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+~Wenn jemand an einer Sache in der Natur zerrt, wird er feststellen,
dass diese mit dem Rest der Welt, verbunden ist.”

»~When one tugs at a single thing in nature, he finds it attached to the rest of the world.”

John Muir






Zusammenfassung

Zusammenfassung

Fokale zerebrale Ischamien werden von erheblichen Veranderungen im zerebralen Kalium- (K*)
Stoffwechsel begleitet. Die zelluldre K*-Aufnahme und Aufrechterhaltung der intra- zu extrazellularen
K*-Gradienten hangen entscheidend von der Na'/K*-ATPase-Aktivitat ab. Eine Sauerstoff- und
Glukosedeprivation fihrt innerhalb weniger Minuten zur Verminderung und schliel3lich zum
Zusammenbruch der K*-Gradienten. Der Verlust von intrazelluldarem K* ist eines der frihesten
Zeichen der ischamischen Gewebsschéadigung. Die in-vivo Bildgebung des K*-Metabolismus bei
der fokalen zerebralen Ischamie ist daher von ahnlich hohem Interesse, wie die Bildgebung von

Sauerstoff- oder Glukose-Metabolismus.

In der vorliegenden Dissertation wurde der zerebrale K*-Metabolismus in Nagetiermodellen
der fokalen zerebralen Ischamie mithilfe des neuen Ansatzes der Kleintier 2°*Thallium-
Diethyldithiocarbamat Single-Photon-Emissions-Computertomographie (?**TIDDC-SPECT)
untersucht. 2 TIDDC ist ein lipophiler Chelat-Komplex, aus dem nach Passage durch die Blut-
Hirn-Schranke das K*-Analogon 2°'TI* freigesetzt wird. Nagetieren wurde vor oder nach
experimenteller Okklusion der mittleren Zerebralarterie (MCAQ) 2°!TIDDC intravends injiziert.
Zur gleichzeitigen Ermittlung der Minderperfusion nach MCAO wurde der Blutfluss-Tracer
®MTcHMPAOQO injiziert. Mit dynamischen SPECT-Messungen wurde in-vivo das raumlich-
zeitliche Muster des Verlustes von #!TI* aus dem Infarktareal bzw. dem Areal verminderter
Perfusion visualisiert.

Friih nach MCAO bestand ein Mismatch zwischen deutlich verminderter Perfusion aber noch
hohem 2°'TI*-Gehalt im Schadensareal. Uber einen Verlauf von Stunden gab es einen
kontinuierlichen Verlust von 2°1TI* aus dem geschéadigten Areal, der in einer Kernregion begann
und sich in Randbereiche ausbreitete. 24 h nach MCAO war der 2°T|*-Gehalt im Infarktareal
massiv reduziert. Unter Therapie mit MK-801 anderte sich die 2°1TI*-Verlustkinetik.

Die Daten zeigen an, dass mit dem 2°*TIDDC-SPECT die Dynamik der Schadensausbreitung
bei der fokalen zerebralen Ischamie in-vivo verfolgt werden kann. Die 2°'TI*-Verlustkinetik
unterscheidet sich in unterschiedlich betroffenen Arealen und kann therapeutische Effekte
erfassen. Es erscheint prinzipiell moglich, tiber den Mismatch von 2°'TI*-Gehalt und Perfusion
ein quantitatives Malf3 fur noch rettbares Gewebe zu erhalten. Mit der vorliegenden Dissertation
ist damit das 2°'TIDDC-Kleintier-SPECT als neues Werkzeug der praklinischen Bildgebung zu
einer relativ einfachen in-vivo Ermittlung von Schlisselparametern der Schadens-Charakterisierung
bei der fokalen zerebralen Ischamie entwickelt worden. Der Ansatz ist prinzipiell auf die

SPECT-Bildgebung am Menschen Ubertragbar.






Summary

Summary

Focal cerebral ischemia is accompanied by severe alterations in cerebral K*-metabolism. Cellular
K*-uptake and maintenance of intra- to extracellular K*-gradients crucially depend on Na/K*-
ATPase activity. Oxygen- and glucose-deprivation results, within minutes, in reduction and finally
break down of K*-gradients. The loss of intracellular K* is one of the earliest markers of ischemic
damage. Imaging, in vivo, K*-metabolism in focal cerebral ischemia is, therefore, of similarly high

interest as imaging oxygen- or glucose-metabolism.

In the present thesis cerebral K*-metabolism is studied in rodent models of focal cerebral
ischemia using the novel approach of small-animal 2°'thallium-diethyldithiocarbamate single-
photon emission computed tomography (**TIDDC-SPECT). 2°'TIDDC is a lipophilic chelate
complex that, after crossing the blood-brain barrier, releases the K*-analogue 2°*TI*. Rodents
were intravenously injected with 2°!TIDDC either before or after middle cerebral artery
occlusion (MCAO). In order to simultaneously image the reduction in perfusion after MCAO,
animals were also injected with the blood-flow tracer *™"TcHMPAO.

Dynamic SPECT-imaging was used for in vivo imaging of the spatio-temporal patterns of 201T|*-
loss from the infarcted area or the area of reduced perfusion, respectively.

Early after MCAO a mismatch was found between reduced perfusion but still high 2°1TI*-content
in the damaged area. There was a continuous loss over hours of 2°!TI* from the damaged area
beginning in a core region and extending into border zones. 24 h after MCAO 2°'TI*-content in
the infarcted area was massively reduced. Treatment with MK-801 altered the kinetics of 2°TI*-
loss.

The data show that 2°!TIDDC-SPECT can be used to monitor in vivo the dynamics of infarct
growth in focal cerebral ischemia. The kinetics of 2°TI*-loss differs in differently affected areas
and is sensitive to therapeutic effects. It seems possible to derive, from the mismatch of 291T|*-
content and perfusion, a quantitative measure of salvageable tissue. Thus, in the present
thesis small-animal 2°!TIDDC-SPECT has been developed as a novel tool in preclinical
imaging that can be used for determining in a relatively simple way in vivo key parameters
characterizing tissue damage in focal cerebral ischemia. In principle, the approach can be

translated to SPECT-imaging in humans.
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Einleitung 1

Kapitel 1

Einleitung

Der Schlaganfall stellt aktuellen Erhebungen der Weltgesundheitsorganisation WHO zufolge
weltweit nach Herzinfarkt und Krebserkrankungen die dritthaufigste Ursache flr menschliche
Todesfélle dar. DarUber hinaus zahlt er zu den haufigsten Erkrankungen, in deren Folge lebens-

lange Behinderungen im Erwachsenenalter drohen [1].

Aus medizinischer Sicht beschreibt der Begriff Schlaganfall einen Komplex von Symptomen,
die im Ergebnis einer akut (,schlagartig“) auftretenden Durchblutungsstérung des Gehirns in
Erscheinung treten, und die je nach Starke und Dauer mit voriibergehenden oder langfristigen
Funktionsausfallen der betroffenen Hirnregionen und dem Untergang von Nervenzellen einhergeht.
Bei ca. 80 % aller Falle liegt dem klinischen Bild eines Schlaganfalls eine regional verminderte
Blutversorgung des Gehirns zugrunde. Diese Form des Schlaganfalls wird als fokale zerebrale
Ischamie oder ischamischer Hirninfarkt bezeichnet. Akute fokale Minderdurchblutungen
werden in der Regel durch einen Verschluss von hirnversorgenden Arterien hervorgerufen, welcher
durch die lokale Bildung eines Thrombus oder haufiger durch die Anschwemmung eines Thrombus
mit dem Blutstrom (Thrombembolie) ausgeltst werden kann. Davon zu unterscheiden ist der
hamorrhagische Schlaganfall (ca. 20 % aller Falle), welchem eine intrazerebrale Blutung

aufgrund einer rupturierten Hirnarterie zugrunde liegt.

Schatzungen zufolge lasst sich die Anzahl der Menschen, die weltweit jahrlich einen erstmaligen
Schlaganfall erleiden, auf ca. 15 Millionen beziffern. Allein in Deutschland werden gemaf3 den derzeit
verfligbaren epidemiologischen Daten pro Jahr ca. 196.000 Neuerkrankungen verzeichnet [2].
Statistisch gesehen versterben rund 30 % der betroffenen Patienten innerhalb des ersten
Monats an den Leiden ihrer Erkrankung. Die Letalitéat innerhalb der nahen Folgemonate
betragt noch ca. 9 %. Von den Patienten, die einen Schlaganfall Giberleben, kann nur etwa die
Halfte im Ergebnis eines als mild einzustufenden Schweregrades sowie einer entsprechenden
Friherkennung der Symptomatik des Schlaganfalls soweit rehabilitiert werden, dass eine
Ruckkehr in ein eigenstandiges soziales, wie auch berufliches Leben mdglich ist.

Die Ubrigen Patienten (ca. 30 % der Betroffenen) erleiden in Folge des Schlaganfalls oftmals
schwerste Behinderungen, was wiederum dazu fuhrt, dass diese Menschen zeitlebens auf

intensive Langzeitpflege und arztliche Betreuung angewiesen sind [3].

Dissertation | Schlaganfallbildgebung



2 Einleitung

Aufgrund der Tatsache, dass mit zunehmenden Alter von einem deutlichen Anstieg des Erkrankungs-
risikos auszugehen ist, wird vor dem Hintergrund des fortschreitenden demographischen Wandels
in industrialisierten Landern mit einem weiteren Anstieg der Inzidenz des Schlaganfalls und den
damit verbundenen volkswirtschaftlichen Kosten gerechnet. Einer Kalkulation der Bevolkerungs-
studie 'Erlanger Schlaganfall Register' (erstellt innerhalb des Kompetenznetzes Schlaganfall der
Charité Berlin) zufolge, beliefen sich die direkten medizinischen Kosten fir die ambulante und
stationare Behandlung, die Rehabilitation sowie fiir die (Langzeit-) Krankenpflege in Deutschland
bereits im Jahr 2004 auf ca. 7,1 Mrd. Euro.

Nicht berlicksichtigt blieben in dieser Erhebung die indirekten Kosten, die u. a. durch frihzeitige
Erwerbslosigkeit und unentgeltliche Pflege durch Angehérige und Bekannte entstanden.
Weiterfilhrende Schétzungen gehen davon aus, dass bei 3,5 Millionen zu erwartenden
Schlaganfallerkrankungen im Zeitraum zwischen dem Jahr 2006, als Basisjahr der Prognose, und
dem Jahr 2025 kumulierte Kosten in Hohe von 108,6 Mrd. Euro fur die direkte medizinische
Versorgung anfallen werden [4]. Eine Studie der Boehringer Ingelheim Pharma GmbH & Co KG [5]
kalkuliert, dass bereits zum gegenwartigen Stand der Anteil des Krankheitsbildes Schlaganfall an
den kumulierten Gesundheitskosten zwischen 2 und 5 % liegt. Vor diesem Hintergrund muss der
Schlaganfall, als eine der teuersten Erkrankungen der Industrienationen, auch aus ékonomischer
Sicht als aui3erst bedeutend eingestuft werden.

Das mal3gebliche Bestreben der Therapie nach Auftreten einer fokalen zerebralen Ischamie liegt in
einer Wiederherstellung der Durchblutung innerhalb einer moglichst kurzen Zeitspanne nach Insult,
um funktionell gestdrtes aber morphologisch intaktes Gewebe zu retten und so das Infarktvolumen
und infolgedessen die Beeintrdchtigungen fur den Patienten zu minimieren. Obwohl in den
vergangenen Jahren erhebliche Fortschritte in Bezug auf die Vorbeugung und Behandlung von
ischamischen Schlaganfallen verzeichnet werden konnten, sind die aktuellen Therapieméglichkeiten
nach wie vor nur sehr begrenzt wirksam und in Summe als unbefriedigend einzustufen.

Die derzeit einzige als hilfreich angesehene und klinisch eingesetzte Therapiemdglichkeit in der
Akutphase des ischamischen Schlaganfalls stellt die Thrombolyse-Therapie mit rekombinanten
gewebsspezifischen Plasminogenaktivatoren (rt-PA) dar [6]. Aufgrund einer erhdhten Blutungs-
gefahr bei einem Grof3teil der Patienten und dem sehr engen therapeutischen Zeitfenster einer
moglichen Behandlung von weniger als 4,5 Stunden [7], kann jedoch nur ein Bruchteil der Patienten
(ca. 5—15 %) dieser Akuttherapie zugefiihrt werden [8]. Auch die aktuell gangigen Sekundar-
praventionsstrategien, wie z. B. die Verabreichung von Acetylsalicylsdaure - Aspirin®, unterliegen
ahnlich strengen Limitierungen und sind fir eine umfassende Therapie der Erkrankung nur bedingt
geeignet. Vor dem Hintergrund der beleuchteten sozio-6konomischen Relevanz dieser
Erkrankung sowie der gegenwartig nur begrenzt vorhandenen Therapie- und Préventions-

moglichkeiten werden dringend neue Therapieansatze bendtigt (vgl. [9]).

Dissertation | Schlaganfallbildgebung



Einleitung 3

Als Grundvoraussetzung fiur die Einleitung und Etablierung neuer Therapieansatze gilt es
jedoch zunachst, durch die Verbesserung vorhandener Verfahren sowie die Entwicklung
neuartiger Methoden ein tieferes Verstandnis Uber die Infarktdynamik und die zugrunde
liegenden pathophysiologischen Vorgange zu erlangen und eine zuverlassige ldentifikation
von irreversibel geschadigtem Gewebe und einer damit einhergehenden Abgrenzung von

beeintrachtigtem aber rettbarem Gewebe zu ermdglichen.

In diesem Zusammenhang thematisiert die vorliegende Dissertation die Validierung eines neuartigen
Tracers, Thallium-Diethyldithiocarbamat (TIDDC bzw. 2 TIDDC), der die Visualisierung des zerebralen
Kalium (K*)-Stoffwechsels nach intravenéser Injektion sowohl in-vivo mit Hilfe der Einzelphotonen-
Emissionscomputertomographie (engl. Single photon emission computed tomography, SPECT) als
auch histochemisch mit Einzelzell-Aufldsung im Hirnschnitt ermoglicht.

Die Grundlage dieses Ansatzes bilden Veranderungen im zerebralen K*-Stoffwechsel, die eine
ebenso fundamentale Rolle im ischamischen Schlaganfall spielen wie Verénderungen im
Sauerstoff- und Glukosestoffwechsel. Vereinfacht ausgedrickt lasst sich in diesem Kontext
festhalten, dass gesunde Nervenzellen durch einen intra-zu-extrazellularen K*-Gradienten
gekennzeichnet sind, der bei Sauerstoff- und Glukosemangel (als eine unmittelbare Folge des
ischamischen Schlaganfalls) innerhalb weniger Minuten zusammenbricht, wodurch die
betroffenen Zellen nicht mehr in der Lage sind, K* zu akkumulieren. Kénnen die K*-Gradienten
nicht in einem bestimmten Zeitfenster wieder stabilisiert werden, kommt es unweigerlich zum

Untergang des betroffenen Gewebes.

Vor diesem Hintergrund besteht das primare Ziel dieser Dissertation darin, zu untersuchen,
welchen Nutzen die in-vivo SPECT-Bildgebung des zerebralen K*-Stoffwechsels fir das
Verstandnis der Dynamik des pathologischen Geschehens und fiir die Diagnostik und
Differenzierung verschiedener Grade der Gewebsschadigung haben kénnte.

Dazu sollen in Nagetiermodellen der fokalen zerebralen Ischdmie sowohl die Ausbreitung
eines ischamischen Schadens anhand des fortschreitenden K*-Verlustes aus den betroffenen
Arealen, als auch die Eignung des Verfahrens beziiglich der Diagnostik von irreversibel und
reversibel geschadigtem Gewebe untersucht werden. Dabei soll auch der Einfluss eines im

Nagetiermodell etablierten Therapeutikums betrachtet werden.

Bevor eine detaillierte Darstellung der verwendeten Materialien und Methoden sowie der dabei
gewonnen Ergebnisse erfolgt, werden zunachst die Pathophysiologie des Schlaganfalls und

die derzeitig zur Verfigung stehenden Bildgebungsmodalitaten erlautert.
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Kapitel 2

Pathophysiologische Grundlagen einer fokalen

zerebralen Ischamie

Das Gehirn muss als Hauptenergieverbraucher kontinuierlich mit Sauerstoff und Glukose versorgt
werden, um seine lebensnotwendige Funktion als Hauptintegrationsort fur die komplexen, vom
Organismus zu verarbeitenden Informationen ausfiihren zu kénnen. Obwohl seine Masse nur
etwa zwei Prozent des Korpergewichts ausmacht, beansprucht das Gehirn etwa ein Funftel
des gesamten, vom Organismus aufgenommenen Sauerstoffs und ca. die Halfte der taglich
mit der Nahrung aufgenommenen Kohlenhydrate [10].

Aufgrund der Tatsache, dass das Gehirn nur Uber geringflgige Energiespeichermechanismen
verflgt, fihrt eine plétzliche Reduktion der Durchblutung (Ischamie) unmittelbar zu einer
Mangelversorgung mit Sauerstoff und Glukose und somit zu einem sofortigen Erliegen des
Energiestoffwechsels. Sinkt der Blutfluss im betroffenen Areal unter einen kritischen Wert bzw.
kommt ganz zum Erliegen, wird eine komplexe Schadenskaskade in Gange gesetzt, die zu einer
rdumlichen und zeitlichen Ausbreitung einer Gewebsschadigung fuhrt. Die dabei involvierten

pathophysiologischen Prozesse sollen im Folgenden ndher betrachtet werden.

2.1 Die postischamische Kaskade

Die komplexe Reihe pathophysiologischer Prozesse, die in ihrer Gesamtheit als
»postischamische Kaskade“ bezeichnet wird, und die fir den Prozess der Infarktausbreitung
in Folge eines ischamischen Schlaganfalls verantwortlich ist, lasst sich im Wesentliche in 3
Phasen unterteilen: eine akute Phase, in der es innerhalb weniger Minuten nach GefaR-
verschluss zum Absterben von Zellen - vorrangig bedingt durch eine Glutamat- und Kalzium
induzierte Exzitotoxizitat - kommt, eine subakute Phase, in der es Uber einen Zeitraum von
Stunden (in der Regel 6 Stunden) zur Ausbreitung des Schadens - maf3geblich bedingt durch
Periinfarktdepolarisationen - kommt und eine spéate Phase, welche sich tUber Tage und sogar
Wochen hinziehen kann und die primér durch inflammatorische und apoptotische Prozesse
bestimmt wird. Die nachstehende Abb. 1 fasst diese postischamisch ablaufenden Prozesse in

einer schematischen Darstellung zusammen.
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Abb. 1. Einfluss pathologischer Vorgange bei einer fokalen zerebralen Ischamie auf den
Gewebsuntergang (y-Achse) in Abhangigkeit von der Zeit (x-Achse) (hach [11]).

Wahrend das Gehirn unter normalen Umstanden seinen Energiebedarf fast ausschlief3lich
Uber den oxidativen Abbau von Glukose deckt, kommt es in der akuten Phase des Infarktes
im Ergebnis der ischamiebedingten Reduktion der Sauerstoff- und Glukosezufuhr bereits
binnen weniger Minuten zu einer verminderten Produktion energiereicher Phosphate, wie dem
Adenosintriphosphat (ATP), und im Ergebnis einer verstarkt anaeroben Glykolyse zu einem
erhohten Laktatspiegel [12, 13]. Aufgrund des reduzierten Blutflusses kann der Uberschuss
an Laktat nicht oder nur unzureichend abtransportiert werden, was zu einem Absinken des
pH-Wertes (Azidose) fuhrt. Im Ergebnis dieser Ereignisse kommt es schlussendlich zu einem
Zelluntergang vorrangig durch nekrotische Prozesse.

Ferner flihrt der Mangel an ATP dazu, dass energieabhangige Prozesse, wie z. B. die Aufrecht-
erhaltung zellspezifischer lonengradienten durch die Natrium-Kalium-ATPase (Na'/K*-
ATPase), komplett zum Erliegen kommen. Dabei bewirkt der Verlust von intrazellularen
Kaliumionen (K*) bei gleichzeitigem Einstrémen von extrazellularen Natrium- (Na*) und
Chloridionen (CI) ein Kollabieren des Ruhemembranpotenzials und schlielich den
Zusammenbruch samtlicher Signalweiterleitungsmechanismen [14]. Weiterhin fihrt die
Verschiebung der lonenkonzentrationen dazu, dass Wasser osmotisch in die Zellen einstromt,
woraufhin es zu einem Anschwellen der Zellen und zur Bildung eines zytotoxischen Odems
kommt [11]. Dieses wiederum bewirkt eine Volumenverkleinerung der Extrazellularraume
(EZR), was sich zusatzlich nachteilig auf die Perfusion der Randgebiete auswirkt.

Der Na*-Einstrom in die Zellen fiihrt indes zu einer Depolarisation und damit zu einer Offnung
spannungsabhangiger Kalziumkanale an der prasynaptischen Membran, was wiederum in
einer Freisetzung von exzitatorischen und inhibitorischen Neurotransmittern in den
synaptischen Spalt resultiert. Die gréf3te Bedeutung bei der Exzitotoxizitat hat nach heutigem

Kenntnisstand der erregende Neurotransmitter Glutamat [15].
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Da aufgrund des Energiemangels die energieabhangigen Wiederaufnahmemechanismen
gestort sind, kommt es im EZR zu einem drastischen Anstieg sowohl von Glutamat als auch
anderen exzitatorischen Neurotransmittern. lonotrope (AMPA-, NMDA-& Kainat-Rezeptoren)
und metabotrope Glutamatrezeptoren werden in einem pathologischen MaRRe stimuliert.
AMPA-Rezeptoren sind Kationen-Kanal assoziierte ionotrope Glutamatrezeptoren, die den
Einstrom von Na*- und K*-lonen in die Postsynapse ermdglichen, was wiederum ebenfalls zur
Depolarisation der postsynaptischen Membran fuhrt. Infolge der Depolarisation 6ffnen sich
zusatzlich spannungsabhangige NMDA-Rezeptoren, die dartiber hinaus auch fir Kalziumionen
(Ca?*) durchlassig sind. Die Bindung von Glutamat an metabotrope Glutamatrezeptoren fihrt
durch die Aktivierung intrazellularer Signalwege (z. B. Phospholipase C, Inositol-(1,4,5)Tri-
phosphat) zur Ausschuttung von Ca?* aus verschiedenen intrazellularen Speichern, wie z. B.
dem endoplasmatischen Retikulum. Der Uberschuss an intrazellularen Ca?*-lonen setzt eine
Reihe zytoplasmatischer und nuklearer Prozesse in Gang, welche eine entscheidende Rolle
bei der Ausbildung eines Gewebsschadens spielen [16, 17].

Eine besonders grof3e Bedeutung bei der Ausbreitung des ischdmischen Schadens wird den
Periinfarktdepolarisationen (PIDs) zugeschrieben, die sich &hnlich, wie Kkortikale Streu-
depolarisationen (engl. cortical spreading depression, SD) bei der Migréne, von einem Kerngebiet
ausgehend konzentrisch Uber angrenzende Gebiete erstrecken [18]. PIDs treten prinzipiell
spontan am Ubergang vom Gebiet irreversibler Schadigung zum Periinfarkbereich von fokalen
ischamischen L&sionen auf und werden durch den erhdhten extrazellularen K*- und Glutamat-
gehalt im Infarktkern eingeleitet [19]. Ihre Ausbreitung Uber die gesamte ipsilaterale Hemisphare
erfolgt wellenférming mit einer Geschwindigkeit von etwa 2 — 6 mm/min und wiederholt sich im

Abstand von ca. 10 min (Zwischenphase Refraktarphase) [20-24].

Weiterhin erzeugen PIDs einen erhdhten Energiebedarf im betroffenen Gebiet, wobei die
Energie insbesondere fur die Wiederherstellung der lonengradienten und die Repolarisation
der Zellen benétigt wird [25]. Wahrend in normal durchbluteten Hirnregionen die Substrat-
versorgung durch einen Anstieg des Blutflusses ohne Einschrédnkungen gewahrleistet werden
kann (z. B. im Falle einer Migréne), ist der erhéhte Substratbedarf im Periifarktbereich nicht zu
kompensieren, da hamodynamische Reaktionen nicht mehr ablaufen kénnen [20, 21].

Verschiedene Publikationen konnten in diesem Kontext eine Korrelation zwischen der Depolarisations-
dauer und der Blutflussreduktion nachweisen, wonach die Depolarisationsdauer im Laufe
aufeinanderfolgender PIDs stetig zunahm [25-27]. Das Ungleichgewicht zwischen erhdohtem
Energieaufwand und verringerter Substratzufuhr fiihrt gemaf Back et al. [26] zu voribergehenden
hypoxischen Episoden und zu einem Anstieg der Laktatkonzentration durch den anaeroben

Glukoseabbau.
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Kann der Energiebedarf nicht mehr gedeckt werden, kommt es auch im Perrinfarktbereich zu einer
terminalen, also irreversiblen, Depolarisation und im Endeffekt zu einer Ausbreitung des Infarktes in
die Periinfarktbereiche hinein [27]. Glnter Mies und Kollegen zeigten in ihrer tierexperimentellen
Arbeit von 1993 [28] einen linearen Zusammenhang zwischen der Anzahl von PIDs und der Infarkt-
grofe, wobei jede Depolarisation im Periinfarktgebiet das Infarktvolumen um > 20 % vergrol3erte.
Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass die Anwendung von Glutamat-Rezeptor-Antagonisten,

wie MK-801, durch die Blockierung von PIDs das Infarktvolumen minimieren [29, 30].

Im weiteren Fortgang der Infarktausbreitung fihrt die andauernde Erhéhung des intrazellularen
Ca?*-Spiegels zu einer Anregung Ca?*-abhangiger Enzyme, die fur die Ausbildung sekundarer
Strukturschéden Uber Stunden und Tage nach dem Insult (spate Phase) verantwortlich sind [31].
Dazu gehdren die Aktivierung von Proteasen, welche Strukturproteine spalten, Phospholipasen,
welche Zellmembranen angreifen und Endonukleasen, die DNA-Stréange abbauen [31, 32]. Diese
Enzyme bewirken ihrerseits eine erhdhte Freisetzung von freien Radikalen, deren Konzentration
aufgrund von Uberlastungen der Abwehrmechanismen unter ischamischen Bedingungen
drastisch ansteigt [33]. Freie Radikale flihren generell zu einer direkten Schadigung von Proteinen,
Nukleinsauren, Kohlenhydraten, DNA und zur Lipidperoxidation, was in einer Anregung von
Entztindungsreaktionen (Inflammation) bzw. als Ergebnis nekrotischer und apoptotischer Prozesse

im Zelltod resultieren kann.

2.2 Das Core-Penumbra Konzept

Die Auswirkungen einer fokalen zerebralen Isch&mie auf die Struktur und Funktion der
betroffenen Hirnareale hangt direkt vom Grad der Minderperfusion und von der Dauer der
Blutflussreduktion ab [34—-36]. Experimentelle Untersuchungen haben gezeigt, dass der
Verschluss eines gehirnversorgenden Blutgeféal3es zu einer inhomogenen Blutflussreduktion im
Infarktareal fihrt, und dass die zuvor beschriebenen postischamischen Prozesse schwellenwert-

abhangig ablaufen (siehe Abb. 2).

Dabei lassen sich zwei kritische Ischdmieschwellenwerte der Hirndurchblutung definieren:

(1) Schwelle fur die Aufrechterhaltung des Funktionsstoffwechsels
Fallt der regionale zerebrale Blutfluss unter einen Wert von 18-20 ml/ 100 g Hirngewebe / min
(Reduktion gegentiber normal um = 75-80 %), so fuhrt dies zur Ausbildung von Stérungen
der neuronalen Funktion, die in Abhangigkeit der Zeit durch Wiederansteigen der Durch-

blutung reversibel auftreten.

Dissertation | Schlaganfallbildgebung



8 Pathophysiologische Grundlagen einer fokalen zerebralen Ischamie

(2) Schwelle fir die strukturelle Integritat
Ist der Blutfluss noch starker reduziert und liegt unterhalb der zweiten Schwelle fir den
Erhalt der neuronalen Integritat bei einem Wert von 10-12 ml / 100 g Hirngewebe / min
(Reduktion gegeniber normal um = 90 %), so kommt es zur Entwicklung irreversibler

morphologischer Schaden [14, 22].

100 =
<70 %
Ausfall der
Proteinsynthese
50 P~

<25%
Ausfall des EEG, <20 %
Akkumulation Ausfall der
25 exzitatorischer AS, neuronalen <10 %

Zunahme des Funktion

Reduktion Hirndurchblutung [%]

Beginn des irreversiblen

Wassergehalts Funktionsverlustes, Anstieg
K* extrazellular, Na*, Ca?*
intrazellular

Penumbra Core

Abb. 2: Auswirkungen einer graduellen Reduktion des zerebralen Blutflusses auf die neuronale
Funktion (nach [22]).

Die vorstehend angegebenen Durchblutungsschwellenwerte wurden in entsprechenden tier-
experimentellen Untersuchungen durch die graduelle Reduktion des Blutflusses ermittelt, wobei eine
grof3e Variabilitat zwischen betroffenen Neuronen auf eine selektive Vulnerabilitat hinweist [37, 38].
Im Kernbereich des Infarktareals (dem sogenannten Core) wurde in verschiedenen Untersuchungen
eine Blutflussreduktion unterhalb des zweiten Schwellenwertes festgestellt, was innerhalb von
Sekunden zu einem Stillstand der neuronalen elektrischen Aktivitat und innerhalb weniger Minuten
zu einem Einbruch des lonengleichgewichts gefolgt von einer terminalen Depolarisation und
schlussendlich dem Zelltod fiihrt [39—-41].

Den an die Coreregion angrenzenden Periifarktbereich bezeichnet man nach Astrup et al. [34] als
ischdmische Penumbra. Bildlich gesprochen liegt dieser im Halbschatten (lat. Penumbra) des
Infarktkerns. Definiert werden kann die Penumbra als ein Gewebe, dessen Durchblutung oberhalb
der Schwelle fiir die morphologische Integritat und unterhalb der Schwelle fir die Aufrechterhaltung
der neuronalen Funktion liegt. Damit bildet sie die Ubergangszone zwischen Infarktkern und
gesundem Hirngewebe.

Die Residualdurchblutung in der Penumbra ist sowohl vom Versorgungsmalle durch kollaterale

Blutgefal3e als auch vom lokalen Perfusionsdruck abhangig.
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Weiterhin kommt es in diesem Bereich zu einer Reduktion des pH-Wertes, dem Ausfall der
elektrischen Aktivitat (engl. electrical silencing), einer erhthten Konzentration von Glutamat im EZR
sowie einer Odembildung.

Von entscheidender Bedeutung fiir die weiteren Betrachtungen innerhalb der vorliegenden Arbeit ist
die Tatsache, dass die extrazellulare K*-Konzentration in der Penumbra unverandert bleibt bzw. nur
leicht erhoht ist, wahrend es im Core zu einem raschen Anstieg der extrazellularen K*-Konzentration
kommt [34].

Dieses Gewebe, welches im Englischen auch als 'tissue at risk' bezeichnet wird, kann in einem
engen Zeitfenster (meist 3-6 h, in manchen Fallen auch > 24 h [42—44]) durch Wiederherstellung der
Perfusion oder durch neuroprotektive Maf3nahmen vor dem Zelluntergang bewahrt werden [45, 46].
Gelingt dies nicht, kann es, wie in Abb. 3 ersichtlich, aufgrund der andauernden pathologischen
Prozesse im Laufe weniger Stunden zu einem sukzessiven Absterben der Nervenzellen und

zu einer Ausbreitung der Infarktzone in die Randbereiche hinein kommen.

Penumbra [
[ ]

Abb. 3: Vereinfachte Darstellung zur raumlichen und zeitlichen Ausbreitung einer irreversiblen
Schadigung (rot) in das Gebiet der Penumbra (grun) (nach [11]).
Im Core entwickelt sich die irreversible Schadigung rasch, in der Penumbra, in Abhangigkeit der
Residualdurchblutung langsamer. Der Infarkt breitet ich vom Zentrum in die Peripherie aus, durch
Einbruch der Kollateralversorgung und durch von der Ischdmie ausgeltste biochemische und
molekulare Prozesse.

Da im Vergleich zum Infarktkern die neurodegenerativen Prozesse in der Penumbra verzogert
ablaufen und sich die Ausbreitung der irreversibel geschéadigten Infarktzone tiber mehrere Stunden
erstreckt, ist die Penumbra von enormer therapeutischer Relevanz. In diesem Kontext sind ein
detailliertes Verstandnis der Schadensdynamik nach einer fokalen zerebralen Ischdmie sowie
eine maoglichst frihzeitige Unterscheidung von Core und Penumbra fir die gerichtete
Schlaganfalltherapie von fundamentaler Bedeutung. Die derzeitig am haufigsten genutzten
Verfahren zur Darstellung pathologischer Veranderungen nach einem Schlaganfall, sollen
hinsichtlich ihres Potentials der frihen Schadensvisualisierung bzw. der Unterscheidung von

Core und Penumbra im folgenden Kapitel 3 ndher beleuchtet werden.
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Kapitel 3

Bekannte Methoden zur Schadensvisualisierung

Die Determinierung von irreversibel geschadigtem, von beeintréchtigt aber lebensfahigem,
und von nicht betroffenem Gewebe friih nach Beginn bzw. nach kurzen Episoden einer fokalen
zerebralen Ischamie stellt nach wie vor sowohl in der préklinischen und klinischen in-vivo
Bildgebung als auch ex-vivo auf mikroskopischer Ebene eine grof3e Herausforderung dar.
Nachfolgend werden die in diesem Kontext zum gegenwartigen Zeitpunkt gangigsten Methoden
einer Schadensvisualisierung kurz beleuchtet.

