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Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde die beschrinkte Diffusion und der Austausch
von Wasser in zelluliren Systemen mit theoretischen Modellen und ‘H-NMR-
Messungen untersucht.

Mit einer Monte-Carlo-Simulation wurde das NMR-Experiment zur Messung der
Diffusion in biologischem Gewebe auf dem Rechner nachgebildet. In einem drei-
dimensionalen Zellmodell wurden Zellschwellungen und Permeabilitdtsinderun-
gen untersucht, welche als grundlegende, méogliche Faktoren der Anderung des
Diffusionskontrastes wihrend Ischdmie im Gehirn gelten.

Mit einem analytisches Modell fiir die Diffusionsabschwichung eines NMR-~Expe-
riments in einem Zweikomponentensystem konnte der intrazelluldre Anteil des
Signals durch beschrinkte Diffusion an permeablen Grenzen erklirt werden. Die
Beschreibung erfolgte durch eine Kombination der Formel fiir beschrinkte Diffu-
sion nach Tanner mit der Formel fiir Austausch in einem Zweikomponentensystem
nach Kérger. In der erweiterten Form wurden Verteilungen der Kastenléingen
miteinbezogen, wodurch eine groBere Ubereinstimmung mit den Experimenten
erreicht werden kann.

Die Modellrechnungen zeigten, dafl durch hohe Diffusionswichtung ausschlief§lich
intrazelluldres Signal erfait wird, welches sich sowohl mit dem (intrazelluléren)
Volumen als auch mit der (intrazelluldren) Austauschzeit &ndert. Dies begriindet
eine nichtinvasive Methode zur Messung von Anderungen des intrazelluliren Vo-
lumens mit Diffusionsgradienten. Mit typischen Parametern fiir die in vivo Situa-
tion an der Ratte wurde ischdmische Zellschwellung in Gehirngewebe simuliert.
Die Anderungen der Diffusionsabschwiichung sind in guter Ubereinstimmung mit
experimentellen Ergebnissen und liefern erstmals ein quantitatives Modell fiir die
multiexponentiellen Signalabfélle bei hohen b-Werten.

Im experimentellen Teil wurden Diffusionsmessungen an Gliomzellen bei kurzen,
mittleren und langen Diffusionszeiten durchgefiihrt. Die intrazellulire Kompo-
nente der Diffusionsabschwiichung zeigte einerseits den Ubergang von freier zu
beschrankter Diffusion, andererseits konnte der Austausch von intra- und extra-
zellularem Wasser beobachtet und die intrazelluldre Austauschzeit zu 51 ms be-
stimmt werden. In Ubereinstimmung mit der Theorie konnten mit der Wahl der
Gradientenstérke Signale aus bestimmten Kompartimenten getrennt werden.

Mit hoher zeitlicher Auflssung konnten Anderungen des intrazelluliiren Volumens
unter osmotischem Stress, unter Behandlung mit Immunsuppressiva und wéihrend
Apoptose dargestellt werden. Der Einflul von Hg-Reagenzien auf die Permeabi-
litdt der Zellmembran fiir Wasser wurde mit einer zeitlichen Aufzeichnung sowohl
des Zellvolumens als auch der Austauschzeit untersucht.

Mit diffusionsgewichteter Bildgebung an Ratten bei verschiedenen Diffusionszei-
ten und hohen b-Werten wurde die intrazelluldre Austauschzeit fiir das Ratten-
hirn zu 25 ms bestimmt.
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Symbole und Abkiirzungen
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Kapitel 1

Einfithrung und Uberblick

Aufbauend auf die grundlegenden Arbeiten von Tanner und Stejskal im Jah-
re 1965 [1,2] hat sich die diffusionsgewichtete Kernspinresonanz-Bildgebung zur
Standardmethode in der medizinischen Diagnostik von Hirninfarkten entwickelt
[3]. Die Ischimie, eine Unterbrechung oder starke Verringerung der Durchblu-
tung, kann bis zur Nekrose der betroffenen Gehirnareale fiihren. Ischdmisches
Gewebe hebt sich auf Grund einer verinderten, scheinbaren Diffusionskonstante
(ADC ... ’apparent diffusion coefficient’) vom gesunden Gewebe ab, wobei mit
der Kernspinresonanz zeitliche Anderungen des ADC schon innerhalb weniger
Minuten nach Auftreten des Infarktes beobachtet werden kénnen [4].

ADC-Anderungen wiithrend einer Ischimie sind in grofem Umfange bei Mensch
und Tieren untersucht worden, obwohl deren Ursachen im Detail noch Gegen-
stand aktueller Forschungsarbeit sind. Bislang fehlt eine quantitative Erkldrung
fiir den Absolutwert des ADC sowie dessen Anderung withrend einer Ischéimie.
Schon die Verwendung des Begriffes ,;scheinbare Diffusionskonstante“ driickt aus,
daf} dieser phinomenologische Parameter aus einem komplizierten Zusammenwir-
ken physiologisch teilweise nur unzureichend bekannter Groflen abgeleitet ist.

Ausgangspunkt dieser Arbeit sind insbesondere zwei Experimente, deren Er-
klarung auf ein besseres Verstindnis der Diffusion von Wasser im Gehirngewebe
hoffen l483t:

e Als einfaches, experimentelles Modell fiir das Gehirn konnen perfundierte
Gliomzellkulturen verwendet werden, die sich iiber Stunden in wvitro unter
physiologischen und pathophysiologischen Bedingungen untersuchen lassen.
Insbesondere kénnen die intrazelluldre Diffusion und der Wasseraustausch
iiber die Zellmembran mit dem umgebenden Wasser ohne die zusétzliche
Komplikation der Diffusion im Extrazelluldrraum studiert werden. In Ge-
webe muf zusitzlich die Behinderung (Tortuositéit) und Anisotropie der
extrazelluldren Diffusion beriicksichtigt werden.
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2 KAPITEL 1. EINFUHRUNG UND UBERBLICK

In Abb. 1.1 (oben) ist eine typische Messung an Gliomzellkulturen darge-
stellt. Mit steigendem Diffusionsgradienten (b-Wert, siehe Glg. 2.4) wird
das NMR-Signal S zunehmend abgeschwiicht. Die Diffusionskonstante er-
gibt sich bei freier Diffusion als negative Steigung in der Auftragung des
logarithmierten Signalabfalls iiber den b-Wert. Beschreibt man das System
mit zwei Kompartimenten bestehend aus extra- und intrazellulirem Was-
ser, konnte man vermuten, dafl der Signalabfall biexponentiell auf Grund
unterschiedlicher Diffusionskonstanten sei. Andererseits tauscht das Wasser
der beiden Kompartimente aus, was bedeutet, dafl bei Diffusionszeiten, die
grofler als diese Austauschzeit sind, sich eine mittlere Diffusionskonstan-
te und eine monoexponentielle Signalabschwichung einstellen miifite. Der
Signalabfall 148t sich aber weder an ein biexponentielles Modell anpassen,
noch stellt sich bei langen Diffusionszeiten ein monoexponentieller Abfall
ein (siehe Abschnitt 3.3.3).

Van Zijl et al. [5] haben auf Grund experimenteller Ergebnisse geschlossen,
daf} das Signal bei hohen b-Werten allein aus dem intrazelluldren Kompar-
timent stammt. Ein Ziel dieser Arbeit ist es, durch geeignete Experimente
und theoretische Modelle dieses Phéanomen besser zu verstehen.

e Mifit man am Menschen den ADC im Gehirn, wird meist von einem mono-
exponentiellen Abfall des diffusionsgewichteten Signals vs. b-Wert ausge-
gangen und dieser aus einer linearen Regression von In .S vs. b ermittelt [3].
Untersuchungen in unserer Arbeitsgruppe bei sehr hohen b-Werten im Ver-
gleich zu den in der klinischen Diagnostik iiblichen haben gezeigt [6], daf3
in Gehirngewebe von Ratten Diffusionsabschwichungen gemessen werden,
die sich durch biexponentielle Kurven charakterisieren lassen.

In Abb. 1.1 (unten) sind Signalabfille von neugeborenen und ausgewachse-
nen Ratten unter Normal- und ischdmischen Bedingungen gezeigt. Betrach-
tet man den in der klinischen Diagnostik {iblichen b-Wertebereich bis ca.
1500 s/mm?, ist In S vs. b linear. In Analogie zu den Zellexperimenten kann
die Signalkomponente bei hohen b-Werten als intrazelluldres Signal gedeu-
tet werden. Das Verstéindnis der Signalseparation bei hohen b-Werten und
deren Riickwirkung auf den ADC bei kleinen b-Werten ist eine wichtige
Fragestellung der Forschung an den Grundlagen des Diffusionskontrastes
wihrend einer cerebralen Ischdmie.

In der vorliegenden Arbeit wird die beschriankte Diffusion und der Austausch
von Wasser in zelluldren Systemen untersucht. Die Arbeit gliedert sich in zwei
Schwerpunkte:

e Theorien und Modelle der Wasserdiffusion in Zellsystemen (Kapitel 2)
e 'H-NMR-Messungen an Gliomzellkulturen und Ratten (Kapitel 3)

Im Folgenden wird eine kurze Ubersicht iiber die behandelten Aspekte der Dif-
fusion in Zellsystemen gegeben.
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Abbildung 1.1: (oben) Signalabfall vs. b-Wert bei Gliomzellkulturen (F98). Lineare Re-
gression liefert bei kleinen b-Werten eine Selbstdiffusionskonstante von D = (3.1 £0.4) - 1073
mm? /s und bei hohen b-Werten D = (0.060 £ 0.002) - 10~ mm?/s (intrazellulires Wasser).
Mefiparameter: § = 15 ms, tp = 15 ms. (unten) Biexponentieller Signalabfall bei neugebore-
nen (A,+) und ausgewachsenen (o, ) Ratten in vivo und post mortem, simuliert nach [6]. Den
verschiedenen Kurven entspricht eine Anderung im intrazelluliren Volumen von ca. (70-75)
bzw. 80 auf (90-95) % . Parameter: § = 16.2 ms, tp = 18.01 ms.



4 KAPITEL 1. EINFUHRUNG UND UBERBLICK

Im Theorieteil beschreibt Kapitel 2.1 die theoretischen Grundlagen der freien,
behinderten und beschrankten Diffusion sowie den Austausch in einem Zweikom-
ponentensystem.

Kapitel 2.2 stellt das im Rahmen der Arbeit implementierte Computerpro-
gramm fiir diffundierende Teilchen mit Spin in einem Zweikomponentensystem
vor, mit dem die Ischdmie im Gehirn in einem dreidimensionalen Zellmodell si-
muliert wird.

In Kapitel 2.3 wird ein analytisches Modell fiir Diffusion von Wasser in einem
Zellsystem mit Austausch entwickelt. Die Formeln fiir beschrinkte und behinder-
te Diffusion werden mit denen fiir Austausch in einem Zweikomponentensystem
kombiniert. Damit konnen die Auswirkungen von Anderungen des intrazelluliren
Volumens und der intrazelluldren Austauschzeit auf die Diffusionsabschwichung
modelliert werden. Schliefllich wird ein quantitatives Modell fiir Diffusionsmes-
sungen in Gehirngewebe vorgestellt, das versucht, die grundlegenden physiolo-
gischen Vorgénge wihrend der Ischimie im Gehirn zu beriicksichtigen.

Im experimentellen Teil werden nach der Einleitung und dem methodischen Ab-
schnitt in Kapitel 3.3 Diffusionsmessungen an Gliomzellen bei kurzen, mittleren
und langen Diffusionszeiten gezeigt. Dabei kann fiir die intrazelluldre Komponen-
te der Diffusionsabschwiichung einerseits der Ubergang von freier zu beschrinkter
Diffusion, andererseits der Austausch von intra- und extrazellulirem Wasser be-
obachtet werden.

Kapitel 3.4 zeigt beispielhaft, wie mit Diffusionsgradienten an Zellkulturen aus-
schlieBlich intrazellulires Signal detektiert werden kann. Anderungen des intra-
zelluldren Volumens werden unter osmotischem Stress, unter Behandlung mit
Immunsuppressiva und wihrend der Apoptose (programmierter Zelltod) darge-
stellt.

In Kapitel 3.5 wird der Einflufl von Hg-Reagenzien auf die intrazelluldre Aus-
tauschzeit von Gliazellen untersucht. Mit einem kombinierten ct/cg-Experiment
kann alternierend intrazelluldres Volumen und intrazelluldre Austauschzeit auf-
gezeichnet werden.

In Analogie zu den Zellexperimenten wird in Kapitel 3.6 diffusionsgewichtete
Bildgebung an Ratten bei verschiedenen Diffusionszeiten durchgefiihrt und eine
mittlere, intrazelluldre Austauschzeit fiir das Rattenhirn bestimmt.



Kapitel 2

Theorien und Modelle zur
beschrankten Diffusion mit
Austausch

2.1 Theoretische Grundlagen

2.1.1 Freie und behinderte Diffusion —
Spinecho mit gepulsten Gradienten

Diffusion ist eine zufillige Translationsbewegung von Molekiilen auf Grund ther-
mischer Energie (Brownsche Molekularbewegung). Mit Kernspinresonanz kann
man die Nettoverschiebung der Molekiile messen, welche durch die Beziehung
von Einstein und v. Smoluchowski zwischen dem mittleren Verschiebungsquadrat
(r" — r)? eines Ensembles von Molekiilen (eindimensional) und der Diffusionszeit
tp gegeben ist:

(r'=r)2=2Dtp . (2.1)

D ist die Selbstdiffusionskonstante, welche stark von der Temperatur abhingt und
z.B. fiir freies Wasser D = 2.30-10® mm?/s bei T = 298.2 K und D = 3.01-10 3
mm?/s bei T = 310 K betrigt [7].

Diffusion kann durch eine Selbstkorrelationswahrscheinlichkeit Ps(r|r’, ) beschrie-
ben werden, welche die Wahrscheinlichkeit angibt, daf} sich ein Molekiil in der
Zeit t von r nach r’ bewegt [8].
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Bei freier Selbstdiffusion ist Ps(r|r’,¢) eine GauBfunktion

P,(r|t',tp) = (4nDtp) =2 exp{—(r' — r)?/4Dtp} (2.2)

deren Breite mit der Diffusionszeit ¢p zunimmt. In Abb. 2.1 ist die Stejskal-
Tanner-Pulssequenz mit gepulsten Magnetfeldgradienten zur Messung der Selbst-
diffusion von Molekiilen mit Kernspinresonanz dargestellt.

G G
90° 180° Echo
B 5
A
TE

Abbildung 2.1: Stejskal-Tanner Pulssequenz zur Diffusionsmessung mit gepulsten Magnet-
feldgradienten [1].

Mit der Spinechosequenz erhélt man nach der Echozeit TE durch Refokussierung
der transversalen Magnetisierung ein Spinecho der Intensitit Sy. Durch zusétz-
liche Magnetfeldgradienten der Dauer 6 und Stirke GG vor und hinter dem 180°-
HF-Inversionspuls wird die transversale Magnetisierung dephasiert und wieder
refokussiert. Findet eine Translationsbewegung zwischen den Gradientenpulsen
statt, ist die Refokussierung unvollstindig und das Echosignal S wird erniedrigt.

Stejskal und Tanner haben 1965 die Formel fiir die Abschwéchung des Signals

TE ¢

In <S(t§7OTE)> = —*D / ( / Geg(t") dt")* dt’ (2.3)

hergeleitet [1]. Die Phaseninversion durch den 180°-HF-Puls muf} im effektiven
Gradienten Geg(t) durch Vorzeichenumkehr beriicksichtigt werden.

Mit zwei gepulsten Gradienten der Dauer § und dem Abstand A gilt:

In (—) = —\725202@ - g)J-D (2.4)

b —\Xfert

In der Auftragung der Diffusionsabschwichung In(S/Sy) iiber den b-Wert erhilt
man aus der negativen Steigung die freie Selbstdiffusionskonstante D.
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Die Diffusionszeit

tp = (A— g) (2.5)

geht mit abnehmender Dauer der Gradientenpulse 6 — 0 gegen A.

Im Falle behinderter Diffusion wird die freie Selbstdiffusionskonstante D durch
D/N? ersetzt (A ... Tortuosititsfaktor, A > 1) [9]. Wenn fiir diffundierendes
Wasser in Zellgewebe Hindernisse wie zum Beispiel Nervenfasern, Makromolekiile
oder Zellorganellen vorliegen, miissen die Molekiile 1angere Diffusionswege zuriick-
legen, um einen bestimmten Abstand zum Ausgangspunkt zu erreichen. Dabei
bleibt Py(r|r’,t) gauBférmig, nur die mittlere quadratische Verschiebung der Mo-
lekiile ist um den Faktor A\=2 erniedrigt.

2.1.2 Beschriankte Diffusion — g-Raum

Wihrend sich die Teilchen bei freier und behinderter Diffusion beliebig weit von
ihrem Ausgangspunkt entfernen kénnen ( (' — r)? — oo fiir t — oo ), ist dies bei
beschrinkter Diffusion nicht der Fall. Betrachtet man einen Kasten der Lénge a,
ergeben sich anschaulich zwei Grenzfille: Ist die Diffusionszeit sehr kurz, erfahren
die meisten Teilchen keine Beschrankung und diffundieren frei — nur die wenigen
am Rand des Kastens werden an der Wand reflektiert (woraus sich eine Methode
zur Bestimmung des Oberflichen- zu Volumenverhéltnisses ergibt [10,11]). Ist die
Diffusionszeit so lang, daf} die Teilchen die Lange a durchlaufen kénnen, wird sich
ein Zustand einstellen, der unabhéngig von der Diffusionszeit die Morphologie des
Systems charakterisiert. Definiert man den ¢-Wert zu

q=-l4§G , (2.6)
2w

kann man das Echosignal Ex(q) bei der Diffusionszeit A als Uberlagerung von
transversalen Magnetisierungen im Ensemblemittel darstellen:

Ex(q) = /p(r)/Ps(r|r',A) exp|i2rq(r’ —r)] dr'dr (2.7)

Jeder Phasenterm exp|i2wq(r’ —r) | ist mit der Wahrscheinlichkeit p(r) Ps(r|r’, A)
fiir einen Spin, sich von r nach r’ zu bewegen, gewichtet, wobei p(r) die Spindichte
beschreibt. Unter der Bedingung, dafl die Gradientenpulsdauer ¢ klein gegeniiber
der Diffusionszeit A ist, haben Tanner und Stejskal gezeigt [12],

'Bei behinderter Diffusion ist die mittlere Verschiebung im Vergleich zur freien Selbstdiffu-
sion verringert, da die Teilchen lokal um Hindernisse diffundieren miissen, sie kénnen sich
jedoch beliebig weit von ihrem Ausgangspunkt entfernen. Bei beschrdnkter Diffusion ist die
freie Diffusion durch Barrieren begrenzt, die Teilchen kénnen sich nicht mehr beliebig weit von
ihrem Ausgangspunkt entfernen und stoflen immer wieder an die Beschrinkung.
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Abbildung 2.2: Signalabschwiichung fiir beschriinkte Diffusion in einem Kasten der Linge
a = 5 pm mit der Diffusionskonstante D = 1.0 - 107 mm?/s bei Diffusionszeiten von
A = [0.25,2.5,25] ms. Mit zunehmender Diffusionszeit A néhern sich die Kurven der Funk-
tion sinc?(wqa) .

daf} fiir einen Kasten der Linge a die Diffusionsabschwichung

Ex(q) = at —(;;);(j;rqa)} + 4(27rqa)22exp <_n27r21()l_2A>

1 —(=1)"cos(2mqa)

2.8
(@) — (in P 29
ist. Bei kurzen Diffusionszeiten A < a?/2D gilt (8]
Ea(q) = exp(—471¢*DA) | (2.9)
bzw. bei langen Diffusionszeiten A > a?/2D
2q1 — 2
E(q) = {1 = cos(2mqa)} = sinc?(mqa) . (2.10)

(2rqa)?

E(q) ist unabhéngig von A und nur durch die geometrische Gréfie a beeinflufit.
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Abbildung 2.3: Beschrinkte Diffusion in einem Kasten der Linge a = 5um bei den
Diffusionszeiten A = [0.1, 1,5, 10, 15, 20, 50, 100] ms (Diffusionskonstante D = 1.0-107% mm? /s,
Qmax = (88/},111)_1 )
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In diesem Grenzfall langer Diffusionszeiten (A — oo) verliert das Teilchen die
Erinnerung an seine Startposition r und kann sich irgendwo innerhalb der Be-
schrinkung aufhalten, d.h. P,(r|r’, oc) ist gleich der Spindichte p(r’) . Die Spin-
echoamplitude eines Experiments mit gepulsten Gradienten ist damit die Fou-
riertransformierte der Autokorrelationsfunktion der Spindichte A(q) [13]

Ex(q) = // r') exp[i2rq(r’ —r)] dr'dr
— A(@A@ =A@ 211

In Abb. 2.2 ist E(q) mit der Diffusionskonstante D = 1.0 - 107 mm?/s und der
Kastenlinge a = 5 pm dargestellt. Mit Diffusionszeiten von A = [0.25,2.5, 25]
ms ergibt sich DA/a? = [0.01, 0.1, 1].

