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1. Zusammenfassung

Der akute Verschluss einer hirnversorgenden Arterie verursacht eine verminderte
Sauerstoff- und Nahrstoffversorgung der abhangigen Hirnareale — der ischamische
Schlaganfall. Unterschreitet die Minderversorgung den kritischen Wert von 0.05 mil/g
(Hirn)/min, kommt es bereits nach 10 Minuten neben dem Funktionsausfall mit
neurologischen Symptomen zu einem irreversiblen Untergang von Hirngewebe im
betroffenen Hirnareal. Im Bereich der ischamischen Penumbra mit einer
Durchblutung von 0.23 ml/g/min kann die schnelle Wiedereroffnung des GefalRes mit
resultierender Reperfusion nicht nur den Funktionsverlust beseitigen, sondern auch
den sekundaren Nervenzelluntergang verhindern. Die Thrombolyse ist somit die
kausale und bislang einzige evidenzbasierte Therapie des ischamischen
Schlaganfalls. Sowohl Reperfusion als auch das irreversibel geschadigte Hirngewebe
selbst fUhren allerdings zu sekundaren Veranderungen im Gehirn, u.a. in der
Permeabilitat der Blut-Hirn-Schranke (BHS). Diese sind z.B. fur die Entstehung des
Hirnddems und der Reperfusionsblutung sowie der sekundaren Toxizitat
verantwortlich. Die Permeabilitat der BHS folgt dabei einem zeitlich bi-phasischen
Muster, welches durch die metabolisch-toxische Schadigung des Gefaliendothels,
durch Aktivierung der Entzindungskaskade, aber auch durch regenerative
Mechanismen induziert wird. Die Anderungen in der Permeabilitdt der BHS lassen
sich in-vivo Uber die Magnetresonanztomographie (MRT) mit Gabe von gadolinium-
haltigem Kontrastmittel (Gd-KM) nachweisen. Darlber hinaus erlaubt die MRT eine
Quantifizierung des intrazerebralen Odems Uber die Messung des Wassergehalts. In
dieser Arbeit wird das bi-phasische Muster der BHS-Permeabilitat fur Gd-KM bei

experimenteller reversibler zerebraler Ischamie bei Ratten durch serielle MRT
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untersucht und in Beziehung zum parallel gemessenen sich entwickelnden
Hirnddems gesetzt. Dabei wurde ein klinisches 3T- MRT mit Standardsequenzen fur
Menschen und nur mit kleinen Modifikationen aufgrund des signifikant kleineren
Rattengehirns benutzt.

In dieser Studie wurden insgesamt 17 Ratten benutzt, die in zwei Gruppen unterteilt
wurden. In der experimentellen Gruppe mit 90-minatiger Fadenokklusion der A.
cerebri media (MCAQO) wurden 11 Tiere, in der sham-operierten Gruppe wurden 6
Tiere ausgewertet. Die MRT der experimentellen Gruppe erfolgte zu sechs
Zeitpunkten: Vor der Ischamie, 1 Stunde nach der Ischamie, direkt nach Reperfusion
sowie 4, 24, 48 Stunden nach der Reperfusion (04PR, 24PR, 48PR). Die Sham-
Gruppe wurde nur an den drei letzten Zeitpunkten untersucht. Es wurden folgende
Sequenzen durchgefuhrt: DW-EPI, T,-TSE, T2- Relaxationzeitbestimmung, pra- und
post-Gd-KM T4-SE — letztere nur an den Zeitpunkten 04PR, 24PR und 48PR. Die bi-
phasische BHS-Offnung stellte sich durch Erniedrigung der Intensitat des Signals im
infarzierten Hirnareal 24PR im Vergleich zu 04PR und 48PR in den Gd-KM T1-
gewichteten Bildern dar. Parallel dazu zeigte sich in den T2-gewichteten Sequenzen
ein kontinuierlicher Anstieg des Odems mit einem Maximum bei 24PR (gemessen in
der T2-Relaxometrie) an.

Die unterschiedliche Zeitkinetik flir Kontrastmittellibertritt und Odementwicklung
deutet an, dass fir die Odementwicklung die BHS-Permeabilitdtsveranderung nicht
allein ausschlaggebend ist. Kleine Molektle wie lonen scheinen weiterhin die BHS zu
Uberqueren und ihren Beitrag fuir die Odembildung zu leisten. Die Untersuchung der
Permeabilitat der BHS nach Ischamie koénnte helfen, effektivere Therapien nach
Thrombolyse zu entwickeln und insbesondere ihren Einfluss auf die

Odementwicklung friihzeitig zu charakterisieren.



2. Einleitung

2.1. Die Blut-Hirn-Schranke

Das Zentrale Nervensystem (ZNS) ist nicht nur das wichtigste sondern auch das
sensibelste Organ im menschlichen Organismus. Das ZNS toleriert nur sehr kleine
Veranderungen im Bereich des lonen-, Protein- und Energiehaushaltes, um seine
Funktion aufrecht zu erhalten. Dabei wird der Blut-Hirn-Schranke (BHS), eine
Barriere zwischen dem Hirngewebe und dem Intravasalraum, (Lewandowsky et al.,
1900) eine besondere Bedeutung zugeordnet (Ehrlich et al., 1885; Goldmann et al.,
1913). Obwohl die Funktion der BHS seit langem bekannt ist, sind die Mechanismen,
die ihre multiple Funktion vor allem in nicht-physiologischen Phasen beeinflussen,
nicht ausreichend geklart.

Die BHS in-vivo wird durch das zerebrale Endothel mit ihren engen Zell-Zell-
Verbindungen, sog. tight-junctions (TJ), und durch eine hohe Polaritat der endothel-
standigen Transporter, sowie einem hohen transendothelialen elektrischen
Widerstand gebildet. Induziert werden diese endothelialen Barriereeigenschaften
Uber die Interaktion des Endothels mit insbesondere den Astrozytenfortsatzen
(Haseloff et al., 2005), Perizyten (Sedlakova et al., 1999), Neuronen und der
extrazellularen Matrix. Dieser neuroendokrine ,crosstalk® wurde erstmals durch die
Arbeiten von Stewart und Wiley beschrieben (Stewart und Wiley et al., 1981). Auf
diesem Konzept der BHS basiert auch die komplexe Antwort in pathologischer
Situation, welche auch als ,neurovaskulare Einheit’ beschrieben wird (Hawkins et al.,
2005). So beschreibt die neurovaskulare Einheit, dass Veranderungen von z.B.

Neuronen oder Astrozyten zu Veranderungen an der BHS flihren kdnnen.



2.1.1. Das Endothel

Die Endothelzellen, die die BHS in-vivo bilden, unterscheiden sich von den restlichen
Endothelzellen des Korpers durch eine verminderte Pinozytoseaktivitat, einen
hoheren Mitochondriengehalt (Oldendorf et al., 1977), einen Mangel an

transendothelialen Kanalen und das Fehlen von Fenestrationen (Fenstermacher et

al., 1988).
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Zusatzlich zu der verminderten Zahl an transendothelialen Kanalen sind die tight-
junctions (TJ) fur den allenfalls geringen unselektierten para-endothelialen Einstrom
von Substanzen verantwortlich. Die eingeschrankte Permeabilitat der BHS flhrt zu
einer nahezu konstanten lonen- und Proteinkonzentration im Hirngewebe, was die
optimalen extravasalen Bedingungen flr die Funktion der Nervenzellen

gewahrleistet. Das Endothelium der Kapillaren im Gehirn reguliert den Austausch von

Aminosauren, den Transport von lonen durch den Na* /K*- Cl- Co-Transporter, der
Na*/H*- Pumpe, den Influx von K* durch die K*-Kanale, wie auch die Aufnahme von
Glukose, Fettsauren und anderen Stoffen aus dem Plasma (Pardridge et al., 1998).

Die Zellmembran und der hohe transepitheliale Widerstand beschranken die passive



trans-endotheliale Diffusion durch die BHS. Diese ist im Prinzip von der
Molekulgrofde und von der Lipophilie der Substanzen abhangig. Studien haben
gezeigt, dass Molekile mit Radius bis 1,2 nm und einem Molekulargewicht von
maximal etwa 5 kDa die Plasmamembran passiv Uberwinden kénnen (Saunders et
al., 1999). Da allerdings die Plasmahalbwertzeit der kleinen Molekule im Plasma sehr

kurz ist, gelangen diese nur in geringem Malde auch in das ZNS.

2.1.2. Tight junctions — spezielle Zell-Zell-Kontakte

Den tight-junctions (TJ) wird die hauptsachliche Barrierefunktion zugeschrieben
(Kniesel et al., 2000). Sie limitieren die para-endotheliale Diffusion, wahrend die
trans-endotheliale Diffusion durch den hohen TEER, fehlende Pinozytose und
selektive endothelstandige Transporter gewahrleistet wird. Die TJ befinden sich vor
allem am apikalen Pol der Epithel- und Endothelzellen. Sie trennen die Zellmembran
des Endothels in einen apikalen und einen basolateralen Teil. Drei Proteinfamilien
sind im Wesentlichen am Aufbau der TJ beteiligt - Claudine, Occludine und die
junction adhesion molecules (JAMs). Diese bilden die apikale parazellulare
Verbindung. Die Claudine sind Proteine mit vier Transmembrandomanen, die
integrale Bestandteile der TJ- Strange sind (Furuse et al. 1998). Claudine
interagieren entweder mit dem gleichartigen Partner der benachbarten Zelle oder
treten interzellular in Verbindung mit den Zonula Occludens Proteinen (ZO-1; ZO-2;
Z0-3) und Plasmamembranproteinen des Zytoskeletts in Kontakt (Itoh et al., 1999).
Die ZO sind dem entsprechend intrazellular in der Nahe der TJs lokalisiert. Sie
gehoren zu der Familie der MAGUKs (membrane associated guanylate kinases).
Occludin-Proteine besitzen vier Transmembrandomanen. Sie binden intrazellular an

die ZO-1 und ZO-2 (Itoh et al., 1999). Das Zusammenspiel der Occludine und der



TJs hat eine verstarkende Barrierefunktion mit Einschrankung der para-endothelialen
Permeabilitat zur Folge (Hirase et al., 1997). Die Gruppe der JAM-Proteine hat
bislang drei gut charakterisierte Vertreter. Das JAM-1 ist ein Mitglied der IgG-
Superfamilie (Dejana et al.,, 2000), die anderen zwei JAM-2 und JAM-3 sind im
Endothel und in dem lymphatischen Gewebe, aber nicht im Epithel zu finden.