3.1 Nachweis von zellularen Schaden ex-vivo

Die sichersten Nachweismethoden ergeben sich aus post-mortem Untersuchungen, welche jedoch
in der Regel der tierexperimentellen Forschung vorbehalten sind. Dabei werden im Wesentlichen
histologische und histochemische Farbemethoden eingesetzt, da sie ubiquitér, kostengiinstig und
relativ einfach anwendbar sind. Zu den géangigsten histologischen Farbemethoden gehédren die
Farbungen mit Nissl, Hdmatoxylin und Eosin, Vanadium Saurefuchsin oder die Silberfarbung [47-51].
Ein gut etabliertes histochemisches Verfahren zur Abgrenzung des Infarktareals vom umliegenden
Gewebe beschreibt die Farbung wvon Hirnschnitten mit dem Redox-Farbstoff 2,3,5-
Triphenyltetrazoliumchlorid (TTC). TTC dient dabei dem Nachweis intakter Mitochondrien, welche
das TTC enzymatisch zu einem lipophilen roten Farbstoff, dem Formazan reduzieren. Sind die
Mitochondrien geschadigt, kommt es nicht zur Reduktion des sonst farblosen Farbstoffes und das
Areal bleibt ungefarbt [52, 53].

Eine weitere Methode stellt die Injektion von Propidiumiodid (PI) in das lebende Tier dar. Pl ist ein
Fluoreszenzfarbstoff, der in der Lage ist, die im Gegensatz zu den intakten Membranen lebendiger
Zellen, perforierten Zellmembranen toter Zellen zu durchdringen. Nach Passieren der zerstorten
Zellmembran interkaliert Pl in die DNA von toten Zellen. Dadurch erhéht sich die Fluoreszenz um
das 20-30 fache, weshalb die so markierten Zellen anhand einer histologischen Auswertung des

Gewebes mit einem Fluoreszenzmikroskop detektiert werden kénnen [54].

Ziel all dieser Methoden ist eine zuverlassige Bestimmung des Infarktvolumens und eine

Detektion spezifischer pathophysiologischer Verdnderungen auf Einzelzellebene.
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Der Nachteil vieler dieser Methoden besteht jedoch darin, dass sie unabhangig von Schwere
und Dauer des Insults eine Abgrenzung des finalen Schadenareals erst Stunden (i. d. R. 2-3 h) hach
Infarktbeginn ermdglichen. Der Grund dafir ist, dass histologische oder histochemische Farbe-
methoden morphologische Veranderungen von Organellen, Zellen oder Geweben widerspiegeln,
deren Ausbildung sich im Gegensatz zu metabolischen Veranderungen tber Stunden ausbilden und
manifestieren.

Die Darstellung vereinzelter betroffener Bereiche im Infarktgewebe friih nach Infarktbeginn stellt sich
ebenfalls als sehr schwierig heraus. Eine Unterscheidung von betroffenem aber noch lebendigem

Gewebe von irreversibel geschadigten Gewebe scheint indes bislang ganzlich unméglich [55].

3.2 Nicht-invasive Bildgebungsverfahren in-vivo

Nicht-invasive Bildgebungsverfahren ermdglichen Uber die Darstellung morphologischer
Schadigungen hinaus, durch den Einsatz spezifischer Marker auch die Visualisierung metabolischer
Beeintrachtigungen. Darlber hinaus kdnnen nicht-invasive Bildgebungsverfahren an ein und
demselben Individuum wiederholt Gber einen bestimmten Zeitraum im Rahmen von longitudinalen
Studien eingesetzt werden, um Aufschluss Uber die zeitliche Entwicklung der fortlaufenden
pathologischen Prozesse zu geben und die Auswirkungen verschiedener Therapien besser
verfolgen zu kdnnen.

Fir die Entwicklung neuer Bildgebungsverfahren und -marker macht man sich in der Schlaganfall-
forschung das bereits vorhandene Wissen Uber die Beziehung von zerebralen Blutfluss-
veranderungen und den Veradnderungen metabolischer Prozesse, die unmittelbar nach Reduktion
des Blutflusses auftreten, gezielt zu Nutze. In den vergangenen Jahren haben die Entwicklung neuer
bildgebender Verfahren und die Weiterentwicklung bestehender Verfahren maf3geblich zu einem
besseren Verstandnis der Pathophysiologie eines ischamischen Schlaganfalls beigetragen und
neue diagnostische und therapeutische Ansétze aufgezeigt.

3.2.1 Die Positronen-Emissions-Tomographie

Eines der bedeutendsten nicht-invasiven Bildgebungsverfahren zur Visualisierung friher
metabolischer Veranderungen nach fokaler zerebraler Isch&mie bildet die Positronen-
Emissions-Tomographie (PET) mit 0O markiertem Wasser (H,'°O). Allgemein verbirgt sich
hinter der PET eine nuklearmedizinische Technologie, bei der die Biodistribution positronen-
emittierender Radionuklide (B*-Strahler) mit sehr hoher Sensitivitdt gemessen werden kann.
Werden diese Radionuklide an geeignete Tracer gekoppelt, kbnnen Stoffwechselaktivitaten
sowie die Verteilung und Dichte interessierender Molekdle (z. B. Rezeptoren oder Ablagerungen

wie Amyloid-Beta) dargestellt und quantitativ erfasst werden.
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Beim Zerfall eines Positronenstrahlers werden Positronen (e*) emittiert (Abb. 4 (1)). Trifft ein Positron
auf ein Elektron (e)) kommt es zur Annihilation (Abb. 4 (2)), d. h. Positron und Elektron vernichten
sich unter Aussendung zweier hochenergetischer Gammastrahlungsphotonen, die mit einer Energie
von je 511 keV in annahernd entgegengesetzter Richtung von ihrem Entstehungsort emittiert werden
(Abb. 4 (3)) [56]. Im PET-Scanner treffen die Gammastrahlen auf ein Detektorsystem, welches in
verschiedene ringférmig angeordnete Detektorelemente untergliedert ist.

Um eine raumliche Information Uber den Ort der Annihilation und somit auf die Tracerverteilung im
Organismus zu erhalten, werden lediglich die Ereignisse gezahlt, bei denen 2 Gammaphotonen
nahezu gleichzeitig (Zeitfenster 10 bis 20 ns) auf entgegengesetzt angeordnete Detektoren treffen
(Prinzip der Koinzidenzdetektion) (siehe Abb. 4 (4)).

...........

y Positron
J Emission

Emission von zwei Photonen
in entgegengesetzte Richtung,, -

‘‘‘‘‘

Abb. 4: Prinzip der Positronen-Emissions-Tomographie (nach [57]).

Die Ortsauflosung in der PET-Bildgebung wird u. a. durch die Positronen-Reichweite (engl. positron
range), das heil3t den mittleren Abstand zwischen dem Ort der Positronenemission und dem Ort der
Positron-Elektron-Annihilation, limitiert. Die Reichweite der Positronen unterscheidet sich je nach
Isotop abhéngig von der Energie, mit der sie emittiert wurden, und abhangig von der Wahrschein-
lichkeit, auf ein Elektron zu treffen, d. h. von der Elektronendichte des Gewebes, in dem sich der
Positronenemitter befindet.

Je hoher die Energie des Positrons (keV), desto grof3er ist auch seine Reichweite. Die geringste
Positronenreichweite aller gangigen Isotope und eine damit realisierbare Visualisierung mit

maximaler raumlicher Auflésung bietet das Isotop *¥Fluor (*8F), dessen theoretisch berechnete
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Auflésungsgrenze laut Rodriguez-Villafuerte et al. [58] im Bereich von ca. 500 um in Weichteil-
geweben liegt.

Neben einer Darstellung der raumlichen Tracerverteilung, erlaubt die PET-Technik zusétzlich eine
Quantifizierung der Tracerkonzentration und darauf aufbauend die absolute Quantifizierung einer
StoffwechselgroRe. Fir die absolute Quantifizierung der Radionuklidkonzentration ist es erforderlich,
die Schwachungskoeffizienten des Gewebes fir Gamma-Strahlung zu kennen. Diese werden in der
Regel aus einem Roéntgen-Computertomogramm ermittelt. FUr die Absolutquantifizierung von Stoff-
wechselaktivitaten oder Bindungskapazitéten ist es dartiber hinaus notwendig den zeitlichen Verlauf
der Konzentration des Tracers im arteriellen Blut (arterial input function) zu bestimmen, weil fur diese
Art der Quantifizierung das Verhaltnis der Menge des gebundenen oder verstoffwechselten Tracers
in einem Gewebskompartiment zur Menge des Tracers im arteriellen Plasma entscheidend ist.

Durch den Einsatz der H,'*O- bzw. °0,-PET konnen der regionale zerebrale Blutfluss (engl. regional
cerebral blood flow, rCBF), das zerebrale Blutvolumen (engl. cerebral blood volume, CBV), die
metabolische Rate fir Sauerstoff (engl. cerebral metabolic rate of oxygen utilization, CMRO) sowie
die Sauerstoffextraktionsrate (engl. oxygen extraction fraction, OEF) ermittelt werden.

Im Ergebnis einer quantitativen Erhebung dieser Parameter gelingt es, verschiedene Zonen mit
unterschiedlichem Gefahrdungspotential im Stromgebiet der betroffenen Arterie und deren
Umgebung abzubilden und so deren raumliche und zeitliche Entwicklung zu untersuchen [59-62].
Dabei deutet eine erhohte Sauerstoffextraktiosrate innerhalb des Areals verminderter Perfusion, auf
das Vorhandensein noch vitalen Penumbragewebes hin, wahrend ein Absinken der Sauerstoff-
extraktiosrate und des Sauerstoffverbrauchs im Areal reduzierten Blutflusses, das Eintreten einer
irreversiblen Schadigung anzeigt [38, 63]. Die H2®O-PET gilt nach wie vor als Goldstandard fiir die
guantitative Bestimmung der Hirndurchblutung und stellt eine der bedeutendsten Methoden fur die
Unterscheidung von ischamisch irreversibel geschadigtem Core-Gewebe und dem kritisch hypoper-
fundierten Penumbra-Gewebe dar ([64, 65], siehe vgl. Abb. 5).

Abb.5: Koregristrierte H,'>O-PET Aufnahmen zeigen regionalen zerebralen Blutfluss (CBF) und
Sauerstoffextraktionsrate (OEF) (nach [66]).
Aufnahmen wurden 12 h nach Ausbruch einer linksseitigen Hemiparese von einem 52-jahrigen
mannlichen Patienten erstellt.
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Allerdings stellt sich der routinemaRige Einsatz in der Klinik aber auch in vielen Forschungsein-
richtungen aufgrund der kurzen Halbwertszeit (HWZ) von **O (lediglich 2 min) als problematisch dar.
So muss 0 direkt vor Ort produziert und unmittelbar im Anschluss verbraucht werden, was
wiederum eine teure und komplexe Logistik erfordert. Laut Angaben des Helmholtz Zentrums
existieren in Deutschland derzeit nur 31 Zyklotrons zur Radionuklidherstellung (Stand Februar
2014, [67]).

Darliber hinaus ist eine akkurate Quantifizierung des CBF- & der CMRO; schwierig, weil die
bendtigte arterielle Blutentnahme in den meisten Fallen zu gefahrlich und der Aufwand im Akutfall
zu hoch ist. Aus diesem Grund wurden verschiedene Richtwerte fur die Unterscheidung von Core

und Penumbra erhoben, die allerdings nur eine relative Beurteilung erméglichen [39, 40, 40, 68].

Flr eine exaktere Bewertung der Vitalitat von ischamisch betroffenem Gewebe kénnen in PET-Multi-
Tracer-Untersuchungen die Erhebung weiterer physiologischer Parameter herangezogen werden.

BE-Fluoromisonidazol (FMISO) und !C-Flumazenil (FMZ) gelten in diesem Kontext als gut
etablierte Tracer fir die Differenzierung von Penumbra und Core [69, 70]. FMISO ist ein
Hypoxie-Marker, welcher sich in noch vitalen Zellen unter hypoxischen Zustanden anreichert [71].
FMZ hingegen ist ein Benzodiazepin-Rezeptor Antagonist, welcher mit hoher Affinitat an die
Benzodiazepin-Rezeptoren (GABAa-Rezeptoren) von Zellen mit intakter Zellmembran bindet [72,
73]. Beide Tracer gelten als Marker zur Darstellung der neuronalen Integritat, die sich

bevorzugt in penumbralem Gewebe, nicht aber im Coregewebe anreichern.

Die ®Fluor-Deoxyglukose (**F-2FDG) ist sowohl fiir die PET-Bildgebung in der Praklinik als auch im
klinischen Alltag das mit Abstand am haufigste verwendete Radiopharmakon [74, 75]. Mit einer HWZ
von 109,8 min ist ‘8F noch relativ kurzlebig, kann aber trotzdem (iber gewisse Distanzen transportiert
werden. Es wird fur die Messung des regionalen Glukosestoffwechsels in der Onkologie, Kardiologie
und Neurologie eingesetzt. 18F-2FDG ist ein Analogon der Glukose, beim dem die Hydroxygruppe
am C2-Atom durch 8F ersetzt wurde. 8F-2FDG wird, wie Glukose, tiber Glukosetransporter in die
Zellen aufgenommen und dort zu FDG-6-phosphat phosphoryliert. Nach der Phosphorylierung kann
FDG-6-phosphat aber nicht weiter verstoffwechselt werden, weshalb es zu einer Anreicherung von
FDG-6-phosphat in metabolisch aktiveren Zellen (engl. metabolic trapping) kommt [76].
Praklinische Untersuchungen zu pathologischen Veranderungen des Glukosestoffwechsels in der
Akutphase des ischamischen Schlaganfalls und vereinzelte klinische Studien [43, 77] haben gezeigt,
dass ®F-2FDG-PET in der Lage, ist Core und Penumbra durch Unterschiede in der Glukose-
aufnahmerate zu visualisieren und vom umliegenden Gewebe zu differenzieren [74, 78-80].
Dennoch stellt sich ein klinischer Einsatz von ®F-2FDG-PET fir die Differenzierung von Core
und Penumbra derweil als sehr problematisch dar, da keine einheitlichen Schwellenwerte

existieren.
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Unglnstig fur einen breiteren klinischen Einsatz in der Akut-Diagnostik ist auch die Tatsache, dass
guantitative Aussagen Uber den Glukosestoffwechsel erst méglich werden, wenn der Anteil
metabolisierter ¥F-2FDG — also ¥F-2FDG-6-phosphat — den Anteil nicht metabolisierter deutlich
Ubersteigt, was erst nach ca. 30 Minuten der Fall ist.

Aufgrund des hohen logistischen, finanziellen und zeitlichen Aufwands spielt die PET-Bildgebung
trotz der aufgezeigten Vielfaltigkeit der mit Hilfe der PET zu erfassenden Parameter in der klinischen
Routine bei der Beurteilung eines Schlaganfalls eine eher untergeordnete Rolle und ist vorrangig
wissenschaftlichen Fragestellungen vorbehalten [81]. Allerdings ist die PET-Bildgebung auch in der
tierexperimentellen Schlaganfall-Forschung aufgrund der oben angeflhrten Grinde und der
physikalischen Grenzen in der raumlichen Auflésung (Positronen-Reichweite von O ca. 2 mm)
in ihrer Anwendung limitiert und gegentiber anderen bildgebenden Verfahren wie z. B. der Magnet-
resonanztomographie oder der SPECT benachteiligt.

3.2.2 Die Magnetresonanztomographie

Die Magnetresonanztomographie (MRT) ist ein in der Bildgebung der fokalen zerebralen Ischamie
etabliertes Verfahren. Im Gegensatz zu den nuklearmedizinischen bildgebenden Verfahren und
Rontgentechniken ist sie nicht auf den Einsatz ionisierender Strahlen angewiesen. Gegenuber der
PET-Bildgebung zeichnet sie sich insbesondere durch eine bessere Verflgbarkeit, i.d. R.
schnellere Messungen und geringere Kosten aus. Gemalf? internationaler Richtlinien wird die MRT
als Verfahren erster Wahl in der Akutdiagnostik des ischamischen Schlaganfalls empfohlen [64].
Generell beruht die MRT auf dem Prinzip der Kernspinresonanz, d. h. dass bestimmte Atomkerne,
vorrangig Protonen, im zu untersuchenden Gewebe durch eine Kombination von statischen und
hochfrequenten magnetischen Feldern gezielt phasensynchron angeregt und ausgelenkt werden.
Dabei bewirkt das Anlegen eines starken statischen Magnetfeldes zunachst die Ausrichtung der
Atomkerne parallel oder antiparallel zum Magnetfeld, wobei die Atomkerne eine Kreiselbewegung
um die Feldlinien des Magnetfeldes vollfiihren (Prézessionsbewegung). Die Frequenz dieser
Bewegung wird als Lamorfrequenz bezeichnet. Das kurzzeitige Anlegen eines zusétzlichen
hochfrequenten Wechselfeldes (HF-Puls) senkrecht zur Richtung des statischen Magnetfeldes mit
einer Frequenz, die der Lamorfrequenz der Atomkerne entspricht, verursacht ein Auslenken der
Atomkerne und eine kurzzeitige Synchronisierung der Kreiselbewegung der Atomkerne. Unmittelbar
nach der Anregung der Atomkerne durch den HF-Puls kehren die Atomkerne wieder in ihre
ursprungliche Auslenkung zuriick. Diesen Vorgang bezeichnet man als Relaxation.

Dabei kommt es innerhalb weniger Sekunden zur Aufhebung der Quermagnetisierung (auch
Querrelaxation oder T»-Relaxation genannt), d. h. die Atomkerne dephasieren, und zum Wiederaufbau
der Langsmagnetisierung (auch Langsrelaxation oder Ti-Relaxation genannt), d. h. die Atomkerne

richten sich wieder parallel oder antiparallel zum statischen Magnetfeld aus.
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Die Zeitkonstanten T: und T. sind gewebsabhéngig und tragen neben der Protonendichte im
Gewebe zum Kontrast im Bild bei [82, 83]. Im MRT-Bild unterscheidet man hyperintens bzw.
signalreich, gleichbedeutend mit hohen Helligkeiten, und hypointens bzw. signalarm, also geringe
Helligkeiten. Je nach Signalwichtung kénnen auf diese Weise verschiedene Gewebearten kontrast-
reich voneinander abgegrenzt werden.

Auf der Grundlage dieser physikalischen Eigenschaften kénnen mit Hilfe der MRT wertvolle
Informationen Uber die strukturelle Integritéat, den Diffusions- und Perfusionsstatus des gesamten
Gehirns sowie Uber den Zustand des GefalRsystems nach fokaler zerebraler Ischamie
gewonnen werden.

Neben der sicheren Darstellung intrazerebraler Blutungen [64, 84] hat sich im Rahmen der
differentialdiagnostischen Abklarung von Core und Penumbra bei akuten ischamischen
Hirninfarkten als Standardprozedere besonders die Kombination von diffusions- und perfusions-
gewichteter MRT (engl. diffusion weighted imaging, DWI; perfusion weigthed imaging, PWI)
weitestgehend etabliert [85]. Die DWI gibt dabei Aufschluss tiber das Diffusionsverhalten von freien
Wassermolekilen. Der Zusammenbruch energieabhangiger lonengradienten im Core fiihrt zu
einem Wassereinstrom in die betroffenen Zellen und somit zu einer Odem-Bildung, was wiederum
eine Verkleinerung der Extrazellularrdume und schlussendlich eine Verringerung der Diffusions-
kapazitat freier Wassermolekille zur Folge hat. Dies verursacht bereits wenige Minuten nach
Symptombeginn eine konsekutive Erhéhung des in der DWI gemessenen Diffusionskoeffizienten
(engl. apparent diffusion coeficient, ADC). Im Gegensatz zur DWI erlaubt die PWI durch Messung
der regionalen Hirnperfusion eine Darstellung minderperfundierter Hirnregionen und somit des
gesamten potenziell von der Ischdmie betroffenen Areals. Die Differenz beider Aufnahmen (auch
Mismatchkonzept genannt) gilt anerkanntermaf3en als prognostischer Surrogatmarker bei der

Darstellung des rettbaren Penumbragewebes ([37, 86, 87], siehe dazu Abb. 6).

Abb. 6: Bildliche Verdeutlichung des DWI/PWI-Mismatch Konzeptes (nach [88]).
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Zahlreiche Studien belegen jedoch, dass die Abgrenzung zwischen irreversibel geschadigtem
Gewebe, potenziell gefahrdetem aber dennoch rettbarem Gewebe und gesundem Gewebe
aufgrund fehlender standardisierter Schwellenwerte nach wie vor problematisch bleibt. So
kénnen DWI-Lasionen auch Anteile von rettbarem Gewebe enthalten [89, 90] oder als in der PWI
minderperfundiert detektierte Regionen oligamisches Gewebe beinhalten [90-92]. Zudem wurde
insbesondere nach leichten Schlaganfallen (sogenannte transitorische ischamische Attacken, TIA)
oft beobachtet, dass zundchst detektierte Erhthungen im ADC-Signal spater nicht mehr nachweis-
bar waren [93, 94]. Demzufolge bleibt die Optimierung der Mismatchdefinition unverandert eines der

Hauptziele in der aktuellen Schlaganfall MRT Forschung.

Spate ischdmische L&sionen lassen sich im Tz-gewichteten (Tow) MRT Bild detektieren. Bei
dieser Wichtung sind Areale mit einem hohen Anteil von Wassermolekdlen, die sich innerhalb
des ,Gitters* umgebender Molekule relativ frei bewegen kénnen (z.B. Wassermolekile im
Liquor im Vergleich zu solchen innerhalb der wei3en Substanz) besonders signalintensiv.
Wasseransammlungen (Odeme) im Hirn und Strukturschaden, die mit erhéhtem Wassergehalt
oder erhohter Beweglichkeit von Wassermolekilen im obigen Sinn einhergehen, kdnnen
sensitiv erfasst werden [55, 95].

3.2.3 Die Computertomographie

In der Computertomographie (CT) wird das zu untersuchende Gewebe, wie bei herkdmmlichen
Rontgenverfahren, mit einer Rontgenquelle durchleuchtet, wobei statt einer 2D Projektion,
Absorptionsprofile des Objektes aus vielen verschiedenen Richtungen erstellt werden, was eine
Gewinnung dreidimensionaler Bildinformation ermdglicht. Mit Hilfe einer computergestitzten
Bildrekonstruktion wird ein Absorptionskoeffizient fiir jeden Voxel im aufgenommenen 3D-Bild
berechnet. Unter den fur die Diagnostik der fokalen zerebralen Ischéamie relevanten Bildgebungs-
verfahren ist die CT die am weitesten verbreitete und zeichnet sich gegentiber der MRT durch
kostengunstigere und durchschnittlich kiirzere Messungen aus. In der klinischen Anwendung ist sie
die Standardmethode zum Ausschluss bzw. Nachweis von intrakraniellen Blutungen und subakuten
bzw. alteren Infarkten. In der akuten Phase ist eine Infarktdemarkation mit der konventionellen
nativen CT allerdings schwierig, was in vielen Fallen dazu fuhrt, dass eine Entscheidung Uber die
Anwendung oder Nicht-Anwendung einer Lyse-Therapie in der akuten Phase ohne eindeutigen
Ischamienachweis getroffen wird.

Die Anwendung einer Perfusions-CT (PCT) bzw. die Kombination einer konventionellen CT
mit einer PCT kann die Aussagekraft der gewonnen Aufnahmen deutlich erhéhen [96, 97].
Mit der PCT kann nach Bolusinjektion eines jodhaltigen Kontrastmittels die Durchblutung des

Gehirns bestimmt werden, indem Dichteanderungen im Hirngewebe detektiert werden [98].
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Dabei werden mit Hilfe spezieller mathematischer Modelle wichtige Grof3en bestimmt. Zu diesen
zahlen der rCBF, das CBV, die Zeit bis zur maximalen Hyperdensitat, d. h. die benétigte Zeit bis sich
das Kontrastmittel in einem Gewebe maximal angereichert hat (engl. time-to-peak, TTP), die mittlere
Verweildauer des Kontrastmittels im relevanten Gewebe, d. h. die bendétigte Zeit, in der das
Kontrastmittel aus einer zufihrenden Arterie durch das betrachtete Gewebe in ein ventses Gefal
Ubergetreten ist (engl. mean transit time, MTT) und die Gewebe-Permeabilitéat. Die PCT erméglicht
durch die Erhebung dieser Kenngré3en einen positiven Nachweis einer Ischamie bereits in der
akuten Phase und erlaubt zudem eine raumliche Abschétzung von Infarktkern und Penumbra [99],

was exemplarisch in Abb. 7 dargestellt ist.

Abb. 7:  Perfusions-CT erlaubt raumliche Abschéatzung von Core und Penumbra (nach [100]).
Rot umrandet ist das Areal erhdhter MTT, verringertem CBF und unverdndertem CBV
(Penumbra). Der rote Pfeil rechts zeigt das Areal erhohter MTT und verringertem CBF und
CBV (Core).

Bedauerlicherweise kdnnen diese Parameter nur fir einen eingeschrankten Bereich und nicht fur
das gesamte Hirngewebe gewonnen werden. Hinzu kommt eine auRerst schwierige Beurteilung von
CT-Aufnahmen in knochennahen Regionen, da die Knochen aufgrund ihrer hohen Dichte oftmals
storende Artefakte hervorrufen. Vor diesem Hintergrund gilt die PCT bei der Erfassung von
lakunéren Infarkten und Perfusionsdefiziten in der hinteren Schadelgrube als weniger sensitiv, als
beispielsweise die DWI-MRT [101].

Ahnlich wie bei der DWI/PWI-MRT existieren auch fiir die PCT keine standardisierten Perfusions-
schwellenwerte, die eine irreversible Infarktausdehnung definieren, bzw. die eine eindeutige
Abgrenzung von unbetroffenem Gewebe erlauben [102]. Von Nachteil ist ferner die allen CT-

Verfahren zugrunde liegende Verwendung ionisierender Strahlung.

AbschlieRend von entscheidender Bedeutung ist, dass sowohl mit der CT als auch mit der MRT
keine wirklichen metabolischen Verdnderungen (wie beispielsweise mit der PET oder SPECT),
sondern vielmehr Veranderungen im Wasserhaushalt bzw. im Absorptionsverhalten von

Kontrastmitteln gemessen werden.
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3.2.4 Die Einzelphotonen-Emissionscomputertomographie

Die Einzelphotonen-Emissionscomputertomographie (engl. single photon emission computed
tomography, SPECT) ist, wie die PET, eine nuklearmedizinische Untersuchungsmethode und
beruht ebenfalls auf der Detektion von Gamma- (y) Strahlen. Jedoch ist die SPECT einfacher und
kostengunstiger als die PET. Die Ursache begriindet sich einerseits in der langeren HWZ der
Radionuklide, die nicht in unmittelbarer Nahe des Scanners hergestellt werden missen, und
andererseits durch die einfachere Geratetechnik. Aufgrund der Tatsache, dass die nachfolgend
dargelegten Untersuchungen im Wesentlichen die SPECT betreffen, soll diese Technologie etwas
detaillierter betrachtet werden.

Das Prinzip der SPECT unterscheidet sich generell deutlich von dem der PET. So werden dem
Untersuchungsobjekt (d. h. Tier oder Mensch) bei der SPECT-Bildgebung Gammastrahlen
emittierende Isotope injiziert, die wiederum mit einer entsprechenden Gammakamera detektiert
werden koénnen [103]. Die Hauptbestandteile einer solchen Gammakamera setzen sich in der
bislang am weitesten verbreiteten Technologie aus einem Kollimator, einem Szintillationsdetektor
(meist Nal(Tl)-Detektor) mit Photoelektronenvervielfachern (engl. photomultiplier, PM) sowie einer
nachgeschalteten elektronischen Datenverarbeitung (EDV) bzw. deren Komponenten zusammen.

Die Gesamtheit dieser Bestandteile ist in einem gemeinsamen Gehaduse, dem Kamerakopf,
untergebracht. Moderne SPECT-Geréte verfligen Uber mehrere Kamerakopfe, um Messzeiten
reduzieren zu konnen [103]. Durch eine schrittweise Rotation der an einer Gantry befestigten
Kamerakopfe um das zu untersuchende Objekt, kénnen planare Projektionen der Radionuklid-
verteilung aus verschiedenen Winkelpositionen erzeugt werden, aus denen anschlieRend die

dreidimensionale Verteilung berechnet wird.

Die Funktionsweise herkdmmlicher Detektoren in Gammakameras beruht auf dem Prinzip der
Szintillation. Dabei werden beim Auftreffen der energiereichen Gammastrahlen Atome in speziellen
Szintillationskristallen angeregt. Diese Anregungsenergie wird anschlieend in Form von Lichtblitzen
(Photonen sichtbaren Lichts) wieder abgegeben, wobei die abgegebene Lichtmenge proportional
zur Energie der vom Kiristall absorbierten Gammastrahlung ist. Ferner sind an diesen Szintillations-
detektor mehrere PMs angeschlossen, die sich durch eine besonders lichtempfindliche Schicht, die
sogenannte Photokathode, auszeichnen. Treffen die freigesetzten Lichtblitze auf die Photokathode, so
werden Elekironen emittiert, die in einem elektrischen Feld beschleunigt werden und anschlieRend auf
eine Sekundarelektrode (Dynode genannt) treffen, aus der wiederum neue Elektronen heraus-
geschlagen werden. Dieser Prozess wird durch das Hintereinanderschalten mehrerer Dynoden so
lange fortgesetzt, bis gentigend Elektronen vorhanden sind, um einen messbaren elektrischen

Impuls zu erzeugen (siehe Abb. 8).
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Abb. 8: Photoelektronenvervielfacher werden genutzt um schwache Lichtsignale durch
Umwandlung in elektrische Signale und Verstarkung derer zu detektieren [104].

Entsprechend ist dabei wiederum die Anzahl der emittierten Elektronen proportional zur Lichtmenge,

die der Kristall abgibt, wohingegen sich die Hohe des elektrischen Impulses proportional zur Energie-
menge der vom Kiristall detektierten Gammastrahlen verhélt.

Um die Strahlenquelle raumlich lokalisieren zu kdnnen, werden vor die Detektoren sogenannte
Kollimatoren gesetzt, die aus einem mit Lochern versehenen, strahlungsabsorbierenden Material
(meist Blei oder Wolfram) bestehen und mit unterschiedlichen Geometrien, nur Gammastrahlen aus
bestimmten Richtungen fir die Bildgebung zulassen, andere aber ausblenden Man unterscheidet
Parallel-Loch- (siehe Abb. 9 Mitte) und Pinhole-Kollimatoren (siehe Abb. 9 rechts).
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Abb. 9: Die Verwendung von Kollimatoren zur rdumlichen Lokalisierung der Strahlungsquelle.

Parallelloch-Kollimatoren erzeugen eine Parallelprojektion des Untersuchungsobjekts. Die Mess-

ausbeute ist von der Entfernung zum Objekt fast unabhéngig, die Ortsauflésung verschlechtert sich
hingegen mit zunehmendem Abstand zum Detektor.
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Die raumliche Auflésung wird von dem Verhaltnis der Kollimatorlochlange und des Kollimatorloch-
durchmessers bestimmt. Vereinfacht ausgedrtickt gilt dabei, dass je dicker die Kollimatorplatten
und je kleiner die Bohrungsdurchmesser, desto besser die raumliche Auflésung. Gleichzeitig
nimmt aber mit Verkleinerung der Bohrungen unweigerlich auch die Sensitivitat ab. So treffen
schlussendlich > 99,9 % der emittierten Strahlen nicht auf den Detektor [105]. Vor diesem
Hintergrund muss ein Kompromiss zwischen guter raumlicher Auflésung und ausreichend hoher
Sensitivitat gefunden werden.

Durch den Einsatz von Pinhole-Kollimatoren lasst sich die raumliche Auflésung deutlich
erhdhen. Wie in Abb. 9 (rechts) ersichtlich, fihrt die Anwendung von Pinhole-Kollimatoren zu
einer vergréRerten Abbildung des Objekts auf der Detektoroberflache. Damit kann die
Auflosung einer Gammakamera deutlich erhéht werden, ohne dass die Auflosung des
Detektors verbessert sein muss. Der VergréRerungsmalfstab hangt vom Abstandsverhaltnis
zwischen Pinhole-Kollimator und Detektor und zwischen Pinhole-Kollimator und Untersuchungs-
objekt ab. Dabei ist es wichtig, dass der Abstand zwischen dem Pinhole-Kollimator und Detektor
grofer ist, als der Abstand vom Pinhole-Kollimator zum Untersuchungsobjekt. Aus diesem Grund
sind Pinhole-Kollimatoren auf einer Abschirmungspyramide angebracht. Dieses Prinzip ist besonders
einfach zu realisieren, wenn der Pinhole-Kollimator mdglichst nah an das zu untersuchende Objekt
herangefihrt werden kann, wodurch allerdings das Gesichtsfeld verkleinert wird. Bei grol3erem
Abstand zwischen Pinhole-Kollimator und Objekt kann der gleiche geometrische Vergrdsserungs-
faktor nur erreicht werden, wenn auch der Detektor-Kollimator Abstand zunimmt. Damit steigen dann
aber auch Grof3e und Kosten eines solchen Scanners. Die raumliche Auflésung und Sensitivitat
werden zusatzlich erneut jeweils in entgegengesetzte Richtungen vom Pinhole-Durchmesser
beeinflusst, d. h. je kleiner die Pinhole-Bohrung, desto besser ist die raumliche Auflésung aber

desto geringer ist auch die Sensitivitat.

Parallel-Loch-Kollimatoren werden vorrangig in der Human-Bildgebung eingesetzt. Allerdings
sind rdumliche Auflésung und Sensitivitdt der SPECT mit Parallel-Loch-Kollimatoren zum
gegenwartigen Zeitpunkt deutlich geringer als die der PET. Pinhole-Kollimatoren wurden in der
klinischen Bildgebung bislang nur relativ begrenzt eingesetzt, vorwiegend fiir Untersuchungen,
bei denen nur ein kleines Gesichtsfeld benétigt wurde (z. B. Fingerknochen). Seit kurzem ist aber
ein Pinhole-SPECT-Scanner auf dem Markt, dessen Gesichtsfeld ausreichend grof3 fiir humane
Hirnbildgebung ist, und dessen Auflésung nach Herstellerangaben (Firma MiLabs [106]) 3 mm
isotrop betragt. Diese Aufldsung entspricht in etwa derjenigen klinischer PET-Scanner.

