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Kapitel 1

Einleitung

Bahnbrechende Entdeckungen auf dem Gebiet der Kernmagnetresonanz (NMR) durch Bloch
und Purcell [1, 2] und der darauf basierenden Magnetresonanztomographie (MRT) durch Lau-
terbur und Mansfield [3, 4] ermdglichten bedeutende Fortschritte bei der Untersuchung von
biologischen Geweben. Anwendungen in der Bildgebung sind heute fester Bestandteil in der
medizinischen Routine.

Mittels der Magnetresonanztechnik konnen durch Anlegen starker Magnetfelder physikali-
sche Eigenschaften von Protonen zur Bildgebung nutzbar gemacht werden. Wassermolekiile
machen mit etwa 80% des Gesamtgewichts und 90% der Anzahl aller Molekiile den grof3ten
Teil des menschlichen Gehirns aus [5] und sind damit hauptverantwortlich fiir den Erfolg die-
ser Methode.

Bereits in frithen Arbeiten zur NMR wurde der Effekt der Diffusion als Einfluss auf das Mess-
signal beriicksichtigt [6]. Stejskal und Tanner [7] schlugen jedoch erst spiter ein entsprechen-
des Experiment vor. Diese Messungen erdffneten weitere Moglichkeiten in der medizinischen
Bildgebung. Die Darstellung des Diffusionskoeffizienten ist sehr hilfreich bei der Diagnose
von akutem Schlaganfall [8], welcher bei anderen MR-Techniken erst viel spiter bestimmt
werden kann. Da die Wasserdiffusion sehr stark durch die Umgebung der Wassermolekiile be-
einflusst wird, stellt die diffusionsgewichtete Magnetresonanztomographie eine Methode zur
Ergriindung der biologischen Struktur des Gewebes dar [9]. Die Bewegung der Wasserteilchen
findet auf einer mikroskopischen Skala statt, sodass man mit bestimmten Verfahren selbst
kleinste anatomische Einheiten wie Nervenfaserbiindel sichtbar machen kann. Dies gelingt
z.B. mit der sogenannten Diffusionstensorbildgebung (DTT) [10, 11], wobei aus der Messung
der Richtungsabhingigkeit des Diffusionkoeffizienten der Verlauf der Fasern bzw. die Ver-

kniipfung verschiedener Hirnareale bestimmt werden kann [12].
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Ausgehend von der empfindlichen Abhingigkeit der biologischen Umgebung auf die Wasser-
diffusion soll in dieser Arbeit ergriindet werden, ob die extrazelluldre Matrix, welche alle Zel-
len im Gehirn umgibt, ebenso einen charakteristischen Einfluss auf diese ausiibt. Daher wer-
den Experimente an fixierten Gehirnproben durchgefiihrt, welche vom Paul-Flechsig-Institut
fiir Hirnforschung in Leipzig pripariert und zur Verfiigung gestellt wurden. Es werden tem-
peraturabhingige, nicht ortsaufgeloste NMR-Untersuchungen des Diffusionsverhaltens, sowie
der Relaxationsparameter implementiert, um z.B. verschiedene Wasserkompartimente zu cha-
rakterisieren und somit einen genaueren Einblick auf das Wirken der extrazelluldren Matrix
erhalten zu kénnen. Diese wird dabei mittels eines spezifisch wirkenden Enzyms verdaut und
dadurch aus den Gewebeproben entfernt. Um vollstindigere Informationen des Verlaufs der
Diffusionkurven analysieren zu konnen, wird zur Messung ein Eigenbau-Spektrometer der
Universitit Leipzig am Institut fiir Physik und Geowissenschaften verwendet, welches extrem
hohe Magnetfeldgradientenstirken von bis zu 35 T/m erzeugen kann. Damit ist es moglich die
Diffusion bei sehr kurzen Untersuchungszeiten, im Vergleich zu herkdmmlichen in vivo MR-
Scannern, zu studieren und trotzdem eine starke Signaldimpfung zu erzielen um auch sehr

langsame Diffusionskomponenten untersuchen zu konnen.

Zu Beginn dieser Arbeit werden zuerst die physikalischen Grundlagen der Diffusion in Kapi-
tel 2 beschrieben und weiterhin Modelle fiir die Diffusion, bezogen auf komplexere biologi-
sche Systeme, vorgestellt. Danach wird der quantenmechanische Effekt der Kernmagnetreso-
nanz und darauf aufbauend der Einfluss der Relaxationsmechanismen sowie der Diffussion auf
das NMR-Signal in Kapitel 3 vorgestellt. In Kapitel 4 soll ein kurzer Uberblick iiber die Anato-
mie und Morphologie der Zellen und der extrazelluldren Matrix des Gehirns gegeben werden.
Im Anschluss wird in Kapitel 5 der experimentelle Vorgang und die Priparation der Proben
beschrieben. Die Ergebnisse der verschiedenen tierischen und menschlichen Gewebeproben
werden in Kapitel 6 dargestellt und besprochen, wobei der Schwerpunkt der Untersuchungen
auf der Matrix reichen Thalamusregion liegt. Diese werden anschlieBend mit weiteren Proben

aus der weillen Hirnsubstanz sowie aus Knorpelgewebe verglichen.



Kapitel 2

Grundlagen der Diffusion

2.1 Makroskopische Beschreibung

Herrscht in einem System zwischen zwei verschiedenen Orten ein Konzentrationsunterschied
eines Stoffes, so ist es bestrebt diesen auszugleichen. Dieser ohne externe Kraftwirkung ab-
laufende Prozess geht einher mit einem Massentransport und wird als Diffusion bezeichnet
[13]. Auf dieser Grundlage beschreibt das 1. Fick’sche Gesetz [14] einen resultierenden Teil-

chenstrom entlang eines Konzentrationsgradienten.
J=-DVc (2.1)

Hierbei ist J die Teilchenstromdichte, V¢ der Teilchenkonzentrationsgradient und D der Dit-
fusionskoeflizient, welcher die Geschwindigkeit des Transportprozesses bestimmt. In Verbin-
dung mit der Kontinuitdtsgleichung ldsst sich aus (2.1) das 2. Fick’sche Gesetz gewinnen,
welche eine geschlossene Gleichung fiir die zeitliche und rdumliche Verteilung der Teilchen
enthdlt.

0
—c=-VJ =V(DVc) (2.2)
ot
Fiir einen konstanten, skalaren Diffusionskoeffizienten und eine wohlbestimmte, normierte

Anfangsverteilung c(r, t = 0) = (r — ry) am Ort ry erhidlt man hieraus folgende Losung [15].

3
BN Gt 08

1
o= ( VirDi

Dieses Resultat entspricht einer symmetrischen Gauf3’schen Funktion um den Mittelwert ry

mit einer Varianz in jeder Raumdimension von o = 2Dt.
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2.2 Mikroskopischer Ansatz

Ein anderer Ansatz zur Beschreibung der Diffusion beruht auf der thermischen Zufallsbewe-
gung subatomarer Teilchen. Diese wurde erstmals 1828 von Robert Brown entdeckt [16] und
wird daher als Brown’sche Molekularbewegung oder auch als Random Walk bezeichnet. Auf
mikroskopischer Ebene kann die Bewegung eines Partikels als Summation diskreter Schritte
mit einer bestimmten Wahrscheinlichkeit in jede Richtung aufgefasst werden, wobei Schritte
auf orthogonal zueinander liegenden Raumachsen unabhédngig voneinander sind. Entlang ei-
ner Dimension kann die Wahrscheinlichkeit eines Sprungs in positive oder negative Richtung
als binomialverteilt angesehen werden.

Auf der Grundlage dieser mikroskopischen Beschreibung gelang es Albert Einstein eine Re-
lation herzustellen zwischen der zufélligen Bewegung eines einzelnen Teilchens und dem ma-
kroskopischen Ensemble, dargestellt durch die Fick’schen Gesetze. Einstein verbindet dabei
die mittlere quadratische Verschiebung der Brown’schen Molekularbewegung <r2> mit dem
klassischen Fick’schen Diffusionskoeffizienten D [17, 18].

(r’) = 2nDr (2.4)

n ist hierbei die Dimension des Systems und 7 die Diffusionszeit. Wird im mikroskopischen
Bild die Zahl der Zeitschritte groB3, so kann die Binomialverteilung nach dem Grenzwert-
satz durch eine GauBverteilung approximiert werden [19]. Damit zeigt sich trotz verschie-
dener Betrachtungsweisen die Aquivalenz beider Ansiitze, welche die Diffusion mittels einer
Gauly’schen Verteilungsfunktion beschreiben lassen. Nach Fick wird die Diffusion aufgrund
eines Konzentrationsgradienten angetrieben. Im mikroskopischen Bild nach Einstein ist die
Diffusion jedoch eine universelle Eigenschaft einzelner Teilchen. Aber der stochastische Pro-

zess im Ensemble fiihrt wieder auf eine analoge makroskopische Beschreibung.

2.3 Temperaturabhangigkeit

Die Diffusion ist ein thermisch getriebener Prozess. Je hoher die Temperatur, desto groBer ist
die kinetische Energie der Teilchen. Dadurch wird die Diffusion begiinstigt und die zuriick-
gelegte Diffusionsstrecke bei gleichen Zeiten erhoht. Auch dies beriicksichtigte Einstein in

seinem Werk iiber die Brown’sche Molekulartheorie und verkniipfte die Diffusion in Fliissig-
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keiten und Gasen mit der Temperatur und der Stokes’schen Reibung [18].

RT

D=— 2.5
67T7]NARS ( )

Die sogenannte Stokes-Einstein-Beziehung stellt einen linearen Zusammenhang zwischen dem
Diffusionskoeffizienten D und der Temperatur 7" her. Auerdem wird die Diffusion bestimmt
durch die Viskositit i des Systems, sowie die Grof3e der Partikel, welche iiber den sogenannten
Stokes-Radius R definiert wird . Dieser reduziert eine oftmals komplexe Form der Teilchen
auf eine hypthetische Kugel mit gleicher Reibung. N, ist die Avogadro-Zahl und R die ideale
Gaskonstante.

Hiaufig wird jedoch die Temperaturabhingigkeit iiber das Gesetz von Arrhenius beschrieben
[20].

E,
D = Dyexp (—ﬁ) (2.6)

Hier ist Dy der Wert der maximal moglichen Diffusionskonstante bei unendlich hoher Tempe-
ratur und E, ist die molare Aktivierungsenergie. Diese steht bei der Diffusion im Festkorper
und Fliissigkeiten im Zusammenhang mit dem Aufbrechen von schwachen Bindungen um von

einem zum néchsten Gitterplatz diffundieren zu konnen.

2.4 Propagatorformalismus

Eine anisotrope Diffusion tritt aufgrund von geometrischen Hindernissen auf. Dies verursa-
chen eine rdumliche, sowie zeitliche, Abhéngigkeit der Diffusion. Fern von jeglichen Barrie-
ren ldsst sich die Diffusion weiterhin nach Gaul} beschreiben, jedoch nicht nahe eines Hin-
dernisses. Nur im Grenzfall kleiner und groBer Zeiten spielt das rdumliche Verhalten keine
Rolle mehr. Auf kleinen Zeitskalen des Systems, wenn die Diffusionslinge I, = V2Dt klei-
ner als die Abstinde der Barrieren sind, kann die Diffusion als frei betrachtet werden. Auch
fiir geniigend grofle Zeiten + — oo, wenn die Teilchen durch mehrere verschiedene Bereiche
gewandert sind, kann das Diffusionsverhalten wieder nach Gaull beschrieben werden. Hier
beobachtet man eine Verkleinerung des effektiven Diffusionskoeffizienten.

Im mittleren Zeitregime miissen die geometrischen Nebenbedingungen jedoch beriicksich-
tigt werden. In diesem Fall reicht es nicht mehr aus das Verhalten durch eine Konstante zu
beschreiben. Stattdessen fithrt man den Diffusionspropagator P(r,ry,?) ein [13, 21, 22]. Er

bestimmt die Wahrscheinlichkeit, dass sich ein Teilchen vom Startpunkt ry nach der Zeit t im
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Bereich ry + dr bewegt hat. Bei bekanntem Propagator kann aus der Anfangsverteilungvertei-

lung c(ry, 0) die Konzentration zum Zeitpunkt # bestimmt werden.

cr,t) = f c(ry, 0)P(r, 1y, H)dry 2.7

Durch Einsetzen von (2.7) in das 2. Fick’sche Gesetz erkennt man, dass der Diffusionspropa-

gator P(r, ry, t) ebenfalls der Gleichung (2.2) geniigt.
0
a_tP(r’ ro’t) = V(Dvp(r7 o, t)) (28)

Wenn die Anfangsbedingung eines Teilchens durch P(r,ry,0) = o(r — ry) definiert ist, ent-
spricht die Losung des Diffusionspropagators ohne Randbedingungen, analog zu Gleichung
(2.3), einer Gaul3’schen Funktion.

Mit Hilfe bestimmter Diffusionsmessungen, wie z.B. mittels fluoreszierenden oder radioak-
tiven Tracern oder der Echtzeit-lontophorese [23, 24], kann theoretisch der Diffusionspropa-
gator bestimmt werden. Bei diffusionsgewichteten NMR-Experimenten hingegen wird immer
die gesamte Verteilung aller diffundierenden Molekiile bestimmt. Dies entspricht der Mitte-

lung des Diffusionspropagators iiber die Startpositionsverteilung der Teilchen p(ry).
P(r,1) = f p(ro)P(r, vy, 1)dry (2.9)

P(r, ) wird als Ensemble-gemittelter-Propagator bezeichnet und enthilt vollstindige Informa-

tionen iiber das Diffusionsverhalten aller Teilchen [13].

2.5 Beschrankte Diffusion

In biologischen Geweben sind Zellen durch Zellwinde oder Membranen voneinander bzw.
vom Extrazelluldrraum abgegrenzt. Diese stellen fiir diffundierende Teilchen die oben be-
schriebenen Barrieren dar und beeinflussen somit die Diffusion. Der einfachste Fall ist die
Abgrenzung eines Systems durch zwei parallele Platten. Diese behindern die Diffusion nur
in senkrechter Richtung zu den Ebenen. Die zwei parallelen Diffusionsbewegungen bleiben
unbehindert oder frei und konnen analog zu Gleichung (2.3) bestimmt werden.

Das Problem lésst sich daher auf Gleichung (2.8) in einer Dimension mit den folgenden
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Anfangs- und Randbedingungen reduzieren.

0 o>
H_tP(x’ Xo, 1) = D@P(X, X0, 1)

P(x, x9,0) = 6(x — xo) (2.10)

0
—P(x, xp, 1) =0
ox x=0,L

Die Differentialgleichung kann mit der Methode der Variablenseparation P(x,t) = X(x) - T(t)

umgeformt werden.