Die TJ-Proteine werden in ihrer Funktion durch verschiedene Mechanismen reguliert.
Einer davon ist die intra- und extrazelluldre Ca?*-Konzentration. Als ein wichtiger
intrazellularer Mediator wird die Zellfunktion durch jede Entgleisung der Ca?-
Konzentration beeinflusst, was u.a. auch einen Einfluss auf die Funktion der ZO-
Proteine und damit auf die Stabilitat der TJ hat. Das wird nicht nur direkt durch Ca**-
lonen, sondern auch durch die verschiedenen Kinasen und Proteasen bewirkt, die

selber durch Kalzium in ihrer Funktion beeinflusst werden (Andreeva et al., 2000).

2.1.3. Die Astrozyten

Astrozyten spielen im Sinne des neurovaskularen crosstalks eine besondere Rolle
bei der Bildung der BHS. Sie machen zudem ca. 50% der Zellen des ZNS aus und
gehoren zu dem Nervenstitzgewebe, den sogenannten Gliazellen. Sie haben
fuRartige Auslaufer, die an der basolateralen Seite der Endothelzellen - durch die
Basalmembran getrennt - in Kontakt treten und diese fast vollstandig umhtllen. Diese
bilden die sog. Glia limitans, auch gerne als aul3ere Blut-Hirn-Schranke bezeichnet.
Es gibt Hinweise daflr, dass Astrozyten eine Rolle bei der neuronalen Ubermittlung
von Signalen spielen, aber auch die Permeabilitat der Mikrogefalle beeinflussen
(Ballabh et al., 2004). Eine neuronale Aktivierung scheint eine Erhéhung des Ca®* in
den die Hirnkapillaren umgebenden Astrozyten zu induzieren, was zu einer Dilatation

der prakapillaren Arterien fuhrt (Zonta et al., 2003).
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Abb.2: Die Abbildung zeigt die Struktur und die Lokalisation der Proteine, die an den Zell-Zell-
Kontakten teilnehmen.

Die Astrozyten sorgen zudem fir ein konstantes lonenmilieu im Hirngewebe. Fur die
Erhdhung der intrazelluldren Ca®'-Konzentration werden mehrere Mechanismen
beschrieben. Die Astrozytenflifchen sind reichlich mit K*-Kanalen ausgestattet, was
eine Kontrolle der extrazellularen K*-Konzentration erlaubt und so fiir ein optimales

lonenmilieu sorgt.

2.1.4. Die Perizyten und die extrazellulare Matrix

Perizyten (PC) sind Zellen, die ubiquitar auf den Kapillaren, Venolen und Arteriolen
zu finden sind und von ausgewanderten Makrophagen abstammen. Durch die
Exprimierung von verschiedenen Rezeptoren scheinen sie eine Rolle bei der

Autoregulation der GefalRe zu spielen (Hellstrom et al., 2001; Elfont et al., 1989). Es



wird ihnen eine Rolle bei der Angiogenese und der Entwicklung der BHS
zugeschrieben (Balabanov et al., 1998; Hirschi et al., 1997).

Die Basalmembran befindet sich zwischen den Astrozytenfortsatzen und den
Endothelzellen. So bildet sie ein Grundgerust fur die Mikrogefalle und spielt eine
Rolle beim Uberleben, dem Wachstum und der Integritat der GefaRendothelzellen.
Die extrazellulare Matrix wird hauptsachlich aus Typ IV-Kollagen, Laminin und
Fibronektin gebildet. Diese Molekule haben haftende Eigenschaften, die die Funktion
der Basalmembran pragen. Die so vermittelten Kontakte zwischen den
Astrozytenfortsatzen und den Endothelzellen sind existenziell fur die Bildung der
BHS und fur den Erhalt ihrer Funktion.

Die Uberlegung, dass alle diese Strukturen an der Bildung der neurovaskuléren
Einheit teilnehmen, vereinfacht das Verstandnis der Mechanismen, die unter
pathophysiologischen Bedingungen wie Ischamie, Hypoxie und Entzindung

stattfinden.

2.2. Der akute ischamische Schlaganfall

2.2.1. Epidemiologie und Atiologie

Der Schlaganfall ist Hauptursache fur bleibende Behinderung und belegt den dritten
Platz bei den haufigsten Todesursachen in Deutschland und in den Vereinigten
Staaten (Statistisches Bundesamt 2003; NCHSS Sterbestatistik) (Wolf, 1992). Mit
87% (GCNKSS, NINDS 1999) nimmt der ischamische Schlaganfall, also der
Hirninfarkt, eine Hauptrolle ein. Die haufigsten Ursachen fir einen ischamischen
Schlaganfall sind die kardiogene Embolie und die arteriosklerotischen
Veranderungen der hirnversorgenden Gefalke. Das Risiko, einen Schlaganfall zu

erleiden, nimmt zwar mit dem Alter zu. Jedoch sind % aller Schlaganfallpatienten



unter 65 Jahre alt, so dass diese Patienten lange mit den Folgen des Schlaganfalls

uberleben kdnnen bzw. leben missen.

2.2.2 Therapie des akuten ischamischen Schlaganfalls und die Penumbra

Die schnelle Revaskularisation mittels rekombinantem gewebsplasminogenem
Aktivator (rt-PA) ist eine der wenigen etablierten und evidenzbasierten Therapien
beim Schlaganfall. Mehrere grof3e randomisierte doppelgeblindete Studien zeigten,
dass eine Revaskularisation bis zu max. 4,5 Stunden nach Beginn der Symptomatik
zu einer signifikanten Besserung des klinischen Outcomes des Patienten fuhrt
(ECASS-Studien, NINDS-Studie), wobei die Erfolgsaussichten auf restitutio ad
integrum mit der Zeit in diesem Lysezeitfenster abnimmt (Hacke et. al. ECASS-III).
Die intravendse (i.v.) Lysetherapie hat sehr strikte Indikationen und vor allem multiple
Kontraindikationen, um Komplikationen zu minimieren. Die wichtigste und
gefahrlichste Komplikation ist die symptomatische intrazerebrale Einblutung (in
ECASS Ill als ,significant symptomatic hemorrhage type II* klassifiziert). Zuletzt
zeigte die ECASS Il Studie, wenn man innerhalb von max. 4,5 Stunden nach dem
Symptombeginn mit der Therapie beginnt, man bei einem von 14 Patienten mit einer
restitutio ad integrum ohne Erhéhung des Blutungsrisiko rechnen kann (Hacke et al.,
2008). Die Komplikation einer Hirnblutung tritt weiterhin bei einem von 38 Patienten
auf (Saver et al., 2009).

Die Lysetherapie basiert darauf, dass nicht alle Hirnzellen bei einem akuten
Gefallverschluss sofort absterben, sondern noch strukturerhaltend, aber nicht
funktionserhaltend versorgt werden - das Prinzip der ,ischamischen Penumbra®. In
anderen Worten ist die Penumbra (Latein: ,Halbschatten“) das Gewebe, das das

Infarktzentrum umgibt und nicht mehr suffizient perfundiert wird, aber durch Diffusion



von perfundiertem Gewebe in der Umgebung vor allem Sauerstoff und Glukose
erhalt (siehe Abb. 3). In der ischamischen Penumbra betragt die Hirnperfusion unter
0.23 ml/g (Hirn)/min— es kommt zum Funktionsausfall- aber nicht unter 0.05 ml/g
(Hirn)/min, der kritischen Schwelle, bei dem Hirngewebe irreversibel geschadigt wird.
Dieses Gewebe, auch ,tissue at risk“ genannt, kann nach Reperfusion seine Funktion
wieder aufnehmen und ist die pathophysiologische Rationale der Lysetherapie. Als
bildgebendes Korrelat wird das ,mismatch’ zwischen den Perfusions- und
Diffusionsequenzen in der MRT angesehen.

Oligamie

Ischamische Penumbra

DWI-Lasion

Abb. 3: Schematisierte Darstellung der Penumbra: In schwarz ist das normal durchblutete Gewebe. In
Orange ist das Gewebe, was nicht mehr durchblutet ist, aber durch Diffusion noch seine Struktur hilt, im
WeilB ist der Infarktkern: gestorte Diffusion und Durchblutung. Die Differenz zwischen Orange plus Weil}
minus WeiB ist die Penumbra (tissue at risk’).

2.3 Die Blut-Hirn-Schranke (BHS) nach akuter zerebraler Ischamie

Nach der Wiedererdffnung, z.B. durch die i.v. Thrombolyse mit rt-PA oder auch
neurovaskularen Interventionen (z.B. Merci®-retreaver, Penumbra® device oder
retrahierbarem Solitaire®-Stent), kann es neben der Anderung der BHS-
Permeabilitat zu weiteren Stérungen zerebraler Funktionen kommen, z.B. durch
Hirnédembildung oder Inflammation mit ggf. weiterem Untergang von Hirngewebe.

Die zugrundeliegenden Mechanismen sind Exzitotoxizitat, Freisetzung von freien
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Radikalen, Inflammation und Apoptose. In dem folgenden Kapitel wird auf die
Entstehung des zytotoxischen und vasogenen Odems und den Verlust der BHS-

Funktion Uberblickend eingegangen.

2.3.1 Das vasogene Odem

Das Verhalten der BHS unter Ischamie wurde in mehreren in-vivo und in-vitro
Studien mit Fokus auf die Funktion und Morphologie der TJ erforscht. Da alle eine
gesteigerte Permeabilitat der BHS zeigten, nahm man an, dass der para-endotheliale
Flux durch die gestorten TJs Hauptursache fir die vasogene Odembildung sei:
Flissigkeit tritt gemal dem osmotischen Gefédlle bzw. folgt osmotisch aktiven
Substanzen wie Albumin aus dem Intravasal- in den Extravasalraum bzw. dem
Hirngewebe. Das vasogene Odem ist vor allem fiir die raumfordernde Wirkung eines
grollen ischamischen Hirninfarkts verantwortlich, welche die gefahrlichste
Komplikation Uber die temporale Herniation die haufigste Todesursache in der friihen
Phase nach dem Schlaganfall darstellt. Fur diesen Austritt von Fllssigkeit aus den
Gefalen in den Extravasalraum sind mehrere Mechanismen in Betracht zu ziehen,
die zeitlich getrennt von einander ablaufen. Schon in den ersten Minuten nach
Beginn der Ischamie wird die Expression der hypoxia inducible factor-1a’ (HIF-1a)
stimuliert. Der HIF-1a aktiviert u.a. die Expression des ,vascular endothelial growth
factors’ (VEGF) (Semenza et al., 2004) wund der induzierbaren
Stickstoffmonoxidsynthetase (iNOS). VEGF ist bekannt fur seine Funktion als
Angiogenese-Aktivator. Er erlangte als Permeabilitdtsfaktor mit Erhdéhung der
endothelialen Durchlassigkeit nicht nur im ZNS, sondern auch bei der Tumorgenese
eine wesentliche Bedeutung. Im ZNS wird VEGF von mehreren Zellpopulationen wie

Astrozyten, Mikroglia, Neuronen, Perizyten und anderen exprimiert (Abumiya et al.,
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1999). Durch seine gesteigerte Aktivitat werden Veranderungen in der Funktionalitat
der interendothelialen Verbindungen, Kontinuitat des Endothels und Degeneration
der Basalmembran verursacht (Dobrogowska et al., 1998). VEGF kann selbst eine
Lockerung der TJ-Kontakte und eine direkte oder indirekte Aktivierung der
endothelialen NOS induzieren. Die NOS synthetisiert Stickstoffmonoxid (NO) aus L-
Arginin. lhre Funktion wird durch hohe intrazelluldre Ca®*-Konzentrationen
beeinflusst. NO bewirkt eine Dilatation der GefalRe und so steigert es auch den
zerebralen Blutfluss (CBF).