Bei einer maximalen Gradientenstérke von G = 333 mT/m und einer Gradien-
tendauer 0 = 8 ms, wie sie typischerweise auf dem AMX 360 verfiighbar waren,
errechnet sich der maximale g-Wert zu qunax = (8.8,um)_1 . Mit diesen Parame-
tern ist in Abb. 2.3 der logarithmierte Signalabfall fiir die beschrinkte Diffusion
in einem Kasten gegen den b-Wert und 4mq? fiir Diffusionszeiten von (0.1 ... 100)
ms aufgetragen. Kennzeichen der beschrinkten Diffusion ist das Erreichen einer
zeitunabhiingigen Kurve in der Auftragung vs. ¢ und ¢2. Liest man die Diffusions-
konstante als (negative) Steigung in der Auftragung von In(S(b)/So) vs. b-Wert
ab, erhilt man nur eine scheinbare Diffusionskonstante, die mit zunehmender
Diffusionszeit gegen Null strebt. Bei langen Diffusionszeiten gilt fiir ¢ — 0 im
Kastenmodell:

Dapp — — - — (2.12)

Stejskal und Tanner haben ebenfalls die analytischen Formeln fiir die beschriankte
Diffusion in einer Kugel hergeleitet [12], die zwar komplizierter sind (Besselfunk-
tionen), qualitativ jedoch die gleichen Aussagen liefern.

2.1.3 Austausch in einem Zweikomponentensystem

Wenn man die Diffusion von Spins in einem System mit mehreren Kompartimen-
ten beschreiben will, wird sich das Gesamtsignal als Superposition der Signale
aus den einzelnen Kompartimenten darstellen. Im einfachsten Modell fiir Diffu-
sion in Gewebe nimmt man die eine Komponente als den Intrazelluldrraum, die
andere als den Extrazellulirraum an. Die Grenzfliche der beiden Kompartimente
ist die endlich diinne Zellmembran, {iber welche die Spins die Rdume wechseln
oder austauschen koénnen.
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Auf Grund der schwierigen analytischen Behandlung bieten sich entweder nu-
merische Methoden (z.B. eine Rechnersimulation der Brownschen Molekularbe-
wegung) oder die Anniherung durch ein geeignetes Diffusionsmodell an. Letzte-
res haben Kérger et al. durch Kombination des 2. Fickschen Gesetzes mit den
Chapman-Kolmogoroff Gleichungen [14-16] formuliert. Innerhalb einer Region
wird die molekulare Bewegung durch die gewohnlichen Diffusionsgleichungen be-
schrieben. Zusétzlich wird eine Austauschgeschwindigkeit oder -rate fiir Spins
zwischen den Regionen eingefiihrt.

Fiir ein System aus zwei Komponenten mit den Diffusionskonstanten D; 5 , den
Austauschzeiten 7y 5 , den relativen Volumenanteilen p; o und mit ¢ = y0G gilt:

T;

b
7'1—|—7'2

P1, P2, T1 und 75 sind also abhéngig und auf zwei Parameter reduzierbar. Mit n :=
pa/p1 = p2/(1 — po) betriigt die Signalabschwiichung S = S(¢%, A, Dy, Do, pa, T2)

S(@%, A) = (1 — ph) exp(—G° D} A) + ply exp(—G° Dy A)

1 1
DILQ = 5 DQ + D1 + L?—Tg(l + n) (214)
1 2 4dn
Dy — D — (1 — —
$\/< 2Pt g ”)> T
/ ]‘ !
Dy = 7D’2 D [(1 = p2) D1 + pa Dy — D]

dabei ist D] immer kleiner als D). Ordnet man die sechs unabhingigen Para-
meter nach ihrer Bedeutung, werden ¢ und A durch die Experimentfiihrung,
Dy, Dy, ps, 9 durch physiologische Gegebenheiten bestimmit.

Unter der Bedingung eines schnellen Austauschs (¢*7;D; < 1, d.h. hinreichend
lange Diffusionswege) wird die Signalabschwéichung monoexponentiell mit der
mittleren Diffusionskonstante D

D= plDl +p2D2 . (215)
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2.2 Ein Monte-Carlo-Modell fiir Diffusion
in ischimischem Gewebe

Die Diffusion von Teilchen in Gehirngewebe ist auf Grund der komplizierten
Randbedingungen analytisch schwierig zu erfassen und nur mit Vereinfachungen
theoretisch modellierbar. Einerseits muf} behinderte und beschrénkte Diffusion in
Kompartimenten mit Austausch beschrieben werden, andererseits die anisotrope
Morphologie beriicksichtigt werden, die sich bei einer Ischdmie durch Zellschwel-
lung dndern kann.

Einen Weg der Untersuchung bietet dazu eine Rechnersimulation von diffundie-
renden Teilchen mit Spin in einem zwei- oder dreidimensionalen Gebiet vorge-
gebener Morphologie. Dabei wird die Diffusion der Teilchen durch eine zuféllige
Bewegung in einer Monte-Carlo-Simulation verwirklicht.

Haus et al. [17] haben einen allgemeinen Uberblick iiber Random-Walk-Modelle
gegeben. Hunter et al. [18] haben ein Modell mit rdumlich verénderlicher Diffu-
sitédt vorgestellt.

Auch in der Literatur wurde vielfach der Einflufl von Diffusionseffekten auf die
NMR-Bildgebung (NMR-Mikroskopie) simuliert [19-21].

Zawodzinski et al. [22] haben beispielsweise das Verhalten der Magnetisierung
an impermeablen Grenzen (z.B. Glaswinde), an vollstéindig permeablen Grenzen
(Polymer in Kontakt mit einer Losung) und an semipermeablen, biologischen
Membranen berechnet.

Piitz [23] stellte ein Simulationsprogramm zur Untersuchung von Diffusions- und
Relaxationsprozessen in beliebig wihlbaren Diffusionsrdumen vor und betrachtete
u. a. die Wasserdiffusivitit in liposomalen Kontrastmitteln sowie an Zellmembra-
nen.

Lipinski [24] hat die extrazelluldre Diffusion an digitalisierten Gewebeschnitten
durchgefiihrt und eine Korrelation zwischen dem Volumenanteil und dem Grad
der Behinderung (Tortuositétsfaktor) gefunden.

Die neueste und ausfiihrlichste Modellierung von Wasserdiffusion in Gewebe so-
wohl mit Monte-Carlo-Simulationen als auch mit analytischen Ansétzen veroffent-
lichte Szafer et al. [25] 1995.

Im Folgenden wird die im Rahmen der Arbeit implementierte Computersimula-
tion vorgestellt, die insbesondere Diffusionsabschwichungen bei hohen b-Werten
untersucht. In einem dreidimensionalen Zellmodell werden Anderungen der Dif-
fusionskurven infolge von Anderungen des Volumenverhiltnisses und der Mem-
branpermeabilitiit, wie sie moglicherweise bei einer Ischdmie im Gehirn auftreten,
gezeigt.
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2.2.1 Random-Walk-Modell fiir diffundierende Spins

Fiir die Behandlung mit dem Rechner mufl das NMR-Experiment an diffundieren-
den Teilchen in Gewebe in verschiedene Teilaspekte getrennt werden: die zufalli-
ge Diffusionsbewegung der Teilchen (Ortsinformation und Spin bzw. Phase), das
Spinechoexperiment (Gradientenstéirke und -abstand), physiologische Parameter
und die morphologische Struktur des Gewebes.

Die Brownsche Molekularbewegung wird durch eine zufillige Ortsverschiebung

Tk(t+(5t) :Tk(t)+ \/2D(5t'gk (216)
simuliert (random walk), wobei sich jeder Spin wéhrend eines Zeitschritts 0t in

den rdumlichen Koordinaten k=xz,y, z bewegt. Die Richtung bzw. Streuung wird
durch die Zufallszahl g;, die Weite durch die Diffusionskonstante D bestimmt.

&

e

G(t)

Kl

Die Diffusionsabschwéchung beim Spinechoexperiment mit gepulsten Gradienten
wird durch zwei alternierende, zeitabhingige Gradienten G(t) mit Gradienten-
dauer § und Gradientenabstand A beschrieben.

Jeder Spin besitzt eine Phase ¢;, welche bei jedem Zeitschritt 6t gemé&f

¢;(t+0t) = ¢;(t) + v G r ot (2.17)

akkumuliert wird. Das Gesamtsignal berechnet sich als Summe der Phasenterme
iiber alle N Teilchen

N
S=25- % ) explig) (2.18)
J
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Physiologische Parameter

Das Monte-Carlo-Modell eines Zellgewebes mit zwei Kompartimenten (intra- und
extrazelluldr) muf} folgende physiologische Parameter abbilden:

® Din / Pex - - relativer Volumenanteil der Kompartimente

® Cin / Cex ... Konzentration (proportional der Teilchenzahl)
e Dy, / De ... Diffusionskonstanten in den Kompartimenten
e k... Permeabilitit der Zellmembran (Austausch)

Die morphologische Nachbildung der Gewebestruktur muf§ die wesentlichen Ele-
mente und deren Funktion abstrahieren. Fiir anisotrope Diffusion in Nervenfasern
wird zum Beispiel ein Rohrenmodell, fiir isotrope Diffusion ein Kasten-/Kugel-
modell verwendet.

2.2.2 Implementierung auf dem Rechner

Die Simulation ist in C++ auf einem SUN SPARC20 Rechner (60 MHz) mit dem
GNU Compiler g++4 V 2.7.2 implementiert. Die Steuerung des Ablaufs erfolgt
iiber das Einlesen und Auswerten eines ASCII-Parameter-Files, das Ergebnis der
Simulation wird als bindrer Datensatz gespeichert.

Umsetzung der physiologischen Parameter

Die morphologische Struktur, in welcher die Diffusion der Teilchen simuliert wird,
kann als zwei- oder dreidimensionaler Datensatz eingelesen werden. Jedes Pixel
bzw. Voxel kodiert dabei den Intra- oder Extrazellulirraum. Die Struktur wird
vorher gesondert erzeugt und kann beliebige Morphologie besitzen, z.B. kénnte
auch ein digitalisiertes Bild eines Gewebeschnittes verwendet werden. Durch diese
Struktur sind die Grenzen der rdumlichen Koordinaten festgelegt, iiber die sich
die Teilchen nicht hinausbewegen konnen.

Aus dem Verhéltnis der intra- zu extrazelluldren Pixel bzw. Voxel ergibt sich
der relative Volumenanteil der Kompartimente pi, /pex , aus der Verteilung der
Teilchen auf die Kompartimente dann die Konzentrationen ¢;, bzw. cey . Fiir jedes
Kompartiment wird eine Diffusionskonstante D;, bzw. D, gewéhlt.

Jedes der N Teilchen hat seine Ortskoordinaten z,y, z, seine Phase ¢ und die
Information, in welchem Kompartiment es sich befindet, intra- oder extrazellulér.

Die Permeabilitat der Zellmembran ist durch eine Durchtrittswahrscheinlichkeit

T T . . . . .
Win_ex PZW. Wi, i, erfalt. Wenn die Diffusionskonstanten in den Kompartimenten
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. . T . T . .
verschieden sind, mufl wi _, .. auch verschieden von w,, .. sein, da sich sonst

Teilchen in dem Kompartiment kleinerer Diffusionskonstante ansammeln wiirden.
Im Gleichgewicht, wenn die Anzahl der einflielenden gleich der ausflielenden
Teilchen ist, gilt

T
Win—ex DeX

X 2.19

Wz;(ﬁin Din ( )

Wenn zum Beispiel Dey, /Dy, = 3.0/0.25 und wi . = 1.0 sein soll, d.h. intrazel-

luldre Spins ungehindert in den Extrazellularrraum diffundieren kénnen, dann ist
wl .. = 0.29. Extrazellulire Teilchen erfahren also wegen der Gleichgewichtsbe-
dingung eine Beschrinkung und konnen nur mit einer Durchtrittswahrscheinlich-

keit von 29 % in den Intrazellulirraum diffundieren.

Ablauf der Simulation

Um einen Wert fiir die Signalabschwiichung S(G,d, A) zu erhalten, wird die Si-
mulation fiir jedes der NV Teilchen nach folgendem Schema durchgefiihrt:

Teilchen j
Koordinaten neue Koordinaten wiirfeln Koordinaten
L5, Yis % Ty, Yjs 2 Ty Yis 2
Kompartiment falls Kompartimentswechsel: Kompartiment
intra/extra = ? erlaubt mit w’? = intra/extra

ja — neue Koord. 7, 9;, Z;
nein — alte Koord. z;,y;, 2;
Phase ¢, falls Gradient G # 0 : Phase ¢
neue Phase ¢;(r) addieren

Bei jedem Zeitschritt der Dauer 6t wird ein neuer Koordinatensatz Z;, j;, Z; be-
rechnet und gepriift, ob ein Wechsel des Kompartiments vorliegt und ein Gradient
anliegt.

Falls ein Wechsel des Kompartiments vorliegt, wird mit der entsprechenden Durch-
trittswahrscheinlichkeit wi, .. oder w! .. gewiirfelt, ob das Teilchen in das an-
dere Kompartiment darf oder nicht. Im letzteren Falle behélt es seine alten Ko-

ordinaten z;,y;, z;, wird also de facto an der Zellmembran reflektiert?.

Falls ein Gradient anliegt, wird zu der Phase des Spins entsprechend der Ortsko-
ordinaten die Phase ¢;(r) = v G r §t addiert.

2Fiir eine genauere Simulation miifite man (auf Kosten der Rechenzeit) einerseits die Refle-
xion gespiegelt durchfithren, andererseits bei Durchtritt die verschiedenen Diffusionskonstanten
durch verschieden lange Wegstrecken in den Kompartimenten beriicksichtigen.
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Dies wird jeweils fiir alle NV Teilchen bei jedem Zeitschritt 6t durchgefiihrt, bis die
ganze Spinechosequenz durchlaufen ist. Am Schlufi wird dann das Gesamtsignal
S(G, A) nach Glg. 2.18 berechnet.

Fiir eine ct-Kurve (‘constant diffusion time’) wird bei gleichem Gradientenab-
stand A die Simulation fiir eine Reihe von Gradientenstirken G durchgefiihrt.

Kritische Einstellungen

Wie bei jeder numerischen Ausfiihrung auf einem Rechner, sollte auch dieses
Monte-Carlo-Modell durch analytisch bekannte Ergebnisse verifiziert werden. Die
Teilchenzahl N und der Zeitschritt d¢ miissen festgelegt und die Laufzeit nach
Méglichkeit optimiert werden?®.

Das Monte-Carlo-Modell wurde mit Simulationen von freier Diffusion sowie be-
schriankter Diffusion in einem Kasten und in einer Kugel getestet. Bei freier Diffu-
sion ergab sich eine monoexponentielle Signalabschwichung, deren Steigung der
eingesetzten Diffusionskonstante entsprach. Die Ergebnisse der total beschrink-
ten Diffusion stimmte mit den analytischen Formeln iiberein, die Fouriertrans-
formation des q-Raum-Experiments (s. Glg. 2.11) lieferte den Durchmesser der
Beschrinkung (Daten nicht gezeigt).

Da die Rechenzeit direkt proportional zur Teilchenzahl N ist, mufl man versuchen,
N so klein wie moglich zu wéhlen: In unseren Modellen scheint N = 50000 —
100000 auszureichen. Bei zu kleiner Teilchenzahl wird dagegen die Streuung des
Signals S, insbesondere bei groflen Abschwéchungen, zu stark.

Die Grofle der einzulesenden, morphologischen Struktur mufl so gewihlt wer-
den, dafl die Auswirkungen der Reflexion an den Gebietsgrenzen auf das Signal
vernachléssigbar ist (Test durch freie Diffusion). Dabei ist die maximal zu ver-
wendende Diffusionszeit zu beriicksichtigen.

Der Zeitschritt 6t muf§ so klein sein, daf§ Diffusionsbewegung auch an den engsten
Stellen der morphologischen Struktur moglich ist.

Nach einem Beitrag von Hunter et al. [18] mufl der Zufallsgenerator so ausgewihlt
werden, dafl er einerseits effizient arbeitet, andererseits diirfen die erhaltenen
Zahlen nur so wenig Korrelationen aufweisen, daf} sie den Diffusionsvorgang genau
genug wiedergeben.

Da in die Diffusionsabschwéchung meist das Produkt (d - G), die Fliche unter
dem Gradienten, eingeht, kann die Laufzeit der Simulation durch Verkleinerung
der Gradientendauer § verbessert werden, da weniger Phasenschritte akkumuliert
werden miissen. Vorsicht ist geboten, wenn innerhalb ¢ Lingen in der Grofien-
ordnung der Zelldimensionen durchschritten werden. Wie Joy et al. [26] zeigten,
ergeben sich dann unterschiedliche Diffusionsabschwéchungen.

3Simulation einer ct-Kurve im dreidimensionalen Zellmodell dauerte Tage.
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2.2.3 Zweidimensionale Zellmodelle

Nach der Bestétigung der Richtigkeit der Simulation mit freier und beschréankter
Diffusion in einem Kompartiment (s.0.), werden im Folgenden zweidimensionale
Zellmodelle, in denen Austausch zwischen den Kompartimenten stattfinden kann,
behandelt.

Abbildung 2.4: Streifen- und Kastenmodell der zweidimensionalen Monte-Carlo-
Simulation. Intrazelluldrraum ist wei}; D;,/Dex = 0.25/3.0, pin/pex = 0.30, Streifenbreite/
-abstand: 4/12 pm, Kastenbreite/-abstand: 4/4 pm.

Das Streifenmodell

Der einfachste Fall anisotroper Diffusion ist im Streifenmodell realisierbar, lings
der Streifen ist die Diffusion frei, senkrecht dazu beschrinkt.

In Abb. 2.5 ist die Diffusion im Intrazelluldrraum (Breite 4 ym) mit Gradienten
lings bzw. quer zur Streifenrichtung dargestellt. Ein Ubertritt in den Extrazel-
luldrraum ist nicht moglich. Fiir die freie Diffusion zeigt sich eine Erniedrigung
der Selbstdiffusionskonstante von Dy, = 0.25 auf D,y -

A/ms]| 2 72 | 288
D 0.237 | 0.229 | 0.218

app; ||

Diese Abnahme von Dy, ist theoretisch nicht zu erwarten und dadurch be-
griindet, da8 die Reflexion an der Wand nicht gespiegelt erfolgt (s. S. 15). Da-
durch ist die mittlere, quadratische Verschiebung nach einem Wandstof§ zu klein
und die Diffusionskonstante scheinbar erniedrigt. Im Rahmen des Modells ist dies
um der verminderten Rechenzeit willen jedoch vertretbar.

Die beschriankte Diffusion senkrecht zu den Streifen zeigt den erwarteten schnellen
Abfall der scheinbaren Diffusionskonstanten mit der Diffusionszeit (s. Glg. 2.12)

A/ms]| 2 8 | 32 | 288
Dapp.. | 0.172 | 0.135 | 0.064 | 0.007
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Abbildung 2.5: Diffusion im Streifenmodell: (oben) freie Diffusion im Intrazellulirraum
lings des Streifens bei Diffusionszeiten A = (2,72, 288) ms und (unten) beschrinkte Diffusion
senkrecht dazu A = (2,8,32,288) ms . Din/Dex = 0.25/3.0, wl .. =0, N = 100000, § = 1
ms, ¢t = 0.1 ms.
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Abbildung 2.6: Diffusion von zwei Komponenten im Kastenmodell mit wl , /wl ..
=(0/0) (oben) und (0.05/0.015) (unten) bei Diffusionszeiten A = [1(+),9(A), 25(0), 64(x)]
ms. Dip/Dex = 0.25/3.0, N = 100000, § = 0.5 ms, d¢t = 0.05 ms.
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Das Kastenmodell

Mit dem Kastenmodell steht ein isotropes, zweidimensionales Modell zur Ver-
fiigung, mit dem der Austausch diffundierender Teilchen zwischen Intra- und
Extrazellularraum und die behinderte Diffusion im Extrazellularraum untersucht
werden soll.

Ein Austausch zwischen dem intra- und extrazelluliren Kompartiment im Ka-
stenmodell ist in Abb. 2.6 bei Diffusionszeiten von A = 1...64 ms simuliert.
Findet kein Austausch statt (oben), ist die Diffusion extrazelluldr behindert und
intrazellular beschrankt. Bei langen A geht die scheinbare Diffusionskonstante
der zweiten Komponente gegen Null. Mit Austausch (unten) stellt sich bei langen
Diffusionszeiten eine mittlere, aus beiden Kompartimenten gewichtete Diffusions-
konstante ein.

Die Zeitentwicklung der behinderten Diffusion im Extrazelluldrraum ist in Abb.
2.7 dargestellt. Die scheinbare Diffusionskonstante bei kleinen b-Werten wird
dabei mit zunehmender Diffusionszeit von Dec= 3.0 auf D, erniedrigt

A/ms| 05 | 1.5 4 8 12 16 40
D,pp |2.41|217]2.05|2.01]200]|1.93|1.96

Der Ubergang von der freien zur behinderten Diffusion zeigt ein interessantes
Verhalten besonders bei den hohen b-Werten.