1d°X 1dT 5
ldx 141 2.11
Xde bpra ¢ 2.11)

Hierbei ist a eine beliebige Konstante. Fiir die Differentialgleichungen beider Seiten konnen

einfache Losungen gefunden werden.

T(f) = exp(—a’Dt) (2.12)
X(x) = Acos(ax) + Bsin(ax) (2.13)

Aus den Randbedingungen in (2.10) sind nun die Konstanten nacheinander zu bestimmen.

ﬁP(x, Xo, 1) =TtaB=0 = B=0

aX x=0

P

TP, x0.1)|  =T(aAsin(@l) =0 = a = = (2.14)
ox x=L L

nnx

P(x, x0,0) = 6(x — xp) = X(x) = iA" cos (T)
n=0

Aufgrund der Periodizitit des Sinus ist die zweite Randbedingung fiir alle ganzzahligen Viel-
fachen n = 0, 1,2,... erfiillt. Aus dem Vergleich mit der Anfangsbedingung zeigt sich, dass
daher die Koeffizienten A,, die Fourierkoeffizienten der Kosinus-Reihe der Dirac’schen Delta-

distribution sind. Diese konnen wie folgt berechnet werden.

A - {% fOL o(x — xp)dx =

1
\ 2.15
2 fOL 6(x — xo) cos (”Z—x) dx = % cos (m) n+0 (2.15)
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Damit resultiert fiir den Diffusionspropagator die Gleichung:

1 2 & 2.2
P(x, xp, 1) = 7 + I Zcos (n—zx)cos (?)exp (—%Dt) (2.16)

n=1

Hieran wird deutlich, dass der Diffusionspropagator sowohl vom Start- als auch vom End-
punkt abhiingt. Der Propagator setzt sich zusammen aus einem exponentiellen Abfall in der
Zeit multipliziert mit einer rdumlichen Funktion, welche die geometrischen Einschrinkungen
des Systems charakterisiert. Fiir geniigend gro3e Zeiten verschwindet jeweils der zweite Fak-
tor und der Propagator wird nur durch einen konstanten Term beschrieben, welcher das inver-
se Volumen des Systems enthélt und damit mit der Dichte korreliert. Die Wahrscheinlichkeit,
dass ein Teilchen von ry nach r diffundiert, ist dann rdumlich und zeitlich unabhéngig. Dies
wird in Abbildung 2.1 verdeutlicht. Wihrend sich bei der freien Diffusion die mittlere Ver-
schiebung nach Gleichung (2.4) verhilt, weicht der Verlauf der beschrinkten Diffusion davon
ab und geht iiber in einen Siattigungswert, welcher mit den Dimensionen der Barrierenabstéin-
de skaliert.

Eine unterschiedliche Geometrie der Barrieren entlang verschiedener Bewegegungsrichtungen
(z.B. parallel und senkrecht) kann auch als anisotrope Diffusion beschrieben werden [25-27].
Dazu wird der Diffusionskoeffizient allgemein als symmetrischer 3 X 3 Tensor dargestellt.
Dies spielt auch fiir die Bildgebung eine entscheidende Rolle. Bei der Diffusionstensorbild-
gebung (DTI) oder dem darauf basierenden Fiber Tracking dient die Berechnung des Tensors

zur Rekonstruktion von Nervenbahnen [12, 28].

2.5.1 Permeable Membranen

Zellmembranen in biologischen Geweben stellen jedoch fiir kleine Molekiile keine uniiber-
windlichen Hiirden dar. Uber bestimmte Transportkanile, z.B. Aquaporine fiir Wasser [29],
wird ein Austausch der Zellen mit dem Extrazelluldrraum ermdoglicht. Dies beeinflusst wie-
derum das Verhalten des Diffusionspropagators. Die Abgrenzung zwischen intra- und extra-
zelluldr fiihrt bei geniigend langsamer Diffusion zu einer Unterteilung der Diffusionskonstante

in zwei Fraktionen, welche bei permeablen Membranen im stindigen Austausch sind [13].
D@) = f(®)-D;+ - f(@)-D. (2.17)

f ist hierbei der intrazellulidre Teilchenanteil. Eine Ableitung des Propagators fiir den be-
stimmten Fall von parallelen, permeablen Ebenen, welche in jeweils gleichen Abstinden /

zueinander stehen, findet man bei J.E. Tanner [30]. Wiederum fiir kurze Diffusionszeiten
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VDot < [ entspricht der Wert der effektiven Diffusion dem freien Diffusionskoeffizienten D).
Mit groBeren Zeiten fillt dieser wie erwartet aufgrund der geometrischen Barrieren, erreicht
jedoch fiir vDyt > [ einen Siattigungswert [30, 31], der von der Permeabilitit der Membranen
abhéngig ist (vgl. Abb. 2.1).

1 1 1

D DO kl ( )
Hierbei ist / der Abstand zwischen den Ebenen und « die Permeabilitit mit der Dimension
einer Geschwindigkeit, z.B. mm/s. Geht k — oo, entspricht dies wieder dem Fall der freien
Diffusion und fiir « — 0 wird D — 0, was den Fall der vollstindig beschriankten Diffusion
widerspiegelt.

Molecular
crowding

—&— free

—o6— hindered

—<— permeable membrane
—>— restricted

A X

V2t

Abbildung 2.1: Links Wurzel der mittleren quadratischen Wegstrecke Ax fiir die freie bzw.
gehinderte und die beschriankte Diffusion. Die beschrinkte Diffusion zeigt dabei eine deutli-
che Abweichung zur +/z-Abhingigkeit. Rechts Schematische Darstellung der Mechanismen,
die zur gehinderten (Makromolekiile, Tortuositit, permeable Membranen) und beschrinkten
(Zellwidnde) Diffusion in Gewebe beitragen. Aus Le Bihan et al. 2012 [9].

2.6 Gehinderte Diffusion

Neben geometrischen Barrieren haben ebenfalls vorkommende Makromolekiile einen grof3en
Einfluss auf die Diffusion in biologischen Systemen. Diese bewirken z.B. eine verinderte
Viskositidt oder stellen weitere Hindernisse fiir kleinere Teilchen wie Wassermolekiile dar.

Durch Variation der Diffusionszeiten kann der Effekt der beschrinkten Diffusion, wie bereits
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erwihnt, bestimmt werden. Dennoch weicht der gemessene Diffusionskoeffizient von Wasser
im Gewebe um einen Faktor von ca. 2 bis 5 ab [32]. Die Erklidrung dafiir beschreibt die soge-
nannte gehinderte Diffusion [23], welche von der beschrinkten zu unterscheiden ist. Bei der
gehinderten Diffusion kann das Diffusionsverhalten analog der freien Diffusion beschrieben
werden (vgl. Abbildung 2.1). Durch die vorkommenden Makromolekiile, wie Proteine, wird
der Diffusionskoeflizient zwar reduziert, jedoch die Bewegung der Teilchen rdaumlich nicht
eingeschrinkt. Die freie Fick’sche Diffusionsgleichung (2.2) bleibt somit giiltig mit lediglich
einer veridnderten Diffusionskonstante D, welche durch folgende Gleichung definiert ist [24].

/Dy
D" A (2.19)

Dabei ist Dy der freie, ungehinderte Diffusionskoeffizient und A wird oft als Tortuositétsfak-
tor bezeichnet, stellt aber die Reduktion der freien Diffusion durch sidmtliche zeitunabhéngige
Effekte dar. D wird dadurch hiufig als effektiver oder apparenter Diffusionskoeffizient be-

zeichnet.

2.6.1 Tortuositat

Die Tortuositét beriicksichtigt die Verldangerung des Diffusionsweges aufgrund von Hindernis-
sen im Medium. Diese stellen sowohl die Zellen an sich als auch Makromolekiile, wie Protei-
ne des intrazellulidren Cytoskeletts oder der extrazelluldren Matrix, dar. Eine Verldngerung des
Diffusionsweges fiihrt bei gleicher Zeit zu einer verminderten quadratischen Verschiebung und
damit nach Gleichung (2.4) zu einem reduzierten Diffusionskoeffizienten. Nach Wang wird die

effektive Diffusion fiir kugel- und ellipsoidférmige Proteinhindernisse durch
D = Dy(1 — a¢) (2.20)

[33] beschrieben. ¢ ist der Volumenanteil an Proteinen in der Losung und « ein geometrischer
Faktor. Fiir Kugeln ist dieser mit @ = 1.5 gegeben und variiert je nach Form und Ausrichtung

der betrachteten Proteinform.

2.6.2 Hydratation

Neben den mechanischen Proteinhindernissen sind elektrostatische Wechselwirkungen mit
diesen von Bedeutung. Da Wassermolekiile polare Atombindungen haben, konnen sie mit

hydrophilen Komponenten der Proteine Wasserstoffbriickenbindungen eingehen, sodass diese
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KAPITEL 2 GRUNDLAGEN DER DIFFUSION

Intracellular
2 compartment

Extracellular
compartment

Cell membrane

Cell membrane Fast’ Slow®

Diffusion Diffusion

Abbildung 2.2: Links Schematische Darstellung der gebundener Wassermolekiile an freie
Proteine und der Zellmembran. Rechts Hydratationseffekt fiihrt zur Kompartimentierung ver-
schiedener Diffusionsregime. Grafik aus Le Bihan 2007 [5].

eine Hydrathiille ausbilden. Dieser Effekt ist in Abbildung 2.2 schematisch dargestellt. Analog
der Tortuositit ldsst sich ein effektiver Diffusionskoeffizient mittels geometrischer Uberlegung
nach Wang aus dem Verhiltnis der Konzentrationen des gebundenen Wassers ¢, zur Gesamt-

konzentration bestimmen [33].

D= Do(l S ) 2.21)
Co + Cp

Einen exakteren Ansatz liefert die sogenannte Zell-Methode nach Jonsson [34]. Diese be-

schreibt die Proteine als hochgeladene Partikel. Daraus resultiert unter Beriicksichtigung der

Hindernisse und der elektrostatischen Wechselwirkungen mit diesen ein effektiver Diffusions-

koeffizient von:

Dy 1 -p¢ coDo — Dy,

mit g =

D = =
coDg + 0.5ChDh

Bl 1_(1_2_1;)¢.1+0.5,8¢

(2.22)

Hier wird zusitzlich der Diffusionskoeffizient von Wasser in Hydratschichten D), und der Vo-

lumenanteil, der von Proteinen eingenommen wird, berticksichtigt, womit beide Gleichungen
(2.20) und (2.21) verkniipft werden.

2.7 Diffusion durch pordse Medien

Die Beschreibung der Diffusion im extrazelluldren Raum von Gewebe kann in enger Verbin-
dung mit der Diffusion durch pordse Materialien betrachtet werden [35]. Diese stellen bereits

gut untersuchte Systeme dar. Fiir lange Beobachtungszeiten [36] kann der zeitabhéngige Dif-
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KAPITEL 2 GRUNDLAGEN DER DIFFUSION

fusionskoeffizient wie folgt empirisch angepasst werden.

DO_1 B B B
D—O—/l2+\/;+t+\/;3+...

Der erste Term spiegelt hierbei die gehinderte Diffusion wider und beschreibt damit die Ei-

(2.23)

genschaften der Tortuositét des Porenraumes, die Viskositit, die Permeabilitit der Membranen
und Hydratationseffekte. Die Konstanten S; beschreiben die beschrinkenden Randbedingun-
gen der mikroskopischen Strukur. Im Kurzzeit-Diffusionsregime fiir por6se Materialien wurde
ebenfalls eine Zeitabhiingigkeit der Diffusion mit 7 festgestellt. [22, 35, 36].

D(t) 4 S

—— =1 - ——=— /Dyt + O(Dyt 2.24

Dy 9VrV 0 (Do) (2.24)

Wie schnell der Koeffizient kleiner wird, hingt hierbei nur vom Oberflichen-Volumen-Verhéltnis

S /V ab, welches zwischen den Zellen stark variieren kann.

Alle Modelle zur beschrinkten und gehinderten Diffusion der Teilchen spielen eine Rolle
in biologischen Geweben und kdnnen nicht einzeln betrachtet werden. Im NMR-Experiment
wird stets ein Gesamteffekt auf ein gewisses Volumen gemessen. Aufgrund der Vielzahl an
unbestimmten Parametern ist es nicht moglich die einzelnen Effekte separat fiir die quanti-
tative Bestimmung des Einflusses der extrazelluldren Matrix zu ermitteln. Diese macht nur
einen minimalen Anteil aus im Vergleich zur Gesamtkonzentration aller Makromolekiile im
Gehirn. Die Modelle dienen daher nur zur Darstellung méglicher Einfliisse auf das komplexe

Diffusionsverhalten und durch welche Faktoren diese beeinflusst werden.
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Kapitel 3

Magnetresonanz

Die Entdeckung des Spins in den 1920er Jahren eroffnete ein neues grofes Untersuchungs-
feld in der Physik. Der Spin ist dabei eine gequantelte, nichtklassisch erklédrbare, intrinsische
Eigenschaft von Teilchen, wie Elektronen oder Nukleonen. Die Wechselwirkung der Spins
mit einem duBeren Magnetfeld fiihrt auf das Gebiet der Magnetresonanz. Die Kernmagne-
tresonanz (engl. nuclear magnetic resonance, NMR) wurde unabhéngig voneinander durch
die Gruppen um Felix Bloch und Edward Mills Purcell im Jahre 1946 entdeckt [1, 2], wo-
fiir beide den Physik-Nobelpreis erhielten. Die NMR stellt heutzutage eines der wichtigsten
physikalischen Hilfsmittel zur chemischen Strukturanalyse dar [37]. Auf der Grundlage der
magnetischen Anregung der Kernspins basiert ebenso die fiir die Medizin immens wichtige
Methode der Bildgebung, die Magnetresonanztomographie (MRT) [3, 4], welche anatomische
sowie auch funktionelle Informationen liefern kann und im Gegensatz zu anderen Methoden,

wie CT oder PET, ein nichtinvasives Verfahren darstellt.

3.1 Grundlagen der NMR

Im Folgenden sollen die wichtigsten quantenmechanischen Grundgleichungen des Kernspins
und der Magnetresonanz abgeleitet werden [37, 38]. Die Betrachtung bezieht sich dabei auf
den Kernspin von Wasserstoff, da dieser vor allem beim MRT der hiufigste untersuchte Kern
ist, aufgrund seines Vorkommens in biologischem Gewebe, seiner natiirlichen Haufigkeit und

seines groflen gyromagnetischen Verhiltnisses.

3.1.1 Kernspin und Quantenzustande

Der Kernspin ist eine vektorielle, quantenmechanische Grofle und wird somit iiber einen Ope-

rator I beschrieben. Ist |m) ein orthonormierter Eigenzustand des Kerndrehimpulsoperators,
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KAPITEL 3 MAGNETRESONANZ

so konnen die Eigenwerte bestimmt werden,

Plm) = I(I + Vi |m) (3.1)
L.|m) = mh |m) (3.2)
wobei [ = 0, %, 1,... die Kernspinquantenzahl und m = —I,—I + 1,..., +I die magnetische

Quantenzahl darstellen. Ein allgemeiner Quantenzustand kann als normierte Superposition der

Eigenfunktionen beschrieben werden.