In der Kleintier-Bildgebung werden im Unterschied zur Human-Bildgebung Pinhole-Kollimatoren
standardmé&Rig eingesetzt. Da im Gegensatz zur PET-Bildgebung keine absolute Auflésungs-
grenze fur die SPECT existiert, kbnnen momentan unter Verwendung der Pinhole-Technik
raumliche Auflésungen in-vivo von 250 pm (ex-vivo noch deutlich darunter) erzielt werden
[107, 108].
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Traditionell galt die SPECT-Bildgebung generell, d. h. sowohl fur die Human- wie auch die
Kleintierbildgebung, als ein Verfahren, bei dem die Absolut-Quantifizierung der Mengen
radioaktiver Tracer in einem Gewebskompartiment schwerer durchfiihrbar ist als bei der PET,
da die Anzahl gestreuter Photonen, die ja bei der SPECT-Bildgebung durch den Einsatz von
Kollimatoren teilweise komplett ausgeblendet werden, schwerer zu ermitteln ist. Dabei ist haufig
Ubersehen worden, dass in der Kleintierbildgebung, insbesondere in der Maus, der Anteil an
Streustrahlung sehr gering ist (in der Gréf3enordnung von 10% oder weniger), und wegen geringer
inter-individueller Varianz durch Vergleichsmessungen an Standard-Mausphantomen Korrektur-
faktoren einfach zu ermitteln sind.

Gleichzeitig verbessert sich aber auch die Mdglichkeit der Quantifizierung in der Human-
SPECT-Bildgebung betréchtlich. Durch die kombinierte Bildgebung mit CT, primar eingefthrt um
anatomische Referenz-Aufnahmen zu erhalten, ergibt sich die Mdglichkeit, dreidimensionale
Datensétze der Absorptionskoeffizienten zu erhalten und den Anteil gestreuter und absorbierter
Strahlung im gemessenen Individuum durch Modellrechnungen zu ermitteln.

In der klinischen Routine-Diagnostik des akuten Schlaganfalls spielt die SPECT-Bildgebung keine
bedeutende Rolle. Dies liegt zum einen an der bereits erwahnten verhaltnismafiig schlechten
raumlichen Auflésung der Bildgebung mit Parallel-Loch-Kollimatoren, der relativ geringen
Sensitivitdt und der relativ schlechten Quantifizierbarkeit, zum anderen aber auch am Fehlen
interessanter Radiotracer.

Fir die SPECT-Bildgebung der fokalen zerebralen Ischéamie stehen zwei sehr gut etablierte
Perfusionsmarker zur Verfligung, °*°™Tc-Hexamethylpropylenaminoxim (**"TcHMPAOQO) und
9¥mTc-Ethylcysteinat-Dimer (**"TcECD). Beide Marker sind lipophil und kénnen ungehindert
die Bluthirnschranke (BHS) passieren. Im Hirn entstehen aus diesen Tracern hydrophile **™Tc-
Verbindungen, die die BHS nicht mehr passieren kdnnen und perfusionsabhéngig regional
angereichert werden. In der Akutphase eines Schlaganfalls kénnen diese Tracer zum
Nachweis einer Minderperfusion eingesetzt werden. Dies ist aber von nur begrenztem Nutzen,
solange keine Abschéatzung des noch rettbaren Gewebes moglich wird. Die Bedeutung der
SPECT-Bildgebung fur die Akut-Diagnostik der fokalen zerebralen Ischamie kénnte erheblich
steigen, wenn technologische Fortschritte der SPECT/CT-Bildgebung mit der Entwicklung neuer
Tracer zusammenfallen.

Die Entwicklung neuer Tracer ist auch fir die Kleintier-SPECT-Bildgebung von Interesse. Seit der
Entwicklung kommerziell erhaltlicher, dezidierter Kleintier-SPECT-Scanner in der vergangenen
Dekade hat die Verbreitung der Technologie deutlich zugenommen. Die relativ hohe raumliche
Aufldsung macht das Verfahren nicht nur fur den klassischen Einsatz der Kleintier-Radionuklid-
Bildgebung, die Testung neuer Tracer fur die Humanmedizin sondern auch fir die Untersuchung

von Physiologie und Pathophysiologie im Kleintier interessant.
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Kapitel 4

Thallium-Diethyldithiocarbamat - neuartiger Tracer zur

Schadensvisualisierung

Fokale zerebrale Ischamien sind stark an Verénderungen der neuronalen Aktivitdt bzw. an
Veranderungen im K*-Stoffwechsel gekoppelt. Wie bereits in Kapitel 2.1 detailliert beschrieben,
fuhrt die Reduktion des zerebralen Blutflusses und der dadurch hervorgerufene Energiemangel
binnen weniger Minuten zum Einbruch der zelltypischen lonengradienten (mit einer hohen K*-
Konzentration intrazellular und einer ~ 30 mal geringeren K*-Konzentration extrazellular) und

infolgedessen zu einem erhéhten Ausstrom von K* aus der Zelle in den EZR [109].

Dieser Zusammenhang gilt als gut erforscht und konnte unter anderem in-vitro an Hippocampus
Slice-Praparationen unter Sauerstoff- und Glukosedeprivation (engl. oxygen glucose
deprivation, OGD) nachgewiesen werden [110]. Bereits eine Sauerstoff- und Glukosedeprivation
von 12 min fUhrte bei diesen Versuchen dazu, dass die betroffenen Zellen nicht mehr in der Lage

waren, K*-lonen wieder aufzunehmen und die lonengradienten zu restabilisieren (siehe Abb. 10).
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Abb. 10: In-vitro Sauerstoff- und Glukosedeprivation (OGD) Experimente (nach [110]).
OGD fuhrt innerhalb von 2-3 min zu einem Anstieg der Na*- und zur Reduktion der K*-
Konzentration im Zytoplasma von CA1 Neuronen in Hippocampus Schnitten.
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Der Einbruch der K*-Gradienten bzw. der Verlust der intrazellularen K*-lonen kann als einer
der frihestmoglich messbaren Indikatoren innerhalb einer langen Kette pathologischer
Vorgange im Zuge einer zerebralen Ischadmie gewertet werden. Es handelt sich dabei um einen
Prozess, der dartiber hinaus direkt an die neuronale Funktionalitdt gekoppelt ist. Es wurde
gezeigt, dass der Einbruch der K*-Gradienten in direktem Mafle vom Grad der Blutfluss-
reduktion abhangig ist (siehe dazu Kapitel 2.2 und [34, 111]). Vor diesem Hintergrund ist es zu
erwarten, dass der Verlust von K* aus dem Schadensareal nicht nur als frither Marker zur Detektion
ischamischer Schadigungen, sondern auch als Vitalitaétsmarker zur Unterscheidung von Core und

Penumbra geeignet ist.

Thallium (TI*) wird bereits seit Jahrzehnten als K*-Aquivalent eingesetzt und hat sich sowohl in der
Forschung als auch in der klinischen Anwendung als K*-Analogon etabliert [112—116]. Bereits 1975
wurde das Gammastrahlen emittierende Thalliumisotop 2°*TI* als SPECT-Tracer in die Myokard-
bildgebung zur Visualisierung der Myokardperfusion und K*-Anreicherung im Herzmuskel am
Menschen eingefiihrt [117] und galt Jahrzehnte als Goldstandard zur Unterscheidung von unwieder-

bringlich geschadigtem und minderperfundiertem aber rettbarem Gewebe.

Im Jahre 2004 wurde TI* als Marker der neuronalen Aktivitat in die Neurobiologie eingefiihrt [118].
K* ist ein essentieller Trager elektrischer Strome in allen Neuronen, wobei K*-Stréme bzw. K*-Umsatz-
Raten durch neuronale Zellmembranen aktivitdtsabhangig ansteigen. Goldschmidt et al. konnten
zeigen, dass mit steigender neuronaler Aktivitat auch die TI*-Aufnahme ansteigt (schematisch in
Abb. 11 verdeutlicht). Die neuronale K*/TI*-Aufnahme ist im Gegensatz zum Glukose-Metabolismus
oder zu Blutflussveranderungen also direkt an die elektrische Aktivitat gekoppelt.

i geringe Aktivitat hohe Aktivitat
Na* i K+ TI* K* TI*
i extrazellular
i intrazelluléar
, £ £
Ky Na* Na*

Abb. 11: Intrazellulare TI*-Aufnahmerate steigt mit steigender neuronaler Aktivitéat.

Dabei werden TI*-lonen tber die gleichen Transportmechanismen wie K*-lonen, d. h. vorrangig tiber
die Na'/K*-ATPase aktivitatsabhangig und unter Energieverbrauch, in die Zellen aufgenommen.
Mit steigender TI*-Aufnahme steigt auch der TI*-Ausstrom, bis TI*-Ein- und Ausstrom im Gleich-

gewicht sind. Dann entspricht die TI*-Verteilung dem K*-Gleichgewichtspotential [119].
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Die Untersuchung des zerebralen K*-Stoffwechsels mit TI* stellte sich aufgrund der schlechten
K*/TI*-BHS-Permeabilitéat lange Zeit jedoch als sehr problematisch dar, da die zerebrale TI*-Aufnahme
nach Thalliumchlorid (TICI)-Injektion sehr gering ist und lokal durch Unterschiede in der K*/TI*-BHS-
Permeabilitét beeinflusst wird [118]. Es konnte gezeigt werden, dass dieses Problem geldst
werden kann, wenn anstelle von TICI Thalliumdiethyldithiocarbamat (TIDDC) verwendet wird [120].
Diethyldithiocarbamat (DDC") ist ein chelatisierender Ligand, welcher zusammen mit dem TI*-
lon einen elektroneutralen, unpolaren und lipophilen Komplex bildet (siehe Abb. 12), welcher

die BHS ungehindert passieren kann.

2 N-C + 2 TI*

J r reversible Bindung

CHy-CH,  ,S T° 'S _CH, - CH,
N-C /) C-N
CH3 - CH2 ‘ S- T|+ S CH2 - CH3
TIDDC

Abb. 12: Lipophiler TIDDC Chelat-Komplex fur die Visualisierung des K*-Stoffwechsels.

Die heterogene zellulare TI*-Aufnahme sowie die Akkumulation und die Umverteilung des TI*
im Gehirn haben gezeigt, dass der TIDDC-Komplex bereits wahrend oder kurz nach Passieren der
BHS und noch vor der neuronalen oder astrozytaren Aufnahme dissoziiert und freie TI*-lonen in den
EZR entlassen werden [119, 120]. Unterstltzt wurde diese Annahme auch durch in-vitro Versuche,
die zeigten, dass TIDDC einerseits einen hohen Ol-Wasser-Verteilungskoeffizienten aufweist [121];
andererseits jedoch in lipophilem Milieu extrem instabil ist [122]. Der genaue Zerfallsmechanismus
des TIDDC-Komplexes, ist nach wie vor unbekannt. Die nachstehende Abb. 13 zeigt zwei mdgliche

Szenarien fur die Freisetzung von TI* aus TIDDC nach dem Passieren der BHS.

Ein mdglicher Ansatz zur Erklarung der Freisetzung von TI" geht von einer Verdiinnung des TIDDC

nach Passage der luminalen Endothelzellmembran aus (siehe Abb. 13 A).

Ein weiterer Ansatz zur TI*-Freisetzung beruht auf der Tatsache, dass DDC" im Austausch gegen
TI* auch an andere endogene Metalle wie z. B. Zink, Kupfer oder Mangan bindet, zu denen es
deutlich héhere Bindungsaffinitaten besitzt (siehe Abb. 13 B).
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Plasma Endothelzell- Zytoplasma
membran

A) Verdlinnung

CH; - CH, _ , S
B N-C + T —
CH3 - CHZ . S TI* S CH2 - CH3 c:H3 - CHZ a e S'

CH;- CH, * sToTr s "CH,- CH,
B) Metallaustausch
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Abb. 13: Mogliche Szenarien fir die Freisetzung von TI* aus TIDDC nach Passieren der BHS.

Die zerebrale TI*-Verteilung kann nach intravendser TIDDC- bzw. 'TIDDC-Injektion sowohl
histochemisch auf Einzelzellebene mit der sogenannten Thallium-Autometallographie (TI*-AMG) im

Hirnschnitt [118, 120, 123, 124], als auch auf regionaler Ebene und in-vivo mit dem SPECT untersucht
werden [125] (siehe Abb. 14).

I. intravendése Injektion
TIDDC/2°1TIDDC

II. Methoden zur Visualisierung
der zerebralen TI*/2°1TI*-Verteilung

4

TI*-AMG 201T|*-SPECT

Abb. 14: Nachweismethoden zur Visualisierung der zerebralen TI*- bzw. 2°'TI*-Verteilung nach
intravenoser Injektion von TIDDC/?°'TIDDC.

Grundlage des histochemischen TI*-Nachweises bildet die Prazipitation von TI*-lonen mit natrium-
sulfidhaltigen Losungen (Na.S), welche Ublicherweise Uber eine transkardiale Perfusion in den

Korper gebracht werden, wodurch sich wasserunlosliche Thalliumsulfid- (T1>S) Nanokristalle am Ort
der Prazipitation bilden [118, 120].

Dissertation | Schlaganfallbildgebung



Thallium-Diethyldithiocarbamat - neuartiger Tracer zur Schadensvisualisierung 27

Durch eine anschlieRende autokatalytische Silberverstarkung am Hirnschnitt kénnen die TI.S-

Nanokristalle sowohl elektronen- als auch lichtmikroskopisch detektiert werden [118, 120, 123, 124].

Im Rahmen umfangreicher weiterfihrender Forschungsaktivititen konnte auf Basis dieser
Herangehensweise der Einsatz von TIDDC zur Detektion veranderter Aktivitatsmuster sowohl
unter Stimulus-Bedingungen als auch in neurodegenerativ erkranktem Gewebe untersucht
und positiv evaluiert werden (vgl [119, 120, 126-128]).

In Nagetiermodellen der fokalen zerebralen Ischamie konnten unter Anwendung der TI*-AMG
bereits unmittelbar nach Verschluss der A. cerebri media (MCA) sowie nach kurzen Episoden
einer zerebralen Ischamie eine signifikant verringerte TI*-Farbeintensitat im Stromgebiet der
betroffenen Arterie detektiert werden (siehe Abb. 15). Innerhalb grof3er L&sionen lieRen sich
daruber hinaus Zonen verschiedener TI*-Farbeintensitat bzw. -Aufnahme voneinander
abgrenzen. Wahrend im Zentrum der L&sion die neuronale und astrozytare TI*-Aufnahme
unterhalb der Detektionsschwelle lag, war die TI* Aufnahme im Randgebiet zwar reduziert aber
noch detektierbar (siehe Abb. 15B).

Die Detektion von Zonen verschiedener TI*-Farbeintensitat legte die Vermutung nahe, dass mit
Hilfe der TI*-Histochemie Areale verschiedener Vulnerabilitat bzw. irreversibel geschadigtes von
noch rettbarem Gewebe unterschieden werden kann. 24 h nach Einsetzen des Infarktes entsprach
der Bereich verminderter TI*-Aufnahme dem durch etablierte Marker nachgewiesenem definitiven
Schaden.

Auf Grundlage dieser Befunde konnte erstmalig belegt werden, dass die Visualisierung des
K*-Stoffwechsels mit Hilfe des Tracers TIDDC fir die friihzeitige Detektion und Abgrenzung
geschadigten Hirngewebes im Zuge einer fokalen zerebralen Ischdmie eingesetzt werden
kann (vgl. [127]). Gleichzeitig legten diese Ergebnisse unmittelbar die Verwendung der 2°*TIDDC-
SPECT fur die in-vivo Bildgebung von Veradnderungen im K*-Stoffwechsel in Tiermodellen der

fokalen zerebralen Ischdmie und moglicherweise beim Menschen nahe.

Dissertation | Schlaganfallbildgebung



28 Thallium-Diethyldithiocarbamat - neuartiger Tracer zur Schadensvisualisierung

Abb. 15: TI*-AMG Farbemuster im akuten Stadium einer fokalen zerebralen Ischamie.

Gezeigt sind Ausschnitte aus einem Frontalschnitt eines Rattenhirns. Das Tier wurde 15 min
nach Verschluss der Arteria cerebri media durch Injektion von Endothelin-1 intraperitoneal mit
TIDDC injiziert und weitere 15 min spater transkardial perfundiert. A zeigt einen Frontalschnitt
der vom Verschluss der MCA betroffenen Hemisphére. Die Rechtecke in A zeigen die
Positionen der Abbildungen B, C und D. In B sind Zonen verschiedener TI*-Farbeintensitat
dargestellt. C zeigt vereinzelte Zellen normaler TI*-Aufnahmerate innerhalb des Kerns der
Lasion (schwarze Pfeile). In D markiert der Pfeil eine Zelle mit astrozytarer Struktur mit einer
erhodhten TI*-Farbeintensitat in unmittelbarer Néahe zu einem schwéacher gefarbten Neuron
[127].
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Kapitel 5

Ziele der Arbeit

Das primére Ziel der vorliegenden Dissertation besteht darin, zu untersuchen, welchen Nutzen die
in-vivo Bildgebung des zerebralen K*-Stoffwechsels mittels 2! TIDDC-SPECT fiir das Verstandnis

der Dynamik der Infarktausbreitung und fur die Diagnostik und Differenzierung verschiedener

Grade der Gewebsschadigung haben kann.

Dabei galt es den im Folgenden formulierten Fragestellungen nachzugehen:

Um

. Lasst sich der nach experimentell induziertem Verschluss der MCA zu erwartende Verlust von

K* bzw. TI" mit Hilfe der 2*TIDDC-SPECT in-vivo visualisieren?

. Inwiefern korreliert der 2°1TI*-Verlust aus dem Areal verminderter Perfusion mehrere Stunden

nach Verschluss der MCA mit der definitiven Schadensgrof3e bzw. inwiefern entspricht die

spate 2°1TI*-Verteilung dem mit Hilfe etablierter Marker abgrenzbaren finalen Schadensareal?

. Kann der fortlaufende Verlust von 2°'TI* aus dem potenziellen Schadensareal wahrend dem

Anwachsen der ischamischen Lasion auf Basis dynamischer 2°*TIDDC-SPECT-Messungen

nachverfolgt werden?

. Gibt es unterschiedliche Kinetiken des Verlusts von 2°TI* innerhalb des geschéadigten Areals?

. Erméglicht die simultane Darstellung der zerebralen Perfusion und der 22! TI*-Verteilung in der

Akutphase der Ischamie eine Unterscheidung von gefahrdetem aber potenziell rettbarem und

unwiederbringlich geschadigtem Gewebe?

. Welchen Einfluss hat ein etabliertes Therapeutikum auf die Kinetik des Verlusts von 202T[*?

der Zielstellung grundlegend nachzugehen, wurde in einem ersten Schritt der

Versuchsdurchfiihrung die 2°'TI*-Verteilung 24 h nach Verschluss der MCA mit etablierten

Markern fur einen strukturellen Gewebsschaden verglichen. Dabei wurden als etablierte

Verfahren zum einen die Nissl-Farbung und zum anderen die T.w-MRT gewahilt.
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Fur die Untersuchung der Dynamik des °TI*-Verlusts aus dem Infarktareal wurden nach
Injektion einer einzelnen 2! TIDDC-Dosis Serien von SPECT-Aufnahmen im Abstand von 10-
15 Minuten tber einen Zeitraum von mehreren Stunden angefertigt.

Dabei wurde 29*TIDDC in einer Versuchsgruppe bereits vor Auslésen des Infarkts injiziert, in

einer anderen Versuchsgruppe nach Auslésen des Infarkts.

Die 2°2TIDDC-Injektion vor Auslésung des Infarkts bietet den Vorteil, den 2°TI*-Verlust von
einem normal hohen Level aus untersuchen zu konnen, da 2°'TI* im intakten Gewebe
akkumulieren kann, bevor der Schaden einsetzt. Die 2°*TIDDC-Injektion nach dem Infarkt
entspricht dagegen mehr der Situation in der Humanbildgebung, bei der die Tracer nach

Einlieferung eines Patienten in die Klinik injiziert werden.

Die simultane Darstellung der zerebralen Perfusion und der 2°'TI*-Verteilung erfolgte anhand einer
Doppelisotopenstudie mit den Tracern *"TcHMPAO und *'TIDDC in Méausen zum Zeitpunkt der
Okklusion und in Ratten wahrend der graduellen Reperfusion.

Zur Untersuchung des Einflusses eines Therapeutikums auf die Kinetik des Verlusts von 'TI* wurde
eine Versuchsgruppe mit dem fir Nagetiermodelle etablierten Pharmakon MK 801 behandelt.
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Kapitel 6

Vorbetrachtung zur tierexperimentellen

Versuchsdurchfiihrung

Bevor im nachstehenden Kapitel 7 auf die detaillierte Beschreibung der Versuchsdurchfiihrung
und der damit einhergehend zur Anwendung gebrachten Materialien und Methoden eingegangen
wird, scheint es an dieser Stelle zunachst sinnvoll, im Sinne einer knappen Vorbetrachtung die
gewahlten Tiermodelle der fokalen zerebralen Ischéamie sowie den Wirkmechanismus des

eingesetzten Therapeutikum MK-801 etwas naher zu beleuchten.

6.1 Tiermodelle der fokalen zerebralen Ischamie

Um die Pathogenese eines ischdmischen Schlaganfalls wirklich verstehen und basierend auf
diesem Verstandnis wirkungsvolle Therapien entwickeln zu kénnen, sind Tiermodelle der fokalen
zerebralen Ischamie unabdingbar. Um die hohe Variabilitat der humanen Ischamien in Bezug auf
Lokalisation, Ursache, Schweregrad und Reversibilitat der entstandenen Schaden unter simultaner
Berticksichtigung von Vorerkrankungen, wie Diabetes, Bluthochdruck oder Fettleibigkeit, moglichst
gut abzudecken und gleichzeitig eine Ubertragung der gewonnen Erkenntnisse auf den Menschen
gewahrleisten zu kénnen, wurden eine Vielzahl verschiedener Tiermodelle zur Induktion einer
fokalen zerebralen Ischamie entwickelt (u. a. [129, 130]). Dabei kann zwischen transient oder

permanent induzierbaren Tiermodellen der fokalen zerebralen Ischamie gewahlt werden.

Am haufigsten ist beim Menschen das GefaRgebiet der A. cerebri media (engl. middle cerebral
artery, MCA) von einer plétzlich eintretenden Minderdurchblutung betroffen [131, 132],
weshalb diese auch das Ziel der meisten Tiermodelle darstellt [133].

Das Versorgungsgebiet der MCA, dem grof3ten hirnversorgenden Gefal3, umfasst, wie in Abb. 16 A
ersichtlich, erhebliche Teile des Frontal-, Parietal und Temporallappens sowie wichtige Schalt-
zentren im Diencephalon (d. h. das Striatum, Teile des Pallidums und des angrenzenden Thalamus),

gleichwohl aber auch einen Grof3teil der Capsula interna.
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A Versorgungsgebiet der B Faden-Modell C  Endothelin-1 Injektion
A. cerebri media (Longa & Koizumi) (Sharkey)
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Abb. 16: Tiermodelle zur Induktion einer fokalen zerebralen Ischamie (nach [133]).

In das Versorgungsgebiet inbegriffen sind zudem zahlreiche funktionelle Zentren, wie der
motorische Kortex (Rumpf, obere Extremitaten und Kopf), ein Teil des pramotorischen Kortex,
der priméare und sekundére somatosensorische Kortex, das motorische und sensorische
Sprachzentrum, das frontale Blickzentrum sowie der Gyrus angularis, der die Kopplungsstelle
zwischen visuellem und auditorischem System bildet.

Bei Verschluss der MCA kann es somit zur Auspragung der nachfolgenden klinischen

Symptome kommen, die entweder in ihrer Gesamtheit oder isoliert in Erscheinung treten [134]:

- halbseitig ausgepragte Lahmung (meist kopf- und armbetont)

- somatosensible Empfindungslosigkeit der kontralateralen Kérperhalfte
- Blickdeviation zur ipsilateralen Seite

- globale Aphasie

- Alexie und Agraphie

Auch im Tiermodell fUhrt der Verschluss der MCA zu deutlich erkennbaren somatosensorischen
Defiziten, die anhand verschiedener Verhaltenstests nach ihrem Schweregrad eingeordnet werden
kénnen [135, 136].

Im Rahmen der vorliegenden Dissertation wurden zwei gut etablierte Modelle der fokalen
zerebralen Ischamie verwendet, bei denen die MCA transient verschlossen und spater wieder
reperfundiert wurde. Dabei handelt es sich zum einen um das intraluminale Faden-Modell, welches
in Mausen angewandt wurde, und zum anderen um die intrazerebrale Injektion von Endothelin-1,
welche in Ratten durchgefuhrt wurde. Beide Modelle sollen nachfolgend kurz ndher beleuchtet

werden.
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6.1.1 Das intraluminale Faden-Modell

Das intraluminale Fadenmodell ist eines der am meisten verwendeten Ischamiemodelle [137]. Es
wurde erstmals von Kiozumi et al. [138] in Ratten beschrieben und wurde seitdem durch verschiedene
Arbeitsgruppen modifiziert und fur die Anwendung an Mausen aufbereitet [139-141].

Bei diesem Modell wird ein flexibler und mit Silikon-beschichteter Nylonfaden in die A. carotis interna
(engl. internal carotid artery, ICA) eingefiihrt und bis zum Eintritt der MCA in den Circulus arteriosus
Willisii (CaW) vorgeschoben, um diese zu verschliel3en. Dadurch wird die Blutzufuhr der MCA durch
die ICA, die A. cerebri posterior (engl. posterior cerebral artery, PCA), und die A. cerebri anterior
(engl. anterior cerebral artery, ACA) unterbrochen und eine Ischamie im Mediastromgebiet ausgeldst
(siehe Abb. 16 B).

Die Vorteile dieses Modells liegen in der leicht durchzufiilhrenden Operation, der verhaltnismalig
geringen Invasivitat und der guten Reproduzierbarkeit der Infarkte mit deutlicher Penumbra unter
Standardbedingungen (u. a. gleichbleibende Narkose, Tierstamm, Operationsmethode, Filamenten-
grof3e und -design). Durch die Weiterentwicklung der Filamente hinsichtlich Beschichtung, Dicke und
Form sowie durch die Anpassung der Filamentdurchmesser an das Korpergewicht der Versuchs-

tiere, konnte die Reproduzierbarkeit der Infarkte zusatzlich erhdht werden [142)].

Durch ein Zurlickziehen des Fadens kann weiterhin problemlos eine kontrollierte Reperfusion
eingeleitet und somit die Dauer des Verschlusses exakt variiert werden. Dies ermoglicht die
Untersuchung und Erforschung verschiedener Schweregrade eines Schlaganfalls. Das umfasst im
gleichen Mal3e sowohl eine TIA als auch einen grof3en Infarkt. Ein wesentlicher Nachteil der Methode
besteht jedoch darin, dass je nach Beschaffenheit des Filamentes auch andere von der ICA
abgehende, blutfiihrende Geféale, wie z. B. die A. hypothalamica blockiert werden kénnen, was zu
einer Infarzierung des Hypothalamus fiihren kann, was wiederum eine St6rung in der Temperatur-
regulation zur Folge haben kann. Des Weiteren kommt es durch einseitiges Abbinden der A. carotis
communis (engl. common carotid artery, CCA) und der A. carotis externa (engl. external carotid artery,

ECA) zu einem dauerhaftem Verschluss derselben.

6.1.2 Die intrazerebrale Endothelin-1 Injektion

Ein weiteres Modell beschreibt die Applikation von Endothelin-1 (ET-1) in die N&he eines
blutfihrenden Gefalies, was zu einer plotzlichen Verengung dieses Gefal3es fuhrt und somit
in Abhangigkeit von der injizierten Dosis eine vorubergehende Senkung des lokalen
Blutflusses und die Entwicklung von Ischdmien im Versorgungsgebiet des betroffenen
Gefalies zur Folge hat [143-146].
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Endothelin-1 ist ein Peptidhormon, welches von Endothelzellen produziert und freigesetzt wird.
Es handelt sich bei ET-1 um einen hochpotenten Vasokonstriktor, der durch seine gefél3verengende
und blutdrucksteigernde Wirkung maf3geblich an der Regulation des Blutdrucks beteiligt ist [145].

ET-1-Injektionen werden seit den frihen 90er Jahren genutzt, um Schlaganfélle gezielt, meist
durch Verschlusse der MCA, in Versuchstieren zu induzieren [147-150]. Zunachst wurde dabei
das ET-1 nach erfolgter Kraniektomie direkt auf die freigelegte proximale MCA appliziert [144,
151]. Im Gegensatz dazu beruht das in dieser Arbeit verwendete Operationsprotokoll nach
Sharkey und Butcher [150] auf der stereotaktischen Injektion von ET-1 in das direkt an die MCA
anliegende Gewebe. Diese Methode gilt als weniger invasiv und schneller durchzuftihren, da
weder ein Freilegen der MCA noch eine Kraniektomie nétig sind. Stattdessen erfolgt der Hirnzugang
Uber eine kleine Bohrung in der Schadeldecke oberhalb der MCA, durch die eine Injektionskantile
durch das Gehirn bis zur MCA eingefiihrt wird (siehe Abb. 16 C). Da es dabei entlang des
Stichkanals zu direkten und mitunter schwerwiegenden Verletzungen des Hirns kommen kann,

findet dieses Modell deutlich seltener Anwendung, als beispielsweise das Faden-Modell.

Nichtsdestotrotz hat dieses Modell den gro3en Vorteil, dass es die Vorgange einer humanen
Ischamie sehr viel realistischer widerspiegelt. Im Gegensatz zur plétzlich eintretenden
Reperfusion des Faden-Modells, kommt es bei diesem Modell Uber einen Zeitraum von
Stunden nach ET-1-Injektion zu einer graduellen Reperfusion des von der Ischamie
betroffenen Gebietes [148, 149, 152—154]. Ein weiterer Vorteil dieses Modells besteht darin,
das es prinzipiell ermdglicht, den Blutfluss im Stromgebiet verschiedenster zerebraler Arterien
gezielt zu senken und somit unterschiedliche Symptome zu induzieren (u. a. [155]). Durch die
Wahl einer geeigneten Dosis kann zudem der Schweregrad der Ischamie bestimmt werden
[156]. Zu beachten bleibt hierbei jedoch die hohe Variabilitat der Infarktgréf3en, welche durch
verschiedene Faktoren beeinflusst wird. Neben den gangigen Einflussfaktoren, wie
Tierstamm, Alter und Kérpertemperatur der Tiere oder der Art der verwendeten Narkose, wird
die Infarktgrof3e durch die Genauigkeit der stereotaktischen Injektion sowie die Stabilitat der
ET-1 Probe bestimmt [149, 150].

Durch die praischamische Implantation von Fiihrungskantilen ist sogar die Moglichkeit gegeben, ET-
1-Injektionen am wachen und freibeweglichen Tier durchzufiihren [149]. Dadurch kénnen operative
Traumata explizit von ischéamiebedingten Schadigungen getrennt und beispielsweise der
nachgewiesene Einfluss von Narkotika o. . auf die Infarkigro3e bzw. die Wirkungsweise von
Therapeutika ausgeschlossen werden [157-159]. Ferner ermdglicht eine derartige Modifikation des
Modells eine direkte visuelle Wahrnehmung von schlaganfallbedingten Verhaltensanderungen und

eine noch realistischere Darstellung einer humanen Ischamie.
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6.2 Wirkungsweise von MK-801

MK-801 ([5R,10S]-[+]-5-methyl-10,11-dihydro-5H-dibenzo[a,d]cycloheptan-5,10-imine, Dizocilpin)
ist ein nicht-kompetitiver NMDA-Rezeptor-Antagonist, dessen anti-exzitotoxische Wirkung darauf
beruht, dass der Ca?*-Einstrom in die Postsynapse und deren Depolarisation blockiert wird.

Die neuroprotektive Wirkung von MK-801 wurde bereits in-vitro unter Sauerstoff- und
Glukosedeprivation sowie in einer Vielzahl von Tierexperimenten an Modellen der fokalen und
globalen zerebralen Ischamie belegt (u. a. [30, 160-166]). Dabei wurde aufgezeigt, dass das
Infarktvolumen durch die Applikation von MK-801, insbesondere vor oder kurz nach (bis ca.
2 h) Okklusion der MCA (MCAO), drastisch reduziert werden kann (<50 %) [46, 164]. In
diesem Zusammenhang zeigte beispielsweise Nedergaard, dass MK-801 die Anzahl von
Periinfarktdepolrisationen (PIDs) verringert und so das Infarktvolumen maf3geblich reduziert [167].
Zudem wurde beschrieben, dass die Applikation von MK-801 eine Hypothermie hervorruft, welche

ebenfalls als neuroprotektiver Mechanismus und effektiver SD-Blocker diskutiert wird [168—170].

Basierend auf der Publikation von Ma et al. [164] wurde fur das im Rahmen dieser Dissertation
durchgefiihrte Therapieexperiment eine als effektiv beschriebene MK-801 Dosis von 3 mg/kg
gewahlt. Der Zeitpunkt der Injektion, 30 min nach MCAO bzw. kurz nach Einleitung der
Reperfusion, wurde ebenfalls in Analogie der in der Publikation als effizient angegebenen

Handlungsanweisung nachempfunden.

Anzumerken bleibt jedoch, dass MK-801 in der Schlaganfalltherapie am Menschen keine Rolle
spielt, da durch die Rezeptorblockade auch die physiologischen Glutamatfunktionen in erheblichem
Male gehemmt werden, was in klinischen Studien in Form von beschriebenen Nebenwirkungen,

wie Halluzinationen, Agitation oder Somnolenz nachgewiesen wurde [171, 172].
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Kapitel 7

Verwendete Materialien und Methoden

Im Sinne einer schematischen Ubersichtsdarstellung zeigt die folgende Abb. 17 die verschiedenen
Versuchsgruppen und die einzelnen Arbeitsablaufe, in der Reihenfolge ihrer Durchfiihrung. Sowohl
die Versuchsgruppen als auch die verschiedenen Arbeitsschritte werden in den nachstehenden
Unterkapiteln n&her erlutert. Der linke Pfad beschreibt den experimentellen Arbeitsablauf fur die
Versuchsgruppe Maus, wohingegen der rechte Pfad zweigeteilt dargestellt ist. Hierbei wiederum
zeigt der schwarz hinterlegte Pfad Ratte (a) den Ablauf fir den Versuch einer Injektion des zu
untersuchenden Tracers 2°*TIDDC vor Einleitung der MCAQO; der grau hinterlegte Pfad Ratte (b) den
Versuchsablauf einer Injektion des 2°*TIDDC 90 min nach erfolgter MCAO.
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Abb. 17: Schematische Ubersichtsdarstellung der experimentellen Versuchsablaufe.
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Ferner erfolgt nachstehend eine knappe Beschreibung der fir die Versuchsdurchfiihrung
verwendeten Materialien und Methoden. Detaillierte Protokolle zur Herstellung gangiger chemischer

Loésungen sind dartiber hinaus dem Anhang zu enthehmen.