Bis A = 8 ms erniedrigt sich die Diffusionskonstante bei kleinen b-Werten deut-
lich, wihrend bei hohen b-Werten das Signal zunimmt (Abb. 2.7 oben). Dies
bedeutet anschaulich, dafl die Teilchen erst frei diffundieren und mit wachsender
Diffusionszeit die Beschrankung erfahren.

Bei gréfleren Diffusionszeiten bis A = 40 ms bleibt die Diffusionskonstante bei
kleinen b-Werten annihernd konstant, die Signalabschwichung bei hohen b-
Werten zeigt starke Abweichungen von der Monoexponentialitit, die bei A = 40
ms wieder verschwinden. Im Sinne des q-Raum-Experiments nach Callaghan et
al. [8] wird die Diffusionsabschwichung in Abhéngigkeit der Diffusionsléinge vom
Strukturfaktor bzw. dem Gitterabstand des Extrazellulirraums beeinflusst.

Mit der erniedrigten (scheinbaren) Diffusionskonstante

Diei =30 —  Dypp = 2 = 1.96

ist der Tortuositatsfaktor A im zweidimensionalen Kastenmodell \ = 1.24.
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Abbildung 2.7: Diffusion im Kastenmodell: behinderte Diffusion im Extrazelluléirraum bei
Diffusionszeiten A=[0.5,1.5,4,8(+), 12(¢)] ms (oben) und A=[0.1(+),6(A), 12(0), 16(x), 40(¢)]
ms (unten). De, = 3.0, wl =0, N =100000, § = 1 ms, 6t = 0.1 ms.
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2.2.4 Dreidimensionales Zellmodell

Zur Simulation der Zellschwellung in Gehirngewebe wéhrend der Ischdmie wird
das dreidimensionale Kasten-/Kugelmodell aus Abb. 2.8 verwendet. Es besteht
aus Wiirfeln der Kantenléinge 5 pum, welche je nach gewiinschtem relativem Volu-
menverhéltnis mehr oder weniger an den Ecken abgerundet werden. Die Verwen-
dung eines dreidimensionalen Modells garantiert, daf} alle extrazelluldren Diffu-
sionswege, auch um die Zelle herum, moglich sind.

Abbildung 2.8: Dreidimensionales Kasten-/Kugelmodell (200x200x200) fiir die Simula-
tion einer ischdmischen Zellschwellung. Eine Kastenldnge betrdgt 5 pm mit einer Pixellinge
von 0.2 um, das Volumenverhiiltnis wird durch Abrundung der Wiirfel an den Ecken angepafit,
Di,/Dex = 0.25/3.0.

Ziel der Simulation ist es, die Diffusionsmessungen am Rattenhirn (s. Abb. 1.1)
auf dem Rechner nachbilden zu kénnen, um dann durch gezielte Variation der
Eingabeparameter das Zustandekommen und die Anderung des ADC in Gewebe
besser zu verstehen.

Das intrazelluldre Volumen wird im Folgenden bei p;, = (0.75,0.80,0.90) be-
trachtet. Dies entspricht den experimentellen Gegebenheiten bei neugeborenen
und ausgewachsen Ratten in gesundem bzw. totem Zustand (globale Ischémie).
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Abbildung 2.9: Monte-Carlo-Simulation eines Diffusionsexperiments im dreidimensionalen

Zellmodell bei variiertem intrazellulirem Volumen pi, = (0.75,0.80,0.90), wl . = 1.0 (oben)
und variierter Permeabilitét wi . /wL . = (1.0/0.13 —0.2/0.045 — 0.1/0.025), pi, = 0.80

(unten). § =1 ms, A =20 ms, Diy/Dex = 0.25/3.0, 6t = 0.01 ms, N = 200000.
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Die Diffusionskonstanten in den Kompartimenten sind Dey/D;i, = (3.0/0.25), die

Durchtrittswahrscheinlichkeiten wl .. = (1.0, 0.2, 0.1).

mn—ex

Die Ergebnisse der Simulation sind in Abb. 2.9 gezeigt: (oben) wird das intra-
zelluldre Volumen, (unten) die Permeabilitét der Zellmembran variiert. Das in-
trazellulire Volumen betrégt bei neugeborenen Ratten ca. pi, = (70 ... 75)%,
bei erwachsenen ca. py, = 80%. Nach globaler Ischamie schwillt das intrazellulire
Volumen bei beiden auf ca. py, = (90 ... 95)% [27,28], Anderungen der Permea-
bilitdt wihrend Ischdmie werden vermutet [29].

Bei dieser Volumenzunahme ist in Abb. 2.9 (oben) eine Anderung der biexpo-
nentiellen Diffusionskurven zu beobachten. Der ADC bei kleinen b-Werten sinkt
von 0.56 auf 0.34 - 107 mm?/s, der Achsenabschnitt der zweiten Komponente
po steigt. In Abb. 2.9 (unten) ist der Einfluff der Durchtrittswahrscheinlichkeit
und damit der Permeabilitiit fiir eine gesunde, ausgewachsene Ratte (py, = 80%)
gezeigt. Mit abnehmender Permeabilitit sinkt der ADC bei kleinen b-Werten
von 0.48 auf 0.43 - 1073 mm?/s, der Achsenabschnitt der zweiten Komponente po
steigt.

Zusammenfassend sind in Tab. 2.1 die numerischen Ergebnisse fiir Simulationen
mit verschiedenen Werten fiir das intrazelluldre Volumen p;, und die Durchtritts-
wahrscheinlichkeit wl _,  dargestellt. Der ADC ist das Ergebnis einer linearen
Regression im Bereich kleiner b-Werte, py, Dy, Dy das Ergebnis einer Anpassung
an biexponentielle Kurven. Diese unterschiedliche Auswertung wird durchgefiihrt,
da auf Ganzkorpergerdten am Menschen nur Diffusionsabschwéchungen bis ca.
b = 1500 (schattierter Bereich) gemessen werden konnen. Daten bei hohen b-

Werten erhélt man nur im Tierexperiment oder in einer Simulation.

W’i1r11—>ex =10 W?rl—)ex =0.2 Wijrjl—)ex = 0.1
Din ADC P2 D1 D2 ADC P2 D1 D2 ADC P2 D1 DQ
5% || 056 |0.24 0.71 0.221 0.51 |0.31 071 0221 0.48 |0.36 0.71 0.21
80 % || 0.48 | 0.30 0.62 0.23 || 0.45 | 0.32 0.60 0.20 || 0.43 | 0.38 0.62 0.20
90 % || 0.34 | 0.33 0.42 0.22| 0.32 | 0.28 0.37 0.18 || 0.30 | 0.52 0.42 0.21

Tabelle 2.1: Auswertung der Monte-Carlo-Simulation im dreidimensionalen Zellmodell:
lineare Regression von b = [0...1500] smm~2 (ADC) bzw. biexponentieller Fit an (S5/Sp) =
(1 —po) exp(—bD1) + ps exp(—bD5)

Aus dem Vergleich der Werte fiir ADC bzw. py, Dy, D5 kann man erkennen, daf}
die ADC-Abnahme bei Zellschwellung mit einer Abnahme von D; sowie einem
Anwachsen von p, (intrazelluldrer Volumenanteil) korreliert und Dy, die intrazel-
luldre Diffusionskonstante nahezu gleich bleibt.

Eine vergleichbar geringe ADC-Erniedrigung zeigt sich auch mit abnehmender
Permeabilitit, welche v. a. auf den steigenden, intrazelluliren Volumenanteil p,
zuriickzufiihren ist.




2.2. EIN MONTE-CARLO-MODELL FUR ISCHAMISCHES GEWEBE 25

Simulation Experiment

Pin D2 D, D, D2 D, D,

7% | 024 0.71 0.22 ] 0.10 0.94 0.21
80 % || 0.30 0.62 0.23 || 0.17 0.82 0.17
90 % || 0.33 0.42 0.21 || 0.33 0.52 0.09

Tabelle 2.2: Biexponentieller Fit der Daten aus Abb. 2.9 (oben) im Vergleich mit den
experimentellen Rattendaten aus Abb. 1.1 (unten).

Um die Giiltigkeit des Rechnermodells im Vergleich zum Experiment zu priifen,
sind in Tab. 2.2 die numerischen Werte der Monte-Carlo-Simulation (s. Abb. 2.9
oben) den Mefidaten an Ratten (s. Abb. 1.1 unten) gegeniibergestellt.

Vom theoretischen Standpunkt aus kann das Modell die wesentlichen, experimen-
tellen Eigenschaften qualitativ gut nachbilden: Mit der Zellschwellung (gesunder
— ischdmischer Zustand) sinkt die Diffusionskonstante im Extrazelluldrraum D,
sowie der ADC, der Volumenanteil der intrazelluliren Komponente p, steigt.

Die mangelnde quantitative Ubereinstimmung mag dadurch erklirt werden, daf
die komplizierte Morphologie eines zelluldren Gewebes, d.h. anisotrope Diffusion,
Verteilung von Zelldurchmesser sowie intrazelluldre Strukturen, nicht beriicksich-
tigt ist.

2.2.5 Zusammenfassung

Mit einer Monte-Carlo-Simulation ist es méglich, das NMR-Experiment zur Mes-
sung der Diffusion in biologischem Gewebe auf dem Rechner nachzubilden. Dabei
kénnen einerseits kiirzere Diffusionszeiten und groflere Gradientenstirken ver-
wirklicht werden als sie experimentell zugénglich sind. Andererseits kann die Va-
riation physiologischer Parameter wie Diffusionskonstanten, Permeabilitdten und
Volumenanteil in nachgebildeten Gewebestrukturen zu einem tieferen Verstind-
nis der Wasserdiffusion in Gehirngewebe fiihren.

Mit zweidimensionalen Zellmodellen wurde behinderte Diffusion im Extrazel-
lularraum und der Einflufl von Austausch zwischen Zellkompartimenten auf das
Diffusionssignal bei hohen b-Werten untersucht.

In einem dreidimensionalen Zellmodell wurden Zellschwellungen und Permea-
bilitdtsinderungen untersucht, welche als grundlegende, mogliche Faktoren der
Anderung des Diffusionskontrastes wiahrend Ischdmie im Gehirn diskutiert wer-
den.
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2.3 Analytisches Modell —
Beschriankte Diffusion und Austausch

Basierend auf den analytischen Formeln fiir beschréinkte Diffusion (Stejskal und
Tanner, Glg. 2.8) und fiir ein Diffusionsmodell mit Austausch (Karger, Glg. 2.14)
wird in diesem Abschnitt versucht, schrittweise ein analytisches Modell fiir die
Diffusion in Zellkulturen zu entwickeln.

Kompartimentierung in biologischem Gewebe, gemessen mit Kernspinresonanz,
muf} beziiglich der vielschichtigen Parameter wie chemische Verschiebung, Spin-
dichte, Relaxationszeiten, Diffusions- und Perfusionseigenschaften kritisch hin-
terfragt und diskutiert werden [30,31]. Nachdem sich NMR-Diffusionsmessungen
zur friihzeitigen Detektion von Gehirninfarkten etabliert haben, wurde in den
letzten zehn Jahren verstirkt nach qualitativen und quantitativen Erklarungen
des Diffusionskontrastes gesucht. Dies wird v. a. dadurch erschwert, dafl die phy-
siologischen Parameter und deren kompliziertes Zusammenwirken in Gewebe nur
unzureichend bekannt sind.

Erste Erkldrungen des Zusammenhangs zwischen einer Langzeitdiffusionskon-
stante und der Permeabilitéit der Zellmembran stellte Crick [32] vor, Tanner [33]
und Meerwall et al. [34] erarbeiteten eindimensionale Modelle zur Diffusion an
planparallelen Membranen, welche jedoch keine verschiedenen Diffusionskonstan-
ten in den Kompartimenten beriicksichtigen konnten. Erweiterungen mit Beriick-
sichtigung von extrazelluldren Diffusionswegen [35,36] sind in der Anwendbarkeit
sehr eingeschrénkt.

Wesentliche Impulse kamen von Theorien der Diffusion in porésen Medien, woraus
das Konzept der behinderten Diffusion (Tortuositét) [37], q-Raum-Messungen
[13,38,39] sowie S/V-Bestimmungen [10,11,40,41] entwickelt wurden. Auf Grund
der umfangreichen Literatur wird auf die Ubersichtsartikel von Kirger et al. [16],
Szafer et al. [42] und Le Bihan [9] verwiesen.

Von den neuesten Modellen sind v. a. die von Latour et al. [43] (Theorie des
effektiven Mediums), Norris et al. [44] (Modell der scheinbaren Beschréinkung)
und Szafer et al. [25] (quantitative ADC-Modelle) zu nennen. Stanisz et al. [45]
konnten mit einem analytischen Ansatz sowohl die Diffusionszeitabhingigkeit,
als auch die Gewebeanisotropie von Messungen am optischen Nerv eines Rindes
quantifizieren.

Das im Folgenden dargestellte Modell folgt Tanner in der Modellierung der be-
schrinkten Diffusion, seinen Messungen der Austauschzeit an Hefezellen [12,46]
und Andrasko, der Permeabilitdtsmessungen an Erythrocyten mit der Kargerfor-
mel fiir Austausch modellierte [47]. Schematisch ist das Modell in Abb. 2.10 mit
allen wesentlichen Parametern dargestellt.

Die Diffusion im Extrazelluldirraum wird als frei bzw. behindert angenommen
(Dextra), intrazellulir ist die Diffusion durch die Zellmembran beschrénkt (Djpa)-
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Abbildung 2.10: Zweikomponentenmodell fiir Zellkulturen mit freier und beschrénkter
Diffusion und Austausch

Dabei werden Késten variabler Lénge a angenommen, welche um einen Mittelwert
verteilt sein kann. Das Volumenverhiltnis der beiden Komponenten wird durch
die relativen Volumenanteile pi,ira Und peyira beschrieben, wobei piyira + Pextra = 1
ist. Der Austausch zwischen beiden Kompartimenten wird im Kérgermodell mit
einer intrazelluldren Lebensdauer 7i,,, als Sprungaustausch betrachtet.

Die Modellannahmen werden Schritt fiir Schritt verfeinert und die Ergebnisse der
numerischen Rechnung als Signalabfall vs. b-Wert und ¢? dargestellt:

Zwei Kompartimente ohne Austausch, Zellmembran ist undurchléssig

Austausch mit Kérgerformel

modifizierte Kérgerformel mit beschriankter, intrazelluldrer Diffusion

verteilte Kastenldngen

Variation von intrazellularem Volumen und intrazellulirer Austauschzeit

Modell fiir ischdmische Schwellung im Gehirn

Die Einheiten der Diffusionskonstanten sind [D] = 107 mm?/s, Lingeneinhei-
ten wie die der Kastenldnge oder deren Standarabweichung ist [a,0,] = pm.
Gradientstidrken werden in [G] = mT/m, alle Zeiten wie Gradientendauern, Dif-
fusionszeiten und Austauschzeiten werden in [0, A, 7] = ms angegeben. In der
Néherung kurzer Gradientenpulse (§ — 0) wird die Diffusionszeit ¢p gleich dem
Gradientenabstand A, ¢tp und A werden im Folgenden synonym verwendet.
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2.3.1 Zwei Kompartimente ohne Austausch —
beschrinkte intrazellulire Diffusion

Der einfachste Fall eines Zellmodells liegt vor, wenn man die Permeabilitit der
Zellmembran gleich Null setzt. Das Gesamtsignal setzt sich aus der Summe der
Einzelsignale in den Kompartimenten zusammen

S = Sextra,frei + Sintra,beschriinkt
= p-exp(—GD1A) +py - E(q,a,Dy, A) . (2.20)

Die extrazelluldre Diffusion ist frei, die intrazelluldre beschrinkt in einem Kasten
der Lange a.

Die Auftragung des logarithmierten Signals vs. b-Wert erweist sich immer dann
als giinstig, wenn freie Diffusion vorliegt. Aus der negativen Steigung kann die Dif-
fusionskonstante abgelesen bzw. mit linearer Regression berechnet werden (s. Glg.
2.4). Im Falle beschrinkter Diffusion ist hingegen die Auftragung vs. ¢-Wert bzw.
q? angebracht. Nach Erreichen der Beschréinkung miissen die Signalabschwéichun-
gen unabhiingig von der Diffusionszeit sein (s. Glg. 2.8). Fiir das Zweikompo-
nentenmodell werden deshalb meist beide Auftragungen desselben Datensatzes
gezeigt.

In Abb. 2.11 ist die Signalabschwiichung vs. b-Wert bzw. ¢* bei Diffusionszeiten
A = 8...1000 dargestellt.

Die freie Diffusion der ersten, extrazelluliren Komponente ist daran zu erkennen,
daf} die Kurven fiir verschiedene Diffusionszeiten in der Auftragung wvs. b-Wert
bei kleinen b-Werten iibereinander liegen. Die Steigung entspricht der Diffusi-
onskonstanten Dy = 2.0. Die zweite, intrazellulire Komponente zeigt hingegen
eine starke Abhéngigkeit von der Diffusionszeit, bei A = 1000 ist die scheinba-
re Diffusionskonstante nahezu Null. Den relativen intrazelluldren Volumenanteil
kann man aus dem Achsenabschnitt der zweiten Komponente ablesen und betrigt
po = 0.05 ~ e 3.

Die Charakteristik der beschrinkten Diffusion ist in der Auftragung vs. ¢* zu
erkennen. Ab der Diffusionszeit von A = 20 erreicht S(¢?) eine Asymptote, die je
nach Geometrie des beschrinkenden Objekts und in Abhingigkeit vom ¢-Wert
mehr oder weniger stark gekriimmt ist.
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Abbildung 2.11: Zwei Kompartimente ohne Austausch: freie und beschrinkte Diffusion
mit Dy 5 = 2.0/1.0, pr.o = 0.95/0.05, a = 5, 6 = 8, G = 333, A = (8, 10,20, 40, 100, 1000) .
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2.3.2 Zwei Kompartimente mit Austausch —
analytisches Modell nach Kirger

Wenn man nun beriicksichtigt, dafy die Zellmembran durchlissig ist, und intra-
und extrazellulares Wasser austauschen, kann man das Diffusionsmodell von
Kérger (s. Glg. 2.14) anwenden, welches eine intrazellulire Austauschzeit
einfiihrt. Die Signalabschwiichung nach Glg. 2.14

S =5(¢* A, Dy, Dy, p2, 72) (2.21)

wird abhéngig von vier physiologischen Parametern Dy, D, po, To.

In Abb. 2.12 ist die Signalabschwichung vs. b bzw. ¢® mit einer intrazelluliren
Austauschzeit von 75 = 50 bei Diffusionszeiten A = 8...100 dargestellt. Um
beide Komponenten deutlich zu unterscheiden, wurde die intrazelluliare Diffu-
sionskonstante sehr klein zu Dy = 0.1 gewéhlt.

Die Steigung in der Auftragung vs. b-Wert bleibt fiir beide Komponenten (extra-
und intrazellulére Diffusion) konstant, in beiden Kompartimenten diffundiert
Wasser frei.

Die Gleichungen von Kirger ndhern den tatséichlichen Diffusionsvorgang in der
Weise an, dafy den Teilchen in einem Kompartiment eine Aufenthaltsdauer zuge-
ordnet wird und der Austausch instantan, d. h. sprunghaft erfolgt. Eine wirklich-
keitsndhere Beschreibung der Brownschen Diffusionsbewegung in der Nidhe und
durch die Zellmembran miifite die Dicke und die Permeabilitiat der Zellmembran,
sowie evt. Oberflichenwechselwirkungen beriicksichtigen.

Reduziert auf die wesentlichste Funktion wird jedoch die Diffusion iiber die Zell-
membran und der damit verbundene Austausch zwischen den Kompartimenten
mit einer Aufenthaltsdauer 75 in der Kérgerformel ausreichend beschrieben.

Dieser Austausch ist deutlich in der Auftragung von In.S vs. b (Abb. 2.12 oben)
an der zweiten, intrazelluliren Komponente zu sehen. Die Steigung und damit
die Diffusionskonstante bleibt konstant, der Achsenabschnitt nimmt jedoch mit
der Austauschzeit 7 ab.

In der Auftragung In S vs. ¢> (Abb. 2.12 unten) wird noch einmal bestitigt, daf
keine beschrinkte Diffusion vorliegt, da weder die Steigung der ersten noch die
der zweiten Komponente konstant bleibt bzw. mit zunehmender Diffusionszeit
eine Asymptote erreicht.