Y = > anlm) (3.3)
Wy = D (mim'y = " la,l? = 1 (3.4)

|la,,* entspricht hier der Wahrscheinlichkeit, dass sich das System im Quantenzustand |m) be-
findet. Der Erwartungswert des Spins entlang einer Achse kann demnach wie folgt ausge-

driickt werden.

(L) = WILIW) = " i (miLim')
= " lanl® mh (mim')
= Z il (3.5)
Da der Wasserstoffkern nur aus einem Proton besteht, hat dieser einen Kernspin / = % Damit

muss das System durch einen zweidimensionalen Hilbertraum beschrieben werden und die

Spinoperatoren konnen iiber die Pauli-Matrizen ausgedriickt werden.

(0 1 n(0 —i a1 0
I =~ I, == == 3.6

Zu den Pauli-Matrizen lassen sich genau 2 Eigenzusténde |m) finden, welche die beiden Quan-

tenzahlen m = i% bzw. die Spinausrichtungen parallel oder antiparallel beschreiben.

() w0 13-
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KAPITEL 3 MAGNETRESONANZ

Mit den Gleichungen (3.7) kann ein allgmeiner Zustand als Superposition nach (3.3) darge-

1 a,
_§> _ (a) (3.8)

stellt werden.

W) =a, +%> +a._

3.1.2 Kernmagnetismus

Der quantenmechanische Kernspin I der Teilchen steht in Relation zum aus der klassischen
Elektrodynamik bekannten magnetischen Moment u. Diese beiden Groflen werden durch das

atomspezifische gyromagnetische Verhiltnis verkniipft.

=9I (3.9)

Die energetische Kopplung der Wechselwirkung des magnetische Kernmoments g mit einem
statischen Magnetfeld B, wird tiber den Hamilton-Operator mit Hilfe der Pauli-Matrizen (3.6)
wie folgt dargestellt.

H=—pu-B=—yBl +B,l,+B.L)

~ yh[ B, Bx—iBy]

3.10
2 \B,+iB, -B. (-10)

Die allgemeine Losung der Schrédingergleichung iy = Hys kann durch den Zeitevolutions-

operator U(t) ausgedriickt werden.

i

Ht
[y (1)) = exp (7) 14 (0)) = UMy (0)) (3.11)
In Matrixschreibweise ergibt sich die zu 16sende Schrodingergleichung zu:
pd|a| o 2| B BemiBy)fa. (3.12)
ot \a_ 2 (B,+iB, -B. Jla
Fiir ein homogenes Magnetfeld entlang der z-Achse By = (0, 0, By) kann der Eigenwert des

Hamilton-Operators E = —mfiyB, bestimmt werden, woraus eine Energiedifferenz der zwei

Zustande resultiert, welche die sogenannte Larmor-Frequenz definiert und als Grundgleichung
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KAPITEL 3 MAGNETRESONANZ

der NMR gilt.

AE
wo = 7 = ‘)/BO (313)

Die Losung der Schrodingergleichung fiihrt dann auf:
iwopt
a| _ la,|exp (+T°t) (3.14)
a la_| exp (—“"70)
Das Ergebnis entspricht einer Rotation der Spins um die z-Achse mit der Frequenz wy. Dies
wird dadurch deutlich, dass die zeitliche Phase dem Zeitevolutionsoperator in Gleichung (3.11)

entspricht, welcher mit dem Drehmatrixoperator R, = exp (i¢/,/h) iibereinstimmt, wobei ¢ der

Drehwinkel ist.

3.1.3 Gleichgewichtsmagnetisierung

Fiir eine groe Anzahl an Spins addiert sich jedes mikroskopische Kernmoment zu einem
makroskopischen Moment bzw. Magnetisierung M = )’ u;. Daher ist die Wahrscheinlichkeit,
welcher Spinzustand angenommen wird, fiir das Ensemble von groer Bedeutung. Diese kann

im thermischen Gleichgewicht nach der Boltzmann-Statistik beschrieben werden [38].

fiwg
exp (i ﬁ)

WP = (3.15)
exp (+§ki;) + exp (—%)
1{. hyB
~ (1 + 27kT°) fir fiwo = fyBy < 2kT (3.16)

Die Magnetisierung entlang der z-Achse ist proportional zum Mittelwert der Spins in dieser

Richtung. Nach Gleichung (3.5) kann dieser berechnet werden.

(I) = S(W—W)

- n*yBy
-~ 4kT

(3.17)

Hierbei entspricht (|a+|2 - |a_|2) dem relativen Besetzungszahlunterschied, welcher nur vom

duBeren Magnetfeld und der Temperatur abhingt und direkt mit der Signalintensitit im NMR-
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KAPITEL 3 MAGNETRESONANZ

Experiment korreliert. Analog kann der Erwartungswert fiir /, und I, berechnet werden.

d1y = ;(aja_ +a,a’) (3.18)
1,y = _Tlh (ata- - a.a”) (3.19)

Mit den bisherigen Resultaten kann der Dichteoperator mit p,,,» = a,a;, bestimmt werden.
Dieser beschreibt das gesamte Spinensemble und enthilt alle Wahrscheinlichkeiten iiber die

moglichen Zustédnde des Systems.

(3.20)

(I.—il,) 2«1

[ S+l (L~ i@)
Die Diagonalelemente des Dichteoperators p bestimmen dabei wieder die Besetzungsverhélt-
nisse der beiden Energieniveaus. Die Nichtdiagonalelemente enthalten Informationen iiber die
Phasenkohirenz der beiden Zustiinde. Analog zur Schrodingergleichung ist die Grundformel

des Dichteoperators die Liouville-Gleichung.

., 0p
h— = [H, 3.21
ih— = H.p] (3.21)

Die zeitabhingige Losung der Liouville-Gleichung kann wiederum mit Hilfe des Zeitentwick-

lungsoperators bestimmt werden.

p(1) = UpO)U™ (1) (3.22)

3.1.4 HF-Anregung

Als Beispiel der Anwendung des Dichteoperators wird die Anregung der Spins durch ein
zusitzliches transversales, radiofrequentes Wechselfeld By = 2B; cos(wt) demonstriert. Das
linear eingestrahlte Magnetfeld kann in zwei gegenseitig rotierende Felder aufgesplittet wer-
den, wobei nur das sich mit der Magnetisierung drehende Feld auf diese wirkt. Man erhilt

entsprechend Gleichung (3.10) den folgenden Hamilton-Operator.

H = —wyl, — w (I, cos wt + I, sin wt)

h —iwt
:——(“’0 wie ) (3.23)

2 W) elwt —wy
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KAPITEL 3 MAGNETRESONANZ

Dieser Hamiltonian kann durch einen Wechsel in ein mit der Frequenz w rotierendes Koordi-

natensystem vereinfacht werden.

H.y = _((UO - (U)Iz —wil,

_ e o (3.24)
2 w  w-w '

Wird die eingestrahlte Frequenz gerade in Resonanz gewihlt, also w = wy, so ist der Zeitent-

wicklungsoperator wieder ein Drehoperator, nur um die x-Achse.

cos(wt/2) —i sin(w1t1/2)] (3.25)

—isin(wt;/2) cos(wit/2)

U(tp) = exp(—igl,/h) = (

Der Gleichgewichtszustand der Magnetisierung kann entlang der statischen Feldachse ange-
nommen werden. Es existiert nur eine longitudinale Magnetisierung (). Die transversalen

Anteile (1,) und <Iy> sind Null. Der Dichteoperator (3.20) ist somit definiert nach:

-
p(())z[”az> 0 ) (3.26)

Nach dem Einwirken eines Hochfrequenz-Pulses der Zeitdauer 7, sodass gilt w7, = 7, kann

der Endzustand nach Gleichung (3.22) berechnet werden.

i@]

_im g

IS

p(ty,) = ( (3.27)
Dieser sogenannte 90°-Puls lenkt die urspriinglich longitudinale Magnetisierung in die trans-
versale Ebene. Das eingestrahlte Wechselfeld verursacht eine Gleichbesetzung der Energie-
niveaus. Es resultiert eine phasenkohidrente Magnetisierung entlang der y-Richtung, welche
dem Gleichgewichtswert entspricht. Diese Quermagnetisierung rotiert nun wieder mit der Lar-
morfrequenz nach Gleichung (3.13) in der transversalen Ebene des Laborkoordinatensystems,
was auch aus einer klassischen Betrachtung abgleitet werden kann. Diese beschreibt, dass
eine nicht-parallele Magnetisierung in einem Magnetfeld ein Drehmoment spiirt, welches in

Verbindung mit Gleichung (3.9) proportional zur zeitlichen Ableitung der Magnetisierung ist.

dM
d_t = ’}/M X By (3.28)
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Diese Gleichung beschreibt eine Prizessionsbewegung der Magnetisierung, welche in einer
Messspule eine Spannung induziert und somit bestimmt werden kann. Das oszillierende Signal

wird als Free Induction Decay (FID) bezeichnet.

3.2 Relaxation

Wie im Kapitel vorher beschrieben, verursacht ein statisches Magnetfeld im Gleichgewichts-
zustand eine parallel zur Feldachse ausgerichtete Magnetisierung. Durch Anregung tiber ein
weiteres magnetisches Hochfrequenz-Feld kann diese aus ihrer urspriinglichen Lage ausge-
lenkt werden. Ohne jegliche Wechselwirkung wiirde nun der Magnetisierungvektor unaufhor-
lich um die statische Feldachse mit der Larmorfrequenz prézidieren. Jedoch wird beobach-
tet, dass das Signal, welches durch die transversale Spinkomponente verursacht wird, schnell
abfillt. Das System ist bestrebt in den Gleichgewichtszustand zuriickzukehren. Die beiden

hauptsichlichen Relaxationsmechanismen sollen im folgenden kurz erldutert werden.

3.2.1 Spin-Gitter-Relaxation

Die Spin-Gitter-Relaxation oder longitudinale Relaxation beschreibt den Wiederaufbau der
Gleichgewichtsmagnetisierung M.. Dies geschieht in der klassischen Beschreibung mit einer
charakteristischen Zeitkonstante 7'; und kann damit nach Gleichung (3.29) ausgedriickt wer-

den.

oM. My — M,
o T

(3.29)

Die Spin-Gitter-Relaxation wird durch die Wechselwirkung der Spins mit der thermischen

Umgebung verursacht und geht somit mit einem Energieverlust einher.

3.2.2 Spin-Spin-Relaxation

Man konnte denken, dass der Abfall der transversalen Komponente M,,, welche im FID be-
stimmt wird, mit der longitudinalen Relaxation einhergeht. Dies ist jedoch nicht der Fall. Auf-
grund der Wechselwirkung der Spins untereinander geraten die rotierenden Spins auller Phase.
Die Phasenkohirenz verschwindet, ohne dass sich die z-Magnetisierung aufgebaut hat. Daher
wird dieser Mechanismus Spin-Spin- bzw. transversale Relaxation genannt. Diese findet bei

Protonen mit einer kiirzeren Zeitkonstante 7, < T statt [37] und kann phdnomenologisch wie
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folgt ausgedriickt werden.

M, M,
ot B T,

(3.30)

Die Spin-Spin-Relaxation fiihrt zu einer irreversiblen Phasenénderung der Spins. Im realen
FID-Signal wird der Abfall jedoch noch schneller beobachtet. Dieser Effekt kann durch kleins-
te raumliche Magnetfeldinhomogenititen AB erklirt werden, die die Spins dephasieren. Hier-

fiir wird die Zeitkonstante mit 77 bezeichnet.

1
— = — +YAB 3.31
=17 (3.31)
Im Gegensatz zur tatsdchlichen Spin-Spin-Relaxation kann die Phasenverschiebung durch den
Einfluss der Inhomogenititen z.B. mittels einer Umkehr der Spinrotationsrichtung riickgidngig

gemacht werden.

3.3 Diffusionsgewichtete NMR

Die Kernmagnetresonanz bietet hochsensitive Moglichkeiten die mikroskopische Bewegung
von Teilchen zu studieren [11, 39]. Der gro3e Vorteil der NMR ist, dass es sich um ein nichtin-
vasives Verfahren handelt. Die Grundlage der Methode beruht auf dem Einsatz von zusitzli-
chen Magnetfeldgradienten. Damit konnen die Phasen der Spins aus unterschiedlichen Regio-
nen gezielt veridndert werden im Gegensatz zu den im vorigen Kapitel erwihnten unerwiinsch-
ten Inhomogenitéten. Die Phasenentwicklung ¢ eines Spins am Ort z ist bei einem bekannten

Gradienten g, der in der Zeit 6 wirkt, genau bestimmt.

b=y f: g(H)z()dt (3.32)

Diese Art der gezielten Phasenmanipulierung wird auch als Spin Labeling bezeichnet, da je-
der Phase ein bestimmter Ort zugeordnet werden kann. Dies bildet somit die Grundlage der
MR-Bildgebung. Wiirde man aber mittels eines 180°-Pulses die Spinrotationsrichtung um-
kehren und den gleichen Gradienten noch einmal anschalten, so sollte die Wirkung wie oben
beschrieben riickgéngig gemacht werden. Bewegt sich jedoch ein Teilchen nach dem Schalten
des ersten Gradienten aufgrund der Eigendiffusion, so resultiert stets eine Phasenénderung.

Bei sehr kurzen, konstanten Gradienten, bei denen die Bewegung wihrend diesen vernachlés-
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sigbar ist, erhilt man:
A¢p = ygoAz (3.33)

Damit ist die Verschiebung im Ort durch die Diffusion direkt proportional zur Phasenédnde-
rung. Das heift, je stiarker die Bewegung der Teilchen, desto geringer wird die Phasenkohi-
renz, was wiederum einen Verlust der transversalen Magnetisierung und damit der Signal-
stiarke bedeutet. Beschrieben werden kann das gesamte diffundierende Spinsystem mittels des
Ensemble-gemittelten Diffusionpropagators P(z, A) nach Gleichung (2.9). Bei der diffusions-
gewichteten NMR wird hiufig die Signalabschwichung M/M, betrachtet, welche die Signal-
intensitidten mit und ohne Gradienten beschreibt. Der Propagator steht nun in unmittelbarer
Relation mit der Phaseninderung des Systems und somit zum Signalabfall und kann iiber eine

Fourier-Beziehung ausgedriickt werden [13].