7.1 Beschreibung der Versuchstiere

Die tierexperimentellen Untersuchungen der im Weiteren beschriebenen Studien erfolgten
anhand von insgesamt 18 mannlichen C57BI6 M&usen, welche ein Alter von 6-8 Wochen und
ein Durchschnittsgewicht von 25 g (24-28 g) aufwiesen sowie anhand von 20 mannlichen Sprague-
Dawley Ratten im Alter von 8-10 Wochen und einem Durchschnittsgewicht von 284 g (178-408 g).
Die nachstehenden Tab. 1 & Tab. 2 ermdglichen einen Uberblick tber die verschiedenen Teil-

experimente und Gruppencharakteristika fur die Versuchsgruppen Maus und Ratte.

Tab. 1: Charakteristik der Versuchsgruppe Maus

Gruppe Interventionsschema Anzahl @ - Gewicht
Maus-Kontrollgruppe Sham-OP + PBS-In;. 5 25,60+ 1,67 g
Maus-MCAO-Gruppe A MCAO + PBS-Inj. 7 2457+151¢g

(ohne Therapie)

Maus-MCAO-Gruppe B MCAO + MK801-Inj. 6 25,00+1,67 9
(mit Therapie)

Tab. 2: Charakteristik der Versuchsgruppe Ratte

Gruppe Interventionsschema Anzahl @ - Gewicht

Ratten-Kontrollgruppe (1) 2TIDDC-Inj. (i.v.)
5 254,80 + 16,89 g
(2) NaCl-Inj. (i.c.)

Ratten-MCAO-Gruppe (1) 2TIDDC-In;. (i.v.)
A 10 268,10 + 60,97 g
(2) ET-1-Inj. (i.c.)
Ratten-MCAO-Gruppe (1) ET-1-Inj. (i.c))

B 5 347,20 + 50,29 g
(2) 2TIDDC-Inj. (i.v.)

Die fur die Versuchsdurchfiihrung verwendeten Mause wurden in der Tierhaltung des Deutschen
Zentrum fur Neurodegenerative Erkrankungen (DZNE) in Magdeburg, Deutschland geziichtet und
zum Zwecke einer Habituation mindestens eine Woche vor Beginn der experimentellen Untersuch-
ungen in die Tierhaltung des Leibniz-Institutes fir Neurobiologie (LIN), Magdeburg, Deutschland,
tberfuhrt.
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Die Haltung der Tiere erfolgte in Gruppen zu je 5 Tieren in Standardkafigen (Sealsafe®Plus Maus ICV
Green Line, GM500 Ké&fig, Techniplast Deutschland GmbH, Hohenpeif3enber, Deutschland) mit freiem
Zugang zu Nahrung und Wasser. Die untersuchten Ratten wurden tber den Anbieter Charles River
(Sulzfeld, Deutschland) bezogen und ebenfalls mindestens 1 Woche vor Beginn der jeweiligen
Versuchsdurchfiihrung an das LIN Uberfuhrt. Ihre Haltung in Gruppen zu je 3 Tieren erfolgte in
analoger Weise in Standardkéfigen (Kafigtyp Il nach ETS 123) mit freiem Zugang zu Nahrung und
Wasser. Anzumerken ist, dass bereits im Rahmen erster, im Jahr 2011 durchgefuhrter Versuche 8
Ratten des Lieferanten Janvier Labs (Saint Berthevin Cedex, Frankreich) getestet wurden, deren
Versuchsergebnisse Einzug in die Versuchsauswertung fanden.

Weiterhin zu erwahnen ist, dass samtliche gewahlte Vorgehensweisen einschlielich der
durchgefiihrten Versuche den Anforderungen des Deutschen Tierschutzgesetzes entsprachen

und durch die Tierethikkommission des Landes Sachsen-Anhalts genehmigt wurden.

7.2 201TIDDC

7.2.1 Tracer-Praparation

Die 2°'TIDDC-Injektionslosung wurde jeweils unmittelbar vor jeder Tracerinjektion frisch hergestellt.
Im Detail wurde dazu in einem ersten Schritt eine 4 %ige Natrium-Diethyldithiocarbamat- (NaDDC)
Losung durch 10 mindtiges Ldsen von 2 g NaDDC*3H,0 (Sigma, Deisenhofen, Deutschland) in
50 ml einer 0,9 %igen Natriumchlorid- (NaCl) Lésung hergestellt. Parallel dazu wurden 500 pl der
wassrigen 'Thalliumclorid- (*®*TICI) Losung mit einer 1 ml Spritze (Injekt®-F, B. Braun Melsungen
AG, Melsungen, Deutschland) aufgezogen. Die hierbei verwendeten 2°*TICI-L6sungen wurden aus
kommerziellen Quellen (Mallinckrodt Medical B.V., Westerduinweg 3, 1755 LE Petten, Niederlande)
bezogen.

Unmittelbar vor der Injektion wurde die 2°*TICI-Lésung in der Injektionsspritze mit der 4 %igen
NaDDC-Losung im Verhéltnis 10:1 verdiinnt. Beim Kontakt beider Losungen in der Spritze entstand
jeweils schlagartig der lipophile Thalliumkomplex 2°*TIDDC, was durch eine leichte Tribung der
Lésung sichtbar wurde. Die fertige Injektionslosung, welche eine DDC-Konzentration von 0,4 %

aufwies, wurde nach einer Inkubationszeit von 5 min injiziert.

7.2.2 Tracerinjektion in Mausen

Die Injektion des *'TIDDC-Komplexes erfolgte bei Mausen intravenos (i.v.) tber die kollateralen
Schwanzvenen ca. 1 h vor der Faden-Implantation im wachen Zustand. Um die Tracerinjektion zu
erleichtern, wurden die Mause zunéchst einer 15-minditigen Infrarotstrahlung ausgesetzt, wodurch

eine Vasodilation der Schwanzvenen erreicht wurde.
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Zusatzlich wurden die Mause wahrend der gesamten Injektionsdauer in einem Restrainer fixiert, wie
Abb. 18 zu entnehmen ist. Die eigentliche Injektion erfolgte mdglichst kontinuierlich Uber einen
Zeitraum von 1-2 min unter Zuhilfenahme einer 30-Gauge Kantile (Sterican® 30G x %2, B. Braun

Melsungen AG, Mesungen, Deutschland).

Experimentator

Injektionsspritze mit Tracer

Versuchsobjekt ,Maus*

® OO

Restrainer

Abb. 18: 221TIDDC-Injektion Uber die kollateralen Schwanzvenen an der wachen Maus.

Um die jeweilig ins Tier injizierte Traceraktivitdt bestimmen zu kénnen, wurde nach jeder
Tracerinjektion die verbliebene Aktivitat in der Spritze und an ggf. verwendeten Tupfern mit
Hilfe eines Activimeters (ISOMED 2010 Nuklear-Medizintechnik Dresden GmbH, Dresden,
Deutschland) ermittelt und von der urspringlich Traceraktivitat in der Injektionsspritze
subtrahiert. Die so errechnete mittlere injizierte 2°TIDDC-Aktivitatsdosis betrug 38,89 MBq
(STABW = 9,04 MBq) in einem Volumen von 550 pl. Unmittelbar nach den Tracerapplikationen
wurden die Mause in einem Gasgemisch bestehend aus Isofluran (Baxter Deutschland GmbH,
Unterschleil3heim, Deutschland) in Lachgas (Distickstoffmonoxid, N>.O) und Sauerstoff (O2)
(Linde AG, Pullach, Deutschland) narkotisiert und in den SPECT/CT Scanner uberfihrt.

7.2.3 Tracerinjektion in Ratten

Die 2°1TIDDC-Injektion an Ratten erfolgte Uiber die rechte duRere Drosselvene (vena jugularis
externa, JV) mit Hilfe eines selbst praparierten Jugularvenenkatheters auf Silikonbasis.

Zur Herstellung dieses speziellen Katheters wurde ein Silikonschlauch (Gaudig Laborfachhandel
GbR, Suelzetal-Osterweddingen, Deutschland, OD: 1,3 mm, ID: 0,5 mm, Artikelnr.: 2734600010)
zunéachst auf eine Lange von 12 cm zugeschnitten, wobei das vordere Ende des Silikonschlauchs

leicht angeschragt wurde.
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AnschlieBend wurde mit Hilfe einer Kanile (21-Gauge) ca. 0,5 cm von der Spitze entfernt (siehe
Abb. 19 A) ein Loch in die eine Seite des Schlauches gestochen, um ein spéateres Ansaugen des
Katheters am Gefaf? zu vermeiden. Etwa 3,3 cm von der Spitze aus entfernt (siehe Abb. 19 B)
wurde der Katheter durch einen Silikonring (Silicone Rubber Compound, RS Components Ltd,
Corby, UK) verdickt. Diese Verdickung diente in der Anwendung als Markierung, bis zu welchem
Punkt der Katheter in die Vene einzufihren war, um seine korrekte Platzierung im rechten Vorhof

der Ratte zu gewahrleisten.

Abb. 19: Praparierter Rattenkatheter auf Silikonbasis.
A: Ausgleichloch um das Ansaugen des Katheters an der JV zu verhindern,
B: Silikonring als Positionierungsmarker.

Anschlief3end wurde der Silikonpfropf Uber Nacht getrocknet. Zum Abschluss wurden die fertig-
préaparierten Katheter in 70 %igem Ethanol (Et-OH) desinfiziert und bei 121 °C fur 30 min autoklaviert
(Varioklav, Dampfsterilisator, Typ 135 S, H+P Labortechnik GmbH, Oberschleil3heim, Deutschland).

Zum eigentlichen Legen des Katheters wurden die Ratten zunachst mit 2-2,5 % Isofluran in
einem Gemisch aus N>O und O (je 1 I/min) narkotisiert und ricklings mit dem Kopf zum
Operateur auf einer Heizmatte platziert (siehe Tab. 3 a). AnschlieBend wurde die rechte Seite
des Halses rasiert und nach erfolgter Desinfektion des entsprechenden Bereiches mit 70 %igem
Et-OH ein etwa 1 cm langer Schnitt oberhalb des Schllisselbeins und rechts der Trachea gesetzt.
In einem néchsten Arbeitsschritt wurde die rechte auRere JV bis zu dem Punkt, an dem sie unter

dem Musculus pectoralis major (grof3er Brustmuskel) verschwindet, vorsichtig freiprapariert.

Mit Hilfe einer gespreizten Pinzette wurde die Vene zusatzlich aufgespannt, zwei chirurgische
5-0 Faden (Feuerstein Suprama, Berlin, Deutschland) bis zur Hélfte unter ihr hindurch gefuhrt
und beide Faden zu Schlaufen um die Vene gelegt. Um die Vene abzubinden, wurde darauf-
folgend die kranial gelegene Schlaufe fest verschlossen (siehe Tab. 3 b).

Um die Vene fir die Kathetereinfihrung schrag mit einer Mikroschere (Fine Science Tools, FST,
Heidelberg, Deutschland, #15000-08) anschneiden zu kénnen, wurde ferner mit Hilfe einer
Klemme Zug an die Enden der Ligatur gelegt und so die Vene unter Spannung gesetzt.
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Tab. 3: Operationsschritte zur Katheterisierung der Jugularvene in Ratten.
CCA: A. carotis communis, JV: vena jugularis, Ms: Muskelgewebe.

Schematische Darstellung Fotografische Arbeitsschritte
Darstellung

- Hautschnitt
oberhalb des
Schliisselbeins

- Praparation der JV

kranial

- Abbinden der JV
(kranial gelegene
Schlaufe)

b)

p. 3
- | - Anschneiden
- derJv
- Einfihren des
Katheters

- Abbinden der JV
— . | (kaudal gelegene
{‘? : Schlaufe)

\ s - Subkutanes

‘ 3 Tunneln des

¥ Katheters
d)

Durch die entstandene Offnung in der Vene konnte schlieRlich der mit einer Heparin-
Natriumchlorid-Losung (Konzentration 3:10; Heparin 50 IU/ml : NaCl 0,9 %) gefiillte Katheter in
das GefaR eingefiihrt und 3,3 cm in Richtung des rechten Vorhofes vorgeschoben werden.
Nach Prifung der Gangigkeit des Katheters, wurde die kaudal gelegene Schlaufe ebenfalls fest
verschlossen (siehe Tab. 3 c).

Durch einen kleinen Schnitt im Nacken wurde der Katheter subkutan von ventral nach dorsal mittels
einer langen 20-Gauge Kanile (Sterican® 20G x 2%, B. Braun Melsungen AG, Mesungen,
Deutschland) getunnelt (siehe Tab. 3 d). Final wurde die Inzisur tber dem Schlusselbein mit 3-4
chirurgischen Knoten geschlossen.
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Um eine moglichst lange Gangigkeit des Katheters gewahrleisten zu kdnnen, wurde der Katheter
mit einem kleinen Volumen (ca. 30-50 pl) Catheter Lock Solution (SAIl infusion technologies,
Lake Villa, IL, USA) gefillt und im Anschluss luftdicht mit einem Holzpfropf verschlossen.

Samtliche Tracerinjektionen und weitere experimentellen Eingriffe erfolgten in der Regel nach

einer Regenerationsphase von einem Tag nach der Katheterimplantation.

Die 2°ITIDDC-Injektion wurde, wie bereits erwahnt, in den verschiedenen Rattengruppen zu 2
unterschiedlichen Zeiten durchgefuhrt, d. h. in den Ratten der Kontrollgruppe und MCAO-
Gruppe A ca. 1 h vor dem operativ induzierten Verschluss der MCA und in den Ratten der
MCAO-Gruppe B zusammen mit der *"TcHMPAO-Injektion ca. 90 min nach Verschluss der
MCA (vgl. Tab. 2). Beide Injektionen erfolgten an wachen Ratten welche sich in einem hohen
Kéfig ohne Deckel in dem sie sich frei bewegen konnten aber aus dem sie nicht herausklettern
konnten, befanden. Die Tracerinjektion wurde mit Hilfe von Infusionspumpen (Havard Instruments,
Holliston, MA, USA) durchgefiihrt. Dazu wurden die implantierten Katheter tber einen 60 cm
langen und mit 2*TIDDC-gefllliten Teflonschlauch (Tefzel-Schlauch, CS-Chromatographie
Service GmbH, D-52379 Langerwehe, Deutschland, OD: 1/16 Zoll ID: 0,5 mm) mit der in einer
Infusionspumpe eingespannten Tracerspritze verbunden (Abb. 20).

Injektionsspritze mit Tracer
Infusionspumpe
Injektionskafig
Teflonschlauch

Jugularvenenkatheter

@@® O

Versuchsobjekt ,Ratte”

Abb. 20: 2°1TIDDC-Injektion tUber einen Jugularvenenkatheter an der wachen Ratte.
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Die Pumprate und die Injektionszeit variierten zwischen 50-100 pl/min und 5,5-10 min in Abhangigkeit
des Tracervolumens. Nach der Tracerinjektion wurde der Teflonschlauch entfernt und die Katheter
noch einmal mit einem kleinen Volumen der NaCl-Heparin-Losung gesplilt, um Tracerrlickstande
aus dem Katheter zu entfernen und maogliche Messartefakte zu reduzieren.

Die injizierte Aktivitatsdosis wurde wieder durch Ermittlung der Tracerriickstande sowohl in der
Tracerspritze als auch im Teflonschlauch mit Hilfe des Activimeters bestimmt. Die mittlere injizierte
21ITIDDC Aktivitatsdosis fir alle Ratten betrug 109,70 MBq (STABW =+ 16,86 MBq) in einem Volumen
von 1,2-2 ml. Im Anschluss an die Tracerinjektionen wurden die Ratten ebenfalls narkotisiert und direkt
in den SPECT/CT Scanner Uberfuhrt.

7.3 Durchfihrung der SPECT/CT-Messungen

Samtliche SPECT/CT-Aufnahmen von Mausen und Ratten wurden mit einem Vier-Kopf
Hybrid-NanoSPECT/CT™ Scanner von Mediso Medical Imaging Systems (Budapest, Ungarn)
durchgefuihrt (siehe Abb. 21), wobei die narkotisierten Tiere fiir die Durchfihrung der
Messungen in speziell fir diesen Scanner angefertigten geschlossenen Maus- bzw.
Rattenliegen (Minerve Imaging Chamber, Bioscan Europe, France, Frankreich) fixiert wurden.
Wahrend des gesamten Messzeitraums befanden sich die Tiere in tiefer Inhalationsnarkose
(Isofluran - bei Mausen: Narkoseeinleitung 2,0 Vol%, Messung 0,8-1,0 Vol% bzw. bei Ratten:
Einleitung 2,5 Vol%, Messung 1,2-1,5 Vol%, je in 550 ml/min N>O und 750 ml/min Oz), welche
ihnen Uber 2 Bohrungen am vorderen Ende der Liegen zugefihrt wurde. Ein Absinken der
Korpertemperatur wahrend der Narkose wurde durch eine kontrollierte, auf 31 °C eingestelite,
Warm-Luft Zufuhr (Multistation Temperature Control Unit, Minerve Equipement Veterinaire,
Esternay, Frankreich) verhindert.

Uber die gesamte Dauer des Messprozesses wurden die Vitalfunktionen (d. h. Puls, Herzrate,
Sauerstoffsattigung und Atemfrequenz) der Tiere mittels eines Tierliberwachungssystems
(MouseOxPlus Pulsoxymeter System, Harvard Apparatus GmbH, March-Hugstetten, Deutschland)
kontrolliert und die Augen der Tiere durch die Applikation von Bepanthensalbe (Bayer AG,
Leverkusen, Deutschland) vor dem Austrocknen geschitzt.

Vor Beginn der einzelnen SPECT/CT-Messungen wurde zunéchst von jedem Tier ein planares
Ganzkdrper-Topogramm erstellt, auf Basis dessen das gewlnschte Scanfenster fir die jeweilige
CT- und SPECT-Messung festgelegt wurde. Dabei wurde mit grof3er Sorgfalt darauf geachtet, dass
das Scanfenster den gesamten Schadelumfang einschloss und zugleich dem axialen Sichtfenster
der fiir die SPECT-Messung verwendeten Apertur entsprach. Durch diese Vorgehensweise sollten
sowohl die Messzeiten als auch das aufzuzeichnende Datenvolumen so gering wie méglich gehalten

werden.

Dissertation | Schlaganfallbildgebung



44 Verwendete Materialien und Methoden

Kontrollmonitor

Temperiereinheit/
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Abb. 21: NanoSPECT/CT™ Scanner von Mediso Medical Imaging Systems (Budapest, Ungarn).

Zur Erfassung der Schadelkonturen wurden vor und nach jeder SPECT-Einzel-Messung bzw.
SPECT-Mehrfach-Messung CT-Scans durchgefuhrt. Die CTs dienten dabei insbesondere als
anatomische Referenz, um die SPECT-Datensétze spater einheitlich auszurichten. Als fur die
Aufnahmen geeignete CT-Parameter wurden eine Spannung von 45 kVp und eine Stromstarke von
177 pA gewahlt. Aufgenommen wurden insgesamt 180 Projektionen pro 360 °-Drehung der Gantry,
wobei die Messdauer pro Projektion 500 ms betrug. Die gesamte Messdauer fiir die Durchftihrung
eines CT Scans betrug bei Mausen 90 s und bei Ratten 90 s bzw. 2 min 15 s. Die isotrope rdumliche
Aufldsung der Voxel betrug 96 pm.

Zur Messung der zerebralen Tracerverteilungen mittels SPECT wurden Pinhole-Kollimatoren (Scivis
GmbH, Gottingen, Deutschland) verwendet, die fur Mause mit Zehn-Loch-Aperturen (Apt.) mit einem
Pinhole-Durchmesser von je 1,4 mm und einem axialen Sichtfenster von 23,9 mm (Apt. 1, Standard
Ganzkorper Apt.) bestickt waren. Fir die Untersuchung der Ratten wurden hingegen Neun-Loch-
Aperturen verwendet. Diese wiederum waren fur kurze Messungen mit einer Dauer von 10-30 min
mit einem Pinhole-Durchmesser von 2,5 mm und einem entsprechenden axialen Sichtfenster von
35,9 mm (Apt. 2, Standard Ganzkdrper Apt.) bestlickt, wohingegen fiir lange Messungen von 2 h
Aperturen mit einem Pinhole-Durchmesser von 1,5 mm und einem axialen Sichtfenster von 38,9 mm
(Apt. 5, Ultra-High Resolution Ganzkérper Apt.) zur Anwendung kamen.

Die nominalen Auflésungen der verwendeten Aperturen betrugen < 1,0 mm bei der Maus, < 2,0 mm
fur kurze Messungen bei der Ratte und < 1,2 mm fiir langere Messungen an der Ratte (entsprechend
Herstellerangaben und Messungen mit Auflésungs-Phantomen am Scanner).

Die verwendeten Aperturen besitzen relativ hohe Sensitivitdten aber nur mittlere bis relativ niedrige
Auflésungen gemessen an der System-Auflésung des Scanners (0,35 mm).
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Fir hohe Auflosungen bei gleichzeitig kurzer Messzeit waren hohere Tracer-Dosen erforderlich
gewesen. Das kommerziell erhéltliche 2°XTI* wird mit relativ niedriger Aktivitét pro Volumen geliefert.
Theoretisch lasst es sich auf sehr hohe Konzentrationen aufkonzentrieren. Im Rahmen dieser Proof-

of-Concept Studie wurde mit den oben genannten Aperturen der einfachste Ansatz gewabhlt.

Die Anzahl der Einzelprojektionen kann fir jeden Scan auf 24 (d. h. 6 Projektionen pro Detektor a
15 ° und 9-10 Bilder pro Pinhole-Apertur) beziffert werden. Dabei wurde die Messdauer fiur jede
Projektion der jeweils gewinschten Scandauer angepasst, so dass bei einer gewinschten
Scandauer von z. B. 2 h und 24 Einzelprojektionen die Zeit pro Projektion 1200 sec betrug, wahrend
die Zeit pro Projektion bei einer gewiinschten Scandauer von 10 min mit 100 sec angegeben werden
kann. Die Energiefenster fir die Messung von 2°*TI* wurden gemaR der Standardeinstellungen des
NanoSPECT/CTs gewahlt, so dass sich fur Fenster 1 eine Energieeinheit von 72 keV + 20 %; flr
Fenster 2 von 167 keV * 15 % ergibt (Abb. 22 A). Fur die simultane Messung von 2°'TI* und *™Tc
wurden, um eine klare Trennung der verschiedenen Energiefenster zu erreichen, diese wie folgt
eingestellt; Energiefenster fur *™Tc: 140 keV + 10 %, Energiefenster 1 fur 2'TI*: 72 keV + 10 %,
Energiefenster 2 flir 21 TI*: 167 keV + 5 % (Abb. 22 B).

Abb. 22: Energiefenster fir A - 21TI*-Einzelisotopen- und B - 2! TI*/**"Tc-Doppelisotopenmessungen.

Die sowohl fur Mause als auch fiir Ratten verwendeten SPECT-Scanprotokolle sollen im Folgenden
néher erlautert werden. Wie Abb. 23 A zu entnehmen, wurden die Mause ca. 10 min nach erfolgter
201TIDDC-Injektion einer 1 x 15 min Baseline-Messung zugefihrt (Scan I, Apt. 1). Diese Messung
diente einerseits der Kontrolle, ob sowohl die Injektion als auch die Praparation des *'TIDDC
fehlerfrei durchgefiihrt wurden und andererseits als Referenz fir die Normalisierung aller nach-
folgenden Messungen. Circa 1 h nach erfolgter Baseline-Messung wurde im direkten Anschluss an
die Faden-Implantation ®*"TcHMPAO injiziert. AnschlieRend wurden die Mause zum Zwecke einer

201T|*/%mTc-Doppelisotopenmessung furr 1 x 15 min (Scan |1, Apt. 1) erneut in den Scanner Uberfihrt.
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Abb. 23: Scan-Protokolle fur Mause (A) und Ratten der MCAO-Gruppe A (B) und B (C).
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30 min nach dem Verschluss der MCA wurde die Reperfusion durch Zurtickziehen des Fadens
eingeleitet und die Mause mit phosphatgepufferter Salzlésung (PBS, 0,1 M, pH 7,4, Protokoll siehe
Anhang) oder MK-801 intraperitoneal (i.p.) injiziert. AnschlieRend wurden die Mause erneut fur
20 x 15 min (Gesamtscandauer 5 h) (Scan I, Apt. 1) im SPECT/CT Scanner gemessen. Ca. 21 h
nach der MCAO Induktion erfolgte eine abschlie3ende Messung fur 1 x 2 h (Scan IV, Apt. 1).

Die der Ratten-MCAO-Gruppe A zuzuordnenden Ratten und die zugehdérigen Kontrolltiere (vgl.
Abb. 23 B) wurden ebenfalls ca. 10 min nach erfolgter 2°TIDDC-Injektion fiir 1 x 10 min einer
201T1*-Baseline Messung (Scan |, Apt. 2) zugefiihrt. Im Anschluss an die Baseline-Messung
erfolgte der operative Eingriff, um die MCA vorlibergehend durch die intrakranielle Injektion von
ET-1 zu verschlieRen. Direkt nach erfolgter ET-1 Injektion und somit ca. 1 h nach der 2°*TIDDC-
Injektion, wurden die Ratten erneut im SPECT/CT Scanner fir 4 x 15 min (Gesamtscandauer 1 h)
(Scan I, Apt. 2) gemessen. 90 min nach der ET-1 Injektion wurde den Ratten schlie3lich das
9mTcHMPAO injiziert und eine 2°XTI*/**"Tc-Doppelisotopenmessung fiir 1 x 30 min (Scan I, Apt. 2,)
durchgefihrt. Wiederum im unmittelbaren Anschluss an diese Doppelisotopenmessung wurde
eine dynamische 'TI*-Messung flr 16 x 15 min (Gesamtscandauer 4 h) (Scan IV, Apt. 2)
gestartet. Eine weitere spate 22 TI*-Messung (1 x 2 h) wurde ca. 20 h nach erfolgter ET-1 Injektion
durchgefihrt (Scan V, Apt. 5).

Bei den der Ratten-MCAO-Gruppe B zuzuordnenden Ratten (vgl. Abb. 23 C) erfolgte die initiale
SPECT-Messung erst 2,5 — 3 h nach der ET-1 Injektion bzw. ca. 1 h nach der sukzessiven Injektion
von ®¥MTcHMPAO und 2°*TIDDC (Scan I, 2'TI*/**"Tc-Doppelisotopenmessung, 1 x 30 min, Apt. 2).
AnschlieBend wurden die Ratten ebenfalls tber einen langeren Zeitraum von bis zu 5 h (6-24
Messungen) mehrfach fur je 10 min (Scan Il, Apt. 2) gemessen. Auch in diesen Tieren erfolgte ca.
26 h nach der ET-1 Injektion eine spate 2°*TI*-Messung fur 1 x 2 h (Scan Ill, Apt. 5).

Um aus den wahrend der SPECT-Messung gewonnen 2-dimensionalen Projektionen die tatsé&chliche
dreidimensionale Tracerverteilung, bzw. eine moglichst exakte Néherung derselben berechnen zu
kénnen, wurde ein iterativer Algorithmus genutzt, der in der fur die Rekonstruktion verwendeten
HISPECT™ Software (SCIVIS, Goéttingen, Deutschland) integriert war. Fur die Rekonstruktion der
SPECT-Daten wurden die vordefinierten Einstellungen ,Medium* fur mittlere Output-Voxelgrof3en der
Software verwendet. Die rekonstruierten VVoxelgrof3en betrugen fur die Ratten-SPECT-Daten 600 pum
isotrop bei Verwendung der Apt. 2 und 500 pm isotrop fiir jene, die mit Apt. 5 aufgenommen wurden
sowie fir die Maus-SPECT-Daten 300 pm isotrop.

Die CT-Bilder wurden mit der Software InVivo Scope 1.43 (Mediso, Ungarn) bei isotropen Voxel-
GroRen von 200 pm fiir Ratten bzw. 100 um fiir Mause rekonstruiert. Anschliel3end wurden die
aufgenommenen CT und SPECT-Bilder softwarebasiert co-registriert und zur weiteren Analyse als

DICOM-Daten (Abkirzung engl. fur Digital Imaging and Communications in Medicine) exportiert.
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7.4 Operative Eingriffe zum Verschluss der MCA

Im direkten Anschluss an die vorstehend beschriebenen SPECT/CT Baseline-Messungen
wurden die Tiere ohne aus der Narkose zu erwachen zum nahegelegenen OP-Platz gebracht,
wo ihnen, unter Anwendung von 2 verschiedenen MCAO-Modellen, eine transiente fokale

zerebrale Ischamie zugefigt wurde.

7.4.1 Intraluminales Faden-Modell in Mausen

In Mausen wurde zur Realisierung eines vortibergehenden Verschlusses der MCA die Vorgehens-
weise des intraluminalen Faden-Modells gewahlt, wobei die Méause zunéchst mit einem Gasgemisch,
bestehend aus 1-1.5 % Isofluran in N2O und O: (je 1 I/min) narkotisiert wurden. Das Narkotikum
wurde den Mausen Uber eine Atemmaske zugefuhrt. Um das Absinken der Korpertemperatur der
Mause wahrend der Operation zu verhindern, wurden die Tiere ricklings auf einer Heizmatte

positioniert.

Nach Einsetzen der Narkosewirkung erfolgten eine Rasur des Halsbereiches ausgehend vom
Unterkiefer bis zum Sternum der Mause und eine sofortige Desinfektion des entsprechenden
Bereiches mit 70 %igem Et-OH. AnschlieRend wurde links entlang der Aorta ein etwa 1 cm
langer Hautschnitt gesetzt und jeweils die linke CCA sowie die ECA vorsichtig freiprapariert
(siehe Tab. 4 a). Besonderes Augenmerk galt dabei der Trennung der CCA vom eng
anliegenden Nervus vagus (X. Hirnnerv), ohne diesen zu verletzten. Nach erfolgter Préparation
wurden sowohl die CCA als auch die ECA fest und dauerhatft mit Hilfe chirurgischer 5-0 Seidenfaden
(Feuerstein Suprama, Berlin, Deutschland) verschlossen.

Zum Zwecke einer Vergrof3erung des Sichtfeldes, wurden ferner beide Arterien durch das Anlegen
von Zug an die Enden der Ligaturen mit Hilfe von Klemmen aufgespannt (siehe Tab. 4 b).

In einem nachsten Schritt wurde die ICA bis zur Abzweigung der A. pterygopalatina (PPA)
freiprapariert und zunachst mit Hilfe einer Gefallklemme (Fine Science Tools, FST, Heidelberg,
Deutschland) temporér verschlossen, nachdem zuvor ebenfalls ein chirurgischer Faden zu einer
lockeren Schlaufe um sie gelegt wurde (siehe Tab. 4 c, d).

Anschlie3end wurde in die CCA leicht proximal der Carotisbifurkation ein kleines Loch geschnitten
und ein mit Silikon beschichtetes Monofilament (7-0 Superfine MCAO suture reusable PKS5,
Katalognummer: 7017PK5Re, Durchmesser Filamentbeschichtung 0,17 £ 0,01 mm, Gesamtlange
Filament 20 mm, Lange Filamentbeschichtung =5 mm, Doccol Corporation, Redlands, Ca, USA)

eingefuhrt.
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Tab. 4: Operationsschritte des intraluminalen Faden-Modells in Mausen.
CaW: Circulus arteriosus willisii, CCA: A. carotis communis, ECA: A. carotis externa, ICA: A. carotis interna.

Schematische Darstellung
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Um das Filament bis in die ICA vorschieben zu kénnen, musste in diesem Arbeitsschritt jedoch
zunachst die Arterienklemme vorsichtig gelost werden (siehe Tab. 4 e). Daraufhin wurde das Filament
bis zu einem leicht spirbaren Widerstand ca. 9 mm tief, gemessen ab Carotisbifurkation, und bis
zum Eintritt der MCA in den Circulus arteriosus willisii (CaW), in die ICA eingefiihrt, um so die MCA
zu verschlieRen. Dabei galt es immer zu kontrollieren, ob das Filament richtig verlauft und nicht
falschlicherweise in die PPA gelenkt wurde. Um ein Herausrutschen des Filaments und damit
einhergehende Nachblutungen zu vermeiden, wurde der zunachst locker um die ICA gelegte
chirurgische Faden nun ebenfalls zu einer festen Ligatur verknotet (siehe Tab. 4 f).

Wahrend in 5 Kontrolltieren das Filament sofort nach der Einflhrung wieder entfernt wurde, wurde
Selbiges im Sinne der Versuchsplanung erst nach einer angestrebten Okklusionsdauer von
30 min, gleichwohl jedoch noch immer unter Narkose der Tiere, entfernt. Hierzu wurde die Ligatur
um die ICA kurzzeitig gelockert und nach dem Herausziehen des Filamentes sofort wieder fest
verschlossen.

AbschlieRend wurde die Wundstelle mit Volcon A (Dermapharm AG, Griinwald, Deutschland)
behandelt und final verndht. Zum Zwecke eines Ausgleiches des Fliissigkeitsverlustes wahrend
und kurz nach der Operation, wurde den Tieren 500 ul physiologische Kochsalzlésung subkutan

injiziert.

7.4.2 Intrazerebrale Endothelin-1 Injektion in Ratten

Der vorUbergehende Verschluss der MCA in Ratten wurde durch die intrazerebrale Injektion des
Vasokonstriktorpetides ET-1 herbeigefuhrt. Die erforderliche Narkotisierung erfolgte durch ein
Gasgemisch, bestehend aus 2-2,5 % Isofluran in N2O & O (je 1 I/min). Zur Durchfihrung des
operativen Eingriffes wurden die Ratten in einer speziellen Stereotaxie (Stoelting, Wood Dale, IL,
USA) eingespannt und Uber einen zugehoérigen Beatmungsaufsatz (Stoelting, Wood Dale, IL,
USA) narkotisiert (siehe Tab. 5 a). Um ein Absinken der Kdrpertemperatur zu vermeiden, wurden
die Tiere wahrend der Operation auf einer Heizmatte platziert. Anschlielend wurde die Haut der
Ratten Uber der Schadeldecke rasiert, mit 70 %igem Et-OH desinfiziert und durch Anlegen eines

ca. 1,5 cm langen Schnittes geoffnet.