Die Kérgerformel nach Glg. 2.14 modelliert also die freie Diffusion in zwei Kom-
partimenten unter Beriicksichtigung eines sprunghaften Austauschs.
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Abbildung 2.12: Zwei Kompartimente mit Austausch (intrazellulire Austauschzeit
72 = 50) nach dem Kéirgermodell. D;», = 2.0/0.1, po = 0.05, § = 8 G = 333, A =
(8,10, 20, 40,70, 100) .
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2.3.3 Analytisches Modell nach Kéirger
mit beschriankter intrazellularer Diffusion

Mochte man die Beschréankung der intrazelluldren Diffusion beriicksichtigen, muf}
das Kérgermodell modifiziert werden. Der fixe Wert fiir die intrazellulidre Diffu-
sionskonstante D, wird durch eine scheinbare, intrazelluldre Diffusionskonstante,
die von der Diffusionszeit abhingt, ersetzt:

OME 1 _—InEa(q)+InEa(g)

Dapp,intra = _8—62 N @ — DA (2.22)

und als partielle Ableitung der Tannerformel E(q) aus Glg. 2.8 fiir beschrinkte
Diffusion in einem Kasten der Linge a berechnet. Eingesetzt in die Kérgerformel
(Glg. 2.14) ist die Signalabschwéichung

S:S(q2:AaDlaD27p277—2aa) (223)

wieder abhingig von den zwei experimentellen Parametern ¢, A und den vier
physiologischen Dy, D, ps, 7. Hinzu kommt ein morphologischer Parameter, die
Kastenlénge a.

Das Ergebnis der numerischen Berechnung ist in Abb. 2.13 mit einer tatséchli-
chen, intrazelluldren Diffusionskonstante von Dy = 1.0 und einer intrazelluldren
Austauschzeit von 75 = 50 bei Diffusionszeiten A = 8...100 dargestellt.

In der Auftragung wvs. b-Wert ist einerseits die freie Diffusion der ersten, ex-
trazellularen Komponente, andererseits eine deutliche Abhéngigkeit der zweiten
von der Diffusionszeit zu erkennen. Die negative Steigung von InS ws. b, also
die scheinbare Diffusionskonstante des Intrazelluldrraums, nimmt zunehmend ab.
Bei A ~ 50 erreichen die Kurven eine Einhiillende (Enveloppe) und fallen dann
wieder ab, was durch den intrazelluliren Austausch begriindet ist.

Betrachtet man die Steigung der Kurven in der Auftragung vs. ¢2, wird die der
zweiten Komponente fiir Diffusionszeiten A > 20 konstant. Der Abfall des Ach-
senabschnitts hdngt von der Austauschzeit ab. Gezeigt sind die Kurven fiir die
singuldre Austauschzeit 7, = 50. Die konstante Steigung ist das Charakteristi-
kum von beschrinkter Diffusion, welche in diesem Falle iiber die Kérgerformel
mit dem Austausch der Komponenten kombiniert ist.

Dies bedeutet eine Erweiterung des Konzepts der total beschrinkten Diffusion
(Tanner) zum Modell der beschrinkten Diffusion an permeablen Grenzen, kurz
als ,,beschréankte Diffusion mit Austausch® (Tanner-Kérger-Modell) bezeichnet.
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Das Erreichen der konstanten Steigung hingt noch von der Grofle der tatséchli-
chen intrazelluldren Diffusionskonstante ab. Die Spins durchlaufen nidmlich im
Mittel nach der Zeit t = a?/2D die Linge des Kastens a und erfahren den Uber-
gang von der freien zur beschriankten Diffusion. Bei einer Diffusionskonstante
Dy = 1.0 ist dies fiir a = 5 bei A = 12.5 erreicht:

D, 2.0 | 1.0 | 0.25
A=d?/2D | 6.25 | 125 | 50

Zum Vergleich mit Abb. 2.13 (unten) sind in Abb. 2.14 die Signalabschwéchungen
vs. ¢* fiir die intrazellulidren Diffusionskonstanten Dy = 2.0 und D, = 0.25 auf-
getragen, die den Ubergang zur beschrinkten Diffusion bei verschiedenen Diffu-
sionszeiten zeigen. Die intrazelluldre Diffusionskonstante bestimmt das Verhalten
der Signalabschwiichung also nur bei kurzen Diffusionszeiten bis zum Erreichen
der Beschriankung.

Die modifizierte Kargerformel mit zeitabhéngiger, intrazelluldrer Diffusionskon-
stante beschreibt also beschrinkte Diffusion an permeablen Grenzen in einem
System mit zwei Komponenten, welche austauschen.

2.3.4 Extraktion relevanter Parameter

Mit der theoretischen Modellierung der Diffusionsabschwichung zeigt sich eine
vielschichtige Abhéngigkeit des NMR-Signals von experimentellen und physio-
logischen Parametern. Im Folgenden werden im Hinblick auf durchzufiihrende
Experimente und deren Interpretation zwei Auswertemethoden entwickelt, die
sowohl auf die numerisch gerechneten als auch experimentelle Daten Anwendung
finden konnen und in dieser Weise einen Vergleich zwischen dem analytischen
Modell und den Experimenten (s. Kap. 3) zulassen:

e Bestimmung der Austauschzeit mit dem cg-Experiment

e Bestimmung einer scheinbaren Verschiebung r,p,
und einer scheinbaren Diffusionskonstante D,

Das Signal S ist im Stejskal/Tanner-Experiment abhéngig von der Gradien-
tenstirke, der Gradientendauer und des Abstands der Gradientenpulse. Beim
sog. ct-Experiment (’constant diffusion time’) bleibt der Abstand und damit
die Diffusionszeit konstant und die Gradientenstéirke wird variiert, beim sog. cg-
Experiment ('constant gradient’) bleibt die Stirke konstant und die Diffusionszeit
wird variiert (s. Abb. 2.15)%.

Einfliisse der Gradientendauer § sollen hier nicht betrachtet werden (siche dazu [26]).
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Abbildung 2.13: Zwei Kompartimente mit Austausch in einem modifizierten Kérgermodell

mit beschrénkter intrazelluldrer Diffusion in einem Kasten der Linge a = 5. D15 = 2.0/1.0,
p2=0.05, 2 =50,6 =8, G =333, A=(8,10,15,20,35,50,70,100) .
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Abbildung 2.14: Modelldaten wie in Abb. 2.13 mit der intrazelluldren Diffusionskonstante
Dy = 2.0 (oben) und Dy = 0.25 (unten).
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Mit dem Stejskal/Tanner-Experiment kann man also einen zweidimensionalen
Datensatz S(q%, tp) erhalten:

q? ( Gradientenstéarke )

-~ S(q%ty) | t,( Diffusionszeit)

cg-Experiment

ct-Experiment

Abbildung 2.15: Experimentfiihrung bei einer Diffusionsmessung mit gepulsten Gradien-
ten nach Stejskal/Tanner als ct- oder cg-Experiment.

Bisher wurde die Signalabschwiichung In S nur als ct-Experiment, also iiber 2
oder b = ¢* - tp aufgetragen. In Abb. 2.16 ist In S in Abhingigkeit von der Dif-
fusionszeit als cg-Experiment mit drei ausgewihlten Werten fiir ¢? dargestellt.
Zusitzlich sind die intrazelluldren Diffusionskonstanten Dy (verschiedene Stri-
chelung) variiert, wobei die intrazelluldren Spins die Beschrinkung bei unter-
schiedlich langer Diffusionszeit tp erreichen. Daraus resultieren die Unterschiede
fiir Diffusionszeiten tp < 50; fiir tp > 50 fallen bei allen ¢g-Werten die cg-Kurven
zusammen.

Bestimmung der Austauschzeit

Aus dem cg-Experiment kann die intrazellulare Austauschzeit bestimmt werden,
wie es schon 1976 Andrasko [47] und 1983 Tanner [46] an Erythrocyten bzw.
Hefezellen durchfiihrten:

- _ alnS(QQ,tD)
intra — BtD

-1
. (2.24)
g=const

Aus den gerechneten Daten ergibt sich fiir 73,2 bei den verschiedenen Diffusions-
konstanten Dy und ¢-Werten mit linearer Regression im Bereich ¢p = [39...97]
(s. Tab. 2.3):




2.3. ANALYTISCHES MODELL - BESCHRANKUNG UND AUSTAUSCH 37

InS/S,
A & ro N =

'
(63}

'
(o]

o H\HHH‘H\HHH‘\HHHH‘H\H\H\‘H\HHH‘\HHHH‘H\HHH

'
~

20 40 60 80
tp / ms

—_
o
o

Abbildung 2.16: Zweikomponentenmodell (Parameter wie in Abb. 2.13) in der cg-
Auftragung gegen die Diffusionszeit. Der Wert fiir ¢? betriigt (98/249/488) - 10> mm 2 jeweils
bei den intrazellulidren Diffusionskonstanten Dy = [2.0(—)/1.0(---)/0.25(- - -)] .

q*Q

Tintra 98 249 488
2.0 |50.2 51.0 52.2
Dy, 1.0 |50.2 51.0 52.2
0.25 | 50.1 50.6 50.7

Tabelle 2.3: Bestimmung der Austauschzeiten 7, aus der Steigung des cg-Experiments
von Abb. 2.16 (lineare Regression im Bereich ¢tp = [39...97]).

Die Werte fiir die Austauschzeiten 7y, (Standardabweichung o, = 40.1) liegen
also nahe dem eingesetzten Wert von m = 50.

Nach der Auswertung der Steigung der cg-Kurven werden nun die Steigungen

der ct-Kurven (In S vs. b oder ¢?) verwendet, um scheinbare Verschiebungen und

scheinbare Diffusionskonstanten zu bestimmen?®.

5Diffusion ist frei, wenn die Steigung der ct-Kurven vs. b bei verschiedenen Diffusionszeiten
konstant bleibt bzw. ist behindert, wenn die Steigung der ct-Kurven vs. ¢ oder ¢ konstant
bleibt.
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Bestimmung der scheinbaren Verschiebung
und der scheinbaren Diffusionskonstante

Definiert man die Steigung m eines ct-Experiments durch

_ 8lnS((12,tD)

57 (2.25)

t p=const

ergibt sich die (scheinbare) Verschiebung r,,, und die (scheinbare) Diffusionskon-
stante D,p, zu

m
Tapp ‘= VOmM Dopp = o (2.26)

Diese Ausdriicke sind so definiert, daf§ fiir den Fall freier Diffusion r,p, und Dy,
jeweils die tatséchlichen Werte fiir die mittlere Verschiebung (‘mean displace-
ment’)

<r>=1/(r"—r)?
und die freie Diffusionskonstante D liefern.

Nach Glg. 2.26 ist fiir freie Diffusion (In.S = —¢*D tp) die Steigung m = Dtp,
die mittlere Verschiebung

Tapp = V 6DtD =<r>

und die Diffusionskonstante D,,, = D. Im Falle beschrénkter Diffusion sind
diese Ausdriicke nicht mehr so einfach analytisch ableitbar und werden numerisch
bestimmt.

In Abb. 2.17 sind die Daten fiir das modifizierte Kédrgermodell mit beschrankter
Diffusion (D, = 1.0) ausgewertet (vgl. Abb. 2.13). Fiir Werte ¢* = [3...449]- 103
mm 2 ist die scheinbare Verschiebung r,,, und scheinbare Diffusionskonstante
D, nach Glg. 2.26 mit linearer Regression bestimmt.

Die scheinbare Verschiebung r,,, ist bei kleinen Werten fiir ¢* linear iiber v/p
(freie Diffusion) und geht fiir ¢ > 150-10° mm~2 gegen die Kastenliinge a = 5 ym
(beschrinkte Diffusion). Die scheinbare Diffusionskonstante D,,, geht fiir kleine
¢* gegen die des Extrazellulirraums D; = 2.0 und zeigt fiir ¢ > 150 - 10®> mm 2
das typische Verhalten fiir beschrinkte Diffusion, d. h. ist umgekehrt proportional
zur Diffusionszeit.
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Abbildung 2.17: Zwei Kompartimente mit Austausch in einem modifizierten Kérgermo-
dell mit Dy = 1.0 (Parameter wie in Abb. 2.13). Die Auswertung der gerechneten Daten erfolgt
nach Glg. 2.26 zur Bestimmung der scheinbaren Verschiebung r,p,, sowie der scheinbaren Dif-
fusionskonstante Dy, bei ¢2 = (3,25, 49,98, 148, 249, 350, 449) - 103 mm~2 .
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2.3.5 Zwei Kompartimente
mit Verteilung der Kastenldngen

Bisher wurde immer nur eine feste Kastenlinge in den Modellrechnungen beriick-
sichtigt. Um den in der Natur vorliegenden Zellgrofienverteilungen eher gerecht zu
werden, werden im Folgenden die mit f(a;) gewichteten Signale unterschiedlicher
Kastenldngen a; addiert:

S = (3 F@)™ - Y f(0:) - S(* A, Dy, Doy s )

f(a;) = exp (—M> (2.27)

Dabei wird fiir f(a;) eine Normalverteilung um den Mittelwert @ mit der Stan-
dardabweichung o, angenommen (FWHM = 20 - v/2In2 ~ 2.35 - ¢). Der Werte-
bereich fiir a; ist [a — 30, @ + 30] und fiir a; sind nur positive Werte zugelassen.

Einen Vergleich mit verschiedenen Breiten der Verteilung o, liefert Abb. 2.18. Der
Mittelwert der Kastenldnge wurde zu a = 5 gewéhlt. Eine Verteilung mit o, = 1
(Daten nicht gezeigt) weicht nur wenig von der Modellrechnung ohne Verteilung
ab (s. Abb. 2.13). Deutlich zeigt sich eine Abrundung der Signalabschwichung
erst bei o, = 5 (oben). Die Signale E(q,a;) der beschriankten, intrazelluldren
Komponente zeigen in der Auftragung vs. ¢ verschiedene Steigungen, was in der
Addition der Einzelsignale zu der kontinuierlichen Verteilung im Zweikomponen-
tenmodell fiihrt.

Als Extremfall ist noch eine Kurvenschar mit o, = 20 aufgetragen (unten). Da-
bei ist zu beachten, dafl fast die ganze linksseitige Seite der Verteilung fehlt, da
Kastenldngen < 0 aus physikalischen Griinden nicht zugelassen sind, d.h. der
Schwerpunkt der Verteilung liegt hoher als a. Erkennbar ist dies in einer Absen-
kung des Achsenabschnitts der zweiten Komponente.

In den Abb. 2.19 und 2.20 ist eine Modellrechnung mit der Standardabweichung
0, = 10 bei den intrazelluldren Diffusionskonstanten Dy = 1.0/2.0/0.25 und
den Diffusionszeiten A = 8...100 zum Vergleich dargestellt. Je nach Grofie der
Diffusionskonstante D, wird der Ubergang von freier zu beschrinkter Diffusion
frither oder spéter erreicht, danach bleibt die Kriimmung der Kurven erhalten.

Zusammenfassend fiihrt eine Verteilung des morphologischen Parameters a (Ka-
stenléinge) zu einer Verteilung der Steigungen in den Signalabschwichungen. Der
Absolutwert der tatsédchlichen, intrazellularen Diffusionskonstante wirkt sich nur
bei kurzen Diffusionszeiten deutlich aus.



2.3. ANALYTISCHES MODELL - BESCHRANKUNG UND AUSTAUSCH 41

o

'
N

InS/S,
&

A

'
(63}

'
(o]

4 N
o AH\HHH‘H\HHH‘\HHHH‘H\H\H\‘H\HHH‘H\HHH__-——_———;;A

11 ‘ 11 L L L ‘ -
200 300
4m2q? / 10° mm?

T BRI
400

100 500

o

InS/S,
A & o

'
()]

'
»

N BN
o AH\HHH‘H\HHH‘\HHHH‘HH\HH‘H\HHH \HHHH__-—,_A———;;A

I R R SR
100

11 ‘ 11 L L L ‘ - 11 - L 1 L1 L
200 300 400 500
42 q? / 10° mm?

Abbildung 2.18: Modellrechnung mit normalverteilten Kastenradien um @ = 5, o, = 5
(oben) und o, = 20 (unten) (Parameter wie in Abb. 2.13).
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Abbildung 2.19: Normalverteilte Kastenradien a; mit o, = 10, Dy = 1.0 (Parameter wie
in Abb. 2.13, A = (8,10, 15, 20,35, 50, 70, 100) ).
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Abbildung 2.20: Wie Abb. 2.19 mit Dy = 2.0 (oben) und D> = 0.25 (unten).
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Abbildung 2.21: Zweikompartimentmodell wie in Abb. 2.19 in der cg-Auftragung gegen die
Diffusionszeit. Der Wert fiir ¢ betriigt (98/249/488)-10% mm~2 jeweils bei den intrazelluléren
Diffusionskonstanten Dy = [2.0(—)/1.0(---)/0.25(- - -)] .

62

Tintra 98 249 488
2.0 |49.6 50.7 50.9
D, 1.0 |48.0 50.1 50.6
0.25 | 43.7 43.4 46.4

Tabelle 2.4: Bestimmung der Austauschzeiten Tintra aus der Steigung des cg-Experiments
von Abb. 2.21 (lineare Regression im Bereich ¢tp = [39...97]).

Bestimmung der Austauschzeit

Nach Glg. 2.24 148t sich aus der Auftragung der Daten als cg-Experiment wvs.
Diffusionszeit (s. Abb. 2.21) die Austauschzeit Ty, bestimmen. Bei den ver-
schiedenen Diffusionskonstanten Dy und ¢-Werten ergibt sich 7y, mit linearer
Regression im Bereich tp = [39...97] (s. Tab. 2.4).

Die Werte fiir die ermittelten Austauschzeiten Tin, (Standardabweichung o, =
+0.1) liegen bei Dy = 2.0/1.0 nahe dem eingesetzten Wert von 75 = 50, weichen
fiir kleine intrazellulare Diffusionskonstanten Dy = 0.25 insbesondere fiir kleine
¢ erheblich davon ab. Der Grund dafiir liegt wieder darin, daf§ die intrazelluléiren
Beschrinkungen noch nicht vollstindig erreicht sind.
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Bestimmung der scheinbaren Verschiebung
und der scheinbaren Diffusionskonstante

Die Auswertung der Daten nach Glg. 2.26 mit Verteilung der Kastenldngen a;
liefert fiir die scheinbare Verschiebung r,,, und die scheinbare Diffusionskonstante
D, dhnliche Ergebnisse wie bei den Daten ohne Verteilung (s. Abb. 2.17) in
Bezug auf den Ubergang (freie — beschrinkte Diffusion) von kleinen zu grofien
¢*>-Werten (Daten nicht gezeigt).

Das Verhalten bei mittleren bis grolen §?-Werten ist dagegen verschieden und von
der Verteilung der Kastenlidngen a; bestimmt (siehe Abb. 2.22, 2.23). Wéhrend
die Werte fiir r,p, und D,,, ohne eine Verteilung der a; bei grofien ¢? nahe-
zu zusammenfallen, zeigen sie mit einer Kastenldngenverteilung unterschiedliche
Asymptoten abhiingig von ¢. Dies ist auf die kontinuierliche Anderung der Stei-
gung der ct-Kurven in der Auftragung vs. ¢* zuriickzufiihren.

Die asymptotischen Werte der mittleren Verschiebung liegen unabhéngig von der
intrazelluldren Diffusionskonstante im Bereich 7,,, = [3...5] . Dies bedeutet,
dal durch die Grofle des g-Wertes und damit der Gradientenstéirke der Anteil in
der Diffusionsabschwichung selektiert wird, welcher durch beschrinkte Diffusion
an Grenzen kleineren bzw. gréfileren Abstandes bestimmt ist. Zum Beispiel wird
bei hohen Gradienten (¢G> = 402) Diffusionssignal von Beschréinkungen des Ab-
stands r,pp, = 3 um erhalten (s. Abb. 2.22 oben). Die entsprechenden scheinbaren
Diffusionskonstanten haben nur in dem Sinne anschauliche Bedeutung, daf§ der
Signalabfall mit hoheren b-Werten nur noch so langsam zu beobachten ist, als ob
das System scheinbar derartig kleine Diffusionskonstanten hitte — der tatséchli-
che Grund fiir den langsamen Signalabfall liegt jedoch in den morphologischen
Beschréankungen.

Um einen spéteren Vergleich mit dem Experiment zu haben, sind die scheinbaren
Diffusionskonstanten D,,,, bei der Diffusionszeit \/tp = 3.5 ausgewertet und in
Tab. 2.5 dargestellt.

~)
g
Dapp(tp =12.25) | 148 949 402

2.0 | 120 0.33 0.13

D,y 1.0 | 1.13 0.35 0.15
0.25 | 0.86 0.26 0.16
Experiment 1.12 0.62 0.47

Tabelle 2.5: Bestimmung der scheinbaren Diffusionskonstanten D,,, bei der Diffusionszeit
tp = 12.25 aus Abb. 2.22, 2.23 und 3.11.

Im Vergleich zum Modell ohne Verteilung zeigen die Daten eine viel stirkere
Streuung bei verschiedenen D, und sind stark von ¢? abhingig.
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Abbildung 2.22: Zweikompartimentmodell mit Dy = 2.0 wie in Abb. 2.19. Auswertung
der gerechneten Daten nach Glg. 2.26 zur Bestimmung der mittleren Verschiebung 7,5, sowie
der (scheinbaren) Diffusionskonstante D,pp, bei ¢ = (148,249,402) - 103> mm~2 .
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Abbildung 2.23: Modelldaten wie in in Abb. 2.22 mit der intrazelluliren Diffusionskon-
stante Dy = 0.25.
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2.3.6 Zweikomponentenmodell
mit Variation des intrazelluliaren Volumens
und der intrazelluliren Austauschzeit

Nachdem in das modifizierte Tanner/Kérger-Modell die Verteilung der Kasten-
langen einbezogen ist (Glg. 2.27), liegt ein analytisches Modell vor, mit dem die
Diffusionsabschwichung in Zellkulturen simuliert werden kann.