Die Matrixmetalloproteasen (MMP) gehoren ebenfalls zu den Enzymen, die unter
Ischamie/Hypoxie ihre Aktivitat steigern bzw. hochreguliert werden. MMPs gehdéren
zur grofRen Familie von zinkabhangigen Proteasen. An der BHS sind vor allem MMP-
2 und MMP-9, auch Gelatinase A und Gelatinase B genannt, interessant, weil sie die
endotheliale Basalmembran und andere Strukturen der exrazellularen Matrix (EZM)
angreifen und so die Permeabilitat der Blut-Hirn-Schranke erhéhen. Auch sind die
MMPs in hohem Mal3e fir die symptomatischen Blutungen nach Thrombolyse, sei es
endogen (=spontan) oder nach rtPA- Gabe, verantwortlich. Die proteolytische
Wirkung der MMPs wurde in mehreren Studien erforscht. Sie stimmen darin Gberein,
dass die MMP-2 und MMP-9 eine hohere Affinitat zu Kollagen Typ IV in der
Basalmembran haben und diese degradieren (Yang et al., 2007). In mehreren
Studien zeigte die Gruppe um G. Rosenberg, dass die zwei Gelatinasen zeitlich
getrennt voneinander ihre Aktivitatsspitzen erreichen. Die erste Erhohung der MMP-2
(Gelatinase A) scheint 3 Stunden nach Reperfusion zu erfolgen, die erste deutliche
Erhéhung der MMP-9 (Gelatinase B) liegt bei ca. 48 Stunden nach Reperfusion.
Diese zwei Ergebnisse korrelierten mit den zwei Zeitpunkten, in denen der Austritt

von Saccharose als intravasales Kontrastmittel in den Extravasalraum gesteigert war.
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Saccharose wird haufig in Experimenten als Marker fur die Permeabilitat der BHS
benutzt. Begleitend wurde eine kontinuierliche Zunahme des Wassergehalts im
Hirngewebe festgestellt. Diese Ergebnisse konnen ein Hinweis sein, dass die MMPs

eine Rolle bei der Modellierung der bi-phasischen BHS- Eréffnung spielen.

2.3.2 Das zytotoxische Hirnodem

Dem vasogenen Odem steht das zytotoxische Odem bei der Entstehung
raumfordernder ischamischer Infarkte gegenuber und ftritt signifikant frGher auf. Ein
Mangel an Adenosintriphosphat (ATP) fuhrt zum Versagen des intrazellularen

lonengradienten. Die wichtigste ATP-abhangige lonen-Pumpe an der Zellmembran

ist die Na/K-ATPase. Die Reduktion ihrer Funktion fihrt zum Einstrom von Na®, CI-,
Ca?' in die Zelle und Ausfluss aus der Zelle. Das verursacht eine Verschiebung der
Konzentrationen der lonen in der Zelle und gleichzeitige Depolarisierung der
Zellmembran. Die Aufnahme von Na* wird vom Einstromen des Wassers in die Zelle
begleitet, was eine Schwellung der Zelle hervorruft. Diese Depolarisation fuhrt zu
einer postsynaptischen Ausschittung von Glutamat und anderen exzitatorischen
Aminosauren in dem Extrazellularraum. Glutamat aktiviert die N-methyl-D-Aspartat
(NMDA) Rezeptoren, was zu einem Einstrom von Ca?" fiihrt.

Um den Mangel an ATP zu beheben, steigert die Zelle die anaerobe Glykolyse, was
eine Anhaufung an Laktat in der Zelle verursacht. Die so entstandene intrazellulare
Laktatazidose fuhrt zur Bildung eines osmotisch wirksamen Gradienten, der eine
weitere Wasserverschiebung in die Zelle Uber verschiedene Antiporter und
Symporter induziert (Ringel et al., 2000). Die intrazelluldre Konzentration von Ca**
wird durch mehrere Kanale kontrolliert. Ca?* ist ein wichtiger intrazellularer Mediator,

der mehrere Enzyme, wie Proteasen, Phospholipasen, Endonukleasen oder NO-
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Synthetasen beeinflusst. Diese bewirken Schadigungen der Zellmembran, des
Zellkerns oder anderer Organellen.

Die gesteigerte intrazelluldre Ca?*-Konzentration fiihrt nicht nur zur Aktivierung von
Enzymen, sondern auch zur Produktion freier (Sauerstoff-)Radikale. Unter
physiologischen Bedingungen werden solche freie Radikale in kleineren Mengen
gebildet und auch schnell eliminiert. Die Elimination erfolgt durch verschiedene
Enzyme wie Superoxid- Dismutasen, Katalasen u.a. Unter Ischamie verschiebt sich
das Gleichgewicht zugunsten der freien Radikale. Das fuhrt zu Schadigung von DNA,
Proteinen, Nukleinsauren und Membranen, was u.a. zur Stérung der BHS beitragt
und teilweise die Einleitung der Apoptose zu Folge hat.

Das zytotoxische Hirnddem selbst hat keine raumfordernde Wirkung, da es sich um
eine nur um Verschiebung des extrazellularen Flussigkeitsvolumens in die
Nervenzelle handelt. Erst das spater einsetzende vasogene Odem fihrt zur
raumfordernden Wirkung. Die verschiedenen Zellen der neurovaskularen Einheit
(Astrozyten, Endothel, Neurone, Mikroglia, Perizyten) schwellen nicht gleichzeitig.
Ein grolRer Teil der Zellen ist nach 30 min bis 1 Stunde nach Okklusion / Hypoxie
geschwollen (Dodson et al., 1977; Garcia et al., 1995; Pantoni et al., 1996;).
Astrozyten, Oligodendrozyten und Neuronen sind die sensibelsten und reagieren am

schnellsten.

2.3.3 Die bi- phasische BHS- Offnung in Tierexperimenten

Die Permeabilitatsdnderung der BHS nach experimenteller Ischamie mit und ohne
Reperfusion konnte im Nagetier in vielen Studien gezeigt werden. Dabei wurden
verschiedene Markermolekule angewendet, die sich primar im Intravasalraum

verteilen. Erst eine BHS-Stoérung flhrt zur Anreicherung dieser Molekile im Gehirn,
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die unterschiedliche Molekulgrolen, unterschiedliche Bindungsaffinitaten und auch
verschiedene Ladungen und verschiedene Nachweisverfahren hatten. Es zeigte sich,
dass die Permeabilitat fur diese Makromolekile insbesondere nach
Ischamie/Reperfusion ein zeitlich durchaus dynamischer Prozess zu sein scheint
(Abraham et al., 2002; Ballabh et al., 2004; Belayev et al., 1996; Kuroiwa et al.,
1985). Aufgrund der unterschiedlichen Studienprotokolle kann man Uber die
Sensitivitat und Spezifitat dieser Studien diskutieren. Gemeinsam war jedoch, dass
diese Studien einen bi-phasischen (nimmt man das Momentum der initialen
Reperfusion dazu gar tri-phasichen) Verlauf der Permeabilitat der BHS zeigten.
Diese war allerdings von einer nicht unerheblichen Varianz gepragt, die aus der
Tatsache herruhrt, dass Schlaganfallexperimente haufig zu variablen Infarkten
fuhrten und die Messung der BHS Permeabilitat eine finale Untersuchung des Tiers
ist. Dartber hinaus ist durch die herkdmmlichen histologischen Methoden eine
parallele Untersuchung des Hirnddems nicht moéglich. Hier liegen entscheidende
Vorteile der MRT, mit der sich beide Phanomene, Kontrastmittellbertritt und
Odementwicklung, parallel und in demselben Tier seriell untersuchen lassen.
Aufgrund von der signifikant kleineren GréRe des Gehirns eines Nagetiers werden
teure Magnetresonanztomographen mit hoher Magnetfeldstarke verwandt, die aber

nur eingeschrankt zu Verfigung stehen.

2.4 Physikalische Grundlagen der Magnetresonanztomographie

Die Kernspintomographie (MRT) ist der zerebralen Computertomographie (cCT) in
der akuten Phase aufgrund der Diffusionssequenzen in der Beurteilung von
InfarktgroRe und Lokalisation Uberlegen. Eine Diffusionsstérung liegt vor, wenn die

Brown’sche Molekularbewegung — Molekule bewegen sich nahezu ungehindert im
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Extrazellularraums des Gehirns in alle Richtungen — eingeschrankt ist. Die
Entwicklung des zytotoxischen Odems mit Verschiebung der Extrazellularflissigkeit
in das geschadigte Neuron oder den Astrozyten (nach intrazellular) bildet die
pathophysiologische Grundlage fur diese Technik.

Die physikalische Grundlage fur die MRT besteht in der Eigenrotation der Protonen
(Spin). Die Drehung der Protonen um die eigene Achse verursacht ein magnetisches
Moment. Im naturlichen Gewebe zeigen diese Spins in verschiedene Richtungen,
d.h. sind willkurlich ausgerichtet (bzw. allenfalls am naturlichen Erdmagnetfeld).
Wenn sie sich in dem starken homogenen Magnetfeld des Kernspintomograph
(MRT) befinden, werden sie parallel oder antiparallel zu dem Magnetfeld eingerichtet
d.h. polarisiert. Wahrend der Untersuchung wird von dem MRT ein hochfrequenter
Radiopuls (HF) gesendet, der ein Umklappen von der longitudinalen in die
transversale Magnetisierung verursacht. So erreichen die Protonen ein energetisch
héheres Niveau. Da die Protonen nach dem hochfrequenten Impuls langsam die
Energie abgeben, kehren sie in die longitudinale Magnetisierung zurlck. Diese
ausgestrahlte Energie wird durch die Spulen des MRT empfangen.