Nach dem Auftrag von Wasserstoffperoxid (0,3 %, Merck, Darmstadt, Deutschland) wurden ferner
sowohl die Hirnhaute entfernt als auch der Schadel mit Tupfern gesaubert (siehe Tab. 5 b).
Anschlie3end wurde 0,9 mm anterior von Bregma und 4,8 mm lateral von der Sutura sagittalis
(Scheitelnaht) ein Loch mit einem Durchmesser von ca. 1,1 mm in den Schadelknochen gebohrt
(siehe Tab. 5 c), wobei die hierflr erforderlichen Bohrlochkoordinaten in zahlreichen Vorversuchen

durch die Projektgruppe Neuropharmakologie des LIN ermittelt wurden.
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Tab. 5: Operationsschritte zur intrazerebralen Injektion von ET-1 in Ratten.

Schematische Darstellung Fotografische Darstellung
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Durch das Bohrloch wurde eine 29-Gauge-Kantule einer 5 ml Hamiltonspritze (Hamilton Germany

GmbH, Hochst-Forstel, Deutschland), die ihrerseits im Halter der Stereotaxie eingespannt war,
7,5 mm tief in das Hirn eingefihrt (siehe Tab. 5 d). Schlie3lich wurde den Ratten nahe der MCA
eine 125 pmol konzentrierte ET-1 Lésung (verdinnt in 3 ul einer 0,9 %igen NaCl-Lésung) Gber

einen Zeitraum von 5 min injiziert.

In den 5 Ratten der MCAO-Gruppe B wurden verschiedene ET-1 Konzentrationen, rangierend

von 93,75 — 187,5 pmoal, in analoger Vorgehensweise injiziert.
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Kontrolltieren wurde hingegen das gleiche Volumen einer 0,9 %igen NaCl-Lésung (3 pl) ohne
ET-1 injiziert. Nach weiteren 5 min wurde die Injektionskantle wieder langsam aus dem Schédel
entfernt, die Schadeloberflache erneut gesaubert, vereinzelt auftretende Blutungen gestillt und

die Wunde vernaht.

7.5 9¥MTcHMPAO

7.5.1 Tracerpraparation

Zur Herstellung der *"TcHMPAO-Injektionslosungen wurden HMPAO-Kits (Ceretec™, GE
Healthcare Buchler GmbH & Co. KG, Gieselweg 1, Braunschweig, Deutschland) fur klinische
Anwendungen verwendet, welche 0,5 mg Exametazim (HMPAOQ), 7,6 ug Zinn(ll)-chlorid-Dihydrat,
4,5 mg Natriumchlorid und Stickstoff enthielten. Die Kit-Bestandteile sind so dosiert, dass
®mTcHMPAO in einer Dosis von 1 GBq sicher hergestellt werden kann. Eine tbliche Dosis in der
Humanmedizin ist 750 MBg. Theoretisch ist es damit mdglich, aus einem Human-Kit, bei
Dosierungen wie in der vorliegenden Studie, ca. 10 Portionen fiir Maus-Messungen herzustellen,
nach unseren eigenen Erfahrungen auch noch deutlich héhere Zahlen. In der Praxis konnte diese
hohe Zahl in der Kleintier-SPECT Bildgebung allerdings lange Zeit nicht genutzt werden, da die
Portionen primar nicht lagerfahig sind. Nur bei sofortigem Gebrauch der Gesamtmenge, d. h.
parallelen Injektionen von 10 Mausen gleichzeitig, hatte die grosse Menge HMPAO im Kit wirklich
verwendet werden konnen.

Am LIN ist ein Protokoll entwickelt worden, das den Gebrauch gelagerter (ca. 2 Monate bei -80 °C)
Aliquots aus dem kommerziellen HMPAO-Human-Kit ermdglicht und dadurch die Kosten fir das
9MTcHMPAO in der Nagetierbildgebung um einen Faktor von ca. 10 gesenkt hat (vgl. [173]).
Dieses Protokoll ist hier verwendet worden. Es beruht auf der Zugabe frischen Zinn(Il)chlorids
nach der Lagerung.

Fur die Injektion von Mausen wurde der Inhalt eines HMPAO-Kits in 2 ml NaCl (0.9 %) geldst und in
Aliquots von je 125 pl aufgeteilt, wohingegen fur die Injektion der Ratten der Inhalt eines HMPAO-
Kits in 4 ml NaCl (0,9 %) gelost und in Aliquots von je 250 ul aufgeteilt wurde. Dabei konnte in
verschiedenen Qualitétskontrollen nachgewiesen werden, dass beide HMPAO-Aliquots bis zu einer
Aktivitat von ca. 150 MBq *®™Tc genutzt werden kénnen.

Natrium[**"Tc]pertechnetat wurde als frisches Eluat eines sterilen **Molybdan/*®"Tc-Generators
durch die Klinik fir Radiologie und Nuklearmedizin des Universitatsklinikums Magdeburg
bereitgestellt. Kurz vor der Injektion wurde die *"TcHMPAO-L6sung durch das Mischen von ca.
150 MBq Natrium[**"Tc]pertechnetat (Volumen ca. 75-150 pl) mit einem HMPAO-Aliquot fur die
Maus (125 pl) bzw. fur die Ratte (250 pl) hergestelit.
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Fur die Bildung des *™"TcHMPAO-Komplexes, ist es erforderlich, dem Gemisch von HMPAO und
®mTc-Pertechnetat Zinn?*-lonen (Sn?*) zuzugeben. Diese fungieren als Reduktionsmittel fir die
Reduktion von Pertechnetat. Sie sind in der kommerziellen Kit-Losung enthalten, werden aber
beim Offnen des Kits durch gelosten Sauerstoff in der zugegeben NaCl-Losung relativ rasch
oxidiert. Die nachtragliche (erneute) Zugabe von Sn?* macht es moglich, auch lange gelagerte Kit-
Lésungen bzw. Aliquots von Kit-Lésungen zu verwenden. Zu diesem Zweck wurde zunachst eine
200 uM Zinn(l)-chlorid (SnCl,) Lésung durch das Losen von 50 mg SnCl*2H.0 (Sigma-Aldrich,
Deisenhofen, Deutschland) in einem Liter bidestillietem Wasser (ddH-0) fur 30 s. hergestellt.
AnschlieBend wurden 25l dieser Loésung dem Tracergemisch zugegeben. Nach einer

Inkubationszeit von 3 min konnte das Tracergemisch schlief3lich injiziert werden.

7.5.2 Tracerinjektion in Mausen

In Mausen erfolgte die Injektion von *™TcHMPAO ca. 1-5 min nach Verschluss der MCA. in
prinzipiell analoger Vorgehensweise, wie bei der 2°2TIDDC-Injektion. Im Gegensatz zu der in
7.2.2 beschriebenen 2°'TIDDC-Injektion erfolgte die Injektion des **"TcHMPAO jedoch am
narkotisierten Tier, wobei die Mause direkt nach der Faden-Implantation bzw. Sham-OP
seitlich auf der Operationsunterlage platziert und der Schwanz kurz mit einer Infrarotlampe zur

Vorbereitung der Schwanzveneninjektion erwarmt wurde (siehe Abb. 24).

(D Narkosemaske
(@ Versuchsobjekt ,Maus*

@ Injektionsspritze mit Tracer

(@ Experimentator

Abb. 24: ¥"TcHMPAO-Injektion Giber die kollateralen Schwanzvenen an der narkotisierten Maus.

Die im Anschluss an die Injektion ermittelte mittlere injizierte **"TcHMPAO Aktivitatsdosis betrug
99,88 MBq (STABW = 35,41 MBq) in einem Volumen von 200-275 pl.

Nach erfolgter Injektion wurden die Mause fur eine 15-mindtige 2°*TI*/**"Tc-Doppelisotopenmessung
in den SPECT/CT Scanner Uberfuhrt, bevor durch das Zuriickziehen des Fadens die Reperfusion

der MCA (30 min nach Fadenimplantation) eingeleitet wurde.
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7.5.3 Tracerinjektion in Ratten

Die **"TcHMPAO-Injektion wurde in allen Ratten ca. 90 min nach der ET-1 Injektion analog
zur 29'TIDDC-Injektion tber den Jugularvenenkatheter durchgefiihrt. In den Ratten der MCAO-
Gruppe A sowie der Kontrollgruppe, denen bereits 2*TIDDC vor dem Verschluss der MCA
injiziert wurde, erfolgte die ®°™TcHMPAO-Injektion wahrend der Narkosephase und direkt
innerhalb des SPECT/CT-Scanners nach dem Herausfahren der im Scanner integrierten
Rattenliege. Fur die Injektion wurde der implantierte Katheter, tGber den bereits 2°'TIDDC
injiziert wurde, mit einem mit NaCl (0,9 %) geflillten 40 cm langen Teflonschlauch verlangert
(siehe Abb. 25).

@ Injektionsspritze mit Tracer
(@ Infusionspumpe

(3) SPECT-Rattenliege

(@ Teflonschlauch

(5 Jugularvenenkatheter

(8 Versuchsobjekt ,Ratte"

() MouseOx RattenfuR-Sensor
SPECT/CT Scanner

Abb. 25: ¥"TcHMPAO-Injektion liber einen Jugularvenenkatheter an der narkotisierten Ratte.

In den Ubrigen Ratten der MCAO-Gruppe B wurden sowohl die ®™"TcHMPAO als auch die
21TIDDC-Injektion kurz nacheinander im wachen Zustand 90 min nach der ET-1 Injektion
durchgefuhrt. Die Ratten befanden sich dabei in einem hohen Kafig, in dem sie sich frei
bewegen konnten. Zunachst erfolgte die **"TcHMPAO-Injektion Uber einen mit NaCl-geftillten
60 cm langen Teflonschlauch der an den Jugularvenenkatheter angeschlossen war.

Nach Abschluss der Injektion wurde der Teflonschlauch durch einen neuen ebenfalls mit NaCl-

gefiiliten 60 cm langen Teflonschlauch ersetzt und die 2°*TIDDC-Injektion gestartet.

Samtliche **"TcHMPAO-Injektionen in Ratten erfolgten innerhalb eines Zeitraumes von 5 min.
Die Pumpraten variierten dabei in Abhangigkeit des Tracervolumens zwischen 50-100 pl/min.
Die mittlere injizierte Aktivitatsdosis fur *®"TcHMPAO betrug im Schnitt 116,00 MBq
(STABW = 13,69 MBQ) in einem Volumen von 300-500 pl.
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Nach jeder Tracerinjektion wurden die Katheter wieder mit einem kleinen Volumen an NaCl-
Heparin-Losung gespllt, um Tracerrickstande aus dem Katheter zu entfernen. Direkt nach
erfolgter Tracerinjektion wurden die Ratten in den SPECT/CT Scanner Uberfuhrt, wo zunéchst eine
ebenfalls 30-minitige 2°'TI*/**™Tc-Doppelisotopenmessung, gefolgt von einer mehrstiindigen
Mehrfachmessung und einer abschlieBenden 2-stindigen Messung am Folgetag durchgefihrt

wurden.

7.6 Applikation von MK-801 in Mausen

Nach Einleiten der Reperfusion wurde den Mausen der MCAO-Gruppe B der NMDA-Rezeptor-
Antagonist MK-801 injiziert.

Zur Durchfiihrung dieses Experimentes wurde (+)-MK-801hydrogen maleate (Nr.: M107-5MG,
Sigma Aldrich, Deisenhofen, Deutschland) verwendet, welches als Trockensubstanz geliefert wurde.
Von dieser Trockensubstanz (5 mg) wurden durch deren Ldsen in 5 ml PBS (0,1 M, pH 7,4) Aliquots
von je 150 pl hergestellt. Diese Aliquots wurden bei -80 °C gelagert. Den Mausen der MCAO-
Gruppe B wurde direkt nach Einleiten der Reperfusion 3 mg/kg Kérpergewicht MK-801 i.p. appliziert.
Die Ubrigen Mause (d. h. der MCAO-Gruppe A und Kontrollgruppe) erhielten im Sinne einer
Uberpriifung das gleiche Volumen an PBS (0,1 M, pH 7,4).

Nach der Injektion wurden die Mause erneut in den Scanner fur eine 5-stiindige Mehrfachmessung
Uberfihrt. Von den Mausen der MCAO-Gruppe B wurde keine abschlieRende 2 h Messung am
Folgetag durchgefiihrt.

7.7 Verbleib der Tiere nach der letzten SPECT/CT-Messung

Direkt nach der letzten SPECT/CT Messung wurden die Mause in tiefer Narkose getdtet und deren
Hirne enthommen, um diese fiir eine Nissl-Farbung zu prozessieren. In den Ratten erfolgte im
Vorfeld deren Tétung sowie der nachgelagerten Hirnentnahme zur Nissl-Farbung eine To-
gewichtete MRT (T.w-MRT) Messung. Anhand dieser Tow-MRT-Aufnahmen in Kombination mit
den Nissl angefarbten Hirnschnitten konnte eine exakte Lokalisierung des Fihrungskanals der
Kanlle, Uber welche ET-1 injiziert wurde, realisiert werden.

In Mausen und Ratten war das Hauptziel der gewahiten Vorgehensweise eine Volumen-

bestimmung des finalen Schadens als Referenz fiir die spate 2*TIDDC-SPECT Messung.
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7.7.1 Magnetresonanztomographie an Ratten

Von einem Teil der Ratten (Kontrollgruppe n = 3, MCAO-Gruppe A n = 8) wurde ca. eine Woche
(7 £ 2 Tage) nach der letzten SPECT/CT-Messung eine T-w-MRT-Messung durchgefiihrt. Dabei
ist anzumerken, dass die T.w-MRT-Messungen aus strahlenschutzrechtlichen Griinden nicht
unmittelbar nach der letzten SPECT/CT-Messung durchgefiihrt werden konnten, da sich das
verwendete MRT aulRerhalb des Kontrollbereiches befand.

Die MRT Aufnahmen wurden mit Hilfe eines 4,7T Bruker Biospec 47/20 Scanners der Firma Bruker
Biospin GmbH (Ettlingen, Deutschland) durch das Speziallabor ,Nicht-invasive Bildgebung“ des
LINs unter der Betreuung von Prof. Dr. Frank Angenstein durchgefihrt.

Der Scanner verfugte Uber einen Bohrungsdurchmesser von 20 cm und war mit einem BGA 09
Gradientensystem (400 mT/m) ausgestattet. Fur die Hochfrequenzanregung und den Signal-
empfang wurde ein 50-mm-Kleintier-Litzcage-Abbildungssystem des Herstellers DotyScientific Inc.
(Colombus, SC, USA) verwendet.

Die Tr-gewichteten MRT-Bilder, welche mit einer axialen (40 Schichten), einer koronaren
(17 Schichten) sowie einer sagittalen (19 Schichten) Schichtorientierung aufgenommen wurden,
entstanden unter Verwendung einer RARE (engl. fur Rapid Acquisition with Relaxation
Enhancement) Bildgebungssequenz [174] mit den nachstehenden Parametern: Wiederholzeit (TR,
engl. fur Time of repetition) 5000 ms fur axiale Aufnahmen; 4000 ms fir koronare und sagittale
Aufnahmen, effektive Echozeit (TE, engl. fur Echo Time) 60 ms, Schichtdicke 0,8 mm, Abstand
zwischen den Schichten 0 mm, Sichtfeld 40 x 40 mm, Matrix 256 x 256, (daraus ergibt sich eine
nominale Auflésung in der Ebene von 156 um) RARE Faktor 8, Anzahl der Mittelungen 6,

Gesamtzykluszeit 16 min.

Zur Durchfihrung der Messungen wurden die Ratten zundchst mit Isofluran (2 Vol% in je
1 I/min Stickstoff (N2), und O2) narkotisiert und im MRT-Scanner auf einer speziellen, sowohl
mit Kopfhalterung als auch mit Beiss-Schiene fiir die Schneidezéahne ausgestatteten Tierliege
fixiert, um Bewegungsartefakte z. B. durch das Atmen der Tiere weitestgehend zu reduzieren.
Die Narkose wurde Uber den gesamten Messvorgang aufrecht erhalten (Isofluran 1,0-1,5 Vol%
in je 1 I/min N2, und O,). Zusétzlich wurden sowohl die Atem- als auch die Herzfrequenz sowie
die Sauerstoffsattigung der Ratten wahrend der gesamten Versuchsdauer mit Hilfe eines
MRT-kompatiblen Tieriberwachungssystems (Mouse Ox, Starr Life Sciences, Pittsburgh, PA,
USA), welches auch fur die SPECT/CT-Messungen verwendet wurde, erfasst. Die
Kdrpertemperatur der Ratten wurde durch die Warmezufuhr Uber eine Temperiereinheit
konstant bei 37,5 - 38°C gehalten.
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7.7.2 Organentnahme und Histologie

Im unmittelbaren Anschluss an die letzte SPECT/CT-Messung wurden die Mause in tiefer Isofluran-
Narkose (4 Vol% in 550 ml/min N2O und 750 ml/min O;) euthanasiert. Die im Anschluss heraus-
praparierten Hirne wurden fiir die Dauer von zwei Tagen zunachst in eine 4 %ige Paraformaldehyd-
Losung (PFA, Protokoll sieche Anhang) und im Folgenden fir zwei weitere Tage in eine 30 %ige
Succrose-Losung (Protokoll siehe Anhang) Uberfuhrt. Abschlie3end wurden die Hirne bei -50 °C in
mit stickstoffgekuhltem Isopentan eingefroren und bis zu ihrer weiteren Bearbeitung bei -80 °C
gelagert.

Die Hirnentnahme bei Ratten erfolgte im Anschluss an die MRT Messung ebenfalls nach vorheriger
Euthanasierung in tiefer Isofluran-Narkose (4 Vol% in 550 ml/min N2O und 750 ml/min O,). Darin
eingeschlossen waren auch die Ratten, von denen keine MRT Messung durchgefuihrt wurde.

Zwei Rattenhirne konnten aufgrund eines vorzeitigen Exitus der Tiere nicht gewonnen werden. Die
entnommenen Hirne wurden in analoger Vorgehensweise zu den Mausehirnen fir zwei Tage in eine
4 %ige PFA sowie fir die Dauer einer Woche in eine 30 %ige Succrose-Lésung Uberfihrt und im
Anschluss bei -50 °C in einer mit stickstoffgekihlten Isopentanlosung eingefroren.

Von den gefrorenen Maus- und Rattenhirnen wurden mit Hilfe eines Kryostaten (Leica CM3050S,
Wetzlar, Deutschland) frontale Serienschnitte mit einer Schnittdicke von 50 um angefertigt. Von 10er
Serien wurden jeweils die ersten 5 Nachbarschnitte auf Objekttrager (Thermo Scientific Superfrost ®
Plus, Braunschweig, Deutschland) aufgezogen und mit Kresylviolett angefarbt. Die Ubrigen 5
Schnitte einer 10er Serie wurden zur Lagerung bei -20 °C in eine gepufferte Gefrierschutzldsung
(Protokoll siehe Anhang) Uberfiihrt.

Zur Durchfiihrung der nach Standardprotokoll durchgefilhrten Nissl-Farbung mit Kresylviolett
wurden die Schnitte in 0,05 M Acetatpuffer (pH 4,0-4,2) angeséauert (fir 5min), in 0,5%
Kresylechtviolett gefarbt (fir 5 min) und in 0,05 M Acetatpuffer (pH 4,0-4,2) differenziert (fir 3 min).
Fir den anschlieend erforderlichen Arbeitsschritt des Entwasserns wurden die Schnitte fur die
Dauer von je 2 min durch eine aufsteigende Ethanolreihe (50 %, 70 %, 96 %) (Roth, Karlsruhe,
Deutschland) gefuhrt. Abschliel3end wurden die Schnitte in einem 2:1 Gemisch aus Isopropanol
(Roth, Karlsruhe, Deutschland) und Ethanol (96 %) zweimal fir 5 min geklart und dreimal fiir je 5 min
in Roticlear (Roth, Karlsruhe, Deutschland) entfettet bevor sie mit Enthellan (Merck, Darmstadt,
Deutschland) eingedeckelt wurden.

Zur Herstellung des 0,05 M Acetatpuffers wurden 6,8 g Natriumacetat in 1 | destilliertem Wasser
(dH20) geldst und der pH-Wert mit Essigséaure (Merck, Darmstadt, Deutschland) auf 4,0-4,2 eingestellt.
Die 0,5 %ige Kresylechtviolett-Farbelosung wurde durch das Losen von 0,5 g Kresylvioletacetat
(Roth, Karlsruhe, Deutschland) in 1 | destilliertem Wasser (dH-0) hergestellt.
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7.8 Vorverarbeitung der SPECT/CT-Daten

Die rekonstruierten SPECT/CT-Datensatze wurden mit Hilfe des Multi Purpose Imaging Tools
(MPI-Tool, Version 6.36, ATV, Advanced Tomo Vision, D-50169 Kerpen, Deutschland) so
reorientiert, dass sowohl die Daten innerhalb einer Messreihe als auch der Einzeltiere
untereinander moglichst deckungsgleich waren. Diese Reorientierung der SPECT/CT-Daten
erfolgte durch die Anpassung der Schédelkonturen im CT an ein MRT-Template. Wahrend fur
die Anpassung der Mausdaten das von Ma et al. [175] publizierte Standard-MRT (Std.-MRT)
fur C57BI6 Mause genutzt werden konnte, erfolgte die Anpassung der Rattendaten mit Hilfe
der eigens wahrend der Versuchsdurchfiihrung erhobenen Ratten-MRTs. Die korrekte
Reorientierung der Ratten-Daten, fir die kein eigener MRT-Datensatz zur Verfiigung stand,
wurde durch Angleichung der CT Konturen an bereits reorientierte CT-Datensatze erreicht.
AbschlieRend wurden sowohl die reorientierten SPECT-Datensétze als auch die CT-
Datensatze mit einer Schichtanzahl von 236 und einen Schichtabstand von 100 um fir
Mausdatensétze bzw. 196 Schichten mit einem Abstand von 200 um fir Rattendatensatze
abgespeichert.

Im nachsten Arbeitsschritt wurden die Hirn-SPECT-Daten mit Hilfe einer jeweils entsprechenden
Maske fur Maus und Ratte in der Osirix-Software™ (Antoine Rosset, Genf, Schweiz, 64-bit Version
5.7.1) vom extrakraniellen Anteil isoliert. Zum Ausschneiden der Maus-Hirn-Daten wurde ein
vorgefertigtes Template fur C57/BI6 Mause genutzt, welches dem verwendeten Standard MR
entsprach [175]. Flr die SD-Ratten stand ein derartiges Standard-Template nicht zur Verfligung und
musste von daher erst erstellt werden. Dazu wurden die MRT-Datensétze der scheinoperierten
Kontrollratten im MPI Tool aufaddiert und der resultierende Datensatz in die Osirix-Software™
importiert. Dort wurde mit Hilfe der Segmentierungseinstellungen und der integrierten Funktion
»,Grow Region“das Hirn vom extrakraniellen Bereich sowie vom Hintergrund segmentiert.

Der ausgewahlte Bereich wurde als 3D-VOI (engl. volume of interest) abgespeichert und konnte so
anschlie3end als Maske zum Ausschneiden der Einzeltier Ratten-Datenséatze genutzt werden.

Zur Ermittlung von Gruppenunterschieden bzw. hemisphérischer Unterschiede im 2°'TIDDC-
Gehalt als auch im **"TcHMPAO-Gehalt wurden die SPECT-Daten abschlieend im MPI Tool
auf einen gleichen Mittelwert intensitatsnormalisiert. Dabei wurde zun&chst ein klassischer
Ansatz gewahlt und alle Hirne auf einen gemeinsamen Mittelwert des Gesamthirns intensitats-
normalisiert. Um einen maoglichen Einfluss der Schadensgrol3e auf den Mittelwert des Gesamthirns
auszuschlieen, wurden in einem zweiten Schritt alle Hirne auf den Mittelwert der gesunden
Hemisphére (auch kontralaterale Hemisphére) intensitatsnormalisiert. In Auswertung beider Ansatze
konnten keine Unterschiede in den Ergebnissen beobachtet werden, woraufhin der zweite Ansatz

weiterverfolgt wurde.
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In beiden Ansatzen wurde auf die mittlere Intensitat 1000 anstatt wie Ublich auf 1 normiert, um
Probleme mit der Darstellung von FlieRkomma-Werten, die bei dem DICOM-Viewer Osirix
bestehen, zu vermeiden.

Um den zeitlichen Verlauf der Schadensausbreitung und des Verlustes von 2°'TI* aus dem
Areal verminderter Perfusion zu analysieren wurden alle ausgeschnittenen 2°TIDDC-SPECT-
Datensatze (d. h. Datensatze der Baseline-Messung, der repetitiven Mehrfachmessungen und
der spaten Messung) auf die kontralaterale Hemisphére zum Zeitpunkt der Baseline-Messung
intensitatsnormalisiert. Das bedeutet, dass alle Datensatze eines Einzeltiers mit ein und dem
selben Faktor multipliziert wurden, der 1/1000 des mittleren Grauwertes der kontralateralen
Hemisphare der Baseline-Messung des jeweiligen Einzeltiers entsprach, d. h. alle kontralateralen
Hemispharen der Baseline-Messungen wurden auf 1000 normiert und die Veranderungen in der
mittleren Farbintensitat Uber die Zeit blieb im Einzeltier unverandert. Sich entsprechende
normalisierte Messungen der Einzeltiere (z. B. alle Baseline-Messungen) einer bestimmten
Gruppe (z. B. Sham) wurden fir Gruppenanalysen im MPI Tool aufaddiert und durch die
Anzahl der Einzeltiere dividiert.

7.9 Vorgehensweise zur Datenauswertung

7.9.1 Bestimmung des Areals verminderter Perfusion

Im Rahmen der Versuchsdurchfihrung wurde mangels fehlender arterial input function auf die
Bestimmung eines echten Wertes fiir die Perfusion verzichtet. Um trotzdem ein sinnvolles Mal3 zu
erhalten, um Areale verminderter Perfusion zwischen Individuen und Gruppen vergleichen zu
koénnen, erfolgte die Bestimmung des Areals verminderter Perfusion an den *"TcHMPAO-SPECT-
Datensatzen durch eine automatische Segmentierung anhand eines Grenzwertes, wie in der
klinischen und praklinischen Auswertung Ublich. Dieser Grenzwert wurde fiir die Auswertung der
SMTcHMPAO-SPECT von Mausen, deren Blutflussmessung zum Zeitpunkt der Okklusion (d. h. zum
Zeitpunkt der maximalen Blutflussreduktion) erfolgte auf den Mittelwert (MW) der kontralateralen
Hemisphare minus zweimal der Standardabweichung (STABW) derselben festgelegt. In Ratten,
deren Blutfluss erst wahrend der graduellen Reperfusion gemessen wurde, wurde dieser Grenzwert
auf den ®"TcHMPAO-MW-Gehalt der kontralateralen Hemisphare minus eine STABW festgelegt.

Die Detektion der von der Minderperfusion betroffenen Bereiche wurde mit der in Osirix™
integrierten Funktion ,Growing Region“ durchgefihrt. Von diesen so ausgewahlten Bereichen
wurde unter Verwendung der Funktion ,ROI-Volumen® der mittlere **"TcHMPAO-Gehalt und

das Volumen ermittelt.
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Die Bestimmung des mittleren Areals verminderter *™TcHMPAO-Anreicherung erfolgte in den
aufaddierten und auf die Anzahl der Tiere normalisierten *"TcHMPAO-SPECT-Datensatzen der
jeweiligen Tiere der MCAO-Gruppen anhand derselben Grenzwerte. Der jeweils ausgewahlte
Bereich wurde anschlieRend als VOI-1 (mittleres Areal verminderter Perfusion) abgespeichert,
um im Folgenden die Reduktion von 2°T[* in diesem Bereich ermitteln zu konnen.

Zur Herstellung einer gespiegelten VOI-1 (entspricht VOI-2), um hemisphérische Unterschiede
im 2°MT*- und **"TcHMPAO-Gehalt zu ermitteln, wurden die aufaddierten Datensatze im
MPITool horizontal gespiegelt und erneut der Bereich verminderten *°"TcHMAPO-Gehalts
dann auf der gespiegelten Hemisphare detektiert und als VOI-2 abgespeichert (gespiegeltes
mittleres Areal verminderter Perfusion). Statistische Unterschiede im *®"TcHMPAO-Gehalt und
201T|*-Gehalt zwischen VOI-1 und VOI-2 wurden in Excel (Version 14.5.4) unter zu Hilfenahme eines

T-Test ermittelt, wobei p-Werte < 0,05 als statistisch signifikant angenommen wurden.

7.9.2 Vergleich der spaten 2°'TIDDC-SPECT mit etablierten Markern

Um das AusmaR der 2°2TI*-Reduktion in VOI-1 in Bezug zu VOI-2 mit dem finalen Schaden zu
vergleichen, wurde in Excel eine Pearson-Korrelationsanalyse zwischen dem Ausmalfli des
201T*-Verlustes 21-22 h nach der MCAO aus der VOI-1 im Vergleich zu VOI-2 mit den sowohl
in Nissl- als auch in T.w-MRT-Aufnahmen ermittelten Infarktvolumina Uber alle Tiere der
MCAO-Gruppen A durchgefiihrt.

Die Bestimmung des finalen Infarktvolumen in MRT-Hirnaufnahmen aller 3 Schnittebenen erfolgte
ebenfalls in der Osirix™-Software. Dort wurden aufgrund erhohter Wasseransammlungen
hyperintens (d. h. heller/ weildlich) erscheinende Bereiche mit dem ROI-Werkzeug geschlossenenes
Polygon manuell umrandet und das Volumen der selektierten Bereiche mit der integrierten Funktion
,ROI-Volume® ermittelt.

Um den finalen Schaden in den mit Nissl-gefarbten Hirnschnitten zu bestimmen, wurden die
angefertigten 5er Schnittserien mit einer Auflésung von 1600 dpi und 48 bit RGB mit einem
Epson Perfection V750 Pro Scanner (Meerbusch, Deutschland) digitalisiert.

Die Detektion der geschadigten Areale, welche durch eine verminderte Nissl-Farbung
charakterisiert waren, erfolgte auch in diesem Fall durch manuelles Umranden. Die dafir
verwendete Software ImageJ 1.49b ist frei im Internet erhéltlich [176]. Unter Verwendung der
in ImageJ integrierten Funktionen wurde der Flacheninhalt des geschadigten Areals auf jedem
10ten Hirnschnitt bestimmt (Abstand der Hirnschnitte, d = 0,5 mm).

Das Volumen des gesamten geschadigten Areals wurde errechnet in dem die ermittelten

Oberflachengehalte mit dem Schichtabstand multipliziert und aufsummiert wurden (siehe (Gl. 1)).
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N
(Gl. 1)
Vlnfarkt = Z(A * d)
i=1

mit:

Vinfarkt — Infarktvolumen [mm?]
A — Oberflacheninhalt [mm?]
d — Schichtabstand [mm]

Diese Vorgehensweise der Volumbestimmung ist bereits in [127] publiziert.

Die im T,w-MRT und in der Nissl-Farbung ermittelten Schadensareale wurden als Grundlage
genommen, um im spaten 2'TIDDC-SPECT einen Wert fir die Abgrenzung irreversibel
geschadigten Gewebes zu definieren. Dies geschah anhand eines empirischen Annéaherungs-
verfahrens. Die Detektion der entsprechende Areale erfolgte erneut in Osirix™ unter
Verwendung der ,Growing Region® Funktion. Die grafische Gegeniberstellung der mit Hilfe
dieses Grenzwertes in den spaten 2°'TIDDC-SPECT-Aufnahmen ermittelten Volumina
gegenlber der konventionell gemessenen Infarktvolumina erfolgt durch einen Box-Plot in
Excel. Die Ubereinstimmung der verschiedenen Messmethoden wurde ebenfalls in Excel
durch einen Bland-Altman Test [177] UberprUft.

Um die Areale verminderter 2°'TI*-Anreicherung auch in den in der Akutphase erhobenen
SPECT-Messungen bestimmen zu kdnnen, wurde der zuvor ermittelte Grenzwert verwendet.
Signifikante Unterschiede im 2°1TI*-Gehalt zwischen aufeinaderfolgenden Messungen wurden
mit Hilfe eines T-Test (2-seitig, gepaart) in der MagnAn-Software (Version 2.4, BioCom GbR,
90180 Uttenreuth, Deutschland) erhoben. Dabei wurden, wie in friiheren Studien der Kleintier-
Radionuklid-Bildgebung nicht korrigierte p-Werte verwendet [178-181].

7.9.3 Bestimmung einer voxelweisen 2°1TI*-Verlustkinetik aus dem Schadensareal

Um die Verlustkinetik von 2°TI" aus dem Schadensareal fiir jeden Voxel mathematisch zu
beschreiben, wurde zunachst die Gesamthirnkinetik in Mausen und Ratten in den einzelnen
experimentellen Gruppen betrachtet.

Dazu wurde die Gesamthirnaktivitdt in allen SPECT-Messungen (d.h. Baseline-Messung,
Datensatze der repetitiven Mehrfachmessungen ggf. der spaten Messung) Uber die Zeit in Osirix™

bestimmt und in Excel nach der folgenden Formel zerfallskorrigiert (siehe (Gl. 2)).
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At)=A,*e™ (Gl. 2)

AD=A%e

AD=A2

mit:
Ao — Anfangsaktivitat,
A(t) — Aktivitat zum Zeitpunkt t,

A — spez. Zerfallskonstante von 2°TI* (2,637*10° s%)

T, — Halbwertszeit von **TI* (72,9 h)

2

Unter der Annahme einer Kinetik erster Ordnung wurden die Daten der zerfallskorrigierten
Gesamthirnaktivitdten mit einer Exponentialfunktion gefittet. Die Annahme einer Kinetik erster
Ordnung impliziert den Verlust eines konstanten Prozentsatzes des 2°TI* pro Zeiteinheit und
ist u. a. nicht gultig, wenn es zu einem Ruckstrom von 2°TI* aus dem Plasma kommt. Sie
istim Rahmen dieser Proof-of-Concept Studie als einfachstes kinetisches Modell gewahlt
worden.