M - .
° - f P(z, A) exp (iygoz) dz (3.34)
0 —oo

Fiir ein einfaches Beispiel der freien Diffusion ist der Ensemble-gemittelte Propagator iiber

eine GauBverteilung P(z, A) = \Miﬁ exp (ﬁ) definiert. Eine einfache Integration von Glei-

chung (3.34) liefert das folgende Ergebnis.

m L —Dy*g*6*A (3.35)
M,

Die Signalabschwichung ist damit proportional zum Quadrat der Gradienten und der Gra-
dientenwirkzeit und ist linear proportional zur Diffusionszeit. Diese Gleichung bleibt jedoch
nur giiltig bei sehr kurzen Gradienten. Findet Diffusion auch wihrend der Gradienten statt, so
bedarf es der exakten Losung der Bloch-Torrey-Gleichung [40], welche die Bloch-Gleichung
um eine Diffusionskomponente ergéinzt.

2M(r, 1) = |—iy(By + yrg(t)) — i + DV2) M(r, 1) (3.36)
ot T,

Da der Phasenfaktor und die transversale Relaxation fiir die Diffusion keine Rolle spielen
und auch ohne Gradienten vorhanden sind, konnen diese separiert und in einem Faktor M,
zusammengefasst werden. Man erhilt die Losung fiir die transversale Magnetisierung (siehe
Anhang A)

M(t) = Myexp (—Db) (3.37)
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wobei der sogenannte b-Wert, welcher die Dampfungsstidrke bestimmt, nach
2

b=v* f ( f g(t”)dt”) dr’ (3.38)
0 0

definiert ist. Fiir ein einzelnes ideales Spinsystem wird das Signal damit exponentiell ge-
schwicht. Im Folgenden werden die zwei grundlegendsten Sequenzen zur Untersuchung der

Diffusion vorgestellt.

90° 180°

- )
RF‘ _ Al A

VvV V

A

Gz

Abbildung 3.1: Carr-Purcell-Sequenz. Es wird ein Spin-Echo mittels eines 90° und 180°-
Pulses im Abstand 7 erzeugt und zusitzlich ein konstanter Gradient angelegt.

3.3.1 Carr-Purcell-Sequenz

Die einfachste Methode stellt ein normales Spinecho mit einem konstanten Gradienten dar, der
die gesamte Zeit iiber wirkt, wie es in Abbildung 3.1 schematisch dargestellt ist. Das Vorhan-
densein eines Hintergrundgradienten wurde schon in der historischen Arbeit von Erwin Hahn
zum Spin-Echo [6] beriicksichtigt, wenn auch nicht in Bezug auf die Messung der Diffusion.
Um das Signal zum Zeitpunkt des Spinechos 27 zu bestimmen, muss der b-Wert berechnet
werden. Fiir einen konstanten Magnetfeldgradienten entlang der By-Feldrichtung ergibt die
Integration von Gleichung (3.38) jeweils vor und nach dem 180°-Puls yzgzé Aufgrund der
Spinumkehr werden diese Terme addiert und es resultiert fiir die Signalabschwichung zum

Echozeitpunkt:

In M@2t)  -Dy’q*- 2ty
M, 12

(3.39)

Das Ergebnis stimmt mit der Substitution fiir die Gradientenzeit 6 = 27 und der Diffusionszeit
A = 27/12 mit Gleichung (3.35) iiberein.
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3.3.2 Stejskal-Tanner-Sequenz

Eine zweite Moglichkeit stammt von den Physikern Stejskal und Tanner, nach denen die Se-
quenz benannt ist [7]. Diese folgt der zuerst verwendeten Methode mit kurzen, gepulsten Gra-
dienten, jedoch unter Beriicksichtigung der Diffusion wéhrend der Gradienten. Das Pulssche-
ma ist in Abbildung 3.2 gezeigt. Auch hierbei wird ein normales Spin-Echo erzeugt. Vor und
nach dem 180°-Puls wird nun ein Gradient ¢ fiir die Zeit ¢ angelegt. Dabei ist die Zeit zwi-

schen den beiden Gradienten A die effektive Diffusionszeit.

90° 180°
< T o P T \/\
| | ]
RE VARY
<% B
A
Gz - >

Abbildung 3.2: Stejskal-Tanner-Sequenz mit unipolar geschalteten Magnetfeldgradienten der
Dauer 6. Der Abstand der Gradienten ist mit der Zeit A bezeichnet.

Die gesamte Herleitung des b-Wertes wird im Anhang A durchgefiihrt. Die Rechnung liefert
als Ergebnis fiir die Signalschwichung:

MCD _ _prgsia-e3) (3.40)
M,

In

Man erkennt im Vergleich mit Gleichung (3.35), dass die Diffusionszeit A um einen zusitz-
lichen Term korrigiert wird. Die gleiche Methode ldsst sich auch mit bipolaren Gradienten
erzeugen. Dabei ist kein 180°-Puls vonndten. Die Phasendnderung des ersten Gradienten wird
einfach durch einen zweiten in entgegengesetzter Richtung wirkenden Gradienten refokus-
siert.

Mit Gleichung 3.40 kann so der Diffusionskoeffizient bestimmt. Wie bereits beschrieben, ist
dieser in biologischen Geweben kleiner als in Bulk-Wasser aufgrund der gehinderten und be-
schrinkten Diffusion. In der Literatur wird der gemessene Wert daher hiufig als sogenannter

scheinbarer (apparenter) Diffusionskoeffizient D,,, bezeichnet [41].

3.4 Heterogene Medien

In heterogenen Medien, wie es in biologischen Geweben der Fall ist, wird hédufig eine Abwei-

chung vom monoexponentiellen Verhalten nach Gleichung 3.37 beobachtet [42, 43].
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KAPITEL 3 MAGNETRESONANZ

3.4.1 Beschrankte Diffusion

Wie in Kaptitel 2.5 gezeigt wurde, fithren geometrische Barrieren zu einer Zeitabhéingigkeit im
Diffusionsverlauf. Der Propagator fiir die Diffusion zwischen zwei parallelen Platten im Ab-
stand L wurde in Gleichung (2.16) bestimmt. Damit kann der dadurch rezudierte scheinbare
Diffusionskoeflizient D,,, aus der Schwichungen des Signals fiir eine bestimmte Diffusions-
zeit A berechnet werden [44, 45].

_ 1 1 — cos(ygdL) —(=1y cos(ygéL) 5o A
Dup = =3 In\2—C oy +4090L)" Z (goLy — Gy ( fm°D L)

(3.41)

Die beschrinkte Diffusion fiihrt auBerdem zu einem nicht monoexponentiellen Verlauf des

Signals.

3.4.2 Mehrkomponentensystem

Auch das Vorhandensein mehrerer verschieden diffundierender Kompartimente kann zu ei-
nem nicht monoexponentiellen Abfall des Signals fithren. Dabei kann die transversale Ma-
gnetisierung als Superposition der einzelnen Fraktionen f; mit einem Diffusionskoeffizienten

D; angesehen werden.
M = M, Z fre ™D (3.42)
i=1

Zusitzlich fiihrt auch ein Austausch der Komponenten zu einem abweichenden Ergebnis, falls
diese in Wechselwirkung stehen. Berticksichtigt man den Spin-Austausch fiihrt dies auf den

sogenannten Kérger-Formalismus [13].

+DVM; — = +

oM; M, M,; pjiM;
= - - 3.43
ot T21 T; Z ( )

Dieser erweitert die Bloch-Torrey-Gleichung um Austauschterme, welche dhnlich der Relaxa-
tion angesehen werden konnen. Dabei ist 7; die mittlere Aufenthaltszeit eines Spins im i-ten

Kompartiment und pj; die Wahrscheinlichkeit vom j-ten in den i-ten Bereich iiberzugehen.
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Kapitel 4

Extrazellulare Matrix im Gehirn

4.1 Aufbau des Gehirns

Das Gehirn bildet zusammen mit dem Riickenmark das Zentralnervensystem von Wirbeltieren
und hat damit die Aufgabe verschiedenste zugetragene Reizsignale zu empfangen, zu verar-
beiten und auf diese entsprechend zu reagieren. Es stellt daher den hochst komplexen Steuer-
apparat eines Organismus dar. Das Gehirn besteht im wesentlichen aus Nervengewebe, wozu
zweil verschiedene Zelltypen gehoren, die Neuronen und Gliazellen [46].

Neuronen oder Nervenzellen sind verantwortlich fiir die Codierung und Ubertragung von In-
formationen. Sie bestehen aus einem Zellkorper und mehreren Zellfortsidtzen, wobei Dendri-
ten und Axone unterschieden werden. Dendriten sind kleine veristelte Fortsitze der Neuronen,
welche iiber Synapsenverbindungen elektrische Signale aufnehmen und an die Nervenkorper
weiterleiten. Erreicht die Erregung aller eingehenden Dendriten ein bestimmtes Schwellen-
potential, so findet iiber das ausgehende Axon, wovon es pro Neuron nur eines gibt, eine
Ubertragung des Signals auf weitere Zellen statt. Die Axone werden von speziellen Gliazel-
len, den Oligodendroglia, umwickelt. Dies einen Einfluss auf den kapazitiven Widerstand der
Nervenbahnen und erhoht die Ubertragungsgeschwindigkeit von elektrischen Informationen.
Die Fortsétze der Oligodendroglia schmiegen sich dabei spiralférmig um die Membran des
Axons, wodurch mehrere Schichten, sogenannte Myelinscheiden, entstehen. Myelin besteht
wie Membranen im wesentlichen aus Lipiden und Proteinen. Diese Myelinscheiden laufen
jedoch nicht kontinuierlich iiber das gesamte Axon, sondern sind in regelméfigen Abstinden
durch sogenannte Ranvier’sche Schniirringe unterbrochen um eine schnelle Saltatorische Er-
regungsleitung zu gewihrleisten [47].

Neben den Oligodendroglia existieren weitere spezialisierte Formen von Gliazellen, wie z.B.
Astrozyten, welche Kontakte mit BlutgefdBen oder Zelloberflichen kniipfen. Den Gliazellen

kommt hauptsichlich eine Stiitzaufgabe des Nervensystem zu, sie erfiillen jedoch auch andere
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spezielle Funktionen [46]. Der Aufbau des Nervengewebes ist schematisch in Abbildung 4.1
dargestellt.

Weiterhin wird das Gehirn oft in die sogenannte weille und graue Substanz unterteilt. In der
hauptsichlich zentral vorkommen weiflen Substanz verlaufen die langen myelinisierten Axo-
ne, die den Signaltransport zwischen den verschiedenen Hirnarealen ermdglichen. In der grau-
en Substanz sind vor allem Nervenzellkorper und Gliazellen zu finden. Graue und weifle Sub-
stanz unterscheiden sich ebenfalls in ihren MR-relevanten physikalischen Parametern, wie
den Relaxationskoeffizienten [48], was vor allem den unterschiedlichen Anteilen an Myelin
und Eisen in diesen Bereichen zuzuschreiben ist. Auch das Diffusionsverhalten variiert stark,
wihrend es entlang der Axone der weillen Substanz stark richtungsabhéngig ist, kann der Dif-

fusionskoeffizient in der grauen Substanz als anndhernd isotrop beschrieben werden [27].

4.2 Die Extrazellulare Matrix

Obwohl die Existenz der Extrazelluldren Matrix im Gehirn schon in den 1890er Jahren von
Golgi und Cajal vermutet wurde, bedurfte es erst modernen Messtechniken, wie der Elektro-
nenmikroskopie, um diese Hypothese zu validieren [49]. Nach heutigen Erkenntnissen ma-
chen die bisher genannten Zellkomponenten nur etwa 80% der Masse des Gehirns eines Er-
wachsenen aus. Die restlichen 20% werden dem extrazelluldren Raum zugeordnet. Das ent-
spricht einem ungefdhren Abstand zwischen den Zellen von etwa 20 bis 60 nm [50]. Dieser
Raum ist gefiillt mit einer interstitiellen Fliissigkeit, die der Zerebrospinalfliissigkeit dhnelt
[23]. Zusitzlich wird der Raum durchsetzt mit der extrazelluldren Matrix (EZM), eine Art
Stiitzgeriist aus langkettigen Makromolekiilen. Die EZM im Gehirn unterscheidet sich in ihrer
Zusammensetzung dabei deutlich von der in anderem Gewebe. Wihrend z.B. die Matrix von
Knorpelgewebe im hohen Maf3e fibrilldre Proteine, wie Fibronectin und Collagen (bis zu 50-
90% der Trockenmasse [51, 52]) enthilt um fiir Stabilitdt und Flexibilitdt zu sorgen, besteht
die EZM im Gehirn hauptsédchlich aus Proteoglykanen und Hyaluronséure [53].

Wie Abbildung 4.1 verdeutlicht, ldsst sich die EZM im Gehirn in drei rdumlich getrennte Be-
reiche anordnen, die neuronale Zwischenraummatrix, Perineuronale Netze und die Basalmem-
branmatrix [54]. Die Matrix der Basalmembran liegt als Schicht zwischen den Endothelzellen
von Blutgefden und angrenzenden Zellen des Nervengewebes wie den Astrozyten vor und
bildet damit einen Teil der Blut-Hirn-Schranke. Sie setzt sich vor allem aus Fibronectin, Col-
lagen und dem Proteoglykan Laminin zusammen [55]. Den weitaus groBeren Teil der EZM
im Gehirn machen aber die Strukturen der Perineuronalen Netze (PNN) und der Zwischen-

raummatrix aus. Diese haben im Gegensatz zur Basalmembranmatrix eine netzartige Struktur.
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Abbildung 4.1: Extrazelluldre Matrix (EZM) im zentralen Nervensystem. Dargestellt ist der
grundlegende Aufbau von Nervengewebe mit Neuronen und Gliazellen. Um diese befindet
sich ein Netz aus EZM, welche in drei Kategorien unterteilt werden kann: neuronale Zwi-
schenraummatrix, Perineuronale Netze und Basalmembran. Grafik aus Lau et al. 2013 [54].

Die PNN bilden sich an den Oberflachen der Neuronen und proximalen Dendriten, wihrend
die Zwischenraummatrix, wie der Name impliziert, den Zellzwischenraum ausfiillt. [55]. Die
Matrix dieser beiden Komponenten besteht im Wesentlichen aus einem dichten Geflecht aus
Proteoglykanen, Hyaluronsiure (bzw. Hyaluronan) und Tenascin [56]. Proteoglykane enthal-
ten ein Kernprotein, welches ein Molekulargewicht von ca. 80 bis 400 kDa aufweisen kann
[53]. Um dieses herum binden sich langkettige Glykosaminoglykanseitenketten, welche aus
20 bis 200 Disaccharideinheiten bestehen konnen [56]. Die verschiedene molekulare Zusam-
mensetzung der Glykosaminoglykane (GAG) fiihrt zu einer weiteren Unterteilung der Proteo-
glykane. Die haufigsten Komponenten sind Chondroitin-Sulfat-Proteoglykane (CSPG) und
Heparan-Sulfat-Proteoglykane (HSPG) [57]. Die GAG-Seitenketten bestimmen die Funktion
der Proteoglykane und sind negativ geladene Molekiile. Sie haben somit starken Einfluss auf

den Transport von Ionen, wie Natrium und Calcium [55]. Je nach Kernprotein und GAG-
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Seitenketten konnen somit verschiedene Proteoglykankomplexe wie z.B. Aggrecan und Bre-
vican unterschieden werden.