Fur die Ruckkehr von der transversalen zu der longitudinalen Magnetisierung haben
die Spins zwei unabhangige Mechanismen zu Verfigung. Sie kdnnen die Energie an
das umgebende Molekllgitter abgeben. Das wird als T1- oder Spin-Gitter- Relaxation
bezeichnet. Durch diesen Vorgang kippen die Spins in die longitudinale Ebene
zurtick. Der andere Mechanismus stellt die T2- oder Spin — Spin Relaxation dar. Bei
ihr wird die Energie der Spins an die benachbarten Spins abgegeben. Solange sich
die Spins in der transversalen Ebene befinden, drehen sie sich um die Achse des
aulReren Magnets mit einer Frequenz, die von der Starke des Magnetfeldes abhangt

(Prazession). Diese Spins zeigen gleichzeitig in dieselbe Richtung, sind in Phase.
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Nach dem HF- Puls dephasieren die Spins, das fuhrt zu Abnahme des durch die
Prazession verursachten Signals.

Wahrend jeder MRT- Untersuchung entstehen durch das Korpergewebe, endogene
oder exogene Faktoren messbare Inhomogenitaten in dem aulleren Magnetfeld.
Solche Faktoren kénnen auch Kontrastmittel, desoxygeniertes Hamoglobin und
andere sein. Diese Inhomogenitaten fuhren zu einem schnelleren Verlust der
Phasenkoharenz und so zu einer Verkurzung der T2*-Relaxation.

Um diese Signale genau orten zu konnen, werden Gradientenmagnetfelder
eingeschaltet. Sie haben in jeder der drei raumlichen Richtungen abnehmende
Magnetstarke. Das fuhrt zu einer Differenz in der Prazessionsfrequenz der Spins an
den verschiedenen Orten des Korpers. Die Bearbeitung erfolgt mit Hilfe der

mathematischen Funktion (Fourier-Transformation).

241 T2-und T2*- gewichtete Sequenzen

Wie vorher schon erwahnt, nutzen die T2- gewichtete Sequenzen das Phanomen der
Spin-Spin-Relaxation. Initial werden die Spins durch einen eingestrahlten HF aus
einer parallel zu dem Magnetfeld auf 90° Grad transversal zu dem Magnetfeld
Spinrichtung ausgelenkt.

Bei weiteren Sequenzen fir verschiedene Fragestellungen, die als Grundlage die T2-
Relaxationszeit nutzen, werden Zu verschiedene Zeitabstanden
Hochfrequenzimpulsen eingeschaltet, wie zum Beispiel in dieser Arbeit die Turbo-
Spinecho (TSE) und T2*- oder Gradienten Echo (GE). Die TSE unterscheiden sich
beispielsweise von der T2-Grundsequenz durch Fehlen von einem 180° Grad
gerichteten Impuls. Anstatt diesem sind mehrere 90°Grad gerichtete HF

eingeschaltet. Diese Veranderung fuhrt zu einer kiirzeren Untersuchungszeit und
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besserem Kontrast der Bilder. Bei den T2*- (GE) Sequenzen hingegen fehlt der 180°-
Grad HF. Dieser wird in den T2- gewichteten Sequenzen fur die Kompensation
storender Rephasierungseffekte lokaler Suszeptibilitatsunterschiede benutzt. Die
raumliche Kodierung der erzeugten Anregungen und der gewonnenen Signale als
Voraussetzung der Entstehung von Schnittbildern erfolgt mit zusatzlichen temporar
geschalteten Magnetfeldgradienten in drei Raumrichtungen. Fir diese Arbeit ist diese
Sequenz aus diesem Grund wichtig, weil sie sehr fur Suszeptibilitatseffekte anfallig
ist. Bei einem Austritt von Hamoglobin in dem Parenchym findet eine Umwandlung
von Oxyhamoglobin in Desoxyhamoglobin statt und so wird Hamoglobin zu einem
paramagnetischen Moleklil umgewandelt. So wird ein Suszeptibilitatseffekt
verursacht. Dieser stellt sich als Hypointensitat (dunkel) dar.

Trotz vieler Arbeiten, die MRT als bildgebende Untersuchung nutzen, wurden noch
keine Normwerte fur die Intensitadt des gesunden und auch kranken Hirngewebes
bestimmt. Um einen solchen Wert zu errechnen, werden innerhalb jeder Studie
mehrere Messungen mit verschiedenen TE an verschiedenen Geweben und Tieren
durchgefiihrt. So entsteht eine Ubersicht der T2- Relaxationszeiten (sog. map). Diese
zeigt eine Entwicklung der Durchschnittswerte und diese Quantifizierung erlaubt
einen Vergleich zwischen den Intensitatswerten verschiedener Gewebsarten bzw.

deren pathologischen Veranderungen.

2.4.2 Diffusionswichtung (dwi)

Wie eingangs erwahnt, ist die Brown’sche Molekularbewegung, die die nahezu
willkurliche thermische Bewegung der Moleklile von Regionen mit hdoherer
Konzentration zu Regionen mit niedrigerer Konzentration beschreibt, Grundlage der

diffusions-gewichteten MR-Sequenzen. Die freie Beweglichkeit ist allerdings in
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biologischen Geweben aufgrund des Vorhandenseins von semipermeablen
Membranen und Organellen eingeschrankt. So entsteht eine gerichtete Bewegung,
die als Anisotropie bezeichnet wird. Aufgrund dieser Anisotropie werden die
Messungen in drei Raumrichtungen durchgefuhrt. Bei der MRT wird das mittels des
sensibilisierenden Gradientenfeldes erreicht. Nach der Bearbeitung der Daten ergibt
sich ein mittleres richtungsunabhangiges Diffusion- Bild, das sogenannte TRACE-
gewichtete Bild. Den Kontrast kann man durch die Auswahl eines groReren Wertes
des sogenannten b-Faktors (s/mm?) verbessern. Der b- Wert ist der Faktor, der die
Sensibilitat auf Diffusion bestimmt. Er bestimmt den zu erwartenden Signalverlust fur
eine gegebene Diffusionskonstante. Je hdher der b-Wert, desto besser kann man die
Infarktzone abgrenzen. Mit dem steigenden b-Wert steigt somit die Sensitivitat,
allerdings nimmt das Signal- zu- Rausch Verhaltnis (SNR) ab. Bei der
diffusionsgewichteten Sequenz ist der Bildkontrast von der Geschwindigkeit der
Molekularbewegung abhangig. Je schneller sich die Moleklle bewegen, desto
starker wird das Signal abgeschwacht. Deshalb erscheint die Zone mit verminderter
Diffusion (z.B. die Infarktzone mit Verlust des Extrazellularraumes bei schwellenden
Zellkorpern) signalreicher als das umgebende gesunde Hirngewebe.

Im Grunde sind die Diffusionssequenzen T2- gewichtete Spin Echo— Ultrafast Echo
Planar Imaging- Sequenzen (SE EPI). Um diese Diffusionswichtung zu erreichen,
werden starke entgegengerichtete Gradientenpulse eingeschaltet. Der erste Puls
bewirkt eine Dephasierung des Spins und der zweite eine Rephasierung, solange
keine Diffusion stattfindet. Falls eine Bewegung da ist, bewirkt der zweite Puls eine
Signalabschwachung. Wegen dieser T2- Komponente in der Sequenz ist es moglich,
dass in den Diffusionsbildern T2- Effekte mit erfasst werden, welche auch als ,T2-

shine- through® bezeichnet werden. Um diese Fehlerquelle zu eliminieren, wird eine
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quantitative Messung der Bewegung der Molekule durchgefuhrt. Dabei werden Bilder
mit mindestens zwei verschiedenen b-Werten gemacht. Diese Bilder erlauben die
Kalkulation des ,anscheinenden Diffusionskoeffizienten“ (,apparent diffusion
coefficient- ADC (in mm/s)) fur jedes Pixel auf dem Bild. In den ADC- Bildern
erscheinen die Regionen mit verminderter Diffusion dunkel im Vergleich zu dem
umgebenden Gewebe. Hohe Signalintensitaten in der DWI entsprechen in der
Akutphase eines Schlaganfalls dabei niedrigen ADC-Werten (je heller in DWI, desto

dunkler in ADC).

2.4.3 T1- Sequenzen mit/ ohne (1) Kontrastmittel

Herkbmmliche MR-Kontrastmittel wie Gd-DTPA (Gadolinium-Diethyltriamin-
Pentaazetat) sind sog. ,blood-pool agents’, also streng intravasale lokalisierte
Substanzen. Diese auf seltenen Erdsalzen basierenden Kontrastmittel fuhren zu
einer Verklrzung der T1- Relaxation mit Erhdhung der Intensitat in den
entsprechenden T1- Sequenzen.

Je nach MolekullgroRe aber auch Dichtigkeit der Gefalie treten diese intravends
applizierten Moleklle ins Gewebe Uber. Subtrahiert man nun die T1- Bilder nach
Kontrastmittelgabe von den T1- Bildern ohne Kontrastmittel, kann dieser
KontrastmittelUbertritt eindrucksvoll dargestellt werden (Abb. 4, Zeile C). Dabei
erscheint erwartungsgemal® das gesunde Hirnparenchym nach der Subtraktion

dunkel und nur in Arealen mit KM- Ubertritt aus den GefaRen in das Parenchym hell.
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2.5. Magnetresonanztomographie und akuter Schlaganfall beim Menschen

Die MRT bietet eine Reihe von Vorteilen gegeniber der cCT bei der
Schlaganfalldiagnostik: Darstellung und Abgrenzung akuter pathologischer
Veranderungen durch die Diffusionsbildgebung, exzellente Parenchymdarstellung
auch des Kleinhirns und Hirnstamms, hohe Sensitivitat fur KontrastmittelUbertritt aber
auch fur Mikroblutungen. In Kombination mit flussabhangiger und KM-gestutzter
Angiographie erlaubt sie eine sehr gute Darstellung der hirnversorgenden Gefale.

In der Schlaganfalldiagnostik werden die Kombination von DWI und PWI fur eine
schnelle und verlassliche Darstellung des Infarkt und der Penumbra benutzt, sowie
die T2- gewichteten Sequenzen fur Differenzierung zwischen altem oder neuem
Infarkt und Beurteilung der Odembildung (Abb. 4, Zeile A; Flissigkeit in T2-Bilder
hyperintens) und die T2*- Sequenzen flr eine verlassliche Darstellung einer Blutung
(hypointens/ dunkel). Die Nachteile dieser Technik sind die lange Dauer der
Untersuchung, aufgrund der von dem Raum und Magnetfeld eingeschrankten
Méglichkeit zum Uberwachen. Der kleine Durchmesser und die Lange des
Untersuchungsrohrs sind Ursachen fir die mangelnde Compliance der Patienten. Die
MRT- Untersuchung ist fir Bewegungsartefakte sehr anfallig, was haufig bei den
Patienten mit Schlaganfall in der akuten Phase zu schlechter Beurteilbarkeit der
Bilder fihrt. Aufgrund des Magnetfeldes ist bei Patienten mit verschiedenen
implantierten Fremdkdorpern oder elektrischen Geraten die Untersuchung nicht

moglich.
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3. Fragestellung, Materialien und Methoden

Ziel dieser Arbeit war die Darstellung der bi-phasischen Blut-Hirn-Schranken6ffnung
nach Ischamie und Reperfusion und deren Korrelation zur Entwicklung des
vasogenen zerebralen Odems am Modell der transienten Fadenokklusion an der
Ratte. Diese Untersuchungen wurden nicht-invasiv mittels serieller Untersuchungen

in einem klinischem 3Tesla MRT mit Kontrastmittelgabe durchgeflhrt.

