-spezifische Perfusionsschwellen am menschlichen Gehirn identifiziert, da der pseudo-
quantitative Charakter der Laser Speckle Technologie und der genaue Zusammenhang zwischen
CBF-Flux und dem zugrunde liegenden CBF noch nicht vollstindig verstanden ist.”*'® Wir
haben diese Untersuchungen bewusst bei Patienten mit malignem Media Infarkt durchgefiihrt,
da die unregelmiBige, kortikale Infarktmorphologie eines malignen Media Infarkts die
gleichzeitige Visualisierung von sowohl infarziertem als auch nicht-infarziertem Hirngewebe
innerhalb desselben optischen Bildgebungsfensters erlaubt, was eine spédtere Normalisierung der
iLSI-spezifischen Perfusionswerte (CBF-Flux) ermdglicht. Trotz logistischer und methodischer
Einschrinkungen, wie der Vergleich zwischen zwei physikalisch unterschiedlichen
Technologien und einer zeitlichen Latenz zwischen der iLSI Messung dem postoperativen MRT
konnte demonstriert werden, dass iLSI unter- und oberhalb der ermittelten Perfusionsschwellen
von 40% und 110% letztendlich infarziertes Hirngewebe zuverldssig vorhersagen oder
ausschlieen konnte. Mit Hilfe dieser iLSI-spezifischen Perfusionsschwellen konnte der
Operateur die 100%-Ausgangsperfusion innerhalb einer interessierenden Gehirnregion zu
Beginn einer Operation definieren, um kritische Perfusionsstérungen anhand einer
kontinuierlichen Perfusionsiiberwachung wahrend des Operationsverlaufes zu erkennen. Das
Ziel sollte sein, diese pseudo-quantitative Genauigkeit von iLSI mit Hilfe von multimodalem
Monitoring — beispielsweise PET oder Reflektometrie — zu kombinieren, um in Zukunft nicht
nur die Perfusion sondern auch den Metabolismus wéhrend neurochirurgischen Interventionen

mit groBerer Effektivitit iiberwachen zu konnen.'”'
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Zusammenfassung

Hamodynamische Perfusionsminderungen des Gehirns tragen in 10% der Félle zur Entstehung
eines ischdmischen Schlaganfalls. Die Fahigkeit zur Kompensation dieser chronisch zerebralen
Ischdmie durch ein Auswachsen von praformierten Kollateralgefialen ist naturgemiB begrenzt
und gegenwartige Strategien zur operativen Verbesserung des zerebralen Kollateralblutflusses
sind durch ein hohes perioperatives Schlaganfallrisiko oder eine unbestéindige himodynamische
Effektivitidt limitiert. Vor diesem Hintergrund wurde in der aktuellen Arbeit anhand
experimenteller Modelle zur chronisch zerebralen Ischdmie bei der C57BL/6 Maus und der
Sprague-Dawley Ratte der Einfluss des Alters auf die chronisch zerebrale Ischimie und die
Moglichkeit eines therapeutischen zerebralen KollateralgefdBwachstums erforscht. Erstens
gelang zu zeigen, dass ein hohes Alter einen negativen Einfluss auf das spontane, zerebrale
KollateralgefdBwachstum und die zerebrovaskuldre Reaktivitdt ausiibt, was eine Erkldrung fiir
das gesteigerte Risiko eines hd@modynamischen Schlaganfalls bei &lteren Patienten liefert.
Zweitens wurde am pra-klinischen Modell demonstriert, dass endotheliale Vorlduferzellen als
Grundlage fiir eine nicht-operative Behandlungsstrategie bei Patienten mit insuffizienter
Kollateralisierung und hidmodynamischer Erschopfung erfolgreich zur therapeutischen
Stimulation des spontanen, zerebralen KollateralgefdBwachstums eingesetzt werden konnten.
Drittens wurde am experimentellen Mausmodell das Behandlungskonzept einer myoblasten-
vermittelten Gentherapie in Kombination mit einer Encephalomyosynangiose (EMS) entwickelt
und gezeigt, dass eine myoblasten-vermittelte VEGF Bereitstellung im Bereich der Muskel /
Gehirn Grenzschicht einer EMS die unbestindigen klinischen Ergebnisse nach indirekter EMS
Revaskularisierung durch eine effektive Stimulation der extra- intrakraniellen Kollateralisierung
verbessern konnte.

Der zweite, klinische Teil der Arbeit hat sich mit der intraoperativen Validierung von Laser
Speckle Imaging (LSI) im neurochirurgischen Anwendungsbereich beschéftigt, da

intraoperatives LSI (iLSI) aufgrund seiner technologischen Vorteile ein attraktives jedoch am
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menschlichen Gehirn unerforschtes Verfahren zur nicht-invasiven Perfusionsiiberwachung
darstellt. Anhand von Patienten mit der klinischen Indikation zu einer direkten Bypass-
Revaskularisierung und hidmodynamisch gesunden Kontrollpatienten konnte zundchst die
grundsdtzliche Verlésslichkeit, Sensitivitit und Dynamik von iLSI im Rahmen der
Routineanwendung am menschlichen Gehirn demonstriert werden. Zur weiteren Validierung
der pseudo-quantitativen iLSI Perfusionsmessungen wurden anschlieBend iLSI-spezifische
Perfusionsschwellen zur Vorhersage und zum Ausschluss von infarziertem Hirngewebe
identifiziert, um den zerebralen Blutfluss wéhrend neurochirurgischen Operationen einfach,

sicher und zuverldssig mittels iLSI iiberwachen zu kénnen.
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