Die Hauptkomponente der netzartigen Struktur der EZM ist Hyaluronsdure, wie in Abbil-
dung 4.1 zu erkennen ist. Hyaluronan gehort ebenfalls zur Gruppe der Glykosaminoglykane,
enthilt jedoch kein Kernprotein. Es ist elektrisch negativ geladen und konnte somit auch Ein-
fluss auf die Diffusion von Ionen und anderen polaren Molekiilen wie z.B. Wasser haben.
Hyaluronan geht mittels bestimmter Rezeptoren nichtkovalente Bindungen mit allen Proteo-
glykanen ein [49].

Weitere Komponenten der Matrix sind bestimmte Glykoproteine aus der Tenascin-Familie,
sogenannte Link-Proteine und im Falle der Zwischenraummatrix ebenfalls ein geringer Anteil
an Fibronectin und Collagen [54]. Die EZM-Komponenten werden intrazelluldr von Neuronen
und Gliazellen gebildet und direkt in den Extrazelluldrraum sekretiert [55]. Es wird vermutet,
dass der EZM zahlreiche Funktionen zusitzlich zur Stabilisierung des Nervengewebes zukom-
men. Hierzu zidhlen die Steuerung und Modulation der Zellmigration und -proliferation, sowie
die Wachstumssteuerung von Axonen und die Bildung von Synapsen wihrend der Entwick-
lung des Gehirns. AuBerdem ist die EZM am Signaltransport zwischen den Zellen beteiligt
[49]. Weiterhin konnte die Matrix bei zahlreichen Krankheiten, wie Hirntumoren, Hirnische-
mie, Multipler Sklerosis oder der Alzheimer Krankheit mit involviert sein [56].
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Kapitel 5

Experiment

5.1 Proben

5.1.1 Probengewinnung und -vorbereitung

Die Auswahl und Vorbereitung der Proben erfolgte am Paul-Flechsig-Institut.

Fiir die erste Messreihe wurde das Gehirn einer Ziege vom Schlachter bezogen und sofort nach
Entnahme immersionsfixiert (4% PFA in PBS pH 7.4). Nach einer Woche wurde das Gehirn
coronal in 1 cm dicke Scheiben geteilt (siehe Abb. 5.1 Links) und nochmals fiir eine Woche
in der gleichen Losung fixiert. Die Scheiben fiir die Probengewinnung wurden fiir 2 X 24 h in
PBS (0.1 M phosphatgepufterte Kochsalzlosung pH 7.4) gespiilt. Fiir die Messungen wurden
paarweise Proben von 7 mm Durchmesser aus der Thalamusregion der linken und rechten He-
misphédre ausgestanzt und nochmals fiir 3 X 3 h in PBS gespiilt, um Riickstéinde des Fixans zu
entfernen. Die Proben wurden in NMR-Ro6hrchen iiberfiihrt (Abb. 5.1 Rechts) und zur Aufbe-
wahrung blasenfrei mit PBS, welches 0.1% Natriumazid enthilt, tiberschichtet.

Die Fixierung ist notwendig, um das Gewebe haltbar zu machen, da die Vergleichsmessungen
mit und ohne der extrazelluldren Matrix im Abstand von mehren Tagen durchzufiihren waren
um eine vollstindige Verdauung der Netze erreichen zu konnen. Die Fixierung beruht im We-
sentlichen auf der Quervernetzung von Proteinen, sogenannten Cross Links, unter Beteiligung
der Aldehydgruppen des Paraformaldehyds [58]. Durch diese Methode bleibt die Struktur der
Zelle erhalten. Zu beachten ist jedoch, dass die Fixierung Einfluss auf das Relaxations- und
Diffusionsverhalten des NMR-Signals haben kann [59, 60]. Wir vermuten aber, dass der ef-
fektive Einfluss der Matrix auf die MR-Parameter zwischen fixiertem Gewebe und in vivo sich

nicht wesentlich unterscheiden sollte.
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Abbildung 5.1: Links Ein mit Paraformaldehyd-fixiertes Hirn einer Ziege. Die Formalinty-
pische Féarbung der grauen und weiflen Substanz ist gut zu erkennen. Teile der subcorticale
Thalamusregion wurde herausgeschnitten und entsprechend nummeriert. Rechts Die Proben
wurden anschlieend in PBS-Losung kiihl aufbewahrt.

Fiir die Messung des Einflusses der extrazelluldren Matrix auf die Wasserdiffusion wurde aus
dem Ziegenhirn zu Beginn der Thalamus herausprépariert. Die thalamischen Motorkerne ge-
horen zur grauen Hirnsubstanz und gelten als Beispiel einer EZM-reichen subcorticalen Re-
gion [61-63]. Die Orientierung des Gewebes im Probenrohrchen sollte hier unkritisch sein,
da ein isotropes Verhalten in der grauen Substanz erwartet wird. Insgesamt wurden aus dem
Ziegenhirn 6 Thalamusproben entnommen.

Fiir Vergleichsuntersuchungen wurden Proben von 2 menschlichen Gehirnen aus der Hirn-
bank des Paul-Flechsig-Instituts zur Verfiigung gestellt (m, 85 Jahre, PMD 24h & m, 86 Jahre,
PMD 24h, beide ohne Anzeichen einer neurodegenerativen Erkrankung). Die Entnahme und
Verwendung des humanen Hirnmaterials erfolgte in Einklang mit den Richtlinien der Ethik-
Kommission der Universitidt Leipzig. Die coronalen Hirnscheiben fiir die Probengewinnung
wurden fiir 2 X 24 h in PBS gespiilt. Die Proben fiir die Messungen wurden ausgestanzt, noch-
mals fiir 3 X 3h in PBS gespiilt, in die NMR-Rohrchen iiberfiihrt und blasenfrei mit PBS mit
0.1% Natriumazid iiberschichtet. Es wurden wiederum paarweise Proben aus dem Thalamus
(rechte und linke Hemisphire) entnommen, aulerdem 2 Proben aus dem Corpus callosum
(rechts und links) zum Vergleich von grauer und weiller Substanz. Das Corpus callosum be-
steht aus vorwiegend parallel zueinander laufenden Nervenfasern, welche die rechte und linke

Hirnhemisphire verbinden. Die Proben wurden so prépariert, dass die Ausrichtung der Ner-
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venbahnen mit der Achse des statischen Magnetfeldes sowie der Gradientenrichtung (gemes-
sene Diffusionsrichtung) iibereinstimmt (|| By || G,).

Die letzte Messreihe sollte an Knorpelgewebe durchgefiihrt werden. Knorpel besteht zum
groften Teil aus extrazelluldrer Matrix und besitzt nur wenig Zellanteil. Dies bietet eine
Moglichkeit zur besseren Validierung der Ergebnisse der Gehirnuntersuchungen. Die Proben
stammten von einem Hund und wurden vom Veterinédr-Anatomischen Institut der Universi-
tat Leipzig (Prof. J. Seeger) zur Verfiigung gestellt. Untersucht wurden elastischer Knorpel
(Ohr) und hyaliner Knorpel (Kniegelenk, Patella). Die Proben wurden nach der Pridparation
immersionsfixiert (4% PFA in PBS pH 7.4). Nach einer Woche wurde die Losung gewechselt,
die Proben verblieben fiir eine weitere Woche im Fixans. Vor der Probengewinnung wurden
die Stiicke fiir 2 x 24 h in PBS gespiilt. Haut und Bindegewebsschichten wurden entfernt. Die
Proben vom hyalinen Knorpel wurden in die NMR-R&hrchen iiberfiihrt, vom sehr diinnen Ohr-
knorpel wurden Proben von 7 mm Durchmesser geschnitten und in NMR-Ro6hrchen gestapelt
um mehr Gewebematerial und somit ein besseres Signal-zu-Rausch-Verhiltnis (SNR) zu er-
halten (Abb. 5.2). Die Proben wurden blasenfrei mit PBS mit 0.1% Natriumazid iiberschichtet.
Beide Knorpelsorten sind dhnlich aufgebaut und bestehen aus einem Netz aus Proteoglykanen,
Hyaluronsdure und vor allem Collagenen des Typs II. Hyaliner Knorpel ist sehr druckstabil
und kommt daher in entsprechend starken druckbeanspruchten Regionen, wie an Gelenkfli-
chen vor. Elastischer Knorpel enthilt zusitzlich viele elastische Fasern, wie Fibrillin, und ist

dementsprechend flexibler.

Abbildung 5.2: Priparierte und mit PFA fixierte Knorpelproben eines Hundes. Die ersten
beiden Rohrchen beinhalten mehrere Scheiben elastischen Knorpels aus dem Ohr und die
rechten zwei enthalten hyalinen Knorpel aus dem Kniegelenk (Patella).
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5.1.2 Enzymatischer Abbau der extrazellularen Matrix

Die Degradationsexperimente und die immunhistochemische Kontrolle wurden am Paul-Flechsig-

Institut durchgefiihrt.

Nach einer Initialmessung wurde von den paarweise gewonnenen Proben jeweils eine mit dem
Enzym Hyaluronidase (Sigma H3884, bovine testis hyaloronidase (BTH)) behandelt. Dieses
Enzym spaltet spezifisch die Hyaluronsédure, welche wie beschrieben ein Hauptbestandteil der
extrazelluldren Matrix des Gehirns ist und diese zugleich an der Zellmembran fixiert. Die
Verdauung mit Hyaluronidase (Konzentration bis zu 4500 units/ml) erfolgte in PBS mit 0.1%
Natriumazid bei 37°C fiir 14 Tage, um zu gewihrleisten, dass die extrazelluldre Matrix kom-
plett abgebaut wurde. Die jeweils korrespondierende Gewebeprobe wurde als Referenz in PBS
mit 0.1% Natriumazid ohne BTH bei 37°C fiir 14 Tage mitgefiihrt, um gegebenenfalls Zer-
setzungen des Gewebes durch Alterung bzw. Lagerung zu beriicksichtigen. Nach Abschluss
des Degradationsexperimentes wurden alle Proben fiir 3 X 6 h in PBS gespiilt, um Enzym und
Matrixreste vollstindig aus dem Gewebe zu entfernen. Danach erfolgte eine erneute Messung.
Die Knorpelproben wurden ebenfalls zundchst mit BTH behandelt, wie beschrieben, und ge-
messen. Sie wurden auflerdem noch einer Degradation mit Collagenase (Sigma C5138, aus
Clostridium histolyticum, 400 units/ml) unterzogen, um die besonders collagenhaltige Matrix
des Knorpels abzubauen. Dieses Experiment wurde im Anschluss durchgefiihrt, um das Wir-
ken der Collagenase getrennt von dem der Hyaluronidase beschreiben zu konnen. Anschlie-

Bend erfolgte eine erneute Messung.

5.1.3 Immunhistochemischer Nachweis

Um den Erfolg der Degradationsexperimente zu untersuchen, wurden die extrazelluldre Ma-
trix in den Hirnproben nach abgeschlossener Messung immunhistochemisch visualisiert. Die
Hirnproben wurden zuerst in 30% Saccharose in PBS {iiberfiihrt. Nach dem Absinken der B16-
cke wurden mit einem Gefriermikrotom Schnitte von 30 um Dicke angefertigt. Die Schnitte
wurden zunichst zur Reduktion der endogenen Peroxidase-Aktivitit fiir 1 h in 60% Methanol
mit 2% Wasserstoffperoxid und anschlieend mit einer Blockerlosung zur Reduktion unspe-
zifischer Antikérperbindungen (2% Rinderserumalbumin (Serva), 0.3% Milchpulver (Roth),
0.5% Esel-Normalserum (Dianova) in PBS-T (PBS mit 0.05% Tween/Sigma)) behandelt.
Daraufthin erfolgte die Inkubation mit den primiren Antikorpern HAG (Maus-anti-Aggrecan
HAG7D4, Serotec, 1:500) und bio-HABP (Biotinylated hyaluronic acid binding protein, Cape
Cod, 10 ug/ml), verdiinnt in o.g. Blockerlosung, bei 4°C iiber Nacht. Nach 3 X 5 min Spiilen
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in PBS-T wurde fiir 1 h mit dem entsprechenden sekundidren Antikorper (HAG: Esel-anti-
Maus biotinyliert, Dianova, 1:1000) inkubiert, erneut fiir 3X5 min in PBS-T gespiilt und ab-
schliefend mit Extravidin-Peroxidase fiir 1h inkubiert. Die abschlieBende Visualisierung der
Antikorperbindung wurde mit Diaminobenzidin (Sigma) unter Verstirkung mit Nickelammo-
niumsulfat (Sigma) durchgefiihrt. Die Schnitte wurden erneut in PBS gespiilt, auf Objekttri-
ger aufgezogen, getrocknet, iiber eine aufsteigende Alkoholreihe entwissert und mit Entellan
auf Toluolbasis eingedeckt. Die fertigen Priparate wurden mit einem Keyence BZ-9000 For-

schungsmikroskop untersucht und fotografisch dokumentiert.

5.2 NMR-Untersuchungen

5.2.1 NMR-Spektrometer

Die NMR-Messungen wurden am Eigenbau-Spektrometer FEGRIS NT der Fakultit fiir Phy-
sik und Geowissenschaften der Universitit Leipzig durchgefiihrt [64]. Dieses arbeitet bei einer
Protonenresonanz von 125 MHz (entspricht Feldstdrke von 2.93 T) und ist speziell konzipiert
fiir gepulste Diffusionsmessungen. Das Spektrometer ist in der Lage extrem hohe Feldstédrken
von bis zu 35T/m zu generieren [64], was die Leistung von klinischen MR-Scannern (40-
200 mT/m) um mehrere Groflenordnungen iibertrifft. Damit ist man in der Lage extrem hohe
Déampfungen der Signale zu erreichen, wodurch auch kleinste Verschiebungen detektiert oder
sehr kurze Diffusionszeiten untersucht werden konnen. Die Erzeugung dieser starken Gradi-
entenfelder ist eine technische Herausforderung fiir die Elektronik, da bei Maximalbelastung
Stréme von bis zu 100 A durch die Gradientenspule flieBen konnen. Die Temperatur der Pro-
be im Spektrometer kann durch einen kontrollierten Gasstrom aus einem Fliissigstickstofftank
und durch ein Thermometerkontrollsystem auf 0.1 K genau geregelt werden.

Die Steuerung des Spektrometers erfolgt iiber das kommerzielle Programm RI-NMR der Fir-
ma Oxford Instruments. Hierbei sind Routinen, wie Offset- und r/2-Pulsldngenbestimmungen
implementiert, welche fiir alle Proben zu Beginn bei einer Starttemperatur von 20°C ermittelt

wurden.