Im Folgenden wird nun eine Kurvenschar fiir eine Zellschwellung und eine Per-
meabilititsinderung dargestellt. Die experimentellen Parameter mit ¢ = 10 und
Gmax = 333 entsprechen einem typischen ct-Experiment.

In Abb. 2.24 (oben) ist der relative intrazellulére Volumenanteil von ps = [0.05. ..
0.10] bei konstanter Austauschzeit variiert, was einer Schwellung um 100 % ent-
spricht. Bei kleinen b-Werten fallen die Kurven zusammen (freie Diffusion im
Extrazelluldrraum), bei hohen b-Werten &ndert sich mit dem intrazelluldren Vo-
lumen der Achsenabschnitt der zweiten Komponente (beschrinkte Diffusion im
Intrazelluldrraum), wéhrend die Steigung und Kriimmung der Kurve erhalten
bleibt. Fiir b-Werte > 4000 s/mm? stimmt die relative Anderung des Signals S
exakt mit der eingestellten Anderung von ps iiberein. Fiir kleine b-Werte weicht
jedoch die relative Anderung stark davon ab, da der Anteil der extrazelluliren
Komponente am Signal zunimmt.

In Abb. 2.24 (unten) ist die intrazelluldre Austauschzeit von 7 = [30...70] bei
konstantem Volumenverhiltnis variiert, was eine Anderung der Permeabilitiit der
Zellmembran simuliert. Dabei zeigt sich eine #hnliche Anderung der zweiten,
intrazelluliren Komponente wie bei einer Variation des intrazelluldren Volumens.
Mit steigender Austauschzeit, d. h. fallender Membranpermeabilitit, steigt das
Signal der Diffusionsabschwéchung bei hohen b-Werten. Wenn zum Beispiel das
Signal bei 75 = 50 als Bezugspunkt gewéhlt wird (Sye(72 = 50) = 100 %), dndert
sich Sye bei b = 25000 s/mm? geméf

m /ms | 30 50 70
Shel 64 % 100 % 121 %

Aus diesen Simulationen kann man folgern, daf eine Zu- bzw. Abnahme der Sig-
nalintensitét bei hoher Diffusionswichtung durch eine Zu- bzw. Abnahme des in-
trazelluléren Volumens und/oder der intrazelluléren Austauschzeit hervorgerufen
wird. Wenn man aus physiologischen Griinden Membranpermeabilitdtsinderun-
gen ausschliefen kann, ist das NMR-Signal bei hohen b-Werten direkt propor-
tional zum intrazelluldren Volumen — kann also verwendet werden, um relative
Zellvolumenénderungen zu messen. Eine direkte Aussage iiber den absoluten, in-
trazelluldren Volumenanteil kann nicht getroffen werden und ist nur mit passender
Modellierung der Zellmorphologie unter Kenntnis der Austauschzeit moglich.
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Abbildung 2.24: Modellsimulation eines ct-Experiments mit einer Zellschwellung von py =
(0.05,0.06,0.07,0.08,0.09,0.10), 7» = 50 (oben) und einer Anderung der Austauschzeit von
7 = (30,40, 50, 60, 70), p1,2 = 0.95/0.05 (unten). Parameter: Dy » = 2.0/1.0, a = 5, o, = 10,
5 =10, Gyax = 333 .
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2.3.7 Diffusionsmodell fiir ischimisches Gewebe

Zum Vergleich mit den experimentellen Daten von neugeborenen, ausgewachse-
nen und toten Ratten (Abb. 1.1) wird im Folgenden die Diffusionsabschwichung in
Gewebe modelliert. Die wihrend der Ischdmie in Gehirngewebe auftretende Zell-
schwellung [48] wird durch eine Anderung des intrazelluliren Volumens simuliert.

Im Extrazellulirraum des Gewebes ist die Diffusion nicht mehr frei und kann
durch behinderte Diffusion beschrieben werden. Der Diffusionspropagator ist noch
gaufiformig, die mittlere Verschiebung bzw. die Diffusionskonstante jedoch um
den Tortuosititsfaktor A? scheinbar erniedrigt. Die intrazellulidre Diffusion ist
durch die Zellmembran beschrinkt und wird durch beschrinkte Diffusion an per-
meablen Grenzen modelliert. Die theoretische Beschreibung erfolgt wieder mit
dem modifizierten Tanner/Kérgermodell mit Verteilung der Kastenldngen (sie-
he Glg. 2.27), wobei die physiologischen Parameter an die Situation in Gewebe
angepafit werden miissen.

Die Austauschzeit wird geméfi der Messung am Rattenhirn in Abschnitt 3.6 im
Vergleich zur Situation bei Zellkulturen von 75 = 50 auf 75 = 25 reduziert. Die
intrazelluldre Diffusionskonstante Dy = 1.0, sowie die Kastenlinge a = 5 mit
Verteilungsbreite o, = 10 bleiben unveridndert. Die Verdnderung im relativen Vo-
lumenverhéltnis des Gewebes wihrend der Ischdmie wird durch das intrazellulire
Volumen py = [70...95] % erfait. Fiir die extrazelluldre Diffusionskonstante gilt
Dy = Dryei/A* mit der Selbstdiffusionskonstante Dyei 31056 = 3.0.

In Rechnersimulationen an digitalisierten Gehirnschnitten wurde gezeigt, dafl der
Tortuosititsfaktor A direkt mit dem extrazelluliren Volumenanteil a = 1 — ps
korreliert ist

A=a [ ... Tortuositédtsexponent (2.28)

und auf ein empirisches Gesetz von Archie zuriickgefiihrt werden kann, welches
die Ausbreitung von Wasser in pordsen Medien beschreibt [24]. Der fiir die zwei-
dimensionalen Gehirnschnitte gefundene Tortuositidtsexponent betragt [ = 0.41.
Anschaulich bedeutet dies, dafl mit Verkleinerung des Extrazelluldrraums léngere
Diffusionswege um die Zelle herum zuriickgelegt werden miissen, um die gleiche
mittlere Verschiebung zu erzielen. In einem zwei- bzw. dreidimensionalen Modell
miifite sich auf Grund der Geometrie der Tortuositidtsexponent unterscheiden.

Experimentell wurden in [49] die Anderungen des Tortuosititsfaktors A und
des extrazelluldren Volumenanteils o bei neugeborenen Ratten wihrend cere-
braler Ischiimie mittels Tontophorese bestimmt und mit Anderungen des ADC
korreliert. Dabei ergaben sich unterschiedliche Werte fiir Messungen in grauem
und weifem Hirngewebe. Der Tortuositidtsexponent | = —In A/ Ina dndert sich
vom gesunden zum ischdmischen Zustand der Ratten in grauem Hirngewebe von
[ =10.31...0.25], in weiem Hirngewebe von | = [0.46...0.23].
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Abbildung 2.25: Modellsimulation der Diffusionsabschwiichung in Gehirngewebe wihrend
ischdmischer Zellschwellung mit p, = (0.70,0.75,0.80,0.90,0.95) und A = (1.4,1.5,1.6,2.0,2.3).
Parameter: Dgo = 3.0/1.0, » =25, a =5, 04, = 10, § = 15, Gmax = 200 .

Fiir die Modellierung in Abb. 2.25 werden mit den Anderungen im intrazelluliren
Volumen p, folgende Werte fiir den Tortuositdtsfaktor A\ verwendet:

p2a/ % | 70 75 80 90 95
A 14 15 16 20 23
Dpei/A? | 153 1.33 1.17 0.75 0.56

Tabelle 2.6: Tortuosititsfaktor ), der bei entsprechendem intrazelluliiren Volumen ps in der
Modellrechnung in Abb. 2.25 verwendet wird und Diffusionskonstante der behinderten Diffusion
im Extrazelluldrraum.

Dies entspricht einem mittleren Tortuositdtsexponenten [ &~ 0.29. In Tab. 2.6 ist
ebenfalls die scheinbare Diffusionskonstante der behinderten Diffusion im Extra-
zellularraum aus dem Tortuositatsfaktor berechnet.

In Abb. 2.25 ist das Ergebnis der Modellrechnung gezeigt. Wie bei den simulier-
ten Kurven fiir Zellen tritt bei hohen b-Werten eine zweite Komponente mit einer
erheblich kleineren, scheinbaren Diffusionskonstante auf. Mit Zunahme des intra-
zelluldren Volumens bleibt die Steigung der zweiten Komponente nahezu gleich,
das Signal bei hohen b-Werten nimmt zu.
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Mit linearer Regression kann man den ADC bei kleinen b-Werten im Bereich
b =[0...1000] s/mm? bestimmen: er fillt mit steigendem intrazelluliren Volu-
men von ADC = 0.84 auf 0.49. Das Experiment (siehe Abb. 1.1, [6]) mit den
Werten ADC = 0.85/0.70/0.37 (neugeborene/erwachsene/tote Ratte) zeigt dhn-
liche Ergebnisse. Bei hohen b-Werten weichen die Kurven der Modellrechnung
jedoch von den experimentell gemessenen Diffusionsabschwichungen ab.

Der Grund dafiir diirfte die mangelnde Einbeziehung der komplexen Morpholo-
gie des Gehirngewebes sein. Experimentell [49] wurden einerseits unterschiedliche
Werte fiir die Tortuositit und den ADC in grauem und weiflem Gehirngewebe
von gesunden Ratten festgestellt, andererseits wurden nach ischdmischer Gewe-
beschwellung dhnliche Werte bei neugeborenen und ausgewachsenen Ratten, wie
auch in grauem und weiflem Gehirngewebe gemessen.

Um den Einfluf} der intrazellularen Diffusionskonstante auf den ADC im Modell
zu priifen, sind in Tab. 2.7 die Werte fiir den ADC in Abhéngigkeit von dem
intrazelluldren Volumenanteil ps und der intrazelluldren Diffusionskonstante Do
berechnet.

pz/%
ADC 70 75 80 90 95
50 [004 084 076 0.63 050
D, 1.0 |084 074 066 053 0.49
025 | 0.63 053 044 029 0.25
Experiment 0.85 0.70 0.37

Tabelle 2.7: Modellrechnung fiir die scheinbare Diffusionskonstante bei kleinen b-Werten
(ADC) in Abhiingigkeit von dem intrazelluldren Volumenanteil p; und der intrazellulidren Dif-
fusionskonstante D, im Vergleich mit den experimentellen Daten [6].

Mit einem Wert Dy = 1.0 scheint die Modellrechnung am besten mit den experi-
mentell gefundenen Werten fiir den ADC iibereinzustimmen, die entsprechenden
Werte fiir Dy = 0.25 sind fast um einen Faktor zwei zu klein.
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2.3.8 Zusammenfassung

Mit einem analytischen Modell wurde in diesem Kapitel versucht, die Diffu-
sionsabschwichung eines NMR-Experiments fiir Zellsysteme zu erkliren. Fiir den
intrazellularen Anteil des diffusionsgewichteten Signals erwies sich die Diffusion
'beschriankt an permeablen Grenzen’. Diese neue Begriffsbildung erweiterte die
‘total beschriankte’ intrazelluldre Diffusion um die Eigenschaft des Austauschs
mit dem Extrazellulirraum. Die Beschreibung erfolgte durch eine Kombination
der Formel fiir beschrinkte Diffusion nach Tanner mit der Formel fiir Austausch
in einem Zweikomponentensystem nach Kérger. In der erweiterten Form wurden
Verteilungen der Kastenlingen miteinbezogen, wodurch eine gréfere Uberein-
stimmung mit den Experimenten erreicht werden kann.

Die physiologischen Parameter eines Zellsystems wurden durch den intrazellu-
liren Volumenanteil, durch die intra- und extrazelluldren Diffusionskonstanten,
durch die intrazelluldre Austauschzeit und durch eine Verteilung der Kastenldngen
charakterisiert.

Methodisch wurde gezeigt, dafl mit einer systematischen Darstellung eines zwei-
dimensionalen Datensatzes freie und beschrinkte Diffusion in der Auftragung
gegen den b-Wert und den g-Wert unterschieden und Parameter wie Austausch-
zeit, scheinbare Verschiebung und scheinbare Diffusionskonstante ermittelt wer-
den konnen. Dies ist im Hinblick auf die Auswertung der experimentellen Daten
von entscheidender Bedeutung.

Fiir Experimente an Zellkulturen wurden Modellrechnungen mit Variation des
intrazelluldren Volumens und der intrazelluldren Austauschzeit durchgefiihrt. Da-
nach wird durch hohe Diffusionswichtung ausschlieflich intrazelluléres Signal se-
lektiert, welches sich sowohl mit dem Volumen als auch der Austauschzeit édndert.
Dies begriindet eine nichtinvasive Methode zur Messung von Anderungen des in-
trazelluldren Volumens mit Diffusionsgradienten.

Mit dem analytischen Modell wurde auch versucht, die Diffusionsabschwéchung
in Gewebe fiir eine ischimische Zellschwellung zu quantifizieren. Wie bei den
Modellrechnungen fiir Zellen tritt bei hohen b-Werten eine zweite Komponente
mit kleinerer scheinbarer Diffusionskonstante auf. Bei Zellschwellung steigt das
intrazelluldre Signal bei hohen b-Werten, wodurch der ADC zusitzlich abgesenkt
wird. Die ADC-Erniedrigung in Gehirngewebe wird somit gleichermafien durch
Anderungen des Diffusionsverhaltens im Extra- wie Intrazellulirraum hervorge-
rufen.
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Kapitel 3

Diffusionsgewichtete

1H-Nl\/IR-l\/Iessumgen an
Zellkulturen und Ratten

3.1 Einleitung

Nach der theoretischen Modellierung der beschriankten Diffusion in zelluldren
Systemen mit Austausch werden in diesem Kapitel diffusionsgewichtete 'H-NMR-
Experimente an klonalen Zellkulturen und an der Ratte in vivo gezeigt. Im Ver-
gleich der Modellsimulation mit den Messungen werden charakteristische Para-
meter der intrazelluldren Diffusion in perfundierten Gliomzellen extrahiert und
versucht, dhnliche Experimente an der Ratte durchzufiihren. Als Experiment zur
Untersuchung der Grundlagen des Diffusionskontrastes in Gehirngewebe 1483t sich
aus den gewonnenen physiologischen Parametern ein geschlossenes Modell der
ADC-Anderungen im Gehirn withrend Ischiimie entwickeln.

Die Diffusionsmessungen an den Gliomzellkulturen bei kleinst- bis grofitmdoglichen
Diffusionszeiten dienen als experimentelle Grundlage fiir das analytische Modell.
Fiir die intrazellulire Komponente der Diffusionsabschwichung ist mit steigender
Diffusionszeit der verstirkte Einflufl der Beschrinkung durch die Zellmembran
wie auch der Austausch von intra- und extrazellulirem Wasser iiber dieselbe zu
sehen.

Durch hohe Gradientenstérken wird auf Grund der (scheinbar) erniedrigten Dif-
fusionskonstante ausschlieflich intrazelluldres Wasser selektiert. Dies wird me-
thodisch dazu verwendet, um in Anwendungen Anderungen des intrazelluliren
Volumens und Anderungen der intrazelluliren Austauschzeit unter verschieden-
sten physiologischen Bedingungen mit hoher zeitlicher Auflésung darzustellen.
Die folgende Bestimmung der intrazelluldren Austauschzeit mit diffusionsgewich-
teter Bildgebung am Rattenhirn liefert einen wichtigen Parameter fiir die Model-
lierung der Diffusionsabschwichung wihrend einer Ischimie in Gehirngewebe.

)
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Im Folgenden werden, beispielhaft fiir die umfangreiche Literatur, wichtige expe-
rimentelle Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen, die richtungsweisend fiir die vor-
liegende Arbeit waren, zusammengefaf}t.

J. E. Tanner und E. O. Stejskal haben Mitte der sechziger Jahre sowohl theore-
tisch als auch experimentell die Grundlagen der Diffusionsmessung mit gepulsten
Magnetfeldgradienten gelegt und beschrinkte Diffusion an Glimmerschichten, He-
fe, Apfeln, Tabak und Olemulsionen untersucht [1,12].

Andrasko [47,50,51] bestimmte mit Diffusionsgradienten die Austauschzeit von
Erythrocyten und konnte mit einem Hg-Reagenz dieselbe stark erhohen. Wie erst
seit wenigen Jahren bekannt ist, werden dadurch Wasserkanile in der Zellmem-
bran und damit der Austausch von Wasser blockiert.

Stout et al. [52,53] wendeten die Technik auf Chlorella Zellmembranen und Eleo-
dea Pflanzenzellen an, Tanner noch einmal 1983 auf Hefezellen [46] und ermittel-
ten Austauschzeiten und Permeabilitéten.

Die andere NMR-Methode zur Bestimmung der Austauschzeit basiert auf der
Markierung des Extrazellulirraums mit Mn?"-Ionen und Trennung der Signal-
komponenten auf Grund unterschiedlicher Relaxationszeiten (Colon und Outh-
red [54,55]). Damit wurde die Membranpermeabilitit von Erythrocyten umfang-
reich untersucht [56-58|, angetrieben durch die langjihrige Suche nach Mem-
branproteinen, die selektiv fiir Wasser durchlissig sind [59]. Ein Vergleich vieler
Literaturwerte fiir Austauschzeiten, gemessen mit NMR und THO (radioaktive
SH-Markierung), lieferten Herbst et al. [60,61].

Der Nachweis von Aquaporinen in Zellen des Gehirngewebes [62-65] stiitzte die
Vermutung, dafi bei den pathophysiologischen Vorgingen wihrend der Ischimie
im Gehirn auch eine Anderung der Membranpermeabilitit fiir Wasser beteiligt
sein konne [29]. Uberblicke iiber die Literatur der Aquaporine sind in [66-74]
dargestellt.

Neben der Untersuchung der Austauschzeit von zelluldren Systemen ist die Auf-
klarung der tatsidchlichen Gréfle der intrazelluldren Diffusionskonstante sowie der
Einfluff von Beschrankungen auf dieselbe von grofler Bedeutung fiir das Verstidnd-
nis der Diffusionsabschwéchung in Gehirngewebe und in Zellkulturen.

Wiéhrend mit NMR-Methoden eine Erniedrigung der intrazelluldren Diffusions-
konstante um den Faktor zehn und mehr im Verhiltnis zum Wert fiir freie Dif-
fusion festzustellen ist, wurde mit quasielastischer Neutronenstreuung nur eine
Erniedrigung um Faktor drei gemessen [75,76]. Dies wird durch beschrinkte Dif-
fusion innerhalb der Zelle erkldrt, wodurch die Diffusionskonstante bei NMR-
Messungen scheinbar erniedrigt wird.

In Untersuchungen an Zellkulturen stellten einige Arbeitsgruppen multiexponen-
tielle Diffusionsabschwichungen fest [5,77-80]. Mit Messungen in Abhéngigkeit
von der Diffusionszeit wurde dabei versucht, den Einflufl der beschréinkten Diffu-
sion und von Oberflichenrelaxationseffekten [43, 81] aufzuzeigen.
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3.2 Experimentelle Bedingungen

3.2.1 Praparation der Zellkulturen

Es wurden drei verschiedene Zellkulturen verwendet, die U. Flogel, N. Serkova
und J. Henke aus unserer Arbeitsgruppe priparierten: F98 Gliomzellen (Tumor-
zellen der Ratte), primére Astrocyten (von neugeborenen Ratten) und KB-Zellen
(humane, epitheloide Carcinomazellen). Die Préparation, verwendete Materialien
sowie die Perfusionsapparatur ist schon an anderer Stelle ausfiihrlich beschrie-
ben [82-84].

Die Kultivierung der Zellen erfolgt in DMEM ('Dulbecco’s modified Eagle’s medi-
um’) bei T'= 310 K unter Begasung mit einem Gemisch aus 90 % Luft und 10 %
CO,. Fiir die NMR-Experimente werden die Zellen in BMG-Fiden (Basalmem-
brangel) eingebettet, unter sterilen Bedingungen in ein 8 mm-NMR-Rohrchen mit
Perfusionseinsatz eingebracht und bei 310 K mit dem Kulturmedium perfundiert

(begast mit 95/5 % O5/CO»).

Die wesentlichen Elemente Beliiftungshahn
der Perfusionsanlage beste-

hen aus einer peristaltischen

Pumpe, dem Probenrohr-

chen mit Perfusionseinsatz

und dem Vorratsgefdfl mit

Medium. Die Temperierung

des Mediums erfolgt durch Z‘iﬁgﬁg* l
ein  Wasserbad, die des
NMR-Ro6hrchens mit den
Zellen iiber die Temperier-
einheit des Spektrometers.
Die  Zufiihrungsschliduche T =
bestehen aus gasdichtem
Material (Viton), um den
Gasaustausch mit der Um-
gebung zu minimieren. Die
extrazelluldren Bedingun-
gen koénnen dann leicht
durch den Austausch des
Vorratsgefafies mit dem Me-
dium verdndert werden. Bei
einer  Perfusionsgeschwin-
digkeit von ca. 1 ml/min
erfolgt die Wirkung auf die
Zellen ungefahr 5 min nach
Mediumwechsel.
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Abbildung 3.1: Schematische Darstellung der Perfusions-
anlage, aus [83].
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Abbildung 3.2: Pulssequenzen fiir diffusionsgewichtete 'H-NMR-Spektren: stimuliertes
Echo (oben) und Spinecho mit bipolaren (Mitte) und unipolaren (unten) Gradientenpulsen.