Zur Bestimmung der 2°'TI*-Verlustkonstante fir jeden Hirnvoxel wurden alle nach der
Baseline-Messung gewonnen, ausgeschnittenen und auf die kontralaterale Hemisphare zum
Zeitpunkt der Baseline-Messung intensitatsnormalisierten 2°*TIDDC-SPECT-Datensatze (d. h.
der Doppelisotopenmessung, der repetitiven Mehrfachmessungen und der spaten Messung)
eines Einzeltiers bzw. einer Gruppe mit Hilfe der ImageJ 1.49b-Software zu einem 4D-
Datensatz in der richtigen zeitlichen Reihenfolge verkettet. Die 4D-Datenséatze wurden als
Raw-Dateien fur die weitere Analyse in Octave 3.8.1 (Software zur numerischen Ldsung

mathematischer Probleme, frei im Internet erhéltlich [182]) abgespeichert.

In Octave wurden die SPECT-Daten ebenfalls unter Verwendung der bereits genannten (Gl. 2)
zerfallskorrigiert. Unter Annahme eines monoexponentiellen Verlustes von !TI* aus einem
entsprechenden Hirnvoxel wurde anschlieRend eine 2°*TI*-Verlustkonstante Uber verschiedene
Zeitspannen (d. h. 0-1 h, 1-2h, 2-3h, 3-4h, 4-5h, 0-5h und 0-21 bzw. 22 h nach der
Reperfusion) fur jeden Voxel unter Verwendung der folgenden Gleichung (siehe (Gl. 3))

bestimmt.
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At),,, = A, *e Gl. 3)

log(A(t),,,) =10g(A,) Kkt

k. =~ |09(A(t)kmt) —log(A)

mit:

Ao — Anfangsaktivitat,

A(t)korr — korrigierte Aktivitat zum Zeitpunkt t
kvox — Voxelbasierte 201TI+-Verlustkonstante
t— Zeit

Die Eignung des zugrundeliegenden Models eines exponentiellen Verlustes von 2°'TI* aus
einem Hirnvoxel Uber die Zeit zur Bestimmung einer voxelweisen Verlustkonstante wurde
durch die Berechnung eines Glitemales nach der Methode der kleinsten Quadrate (,Least

Squares method®) fir jeden Voxel Uberprift (siehe (Gl. 4)).

- Yy, ~f( ) (Gl. 49
“=1-Sep Ve
2y, -y)

mit:

SSE - quadratische Abstande vom Messwert zur gefitteten Funktion
Uber alle Messwerte summiert

SSD - quadratische Abstande vom Messwert zum Mittelwert tber alle

Messwerte summiert

Zur bildlichen Darstellung wurden alle in Octave ermittelten voxelweisen Variablen wieder
entsprechend ihrer Voxelkoordinaten im Hirn in eine Farbkarte tberfiihrt, welche in Osirix™

visualisiert wurde.
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7.9.4 Einfluss von MK-801 auf die 291T|*-Verlustkinetik und das finale Infarktvolumen

Um den Einfluss von MK-801 auf den Verlust von 2°'TI* aus dem Stromgebiet der MCA zu
analysieren wurde zum einen der Ansatz einer VOI-basierten Datenanalyse und zum anderen
der Ansatz einer voxelweisen Datenanalyse gewahlt.

Fir beide Ansatze wurden die 2 TIDDC-SPECT-Datensatze, welche 6 h nach der MCAO Induktion
(letzte Messung des SPECT-Scans lll) von allen 3 Mausgruppen gewonnen wurden im MPITool

intensitatsnormalisiert auf den MW der kontralateralen Hemisphéare (MW conra = 1000).

AnschlieRend wurde fir die VOI-basierte Analyse in jedem entsprechenden Einzeltier-2°*TIDDC-
SPECT-Datensatz der 3 Mausgruppen die mittlere Intensitat im zerebralen Kortex und Corpus
striatum der ipsilateralen Hemisphare in Osirix™ mit Hilfe der integrierten Funktion ,ROI-Volumen*“
bestimmt, entsprechende VOI-Masken standen zur Verfiigung [175]. MW-Intensitaten und STABW
der beiden VOlIs fir jede Gruppe, sowie statistische Unterschiede wurden in Excel berechnet. Zur
Analyse voxelweiser Unterschiede wurden die normalisierten Datenséatze gegeneinander mit einem

ungepaarten, 2-seitigen T-Test in MagnAn gegeneinander getestet (p-Werte unkorrigiert).
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Kapitel 8
Ergebnisse

8.1 20-22 h nach MCAO ist der 2°'TI*-Gehalt im Stromgebiet der MCA

deutlich reduziert

Mit Ausnahme zweier Versuchstiere (eine Maus und eine Ratte der MCAO-Gruppe A) konnte
20 - 22 h nach der MCAO in allen Fallen eine deutliche Verminderung des 2°'TI*-Gehalts im
Stromgebiet der MCA beobachtet werden (siehe Abb. 26). Die zwei Tiere ohne 2°'TI*-Reduktion
wurden von weiteren Analysen ausgeschlossen, weil ebenfalls keine Perfusionsminderung vorlag

und davon ausgegangen wurde, dass kein Infarkt induziert werden konnte.

kontralateral ipsilateral

Abb. 26: Deutliche Reduktion im 291T|*-Gehalt im Stromgebiet der MCA 20-22 h nach MCAO.
SPECT/CT-Aufnahmen von je einer Maus (oben) und einer Ratte (unten) 20-22 h nach MCAO
(CT Grauskala, SPECT farbkodiert 0-1,5fache des MW des Gesamthirns). Pfeile
kennzeichnen jeweils das Areal verminderten 201TI*-Gehalts auf der ipsilateralen Hemisphare.
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Der 2ITI*-Gehalt im Areal verminderter °*TI*-Anreicherung war nicht homogen reduziert, vielmehr
war die Reduktion in zentral gelegenen Regionen stérker (Reduktion um bis zu 75 % in Bezug zu
einem vergleichbaren Areal auf der kontralateralen Hemisphére) und im Randbereich schwacher
(Reduktion um ca. 30% in Bezug zu einem vergleichbaren Areal auf der kontralateralen
Hemisphare) ausgepragt. Bereits anhand unprozessierter SPECT-Aufnahmen (ohne die
hinterlegte anatomische Information eines CTs) war das Areal verminderten 2°1TI*-Gehalts klar
erkennbar und kontrastreich vom umliegenden Gewebe abgrenzbar (siehe Abb. 27).

Dabei sank der Radioaktivitatsgehalt in den Arealen verminderter 2°'TI*-Anreicherung nahezu auf
die niedrigsten, in einem Schadeldatensatz vorkommenden Radioaktivitatswerte. Um in einem
schnellen Verfahren eine MaRzahl fur den 2°'TI*-Verlust im Schadensareal zu erhalten, wurde
der 2°'T|*-Gehalt im Schadensareal mit dem 2°'TI*-Gehalt innerhalb der Trachea bzw. des
Processus mastoideus aufaddierter Datenséatze verglichen. Dabei zeigte sich, dass der 2°'TI*-
Gehalt im Schadensareal nur ca. 10 % oberhalb des 2°'TI*-Gehaltes zellarmer schleimhaut-
ausgekleideter luftgefllter Kammern liegt.

Abb. 27: 22 h nach MCAO entspricht der 2°'TI*-Gehalt im betroffenen Areal anndhernd dem 201T]*-
Gehalt in luftgefillten Kammern.
Links sind jeweils 2°1TIDDC-SPECT-Aufnahmen und rechts zur anatomischen Orientierung
passende CT-Aufnahmen einer Ratte aus der horizontalen Ansicht dargestellt. Pfeile oben
zeigen das kontrastreich abzugrenzende Areal verminderter 201TI*-Anreicherung und unten
den 2°1TI*-Gehalt im Processus mastoideus. Das Sternchen im unteren linken Bild markiert
einen Teil des JV-Katheters.

Die Gro3e und die Lage der betroffenen Areale ahneln den, unter vergleichbaren experimentellen

Bedingungen, mit der TI*-Histochemie nachgewiesen Schadensarealen (siehe [127]).
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8.2 Das Areal reduzierten 2°'TI*-Gehalts 20-22 h nach MCAO

korrespondiert mit dem definitiven Schaden

Im direkten Vergleich mit Kresylviolett-gefarbten Hirnschnitten von Mausen und Ratten und Tow-
MRT-Hirnaufnahmen der Ratte konnte eine gute Ubereinstimmung zwischen den definitiven
Schadensarealen und den Arealen verminderten °!TI*-Gehalts 20-22 h nach MCAO festgestellt
werden. Dabei entsprach das Areal verminderter 2'TI*-Anreicherung annahernd dem Areal

verminderter Nissl-Farbung und dem im Tow-MRT hyperintens erscheinendem Areal (siehe Abb. 28).

201TIDDC-SPECT/
Std.-MRT T,w-MRT

Maus

Bregma -0,34 mm

Ratte

Bregma -0,12 mm

Abb. 28: 20-22 h nach MCAO stimmt das Areal verminderter 29'TI*-Anreicherung mit dem
definitiven Schadensareal im Nissl-Schnitt und T.w-MRT Uberein.
Die Abbildung zeigt exemplarisch an je einer Maus (oben) und einer Ratte (unten) der MCAO-
Gruppe A die gute Ubereinstimmung zwischen dem Areal verminderter 201T|*-Anreicherung
(links) und den Arealen definitiven Schadens im Nissl-Schnitt (Mitte) und T2w-MRT (rechts).
Zur besseren anatomischen Orientierung sind die 2°1TIDDC-SPECT Aufnahmen auf einem
Std.-MRT Uberlagert dargestellt (SPECT farbkodiert 0-1,25fache des MW des Gesamthirns,
MRT Grauskala). Die weifl3gestrichelten Linien zeigen jeweils das betroffene Areal.

Die im T,w-MRT und in der Nissl-Farbung ermittelten Schadensareale wurden als Grundlage
genommen, um im spaten 2TIDDC-SPECT einen Wert fur die Abgrenzung irreversibel
geschadigten Gewebes zu definieren, bei dem eine moglichst hohe Ubereinstimmung zwischen
dem lokalisierten Areal verminderter 2°'TI*-Anreicherung und dem zuvor konventionell
bestimmten finalen Schadensareal (sowohl in Form als auch in Ausdehnung) erzielt werden
konnte. Dieser Grenzwert wurde durch ein Annaherungsverfahren ermittelt und konnte bei
einer Reduktion des 2°'T|*-Gehalts auf der ipsilateralen Hemisphare um 36,40 % gegenuber
der kontralateralen Hemisphére festgelegt werden. Dieser Grenzwert wurde im Nachgang als

Grenzwert fur eine irreversible Schadigung definiert.
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Die nachstehende Abb. 29 zeigt in diesem Kontext eine Gegentiberstellung der mit Hilfe dieses
Grenzwertes ermittelten Schadensregionen im 2°*TIDDC-SPECT-Bild und der an denselben
Versuchstragern in Nissl-Schnitten sowie in T.w-MRT-Analysen bestimmten Infarktvolumina.

Dabei beschreiben die blau aufgetragenen Punkte die jeweils im Einzeltier gemessenen
Infarktvolumina. Boxplotspezifisch sind weiterhin die unteren (25 %) und oberen (75 %) Quartile
sowie die entsprechenden Mediane aufgetragen (schwarze horizontale Grenzlinien). Die rot

markierten Sterne charakterisieren die Mittelwerte der ermittelten Infarktvolumina lber alle

Einzeltiere.
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Abb. 29: Ermittelte Infarktvolumina im 2°'TIDDC-SPECT und Nissl-gefarbten Schnittpréparaten bzw.
Tw-MRT 20-22 h nach MCAO in Mausen und Ratten zeigen eine gute Ubereinstimmung
zwischen den Methoden.

In Auswertung der aufgenommen Werte ist festzuhalten, dass die mittleren Infarktvolumina £ STABW
in Mausen fur die verschiedenen Detektionsverfahren wie folgt angegeben werden kénnen:
201TIDDC-SPECT 47,83 + 38,03 mm?; Nissl 51,11 + 34,52 mm?,

In Ratten wurden diese mit: 2!TIDDC-SPECT 163,13 + 173,64 mm?, Nissl 159,78 + 149,31 mm?®
und T,w-MRT 150,10 + 131,74 mm? bestimmt.

Bei Betrachtung beider Boxplots fallt die gute Ubereinstimmung zwischen den verschiedenen

Messmethoden auf, wobei kleinere Abweichungen bei gréf3eren Infarkten zu finden waren.

In Summe konnte, unter Berticksichtigung der in Abb. 30 gezeigten Bland-Altman Diagramme
schlieRlich die zuvor gezeigte Ubereinstimmung zwischen den verschiedenen Farbemethoden
bestéatigt werden, woraufhin die Messung der spaten °'TI*-Verteilung als sehr gut geeignete

Nachweismethode fiir die Detektion eines ischdmischen Schadens eingestuft werden konnte.
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Abb. 30: Bland-Altman Diagramme bestétigen gute Ubereinstimmung zwischen den verschiedenen
Messmethoden 2°TIDDC-SPECT, Nissl und T.w-MRT in Mausen und Ratten.

Daruber hinaus konnte eine auffallige Korrelation zwischen der finalen Schadensgréf3e und dem
Verlust von 2TI* aus dem mittleren Areal verminderter Perfusion (VOI-1) in Bezug zum gespiegelten
Areal verminderter Perfusion (VOI-2) festgestellt werden. Demnach war der detektierte finale

Schaden umso grofer, je starker der gemessene Verlust von 2°1TI* war.

Der Pearson Korrelationskoeffizient fiir den Vergleich zwischen 2°*TI*-Verlust und Schadensgrofl3e
im Nissl-Schnitt betrug in Mausen 0,988 und in Ratten 0,977. Im Vergleich zwischen dem 2°TI*-

Verlust und der Schadensgréi3e im T.w-MRT in Ratten betrug dieser 0,924.

Im Sinne einer zusammenfassenden Ubersicht veranschaulicht die folgende Abb. 31 die
Beziehung zwischen dem Verlust von 29'TI* aus VOI-1 in Bezug zu VOI-2 und der finalen

Schadensgrol3e sowohl fiir Mause als auch fur Ratten.
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Abb. 31: Der spate 2°1TI*-Verlust aus dem minderperfundierten Areal korreliert mit der finalen
Schadensgrofie.
Die Abbildung zeigt den Zusammenhang zwischen dem spaten Verlust von 291TI* aus VOI-1
(gegenlber VOI-2) und der finalen Schadensgréf3e fur Mause (links) und Ratten (rechts).

In scheinoperierten Mausen und Ratten der Kontrollgruppen konnte weder im Nissl-Schnitt
noch im T.w-MRT-Bild Auffalligkeiten beobachtet werden. Zudem wurde eine leichte Erhdhung
des 2°1TI*-Gehaltes in der VOI-1 gegeniiber der VOI-2 gemessen (in Mausen um 3,08 + 1,69 %
und in Ratten um 3,84 + 3,63 %), welche in Mausen statistisch signifikant war (p = 4,16 x 10?).

8.3 Es gibt einen Mismatch zwischen dem Areal verminderter

Perfusion und den frithen Arealen reduzierten 2°T|*-Gehalts

Die Messung des regionalen zerebralen Blutflusses mit " TcHMPAO-SPECT diente der Detektion
der aufgrund der Minderperfusion potenziell vom ischamischen Schaden betroffenen Hirnregionen.
Das von der Blutflussreduktion betroffene Areal erstreckte sich in allen Tieren erwartungsgeman
Uber das Stromgebiet der MCA, d. h. liber das Corpus striatum, den Globus pallidus und weite Teile

des zerebralen Kortex.

Die folgende Abb. 32 zeigt das mittlere (VOI-1, rote durchgezogene Linie) sowie das gespiegelte
mittlere Areal verminderter Perfusion (VOI-2, rote gestrichelte Linie) in aufaddierten und intensitats-
normalisierten *"TcHMPAO-SPECT-Aufnahmen von Mausen (A) und Ratten (C).

Das mittlere Areal verminderter Perfusion konnte in Mausen mit einer GesamtgroRRe von 87,2 mm?®,
was ca. 18,53 % des gesamten Hirnvolumens entspricht und in Ratten mit 216,5 mm?, entsprechend
9,24 %, bestimmt werden. Dabei war der *"TcHMPAO-Gehalt sowohl in Mausen als auch in Ratten
der MCAO-Gruppen zum Messzeitpunkt signifikant reduziert (siehe Abb. 32 B & D).
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Abb. 32: Perfusionsminderung im *"TcHMPAO-SPECT.

Die Abbildung zeigt die durchschnittlichen Perfusionsminderungen im *"TcHMPAO-SPECT zum
Zeitpunkt der Fadenimplantation in Mausen (A-B) und zum Zeitpunkt der graduellen Reperfusion in
Ratten (C-D). Intensitatsnormalisierte *"TcHMPAO-SPECT Hirn-Datenséatze einzelner Individuen
(n =11 Mause und 10 Ratten) wurden aufaddiert und auf ein Referenz-MRT Uberlagert (SPECT
farbkodiert 0 - 1,5fache des Mittelwerts der kontalateralen Hemisphéare, MRT Grauskala (A & C)).
Rot umrandet ist das mittlere Areal verminderter Perfusion (VOI-1) und rot gestrichelt das gespiegelte
Areal verminderter Perfusion (VOI-2). Darstellungsebenen: frontal: Bregma 0,14 mm (Maus),
Bregma -0,12 mm (Ratte), horizontal: Bregma -2,36 mm (Maus), Bregma -5,60 mm (Ratte). B & D
zeigen vergleichend den relativen **"TcHMPAO-Gehalt in VOI-1 gegeniiber VOI-2, normalisiert auf
den mittleren ®"TcHMPAO-Gehalt Uber alle experimentellen Gruppen in VOI-2 gleich 100 %.
(* p <5*10-3, ** p < 5*10-6, *** p < 5*10-18, Fehlerbalken zeigen STABW)

In Mausen, deren Perfusion zum Zeitpunkt der Fadenimplantation bestimmt wurde (d. h. zum
Zeitpunkt der maximalen Blutflussreduktion), war die *™TcHMAPO-Anreicherung in der VOI-1 um
ca. 75 % gegenuber der VOI-2 reduziert (Maus-MCAO-Gruppe A VOI-1 vs. VOI-2: p = 2,68*10%8,
Reduktion um 71,01+8,25% (MW =STABW); Maus-MCAO-Gruppe B VOI-1 vs. VOI-2:
p =1,92*1078, Reduktion um 77,27 + 7,92 %). Der Mittelwertunterschied zwischen diesen beiden
Gruppen war dabei nicht signifikant.
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In scheinoperierten Kontrollim&usen fiihrte die kurzzeitige Implantation und die durch den
operativen Eingriff hervorgerufenen Nebenerscheinungen ebenfalls zu einer signifikant verringerten
Anreicherung von *®™TcHMPAO in der VOI-1 in Bezug zur VOI-2, welche jedoch geringer
ausgepragt war, als in den Mausen der MCAO-Gruppen (Kontrollgruppe VOI-1 vs. VOI-2
Verringerung um 18,41 + 5,52 %, p = 5,82 x 107).

In Ratten wurde das Ausmald der Minderperfusion erst zum Zeitpunkt der graduell einsetzenden
Perfusion gemessen. Aus diesem Grund, gleichzeitig aber auch, weil die gewahite ET-1 Konzentration
wahrend der Okklusion eine hdohere Residualperfusion des betroffenen Gebietes erméglichte, als
bei Anwendung des Faden-Modells, war die verringerte Anreicherung von *"TcHMPAO in der
entsprechenden VOI-1 zum Messzeitpunkt nicht so stark ausgepréagt, wie bei den zuvor betrachteten
Maus-MCAO-Gruppen. Dennoch konnte auch hier eine signifikante Reduzierung des *"TcHMPAO-
Gehaltes um 37,58 + 11,56 % (p = 1,86 x 10®) in der VOI-1 der MCAO-Gruppe A gegentiber der
VOI-2 auf der kontralateralen Hemisphare festgestellt werden.

Weiterhin konnte auch in scheinoperierten Kontrollratten eine signifikante Reduktion des
9MTcHMPAO-Gehalts in der VOI-1 in Bezug zur VOI-2 beobachtet werden, welche jedoch weniger
stark, als in den Ratten der MCAO-Gruppe A ausgepragt war (Kontrollgruppe VOI-1 vs. VOI-2
Verringerung um 14,55 + 6,48 %, p = 1,67 x 10%).

Vergleicht man das Areal verminderter ®*"TcHMPAO-Anreicherung (siehe Abb. 33 links) mit
dem Areal reduzierten 'TI*-Gehalts ca. 1 h nach der Reperfusion in Mausen bzw. Ratten
(siehe Abb. 33 Mitte) fallt auf, dass das Areal verminderter 2°2TI*-Anreicherung deutlich kleiner
ist, als der minderperfundierte Bereich. In Mausen der MCAO-Gruppe A entsprach das Areal
verminderter 2°'TI*-Anreicherung im Mittel 29,34 % (%-2'TI*-Reduktion in VOI-1 gegentber
VOI-2 betrug 1,72 %, p = 0,45) des Areals verminderter Perfusion und in Ratten der MCAO-
Gruppe A lediglich im Mittel 12,58 % (%-2°'TI*-Reduktion in VOI-1 gegentiber VOI-2 betrug 1,17 %,
p = 0,66). 22 h nach der Reperfusion hingegen hatte sich sowohl in Mausen als auch in Ratten
das Areal verminderter 2°'TI*-Anreicherung vergroRert (siehe Abb. 33 rechts), war aber immer
noch kleiner, als das zuvor gemessene Areal verminderter Perfusion und entsprach in Mausen
44,86 % (%-?'TI*-Reduktion in VOI-1 gegentiber VOI-2 betrug 28,68 %, p = 0,015*) und in Ratten
68,76 % (%-?°'TI*-Reduktion in VOI-1 gegeniiber VOI-2 betrug 26,00 %, p=0,007*) des
minderperfundierten Bereiches. Neben einer VergroRerung des Areals verminderter 201T[*-
Anreicherung konnte ebenfalls ein erhéhter 'TI*-Verlust aus dem minderperfundierten Areal zu
diesem Zeitpunkt beobachtet werden.

Damit war das final gemessene Schadensareal sowohl nach Anwendung des Faden-Models als
auch nach ET-1 Injektion kleiner, als das Areal verminderter *"TcHMPAO-Anreicherung zum

Zeitpunkt der Okklusion (in Mausen) bzw. zum Zeitpunkt der graduellen Reperfusion (in Ratten).
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9MTcHMPAO-SPECT 201TIDDC-SPECT 201TIDDC-SPECT
MCAO 45 min post-Rep. 22 h post-Rep.

< —_—

9MTcHMPAO-SPECT 201TIDDC-SPECT 201TIDDC-SPECT
90 min post-Rep. 65 min post-Rep. 20 h post-Rep.

Abb. 33: Mismatch zwischen dem Areal verminderter Perfusion und dem frithen Areal verminderter
201T*-Anreicherung.
Die Abbildung zeigt einen Vergleich zwischen der ®m"TcHMPAO- und einer friihen und der spéten
201ITIDDC-SPECT Messung exemplarisch in einer Maus und einer Ratte. In Mausen wurde das
9MTcHMPAO-SPECT zum Zeitpunkt der Fandenimplantation durchgefiihrt und in Ratten 90 min
nach der Reperfusion. Die dargestellte friihe 21 TIDDC-SPECT Messung wurden ca. 1 h und die
spate 20 bzw. 22 h nach der Reperfusion aufgenommen. Areale verminderten 2°1TI*-Gehalts sind
im friihen 201TIDDC-SPECT aus Kontrastgriinden eingerahmt.

8.4 Dynamik des #!TI*-Verlustes aus dem Areal verminderter Perfusion

Um den fortschreitenden Verlust von 2°*TI* aus dem minderperfundierten Areal wahrend der Akut-
bzw. Subakutphase der Ischamie zu visualisieren und nachzuverfolgen, wurden im Anschluss an
eine einmalige 2°'TIDDC-Injektion und die MCAO kontinuierlich Giber einen Zeitraum von bis zu 5 h
nach Einsetzen der Reperfusion dynamische 2’TIDDC-SPECT-Messungen von 10-15 mintiger
Dauer durchgefiihrt (im Detail: in Mausen 20 Messungen a 15 min im Anschluss an die Reperfusion,
in Ratten 4 Messungen a 10-15 min wahrend der Okkulsion und 16 Messungen a 10-15 min nach
der ®*"TcHMPAO-Injektion).

Dabei konnte sowohl in Mausen als auch in Ratten der MCAO-Gruppen ein kontinuierlich
ansteigender 29'TI*-Verlust aus dem Areal verminderter Perfusion und eine komplexe
Ausbreitungsdynamik der betroffenen Bereiche beobachtet werden.

Die nachstehenden Abbildungen zeigen sdmtliche SPECT-Aufnahmen, entsprechend der Reihen-
folge, in der sie erstellt wurden. Angegeben sind die jeweils zugehérigen Aufnahmezeitpunkte in
Bezug zur MCAO bzw. zur Reperfusion (Rep.) exemplarisch flr eine Maus (siehe Abb. 34) und eine
Ratte (siehe Abb. 35) der MCAO-Gruppen A.
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Bereits wahrend der Okklusion und kurz nach der Reperfusion der MCA kam es zu einer leichten
Reduktion im 2°1T|*-Gehalt innerhalb des Areals verminderter Perfusion, welche jedoch in
Bezug zur kontralateralen Hemisphére nicht signifikant war. Die unmittelbar von der 201T[*-
Reduktion betroffenen Bereiche waren, wie bereits im Kapitel 8.3 beschrieben, deutlich kleiner
als das von der Minderperfusion betroffene Areal und erstreckten sich zunéchst ausschlief3lich tber
Teile des Corpus striatum. Im Fortgang der weiteren Messungen breitete sich das Areal bis in Teile
des zerebralen Kortex aus (ab ca. 60 min nach der Reperfusion).

Wahrend der Verlust von 2°'TI* aus den betroffenen Arealen leicht aber kontinuierlich anstieg,
unterlagen die betroffenen Areale Volumensschwankungen, wobei es entgegen den Erwartungen
nicht zu einer kontinuierlichen Ausdehnung der Areale kam, sondern oftmals auch zu deren
Verkleinerung, was wiederum mit einem Wiederanstieg des 2°'TI*-Gehalts in zuvor reduzierten
Bereichen einherging. Diese Anstiege im 2! TI*-Gehalt lieRen sich ausschlieRlich im Randbereich der

Areale verminderter 2°*TI*-Anreicherung beobachten.

plétzliche
Rep

99'“TCH.M PAO 201TIDDC M3

Baseline-
Messung

Doppelisotopen-Messung Mehrfachmessungen nach Reperfusion —

pra-MCAO

60 min post-Rep.

150 min post-Rep.

240 min post-Rep.

75 min post-Rep.

165 min post-Rep

M17

255 min post-Rep.

©

90 min post-Rep.

®

180 min post-Rep.

M18

270 min post-Rep.

15 min post-Rep.

M7

105 min post-Rep.

M13

195 min post-Rep.

M19

285 min post-Rep.

30 min post-Rep.

M8

120 min post-Rep.

M14

210 min post-Rep.

M20

L\

300 min post-Rep.

45 min post-Rep.

M9

135 min post-Rep.

M15

225 min post-Rep.

Spéate
Messung

22 h post-Rep.

ou 1,25u

Abb. 34: Kontinuierlicher 2'TI*-Verlust und komplexe Dynamik wahrend der Schadensausbreitung in
der Maus.
Die Abbildung zeigt samtliche 2*TIDDC-SPECT-Messungen einer Maus der MCAO-Gruppe A
aus der frontalen Ansicht (Farbskala 0-1,25 fache der Mittelwertintensitat des Gesamthirns,
Bregma 0,14 mm). Weil3 umrandet ist jeweils das Areal verminderter Perfusion, gemessen
wahrend der Fadenimplantation. Der Pfeil zeigt exemplarisch das Areal verminderter 201T|*-
Anreicherung. M: Messung, Rep.: Reperfusion.
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Abb. 35: Kontinuierlicher 2°1TI*-Verlust und komplexe Dynamik wahrend der Schadensausbreitung in
der Ratte.
Die Abbildung zeigt samtliche 2°2TIDDC SPECT-Messungen einer Ratte der MCAO-Gruppe A
aus der frontalen Ansicht (Farbskala 0-1,5 fache der Mittelwertintensitat des Gesamthirns,
Bregma - 0,12 mm). Weil3 umrandet ist jeweils das Areal verminderter Perfusion, gemessen
90 min nach ET-1 Injektion. Der Pfeil zeigt exemplarisch das Areal verminderter 201T|*-
Anreicherung. M: Messung, Rep.: Reperfusion.

In analoger Weise lassen sich die zuvor beschriebenen Resultate auch in tGber die Population

gemittelten SPECT Messungen der Maus MCAO-Gruppe A reproduzieren (siehe Abb. 36).

Auch anhand dieser Daten lasst sich ein kontinuierlicher Verlust des 2°'TI*-Gehalts im Areal

verminderter Perfusion und eine durch Schwankungen im 20'TI*-Gehalt im Randbereich

charakterisierte Ausbreitung des betroffenen Bereiches vom Striatum in den Kortex beobachten.
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Abb. 36: Kontinuierlicher 2TI*-Verlust und komplexe Dynamik wahrend der Schadensausbreitung in
Uber die Population gemittelten SPECT Messungen der Maus MCAO-Gruppe A.
Die Abbildung zeigt Uber 6 Tiere gemittelte farbkodierte SPECT-Aufnahmen (Skalierung: O-
1,25 fache der MW-Intensitat des Gesamthirns) von Mausen der MCAO-Gruppe A aus der
frontalen Ansicht (Bregma 0,14 mm). Weil3 umrandet ist jeweils das Areal verminderter
Perfusion, gemessen wahrend der Fadenimplantation. Der Pfeil zeigt exemplarisch das Areal
verminderter 221 TI*-Anreicherung. M: Messung, Rep.: Reperfusion.

Unter Anwendung des zuvor bestimmten Grenzwertes flir eine irreversible Gewebsschadigung
(vgl. Kapitel 8.2) wurde das Areal verminderter 2°1TI*-Anreicherung und der jeweilige 2°*TI*-
Gehalt in diesem Areal in jeder Einzelmessung der Uber die Population gemittelten SPECT
Messungen bestimmt. Die so erhaltenen Ergebnisse wurden zur Veranschaulichung in Abb. 37
zusammengefasst. Dabei zeigen die dargestellten Diagramme zum einen die prozentuale
Reduktion im 2°'T|*-Gehalt im Schadensareal im Bezug zur kontralateralen Hemisphare (A)
und zum anderen die Schwankungen im Volumen dieser Areale uber die Zeit (B+C).
Wahrend (B) die absoluten Volumenanderungen entnommen werden kbénnen, sind diese in
(C) in Bezug zur Vormessung dargestellt.

Neben der kontinuierlich ansteigenden 2°'TI*-Reduktion im Schadensareal lassen sich
ebenfalls wellenartige Schwankungen im Volumen der Schadensareale Uber den gesamten
Messzeitraum beobachten, wobei diese Schwankungen kurz nach der Reperfusion besonders

stark auftraten.
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Zusétzlich lasst sich durch die Bestimmung der Areale verminderter XTI*-Anreicherung konstatieren,
dass das Wachstum des von der 2°!TI*-Reduktion betroffenen Bereiches 5 h nach der Reperfusion
ganz oder nahezu abgeschlossen war. Im Zeitraum von 5 bis 22 h nach der Reperfusion ist (im Mittel
Uber alle Mause der MCAO-Gruppe A) ein Anwachsen des betroffenen Bereiches um lediglich
3,00 mm? festzustellen. Das finale Schadensareal hat zu diesem Zeitpunkt im Mittel eine GroRe von
41,90 mm?.
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Abb. 37: Kinetik des mittleren 2°'TI*-Verlusts aus dem Schadensareal.
(A) zeigt die %-Reduktion des 2°'TI*-Gehalts im von der 2°1TI*-Reduktion betroffenem Areal
gegeniber der kontralateralen Hemisphéare zum jeweiligen Messzeitpunkt, gemessen ab dem
Zeitpunkt der MCAO. (B) zeigt die gemessenen Volumina der betroffenen Areale und (C) die
Betrage der Volumendifferenzen dieser Areale zwischen aufeinanderfolgenden Messungen.
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In scheinoperierten Kontrolltieren (siehe Abb. 38) kommt es ebenfalls bereits zum Zeitpunkt der
Okklusion zu einer Verringerung des 2°'TI*-Gehaltes im Stromgebiet der MCA, wobei diese
Reduktion zum Zeitpunkt der Messung 2 (M2, 30 min post-Rep.) besonders deutlich ausgepragt
ist (°1TI*-Reduktion in VOI-1 gegentiber VOI-2 betrug 4,97 %, p = 0,41).

Damit ist die Reduktion im 2°'TI*-Gehalt im Areal verminderter Perfusion (bestimmt in MCAO-
Tieren) friih nach der Okklusion in Kontrolltieren und MCAO-Tieren vergleichbar. Uber den Mess-
verlauf ist jedoch sichtbar, dass die Reduktion im 2°1T[*-Gehalt in Kontrolltieren reversibel ist und
nicht weiter ansteigt. 22 h nach der Reperfusion lasst sich sogar ein Anstieg im 2°!TI*-Gehalt im
vermeintlichen Areal verminderter Perfusion (weil3 umrandet) um 3,08 £ 1,69 % im Vergleich zur
Gegenseite beobachten (p = 4,16 x 10%*). Die bei MCAO-Tieren beschriebenen Schwankungen
des 2°'TI*-Gehaltes lassen sich ebenfalls beobachten, sind aber schwécher ausgepragt und lassen

sich vermutlich auf normale Umverteilungskinetiken zurtickfihren (siehe dazu [119]).
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Abb. 38: Anfanglicher 2°*TI*-Verlust im Areal verminderter Perfusion ist reversibel in Kontrollmausen.
Die Abbildung zeigt Uber 5 Tiere gemittelte farbkodierte 29'TIDDC-SPECT-Aufnahmen
(Skalierung: 0-1,25 fache der MWe-Intensitdt des Gesamthirns) von Mausen der
Kontrollgruppe aus der frontalen Ansicht (Bregma 0,14 mm). Weil3 umrandet ist jeweils das
vermeintliche Areal verminderter Perfusion, gemessen wahrend der Fadenimplantation in
Mausen der MCAO-Gruppen. Der Pfeil zeigt die Reduktion im 201TI*-Gehalt zum Zeitpunkt der
Messung 2. M: Messung, Rep.: Reperfusion.
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8.5 Die ®IT|*-Verlustkinetik unterscheidet sich im Infarktkern und

seinen Randbereichen

Um der Fragestellung nachzugehen, ob sich der Infarktkern und die Penumbra in ihrer 221 TI*-Kinetik
unterscheiden, bzw. um zu prifen, ob anhand der 2°!TI*-Kinetik Infarktkern und Penumbra
unterschieden werden koénnen, wurde der Verlust von 2°TI* voxelweise bestimmt. Im Bestreben,
eine geeignete Funktion abzuleiten, die eine Anpassung der zu den verschiedenen Zeitpunkten
gemessenen XTI*-Gehalte ermdglicht, wurde zunéchst die 29'TI*-Gesamthirnkinetik in allen

Versuchsgruppen analysiert.