5.2.2 Diffusionsmessungen

Die Diffusionsmessungen wurden mit der Stejskal-Tanner-Sequenz durchgefiihrt, welche aus-
fiihrlich in Kapitel 3.3.2 vorgestellt wurde. Zusitzlich wurde noch ein Auslesegradient (Rea-
dout) wihrend der Aufnahme des Echos geschalten, womit die Positionierung der Probe im

Spulenkopf, sowie die Breite der Signalechos optimiert werden konnte. Die Amplitude des

33



KAPITEL 5 EXPERIMENT

Readout ist jedoch viel kleiner als die Diffusionsgradientenstirken. Fiir die Parameter der
Diffusionswichtung wurden folgende Werte verwendet: Gradientenldnge 6 = 0.6 ms, Diffu-
sionszeit A = 2ms und Echozeit 2r = 4ms. Es wurden die Echos fiir jeweils 20 b-Werte
aufgenommen (vgl. Abb. B1), wobei der Abstand der Gradientenstdrken quadratisch gesetzt
wurde, was eine lineare Erhohung des b-Wertes zur Folge hat. Bei spiteren Messungen wur-
den die Gradienten linear gesteigert, um schnell abfallende Signalkomponenten besser ermit-
teln zu konnen. Je nach Messungen wurden maximale b—Werte von by, = 15 ms/um? bis
bmax = 20 ms/um? erreicht. Zu jedem Gradienten wurden NS = 16 Scans bei einer Repeti-
tionszeit von TR = 3 s beil den Gehirnproben und TR = 4 s beim Knorpel fiir ein optima-
les Signal-zu-Rausch-Verhiltnis durchgefiihrt. Da es bei hoheren Gradientenstirken zu einer
leichten Verschiebung des Echomaximums kam, wurde automatisch eine Positionskorrektur
durchgefiihrt, was fiir jeden b-Wert eine zusitzliche Messung bedeutete. Dies wiederum ver-
doppelte die notwendige Messzeit. Diese Methode wurde in Schritten von 2 K beginnend bei
einer Temperatur von 20°C bis 0°C wiederholt.

Fiir die Messreihe der menschlichen Gehirnproben wurde zusitzlich ein Diffusionszeitexpe-
riment durchgefiihrt. Hierbei wurde eine Temperatur von 25°C entsprechend der Raumtem-
peratur gewihlt. Da die Spin-Echo-Methode der Stejskal-Tanner-Sequenz eine 7,—Wichtung
enthilt, kam auBerdem eine stimulierte Echo-Methode zur Anwendung um einen moglichen
T, —Effekt sichtbar machen zu kénnen [65]. Ein Echo wird dabei mittels dreier 90°-Impulse
erzeugt. Zwischen den beiden letzten Pulsen findet lediglich 7,—Relaxation statt, sodass sich
hiermit ldngere Diffusionszeiten untersuchen lassen, wobei mittels dieser Methode das SNR
um die Hilfte reduziert ist. Um ein ausreichendes SNR zu erhalten, wurde bei ldngeren Diffu-
sionszeiten die Anzahl der Wiederholungen erhoht, als Kompensation der relaxationsbedingt

schwicheren Signale.

5.2.3 Inversion Recovery

Zur Bestimmung der longitudinalen Relaxationszeit 7'} (vgl. Kapitel 3.2.1) wurde fiir ausge-
wihlte Temperaturen (aufgrund Messzeit) ein Inversion Recovery Experiment durchgefiihrt
[37]. Mit Hilfe eines n-Pulses wird die z-Magnetisierung invertiert. Das System ist nun be-
strebt in Richtung Gleichgewicht mit der typischen Zeit T zuriickzukehren. Der bereits rela-
xierte Anteil an Spins nach einer Zeit 7 kann mit Hilfe eines n/2-Pulses in die transversale
Ebene geklappt und somit bestimmt werden (Abbildung 5.3). Bei diesem Versuch wurden
Werte fiir etwa 30 verschiedene Zeitpunkte in logarithmisch dquidistanten Abstinden gemes-
sen, sodass moglichst der gesamte exponentielle Verlauf der longitudinalen Relaxation darge-

stellt wurde.
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180° ‘__900

Abbildung 5.3: Inversion Recovery Sequenz zur Bestimmung der longitudinalen Relaxations-
zeit T.

5.2.4 CPMG-Sequenz

Um die transversale Relaxationszeit 7T, (vgl. Kapitel 3.2.2) untersuchen zu konnen, wurde
eine Multispinecho-Sequenz nach Carr, Purcell, Meiboom und Gill verwendet [66], welche
in Abbildung 5.4 zu sehen ist. Hierbei wird das Maximum der Spinechos nach jeweils einer
Echozeit von 27 detektiert. Um einem Einfluss durch unvollstindige 180°-Impulse entgegen-
zuwirken, ist die Phase des 7r/2-Impulses um 90° verschoben gegeniiber dem n-Puls. Die Puls-
sequenz wird bei unterschiedlichen Phasen wiederholt. Die Zeit 7 und die Anzahl an Echos
wurde dabei so gewihlt, dass der gesamte exponentielle Abfall der transversalen Komponente
dargestellt werden kann. Z.B. konnten mit dieser Methode 1024 Datenpunkte im Abstand von

27 = 500 us gewonnen werden.

90°, 180°, 180° 180°, 180°,

I’EITH’CI‘EMTI I’L‘
AL LA o R o o\ . HE ... A\

\/\/ AR

Abbildung 5.4: Carr-Purcell-Meiboom-Gill-Sequenz (CPMG) zur Bestimmung der transver-
salen Relaxationszeit 7.

5.3 Datenalayse

Alle aufgenommenen Messwerte wurden mit eigenen Matlab-Programmen (MathWorks, Na-
tick, MA, USA) verarbeitet. Die Modelle zur Bestimmung der Relaxations- und Diffusions-
koeffizienten wurden mittels nichtlinearer Fitfunktionen nach dem Levenberg-Marquardt-Al-

gorithmus an die Daten angepasst.
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Der Ausgangspunkt der Auswertung beruht auf der Annahme verschiedener Wasserkompo-
nenten in biologischem Gewebe [5, 67]. Die MR-relevanten Parameter von in vivo oder ex
vivo Geweben unterscheiden sich deutlich von denen in freiem Bulk-Wasser. Dies resultiert
aus der Wechselwirkung der Protonen der Wassermolekiile mit den zahlreichen Lipid- und
Proteinmolekiilen in und auflerhalb der Zellen. Die Charakterisierung einzelner Wasserpools
aus einem Abweichen der monoexponentiellen Kurven ist jedoch nicht immer evident, da die
Annahme einer Fitfunktion mit mehreren Komponenten zuséitzliche Fitkoeffizienten mit sich
bringt und somit immer eine Anpassung verbessert. Daher wird diese These in vielen Ar-
beiten unterschiedlich beurteilt [68, 69], obwohl ein biexponentielles Verhalten fiir fast alle
MR-Kontrastmoglichkeiten entdeckt wurde [70-73].

Verschiedene Algorithmen kdnnen genutzt werden um die Anteile der Komponenten im Si-
gnal identifizieren bzw. die Giite eines Fits beurteilen zu konnen. In dieser Arbeit wurde fiir
alle Proben eine inverse Laplacetransformation (ILT) der Daten [74], sowie eine statistische
Signifikanzbetrachtung (F-Test/p-Wert) [75, 76] der Anpassungen durchgefiihrt.

Der F-Wert fiir die statistische Auswertung berechnet sich dabei aus der Summe der Residuen

der Fits y und der Zahl der Freiheitsgrade v nach:

_i—x2)nm

F =
Vi =Vv2) - x2

(5.1)
Aus dem F-Wert kann wiederum der sogenannte p-Wert bestimmt werden, welcher iiblicher-
weise fiir p < 0.001 auf Signifikanz hindeutet.

Eine zweite Methode zur Bestimmung bzw. Charakterisierung verschiedener Signalanteile
der exponentiellen Kurven stellt eine inverse Laplacetransformation dar. Diese basiert auf ei-
nem regularisierten, nichtnegativen Least Square-Algorithmus, der die Summe der Residu-
en minimiert. Das dafiir verwendete Matlabprogramm rilt.m basiert auf der Fortran-Variante
CONTIN [77]. Die Laplacetransformation stellt ein mathematisch schlecht gestelltes Problem
dar [74]. Dennoch zeigt sich spiter ein konstantes Verhalten der Laplacekurven aller Pro-
ben, sowie auch im gesamten Temperaturverlauf. Um die Stabilitdt der ILT zu iiberpriifen,
wurde ein Testsignal bei verschiedenen Rauschfaktoren analysiert. Das Ergebnis ist in Abbil-
dung 5.5 zu sehen. Hierbei wurde der Verlauf eines biexponentiellen Abfalls, wie es z.B. fiir
die T,-Messung zu erwarten wire, simuliert. Dabei ist der Rauschfaktor mit dem schlechtesten
Signal-zu-Rauschverhiltnis (SNR) viel groler, als es sich in den spédteren Messungen zeigt.
Man erkennt bei allen Signalen, dass die zwei Komponenten durch die ILT im richtigen Be-
reich gefunden werden. Erst bei sehr schlechten SNR (Abb. 5.5, griine Linie) kommt hierbei

eine kurze Rauschkomponente hinzu. Die Lage und die Hohe der Peaks lassen aber keine ex-
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akte, quantitative Bestimmung der Koeffizienten zu, sodass die ILT nur als Veranschaulichung
einer moglichen Komponentenzahl dienen soll. Dennoch stimmen die Ergebnisse meist gut
mit den bestimmten Fitparametern iiberein. Die zu ermittelnden Koeffizienten werden jedoch
nur aus den wirklichen Fits mittels des Levenberg-Marquardt-Algorithmus berechnet.

Beide Methoden zur Bestimmung der verschiedenen Anteile stellen lediglich Indizien dar, um
ein Mehrkomponentensystem rechtfertigen zu konnen und sollten nicht als absoluter Beweis
angesehen werden. Dennoch kann aus dieser Analyse ein gutes Modell extrapoliert werden,
um zu ergriinden wieviele Komponente im Signal stecken konnten. Damit lassen sich die Ver-
laufe nahezu exakt anpassen, sodass die Relaxations- bzw. Diffusionskoeffizienten durch einen

Fit genauer bestimmt werden konnen.

100§ 1 !
SNR=3.46 SNR=3.46
SNR=8.66 09 1 SNR=8.66 | |
N SNR=34.64 SNR=34.64
No noise 08 No noise 7
—~07
~~ *
=} g 0.6
o) 107" % 0.5
g )04
) 200
.(7) n 0.3
0.2
102 0.1
0
0 5‘0 1(;0 15‘0 200 100 10 102 103
. T, (ms
Time (ms) 2 (ms)
(a) Signalverlauf (b) Inverse Laplacetransformation

Abbildung 5.5: Signalverldaufe und dazugehorige Laplacetransformation von Testsignalen mit
verschiedenen Rauschfaktoren. Die Daten ohne Rauschen (schwarze Linie) folgen einem biex-
ponentiellen 75-Signalabfall nach der Funktion S () = 0.4 exp(—¢/60 ms) + 0.6 exp(—¢/10 ms).
Fiir die restlichen Signale wurde ein gleichverteiltes Rauschen angenommen.
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Kapitel 6

Ergebnisse

Im Mittelpunkt der Auswertung sollen die Thalamusproben des Ziegenhirns stehen. Die moto-
rischen Thalamuskerne verfiigen tiber den grof3ten Anteil an extrazelluldrer Matrix im Gehirn,
sodass mogliche Effekte, wenn vorhanden, in dieser Region beobachtbar sein sollten. Daher
werden die Ergebnisse zu den bisher besprochenen Experimenten der Relaxation und Diffusi-
on ausfiihrlich an diesen Proben beschrieben und diskutiert. Nachfolgend werden die weiteren
Gewebearten betrachtet, welche mit den Modellen und Ergebnissen der Thalamusproben ver-

glichen werden konnen.

6.1 T1-Messungen

Der Verlauf eines typischen Inversion Recovery Experiments ist fiir ein Beispiel in Abbildung
6.1 zu sehen. Die zu Beginn invertierte Magnetisierung nimmt mit gréer werdender Rela-
xationszeit zu und ist nach 7 > 5T (hier ca. 3's) wieder im Gleichgewichtszustand. Jedoch
gleicht die invertierte Magnetisierung fiir 7 = 0 nicht exakt dem gemessenen Wert fiir lange
Relaxationszeiten. Dies kann z.B. durch kleinste Ungenauigkeiten der Magnetfeldhomogeni-
tiat oder durch Schwierigkeiten bei der Messung von sehr kurzen Delayzeiten bedingt sein.
Der Effekt wurde in der spiteren Anpassung mittels eines Offsetfaktors beriicksichtigt. Das
multiexponentielle Fit-Modell ergibt sich fiir die 7,-Messungen dann nach Gleichung (6.1)
mit der Signalamplitude S, dem beschriebenen Offset ¢, der Anzahl an Komponenten N

und den dazugehorigen Relaxationskoeffizienten 7' ; und Signalanteilen f;.

R

Um die Zahl der Komponenten zu bestimmen, wurde eine inverse Laplacetransformation der

N
S(t) = Stoi(l —(2—coﬁ>exp(
i=1

—t
T;

Messdaten berechnet [67]. Die daraus resultierende Verteilung wurde fiir das Intervall zwi-
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Abbildung 6.1: Messung der T-Relaxation mittels Inversion Recovery der Thalamusprobe
eines Ziegenhirns fiir 30 logarithmisch dquidistante Punkte. Die Messdaten sind auf das Ma-
ximum normiert. Schwarze Linie stellt die Verbindung der Punkte dar. Im Inset ist der Verlauf
der Residuen fiir Mono-, Bi- und Triexponetielle Fits gezeigt.

schen 10 ms und 1 s bestimmt. Das Resultat ist in Abbildung 6.2 zu sehen. Hierbei zeigt sich
eine Hauptkomponente im Bereich von 500 bis 600 ms. Eine zweite T-Fraktion ist bei kiir-
zeren Zeiten von ca. 100 bis 200 ms zu erkennen. Zwar ist die Amplitude dieser Komponente
sehr klein, zeigt sich jedoch stabil an der gleichen Stelle. Auch die Betrachtung der Resi-
duen im Inset von Abbildung 6.1 deutet auf das Vorhandensein einer zweiten Komponente
hin. Wihrend die Residuen fiir den biexponentiellen Fit statistisch zuféllig um den Nullpunkt
schwanken, zeigt sich bei der monoexponentiellen Anpassung eine systematische Anderung,
was auf eine unzuldngliche Fitfunktion hinweist. Zusétzlich ergibt der F-Test eine signifikante
Verbesserung (p <« 0.001), da die Summe der Residuen um einen Faktor von ca. 50 reduziert
wird. Wie zu erkennen ist, scheint der Verlauf der Residuen fiir einen Fit noch hoherer Ord-

nung fast identisch zu sein, was demnach keine weitere Verbesserung mit sich bringt.