3.2.2 Spektroskopische Messungen am AMX 360

Die spektroskopischen Messungen an den perfundierten Zellkulturen wurden an
einem AMX 360 (360 MHz / 8.4 T) der Fa. Bruker, Karlsruhe durchgefiihrt.
Die maximal verfiighare Gradientenstirke in z-Richtung betrug bei dem 8 mm-
Probenkopf Gpax = 333 mT/m.

Die verwendeten Pulssequenzen sind in Abb. 3.2 dargestellt: stimuliertes Echo
mit drei 90°-HF-Pulsen (oben) und Spinecho (90°-180°-HF-Pulse) mit bipolaren
(Mitte) und unipolaren (unten) Gradientenpulsen. Die Sequenzen ergeben ohne
Gradienten ein Echosignal der Intensitit Sy, welches durch Diffusionsbewegung
zwischen den Gradientenpulsen geméfl Glg. 2.4 abgeschwicht wird.

Das Signal S ist von der Gradientenstirke G und der Diffusionszeit tp = A —4§/3
abhéingig und erlaubt, eine Serie von Diffusionswichtungen als ct-Experiment
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(Gradientenabstand A konstant, G variiert) oder als cg-Experiment (Gradien-
tenstérke G konstant, A variiert) durchzufiihren (vgl. Abb. 2.15).

Mit Einstrahlung von Hochfrequenzpulsen zur Anregung der 'H-Kernspins und
dem Anlegen von Magnetfeld-Gradientenpulsen erhélt man eine Serie von Signa-
len in der Empféngerspule (’free induction decays’), welche mit selbstgeschrie-
bener Software unter IDL V4.0.1 (Research Systems, Inc.) ausgewertet werden.
Nach einer Basislinienkorrektur werden die Daten in der Zeitdomé&ne mit der
Fouriertransformation frequenzanalysiert und automatisch phasenkorrigiert. Da-
bei wird die Phase des komplexen 'H-Signals bis zum Maximum des Realteils
gedreht. Nach Korrektur der Basislinie im Frequenzraum wird das Signal mit
der IDL-Funktion INT_TABULATED() integriert, welche mit der 5-Punkt-Newton-
Cotes Integrationsformel arbeitet.

Die Darstellung der Signalabschwiichung mit steigendem Gradienten oder stei-
gender Diffusionszeit erfolgt meist logarithmiert.

3.2.3 Bildgebung am BIOSPEC 4.7 T

Die diffusionsgewichtete Bildgebung an Wistarratten wurde mit einem BIOSPEC
4.7 T (200 MHz) Horizontalsystem der Fa. Bruker, Karlsruhe durchgefiihrt. Mit
dem abgeschirmten Gradientenrohr (200 mm Innendurchmesser) waren Magnet-
feldgradienten von 150 mT/m in allen drei Raumrichtungen moglich. Die Hoch-
frequenzanregung erfolgte mit einer sattelformigen Volumenspule (Philips, Ham-
burg, @ = 94 mm), die Signaldetektion mit einer aktiv entkoppelten Oberflichen-
spule (& = 16 mm). Die Narkose der Tiere wurde mit einem Halothananteil von
0.8-1.5 % in einem N5O/Oy-Gemisch (66/33 %) durchgefiihrt.

Zur Diffusionswichtung wird die Spinechosequenz mit unipolaren Gradientenpul-
sen (s. Abb. 3.2, unten) in allen drei Richtungen verwendet. Fiir die Bildgebung
ist an der Stelle des Spinechosignals eine UFLARE-Sequenz mit Phasenzyklus
gesetzt, welche ausfiihrlich in [85-87] beschrieben ist. Wegen der hohen Diffu-
sionsgradienten, die das Signal stark abschwéchen, wird bei einer 32 x 32 Bild-
matrix die VoxelgréBe zu 1 x 1 x 5 mm? gewiihlt und mit Phasenzyklus gemittelt.

Analog zu den Experimenten an den Zellkulturen werden ct-Experimente bei
verschiedenen Diffusionszeiten durchgefiihrt. Zur Bildrekonstruktion werden die
Echoziige mit verschiedener Phase einmal addiert, dann subtrahiert, woraus je-
weils ein Bild durch Fouriertransformation erzeugt wird. Durch Addition der
getrennt rekonstruierten Bilder wird bei dieser UFLARE-Variante ('phase cycled
UFLARE’) ein Signal-/Rauschgewinn von Faktor v/2 gegeniiber UFLARE mit
einem Echo (’displaced UFLARE’) erreicht. Mit einer Serie von ct-diffusionsge-
wichteten Bildern kann dann fiir jeden der 32 x 32 Bildpunkte eine ct-Kurve
dargestellt werden.
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3.3 Diffusionsmessungen an Gliomzellkulturen
bei verschiedenen Diffusionszeiten

3.3.1 Kontrollmessungen

Mit den verschiedenen Pulssequenzen wurden Diffusionsmessungen an Wasser,
Isopropanol und den BMG-Fiaden (ohne Zellen) durchgefiihrt, um die Verlafilich-
keit der Methoden und Materialien zu priifen.

Messungen an Wasser und Isopropanol

Die Kontrollmessungen an den isotropen Fliissigkeiten Wasser und Isopropanol
wurden als ct-Experimente durchgefiihrt, d.h. die Gradientenstéirke bei gleicher
Diffusionszeit variiert. Fiir die Messungen an Wasser wurde die Temperatur nied-
rig gewdhlt, um bei groflen Gradientenstérken noch ausreichend Signalintensitit
zu erhalten und damit groflere maximale b-Werte zu erreichen.

Alle Diffusionsabschwichungen vs. b-Wert zeigten sehr gute Linearitéit mit einem
Signal /Rauschverhéltnis von ca. 3000 fiir Sy (eine Anregung, ohne Mittelung),
d. h. bei einer Abschwichung von 1/3000 ~ exp(—8) verschwindet das Signal
im Rauschen. In Tab. 3.1 sind die Messungen und die mit linearer Regression
erhaltenen Diffusionskonstanten dargestellt (Literaturwerte aus [88]).

Wasser Wasser Isopropanol
Mefisequenz Spinecho stim. Echo Spinecho
Diffusionszeit / ms 52 97 17
Temperatur / K 283 283 298
D /1073 mm?s~! 1.366 £ 0.002 | 1.345 £ 0.002 | 0.685 £ 0.001
Dri. / 1073 mm?s~! 1.36 1.36 0.649
max. b-Wert / smm 2 5676 6165 9225
max. Abschwichung exp(—7.8) exp(—8.2) exp(—6.3)

Tabelle 3.1: Kontrollmessungen der Diffusionskonstante von Wasser und Isopropanol

Messungen an BMG-Fiden in Medium ohne Zellen

Eine wichtige Kontrollmessung fiir die Zellexperimente ist ein ct-Experiment an
BMG-Fiden in Medium, in welche jedoch keine Zellen eingebettet sind®.

!Bei der Verwendung von Kunststoffkiigelchen (’beads’) fiir die Zellpréparation zeigt sich
eine signifikante Abweichung von der Monoexponentialitit schon ohne Zellen [80]. Diese ist auf
die beschrinkte Diffusion in den pordsen Strukturen der Kiigelchen zuriickzufiihren.
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Abbildung 3.3: Wasserdiffusionsmessung (c¢t) an BMG-Fiiden in Medium ohne Zellen.
Mefiparameter: tp = 32 ms, 6 = 8 ms, G = 100 mT/m, T = 310 K.

In Abb. 3.3 ist eine Messung an Basalmembrangelfiden in dem Medium DMEM
bei T'= 310 K dargestellt.

Die Signalabschwiichung zeigt gute Linearitéit bis b = 2800 s/mm?, danach ver-
schwindet das Signal im Rauschen. Eine lineare Regression im Bereich b =
[0...2500] s/mm? liefert D = (2.89 & 0.01) - 107® mm?/s im Vergleich zum Li-
teraturwert Drj 3105 = 3.01 - 1073 mm?/s. Dies bedeutet, dal der Einflufi der
Gelfdden auf die Diffusion von Wasser vernachlissigbar ist.

Bei genauer Betrachtung kann man eine leichte Kriimmung bei kleinen b-Werten
erkennen. Dort ist die Diffusionskonstante grofler als 2.89 und kommt dem Li-
teraturwert ndher. Vermutlich ist der Signalabfall biexponentiell mit leicht un-
terschiedlichen Diffusionskonstanten: die eine Komponente besteht aus dem frei
diffundierenden Wasser auflerhalb der Gelfiden, die andere zeigt behinderte Dif-
fusion innerhalb der Faden, welche die Diffusionskonstante etwas erniedrigt.
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3.3.2 Kurze Diffusionszeiten —
Spinechosequenz mit bipolaren Gradientenpulsen

Um an F98 Gliomzellen die Diffusionsabschwéchung vs. b-Wert bei kurzen Diffu-
sionszeiten zu bestimmen, wurde die Spinechosequenz mit bipolaren Gradienten-
pulsen benutzt und die Gradientenstérke variiert (ct-Experiment). Um den Ein-
fluf} verschiedener T5-Zeiten auszuschalten, wird die Echozeit bei verschiedenen
Diffusionszeiten konstant gehalten, indem in der Pulssequenz passende Fiillzeiten
eingefiihrt werden.

In Abb. 3.4 (oben) ist bei konstanter Echozeit die Diffusionszeit von tp = [5.3. ..
20] ms variiert. Die erste Komponente bei kleinen b-Werten zeigt fiir alle Dif-
fusionszeiten gleichen Signalabfall und kann auf Grund der Diffusionskonstante
dem freien, extrazelluliren Wasser zugeordnet werden. Die zweite Komponente
bei hohen b-Werten stammt von intrazellulirem Wasser (vgl. mit Abb. 3.3) und
steigt mit zunehmender Diffusionszeit an.

Eine Temperaturerniedrigung von T' = 310 K auf T" = 283 K sollte den Literatur-
wert von DLit,310K = 3.01 auf iiber die Halfte DLit,283K = 1.36 senken. In Abb. 3.4
(unten) ist die Erniedrigung der Steigung der ersten Komponente bei niedrigerer
Temperatur zu sehen. Lineare Regression im Bereich b = [0...250] smm™ liefert

D30k = (287 + 006) — Dogs = (173 + 004)

Gegeniiber den Literaturwerten sind die experimentell gefunden Diffusionskon-
stanten bei der hohen Temperatur erniedrigt und bei der tiefen Temperatur
erhoht. Dies liegt daran, dafl das Perfusionsmedium mit Raumtemperatur in das
Spektrometer fliefit und durch den temperierten Gasstrom nicht ganz aufgeheizt
bzw. abgekiihlt wird.

Ahnlich wie fiir die extrazellulire Diffusionskonstante wiirde man auch fiir die
intrazelluldre Diffusion eine starke Temperaturabhingigkeit erwarten. Die Stei-
gungen der zweiten Komponente dndern sich mit der Temperatur jedoch kaum,
nur die Signale steigen leicht an.

3.3.3 Lange Diffusionszeiten — stimulierte Echosequenz

Mit der stimulierten Echosequenz kann man die Diffusionsabschwichung bei sehr
langen Diffusionszeiten messen. Bei dieser Dreipulssequenz wird die transversale
Magnetisierung nach der Anregung longitudinal gespeichert. Dies ist moglich, da
die longitudinale Relaxationszeit 77 (im Sekundenbereich) erheblich linger als
die transversale Relaxationszeit 7, (im 100 ms-Bereich) ist. Da zur Anderung
der Diffusionszeit immer nur das Zeitintervall zwischen dem zweiten und dritten
90°-Puls variiert wurde, ist der Einflufl unterschiedlicher T5-Zeiten eliminiert.
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ct-Experimente bei sehr langen Diffusionszeiten
und bei verschiedenen Temperaturen

In Abb. 3.5 (oben) ist eine Serie von ct-Experimenten an F98 Zellen bei Diffusi-
onszeiten von tp = [100...2000] ms dargestellt. Die erste Komponente der Sig-
nalabschwéchung kann wieder vorwiegend dem extrazelluldren Wasser mit freier
Diffusionskonstante zugeordnet werden. In der Abnahme der ersten Komponente
ist mit steigender Diffusionszeit der Einfluf} der T;-Relaxation deutlich zu sehen.
Die zweite Komponente bei hohen b-Werten stammt ausschliefilich von intrazel-
lulirem Wasser, wobei bemerkenswert ist, dafl sogar bei einer Diffusionszeit von
tp = 2000 ms noch Signal detektierbar ist. Korrigiert man alle Kurven auf das
Signal Sy ohne Gradienten bei kleinster Diffusionszeit (nicht gezeigt), ist mit stei-
gender Diffusionszeit eine Abnahme der zweiten, intrazelluliren Komponente zu
beobachten. Dies steht im Gegensatz zur Situation bei sehr kurzen Diffusionszei-
ten (s. Abb. 3.4 oben), wo die zweite, intrazellulire Komponente zunimmt.

In Abb. 3.5 (unten) sind die Signalabfille fiir ¢, = 100 und 600 ms jeweils
bei den Temperaturen 7' = 283 und 310 K abgebildet. Auffillig ist, daf In S(b)
selbst bei kleinen b-Werten stark gekriimmt ist und somit auf eine kontinuierliche
Verteilung der Diffusionskonstante schlieflen 1d8t. Die Diffusionskonstante fillt bei
kleinen b-Werten mit der Temperatur von

Die lineare Regression fiir b = [25...200] smm~? ist auf Grund der starken Kriim-
mung jedoch ungeniigend, was sich in den im Vergleich mit den Literaturwerten
abgesenkten Diffusionskonstanten wiederspiegelt. Wihrend sich die Steigung der
ersten Komponente mit der Temperatur deutlich dndert, bleibt die Steigung der
zweiten Komponente vergleichsweise konstant. Der gleiche Effekt wurde schon
bei kurzen Diffusionszeiten (s. Abb. 3.4 unten) beobachtet und deutet darauf
hin, daf} intrazelluldres Diffusionssignal nicht durch freie Diffusion, welche stark
temperaturabhéngig ist, erkldrt werden kann.

Zweidimensionales ct-Experiment
mit intra- und extrazellulirer Komponente

Da die Diffusionsabschwichung von den zwei experimentellen Parametern G
(Gradientenstérke) und ¢, (Diffusionszeit) abhingt, liegt es nahe, ein vollstindi-
ges, zweidimensionales Datenfeld S(¢?, ¢p) zu messen (vgl. Abb. 2.15). Wenn
geniigend ct-Experimente bei verschiedenen Diffusionszeiten bzw. cg-Experimente
bei verschiedenen Gradientenstirken durchgefiihrt werden, kann der Datensatz
S(¢* tp) in beiden Richtungen ausgewertet werden.
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Abbildung 3.4: ct-Experiment an F98 Zellen mit bipolaren Diffusionsgradienten bei Dif-
fusionszeiten von tp = (5.3,6.7,9.3,13.3,20) ms und 7' = 310 K (oben) bzw. tp = (6.7,20)
ms und 7' = (283, 310) K (unten), Tgeho = 128 ms.
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Abbildung 3.5: ct-Experiment an F98 Zellen mit stimuliertem Echo bei Diffusionszeiten
von tp = (100, 300,600, 1000, 1500, 2000) ms und T' = 283 K (oben) bzw. tp = (100, 600) ms
und T = (283,310) K (unten), 6 = 10 ms.
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Abbildung 3.6: Zweidimensionales ct-Experiment an F98 Zellen mit stimuliertem Echo
bei Diffusionszeiten von tp = (24.4,38.6,52.8,67,81.2,90.7,100.2, 109.7) ms in der Auftragung
vs. b-Wert und ¢%, § = 10 ms, 7' = 310 K, byax = 70000 s/mm?.
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Abbildung 3.7: Daten aus Abb. 3.6 als cg-Experiment vs. Diffusionszeit aufgetragen, ¢> =
(30/65/150/365/601) - 10> mm 2.

In Abb. 3.6 ist ein zweidimensionales Experiment als Serie von ct-Kurven vs.
b-Wert und ¢? gezeigt. In der Auftragung vs. b-Wert (oben) fallen bei kleinen b-
Werten die Kurven fiir alle Diffusionszeiten zusammen. Dies bedeutet, dafl diese
erste Komponente freies Diffusionsverhalten zeigt und dem extrazelluliren Was-
ser zuzuordnen ist. Die zweite Komponente (intrazelluldres Signal) zeigt in der
Auftragung vs. ¢° (unten) ein charakteristisches Verhalten. Die Steigung bleibt
konstant, nur der entsprechende Achsenabschnitt nimmt mit zunehmender Dif-
fusionszeit ab. Im Vergleich mit der Theorie (s. S. 32) bedeutet dies beschrénkte
Diffusion an permeablen Grenzen.

In Abb. 3.7 ist sind die Daten aus Abb. 3.6 als cg-Experiment bei fiinf g-Werten
gezeigt. Aus dieser Auftragung gegen die Diffusionszeit ist die intrazelluldre Aus-
tauschzeit nach Glg. 2.24 zu bestimmen und ergibt mit linearer Regression

¢ /10° mm—2 | 30 65 | 150 | 362 | 601
Tintra / IS 51.6 | 53.5 | 52.9 | 52.4 | 52.1

(der verwendete Regressionsbereich ist in Abb. 3.7 eingezeichnet, o, = 1.4 ms).
VerldBlich auswertbar sind nur cg-Daten bei hohen Werten fiir ¢2. Die intrazel-
lulére Austauschzeit betriagt dort Tinga = (52.1 £ 1.4) ms.
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Abbildung 3.8: Auswertung der Daten aus Abb. 3.6 zur Bestimmung der schein-

baren Verschiebung r,p, und scheinbaren Diffusionskonstante D,,, bei ¢ = (4.5/
8.8/30/57/87/150/300/541) - 10> mm™—2.
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Wertet man die Steigungen von In S wvs. ¢* der Daten aus Abb. 3.6 nach Glg.
2.26 aus, erhdlt man fiir die jeweiligen g-Werte die scheinbare Verschiebung 7,
(Abb. 3.8, oben) bzw. die scheinbare Diffusionskonstante D,,, (unten).

Wie bei den Modelldaten in Abb. 2.17 wird r,,, o +/tp bei sehr kleinen ¢
(freie Diffusion). Fiir die intrazellulire, beschrinkte Komponente (hohe ¢g-Werte)
bleibt 75, konstant und liegt in Abhéngigkeit vom ¢-Wert zwischen [3...6] ym.

Die scheinbare Diffusionskonstante D,p, wird mit zunehmendem ¢* und zuneh-
mender Diffusionszeit sehr klein, fiir ¢ > 500 - 10* mm 2 ist D,,, < 0.1-1073
mm?/s.

Zweidimensionales ct-Experiment bis 600 ms

Die stimulierte Echosequenz wurde schon bei der Messung in Abb. 3.5 verwendet,
um lange Diffusionszeiten zu realisieren. Die Datenaufnahme einer Serie von ct-
Experimenten gelang mit einer Einschrinkung des Wertebereichs fiir ¢ fiir Diffu-
sionszeiten tp = [100. ..600] ms bei einer Gradientendauer von § = 3.5 ms (Daten
nicht gezeigt). Dabei waren jedoch auf Grund des nicht mehr vernachléssigbaren
Einflusses der Ti-Relaxation und der zu kleinen g-Werte die Austauschzeiten
nicht mehr bestimmbar.

3.3.4 Ubergang von freier zu beschrinkter Diffusion —
Spinechosequenz

In den vorangegangen Abschnitten wurden Diffusionsabschwéichungen bei kurzen
und bei langen Diffusionszeiten gezeigt (Spinechosequenz mit bipolaren Gradi-
enten bzw. stimulierte Echosequenz). Die Stejskal/Tanner-Spinechosequenz mit
unipolaren Gradienten (s. Abb. 3.2) erlaubt Experimente bei mittleren Diffu-
sionszeiten, wobei im Gegensatz zur stimulierten Echosequenz die Echozeit immer
konstant gehalten werden kann und keine zusétzlichen Signalabschwichungen auf
Grund von T5- oder T;-Relaxation auftreten.

In Abb. 3.9 ist ein zweidimensionaler Datensatz (Serie von ct-Experimenten)
vs. b-Wert und ¢? aufgetragen. Um die Empfiingereinheit des Spektrometers
(Analog/Digitalkonverter) besser auszusteuern, wurde erst ab ¢ > 100 - 103
mm 2 begonnen, das Signal aufzunehmen. Betrachtet man die Kurven vs. b-Wert
(oben) mit steigender Diffusionszeit, so erreichen diese erst eine Einhiillende bei
tp ~ 60 ms und fallen dann wieder ab. Im Vergleich dazu zeigte die zweite Kom-
ponente der Experimente bei kurzen Diffusionszeiten ¢tp = 5.3...20 ms (Abb.

3.4) ebenso eine Zunahme an Signal, bei langen Diffusionszeiten ¢t > 100 ms
(Abb. 3.5) eine Abnahme.