In diesem Zusammenhang zeigt die folgende Abb. 39 die Veranderung der 2°'TI*-Mittelwert-
intensitaten Uber die gesamte Messdauer flr das Hirn als Ganzes, in den verschiedenen
experimentellen Gruppen fir die Versuchsgruppe Maus (A) und Ratte (B). Die aufgetragenen
Daten wurden hierbei allesamt auf die MW-Intensitat des Gesamthirns der pré-ischamischen
Messung (MW=1000) normalisiert, wobei der dafir bendtigte Normalisierungsfaktor auf alle
Zeitschritte angewandt wurde. Weiterhin ist anzumerken, dass die Intensitatswerte gemaf (Gl. 2)
zerfallskorrigiert wurden.
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Abb. 39: 201T|*-Aktivitatskurven nach einmaliger 2°TIDDC-Injektion fur die einzelnen
experimentellen Gruppen getrennt fur die Versuchsgruppen Maus (A) und Ratte (B).
Die aufgetragenen Datenpunkte zeigen auf die Baseline-Messung normalisierte Ganzhirn-
intensitaten in Abhéngigkeit der Zeit nach Injektion. SPECT-Daten sind zerfallskorrigiert. 0 min
entspricht Start der MCAO. In schwarz ist die mittlere 2°1TI*-Verlustkurve als Exponentialfunktion
Uber alle experimentellen Gruppen dargestellt. Die gestrichelte Linie links zeigt den Zeitpunkt der
Maximal Intensitat (Iuax) und die gestrichelte Linie rechts den Zeitpunkt der Minimal Intensitét (Imin).
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In Auswertung der Datenpunkte unterscheiden sich die 2°TI*-Gesamthirn-Aktivitatskurven
zwischen den verschiedenen Maus- und Rattenuntergruppen nur marginal.

Deutlich erkennbar ist hingegen, dass nach der Injektion zun&chst ein Anstieg der Gesamthirn-
aktivitat beobachtet werden kann, der in den Tieren der Mausgruppen starker ausgepragt ist
(Anstieg um ca. 26 % zur initialen Gesamthirnaktivitat) und auch langer andauert (bis ca. 150 min
nach der 2°'TIDDC-Injektion, bzw. ca. 90 min nach der Faden-Implantation), als in Ratten
(Anstieg um ca. 2,17 % zur initialen Gesamthirnaktivitat, Anstiegsdauer bis 90 min nach der
201TIDDC-Injektion, bzw. ca. 30 min nach der ET-1-Injektion).

Dies konnte auf die hthere DDC -Konzentration pro Kérpergewicht, welche den Mausen durch die
201TIDDC-Injektion verabreicht wurde, zurlickzuftihren sein. Eine erhohte DDC -Konzentration im
Blutpool kdnnte einen Transport von 2°'TI*-lonen in das Hirn Uber einen langeren Zeitraum
ermdglichen. Quantifizieren lasst sich die initiale 2°TI*-Hirnaufnahmerate in Mausen im Mittel mit
1,24 + 0,26 % und in Ratten mit 1,99 + 0,49 % der injizierten 2°'TI*-Dosis (+ STABW).

Nach dem Erreichen der maximalen Gesamthirnaktivitat (Iuax) konnte in beiden Versuchsgruppen
eine kontinuierliche Reduktion des 2°'TI*-Gesamthirngehalts nachgewiesen werden, wobei der
detektierte kontinuierliche Abfall des 2°'TI*-Gehalts einer Kinetik 1ter Ordnung &hnelt (siehe
mittlere 2°TI*-Verlusthirnkurve in schwarz tber alle Gruppen fir die Maus R? = 0,96 und fiir die
Ratte R?= 0,94).

Durch die entsprechende Uberlagerung einer mittleren Exponentialfunktion tber die ab dem
Zeitpunkt lwax gemessenen Intensitdten des Gesamthirns konnte die Verringerung der
Intensitat pro Zeiteinheit in Mausen und Ratten durch eine ahnliche Verlustkonstante
charakterisiert werden, nach der sich die Intensitat in Mausen um Kkyaus = 0,0003/min bzw. in
Ratten um Kgrate = 0,0004/min verringerte.

In einer weiterfihrenden Betrachtung betragt die Reduktion des 2°'T|*-Gesamthirngehalts nach
20 — 22 h in Mausen 16 % gegentber der Baseline-Messung und 34 % in Bezug zu Iuax.

In Ratten lasst sie sich mit 34 % gegeniiber der Baseline-Messung bzw. 36 % in Bezug zu Iuax

beziffern (Daten sind zerfallskorrigiert).

In logischer Konsequenz dieser Ergebnisse wurde fur die weitere Modellentwicklung in einer
einfachen ersten Naherung angenommen, dass auch der #!TI*-Verlust in einem einzelnen
Hirnvoxel - unabhéngig von der jeweiligen Lage des Voxels im Hirn bzgl. regionaler Unterschiede
und schadensdynamischer Unterschiede - einer zeitlich konstanten Verlustrate folgend durch
eine Kinetik 1ter Ordnung beschrieben werden kann.

Dieser Annahme folgend, wurden die Einzelvoxelintensitaten tber den zeitlichen Verlauf an eine
Exponentialfunktion angepasst. Im Sinne einer besseren Visualisierung und leicht verstandlichen
Darstellung wurden die so ermittelten voxelweisen Verlustkonstanten farbkodiert und entsprechend

ihrer 3D-Koordinaten in einer Hirnkarte (siehe Abb. 40) dargestellt.
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Dunkle Voxel markieren dabei einen starkeren 2°1TI*-Verlust Uiber die Zeit; helle und rote Voxel

zeigen hingegen einen geringeren zeitlichen 2°1TI*-Verlust.
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Abb. 40: 201TI*-Verlustkinetik unterscheidet sich innerhalb des Schadensareal und in Bezug zur
kontralateralen Hemisphare.
Die Abbildung zeigt den 2°1TI*-Verlust fur jeden Voxel, gemessen ab dem Zeitpunkt der MCAO bis
22 h nach der Reperfusion [Anderung der Intensitit (Al) pro Zeiteinheit (min)] in Uber die
Population gemittelten Daten der Maus MCAO-Gruppe A (A) und je einem Einzeltier der Maus
(C) und Ratten MCAO-Gruppe A (D). Die verwendeten Farbskalen wurden fir die einzelnen
Darstellungen so gewahlt, dass Unterschiede bzgl. der 291TI*-Verlustkonstanten innerhalb der
jeweiligen Schadensareale deutlich werden. Sie unterscheiden sich daher ein wenig von Fall
zu Fall. Die Messbalken entsprechen jeweils 1 mm. Als Darstellungsebene wurde fur frontale
Aufnahmen von Mausen Bregma 0,14 mm und Ratten Bregma -0,12 mm; sowie fir horizontale
Aufnahmen von Mausen Bregma -2,36 mm und Ratten Bregma -5,60 mm gewahlt. (B) zeigt
exemplarisch den 2°1TI*-Verlust tber die Zeit fir 3 ausgewahlte VVoxel, die in (A) gekennzeichnet sind
(1 - kontralaterale  Hemisphére, 2 -Randgebiet des Schadenareals, 3-Zentrum des
Schadenareals).

Bei naherer Betrachtung der in den Kinetikkarten visualisierten 2°'TI*-Verlustraten innerhalb
der MCAO-Gruppe A ist sowohl in den Gruppenanalysen (Abb. 40 A) als auch in Einzeltier-
analysen fuir Maus (Abb. 40 C) und Ratte (Abb. 40 D) ein stark erhdhter Verlust von 2°'TI* auf
der ipsilateralen Hemisphare gegenuber der kontralateralen Hemisphéare (Verlust um das 2-
3fache erhoht) zu bemerken.

Auch bei einer separaten Betrachtung des Schadensareals zeigt sich ein heterogenes Bild der 21 TI*-

Verlustkonstanten.

Dissertation | Schlaganfallbildgebung



82 Ergebnisse

Dabei ist das Schadensareal durch dunkel erscheinende, also hdheren 2°1TI*-Verlusten
entsprechende zentrale Areale charakterisiert, die wiederum durch hellere und somit geringeren
Verlustraten entsprechende Voxel umrandet werden.

In aufaddierten Datensétzen hat das Areal im Zentrum (siehe Abb. 40 A schwarze und violette
Bereiche) ca. eine Breite von links nach rechts von 2 mm und der Randbereich (siehe Abb. 40 A
hellblaue Bereiche) eine Breite von links nach rechts von 0,5-0,75 mm.

Im Detail betragt der relative Intensitatsverlust pro Minute beispielsweise in einem, die kontralaterale
Hemisphére beschreibenden Voxel (1) -1,6588*10“/min, in einem, dem Randgebiet des Schaden-
areals zugeordneten Voxel (2) -3,5757*10%/min und in einem, das Zentrum des Schadenareals
charakterisierenden Voxel (3) -4,6308*10*/min.

8.6 MK-801 vermindert den 2'TI*-Verlust aus dem Schadensareal und

verandert die -Verlustkinetik

Im Ergebnis der MK-801 Therapie konnte in den Mausen der MCAO-Gruppe B ein reduzierter
201T*-Verlust und eine Verkleinerung des von der #°!TI*-Reduktion betroffenen Bereiches
gegeniber den Mausen der MCAO-Gruppe A beobachtet werden. In diesem Zusammenhang
zeigt die folgende Abb. 41 alle Gber die Population (n = 6) gemittelten Einzelmessungen der Maus-
MCAO-Gruppe B.

Dabei ist anzumerken, dass alle Mause, die einer MCAO-OP unterzogen wurden und zusatzlich mit
MK-801 behandelt worden sind, 8-9h nach Durchfihrung der MK-801 Injektion (mittlerer
Dosisbereich [164]) verstarben. Aus diesem Grund konnte keine spate Messung der 21TI*-Verteilung
am Folgetag durchgefiihrt werden. Die Ursache fir diese unerwartete Wirkung von MK-801 wurde
im Rahmen dieser Studie nicht systematisch untersucht und bleibt ungeklart. Aufgrund der Tatsache,
dass das Infarktwachstum in den Mausen der MCAO-Gruppe A 5 h nach Induktion der Reperfusion
weitestgehend abgeschlossen war, wurden alle Messungen bis 5h nach Reperfusion in die
Auswertung einbezogen und die Messung 20 dann als Vergleichszeitpunkt fir den finalen Schaden

zwischen mit MK-801 therapierten, nicht therapierten und Kontrollméausen gewahit.

Im direkten Vergleich der gesamten Messreihe mit der von den Mausen der MCAO-Gruppe A (vgl.
Abb. 36) wird ersichtlich, dass sich auch in den therapierten Mausen unmittelbar nach der
Okklusion ein Areal verminderter 2°'TI*-Anreicherung in der ipsilateralen Hemisphare bildet.
Ebenfalls ersichtlich wird, dass sich der Schadensverlauf nach Anwendung der Therapie (d. h.
nach der Reperfusion) trotz vergleichbarem Maf und Ausbreitung der Minderperfusion (jeweils

weil3 umrandet) in beiden Mausgruppen jedoch deutlich unterscheidet.
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Abb. 41: Die Ausbreitung des Areals verminderter 2TI*-Anreicherung ist in mit MK-801 therapierten
Mausen geringer als in nicht therapierten Mausen.
Die Abbildung zeigt Uber 6 Tiere gemittelte farbkodierte SPECT-Aufnahmen (Skalierung: O-
1,25 fache der MW-Intensitat des Gesamthirns) von Mausen der MCAO-Gruppe B aus der
frontalen Ansicht (Bregma 0,14 mm). Weil3 umrandet ist jeweils das Areal verminderter
Perfusion, gemessen wahrend der Fadenimplantation. Der Pfeil zeigt exemplarisch die
Reduktion im 291 TI*-Gehalt. M: Messung, Rep.: Reperfusion.

Wahrend sich das Areal verminderter 2°'TI*-Anreicherung in den nicht-therapierten Mausen
der MCAO-Gruppe A bereits 60 min nach der Reperfusion vom Corpus Striatum in den
zerebralen Kortex ausgebreitet hatte, beschrankte sich selbiges in den therapierten Mausen
der MCAO-Gruppe B bis zur letzten Messung (d. h. 5 h nach der Reperfusion) auf das Corpus
striatum. Bestimmt man das Volumen des Areals verminderter 2°T|*-Anreicherung mit Hilfe
des im Kapitel 8.2 ermittelten Grenzwertes fur eine irreversible Schadigung, so betragt das
Volumen 5 h nach der Reperfusion in den mit MK-801 therapierten Mausen 13,4 mm?® und ist
damit deutlich kleiner, als in den nicht-therapierten Mausen, wo das Volumen des
Schadenareals zum gleichen Zeitpunkt 38,9 mm? betrug (Volumenverkleinerung um 25,5 mm?
bzw. 65,55 %). In Bezug zum minderperfundierten Areal entspricht dieses Volumen einem
Anteil von 8,39 %.

Vergleicht man die Reduktion des 2'TI*-Gehalts 5h nach der Reperfusion zwischen den
experimentellen Maus-Gruppen mittels eines VOI-basierten T-Tests (2-seitig, ungepaart), der sich

auf die von einer MCAO betroffenen Kernregionen, d. h. den Neokortex und das Corpus striatum
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beschréankt, so wird deutlich, dass in Bezug zu unbehandelten scheinoperierten Mausen (Kontrolle)
sowohl in den mit MK-801 behandelten als auch in den unbehandelten Mausen eine signifikante
Reduktion des 'TI*-Gehaltes im Striatum nachweisbar ist (p < 0,0005***).

Zusatzlich lasst sich eine signifikante Reduktion des 2°'TI*-Gehalts im Kortex der unbehandelten,
aber nicht der behandelten Mause gegeniber den Kontrollmausen (p < 0,05*) feststellen.
Innerhalb der MCAO Gruppen sind hingegen sowohl im Striatum als auch im Kortex keine
signifikanten Unterschiede im 2°TI*-Gehalt zu finden. Jedoch deutet sich eine leichte Tendenz
an, nach der der ?°'TI*-Gehalt in den unbehandelten MCAO Tieren im Kortex und im Striatum
um jeweils ca. 10 % geringer ist, als in den mit MK-801 behandelten MCAQ Tiere (siehe Abb. 42).

w | + +

[os]
o

N
o

201T|DDC-Gehalt [%]
3

N
o

Kontrolle MK-801 MCAO

Kortex

Kontrolle MK-801 MCAO

Striatum

Abb. 42: Signifikante Reduktion im 29T|*-Gehalt im Kortex von nicht-therapierten MCAO-Tieren
gegenuber Kontrolltieren.
Die Abbildung zeigt VOI-basierte Unterschiede im 201TI*-Gehalt im Kortex (links) und im
Corpus striatum (rechts) zwischen (jeweils von links) scheinoperierten Kontrolltieren, mit MK-
801 behandelten MCAO-Tieren und unbehandelten MCAO-Tieren. Sternchen zeigen
signifikante Gruppenunterschiede mit * p < 0,05, *** p <0,0005 (ungepaarter, 2-seitiger T-
Test).

Ein voxelweiser T-Test (2-seitig, ungepaart) zeigte zuséatzlich signifikante Unterschiede
(Signifikanzlevel p < 0,05) zwischen behandelten und unbehandelten Tieren in Teilen des

Kortex, nicht aber im Striatum (siehe Abb. 43).

In den signifikanten Bereichen im Kortex unterscheiden sich die unbehandelten MCAO- und die MK-
801 Tiere in ihrem 'T[*-Gehalt um 26,71 %. Der Unterschied zwischen unbehandelten MCAO- und
Kontrolltieren im selben Bereich lag bei 33,40 %, wohingegen er zwischen den mit MK-801

behandelten und Kontrolltieren mit 6,69 % bestimmt werden konnte.
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Abb. 43: Signifikante Reduktion im 2°'T|*-Gehalt im Kortex von nicht-therapierten MCAO-Tieren
gegenuber Kontrolltieren und mit MK-801 therapierten Tieren.
Die Abbildung zeigt voxelweise Unterschiede im 201T[*-Gehalt von Mausen der Kontrollgruppe,
sowie therapierten und nicht therapierten Mausen. (A) zeigt SPECT-Aufnahmen der jeweiligen
200T|*-Verteilung 5 h nach der Reperfusion (SPECT farbkodiert 0-1,25fache des MW der
Gesamthirnintensitéat). (B) zeigt Differenzbilder der unter (A) gezeigten SPECT-Aufnahmen (in
gelb-rot hohe Differenzen in blau-schwarz geringe Differenzen). (C) zeigt signifikante
Unterschiede zwischen experimentellen Gruppen (Signifikanzlevel p < 0,05 unkorrigiert, in rot
signifikante Anstiege, in blau signifikante Abfélle). Alle Aufnahmen sind aus der frontalen
Aufsicht (Bregma 0,14 mm) Uberlagert auf ein Std.-MRT dargestellit.

p<0.01

Zusammenfassend l&sst sich an dieser Stelle festhalten, dass unter gleichen experimentellen
Bedingungen durch die Gabe von MK-801 das Areal verminderter 2°!TI*-Anreicherung in den
Mausen der MCAO-Gruppe B 5 h nach der Reperfusion deutlich verringert (um einen Faktor
von 2,9), bzw. die Ausbreitung in den zerebralen Kortex verhindert werden konnte.

Auch der spate Verlust von °'TI* aus dem Areal verminderter Perfusion war 5 h nach der
Reperfusion deutlich geringer, als in nicht therapierten Mausen. Demnach betrug die 2°1TI*-
Reduktion in VOI-1 gegentuber VOI-2 in nicht therapierten M&usen 12,75 % (p = 0,27) und in
therapierten Méausen 23,42 % (p = 0,03%).

In einem der nachsten Schritte wurde dartiber hinaus der zeitliche und raumliche Verlust von 2T
zwischen den verschiedenen Versuchsgruppen verglichen. Dabei fiel auf, dass 5 h nach Einleitung
der Reperfusion sich nicht nur in den nicht-therapierten Mausen der MCAO-Gruppe A, sondern
auch in den mit MK-801 therapierten Mausen (MCAO-Gruppe B) auf der ipsilateralen Hemisphéare
ein sich deutlich von den Gbrigen Hirnvoxeln abgrenzendes Areal verstarkten °'TI*-Verlustes
lokalisieren lasst, wohingegen in Mausen der Kontroligruppe der starkste 2°1TI*-Verlust pro
Zeiteinheit im Cerebellum vorzufinden war, was durch die in der Literatur beschriebene erhohte

20171 Auswaschkinetik des Cerebellums erklart werden kann [183] (siehe Abb. 44).
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Abb. 44: Vergleich der voxelweisen 2°'TI*-Verlustkonstanten in Mausen der Kontrollgruppe

(links), der MK-801-Gruppe (mittig) und der MCAO-Gruppe (rechts) Uber einen
betrachteten Zeitraum von bis 5 h nach Einleitung der Reperfusion.
(A) zeigt den relativen voxelweisen 201TI*-Verlust in Al/min. (B) zeigt den relativen voxelweisen
201Tl*-Verlust zur besseren anatomischen Orientierung auf ein Std.-MRT (berlagert. Die
prozentuale Differenz der 2°1TI*-Verlustkonstanten zwischen den einzelnen Gruppen ist in (C)
ebenfalls Uberlagert auf ein Std.-MRT dargestellt. Die R>-Map in (D) zeigt wie gut die errechnete
201T[*-Verlustkurve (e-Funktion 1ter Ordnung) den tatsachlichen 2°1TI*-Verlust Uber die Zeit
beschreibt, mit R2=0 keine Ubereinstimmung und R2=1 perfekte Ubereinstimmung. Als
Darstellungsebene wurde fir die frontal Ansicht Bregma 0,14 mm und fiir die horizontale Ansicht
-2,36 mm gewahlt.

Ferner wird deutlich, dass der Verlust von 2'TI* aus dem Schadensareal in den Tieren der MCAO-
Gruppe A (in der Abb. 44 MCAO-Gruppe) im Mittel am starksten ausgepragt ist. Es folgen die Mause
der MCAO-Gruppe B (in der Abb. 44 MK-801-Gruppe) sowie der Kontrollgruppe. Explizit weisen
die Mause der MCAO-Gruppe A einen in den zentralen Gebieten im Mittel um bis zu 80 %; in
den Randgebieten um bis zu 40 % erhohten Verlust gegenuber der Kontrollgruppe auf.
Gegenuber der Therapiegruppe erhoht sich der Verlust im Mittel um 40-50 %. In den MK-801
Tieren selbst erhoht sich der 2°'TI*-Verlust gegeniiber der Kontrollgruppe um 20-30 % (siehe
Gruppendifferenzen Abb. 44 C).

Ebenfalls als auffallig anzumerken ist, dass das Areal verstarkten Verlustes in den nicht
therapierten Mausen deutlich gréRer ausgepragt ist, als in den therapierten Mausen und sich
sowohl auf das Corpus striatum als auch den zerebralen Kortex ausdehnt, wohingegen sich

dieses Areal in therapierten M&ausen ausschlief3lich auf das Corpus striatum beschrankt.
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Die in Abb. 44 D dargestellte Giite-Karte (siehe R?>-Map) zeigt, wie gut die angenommene
Exponentialfunktion und der tatsachliche (voxelweise) Verlust von 2°TI* Gibereinstimmen bzw.

inwiefern der Verlust durch eine Kinetik 1ter Ordnung beschrieben werden kann.

In Auswertung dieser Darstellung ist deutlich erkennbar, dass diejenigen Voxel, die einen
hohen Verlust des 2°TI" aufweisen (in der Regel betrifft dies Voxel im Schadensareal oder im

Cerebellum) sehr gut durch eine Kinetik 1ter Ordnung beschrieben werden (R? > 0,5).

Die 29'TI*-Verlustbeschreibung der anderen Voxel ist entsprechend schlechter (R? < 0,5), was
darauf zurtickzufiihren sein konnte, dass der geringere, rein physiologische Verlust von 2°1TI*
(der innerhalb der ersten Stunde nach Injektion verschwindend gering ist) durch die mit
fortschreitenden Anstiegen des 2°'TI*-Gehalts einhergehenden Umverteilungskinetiken innerhalb

einzelner Voxel teilweise tberlagert wird.

Um den voxelweisen zeitlichen Verlust von 2°'TI* entsprechend besser beschreiben und somit
exakter prognostizieren zu kdnnen, wurde in einer zweiten Naherung die Annahme getroffen,
dass sich der 2°TI*-Verlust durch mehrere, ebenfalls je einer Exponentialfunktion folgende,
sich jedoch stiindlich andernde Verlustkonstanten, charakterisieren lasst.

Mit Hilfe dieser Annahme war es nunmehr moglich, nicht nur die Areale erhéhten 201TI*-
Verlustes zu detektieren bzw. zu lokalisieren, sondern vielmehr den Verlust zusatzlich auch
zeitlich exakt einzuordnen.

In diesem Kontext fallt mit Verweis auf die nachstehende Abb. 45 auf, dass in den nicht-
therapierten Mausen der MCAO-Gruppe A die meisten der dem finalen Schadenareal
zuzuordnenden Voxel ihren starksten Verlust bereits innerhalb der ersten Stunde aufweisen
(Kvox1).

Auch in den therapierten Mausen zeigen einige Voxel innerhalb des spéaten Schadensareals in
diesem Zeitraum bereits einen erhdhten Verlust an 2°'TI*; jedoch erreichen die meisten Voxel ihren
maximalen Verlust hier erst zwischen der ersten und zweiten Stunde. Das bedeutet, dass der Verlust
von 27" in MK-801 Tieren im Schadensareal nicht nur geringer ausgepragt ist, sondern auch

zeitverzogert einsetzt, bzw. zeitlich verzdgert sein Maximum erreicht.
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Abb. 45: Voxelweiser 2°1TI*-Verlust betrachtet tiber verschiedene Zeitintervalle von je einer Stunde.
(A) zeigt den voxelweisen 29'TI*-Verlust Gber den gesamten Messverlauf bis 5h nach der
Reperfusion. (B) zeigt die stundenweise Veranderung im 201T[*-Gehalt. (Jeweils farbkodiert: 201T|*-
Verlust in lila-schwarz, 2°1TI*-Anstieg in gelb-rot, konstanter 2°1TI*-Gehalt in griin). (C) zeigt fir
jeden Voxel den Zeitpunkt des maximalen 2°1TI*-Verlustes an (farbkodiert in dunkelblau 0-1 h,
hellblau 1-2 h, griin 2-3 h, orange 3-4 h und rot 4-5 h). Zur besseren anatomischen Orientierung
wurden die entsprechenden Areale zusétzlich auf ein Std.-MRT Uberlagert. Alle Hirnaufnahmen
sind aus der frontalen Ansicht (Bregma 0,14 mm) abgebildet.
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8.7 Signalintensitaten im dynamischen 2°*TIDDC-SPECT schwanken

nach MCAOQO starker als in Kontrollen

Sowohl in nicht-therapierten als auch in therapierten Mausen konnten wéahrend der Infarkt-
ausbreitung Schwankungen im 2'TI*-Gehalt, beobachtet werden. Diese Schwankungen waren
durch Zu- und Abnahmen im 2°!TI*-Gehalt im Randgebiet der betroffenen Bereiche gekennzeichnet.
Sie waren sowohl in Datensatzen von Einzeltieren als auch in aufaddierten Datensétzen einer
Gruppe nachzuweisen und traten Uber die gesamte Messdauer, vermehrt jedoch kurz nach der

Reperfusion auf.

Um die von den Intensitatsschwankungen hauptsdchlich betroffenen Bereiche lokalisieren zu
kdnnen, wurden aufeinanderfolgende Messungen unter Zuhilfenahme eines T-Tests (gepaart, 2-
seitig) miteinander verglichen.

Somit konnten Voxel, deren Anderungen im 2°*TI*-Gehalt signifikant waren, detektiert werden. Diese
Voxel sind fur die Mause der Kontrollgruppe sowie fur therapierte und nicht-therapierte Mause in
Abb. 46 vergleichend aufgetragen. Dabei sind Voxel mit signifikanten Anstiegen im 2°'TI*-Gehalt
gegenuber der Vormessung in rot bzw. mit Abfallen in blau visualisiert. Die Schwankungen wurden,
wie in Abb. 46 ersichtlich, vom Zeitpunkt der Reperfusion bis 120 min nach der Reperfusion naher

betrachtet.

Dabei fallt auf, dass Schwankungen im 2°T|*-Gehalt in allen Versuchsgruppen zu beobachten
sind, und dass diese auch bilateral auftreten. Im Vergleich der verschiedenen Versuchs-
gruppen wird ersichtlich, dass die Schwankungen in den Mausen der MCAO-Gruppen jedoch
vermehrt auftauchen und dass diese vorrangig im Kortexbereich zu lokalisieren sind.
Zusatzlich wird deutlich, dass im Gegensatz zu den nicht-therapierten Mausen, die von den
Schwankungen im 2°TI*-Gehalt betroffenen Bereiche therapierter Mause vorrangig auBerhalb
des final gemessenen Schadenareals (siehe weil}d gestrichelte Linien) lagen.
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Abb. 46: Schwankungen im 2°'T|*-Gehalt treten vermehrt in Mausen der MCAO-Gruppen auf.
Die Abbildung zeigt signifikante Unterschiede im 2°1T[*-Gehalt zwischen aufeinanderfolgenden
Messungen von Mause der Kontrollgruppe (links) sowie von therapierten (Mitte) und nicht-
therapierten Mausen der MCAO-Gruppen (rechts) Gber den Zeitraum ab der Reperfusion bis
120 min nach der Reperfusion. Signifikante Unterschiede wurden durch einen T-Test (2-seitig,
gepaart, Signifikanzlevel p < 0,01, unkorrigiert) ermittelt. Anstiege im 2°1TI*-Gehalt gegeniiber
der Vormessung sind in rot und Abfélle in blau Uberlagert auf ein Std.-MRT dargestellt. Die
Darstellungsebene ist Bregma 0,14 mm. Die weif3gestrichelten Linien umrandet jeweils das
Areal verminderter 2°1TI*-Anreicherung 5 h nach der Reperfusion.

Um ein MaR fiir den Grad der Schwankungen im 2°'T|*-Gehalt zu erhalten, wurde die Anzahl
der signifikanten Voxel im Gesamthirn Gber den betrachteten Zeitraum bestimmt und ins
Verhaltnis zur Gesamtvoxelzahl im Hirn gesetzt (siehe Abb. 47). Dabei betrug der prozentuale
Anteil der signifikanten Voxel in Kontrolltieren 13,00 %, in mit MK-801 therapierten M&ausen
23,43 % und in nicht-therapierten Mausen 36,34 %.

Die Anzahl der signifikanten Voxel war in therapierten und nicht-therapierten Mausen signifikant
erhoht gegeniber der Voxelanzahl in Kontrolltieren (Kontrolle vs. MK-801: p = 0,038* bzw.
Kontrolle vs. MCAO p = 0,046*). Die Unterschiede in der Anzahl der signifikanten Voxel

zwischen therapierten und nicht therapierten Tieren war nicht signifikant (p = 0,261).




Ergebnisse 91

50 - ’
45 1

40 A

- |
30 A

25 1

20 A

15 A

10 4

Anzahl der signifikanten Voxel im
Gesamthirn [% zur Gesamtvoxelzahl]

Kontrolle MK-801 MCAO

Abb. 47: Die Anzahl der signifikanten Voxel ist in therapierten und nicht-therapierten Mausen
signifikant erhéht gegentiber Kontrollméusen.
Die Abbildung zeigt die Anzahl der signifikanten Voxel, welche signifikante Unterschiede im
201T|*-Gehalt  aufeinanderfolgender Messungen beschreiben, im  Verhaltnis zur
Gesamtvoxelzahl im Hirn in Kontrollmdusen (links) und therapierten (Mitte) und nicht-
therapierten Mausen (rechts). * p < 0,05.

8.8 201T|*-Verlustkinetiken kdnnen auch bestimmt werden, wenn
201TIDDC nach Durchfiihrung der MCAO injiziert wird

Im Hinblick auf eine potenzielle klinische Applikation des Schadensmarkers 2*TIDDC zur (Human-)
Diagnostik der Gewebsvitalitat nach fokaler zerebraler Ischamie, wurde die zuvor beschriebene
Verlustkinetik von 2°TI* auch in Ratten, denen #TIDDC erst nach MCAO injiziert wurde,
untersucht. Dazu wurden die Tracer *®*"TcHMAPO und 2°*TIDDC sukzessive 90 min nach ET-1-
Gabe, d. h. zum Zeitpunkt der graduellen Reperfusion, injiziert. Anhand der *"TcHMPAO-
SPECT-Aufnahmen war deutlich sichtbar, dass zum Zeitpunkt der Tracerinjektionen in allen
Tieren eine Minderperfusion im Stromgebiet der MCA vorlag.

Bereits zum Zeitpunkt der ersten erhobenen 2°*TIDDC-SPECT-Messung (ca. 2,5-3 h nach der
ET-1-Injektion bzw. 1 h nach der sukzessiven Injektion von *"TcHMPAO und #*'TIDDC) konnte in
jedem Einzeltier eine verminderte #'TI*-Anreicherung im minderperfundierten Areal beobachtet
werden. Die 2°'TI*-Reduktion betrug in Bezug zum gespiegelten Areal verminderter Perfusion
10,83 + 7,86 % und war nicht signifikant (p = 0,40). Zum Zeitpunkt der spaten 2°*TIDDC-
SPECT-Messung, welche ca. 26 h (22-32 h) nach der ET-1-Injektion durchgefiihrt wurde,
betrug die 2°'TI*-Reduktion im mitleren Areal verminderter Perfusion 25,90 + 19,58 % und war

mit p = 0,019* signifikant.
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Das zeigt, dass es Uber die Zeit zu einem Verlust von °!TI* aus dem minderperfundierten
Bereich kam. In zwei Versuchstieren konnte allerdings kein Anstieg im zeitlichen 2°'TI*-Verlust
in Bezug zum gespiegelten Areal verminderter Perfusion beobachtet werden. Diesen Tieren
wurde im Vorfeld die geringste ET-1 Konzentration (93,75 pmol) injiziert, was im Vergleich zu
den anderen Versuchsratten zu einer geringen Blutflussreduktion (im Mittel um 16,73 %, im
Vergleich zu den verbleibenden Tieren war die Blutflussreduktion ca. um einen Faktor 2 geringer)
und einer geringeren Ausbreitung des von der 2°'TI*-Reduktion betroffenen Areals gefiihrt hat
(Volumen des Areals verminderter 2°'TI*-Anreicherung 26 h nach ET-1-Injektion 7,00 mm?2, im

Vergleich mittleres Areal verminderter 2°1TI*-Anreicherung in verbleibenden Ratten 195,73 mm®).

Der fortschreitende Verlust von 1TI* aus dem Areal verminderter Perfusion wurde, wie in den Tieren
der Versuchsgruppen, mit Injektion von 2°*TIDDC vor der MCAQO mit einer Exponentialfunktion erster
Ordnung gefittet. Abb. 48 zeigt in diesem Kontext exemplarisch den zeitlichen Verlauf des 20:Tl*-
Verlustes, einschlief3lich einer Darstellung der voxelweisen Verlustkinetik anhand vereinzelter
Messungen Uber den gesamten Messzeitraum in einem Einzeltier der MCAO-Gruppe B.

Die voxelweise Kinetikanalyse ermdglicht, wie in den anderen Versuchsgruppen, eine Abgrenzung
des Areals erhchten 2°1TI*-Verlustes Uber die Zeit im Areal verminderter Perfusion von der
kontralateralen Hemisphére und verdeutlicht innerhalb dieses Areals unterschiedliche Verlustzonen.