Multiexponentielles Verhalten der T-Relaxation wurde bereits in anderen Arbeiten in un-
terschiedlichen Geweben beobachtet [68, 71, 75]. Entsprechend unter Verwendung der Glei-
chung (6.1) mit N = 2 Komponenten ergeben sich fiir die Initialmessungen aller Thalamus-

proben des fixierten Ziegenhirns im Mittel folgende Parameter. Die lange Relaxationszeit be-
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Abbildung 6.2: Laplaceverteilung der T-Inversion Recovery Daten in logarithmischer Dar-
stellung der Zeitachse. Die inverse Laplacetransformation wurde fiir 32 Punkte Intervall von
10 ms bis 1 s bestimmt, wobei sich zwei Komponenten widerspiegeln.

trigt 71; = (595 + 19) ms, welche den Hauptanteil im Signal ausmacht. Fiir die graue Sub-
stanz im Gehirn wird in vivo beim Menschen bei einer Feldstirke von 3T ein Wert von et-
wa T; = 1300 ms gemessen [48]. Dieser sollte sich aber nicht wesentlich im Vergleich zum
Ziegenhirn dndern [78]. Jedoch kann die Fixierung mittels Formalin eine Umwandlung der
molekularen Struktur des Gewebes durch das Bilden von Cross Links bewirken [58]. Dadurch
kann eine Verkleinerung der 7-Relaxationszeit auftreten [59, 60], wie sich hier auch zeigt.

Die um etwa ein drittel kleinere Komponente mit 7', = (189 + 33) ms trdgt mit nur f; =
(7.1 +1.4) % zum Gesamtsignal bei. Dieses kurze Relaxationskompartiment konnte Wasser in
sehr naher Umgebung von Proteinen und Membranen darstellen. Prantner ef al. vermuten als
Ursache fiir den biexpoentiellen Verlauf der Inversion Recovery Messung einen Magnetisie-
rungstransfer (MT) zwischen Protonen in frei beweglichen Wassermolekiilen und in Makro-
molekiilen, wie Proteinen und Lipiden, gebundenen Protonen [79]. Deren Studie an Rattenhir-
nen zeigt einen vergleichbaren Anteil an der kiirzeren Relaxationskomponente. Weiterfiihren-
de MT-Experimente konnten hier genaueren Aufschluss geben, welche in dieser Arbeit jedoch
nicht vorgenommen wurden. Entscheidend fiir die Frage nach dem Einfluss der extrazelluli-
ren Matrix an dieser Stelle ist, ob sich eine oder beide Komponenten bei der Behandlung mit
Hyaluronidase (BTH) veridndern. Die Ergebnisse der Untersuchung sind in Abbildung 6.3 dar-

gestellt. Die Kurven der Initialmessungen aller fixierten Proben und der Probe, welche nur in
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Abbildung 6.3: Kurven der 7';-Untersuchungen jeweils zweier Proben. Gezeigt sind beide im
Initialzustand, sowie nach 2 Wochen, dabei wurde eine Probe mit Hyaluronidase (BTH, rote

Linie) behandelt und die andere in PBS gelagert. Eine Verschiebung der Kurve behandelten
Probe ist in allen drei Messungen vorhanden.
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Probe T,;(ms) T;s(ms) fs (%)

Rechts Initial | 596 +28 193 +35 69+14
Links Initial | 594+ 10 184 +38 7.3+20
Rechts PBS | 613 +65 204+67 11.0+7.6
Links BTH 547 +18 18112 10.0+2.1

Tabelle 6.1: Parameter aus biexponentiellen Fits der longitudinalen Relaxationskurve fiir die
Thalamusproben aus den linken und rechten Hirnhemisphiren. Berechnet ist jeweils der Mit-
telwert und die Standardabweichung aus n = 3 Proben. Jeweils die Proben der linken Hirn-
hilfte wurde mit Hyaluronidase (BTH) verdaut.

PBS aufbewahrt wurde, liegen fast identisch aufeinander. Lediglich das Gewebe, welches mit
Hyaluronidase behandelt wurde (Abb. 6.3, rote Linie), zeigt einen abweichenden Verlauf. Hier
kommt es jeweils zu einer Verschiebung des Signalverlaufs aufgrund einer Verkiirzung der Re-
laxationszeit. Die gemittelten Ergebnisse der biexponentiellen Auswertung sind in Tabelle 6.1
zu sehen. Zwar streuen die Werte der verschiedenen Proben in geringen Mallen, dennoch lésst
sich eine gewisse Tendenz erkennen. Wihrend die Proben der linken und rechten Hirnhemi-
sphéren des Thalamus im Ausgangszustand mit ca. 600 ms der langen und 190 ms der kiirzeren
Komponente identische Resultate zeigen, kommt es bei den behandelten Proben mit der ver-
dauten EZM zu einer Abweichung der langen Komponente mit einem Wert von etwa 550 ms.
Die Proben ohne Matrix haben demnach ein um ungefihr 50 ms kleineres 7. Dieses Ergeb-
nis stimmt gut mit dhnlichen quantitativen Untersuchungen zur Auswirkung der EZM auf den
MR-Bildkontrast iiberein [80]. Die Reduzierung von T liegt hierbei in der Groenordnung
von knapp 10%, was den tatsdchlichen Volumenanteil an extrazelluldrer Matrix widerspiegelt.
Zwar ist der Effekt relativ gering, deutet aber auf eine Verdnderung der Mikrostruktur des
Gewebes hin. Fiir die kurze T ;-Komponente dagegen kann keine signifikante Abweichung
bestimmt werden. Zusitzlich ist der relative Anteil minimal gestiegen, jedoch gleichermalien
auch in der unbehandelten Probe und aulerdem liegen alle Werte fast innerhalb des gesamten
Fehlerbereiches. Aufgrund des sehr kleinen Signalanteils der kurzen Relaxationszeit ist die
Unsicherheit des Fits groer, was eine genaue Analyse erschwert.

Wie in [81] beschrieben, wiirde man intuitiv bei der Verdauung der auf Hyaluronsdure basie-
renden Matrix eine Vergroferung der Relaxationszeit erwarten, da die Beweglichkeit der Pro-
tonen erhoht sein sollte. Die Messung zeigt jedoch eine gegenteilige Beziehung. Dies konnte
daher stammen, dass sich die Viskositit oder das Volumen des extrazelluldren Raums durch
die Verdauung der Matrix ebenfalls gedndert hat. Da sich nur die ldngere Komponente dndert,
sollte sich dieser Anteil aus freien und schwiécher gebundenen Wasserprotonen zusammenset-

zen. Der Pool mit der kiirzeren Relaxationszeit konnte von stiarker gebundenem Wasser in der
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Néhe von Proteinen und Lipiden an Membranen herrithren [75] oder wie in [79] beschrieben,
von diesen Makromolekiilen selbst stammen. Die T'-Zeit von Proteinen wird allerdings héufig
bei kleineren 7'-Zeiten vermutet.

Im Temperaturverlauf dagegen zeigt sich wieder das erwartete Bild. Mit sinkender Tempe-
ratur sinkt auch die Relaxationszeit. Die Parameter einer Probe vor und nach der Verdauung
sind in Tabelle 6.2 jeweils fiir drei verschiedene Temperaturen aufgelistet. Dieses Verhalten
wird von freien und gebundenen Wassermolekiilen erwartet. Makromolekiile sollten eher ein
inverses Verhalten im Temperaturverlauf zeigen [82]. Da die T;-Relaxationszeit der kurzen
Komponente ebenfalls kleiner wird bei sinkender Temperatur, sollte diese ebenfalls von Was-
serprotonen stammen, welche sich nur in sehr naher Umgebung von Zellbestandteilen wie

eben Membranen befinden konnten. Hyaluronidase ist ein sehr spezifisches Enzym, sodass

Probe Ty;(ms) T;s(ms) fs (%)

20°C INI 587+8 225+29 83+22
10°C INI 5418 151+£23 7.7+1.7
02°CINI | 504 +10 132+22 89+2.0

20°CBTH | 529+8 187+27 7.8+2.1
10°CBTH | 500+8 163+20 10.0+2.1
02°CBTH | 476 + 12 149+21 13.2+3.0

Tabelle 6.2: Parameter aus biexponentiellen Fit der longitudinalen Relaxationskurve fiir 3
unterschiedliche Temperaturen einer Probe vor (INI) und nach der Verdauung (BTH). Die
Unsicherheit zeigt hierbei den Fitfehler aus dem 95% Ubereinstimmungsintervall an.

andere zellulidre Bestandteile auBBer der extrazelluldren Matrix nicht von der Verdauung be-
einflusst werden sollten. Ebenfalls zeigt sich im Temperaturverlauf, dass sich die Dynamik
der Protonen durch die Behandlung mit Hyaluronidase fast im selben Maf3e dndert, wie bei
der Erniedrigung der Temperatur um etwa 10 K. Dieser Sachverhalt ist noch einmal in Ab-
bildung 6.4 gezeigt. Wie beschrieben sind die behandelten und unbehandelten Kurven jeweils
so verschoben, dass die verdaute Probe gerade der unverdauten bei einer 10 K niedrigeren

Temperatur entspricht.

6.2 T2-Messungen

Die Signalverldufe der T,-Relaxationszeituntersuchungen nach der CPMG-Methode zeigten
hiufiger Instabilititen, was sich vor allem im Temperaturverlauf zeigte und eine fundierte

Aussage erschwert. Diese Probleme kamen bei allen Gewebeproben mehr oder weniger zum
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Abbildung 6.4: Darstellung der Inversion Recovery Messung in Abhédngigkeit der Temperatur
einer Probe vor und nach der Verdauung der EZM mit Hyaluronidase (BTH).

Vorschein und konnten durch Anpassen der Messparamter im gesamten Experimentierverlauf
nicht eliminiert werden. Die Initialmessungen der ersten 4 Thalamusproben des Ziegenhirns
wurden fiir relativ kurze Echozeiten 27 = 0.3 ms unternommen. Ausgenommen der ersten
gemessenen Probe, an der die Wahl der Parameter justiert wurde, ergaben sich bei allen an-
deren deutliche Schwankungen der Signalintensititen. Zusitzlich konnte eine Modulation der
Messpunkte in den ersten 10 bis 50 ms festgestellt werden. Diese Unsicherheit spiegelt sich
vor allem im Temperaturverlauf der Fitkoeffizienten wider, wobei die Modulation einen gerin-
geren Fehler dazu beitrdgt. Fiir die Messungen der verdauten und der Kontrollproben wurden
daher lingere Echozeiten (2 ms) und weniger Echos gewihlt um die Energieabsorption des
Gewebes zu minimieren und ein Aufheizen der Proben zu verhindern. Jedoch zeigte sich auch
bei der zweiten Messung keine deutliche Verbesserung. Vor allem die Signalanteile variieren
dabei in Abhéngigkeit der Temperatur (vgl. Abb. B3) und sind daher nur schwer zwischen den
Proben zu vergleichen.

Auch bei den weiteren Probensétzen und dem Versuch der Optimierung von Echoanzahl und
-zeit konnte das Problem nicht eindeutig identifiziert werden. Die stabilsten Ergebnisse liefer-
te wieder die Wahl von kiirzeren und mehreren Echos (27 = 0.5 ms und Ny, = 1024). Zwar
ist die Analyse der Fraktionen relativ unsicher, dennoch zeigen sich klare Tendenzen bei den

T»-Koeffizienten unter Verwendung eines Fitmodells hoherer Ordnung.
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Abbildung 6.5: T,-Laplaceverteilung zweier Proben vor und nach der Verdauung mittel BTH
bzw. der Lagerung in PBS. Die inverse Laplacetransformation wurde fiir 32 Punkte Intervall
von 1 bis 500 ms bestimmt.

Was sich bei allen Messungen zeigt, ist eine deutliche Abweichung von einem monoexponen-
tiellen Verlauf. Um die Anzahl der Komponenten im Signal identifizieren zu konnen, wurden
die selben Verfahren wie zur T;-Bestimmung angewendet. Die inverse Laplacetransformation
[67] in Abbildung 6.5 deutet bei verschiedenen Proben auf mehrere Kompartimente hin. Die-
ses Beispiel zeigt, dass die Komponenten stabil bei allen Proben auftreten. Hieraus sind zwei
Hauptkomponenten bei ca. 30 ms und 100 ms, sowie zwei kleinere Komponenten bei kurzen
Zeiten von 1 ms und 10 ms, zu sehen. Die kiirzeste Relaxtionszeit stammt vermutlich von der
kleinen Modulation der Messwerte in den ersten Millisekunden, welche nicht vollstindig eli-
miniert werden konnte. Zeiten von 1 ms sind jedoch nicht bei Echoabstidnden von 0.5 ms zu
bestimmen. Da die Modulation bei jeder Messung auftrat, ist dieser kleine Anteil vermutlich
stabil vorhanden, aber so klein, dass dieser vernachlidssigt werden kann. Dies zeigt auch die
Betrachtung der Anpassungen in Abbildung 6.6. Die Fits wurden dabei nach Gleichung (6.2)

fiir N Komponenten bestimmt.

N
S(f) = SOZﬁexp(T_ ) (6.2)
i=1

t
2
Bei genauer Betrachtung wird deutlich, dass erst ein triexponentieller Fit alle Messdaten hin-

reichend gut beschreibt. Auch die F-Test-Statistik zeigt eine signifikante Verbesserung bei
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einer Anpassung mit drei Komponenten. Zusétzlich sind die Verldufe der Koeffizienten in Ab-
hingigkeit der Temperatur stabiler bei Verwendung von drei Kompartimenten. Bei niedriger
Ordnung kommt es jeweils zur Mittelung zwischen diesen Anteilen. Da die Fraktionen im
Temperaturverlauf stirker variieren, kommt es bei mono- bzw. biexponentiellen Fit zu gro-
Beren Schwankungen der 7,-Werte aufgrund unterschiedlicher Wichtungen der Signalanteile.
Eine weitere Methode wire eine direkte Anpassung von Geraden an den Logarithmus des
Signalabfalls um die Koeffizienten zu bestimmen. Hierbei geht jedoch die Information der
verschieden Fraktionsanteile verloren. Daher wurde ein trixeponetielles Modell gewihlt, wel-

ches den gesamten Verlauf gut beschreibt und alle Parameter liefern kann.
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(a) Tr-Messkurve und Regression (b) Residuen der multiexponentiellen Fits

Abbildung 6.6: Darstellung der Signalabschwichung durch 7,-Relaxation gemessen mittels
CPMG-Sequenz und Anpassung der Daten an ein multiexponentielles Modell.