3.1. Studiendesign und zeitlicher Verlauf

Alle Experimente wurden nach Einholen eines positiven Votums der
Ethikkommission, der Regierung der Oberpfalz und nach den Direktiven des
Europaischen Komitees (86/609/EEC) und den Leitlinien flir die Behandlung von
Tieren durchgefuhrt. Alle Tiere wurden unter Einhaltung der tierschutzrechtlichen
Gesichtspunkte des Tierschutzgesetzes ordnungsgemaly behandelt und
untergebracht. Wahrend der ganzen Dauer des Experiments hatten die Tiere freien
Zugang zu Futter- und Wasseraufnahme. In dieser Arbeit wurden insgesamt 17
Wistar-Ratten (Charles River Laboratories, Sulzfeld, Germany) mit Gewicht von 250
bis 300g in zwei Gruppen verteilt. In der ersten Gruppe waren 11 Tiere, die einer 90-
minttigen Okklusion der A. cerebri media (ACM) mit nachfolgender Reperfusion
unterzogen wurden. Die zweite Gruppe mit 6 Tieren wurde nur operiert (Hautschnitt
und Exposition der A. carotis) ohne die MCA- Okklusion (nachfolgend Sham Gruppe
genannt). Die Experimentalgruppe wurde an sechs verschiedenen Zeitpunkten und
die Sham- Gruppe an den letzten drei Zeitpunkten mittels MRT untersucht: vor
Ischamie, 1 Stunde nach Ischamie (,before reperfusion® BR), nach Reperfusion
(,after reperfusion AR), 4, 24 und 48 Stunden nach Reperfusion (,post reperfusion”

PR). Die Sequenzen flr beide Gruppen sind in dieser Reihenfolge gelaufen: DW EPI,
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T2 TSE, T2- Relaxometrie, T1SE und post-KM T1SE, wobei die T2- Relaxometrie an
allen Zeitpunkten, die diffusions-gewichteten Echo- Planar (DWEPI) und die T2-
gewichteten Turbo- Spin- Echo (T2TSE) Sequenzen an den BR, AR, 04PR, 24PR
und 48PR, die T1-gewichteten Sequenzen nur an den letzten 04PR, 24PR und 48PR
durchgefuhrt wurden.

Als Ausschlusskriterien wurden festgelegt: Fehlen von fokal-neurologischen Defiziten
5 Minuten nach Okklusion, fehlender Nachweis eines Infarktes im Versorgungsgebiet
der A. cerebri media auf den T2- und diffusion-gewichteten Sequenzen, Nachweis

von Blutungskomplikationen in der Bildgebung oder Tod wahrend der Experiments.

3.2. Ischamiemodell

Die operative Okklusion der A. cerebri media (ACM) wurde mit einigen
Modifikationen nach dem von Spratt et. al. (Longa et. al., 1989; Neil et al., 2006)
beschriebenen Fadenmodell durchgefuhrt. Die Einleitung in die Anasthesie erfolgte
mit 5% Isofluran in 70% Stickstoff und 30% Sauerstoff. Nach endotrachealer
Intubation wurde die Anasthesie weiter nach Reduktion von Isofluran auf 1.5%
aufrecht gehalten. Eine Kunststoffkanile wurde in die Vena femoralis eingefihrt, um
die Kontrastmittelgabe fir die T1- gewichteten Sequenzen zu ermdglichen. Die
Kdrpertemperatur wurde wahrend der ganzen Operation konstant bei 37-37,5°C Uber
ein Heizkissen gehalten. Die Tiere wurden im Halsbereich vom Unterkiefer bis zum
Sternum rasiert und desinfiziert. Durch eine Mittellinieninzision der Haut am Hals und
Praparation der Muskeln erfolgte die Darstellung der linken Arteria carotis communis
(ACC), der Arteria carotis externa (ACE) und der Arteria carotis interna (ACI). Die
distale ACC und die ACI wurden transient mit einem 4-0 Faden ligiert. Nach einer

Arteriotomie der ACE wurde ein 3cm langer, mit Silikon beschichteter 4-0 Nylonfaden
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(Ethicon) Uber die ACE in die ACI vorgeschoben, bis ein leichter elastischer
Widerstand zu spuren war. Dies galt als Zeichen fur die erfolgte Okklusion der ACM.
Anschlieliend wurde der Faden mit einer Ligatur fixiert. Nach der intraluminalen Naht
wurde der Hautschnitt mit Seidenfaden versorgt. Nach Beendigung der Narkose
wurden die Tiere so lange gewarmt, bis sie vollstandig erwacht waren und sich frei
bewegten. Im Anschluss wurden die Versuchstiere wieder in ihre Kafige
zuruckgebracht. Eine Stunde nach Okklusion wurden erneut 1.5% Isofluran in
Mischung mit Stickstoff und Sauerstoff fur die Narkose eingeleitet. Dann erfolgte die
MRT wahrend der Ischamiephase (Zeitpunkt ,before reperfusion’ BR). Nach 90
Minuten und erfolgter MRT wurde der okkludierende Faden zurlickgezogen, um
Reperfusion zu ermdglichen. Die Wunde wurde wieder mit Seidenfaden geschlossen,
die Tiere im MRT repositioniert und die MRT nach Reperfusion (Zeitpunkt ,after
reperfusion’ AR) durchgefuhrt. Die letzten Schritte der Kurznarkose wurden fir die
Bildgebung an 04PR, 24RP und 48PR wiederholt. Nach jeder erfolgten Bildgebung
wurden die Tiere so lange erwarmt, bis sie vollstandig erwacht waren und sich frei

bewegten. Erst dann wurden sie in die Kafige zurickgebracht.

3.3. Kernspintomographie

Alle Experimente wurden an einem klinischen 3T- Kopf- MRT (Magnetom Allegra®,
Siemens Medical Solutions, Erlangen, Deutschland) mit 40 mT/m- Amplitude
erreichenden Gradienten und Slew Rate von 400mT/m/s pro Achse durchgefihrt.
Das Standardzubehdr flir den Scanner wurde durch eine flr Ratten konzipierte 4-
Kanal ,phased array” Kopf- Spule (RAPID Biomedical GmbH, Wirzburg, Germany)
erweitert. Die Bildgebung erfolgte mit 1mm dicken koronaren Schichten, angefangen

7mm hinter der anterioren Spitze des frontalen Cortexes.
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Die quantitative Bestimmung der T2- Relaxationszeit erfolgte an allen Zeitpunkten
(Kontrolle, AR, PR, 04PR, 24PR, 48PR). Die DWEPI- und die T2TSE- Bilder wurden
an 04PR, 24PR, und 48PR Zeitpunkten gemacht. Die T1- gewichteten Sequenzen
wurden vor und nach Kontrastmittel (KM), Spinecho Sequenzen (T1SE) jedoch nur
an 04PR, 24PR und 48PR durchgefuhrt. Die Sequenzen wurden in dieser
Reihenfolge gemacht: DW EPI, T2 TSE, T2- Relaxationsmessung, T1SE und T1SE
nach KM.

Die DWEPI Bilder wurden mit Repetitionszeit (TR) = 3300ms, Echozeit (TE) =

105ms, field of view (FoV) = 6.7 cm und MatrixgroRe = 104 x 104 gemacht. Die
DWEPI- Bilder wurden mit funf unterschiedlichen Diffusionswichtungen (b- Werte = 0,
500, 1000, 1500 & 2000 s/mm?) in drei orthogonalen Richtungen wiederholt. Mit den
Informationen wurde der ,anscheinende Diffusionskoeffizient” (,apparent diffusion
coefficient’ ADC) generiert.

T2TSE Sequenzen haben TR = 3330 ms, TE = 70 ms und Turbo- Factor = 7. T2-
Relaxation wurde mittels Spin- Echo- Sequenzen- Multiecho- Bildern ermittelt. Die
Spin- Echo Sequenzen wurden sieben Mal mit dem gleichen TR- Wert von 3330 ms
und mit sieben verschiedenen TE Werten (29, 58, 88, 117, 146, 175 & 204 ms)
erzeugt.

Um die Veranderung der BHS- Permeabilitat zu berechnen, wurden vor und nach
KM- Gabe T1- gewichtete Sequenzen mit den Eigenschaften TR = 900 ms und TE =
10 ms erzeugt. Nach der Durchfihrung der T1- gewichteten Bilder wurde 0.2
mmol/kg Gd-DTPA (Molekulargewicht 590Da, Magnevist®, Shering, Deutschland)
injiziert und ca. 25 min. nach der Gabe wurde die post- KM T1- gewichtete Sequenz
gemacht. Diese doppelt so hohe Kontrastmitteldosis verglichen zum Menschen hatte

in Vorabversuchen ein besseres Signal-Rausch-Verhaltnis gezeigt, liegt dennoch
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unter der z.B. in Studien zur multiplen Sklerose verwandten tripple-dose’
(0.3mmol/kg KG).

Die TSE und die SE wurden mit FoV von 2,5cm durchgefuhrt und die Bilder wurden
rekonstruiert mit einer MatrizengrofRe von 128 x 128. Die EPI Sequenzen hatten In-

plane Resolution von 600 um, die SE von 200 um mit 1mm Schichtdicken.

3.4. Datenanalyse

Zur Datenanalyse wurde eine standardisierte coronare Schicht herangezogen, die
1mm dick und 7mm posterior von der anterioren Rinde des Frontalencortex lokalisiert
war. Hier hatte sich in den Vorversuchen die konstanteste und reprasentativste
Ischamiezone gezeigt. FUr die quantitative T2- Relaxometrie wurden auf dem ipsi-
und kontralateralen Striatum und auf der ipsilateralen Rinde drei Regionen von
Interesse (ROI) definiert. Die runden ROI in der Region des Ncl. Caudatus wurden so
gewahlt, dass moglichst viel Gewebe unabhangig davon, ob gesund oder
ischamisch, flr die Berechnungen genommen wurde (Abb. 4). Die Liquorraume
verblieben aullerhalb dieser Regionen. Zur Visualisierung der Veranderungen der
T2- Relaxation wurde eine mono-exponentielle nichtlineare Kurve benutzt, die mit
Hilfe von Graphpad Prism Version 5.00 fur Windows (Graphpad Software, San
Diego, California, USA) ausgerechnet wurde. Flr die Messung des Hemispharen-
Volumens wurden die installierte Siemens build- in- Programme (Syngo 2004A®,
Siemens Medical Solutions, Erlangen, Germany) benutzt.