160 min post-ET-1Inj. 200 min post-ET-1 Inj. 260 min post-ET-1 Inj. 320 min post-ET-1 Inj.

M6

« e ;
380 min post-ET-1 Inj. 440 min post-ET-1 Inj. 26 h post-ET-1 In;. bis 26 h post-ET-1 Inj.

Oop 1,5u -0,0008 -0,0001

Abb. 48: Erhohter 2°'TI*-Verlust aus dem Areal verminderter Perfusion kann auch bei Injektion
von 2°1TIDDC nach MCAO beobachtet werden.
Die Abbildung zeigt einzelne 2°1TIDDC-SPECT-Messungen (M: Messung) einer Ratte der
MCAO-Gruppe B (SPECT farbkodiert 0-1,5fache des MW der Gesamthirnintensitat) aus der
frontalen Ansicht. Die Abbildung rechts unten (kvox) zeigt den 21TI*-Verlust fir jeden Voxel, Giber
einen Zeitabschnitt von 2,5—26h nach der ET-1-Injektion [Anderung der Intensitat (Al) pro
Zeiteinheit (min).Wei umrandet ist jeweils das Areal verminderter 9%MTcHMAPO-
Anreicherung. Als Darstellungsebene wurde Bregma -0,12 mm gewahlt.
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Kapitel 9

Diskussion

In der vorliegenden Studie wurde erstmals das **TIDDC-Kleintier SPECT eingesetzt, um den zere-
bralen K*-Stoffwechsel in MCAO-Nagetiermodellen der fokalen zerebralen Ischdmie in-vivo zu
untersuchen. Dazu wurde die MCA in Mausen mit Hilfe des intraluminalen Faden-Modells und in
Ratten durch die intrakranielle Injektion des Vasokonstriktorpeptids ET-1 transient verschlossen.
Beide Modelle sind gut etablierte Modelle der fokalen zerebralen Ischamie. Im Fadenmodell kann
die Dauer der Ischamie durch Herausziehen des Fadens genau kontrolliert werden. Dabei kommt
es aber zu einer plétzlichen Reperfusion des minderperfundierten Bereiches. Bei der intrakraniellen
Injektion von ET-1 kann die Okklusionsdauer in Abhangigkeit der ET-1 Konzentration nicht so gut
kontrolliert werden, da diese auch von der Genauigkeit der stereotaktischen Injektion
beeinflusst wird. Ein Vorteil dieses Modells besteht jedoch in der graduellen Reperfusion des
minderperfundierten Bereiches nach der Okklusion, was eine humane Ischamie viel realistischer
widerspiegelt. Aus diesen Grinden war die Anwendung beider Modelle der fokalen zerebralen
Ischamie von groRBem Interesse fir die Untersuchungen in dieser Arbeit. 2*TIDDC wurde in

verschiedenen Versuchsgruppen vor und nach Auslésung der MCAO intravends injiziert.

Grundlegend fir den Einsatz von 2°*TIDDC zur SPECT-Bildgebung des zerebralen K*-Stoffwechsels
sind dabei die bereits in der Einleitung beschriebenen Befunde aus friheren Arbeiten [120], die
zeigen, dass aus dem lipophilen Chelat-Komplex TIDDC nach der Passage durch die Blut-
Hirnschranke das K*-Analogon TI" freigesetzt und anschliel3end von Neuronen und Astrozyten

aufgenommen wird.

Ausgehend von der Tatsache, dass bei ischamischer Schadigung die intra-zu-extrazelluldren K*-
Gradienten zusammenbrechen, wurde die Hypothese aufgestellt, dass der K*-Verlust aus dem
Infarktareal einen Verlust bzw. eine verminderte Aufnahme von 2! TI* im Schadensgebiet zur Folge
hat, was mit der SPECT-Technik visualisiert werden kann. Dabei war zu erwarten, dass der Verlust
von 2TI* nach Abschluss der Schadensausbreitung maximal sein wirde und sich das Areal
reduzierten 'TI*-Gehalts mit dem durch etablierte Marker gemessenen, definitivem Schaden

decken wirde. Diese Hypothesen wurden bestatigt.
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Von besonderem Interesse war die Frage, inwieweit sich aus der Kinetik des Verlusts von 2'TI* aus
dem Infarktareal Schltisse ziehen lassen auf die Schadens-Charakterisierung, wie z. B. die Core-
Penumbra Unterteilung.

Die bzgl. dieser Fragestellungen unter den verschiedenen experimentellen Bedingungen erhobenen
Befunde werden im Folgenden detailliert diskutiert. Dartiber hinaus soll die Eignung der °*TIDDC-
SPECT in der praklinischen Bildgebung der fokalen zerebralen Ischéamie bewertet und die Vor- und
Nachteile gegentber etablierten Verfahren beleuchtet werden sowie Schllisse fUr einen eventuellen

Einsatz in der Humanmedizin abgeleitet werden.

9.1 Validierung der 2°TIDDC-SPECT im Vergleich mit etablierten

Verfahren

Bereits in fruiheren Experimenten konnten nach intravendser Injektion von TIDDC mit Hilfe der
histochemischen Nachweismethode (TI*-AMG) Areale mit einem reduzierten intrazellularen TI*/K*-
Gehalt nach MCAO visualisiert werden und, im Abgleich mit etablierten Verfahren zum Nachweis
einer strukturellen Gewebsschéadigung, eine generelle Eignung von TIDDC als Marker fiir irreversible
Zellschadigungen erbracht werden [127].

Mit der °'TIDDC-SPECT konnten ebenfalls 20-22 h nach MCAO Areale verminderter 29MT[*-
Anreicherung im ipsilateralen Stromgebiet der MCA deutlich und kontrastreich abgegrenzt werden.
Damit konnte die Hypothese bestétigt werden, dass der K*-Verlust aus dem Infarktareal einen
Verlust oder eine verminderte Aufnahme von 2°'TI* im Schadensgebiet zur Folge hat und dass dies
mit Hilfe der 2'TIDDC-SPECT visualisiert werden kann.

Um die Eignung der 2*TIDDC-SPECT zur Darstellung ischamisch bedingter Veranderungen im K*-
Stoffwechsel im gleichen Mal3e wie mit der TI*-Histochemie zu validieren, wurde die mehrere
Stunden nach MCAO gemessene 29'TI*-Verteilung mit Nissl-Schnittpraparaten und Tow-MRT
Aufnahmen der selben Versuchstiere verglichen. Sowohl bei der Nissl-Farbung als auch bei der Tw-
MRT handelt es sich um etablierte Verfahren, die routinemaRig zur Abgrenzung einer strukturellen
Gewebsschadigung bzw. Bestimmung des Infarkvolumens genutzt werden (u. a. [55, 95]).

Als Vergleichszeitpunkt der Methoden wurde 20-22 h nach MCAO festgelegt, da zu diesem
Zeitpunkt eine sensitive Darstellung einer Strukturschadigung durch die gewahlten etablierten
Methoden sichergestellt war [55, 95] und darlber hinaus dieser Zeitpunkt im Rahmen der
Ublicherweise fur die Darstellung einer definitiven Schadigung gewahlten Zeitrdume liegt. Es wird
davon ausgegangen, dass ca. 24 h nach MCAO das Infarktwachstum nach Anwendung der hier

zum Einsatz gekommenen Nagetiermodelle ganz oder nahezu abgeschlossen ist [184, 185].
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Im direkten Vergleich der verschiedenen Methoden konnte anhand routinemaRig genutzter
mathematischer Verfahren (d. h. Korrelationsanalyse und Bland-Altman-Methode) eine hervorragende
Ubereinstimmung zwischen den Arealen verminderten 2°*TI*-Gehalts und reduzierter Nissl-Farbung
sowie den im T.w-MRT hyperintens erscheinenden Regionen bestatigt werden [177, 186].

Kleinere Abweichungen im Volumen der detektierten Areale zwischen den verschiedenen
Verfahren waren lediglich bei Ratten mit gré3eren Infarkten zu finden, was maf3geblich darauf
zurickgefuhrt werden kann, dass aufgrund der Gewebsbeeintrachtigung der Hirne, diese bei
der Aufbereitung fur die Nissl-Farbung leicht beschadigt worden sind, was die Bestimmung des
Infarktvolumens beeinflusste. Dies betraf vorrangig Hirne von Ratten mit kortikalen Infarkten.
Zusatzlich lassen sich Abweichungen im Infarktvolumen zwischen den verschiedenen Auswerte-
methoden auch auf die, durch Strahlenschutzgriinde bedingte, Wartezeit zwischen der Anwendung
der verschiedenen Methoden zurtckfihren. Da sich das Kleintier-MRT aufR3erhalb des
Uberwachungsbereiches befand, konnten die T.w-MRT-Messungen und die Nissl-Farbungen erst
ca. 1 Woche nach den 'TIDDC-SPECT-Messungen durchgefiihrt werden. In dieser Zeit kann es
bereits zu Vernarbungen des betroffenen Gewebes und zur Infiltration inflammatorischer Zellen in
das infarzierte Gewebe gekommen sein, was einen verandernden Einfluss sowohl auf das MRT- als
auch das Nissl-Bild zur Folge gehabt haben kdnnte. Zusétzlich kann es im Ergebnis eines moglichen
Gewebsverlusts zur Ausdehnung des ipsilateren Seitenventrikels kommen, der ebenfalls
hyperintens im T-w-MRT erscheint und das Infarktsignal teilweise tberlagern kann.

Auf Grundlage der ermittelten Schadensareale im T.w-MRT und in der Nissl-Farbung, wurde
ein beobachterunabhangiger Intensitdtsschwellenwert fir die Abgrenzung irreversibel
geschadigten Gewebes im spaten 2'TIDDC-SPECT definiert. Dieser Grenzwert konnte im
Bezug zur kontralateralen Hemisphare bei einem 29'T|*-Verlust von = 36,40 % festgelegt
werden. Momentan kann dieser experimentell bestimmte Grenzwert im 2°XTI*-Verlust nicht in
einen direkten Wert fiir den K*-Gehalt umgerechnet werden; dies erscheint aber prinzipiell
mdoglich, z. B. durch weitergehende Untersuchungen, in denen das K*/TI*-Verhaltnis im
Infarktareal ex-vivo gemessen wird.

Interessanterweise konnte mit Hilfe einer Absorptionsspektroskopie eine ahnliche Reduktion
im K*-Gehalt 24 h nach Infarkt gegentiber dem normalen Gehalt durch Young et al beobachtet
werden. Demnach war der K*-Gehalt im Schadensareal um 34 % reduziert [187]. Ebenso war
der zerebrale K*/Rubidium-Gesamtgehalt (Rubidium ein weiteres K*-Analogon) im
ischamischen Kortex ca. 6 h nach MCAO um 30 % gegentber dem kontralateralen Kortex
reduziert (erhoben mit dem 8’Rubidium-MRT) [188].

Im finalen Schadensareal sank der 2°'TI*-Gehalt nahezu auf die in einem Schadeldatensatz
vorkommenden niedrigsten Radioaktivitatswerte und lag nur ca. 10 % oberhalb des 2°'TI*-
Gehalts zellarmer schleimhautausgekleideter luftgefullter Kammern. Dies lasst die Schluss-

folgerung zu, dass trotz eines kompletten Zusammenbruchs der Gradienten, was die
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Voraussetzung fiur die Ausbildung einer irreversiblen Gewebsschadigung ist, gemaR dem
Gibbs-Donnan-Equilibrium noch K*/2°'TI* im Schadensareal zuriickgeblieben sein muss.

Die erhobenen 2°1TI*-Messwerte lassen aber keine Aussage zu, ob sich das K*/?'TI* intra-
und/oder extrazellular befindet. Ohne eine exaktere Quantifizierung, z. B. auf Basis einer
201T|*-Autoradiographie oder anhand der TI*-Histochemie, kann hierzu momentan keine
endgultige Aussage getroffen werden.

Zusammenfassend kann anhand der erhobenen Ergebnisse die theoretische Annahme, dass sich
irrversibel geschadigtes Gewebe durch eine reduzierte 2°'TI*-Anreicherung auszeichnet, bestétigt
und die Ergebnisse der TI*-Histologie vorangegangener Studien erfolgreich reproduziert werden.
Schlussfolgernd kann das neuartige Verfahren ,2'TIDDC-SPECT“ als eine sehr gut geeignete

Nachweismethode fiir die Detektion eines finalen ischamischen Schadens eingestuft werden.

9.2 Die Kinetik des 2'TI*-Verlusts aus dem Schadensareal

Zur Untersuchung der Kinetik des 2°'TI*-Verlusts wurden nach einmaliger 2°*TIDDC-Injektion
kontinuierlich SPECT-Messungen im Abstand von 10 — 15 Minuten Uber einen Gesamtzeitraum von
5 h nach der Reperfusion durchgefuihrt. Dabei wurden zwei verschiedene experimentelle Protokolle
verwendet, zum einen die Gabe von 'TIDDC vor Infarkt-Induktion und zum anderen die Gabe von
20ITIDDC im Anschluss an die Infarkt-Induktion. Das erste Protokoll ist das aus wissenschaftlicher
Perspektive interessantere, da es Einblicke in den Verlust von 2°'TI* ausgehend von normal hohen
Konzentrationen im gesunden Gewebe ermdglicht, eine zuséatzliche Injektion nach Infarktauslésung
erspart, und den 2°'TI*-Verlust untersuchen lasst, ohne eine theoretisch mogliche Beeinflussung
durch verminderte Zufuhr von *'TIDDC bei verminderter Perfusion. Das zweite Protokoll kommt
hingegen der klinischen Situation néher, da Patienten der Tracer erst nach Einlieferung in eine Klinik
injiziert werden kann.

Um den Verlust von 2°TI* in Beziehung zur Reduktion der Perfusion analysieren zu kénnen, wurde
den Versuchstieren der Blutfluss-Tracer " TcHMPAO injiziert, Bei der SPECT-Bildgebung sind
simultane Doppel- oder Mehrfach-Isotopenmessungen méglich, sofern die Energien der emittierten
Gammastrahlung weit genug auseinanderliegen. Fir ®™Tc mit einem Peak bei 140 keV und 2'TI*
mit einem dominanten Peak bei 70 keV ist das problemlos mdglich und etabliert [189].

Es ist allerdings mit der SPECT-Technik nicht so einfach, wie mit dem Blutfluss-PET unter
Verwendung des sehr kurzlebigen Tracers H,'®O, den Blutfluss sequentiell mehrfach zu messen.
Theoretisch konnte man nach Mehrfachinjektionen von ®"TcHMPAO den differentiellen Anstieg des
zerebralen *™Tc-Gehalts ermitteln. Es lag aber auRerhalb des Schwerpunkts dieser Arbeit, ein
Protokoll fiir solche Messungen zu entwickeln und zu validieren. Somit musste fur die Bestimmung

der verminderten Perfusion ein Zeitpunkt festgelegt werden. Im Falle der mit dem Fadenmodell
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induzierten MCAO bei Mausen lag es nahe, die Blutflussreduktion vor Entfernung des Fadens zu
bestimmen, um damit ein Maf3 fiir Minderperfusion wahrend der Okklusion der MCA zu erhalten.
Die dynamische SPECT-Messung des °'TI*-Verlusts ergab folgende Hauptergebnisse: Es gab
einen kontinuierlichen Verlust von 2'TI* aus dem Areal verminderter Perfusion tiber einen Zeitraum
mehrerer Stunden. Bereits in der friihesten Messung nach Induktion der MCAO war der 'TI*-Gehalt
im Infarktareal im Vergleich zur vorherigen Baseline-Messung reduziert. Der Verlust von 20:TI*
begann im Kernbereich des Infarkts und breitete sich zu den Randzonen aus.

Dieser Verlauf entspricht der typischen Ausbreitungscharakteristik des Schadens bei der fokalen
zerebralen Ischamie [11]. Er legt unmittelbar nahe, dass mit dem dynamischen ?*TIDDC-SPECT
der fortschreitende Verlust von K" und damit aber auch die fortschreitende Zellschadigung
abgebildet werden.

Mit dem 2°*TIDDC-SPECT wird im Unterschied zum histochemischen Nachweis des Thalliums das
gesamte Thallium in einem Voxel und somit intrazelluléres und extrazellulares 2! TI* nachgewiesen.
Theoretisch ist es moglich, dass sich der Gesamtgehalt eines Voxels an 2°*TI* nicht &ndert, obwohl
intrazellular 2°*TI* verloren geht. Aufgrund der schlechten Leitfahigkeit der BHS fir K* steigt nach
intrazelluldrem Verlust die extrazelluldre K*-Konzentration an [109, 190-193].

Eine einfache Abschatzung ergibt, dass bei totalem Ubertritt von intrazellularem K* in den
Extrazellularraum, der ca. 20 % des ZNS-Volumens ausmacht, die extrazellularen K*-
Konzentrationen ca. finffach hdher sein mussten, als die intrazellularen, was wiederum Werten
entsprache, die weit oberhalb tatsachlich gemessener Werte liegen. Gleichzeitig ist bekannt, dass
die K*-Leitfahigkeit der BHS zwar relativ niedrig ist, aber in der GréR3enordnung von Zellmembranen
aber nicht Lipiddoppelschichten liegt [194], und dass es Kalium-Kanale in zerebralen Endothelzellen
gibt [195]. Bei einem passiven Transport durch K*-Kanéle in Endothelzellen muss es bei stark
ansteigender K*-Konzentration im Extrazelluldrraum und damit einem hohen Gradienten zum
Plasma-Kalium nahezu zwangslaufig zu einem verstarktem K*-Ausstrom aus dem ZNS kommen.
Tatsachlich konnte gezeigt werden, dass eine OGD zu einem erhdhten Ausstrom von K* aus dem
Hirn ins Blut bzw. in den Liquor cerebrospinalis fuhrt [109, 196] und dass sich die Durchlassigkeit der

BHS unter ischdmischen Bedingungen fur K* verandert [197].

Die Tatsache, dass der 2°*TI*-Verlust in striatalen Arealen beginnt, in denen bekanntermafRen die
frihesten Schaden zu beobachten sind, belegt indirekt den Zusammenhang zwischen K*/TI*-
Ausstrom und Zellschadigung. Unklar bleibt im Moment allerdings, wo die Schwellenwerte liegen,
nach denen aus einem T|*-Verlust in einem Voxel auf einen partiellen oder totalen
Zusammenbruch der K*-Gradienten geschlossen werden kann. Der Versuch einer Ermittlung dieser
Werte lag aufRerhalb der Fragestellung der vorliegenden Proof-of-Concept Studie. Prinzipiell
erscheint dies durch Enthahme des Hirns zu bestimmten Zeitpunkten direkt nach der SPECT-
Messung, wahrend der Schadensausbreitung und anschlie3ender histochemischer sowie

autoradiographischer Bestimmung des TI*-Gehalts einzelner Zellen, maglich.
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Als wichtigstes Resultat gilt aber festzuhalten, dass im Rahmen dieser Arbeit mit der dynamischen
201TIDDC-SPECT-Bildgebung eine neuartige Methodik gefunden wurde, um die Dynamik der
Schadensausbreitung bei der fokalen zerebralen Ischamie in-vivo zu untersuchen. Einen Ansatz mit
ahnlicher zugrundeliegender Logik haben Yushmanov und Kollegen [188] mit der MR-Bildgebung
verfolgt. Sie untersuchten den Verlust des Kalium-Analogons Rubidium (8’Rb) aus einem zerebralen
Infarkt in der Ratte. Allerdings konnte selbst bei millimolaren Konzentrationen von 8’Rb die Verteilung
dieses lons nur mit Auflésungen von 3,8 mm?® Voxelgrosse gemessen werden. Da im Gegensatz
zum 2ITI* auch keine Moglichkeit bestand, die BHS zu Gberwinden, musste den Versuchstieren 14
Tage lang Rubidium verabreicht werden, um die nétigen ZNS-Konzentrationen zu erreichen. Dieser
Ansatz ist daher der 2'TIDDC-SPECT-Bildgebung unterlegen und auch nicht auf die Human-
Bildgebung tbertragbar.

Um die Unterschiede im 29'TI*-Verlust in verschiedenen Voxeln quantitativ zu erfassen, wurde in der
vorliegenden Arbeit fir jeden Voxel eine Exponentialfunktion erster Ordnung ermittelt, die den
Verlust am besten beschreibt. Dabei wurde eine Kinetik erster Ordnung unterstellt, nach der pro
Zeiteinheit ein konstanter Prozentsatz des 2°*TI* aus einem Voxel verloren geht. Diese Annahme ist
nur zutreffend, wenn u. a. kein Ruckstrom von TI* aus dem Plasma oder kein Zustrom aus
anderen Voxeln in die betreffenden Voxel stattfindet. Sie ist daher eine vereinfachende Annahme,
welche vor allem aus der praktischen Erwagung getroffen wurde, mit maéglichst einfachen Analysen
zu beginnen.

Durch diese Analyse kénnen die qualitativ in den Zeitreihen zu sehenden Unterschiede im 2°*T[*-
Verlust einzelner Voxel quantitativ in einer Karte zusammengefasst werden. Diese Karten zeigen
deutliche Unterschiede in der 2°'TI*-Verlustkinetik in verschiedenen Bereichen im Infarktareal,
insbesondere im Infarktkern versus umgebende Randbereiche. Bemerkenswert ist dabei, dass trotz
der Einfachheit des Ansatzes, die ermittelten Konstanten Uber die verschiedenen Gruppen der
Versuchstiere hinweg ahnliche Werte aufweisen. Es erscheint damit méglich, unabhangig von der
Losung des Problems, der Bestimmung von Schwellenwerten des 2!TI*-Verlustes, fir
unterschiedliche Grade der Schadigung, Unterschiede in der 2°'TI*-Verlustkinetik zwischen
Individuen oder unterschiedlichen Versuchsgruppen gquantitativ auszudriicken.

Einen ersten Beleg fur diese Annahme liefern die Daten der 2°*TI*-Verlustkinetik bei Versuchstieren,
die mit MK-801 behandelt wurden. Diese Kinetik unterscheidet sich von der der unbehandelten
Tiere, hinsichtlich der 2°'TI*-Verlustkonstanten im Infarktkern und im umliegenden Gewebe, wobei
der 2°TI*-Verlust Uber die Zeit im gesamten Infarktareal gegeniiber unbehandelten Tieren reduziert.
ist. Am starksten ist der 2'TI*-Verlust aber ebenfalls im Infarktkern ausgepragt. Die Areale erhdhter
201T*-Verlustrate beschrankten sich auf das Corpus striatum.

Die Tatsache, dass der 2°'TI*-Verlust unter Einwirkung eines etablierten Therapeutikums geringer
wird, ist gleichzeitig auch ein einfacher experimenteller Beleg dafur, dass dieser Verlust die

fortschreitende Gewebsschéadigung widerspiegelt.
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Anhand der simultanen Darstellung der zerebralen Perfusion und der °!TI*-Verteilung mit den
Tracern ®*"TcHMPAO und Z'TIDDC konnte dariiber hinaus ein Mismatch zwischen dem Areal
verminderter Perfusion und den friihen Arealen verminderter 2'TI*-Anreicherung gefunden werden.
Die Detektion einer Diskrepanz beider Areale und die darauffolgende fortschreitende Ausbreitung
des Areals verminderter 2°1TI*-Anreicherung legen unmittelbar die Annahme nahe, dass es sich bei
dem Gewebe, welches zwar von der Minderperfusion, nicht aber von einer Reduktion im 2°TI*-
Gehalt betroffen ist, um rettbares Penumbragewebe handelt. Um diese Annahme zu stiitzen, wurde
geprtft, ob durch Applikation von MK-801, Teile des rettbaren Gewebes erhalten werden kénnen.
Dabei fuhrte die Injektion von MK-801 30 min nach der MCAO zu einer Reduktion des
Infarktvolumens um mehr als 50%. Eine Infarktreduktion von mehr als 50 % nach Mk-801 Gabe
wurde fur ahnliche experimentelle Bedingungen bereits beschrieben [164]. Dabei konnte eine
Ausbreitung der Schadensregion in kortikale Bereiche verhindert werden und so das anfanglich
als rettbar definierte Gewebe zu gréf3eren Teilen, als in unbehandelten Tieren, erhalten werden.

Neben diesen Therapie-Effekten von MK-801 verdient noch ein weiterer Befund Erwéhnung.
Insbesondere in den Randbereichen des Infarkts schwankten in allen Individuen, aber auch in den
tber die Populationen einer Gruppe gemittelten Daten, die 2°'TI*-Signale. Diese Schwankungen
verringerten sich und &nderten ihre Vorzugslokalisation unter Therapie mit MK-801. Es erscheint
damit als moglich, dass sie der Ausdruck von Periinfarktdepolarisationen sind, oder praziser gesagt,
von Schwankungen im K*-Gehalt, die ihrerseits in Zusammenhang mit Periinfarktdepolarisationen
stehen. Die Datenlage erscheint aber im Moment zu unklar, um definitive Schlussfolgerungen zu-
zulassen. Es ist fraglich, ob die als schnelles Analyse-Instrument eingesetzten voxelweisen T-Tests
der beste Weg sind, um Signal-Schwankungen von der Art der Periinfarktdepolarisationen robust zu
detektieren. Letztlich misste aber auch bei Bestdtigung durch angemessenere Analyseverfahren
der Beweis experimentell durch parallel mit der 2*TIDDC-SPECT eingesetzte elektrophysiologische

Techniken erbracht werden.

9.3 Moglicher Stellenwert der 2°XTIDDC-SPECT in der praklinischen

in-vivo Bildgebung der akuten fokalen zerebralen Ischamie

Wie in der Einleitung ausgefihrt, besteht der ,Goldstandard” in der in-vivo Diagnostik der akuten
fokalen zerebralen Ischamie in der quantitativen Messung von zerebralem Blutfluss und
Sauerstoffextraktion mittels PET. Dieses Verfahren ist tierexperimentell wegen der komplexen
Logistik nur sehr begrenzt verfiigbar. Aufgrund der Verwendung von *O, einem Radionuklid mit

einer Positronen-Reichweite im Bereich von 1,9 mm [198] ist selbst bei Entwicklung neuer
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Kleintier-PET-Scanner die raumliche Aufldsung limitiert, was insbesondere die Messungen in der
Maus beeintrachtigt.

Die derzeit bedeutendste Bildgebungsmodalitat in der praklinischen in-vivo Bildgebung - worunter
an dieser Stelle die Bildgebung des gesamten Hirns verstanden werden soll - der akuten fokalen
zerebralen Ischamie, ist die Magnetresonanztomographie. Analog der Human-Bildgebung kénnen
perfusions- und diffusionsgewichtete Bilder angefertigt werden. Im Wesentlichen werden mit den
verschiedenen gangigsten MRT-Sequenzen Veranderungen im Verhalten von Wassermolekilen
abgebildet, wahrend die Sensitivitat der MRT fur die Bildgebung von Stoffwechselprozessen im
Vergleich zur PET-Bildgebung und der Radionuklid-Bildgebung allgemein in der Regel gering ist.
Die Daten der vorliegenden Studie legen nahe, dass die 2°*TIDDC-SPECT-Bildgebung mit ihrer
relativ einfachen Logistik flr Fragestellungen eingesetzt werden kann, die bisher nur mit der MRT
bearbeitet wurden. Die Detektion des finalen Schadens mit 2>TIDDC-SPECT erscheint relativ
einfach, und die Dynamik der Schadensausbreitung kann bei Einsatz hoher 2°'TI*-Dosen
moglicherweise mit héherer rdumlich-zeitlicher Auflosung erfasst werden als mit der MRT. Einen
besonderen Stellenwert konnte das TIDDC-SPECT erlangen, wenn eine Quantifizierung

rettbaren Gewebes mdglich wirde.

9.4 Ausblick auf eine mogliche Anwendung von 2*TIDDC-SPECT
fur die Diagnostik der akuten fokalen zerebralen Ischamie im

Menschen

Der Fokus der vorliegenden Studie liegt auf der praklinischen Bildgebung und auf der Proof-
of-Concept-Frage, ob die Visualisierung des zerebralen K*-Stoffwechsels mit 2°*TIDDC-
SPECT fir die Diagnostik der akuten fokalen zerebralen Ischamie nitzlich sein kann. Die
Frage eines moglichen Einsatzes von 2°!TIDDC-SPECT in der Humanmedizin ist aber nattrlich
von hoher Relevanz.

Dabei stellt sich grundsatzlich die Frage nach dem Verhaltnis des Nutzens einer Diagnostik
mit 2°?TIDDC-SPECT gegenuber einem potentiellen Schaden durch die Strahlenexposition.
Fur die Praxis bedeutet dies, dass von vornherein ein Einsatz nur dann sinnvoll erscheint,
wenn Uber die blol3e Detektion des Schadens hinaus, die auch mit anderen Verfahren moglich
ist, ein deutlicher zusatzlicher Nutzen besteht. Das konnte bei einer sicheren Diagnose

rettbaren Gewebes der Fall sein.

Die Ergebnisse an Ratten, denen 2°*TIDDC analog einem Einsatz in der Humanmedizin, nach
Auslosung des Infarkts injiziert wurde, zeigen eindeutig, dass prinzipiell die gleiche 201TI*-

Verlustkinetik beobachtet werden kann, wie bei der Injektion von 2°'TIDDC vor dem Infarkt.
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Zwar fanden sich in zwei Tieren keine nennenswerten Verluste von 2°'TI* im Vergleich zur
gesunden Hemisphare, aber in diesen Tieren war die Endothelin-Dosis am geringsten und der
finale Schaden erheblich kleiner, als in den Tieren mit hoéherer Endothelin-Dosis
(7 mm3vs. 196 mm3). Diese Ergebnisse bestatigen eher den moglichen Nutzen eines
Einsatzes von 2°'TIDDC, als dass sie ihn widerlegen, da es sehr plausibel ist, dass bei diesen
sehr kleinen Schaden die Infarktausbreitung zum Zeitpunkt der 2°!TIDDC-Injektion schon
abgeschlossen war. Sie zeigen, dass, wie bei der Injektion vor dem Infarkt, der 29 TI*-Gehalt
im Infarktbereich in Zusammenhang mit der Menge vitalen Gewebes steht

In gewisser Hinsicht ahnelt die Logik der 2*TIDDC-SPECT der Messung der Sauerstoffextraktion
mit PET. So wie mit PET in vitalem Gewebe im minderperfundierten Areal eine Extraktion von
Sauerstoff gemessen wird, kdnnte theoretisch auch eine ,Extraktion® bzw. eine Retention von
20171 im minderperfundierten Areal mit SPECT gemessen werden. Wie sich aus diesem
Ansatz ein leicht praktikables Protokoll zur quantitativen Erfassung rettbaren Gewebes
entwickeln lasst, bleibt aber noch néher zu untersuchen.

Deutlich einfacher als eine Quantifizierung rettbaren Gewebes kdnnte die posthoc Quantifizierung
geretteten Gewebes in Therapieversuchen sein. Es erscheint moglich vor Einleiten der
Therapie 2°*TIDDC zu injizieren, die zerebrale Aufnahme zu messen, und den Verlust von 201T[*

nach 24 h in therapierten vs. nicht-therapierten Patienten zu vergleichen.

9.5 Fazit

Im Rahmen der vorliegenden Dissertation gelang es die prinzipielle Eignung des neuartigen
Verfahrens 2°'TIDDC-SPECT fir die in-vivo Kleintier-Bildgebung des zerebralen K*-Stoffwechsels
bei fokaler zerebraler Ischdmie zu bestatigen. Die in dieser Arbeit gewonnen Ergebnisse
zeigen, dass mit dem 2°!TIDDC-SPECT die Dynamik der Schadensausbreitung bei der fokalen
zerebralen Ischamie in-vivo verfolgt werden kann und dass die 2°'TI*-Verlustkinetik sich in
unterschiedlich betroffenen Arealen unterscheidet. Durch die Darstellung eines Mismatch
zwischen der zerebralen Perfusion und der 2°TI*-Verteilung scheint es prinzipiell moglich,

rettbares Gewebe von irreversibel geschadigtem Gewebe abzugrenzen.

Die Befunde legten unmittelbar die Verwendung der 2°TIDDC-SPECT fiur die in-vivo
Bildgebung von zeitlich-raumlichen K*-Aktivitdtsmustern auch in anderen neurodegenrativen
Erkrankungen nahe. In diesem Zusammenhang konnten in verschiedenen Nagetiermodellen
der Demenz bereits Unterschiede in der 2°'TI*Aufnahme und Umverteilung beobachtet
werden. Derzeit ist auf Basis dieser Befunde eine klinische Studie mit 2°*TIDDC-SPECT in

gesunden Probanden und in Patienten mit der Alzheimer Krankheit geplant.
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Anhang

Protokolle zur Herstellung gangiger chemischer Losungen:

A. Phosphatgepufferte Salzlésung (PBS, 0,1 M, pH 7,4)

Herstellung der PBS-Stammldsung (1 M):
- 2 g/l Kaliumchlorid (KCI, Merck, Deutschland)
- 2 g/l Kaliumhydrogenphosphat (K2PO4, Merck, Deutschland)
- 80 g/l Natriumchlorid (NaCl, Roth)
- 12,7 g/l Natriumdihydrogenphosphat (NaH-PO4*2H,0, Roth, Deutschland)

Chemikalien in dH2O I6sen und anschlieend filtrieren.
Zur Herstellung der PBS-Gebrauchslésung PBS-Stammlésung 1:10 mit dH.O verdinnen.

AnschlieRend pH-Wert einstellen.

B. Paraformaldehyd (PFA, 4 %, pH 7,4)

- 40g/l Paraformaldehyd (Roth, Deutschland) in dH,O unter Zugabe von
Natriumhydroxid (NaOH, Roth, Deutschland) l16sen
- 15,69/l Natriumdihydrogenphosphat (NaH2PO4*2H,0, Roth, Deutschland)

Nach dem Ldsen pH Wert einstellen und kurz vor dem Gebrauch filtrieren.

C. Succrose-Ldsung (30 %, pH 7,4)

- 10 ml PBS (Stammlésung, 1 M)
- 30 ml dH0
- 30 g Saccharose (Roth, Deutschland)

Nach dem losen der Substanzen, Losung im Messzylinder auf 100 ml mit dH»O auffillen und

pH-Wert einstellen.

D. Gefrierschutzlésung

- 150 ml Glycerol (100 %, Roth, Deutschland)
- 150 ml Ethylenglycol (Roth, Deutschland)
- 200 ml PBS (Gebrauchslésung, 0,1 M, pH 7,4)
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