In der Auftragung vs. ¢> weichen nur die Kurven fiir p = 12.3/14.8 ms von den
anderen in den Steigungen ab. Bei grofleren Diffusionszeiten bleiben die Steigun-
gen der ct-Kurven gleich, fallen jedoch mit ¢, ab.
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Abbildung 3.9: Zweidimensionales ct-Experiment an F98 Zellen mit unipolaren Gradi-
enten (Spinecho) bei Diffusionszeiten von tp = [12.3,14.8,17.3,22.3,32.3,...,102.2] ms in der
Auftragung vs. b-Wert und ¢-Wert, § = 8 ms, Treho = 120 ms, 7' = 310 K.
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Abbildung 3.10: Daten aus Abb. 3.9 in der Auftragung als cg-Experiment vs. Diffusions-
zeit, @ = (103/251/488) - 10* mm 2.

Aus diesem zweidimensionalen Datensatz S(¢? tp) lassen sich wieder die Stei-
gungen der cg- bzw. der ct-Kurven auswerten und die Parameter Tingr,, 7app und
D,pp bestimmen. In Abb. 3.10 sind die Daten aus Abb. 3.9 als cg-Experiment bei
drei ¢g-Werten (niedrigster, mittlerer und héchster g-Wert) gezeigt.

Mit linearer Regression im Bereich ¢, = [30...105] ms ergibt sich nach Glg. 2.24
die intrazellulare Austauschzeit Ty, zu:

¢* / 10> mm— 103 251 488
Tintra / 1S 53.0+£1.3]505+1.0|50.3£1.0

Wertet man die Steigungen von In S vs. ¢* der Daten aus Abb. 3.9 nach Glg.
2.26 aus, erhélt man die scheinbare Verschiebung r,,, und die scheinbare Diffusi-
onskonstante D,,. Dies ist in Abb. 3.11 fiir niedrige, mittlere und hohe g-Werte
dargestellt.

Die scheinbare Verschiebung r,p, erreicht ab einer Diffusionszeit von etwa 17 ms

(Ubergang der freien zur beschrinkten Diffusion) einen konstanten Wert, der bei
hohen g-Werten zwischen 7,p, = [4...6] pm liegt.

Die scheinbare Diffusionskonstante D, fillt dann reziprok mit der Diffusionszeit
ab und liegt fiir ¢ > 400 - 10* mm ™2 im Bereich D,p, < 0.2 107* mm?/s.
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Abbildung 3.11: Auswertung der Daten aus Abb. 3.9 zur Bestimmung der scheinbaren

Verschiebung r,pp und scheinbaren Diffusionskonstante D,p, bei ¢° = (150/251/400) - 103
—2

mm 2.
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3.3.5 Diskussion

Die Kontrollmessungen an den isotropen Fliissigkeiten Wasser und Isopropanol
zeigten sehr gute Linearitdt bis zu einer Diffusionsabschwéchung von exp(—8) ~
1/3000. Auch in dem Medium DMEM mit BMG-Fidden (ohne Zellen) war der
Signalabfall monoexponentiell, wie es der Theorie der freien Diffusion entspricht.

Mit Einbettung der Zellen in die BMG-Féden tritt von kurzen bis langen Diffu-
sionszeiten tp = [6.7...2000] ms eine zweite Komponente bei hohen b-Werten
auf, welche eine (scheinbar) niedrigere Diffusionskonstante zeigt und von intra-
zelluldrem Wasser stammt. Bei einer Temperaturerniedrigung um 27 K wird die
negative Steigung der ersten Komponente bei niedrigen b-Werten, wie fiir freie
Diffusion erwartet, ungefihr halbiert, wihrend die Steigung der zweiten, intra-
zelluldren Komponente vergleichsweise konstant bleibt. Zusammen mit der Beob-
achtung, daf} die Steigungen der Diffusionsabschwéchung kontinuierlich verteilt
sind, deutet dies darauf hin, dafl die intrazelluldre Diffusion nicht mehr frei ist
und Eigenschaften der beschrinkten Diffusion zeigt.

Wie im Theorieteil gezeigt wurde, konnen mit einem zweidimensionalen Daten-
satz S(¢* tp) freie und beschriinkte Diffusion der verschiedenen Komponenten
voneinander unterschieden werden. Die erste Komponente bei kleinen b-Werten
zeigt freie Diffusion, die zweite bei hohen ¢-Werten beschrénkte Diffusion an
permeablen Grenzen.

Aus den Steigungen des zweidimensionalen Datensatzes lassen sich wie in der Mo-
dellrechnung die Parameter 7ip,, (Austauschzeit), r,p, (scheinbare Verschiebung)
und D, (scheinbare Diffusionskonstante) bestimmen. Mit dem Spinechoexperi-
ment bei mittleren Diffusionszeiten (tp = [12...102] ms) ist genau ein Zeitbe-
reich erfafit, der die Experimente bei kurzen und langen Diffusionszeiten verbin-
det. Die intrazellulire Komponente der Diffusionsabschwéichung zeigt unterhalb
tp < 20 ms den Ubergang von der freien zur beschrinkten Diffusion. Anschau-
lich bedeutet dies, dafl immer mehr Teilchen die Zellmembran erreichen und in
ihrer freien Ausbreitung eingeschrinkt werden. Bei der Diffusionszeit tp = 17 ms
erreicht dann die scheinbare Verschiebung einen konstanten Wert.

Eindeutig 148t sich die intrazelluliare Austauschzeit aus den cg-Kurven bestim-
men, sie betrigt Ting, = (51 £ 3) ms (Grofitfehler).

Die von ¢* abhiingigen Werte der scheinbaren Verschiebung r,p,, miissen mit den
Ergebnissen der Modellrechnung verglichen werden. Wie in der Modellrechnung
zeigt sich in den Experimenten, dafl durch den ¢-Wert Signale aus bestimmten
Kompartimenten selektiert werden.

Bei sehr kleinen ¢-Werten sind dies Signale aus dem extrazelluliren Komparti-
ment mit freier Diffusion (7,p, ist direkt proportional zu \/tp), bei grofieren ¢-
Werten sind dies Signale aus den intrazelluliren Kompartimenten mit beschréink-
ter Diffusion an permeablen Grenzen (r,,, wird konstant). Mit einer Verteilung
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der Zelldurchmesser der intrazelluldren Kompartimente wird dies noch kompli-
zierter: der asymptotische Wert fiir r,p, ist fiir unterschiedliche ¢? verschieden.
Dies bedeutet, dal mit ¢2, also der Gradientenstiirke, Signale von intrazelluliren
Kompartimenten mit ganz bestimmtem Zelldurchmesser selektiert werden.

Schwierig ist die Abschéitzung der tatsichlichen, intrazelluldren Diffusionskon-
stante Dintra aus den Kurven fiir die scheinbaren Diffusionskonstanten D,pp.
Fiir eine genaue Bestimmung von Di,,. sind Experimente bei Diffusionszeiten
tp < 10 ms und hohen ¢-Werten nétig, eine Anforderung, die unsere verfiigha-
re Hardwareausriistung iibersteigt. Moglich sind nur Abschitzungen aus dem
Vergleich von Modellrechnungen (s. Abb. 2.22; 2.23 und Tab. 2.5) und den ex-
perimentellen Ergebnissen (s. Abb. 3.11). Danach scheint ein plausibler Wert bei
Dintra = (1.0 £ 0.5) - 107* mm? /s (geschiitzter Fehler) zu liegen.

Die experimentellen Ergebnisse dieser Arbeit stimmen mit denen anderer For-
schungsgruppen gut iiberein.

Van Zijl et al. [5] zeigten die Trennbarkeit von intra- und extrazelluldrem Signal
mit Diffusionsgradienten an MCF-7 Tumorzellen, welche in Agarosegel prapariert
waren. Die intrazelluldre Diffusionskonstante bei b-Werten b = [5000...11000]
smm~? (tp = 142 ms) betrug D,,, = 0.11 - 1072 mm?/s. Sie beobachteten einen
multiexponentiellen Signalabfall, der nicht an ein biexponentielles Modell anzu-
passen war. IThre Behauptung, daff aus dem Achsenabschnitt der zweiten Kom-
ponente das intrazelluldre Volumen bestimmt werden kann, erweist sich nach
den Modellrechnungen von Kapitel 2 als unzutreffend. Thre Vermutungen, dafl
mit diffusionszeitabhéngigen Messungen die Einfliisse der beschrankten Diffusion
und des Austausches auf D,,, gekldrt werden konnen, werden in dieser Arbeit
experimentell und theoretisch bestétigt.

Van der Veen et al. [79] zeigten an Erythrocyten, daf Diffusionsabschwichungen
bis zu b = 50000 smm~? (tp = 72 ms) noch mehr von einem biexponentiellen
Modell abweichen. Die scheinbare, intrazelluldre Diffusionskonstante erniedrigte
sich bei Zeiten von tp = [13...78] ms auf D,y,, = [0.11...0.01] - 1072 mm?/s.

Pilatus et al. [80] zeigten in ausgedehnten Zellstudien eine Diffusionszeitabhingig-
keit der Signalabschwéchung im Bereich ¢, = [8...107] ms (b-Werte bis 12000
smm~2). Die mit einem biexponentiellen Modell erhaltenen Werte fiir D,,, =
[0.5...0.2] - 1073 mm?/s sind auf Grund der unzureichenden theoretischen Mo-
dellierung und des zu klein gewihlten b-Wertebereichs (Anteil der extrazelluliren
Diffusion) groler als die anderer Arbeitsgruppen.
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3.4 Intrazelluldres Signal unter verschiedenen
physiologischen Randbedingungen

Fiihrt man ein Diffusionsexperiment an Zellkulturen in BMG-Féaden durch, er-
reicht man durch hohe Diffusionsgradienten eine Selektion ausschliellich des in-
trazelluldren Signals. Wie in der Modellrechnung in Kap. 2.3.6 gezeigt wurde,
kann eine Anderung der Signalintensitit bei hoher Diffusionswichtung durch eine
Anderung des intrazelluliren Volumens und/oder der intrazelluliren Austausch-
zeit hervorgerufen werden. Eine Permeabilititsinderung von Zellmembranen fiir
Wasser ist erst zu erwarten, wenn direkt die Aquaporine blockiert werden. Dies
ist Gegenstand von Kapitel 3.5.

Im Folgenden werden perfundierte Zellkulturen unter osmotischem Stress, unter
Behandlung mit Immunsuppressiva und unter apoptotischen Bedingungen be-
trachtet. Mit diffusionsgewichteter 'H-NMR-Spektroskopie kénnen an diesem ex-
perimentellen Zellmodell die Anderungen des intrazelluliiren Volumens mit hoher
zeitlicher Auflésung bestimmt werden.

3.4.1 Intrazellulires Volumen unter osmotischem Stress

Die Osmolaritét des Perfusionsmediums wurde iiber den NaCl-Gehalt modifiziert,
gegeniiber dem isotonen Medium wurde der Salzgehalt abgesenkt (hypoton) bzw.
angehoben (hyperton), siche dazu [82,83]. Mit dem Wechsel von dem isotonen
zu einem hypo- bzw. hypertonen Medium verindern Zellen ihr Volumen, da auf
Grund der unterschiedlichen intra- und extrazelluldren osmotischen Drucke Was-
ser in die Zellen ein- bzw. ausstromt.

In Abb. 3.12 ist die Anderung der Diffusionsabschwiichung bei hypotonem (oben)
und hypertonem Stress (unten) abgebildet. Wéhrend die freie, extrazellulére
Komponente nahezu unverdndert bleibt, spiegelt die zweite das intrazelluldre
Volumen wieder. Bei Zellschwellung nimmt das Signal zu, bei Zellschrumpfung
entsprechend ab.

Darstellung intrazelluliren Volumens
mit dem ct-Experiment (’ct-monitoring’)

Um mit moglichst hoher Zeitauflssung Anderungen im intrazelluliren Volumen
darzustellen, nimmt man nur intrazellulidres Signal bei hohen Gradienten auf.
Zur Minimierung von Schwankungen kann ein ct-Experiment zum Beispiel bei b-
Werten von b = [15000 . ..25000] s/mm? aufgenommen werden (’ct-monitoring’).
Mit einer linearen Regression erhélt man aus der negativen Steigung die scheinba-
re, intrazelluldre Diffusionskonstante. Der Achsenabschnitt ist proportional zum
jeweiligen, intrazelluldren Volumen.
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Abbildung 3.12: ct-Experimente an priméiren Astrocyten unter iso-, hypo- und hyper-
osmotischen Bedingungen, Kontrollmessungen zum ’ct-monitoring’ in Abb. 3.13: A(0:00 h) /
©(1:00) / +(3:15) (oben) / O(4:00) / ¢(5:00) / A(6:00) (unten) (tp = 31.7 ms, § = 10 ms).
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Abbildung 3.13: Darstellung intrazelluléiren Volumens (’ct-monitoring’) von primiren
Astrocyten unter osmotischem Stress. Medienwechsel: isoton (Kontrolle) - hypoton (0:30 h)
- isoton (2:30 h) - hyperton (3:30 h) - isoton (5:30 h). ct-Experiment: tp = 31.7 ms, § = 10 ms,
b =[15108...24270] s/mm> .

In Abb. 3.13 ist mit einer Zeitauflosung von 24 s das relative, intrazellulére
Volumen von priméren Astrocyten unter osmotischem Stress dargestellt (’ct-
monitoring’). Die Schwell- bzw. Schrumpfreaktion zeigt sich innerhalb von Minu-
ten, nach Erreichen eines Gleichgewichtszustandes regelt die Zelle das Volumen
in zwei Stunden um ca. 10 % zuriick. Das Kontrollniveau nach der Zellschwellung
ist um 20 % niedriger als am Anfang des Experiments. Die scheinbare Diffu-
sionskonstante bleibt wihrend des gesamten Experiments konstant und betrigt
D = (0.038 4+ 0.003) - 1072 mm?/s.

Darstellung intrazelluliren Volumens iiber 6 h (’ct-monitoring’)

In Abb. 3.14 (oben) ist ein Langzeitexperiment iiber 6 h dargestellt. Nach einer
Stunde isotoner Kontrolle werden die F98 Gliomzellen einem hypotonen Stress
ausgesetzt. Sie zeigen wie gewohnt eine schnelle Volumenzunahme auf iiber 200
% des Ausgangsvolumens, welche sich nach 30 min auf 165 % einstellt. Darauf
erfolgt die regulatorische Volumenabnahme innerhalb der nichsten 5 h auf einen
Wert von ca. 130 %. Die scheinbare Diffusionskonstante bleibt nahezu konstant
und betrigt D = (0.062 + 0.001) - 10~ mm?/s.
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Abbildung 3.14: Intrazellulires Volumen von F98 Zellen unter hypotonem Stress (oben).
Medienwechsel: isoton(Kontrolle) - hypoton (1 h) - isoton (21 h). ct-Experiment: tp = 31.7
ms, § = 10 ms, b = [15108...24270] s/mm?. Hochzeitaufgeldste Volumenmessung (unten) bei
festem b-Wert b = 15000 s/mm?, zeitliche Auflosung tg = 3.5 s.
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Darstellung intrazelluliren Volumens mit h6échster Zeitauflésung

Um bestmdagliche Zeitauflosung in der Darstellung von Anderungen des intrazel-
luldren Signals zu erreichen, kann man statt eines ct-Experiments jeweils nur ein
Signal bei einer hohen, festen Gradientenstéirke messen. Dabei geht die Informa-
tion der zeitlichen Entwicklung der scheinbaren Diffusionskonstante verloren. Die
zeitliche Auflésung ist nur durch die longitudinale 77-Relaxationszeit auf Wie-
derholzeiten im Sekundenbereich nach unten begrenzt.

Eine Messung mit einer Zeitauflésung von ¢z = 3.5 s ist in Abb. 3.14 (unten) an
F98 Gliomzellen unter hypotonem Stress dargestellt. Die Pfeile markieren jeweils
den Medienwechsel. Wie man sieht, benotigt das neue Medium ca. 5 min Zeit,
um durch die Perfusionsschlduche bis zu den Zellen zu gelangen und die Zellen
schwellen zu lassen. Der Anstieg des intrazelluliren Volumens kann hochstens
mir der Zeitauflosung gemessen werden, mit der das neue Medium die Zellen
perfundieren und damit die Zellschwellung hervorrufen kann. Mit der Perfusions-
geschwindigkeit von 1 ml/min und einem Probenvolumen von 0.5 ml dauert es
also mindestens weitere 30 Sekunden, bis alle Zellen mit neuem Medium durch-
stromt sind. Die Anstiegszeit der zelluldren Schwellung betrigt nach Abb. 3.14
ungefihr 3 min.

3.4.2 Astrocytenschwellung mit Immunsuppressiva

In Zusammenarbeit mit N. Serkova wurde der Einflufl von Immunsuppressiva auf
das Zellvolumen mittels ’ct-monitoring’ untersucht. Ausfiihrlich sind die Ergeb-
nisse bereits in [84,89] diskutiert.

In Abb. 3.15 (oben) ist die Reaktion von priméren Astrocyten auf Cyclospo-
rin A (5 pg/ml) dargestellt. Nach der zweistiindigen Kontrollmessung steigt das
intrazelluldre Volumen sofort nach Zugabe des Immumsuppressivums an und er-
reicht innerhalb einer Stunde ca. 125 % des Kontrollvolumens. Mit dem Wechsel
des Mediums zuriick zu den Kontrollbedingungen nach zweistiindiger Einwirkung
erreicht das intrazelluldre Volumen innerhalb weniger Minuten wieder das Kon-
trollniveau.

Die scheinbare Diffusionskonstante bleibt wihrend der gesamten Messung kon-
stant und betriigt D = (0.051 £ 0.002) - 107> mm?/s.

Die Streuung des intrazelluliren Volumens betrigt ca. £5 % um den Kontroll-
wert. Dies ermoglichte in einem #dhnlichen Experiment nach Gabe des Immun-
suppressivums Rapamycin (5 pg/ml) die Detektion einer statistisch signifikanten
Volumenzunahme auf 104 % des Kontrollvolumens.

Diese Zellschwellungen konnten mit Ursache der beobachteten Nebenwirkungen
dieser Medikamente auf den Menschen sein. Methodisch zeigen die Messungen,
daB mit NMR nichtinvasiv und mit hoher Zeitauflosung und Genauigkeit das
physiologische Verhalten von Zellsystemen untersucht werden kann.
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Abbildung 3.15: Intrazellulire Volumenzunahme von priméren Astrocyten unter Behand-
lung mit Cyclosporin A (2 h) (oben) und apoptotische Schrumpfung von KB Epithelzellen nach
Zugabe von Miltefosin (unten). ct-Experiment: ¢p = 31.7 ms, § = 10 ms, b = [15108...24270]

s/mm?.
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3.4.3 Zellvolumenabnahme wihrend Apoptose

Apoptose ist ein unter physiologischen Bedingungen stattfindender Zelltod, der
durch extra- und intrazelluldre Signale ausgelost wird. Die Apoptose wird durch
genetische Informationen, die in der DNA der Zelle vorliegen, gesteuert. In der
Anfangsphase findet eine Schrumpfung der Zelle statt, an die sich die Fragmentie-
rung der Zelle in kleine Zellkorper (apoptotic bodies’) anschliefit. Diese Korper
werden vom umgebenden Gewebe aufgenommen und verdaut [90].

In Zusammenarbeit mit J. Henke wurde versucht, die Zellschrumpfung wéhrend
der Apoptose an KB-Zellen mittels 'ct-monitoring’ des intrazelluliren Volumens
darzustellen [91,92].

In Abb. 3.15 (unten) ist die Reaktion von KB-Zellen auf Hexadecylphosphocholin
(Miltefosin, 70 uM) gezeigt. Nach einstiindiger Kontrollmessung zeigt sich inner-
halb 30 min eine Volumenverringerung auf 90 % des Kontrollvolumens und eine
im folgenden Zeitverlauf weitere Abnahme bis auf ungefidhr 70 %. Die scheinbare

Diffusionskonstante bleibt wihrend der gesamten Messung konstant und betragt
D = (0.046 4+ 0.002) - 1072 mm?/s.

Die hier mit NMR-Methoden gemessene Volumenabnahme steht in guter Uberein-
stimmung mit der in der Literatur berichteten Zellschrumpfung wihrend Apop-
tose auf 60 % des Ausgangsvolumens [93].

3.4.4 Diskussion

Die Methode der Darstellung intrazelluldren Volumens mit diffusionsgewichte-
ter '"H-NMR wurde in unserer Arbeitsgruppe von T. Niendorf und U. Flogel
entwickelt [82,83,94]. In der vorliegenden Arbeit konnten mit dem AMX 360
NMR-Spektrometer eine hohe zeitliche Auflésung und deutlich reduzierte Signal-
schwankungen von zum Teil weniger als +3 % erreicht werden.