Zur Erfassung der Permeabilitatsanderungen der BHS wurden Bilder ausgewertet,
die durch Subtraktion von T1- gewichtetem Spin Echo vor KM- Gabe und T1-
gewichtetem Spin Echo nach KM- Gabe generiert wurden. Das uber die Blut-Hirn-

Schranke ausgetretene Volumen an KM (,permeable BBB volume’ PBV) in
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Kubikzentimetern (cm3), wie auch die durchschnittliche Intensitat des Signals (,signal
intensity difference’ Sldiff) von den hyperintensen Regionen, wurden mit Hilfe der
Standard- Auswerteprogramme von Siemens (Siemens Medical Solutions, Erlangen,
Germany) erfasst. Das Produkt von Sldiff und PBV wurde ausgerechnet, um die
Darstellung der Zunahme der ausgetretenen Menge an Gd-DTPA KM im zeitlichen
Verlauf zu erleichtern. Um die Werte der Sham-Tiere mit den Werten der operierten
Tiere zu vergleichen, wurden die T1-gewichteten pra- und post- KM-Gabe Bilder

subtrahiert und danach ein Mittelwert ermittelt.

3.5. Statistische Auswertung

Wahrend der gesamten Studie wurden die gemessenen Werte gemittelt und der
Standardfehler (SEM) beigeflgt (mean + SEM). Wiederholte ANOVA gefolgt vom
Tukey- Kramer- post- hoc- Tests wurden flr die Innergruppenvergleiche
herangezogen. Bei dem Vergleich von verschiedenen Gruppen (z.B. ischamisch
gegen Sham) zu verschiedenen Zeitpunkten wurden ungepaarte ,t“-Tests mit der
Wel'schen Korrektur korrigiert. Ein P-Wert <0.05 wurde flr statistisch signifikant

betrachtet.
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4. Ergebnisse

Drei von den 11 Tieren haben die Zeit des Experiments nicht Uberlebt, deshalb
wurden 8 Tiere fur die Auswertung (N=8) genommen. In der ipsilasionalen
Hemisphare zeigten die post- KM- T1-Bilder einen signifikanten Signalverlust nach
24PR im Vergleich zur 04- und 48PR (Graphik: 1A; Abb. 4) und zudem eine
Steigerung der absoluten Kontrastmittelmenge PBV von 4PR gegenuber 48PR. Die
postreperfusion- ermittelten T2- Werte auf der ipsilateralen Seite blieben im Vergleich
zu den Werten vor Ischamie deutlich erhoht. Es ist zu bemerken, dass die Bilder in
der 4. Stunde nach Reperfusion ahnliche T2- Werte fur beide ipsi- und kontralaterale

Regionen des Nucleus caudatus zeigen.

Abb.4: Reprasentative Bilder fir T2- TSE (Zeile A), ADC (Zeile B) und subtrahierte T1-
SE (Zeile C) an den 04, 24 und 48 PR. Die umkreisten Regionen auf den T2- Bildern
04PR Bild wurden fir die T2-Relaxometrie-Auswertung tbernommen.
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Das ischamische Areal der linken Hemisphare zeigt eine starkere Intensitat (Abb. 4
obere Reihe T2) verglichen mit dem korrespondierenden kontralateralen Areal. Die
zweite Reihe zeigt denselben Infarkt in den ADC-errechneten Bildern als hypointens
(dunkel), wahrend dieses in den T1- gewichteten und subtrahierten Sequenzen

hyperintens (hell) imponiert.

Anderungen der Signalintensitit (Slar) nach KM im Bereich des
ipsilateralen Putamen der experimentalen und Sham Gruppe
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Graphik 1A: Auf dieser Graphik ist der Abfall der Intensitat in den T1- gewichteten
subtrahierten Bildern (SIdiff) der ipsilateralen Hemisphare der Sham- und
experimentellen Gruppe 24 Stunden nach Reperfusion gezeigt, als Hinweis fur die
wieder erlangte Barriere- Funktion der BHS.

4.1. Die bi-phasische Offnung der BHS nach Okklusion-Reperfusion
Die zeitlichen Veranderungen der Werte in subtrahierten T1- gewichteten Bildern

Slgir, PBV, das Produkt aus Slg und PBV flur die ischamische Hemisphare und die

29



Post- KM Bilder von kontralateralem Nucleus caudatus wurden mit denen der Sham-
Tiere verglichen (Graphik: 1A-C).

Am 04PR- Zeitpunkt waren die Werte bei den post- KM Slg¢ des ipsilateralen
Putamen (63.79+8.2, P=0.0003) signifikant hdher als die Werte der Sham- Tiere
(10.3+0.79) (Graphik 1A). Die PBV (0.131£0.02) und die Slg x PBV-Werte (Graphik
1B-C) der ischamischen Seite waren auch signifikant hoher (8.67+1.77, P=0.0002)
im Vergleich zur Sham- Gruppe (1.34 + 0.23).

Die kontralasionale Hemisphare der operierten Tiere zeigte keinen signifikanten
Abfall der Werte auf den post- KM- T1- gewichteten Bildern (10.95+ 1.28) im
Vergleich. Die Intensitat der post- KM- Bilder 24h nach Reperfusion (36.70 + 4.61)
war signifikant (p<0,05) niedriger im Vergleich zu 04PR (Abb.4 A), aber immer noch
héher (p= 0.0132) als die Intensitat in der Sham Gruppe (21.2 + 1.623) (Graphik 1A).
Das Sl x PBV Produkt am 24PR zeigte keine signifikante Erhéhung (10.50 + 2.43) im
Vergleich zu 04PR, war aber signifikant (p=0.0483) hoch verglichen mit der Sham-
Gruppe (4.7 + 0.60). Die post- KM- Werte auf der kontralateralen Seite (12.11 + 1.61)
waren nicht signifikant héher als die am 04PR, aber signifikant niedriger als Sham
(19.9 + 0.85, p= 0.0004). Auf den 48PR post- KM- Bildern (Graphik 1A) waren die
Werte (84.29 + 11.99) im Vergleich zu 24PR (P < 0.001) und Sham (23.46 + 1.52; P
= 0.0015) signifikant héher.

Die Steigerung des PBV (0.36 + 0.055 cm®) nach 48PR war nicht signifikant, aber
das Sl x PBV (31.38 + 5.98) war hoher (P<0.01) im Vergleich zu 24PR und auch zu
Sham (8.6 + 1.44, P = 0.0227) (Graphik 1C).

Die kontralaterale Seite zeigte nach KM-Gabe hohere Intensitats— Werte (15.29 +

1.19) als nach 24PR und niedrigere als Sham (23.11 + 1.088) (P<0.01).
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Entwicklung des ausgetretenen Volumen in zeitlichem Verlauf (PBV)
045
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0,35

03

0,25

0,2

Ausgetretenes Volumen (PBV) cm’

0,15

01
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04 PR 24 PR 48 PR
Zeitpunkte

M Ausgetretenes Volumen cm?®

Graphik 1B: Diese Graphik stellt den kontinuierlichen Anstieg des
Kontrastmittelvolumens als Hinweis fur die BHS- Permeabilitédt im Gebiet
der ipsilateralen Putamen (cm3) wahrend des Experiments dar.

Entwicklung des Produktes aus Signalintensitat nach KM und
uUbertretenes Volumen (Slar x PBV) Uber die drei Zeitpunkte
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Graphik 1C:Diese Graphik stellt die Veranderungen des Produktes aus PBV
X Slgi des ipsilateralen Striatum im Vergleich zu der Scham-Gruppe dar.
Dieses Produkt wurde zur besseren quantitativen Darstellung des
Hirnparenchyms mit BHS-Funktionsstérung ausgerechnet.
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4.2. Die zeitliche Entwicklung der transversalen Relaxationzeiten

Die transversalen Relaxationzeiten als Hinweis fir die Odementwicklung wurden bei
den gesunden, den ischamischen und den Tieren nach Reperfusion fur das Putamen
auf der linken und rechten Seite und fur die Rinde auf der ipsilateralen ischamischen
Seite gemessen (Graphik 3A-C).

Die Kontroll- T2- Werte der Hirnrinde waren 73.04 + 2.313ms mit einem kleinen
Unterschied zwischen beiden Hemispharen. Die Kontroll- T2- Werte des Putamens
waren auf der ipsilateralen Seite 68.56 + 3.58ms und auf der kontralateralen 66.68 +
1.38ms.

Wahrend der Ischamie (BR) verklrzten sich die T2- Relaxationszeiten fur das
Putamen auf 57.64 + 2.625 ms, fur die Rinde auf 63.59 + 2.52 ms. Die T2-
Relaxationszeiten waren fur das kontralaterale Putamen wahrend Ischamie auf 72.75

5.617 ms verlangert. Diese Anderungen haben aber keine statistische Signifikanz.

Anderungen der Signalintensitét (Slar) nach KM im Bereich des
kontralateralen Putamen der experimentalen und Sham Gruppe
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M kontralaterale Hemisphéare (experimentale Gruppe) Fexperimentale Gruppe (Sham Gruppe) )

Graphik 2: Die Tabelle gibt die Anderungen des Volumens der ipsilateralen
Hemisphare wieder, die mit Hilfe der T1-gewichteten Bilder an den drei
Zeitpunkten gemessen werden.
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Relaxationszeiten in Millisekunden in der ipsilateralen Rinde
vor und nach Ischamie
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Graphik 3A: Die Relaxationzeiten der ipsilateralen Rinde der
experimentellen Gruppe zeigten wahrend des Experiments keine
signifikante Veranderung.

Nach der Reperfusion (AR) haben sich die Zeiten im Vergleich zu den Werten
wahrend der Ischamie, flr das ipsilaterale Putamen auf 72.05 + 3.4 ms und fur die
Hirnrinde auf 71.62 + 3.7 ms verlangert. Die Zeiten flur die kontralaterale Seite waren
nicht im Vergleich zu den unter Ischamie gemessenen signifikant verlangert.

4 Stunden nach Reperfusion (04PR) zeigten die T2-Zeiten fur das Putamen eine
signifikante Verlangerung auf der betroffenen Seite (86.31 + 3.71 ms; p<0.01) und
auf der gesunden Seite (84.55 + 3.36 ms, p<0.05) im Vergleich zu den
Kontrollwerten. Die Zeiten fur die Rinde waren nur gering und nicht signifikant langer
als die Zeiten der Kontrolle (66.47 + 4.56 ms). Das Volumen der ipsilateralen

Hemisphare 4 Stunden nach Reperfusion war 0.60 + 0.01 cm® (Graphik 2).
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Relaxationszeiten in Millisekunden im Bereich des ipsilateralen
Putamen vor und nach Ischamie
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Graphik 3B: Die Entwicklung der Relaxationzeiten des ipsilateralen Putamen
wahrend des Experiments. Wahrend der Ischamie waren die Zeiten kirzer im
Vergleich zu allen Zeiten nach Reperfusion und mit groRter Differenz zu den
Werten am 24PR. Diese Entwicklung ist im Zusammenklang mit der
Volumenzunahme der betroffenen Hemisphare.

24 Stunden nach Reperfusion war nicht nur eine signifikante Veranderung der
ipsilateralen Werte flr das Putamen (98.68 + 3.12 ms) im Vergleich zu beiden 04PR
(p < 0.05) und Kontrolle (p< 0.001), sondern auch ein signifikanter Anstieg des
hemispharischen Volumens (0.62 + 0.02 cm®, p<0.05; Graphik 2) festzustellen. Die
Zeiten auf der kontralateralen Seite zeigten keine wesentliche Verklrzung fur die
Rinde (72.84 + 2.41 ms), aber eine signifikante flr das Striatum (66.47 + 4.56 ms; p<
0.05) im Vergleich zu 04PR.

Nach 48PR waren die Werte flr das Putamen (83.04 + 3.4 ms) signifikant zu den
24PR (p<0.01) gefallen, aber immer noch héher (p<0.05) als die Kontrollwerte. Diese
Anderung war von einer signifikanten Verkleinerung der ipsilateralen Hemisphare

(0.59 + 0.02 cm3, p<0.01) begleitet.
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Relaxationszeiten in Millisekunden in dem kontralaterelen Striatum
vor und nach Ischémie

84,55

100

90

80

70

60

50

40

Relaxationszeiten (ms)

30

20

10

66,68

Control BR AR 04 PR 24 PR 48 PR
Zeitpunkte

M Relaxationszeiten

Graphik 3C: Entwicklung der Relaxationzeiten in dem kontralateralen Striatum
der experimentellen Gruppe

Die kontralaterale Seite zeigte keine signifikante Anderung der Werte weder fir die
Rinde (70.18 + 3.3 ms), noch fur das Striatum (73.78 + 5.17 ms) im Vergleich zu

24PR-Werten.

35



5. Diskussion

In dieser Studie wurde die bi-phasische Permeabilitatserhohung der BHS nach dem
transienten Verschluss der MCA mittels klinischem 3T MRT in vivo gezeigt. Daruber
hinaus wurde die begleitende vasogene Odementwicklung im Verlauf quantifiziert.
Wir konnten eine starke Odementwicklung mit Maximum bei 24 Stunden und dariiber
hinaus eine GroRenabnahme des Odems als Hinweis fiir die Resorption des Odems
im Verlauf zeigen, die insbesondere in den spateren Phasen nach Ischamie und
Reperfusion nicht mit dem MalR der Blut-Hirn-Schrankendffnung korrelierten. Die
Entwicklung des Odems mit peak nach 24h korrelierte nicht mit den Maxima der
BHS-Offnung nach 4h und 48h Reperfusion. Dariiber hinaus zeigten sich Hinweise
fir Odembildung auf der kontralateralen, nicht-ischamischen Hemisphéare, die auf

systemische Effekte des Schlaganfalls hindeuten.

Der zeitlicher Verlauf der Blut-Hirn-Schranke-Permeabilitatsstorung

Bislang wurden drei Phasen der Erhéhung der BHS-Permeabilitdt mit Betonung auf
die Offnung der parazellularen TJ- Kontakte erfasst (Kuroiwa et al., 1985; Huang et
al., 1999; Latour et al., 2004). Die anfangliche kurzanhaltende Veranderung der
Permeabilitat scheint mit dem erhéhten regionalen Blutfluss (rCBF) nach Reperfusion
assoziiert zu sein. Diese Phase der Hyperamie wird von der ,bi-phasischen® Antwort
der BHS gefolgt (Huang et al., 1999). Die hier prasentierte Studie fokussierte sich auf
die ,bi-phasische“ Veranderung der Permeabilitat der BHS und nicht auf die initiale
eher hamodynamisch und unmittelbar bei Beginn der Reperfusion kurze BHS-

Permeabilitatserhohung.
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Mindestens drei Komponenten des Ischamie—Reperfusionsschadens (I/R) scheinen
hier eine Rolle zu spielen und partiell Gberlappend die Entstehung dieses
Phanomens zu induzieren:

1. Direkte metabolisch-toxische Schadigung auf die neurovaskulare Einheit,

2. Die entstehende entzindliche Reaktion und der Reparaturvorgang,

3. Die Regenerationsmechanismen (z.B. die Angiogenese).

In Ubereinstimmung mit publizierten Daten zeigten sich 4 Stunden nach Reperfusion
in den post- KM- T1- gewichteten Bildern hyperintense Regionen im ipsilasionalen
Striatum infolge der erhdhten Permeabilitat der BHS fur Gd- DTPA (Heo et al., 2005;
Wang et al., 2007). Diese erste Phase des ,bi- phasischen® Musters der
Permeabilitatsstorung wird in Verbindung gebracht mit der entzindlichen Reaktion,
dem oxydativen Stress an der BHS und der enzymatischen Degradierung der
extrazellularen Matrix (ECM). Weitere Entzindungsmediatoren wie Thrombin,
Bradykinin, Histamin kdnnen darlUber hinaus die Permeabilitdts-Eigenschaften der
BHS durch Aktin-Polymerisation verursachte Schwellung der Endothelzellen (EZ)
und Formierung von inter- endothelialen Licken induzieren (Ahmmed et al., 2005).
Es wird beschrieben, dass proteolytische Matrix- Metalloproteasen (MMP), wie MMP-
2, in dieser frihen Phase nach dem ischamischen Ereignis eine Degradierung der
TJ- Proteine vermitteln (Yang et al., 2007). Die reversible schadliche Wirkung durch
oxydativen Stress wurde am Beispiel der destruktiven Wirkung des
Wasserstoffperoxyds auf die physiologischen, biochemischen und
immunzytochemischen Parameter der TJ erforscht (Meyer et al., 2001). Desweiteren
wird die Expression von ,vascular endothelial growth Factor® (VEGF) und
Angiopoetin-2 (Ang-2) in den ersten 1-3 Stunden nach Ischamie hochreguliert (Croll

et al.,, 2001). Diese Proteine erreichen ihre Spitzenkonzentrationen erst spater
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wahrend des schwerwiegenden Odems. Diese liegen allerdings vor dem
destabilisierenden Effekt durch die Angiogenese bzw. auf die Endothelzellen, was
deren Rolle fur die frihe BHS- Permeabilitats- Erhdhung vernachlassigt. Es wurde
auch eine Korrelation zwischen der Infiltration von neutrophilen Leukozyten in das
Hirngewebe und der gleichzeitigen bi-phasischen Stérung der Permeabilitat gezeigt
(Sandoval et al., 2008). Diese Informationen lassen die Annahme zu, dass die
gestorte TJ- Funktion nicht unbedingt die Ursache fur die neutrophile Infiltration ist,
moglicherweise tragt sie aber dazu bei. Diese TJ- Funktionsstorung wird durch die
Wirkung der MMP und/oder durch den nach I/R entstehenden oxydativen Stress
verursacht. Weil diese Veranderungen nur an Modellen mit temporarer und nicht an
Modellen mit permanenter Okklusion nachgewiesen wurden, ist die Annahme
erlaubt, dass dieser oxydative Stress nach Reperfusion die Ursache fur die nicht
vollstandig wiedererlangte Funktion der TJ sein kann. Diese wurde durch die
Abnahme der Intensitat in den subtrahierten MR- Bildern nach 24 Stunden
Reperfusion als Hinweis fiir den verminderten Gd- DTPA- Ubertritt in unserer Studie
dargestellt.

Der ersten Phase der ,bi- phasischen BHS- Permeabilitatsanderung mit erhdhter
Durchlassigkeit fir KM nach 4h I/R folgte eine Erniedrigung der ipsilasionalen
Signalintensitat in den post- KM- T1- gewichteten Sequenzen nach 24 Stunden.
Allerdings zeigte die Messung der PBV einen im Vergleich zu dem nach 4 Stunden
verdoppelten Wert. Es liegt nahe, dass dieser tiefe Fall der Slgs Werte nach 24
Stunden ein Hinweis auf temporare Regeneration der BHS sein kann. Anderseits
waren die Slgir- Werte immer noch hoher als die von Sham- Tieren, dies deutet an,
dass sich die TJ- Funktion bzw. die BHS als Ganzes noch nicht vollstandig erholt hat.

Der Slg#- PBV— Wert, also das Produkt aus Volumen von Hirngewebe und
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extravasiertem Kontrastmittel, hatte sich kaum 24 Stunden nach I/R im Vergleich zu
4 Stunden nicht verandert.

Die genauen Mechanismen, die zu dieser wiedererlangten Funktion der BHS fuhren,
sind noch nicht klar. Zwei wesentliche Mechanismen werden diskutiert: Schadigung
der TJP's durch ROS (Reactive oxygen species), welche eine Reversibilitat nach 6
Stunden zeigt, wahrend inflammatorische Mediatoren eine Rundung bzw.
Auftreibung der zerebralen Endothelzellen verursachen, die auch durch vollkommen
funktionierende TJ nicht korrigiert werden kann. In diesem Zustand erlaubt die BHS
einerseits die Bewegung von Wasser entlang der durch die lonenkanale gebildeten
osmotischen Gradienten. Gleichzeitig verhindern die intakten TJ's nur teilweise den
weiteren para- endothelialen Austritt von Gd-DTPA.

48 Stunden nach I/R haben wir eine weitere Erhéhung der Permeabilitat fur GD-KM
sowie einen grolieren Bereich mit einer solch gestorten BHS detektiert, was sich
durch die Anderung der Werte fir Slgs und PBV bemerkbar macht. Dieser zweite
Peak der bi-phasischen BHS Offnung wurde ebenfalls schon in der Literatur
beschrieben und basierte auf Experimenten mit Evan’s Blau- Farbungen (Belayev et
al, 1996; Kuroiwa et al., 1985; Huang et al.,, 1999). Mittels der T2-Relaxometrie
konnten wir nun daruber hinaus zeigen, dass es bereits zu diesem Zeitpunkt zu einer
Verringerung des vasogenen Odems mit Reduktion des ipsilasionalen
Hemispharenvolumens kommt.