Zusammenfassend wurden bei hypoosmotischem Stress folgende Beobachtungen
gemacht:

e In den ersten fiinf Minuten verdoppelt sich ungefihr das Zellvolumen. Die
Zellschwellung wird in der ersten Phase der aktiven Volumenregulation
('RVD...regulatory volume decrease’) auf ungefihr 160 % des Kontrollvo-
lumens gesenkt. Zellchargen, welche vorher anderer Behandlung ausgesetzt
waren (siehe zum Beispiel Abb. 3.14, unten) oder primire Astrocyten, zei-
gen diese groBe Schwellung auf 200 % nur in geringerem Umfang oder gar
nicht.

e In der zweiten Phase des RVD wird das Zellvolumen erheblich langsamer
riickreguliert und zeigt eine ungefihr zehnprozentige Abnahme des relativen
Volumens von 160 auf 150 % des Kontrollwertes. In der Langzeitmessung
nimmt das Zellvolumen noch weiter ab.



82 KAPITEL 3. DIFFUSIONSGEWICHTETE *H-NMR-MESSUNGEN

e Nach erneutem Wechsel des Mediums zu isotonen Bedingungen ist in den
meisten Fillen die schnelle Volumenregulation (RVI...regulatory volume
increase’) innerhalb der ersten fiinf Minuten zu beobachten. Das sich danach
einstellende Volumen betrigt jedoch nur 80 bis 90 % des Anfangskontroll-
wertes. Interessanterweise wurde der Kontrollwert von 100 % nach weiterem
hypertonem Stress wieder erreicht (s. Abb. 3.13).

Mit optischen Methoden wurde gezeigt, daBl der Wasseraustausch bei osmoti-
schem Stress in der Groflenordnung von 100 ms erfolgt. Wenn dabei Aquaporine
blockiert werden, dndern sich die Permeabilitdten und Austauschzeiten um den
Faktor zwei bis drei [95-97].

Die aktive Volumenregulation der Zelle erfolgt zunichst durch Austausch von an-
organischen Tonen wie Nat, KT, C17, HCOj (schnell verfiighar) und spéter von
organischen Osmolyten, in Gehirn vornehmlich Taurin und myo-Inosit [83, 98].
In [99-101] wurde gezeigt, dafl Kalium- und Chloridkanile bei der Volumenregu-
lation gedffnet werden. Der Chloridkanal scheint dabei nicht nur selektiv fiir die
Chloridionen, sondern fiir viele Zellosmolyte durchgéngig zu sein.

Bei der Aktivierung der Kanéle kénnte auch das Cytoskelett beteiligt sein. Mit
Anderungen des Zellvolumens wurden verinderte Strukturen in den Aktinfila-
menten festgestellt [102]. Eine Hypothese lautet, dafl Proteine die an der Volu-
menregulation beteiligt sind, iiber die Verbindung mit den Filamenten gesteuert
werden. Andererseits konnten die Filamente direkt mit den Kanélen gekoppelt
sein und deren Aktivitét regeln. In [103] wird der Einflul von mechanosensitiven
Membranproteinen beschrieben, die durch Dehnungen der Zellmembran, wie sie
bei jeder Forménderung der Zelle auftreten, ihren Eigenschaften dndern.

Eine Erklarung des erniedrigten Kontrollwertes nach hypotonem Stress ist in der
Literatur noch nicht gegeben. Man koénnte sich jedoch vorstellen, dafl wihrend des
RVD Osmolyte von der Zelle abgegeben werden, die nach Riickkehr zum Kon-
trollmedium fehlen. Dadurch ist die Osmolaritit des als ,jisoton“ deklarierten
Kontrollmediums nunmehr hypertonisch und 143t die Zellen iiber das Kontroll-
niveau hinaus schrumpfen.

Bei diffusionsgewichteten 'H-NMR-Messungen mit hohen Gradienten ist bei der
experimentellen Durchfithrung besonders auf eine stabile Temperierung zu ach-
ten. Schwankungen der Temperatur von wenigen Kelvin fithren zu starken Sig-
nalinderungen bei hohen b-Werten, welche als Zellvolumendnderung fehlinter-
pretiert werden konnten.

Bei den durchgefiihrten Experimenten fillt auf, daf§ die Signalschwankungen in
den Messungen unterschiedlich sind. Experimentell mufite bei dem ’ct-monitoring’
immer ein Kompromif§ zwischen besserer Zeitauflosung und schlechterem Sig-
nal/Rauschverhiltnis auf Grund kiirzerer Wiederholzeiten eingegangen werden.
Verwendet man nur ein Signal bei festem b-Wert, ist zeitliche Auflésung sehr
hoch und die Signalschwankung kleiner als £3%, der Parameter D,;,, kann dann
jedoch zeitlich nicht erfafit werden.
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3.5 Einflull von Hg-Reagenzien
auf die intrazellulire Austauschzeit

Neben den intra- und extrazelluldren Diffusionskonstanten D¢, D, bilden das in-
trazellulare Volumen p, und die intrazellulire Austauschzeit 75 die vier physio-
logischen Parameter des analytischen Modells aus Kapitel 2. Experimentell sind
Anderungen des intrazelluliiren Volumens leicht zu realisieren und im vorangegan-
genen Abschnitt beschrieben. Um die intrazelluldre Austauschzeit zu verédndern,
kann man Quecksilberverbindungen verwenden, welche die Wasserkanile in der
Zellmembran blockieren und damit die Permeabilitit verringern.

3.5.1 Wirkung von pCMBS auf Gliomzellen

Die Wirkung von pCMBS (’p-Chlormercuriobenzosulfonat’) auf die Permeabilitit
der Zellmembran fiir Wasser ist an Erythrocyten eingehend untersucht [56-58].
pCMBS bindet selektiv an SH-Gruppen, bei Hg-empfindlichen Aquaporinen an
Cys189, und blockiert damit die Durchlissigkeit der Wasserporen [66-74]. An Oo-
cyten des Xenopus laevis wurde die Reversibilitéit der Blockade und die Moglich-
keit der Auswaschung der Hg-Verbindung mit S-Mercaptoethanol gezeigt [67,68].
Im Gehirn wurde jedoch gerade der Wasserkanal AQP4 (MIWC) nachgewiesen,
der Hg-unempfindlich ist und nicht mit pCMBS blockiert werden kann [62-65,
104]. Neueste Untersuchungen an Primérkulturen, C6 und F98 Gliomzellen zeig-
ten, dafl sowohl Hg-empfindliche als auch Hg-unempfindliche Aquaporine vorhan-
den sind [105].

In Abb. 3.16 ist die Anderung der Diffusionsabschwiichung unter osmotischem
Stress und Behandlung mit 2 mM pCMBS bei F98 Zellen dargestellt. Der Wechsel
des isotonen Mediums zum hypotonen nach 30 min fiihrt zu einer Zellschwellung
auf ca. 200 % des Kontrollvolumens und wird von der Zelle auf ca. 140 % riick-
reguliert. Nach Zugabe von 2 mM pCMBS zu dem hypotonen Medium (2:00 h)
beginnt das intrazelluldre Volumen nach 15 min rapide anzusteigen und erreicht
nach einstiindiger Wirkung des Hg-Reagenz iiber 450 % des Kontrollvolumens.

In Abb. 3.16 (oben) sind Kontrollmessungen iiber den gesamten b-Wertebereich
gezeigt. Das Signal bei hohen b-Werten &ndert sich von dem Kontrolwert in
isotonem Medium (100 %) auf 160 % in hypotonem Medium und nach einstiindi-
ger pCMBS-Einwirkung auf 450 %. In Abb. 3.16 (unten) ist das intrazelluldre
Volumen als Ergebnis der Auswertung der Messung im b-Wertebereich b6 =
[15108...24270] s/mm? dargestellt (’ct-monitoring’). Die scheinbare Diffusions-
konstante bleibt wihrend der gesamten Messung konstant und betrigt D =
(0.061 £ 0.002) - 10~3 mm?/s.

Nach dreistiindiger Mefizeit mufite die Messung abgebrochen werden, da auf
Grund der starken Volumenzunahme die BMG-Féaden platzten, die Zellen ausge-
spiilt wurden und das detektierbare Signal schlagartig abfiel.
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Abbildung 3.16: Anderung der Diffusionsabschwiichung an F98 Zellen unter hypoosmoti-
schem Stress und Zugabe von pCMBS. ct-Kontrollexperimente bei 0:14 / 1:00 / 3:00 h (oben)
und ’ct-monitoring’ (unten). Medienwechsel: isoton (Kontrolle) - hypoton (0:30 h) - hypoton
+ 2 mM pCMBS (2:00 h) . tp = 31.7 ms, § = 10 ms.
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Abbildung 3.17: Lichtmikroskopische Aufnahmen einer F98 Gliomzelle unter Kontrollbe-
dingungen und nach Behandlung mit 2 mM pCMBS.
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In Abb. 3.17 sind lichtmikroskopische Aufnahmen einer F98 Zelle in normalem
Zustand und nach Behandlung mit 2 mM pCMBS gezeigt. Leichte Zellschwellun-
gen sind schon nach 10 min zusehen, besonders stark verdndert sich die Zellform
ungefihr 30 min nach Zugabe des Hg-Reagenzes. Beginnend mit Ausstiilpungen
an den Dendriten 16st sich die Membran vom Cytoskelett und es bilden sich Was-
sersicke, die je nach Ausbildung die Zelle eher rund oder ausgebeult anschwellen
lassen.

3.5.2 Bestimmung der Austauschzeit
mit dem cg-Experiment

Ziel der Behandlung der F98 Zellen mit Hg-Reagenzien ist der Nachweis einer
moglichen Anderung der Permeabilitiit fiir Wasser durch die Zellmembran. Wenn
die Permeabilitdt durch Blockierung der Aquaporine verringert wird, sollte sich
die Austauschzeit fiir das intrazellulire Wasser erhhen. Mit dem cg-Experiment
kann die intrazelluliare Austauschzeit 7, bestimmt werden.

In Abb. 3.18 ist ein cg-Experiment an F98 Zellen bei kleinen bis groflen Gra-
dientenstérken dargestellt. Die Austauschzeit wird nach Glg. 2.24 mit linearer
Regression ausgewertet und ergibt

G/ mT/m 83 167 250 316
Tintra / S 601+04 | 512404 | 485+03 | 50.6+06
D / 10~°mm?2/s | 0.335 £ 0.002 | 0.098 & 0.001 | 0.046 =+ 0.001 | 0.028 = 0.001

Der jeweils verwendete Bereich ist in Abb. 3.18 eingezeichnet. Zuverléssig ist die
intrazelluldre Austauschzeit wiederum nur bei hohen Gradientenstéirken, d.h. bei
hohen ¢-Werten, zu ermitteln (vgl. Abb. 3.7) und ergibt Tipa = (50.6 £ 0.6) ms.

In Abb. 3.18 (unten) sind dieselben Daten vs. b-Wert aufgetragen, mit linearer
Regression erhélt man die scheinbare Diffusionskonstante D,;,, welche ebenfalls
in obiger Tabelle eingetragen sind.

Beim Vergleich der cg-Daten bei verschiedenen Gradientenstédrken in Abb. 3.18
ist zu beachten, daf} sie nicht mit gleicher Empfingerempfindlichkeit gemessen
sind. Bei hohen Gradientenstirken, d.h. bei hohen b-Werten, ist die absolute
Signalabschwichung im Vergleich zu niedrigen sehr viel stéirker.

3.5.3 Kombiniertes ct/cg-Experiment —
intrazellulires Volumen und Austauschzeit

Um das intrazelluldre Volumen wie auch die intrazelluldre Austauschzeit zeitauf-
geldst darzustellen, wird im Folgenden ein Doppelexperiment, welches abwech-
selnd durchgefiihrt wird, verwendet.
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Abbildung 3.18: cg-Experimente an F98 Zellen bei G = (83,167,250,316) mT/m in der
Auftragung vs. Diffusionszeit (oben) bzw. vs. b-Wert (unten). Tgpeho = 120 ms, § = 10 ms.
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Mit einem wiederholten ct-Experiment 148t sich das intrazelluldre Volumen sowie
die scheinbare, intrazellulire Diffusionskonstante messen (’ct-monitoring’), mit
einem wiederholten cg-Experiment die zeitliche Entwicklung der intrazelluldren
Austauschzeit darstellen. Es wird also jeweils ein ct- und ein cg-Experiment mit
einer Zeitauflssung von 70 s durchgefiihrt (’ct-/cg-monitoring’).

In Abb. 3.19 ist (oben) das Ergebnis des ct-Experiments, das relative intrazel-
lulére Volumen, und (unten) das Ergebnis des cg-Experiments, die intrazellulére
Austauschzeit, gezeigt. Nach 30 Minuten wird zu den F98 Zellen 0.5 mM pCMBS
zugegeben, das Zellvolumen steigt innerhalb einer Stunde nur leicht bis 115 % an.
Nach eineinhalbstiindiger Einwirkung ist ein linearer Anstieg auf iiber 180 % des
Kontrollvolumens zu beobachten. Die zugehorige intrazelluldre Diffusionskonstan-
te steigt von D,pp = (0.054+0.001) der Kontrolle auf D,,, = (0.064+0.002)-10 3
mm?/s unter Hg-Behandlung. Synchron steigt dabei die intrazelluléire Austausch-
zeit von Tigra = (51.9 £+ 1.0) ms auf 70 = (59.0 & 1.1) ms nach zweistiindiger
Einwirkung von pCMBS.

3.5.4 Diskussion

Neben der Blockierung der Hg-empfindlichen Aquaporine zeigt pCMBS noch eine
Reihe weiterer toxischer Wirkungen auf die Zelle [102,106,107]. Die anféngliche,
leichte Zellschwellung nach Behandlung mit pCMBS ist mit einer Erniedrigung
der intrazelluliren K*-Konzentration und einer Aufnahme von Na*t verbunden,
was zu einer Zelldepolarisierung fiihrt. Der Grund liegt in der Hemmung der
Nat K*-ATPase durch die Hg-organische Verbindung.

Langerfristig zerstort pCMBS die F-Aktinfilamente. Bei der anfiinglichen Zell-
schwellung kann das Cytoskelett den osmotischen Kriften noch entgegenwirken,
nach ca. 30 min reiflen die Filamente von der Zellmembran und lassen das in-
trazelluldre Volumen rapide ansteigen. Dabei ist die Wirkung von pCMBS stark
von der Konzentration abhingig.

Brookes et al. [108-110] zeigten eine spezifische Hemmung des Glutamattrans-
portes in Astrocytenkulturen durch HgCl,, welche mit einer intrazelluldren Azi-
difizierung gekoppelt ist.

Die durchgefithrten Experimente konnten in Ubereinstimmung mit den lichtmi-
kroskopischen Aufnahmen die Zunahme des intrazelluldren Volumens zeigen. Da
jedoch methodisch sowohl Anderungen des intrazelluliiren Volumens als auch der
Austauschzeit das diffusionsgewichtete NMR-Signal beeinflussen, miifite das Vo-
lumen konstant gehalten werden, um Anderungen in der Austauschzeit quanti-
fizieren zu konnen. Dazu brduchte man andere Reagenzien, welche ohne diese
breite toxische Wirkung die Aquaporine blockieren und damit die Permeabilitét
erniedrigen konnen.
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Abbildung 3.19: Kombiniertes ’ct-/cg-monitoring’ des intrazelluléren Volumens und der
intrazelluldren Austauschzeit von F98 Zellen unter Einwirkung von pCMBS. Medienwechsel:
isoton (Kontrolle) - isoton mit 0.5 mM pCMBS (0:30 h). ct-Experiment: ¢tp = 31.7 ms, § = 10
ms, b = [15108...24270] s/mm?; cg-Experiment: G = 250 mT/m, § = 8 ms, TEcho = 120 ms,
tp =[42.3...98.3] ms.
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3.6 Diffusionsgewichtete Bildgebung an Ratten
bei verschiedenen Diffusionszeiten

Die an perfundierten Gliomzellen durchgefiihrten Experimente mit diffusions-
gewichteter "H-NMR-Spektroskopie zeigten in Ubereinstimmung mit der theo-
retischen Modellierung, dafl die intrazelluldre Diffusion von Wasser durch die
beschrinkte Diffusion an permeablen Grenzen charakterisiert werden kann. Fiir
das Verstédndnis der Diffusionvorginge wihrend der Ischimie im Gehirn ist es
wichtig, die gewonnenen theoretischen Erkenntnisse und neuen experimentellen
Methoden auf die Situation in Gehirngewebe zu {ibertragen.

Als Modell fiir das menschliche Gehirn werden Diffusionsexperimente an nar-
kotisierten Wistarratten in einem Tiertomographen durchgefiihrt, an dem er-
heblich héhere Magnetfeldgradientenstéirken zur Verfiigung stehen als an einem
Ganzkorpertomographen. Analog zu den Experimenten an Zellkulturen werden
ct-Experimente bei verschiedenen Diffusionszeiten durchgefiihrt. Aus der Zeitab-
héngigkeit der Kurven kann eine mittlere, intrazelluldre Austauschzeit fiir das
Rattenhirn angegeben werden, welche in Kap. 2.3.7 als Parameter in das analy-
tische Modell eingeht.

Fiir die Bildgebung an Wistarratten in vivo wird die UFLARE-Sequenz mit einem
ct-Experiment verwendet (s. Kap. 3.2.3). Bei konstanter Echozeit sind die ct-
Experimente bei gleichen g-Werten, d. h. Gradientenstéirken ausgefiihrt.

In Abb. 3.20 sind die ct-Kurven eines ausgewihlten Voxels im Striatum bei Dif-
fusionszeiten von tp = [14...60] ms dargestellt (32x32 Bildmatrix, Voxelgrofie
1x1x5 mm?). In der Auftragung vs. b-Wert (oben) ist auf Grund der starken
Streuung der Mefiwerte keine Diffusionszeitabhingigkeit zu erkennen. Die schein-
bare Diffusionskonstante (negative Steigung) nimmt mit zunehmendem b-Wert
stark ab. In der Auftragung vs. ¢* (unten) nimmt die Signalkomponente bei hohen
g-Werten mit zunehmender Diffusionszeit ab.

In Analogie zu den theoretischen Modellrechnungen und den zweidimensionalen
ct-Experimenten an Zellen kann aus der Konstanz der Steigungen geschlossen
werden, dafl die intrazelluldre Diffusion in Gewebe beschrinkt ist. Aus dem Sig-
nalabfall der vier Kurven kann nach Glg. 2.24 die intrazelluldre Austauschzeit
mit linearer Regression fiir jedes Voxel bestimmt werden.

Daraus ergibt sich eine Verteilung von Austauschzeiten iiber das gesamte Rat-
tenhirn, welche in Abb. 3.21 als Histogramm dargestellt ist. Die Anpassung der
Verteilung an eine Gauflkurve liefert fiir zwei durchgefiihrte Messungen 7,400 =
(26.5 £ 5.4) ms und Tinera = (24.0 £ 4.5) ms

Zusammenfassend zeigen diese diffusionsgewichteten Bildgebungsexperimente bei
hohen ¢-Werten, dafl auch in Gehirngewebe die intrazelluldre Diffusion mit der
Theorie der beschrankten Diffusion an permeablen Grenzen beschrieben werden
kann. Die mittlere, intrazelluldre Austauschzeit des Rattenhirns kann zu 70 =
(25 4+ 6) ms angegeben werden.
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Abbildung 3.20: ct-Bildgebungsexperiment bei tp = [13.7( O ),27.7(a),41.7(+), 59.7(s)]
ms. Dargestellt sind die Daten eines ausgew&dhlten Voxels aus dem Striatum. Parameter: 32x 32
Bildmatrix, VoxelgréBe 1x1x5 mm?, Mittelungen N = 28, § = 10 ms, Trcho = 80.5 ms.
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Abbildung 3.21: Histogrammverteilung der intrazelluldren Austauschzeiten im Ratten-
hirn mit Anpassung an eine GauBkurve, bestimmt aus einer Serie von diffusionsgewichten ct-
Bildgebungsexperimenten (siehe Text).

Ausblick

Weitere diffusionsgewichtete Experimente an Ratten sind erforderlich, um die
Grundlagen des Diffusionskontrastes im Gehirn besser zu verstehen.

Einerseits konnen systematische Experimente bei kurzen Diffusionszeiten und ho-
hen g-Werten Aufschluf iiber die tatséichliche, intrazelluldre Diffusionskonstante
ergeben. Der Ubergang von der freien zur beschriinkten Diffusion im Intrazel-
luldrraum liegt vermutlich in einem Zeitbereich (tp < 10 ms), der noch mit
NMR-Methoden am lebenden Organismus untersucht werden kann. In solchen
zeitabhéngigen Messungen konnen vielleicht auch die extrazelluldren von den in-
trazelluldaren Anteilen des diffusionsgewichteten Signals getrennt werden.

Andererseits sind die Gewebeeigenschaften im Gehirn stark anisotrop und miissen
experimentell wie theoretisch beriicksichtigt werden. Dies wird bei kleinen b-
Werten mit der Messung eines makroskopischen Diffusionstensors [111-115] er-
reicht.

Eine vollstindige Modellierung der Diffusion von Wasser in gesundem und pa-
thologischen Gehirngewebe muf} nicht nur die physiologischen Vorgéinge bei der
Zellschwellung, sondern auch eventuelle Permeabilititsinderungen, Anderungen
der Perfusion wie auch die morphologische Anisotropie beriicksichtigen.
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