Fur den zweiten Peak der bi-phasischen para-endothelialen BHS- Offnung kann
insbesondere die Expression von VEGF, monocyte chemoattractent Protein-1 (MCP-
1) und MMP-9 verantwortlich gemacht werden. Insbesondere VEGF und Ang2 und
deren Rezeptoren sind nach 48h maximal hochreguliert und induzieren die post-

hypoxamische Neoangiogenese. Gleichzeitig sezernieren die Astrozyten und die

39



hirneigenen Endothelzellen den MCP-1, die die Permeabilitats- Eigenschaften der
BHS andern und zusammen mit der Runterregulierung/Translokation der TJ-
Proteine wie z.B. Occludin, ZO-1, ZO-2 und Claudin-5 und den Ubertritt neutrophiler
Granulozyten in das Hirngewebe im Bereich der Lasion ermdglichen (Stamatovic et
al., 2005). Diese neutrophile Infiltration als Quelle fir MMP-9 wurde als Mediator fur
vasale Odembildung und hamorrhagische Transformationen im TIA- Model

beschrieben (Gidday et al., 2005).

Die Odementwicklung

Sowohl die T2- Relaxometrie als auch die Messung des Hemispharenvolumens
zeigten eine signifikante Zunahme mit einem Maximum 24 Stunden nach I/R. Die
Koinzidenz, signifikanter Abfall des Slgs PBV— Werts (Mall fur den para-
endothelialen Ubertritt von Kontrastmittel (iber die BHS) bei gleichzeitiger Zunahme
des vasogenen Hirnédems, deutet darauf hin, dass der para-endotheliale Efflux bei
TJ- Dysfunktion nicht als ursachlich fiir die zerebrale Odembildung gilt. Eine
Méoglichkeit stellt die Gruppe der nicht-selektiven kationischen transienten Rezeptor-
Potenzial- Kanale (TRP) dar, die als Redox- Sensoren in dem vaskularen Endothel
und in den Neuronen vorhanden sind (Groschner et al., 2004). Es ist wahrscheinlich,
dass diese TRP's die molekulare Basis fur die oxydativ-aktivierten Kationen-Kanale
darstellen. Sie wurden auch als sehr wichtig fur die Regulation der BHS-Funktion und
vor allem flr die Bildung des Hirnédems erkannt (Ahmmed et al., 2005; Lee et al.,
2002). Sie kénnen die monovalente Leitfahigkeit, das Membranpotential und den
kationischen Gradienten beeinflussen. Die biophysikalischen Eigenschaften der TRP
werden durch die Aufnahme von Kationen Uber die TRP- Kanale in physiologischen

Bedingungen getriggert (Eder et al., 2005). Der Influx von Na*-lonen wurde in
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Verbindung mit den Ca?®*-Konzentrationsschwankungen und pathologisch hohen
Ca**-Konzentrationen gebracht (Paltauf-Doburzynska et al., 2000; Lee et al., 2002;
Craner et al., 2004). Die Befunde kdnnen mit der nach 12 bis 24 Stunden
beginnenden trans- endothelialen Durchlassigkeit der BHS fur Natrium (und
nachfolgend Wasser) nach I/R der ACM in Ubereinklang gebracht werden (Gotoh et
al., 1985). Diese gesteigerte Proliferation und die Up- Regulation solcher Kanale
konnen eine Folge des kontinuierlichen oxydativen Stresses sein, der nach der
Reperfusion entsteht. Andere mdogliche Ursachen stellen die Anhaufung von
neutrophilen Granulozyten und die durch Ubergetretenes Albumin und andere
Serumproteine aktivierte Ausschuttung von Superoxiden durch die Mikroglia dar
(Abraham et al., 2002).

Die Reduktion der T2-Werte und das verkleinerte Volumen der ipsilasionalen
Hemisphare zu dem letzten Zeitpunkt sind Hinweise flr eine Resorption des vasalen
Odems. Die zugrundeliegenden Mechanismen sind aber noch nicht geklart. Es
kénnen mehrere verschiedene Mechanismen fir die Riickresorption des Odems
verantwortlich sein. Zum einen kann der durch die Gliazellen aufgenommenen
Proteine aus dem extravasalen Raum reduzierte onkotische Druck (Klatzo et al.,
1985) oder es kommt zu einem gesteigerten Efflux in den Ventrikelraum.

In letzter Zeit wurden mehrere selektive Wasserkanale beschrieben, besonders die
Aquaporine (AQP's), die eine wichtige Rolle in der Pathophysiologie des Hirnédems
spielen. Mehrere Studien an Tieren und Menschen zeigten eine Spitzenkonzentration
48 Stunden nach Reperfusion. Weil oben erwahnte Zeitpunkte mit dem Zeitpunkt der
Resorption des Odems in dieser Arbeit passen, kann man die Rolle der AQP-4 als

einen moglichen Mechanismus in Betracht ziehen (Zador et al., 2009).
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Ferneffekte des Schlaganfalls

Zusammen mit der Storung der BHS im ipsilasionalen Striatum wurden zu dem
ersten Zeitpunkt in den T2- gewichteten Bildern Veranderungen nicht nur auf dem
ipsilateralen, sondern auch auf dem kontralateralen Striatum gesehen. Solche
Ferneffekte wurden bis jetzt nur in den Modellen der permanenten ACM- Okklusion
(PACMO) und in dem Modell der Kalteverletzung des Hirns beschrieben. In den
Modellen der pACMO war die Odembildung auf der kontralasionalen Seite nur 24
Stunden bzw. 48 Stunden nach der Okklusion zu sehen (Izumi et al., 2002; O’Brien
et al., 1974). Bei dem Kalte-Hirnverletzungs-Modell wurde der ProteinUbertritt auf der
ipsilasionalen Seite nach einer Stunde gefunden. Nach 3 Stunden wurde der Ubertritt
in der kontralasionalen weilden Substanz und nach 5-6 Stunden in fast der gesamten
Hemisphare gefunden. Nach 24 und 48 Stunden wurde ein deutlicher Protein-
Ubertritt in den beiden Hemispharen nachgewiesen (Simard et al., 2007). Die
Autoren haben diese ,routed protein migration“ mit dem ,Diaschisis“ Phanomen in
Verbindung gebracht. Dieses Postulat konnte hier aus zwei Grinden zutreffend sein:
Zum einen ermdglicht die BHS-Funktionsstérung einen Ubertritt von Serumproteinen
ins geschadigte Hirnareal. Diese Proteine kdnnen sich zusammen mit den nach der
Nekrose entstandenen Zelldebrit entlang der Nerven in der weillen Substanz
verbreiten. Zum anderen wurde bei vorhandener intakter BHS auf der
kontralasionalen Seite und bei dem Fehlen von ATP-abhangigen Wasserpumpen
eine osmotisch getriggerte Verschiebung von Wasser erwartet (Kimelberg et al.,

2004).

Wahrend der Experimente zeigte die kontralasionale Hemisphare standig niedrigere

Slgs-Werte in den T1-gewichteten post-KM-Bildern. Das kénnte man mit der
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raumfordernden Wirkung der postischamischen Hemisphare und die in der Folge
stattfindende Erhohung des intrazerebralen Drucks (ICP) und die Erniedrigung des
vaskularen kontraldsionalen Volumens erklaren. Der gesteigerte ICP kann eine
Kompression der kleinsten Gefalle verursachen und so die absolute Konzentration in
der ,gesunden“ Hemisphare des Kontrastmittels einschranken. Diese Behauptung
kann durch die gleichzeitig erhobenen erniedrigten T2-Werte gestutzt werden, die auf

ein reduziertes vaskulares Volumen an oxygeniertem Blut hindeuten.

Die Flusseffekte, die Anderung des Gehalts an Oxy- und Deoxyhémoglobin im
Gewebe, der Grad der Gewebeoxygenierung, der Wechsel der Spinmagnetisation
zwischen freien und gerichteten Protonen beeinflussen die Relaxationszeiten des
Gewebes. Eine Stunde nach Okklusion zeigten die T2-gewichteten Bilder eine
Senkung der Intensitat, was mit der gesteigerten Deoxyhamoglobin- Konzentration
verbunden werden kann (Calamante et al., 1999). Diese Tendenz war im Striatum,
im Infarktzentrum und in der relativ unbeschadigten Rinde zu sehen. Dieser Effekt
war durch die Okklusion und die so verursachte Verminderung des zerebralen
Blutflusses in der ganzen Hemisphare verursacht (van Dorsten et al., 2002; Longa et
al., 1989). Es gibt Gewebe mit sehr hohem O,- Verbrauch, das trotz Hypoxie sehr
schnell nach Reperfusion regeneriert (Baron et al., 1981; Young et al., 1996). Wie
erwartet, sind nach der Reperfusion die transversalen Relaxationszeiten gestiegen,
was durch den gesteigerten Blutfluss (Hyperamie) und mit dem Anstieg der
Konzentration von oxygeniertem Hamoglobin erklarbar ist. Diese Hyperamiephase

beginnt mit einer minimalen Verspatung nach der Reperfusion.
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Wirkung der wiederholten Anasthesie

Es ist wichtig zu erwahnen, dass in den post- KM- Bildern der Sham- Tiere und auf
der kontralateralen Seite der operierten Tiere eine kontinuierliche Steigerung der
Slg-Werte zu sehen war. Als Ursache kann man die Wirkung der wiederholten
Anasthesie mit Isofluran ansehen. Isofluran scheint eine dosisabhangige
Vasodilatation zu induzieren (Hoffman et al., 1991; McPherson et al., 1988). Die
wiederholte Isofluranexposition konnte bspw. eine Induktion der endothelialen NO-
Synthetase (NOS) hervorrufen und so die Vasodiliation durch NO verursachen
(Chiari et al., 2005). Dieser Induktionseffekt des Isofluran auf die NOS ist bis jetzt

noch nicht beschrieben worden.

Zusammenfassend zeigt die hier vorgelegte Arbeit, dass selbst die Nutzung eines
klinischen 3T Kopf-MRT in der experimentellen Schlaganfallforschung interessante
pathophysiologische Veranderungen der BHS- Permeabilitdt und die Entwicklung
des Hirndédems nach Okklusion/Reperfusion, wie auch deren zeitlichen Ablauf
darstellen lasst. In dieser Arbeit werden deutlich drei Phanomene gezeigt.

1. Die bi-phasische BHS- Permeabilitat fir Gd- KM Korreliert nur teilweise mit der
Odembildung nach Ischamie und deutet auf einen zeitlich unterschiedlichen Verlauf
der trans- endothelialen und para- endothelialen Permeabilitat.

2. Eine fokale Ischamie fluhrt zu Odembildung auch in der kontralasionalen
Hemisphare.

3. Die repetitive Anasthesie hat eine langanhaltende Wirkung auf das zerebrale
Endothel und muss bei experimentellen Schlaganfallmodellen mit seriellen

Untersuchungen bedacht werden.
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Zum Schluss konnte diese Arbeit zeigen, dass Studien mit Kleintiermodellen auch
erfolgreich am klinischen MRT mit kleineren Anderungen durchfiihrbar sind und so
serielles Monitoren bei verschiedenen therapeutischen Studien z.B. VEGF
Therapien, lonen-Kanale-Blocker u.a. erlaubt und die Zahl der Versuchstiere

signifikant senkt.
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