Biexponentielles Verhalten wurde bereits hidufig beschrieben. Dabei werden die Anteile der
Signale dem meist relativ freien intra- und extrazelluldren Wasser im Bereich 70 bis 90 ms
sowie Wasser zwischen myelinisierter Schichten von Axonen mit 10 bis 50 ms zugeordnet
[83, 84]. Dre1 Komponenten wurden bisher nur in peripheren Nerven gefunden [73, 85]. Die
T»-Relaxationszeiten fiir freies Cerebrospinal-Fluid (CSF) oder der Phosphatgepufferten Salz-
16sung (PBS) sollten deutlich groBer sein als 100 ms und werden deshalb als Ursache ausge-
schlossen (siehe Anhang Abb. B2). Die Relaxationszeiten von Makromolekiilen wie Lipi-
den und Proteinen liegen dagegen im Mikrosekundenbereich und kénnen somit ebenso wenig
mit den verwendeten Parametern aufgelost werden. Daher ist anzunehmen, dass die gefunde-
nen Anteile neuronalen Wasserkompartimenten zuzuordnen sind. Wie in Abbildung 6.5 oder

6.7 zu sehen ist, konnen mit diesem Verfahren eine lange 7,-Komponente bei 100 ms und
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Abbildung 6.7: Darstellung der ermittelten 7,-Paramteter au dem triexpoentiellen Modell
dargestellt im Temperaturverlauf. Die Symbole bezeichnen dabei (-) gebundenes Wasser mit

kleinstem 75, (X) intrazelluldren und (o) extrazelluliren Wasser mit jeweils ldnger werdenden
1.

zwel kurze Anteile bei 10 ms und 40 ms ermittelt werden. Die genauen Mittelwerte der Pro-
ben sind in Tabelle 6.3 zusammengefasst. Diskrepanzen zwischen den Messungen lassen sich
durch die bereits besprochenen Unstimmigkeit erklidren. Falls diese nicht durch die Probleme
der Messmethode verursacht sind, konnten die beiden Hauptkomponenten dabei von extra-
(100 ms) und intrazelluldren (40 ms) Anteilen stammen. Dieses Ergebnis wiirde sich mit Un-
tersuchungen von Inglis ef al. decken [86], welche in einer biexpoentiellen Analyse eben diese
Fraktionen gefunden haben. Zusitzlich erkennt man noch eine weitere kurze Komponente bei

etwa 10 ms, die hdufig mit Myelin assoziiert wird [67, 84]. Eine Thalamusprobe der grauen

Probe Toi(ms)  fi(%)  Tom(ms) fu (%) Tas (ms)
Rechts Initial | 109 +10 28+5  44+3 58+8 6+3
Links Initial | 117+21 27+11 455 60+8 8=1
Rechts PBS | 103+4 42+8 43+2 48+5 123
Links BTH | 103+6 42+6 422 48+5 11x4

Tabelle 6.3: Parameter der Fits der transversalen Relaxationskurve fiir die Thalamusproben
aus den linken und rechten Hirnhemisphéren. Berechnet ist jeweils der Mittelwert und die
Standardabweichung aus n = 3 Proben. Jeweils die Proben der linken Hirnhilfte wurde mit
Hyaluronidase (BTH) verdaut.
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Substanz sollte zwar nur wenig myelinisierte Axone enthalten, da die gemessene Probe mit
einem Volumen von ca. 1.5cm? jedoch einen heterogenen Aufbau aufweist, konnte der An-
teil tatsdachlich von Wasser innerhalb myelinisierter Schichten stammen. Jedoch konnte der
Effekt nicht nur Myelinwasser, sondern generell gebundenen Protonen an Makromolekiilen
zugeordnet werden. Im Temperaturverlauf in Abbildung 6.7 ist zu sehen, dass nur die lange
Komponente mit zunehmender Temperatur kleiner wird, wihrend die anderen Anteile nahezu
konstant bleiben. Dies konnte daher kommen, dass die relativ freien extrazelluliren Wasser-
molekiile eher thermisch beeinflusst werden, da diese hauptsichlich untereinander schwichere
Wasserstoffbriickenbindungen ausbilden und somit translatorisch, sowie rotatorisch einfacher
thermisch aktiviert werden konnen. Intrazellulidre und gebundene Anteile wechselwirken da-
gegen stiarker mit Makromolekiilen. In diesem kleinen Temperaturbereich scheint die thermi-

sche Energie dabei zu klein zu sein um eine Anderung der 7,-Zeit hervorzurufen.

Die aus den Fits ermittelten Anteile stimmen dagegen nicht komplett mit den theoretischen
Werten fiir Intra- und Extrazellularraum (I: 80%, E: 20%) iiberein, sind jedoch anndhernd ver-
gleichbar mit 30 bis 40% der extrazelluldren und 50 bis 60% der intrazelluldren Komponente.
Hier tritt eine Verschiebung bei fast allen Proben zwischen der ersten und zweiten Messung
auf, wie in Tabelle 6.3 oder in Abbildung 6.8 zu sehen ist. Jeweils die Initialmessung zeigt
ein Verhalten, welches niher an den theoretischen Werten liegt, als nach den zwei Wochen,
wobei der Shift unabhiingig davon auftritt, ob die Probe verdaut oder lediglich in PBS gelagert
wurde. Ein Grund konnte sein, dass es in dieser Zeit trotz der Fixierung bereits zu Zellschiden
durch Alterung des Gewebes kommt, wodurch eine Angleichung zwischen intra- und extra-
zelluldren Wasserkompartimenten stattfindet. Hinzu kommen noch 10 bis 15% stark gebun-
denen bzw. Myelinwassers (entsprechender Anteil ebenfalls mit kalorimetrischen Methoden
bestimmt [87]). Dieser Anteil korreliert gut mit jener Fraktion stark gebundenen Wassers,
welche mittels 7-Messung bestimmt wurde. Die prozentualen Anteile dndern sich (bis auf
die bisher besprochenen Schwankungen) nur gering in Abhiingigkeit der Temperatur, wie in
Abbildung 6.8 zu erkennen ist, sodass die Protonen der Kompartimente wéhrend der Messung
nur in geringem Austausch stehen. Dieser Kontakt zwischen den Fraktionen konnte auch ein
Grund fiir die abweichenden prozentualen Anteile der Messungen mit den Literaturwerten fiir
die extra- und intrazelluldren Rdume sein. Ein schneller Austausch wihrend eines Scans wiir-
de aber zu einer mittleren Relaxationszeit fiihren. Auerdem kann auch die Fixationsmethode
einen empfindlichen Einfluss auf die Anteile haben, da es zu leichten Volumeninderung des

Gehirns kommen kann [88].
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Abbildung 6.8: Prozentualer Anteil der Signalkomponenten aus einem triexponentiellen Fit
der T,-Messung. Die Symbole bezeichnen dabei (-) gebundenes Wasser mit kleinstem 7, (X)
intrazellulidren und (o) extrazelluldren Wasser mit jeweils ldnger werdenden 7.

Fiir die mit Hyaluronidase behandelten Proben wiire nun eine Anderung entweder der mittle-
ren extrazelluldaren oder der kurzen gebundenen Wasserfraktion zu erwarten. Wie sich jedoch
in Abbildung 6.7 und 6.8 sowie den Mittelwerten in Tabelle 6.3 zeigt, bleibt ein entsprechen-
der Effekt aus. Die ermittelten 7,-Koeffizienten aller Proben stimmen gut iiberein. Wie schon
erwihnt, kommt es bei den gefundenen Anteilen zu einer Anderung, diese ist aber gleich fiir
die behandelte und unbehandelte Probe, welche fiir den selben Zeitraum in neutraler PBS-
Losung aufbewahrt wurde. Ein entsprechender Einfluss der extrazelluldren Matrix durch die

Verdauung wie bei der 7-Bestimmung konnte nicht gefunden werden.

6.3 Diffusionsmessungen

Auch der Fall der diffusionsgewichteten Untersuchung in Abbildung 6.9 zeigt eine deutli-
che Abweichung von einem monoexpoentiellen Signalabfall. Dieser Effekt konnte durch ei-
ne beschrinkte Diffusionscharakteristik bestimmt sein, wenn die Diffusionslinge grofler als
die Zellabmessungen wird, sodass der Diffusionskoeflizient effektiv kleiner wird [89]. Durch
die Verwendung von sehr kurzen Diffusionszeiten von 2 ms sollten Effekte durch beschrink-
te Diffusion weitgehend minimiert werden [5]. Beschrinkte Diffusion, sowie weitere Effekte

wie Austausch durch permeable Membranen oder elektrostatische Wechselwirkungen fiihren
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zu sehr komplexen Diffusionsmodellen. Da sich jedoch der Verlauf der Kurve gut mit einem
multiexponentiellen Fit beschreiben ldsst, wurde das Multikompartment-Modell fiir die Aus-
wertung gewdihlt.

Wie in Abbildung 6.9 sowie nach dem F-Test zu sehen ist, wiirde zwar ein triexpoentielles Mo-
dell den Verlauf exakter beschreiben, jedoch scheint fiir nur 20 Messpunkte bei verschiedenen

Gradienten das biexponentielle Modell ausreichend zu sein. Auch eine ILT in Abbildung 6.10

Data
0 — Monoexp

Biexp i
Triexp

10

Signal (a.u.)

10 L L L L L L L L
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

b—Value (ms/pmz)
Abbildung 6.9: Nicht monoexpoentieller Verlauf der normierten Diffusionsamplituden fiir 20

verschiedene Gradientenwerte in quadratisch-dquidistanten Abstinden und Darstellung ver-
schiedener multiexpoentieller Fits.

deutet ebenso lediglich auf zwei Diffusionskomponenten hin. Aufgrund der geringen Anzahl
an Messpunkten und einer Unsicherheit in der Bestimmung der Echoamplituden ist eine tri-
expoentielle Anpassung an dieser Stelle nicht zu rechtfertigen. Daher wird im Folgenden die
Fitfunktion

N
S(1)=So ) frexp(=bDy) 6.3)
i=1

mit N = 2 Komponenten verwendet. Diese zwei Anteile dndern sich, wie man in der inver-
sen Laplacetransformation erkennen kann, im kompletten Temperaturverlauf nur geringfiigig.
Die aus den Fits ermittelten Koeffizienten und Fraktionen der zwei bestimmten Komponen-
ten sind fiir alle Thalamusproben in Abbildung 6.11 dargestellt. Hier ist besonders gut zu

erkennen, dass der Diffusionskoeffizient der schnelleren Komponente mit erhohter Tempe-
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D (pmz/ms)

Abbildung 6.10: Lapacetransformation des Diffusionsabfalls im Temperaturverlauf von 2 —
20°C, jeweils normiert auf das Signalmaximum.

ratur groBer wird. Dies deutet ebenfalls darauthin, dass die Diffusion nicht beschrinkt, son-
dern lediglich gehindert ist, da sonst aufgrund der erhthten Beweglichkeit durch die thermi-
sche Energie, der effektive Diffusionskoeffizient reduziert werden miisste. Fiir die Messung
bei 20°C ergibt sich im Mittel ein Diffusionskoeffizient fiir die schnelle Komponente von
Dy = (0.663 +0.042) um?/ms und fiir die langsame D, = (0.047 + 0.007) um?/ms. Dies deckt
sich mit bisherigen Ergebnissen fiir ex vivo Untersuchungen [67, 86, 90]. Die beiden Kom-
ponenten unterscheiden sich in ihrem Diffusionskoeffizienten in etwa einer Gréenordnung,
wobei die Werte im Vergleich zu in vivo kleiner sind [43], was ebenfalls durch die Fixie-
rung bedingt sein kann [60]. Fiir die Anteile im Signal ergibt sich aus den Fits fiir die schnelle
Diffusion f; = 60—65% und fiir die langsame entsprechend f; = 35-40%. Dies steht komple-
mentédr zum Volumenanteil fiir eine hdaufig angenommene schnellere extrazelluldre (20%) und
langsamere intrazelluldre (80%) Diffusionsbeschreibung [86], sowie zu den Ergebnissen der
T,-Fraktionen. Dennoch stimmen die Ergebnisse mit Untersuchungen von Niendorf et al. fiir
post mortem Rattenhirne iiberein [43, 70]. Daher ist anzunehmen, dass die verschiedenen Dif-
fusionskompartimente nicht von rdumlich getrennten intra- und extrazelluldren Wasserpools
stammen, sondern durch verschieden starke physikalische Wechselwirkungen mit der Um-
gebung bedingt sind. So konnte die langsame Komponente gebundenen bzw. strukturierten
Wassermolekiilen in der Nihe von Makromolekiilen, wie Lipiden und Proteinen von Mem-

branen, dem Cytoskelett oder auch der extrazelluliren Matrix zuzuordnen sein [5]. Dieser
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Abbildung 6.11: Die ermittelten Diffusionskoeffizienten (links) und dazugehdrigen prozen-
tualen Anteile (rechts) der schnellen (o) und der langsamen (-) Komponenten.
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Anteil an Wasser in Hydratationsschichten der Zelle, welcher bis zu 40% ausmachen kann
[32], stimmt jedoch nicht ganz mit dem Wert liberein, welcher bei den Relaxationsmessungen
gefunden wurde. Diese Diskrepanz konnte dadurch bestimmt sein, dass sich die Wechselwir-
kungsprofile, welche die magnetischen und die diffusiven Eigenschaften der Wassermolekiile
bestimmen, stark unterscheiden [91]. Die jeweiligen Anteile zeigen im Temperaturverlauf in
Abbildung 6.10 und 6.11 lediglich eine sehr kleine Anderung. Dies koénnte auf einen sehr lang-
samen Austausch zwischen beiden Komponenten hindeuten. Eine erhohte thermische Energie
kann jedoch zum Aufbruch der Wasserstoftbriickenbindungen fiihren, sodass bei hherer Tem-
peratur der Anteil des gebundenen Wassers kleiner wird. Da sich die Anteile jedoch nur ge-
ring dndern, ist dies ebenfalls ein Indiz dafiir, dass die Abweichung vom monoexpoentiellen
Verlauf von zwei unterscheidbaren Wasserkompartimenten und nicht durch eine beschrinkte

Diffusion stammt.

Die Proben, bei denen die extrazelluldre Matrix durch Hyaluronidase verdaut wurde, zeigen
keine signifikanten Anderungen in ihrer Diffusionscharakteristik. Leichte Variationen zwi-
schen Vorher- und Nachher-Zustand der ersten beiden Vergleichsmessungen, konnen durch
gednderte Messparameter bedingt sein und treten fiir die behandelte sowie die unbehandelte
Probe gleichermalien auf. Fiir den dritten Probensatz, bei denen mit exakt gleichen Einstellun-
gen gearbeitet wurde, zeigt sich diese kleine Diskrepanz nicht mehr. Die Parameter mussten
angepasst werden, da im zweiten Messdurchgang nach der ersten Behandlung Instabiltiten,
z.B. probenbedingt durch Wirbelstrome oder systembedingt beim Aufbau der starken Gra-
dientenfelder, zu einem unproportionalen Signalabfall bei hohen b-Werten fiihrten. Dennoch
stellt sich bei keiner Messung eine erwartete Erhohung des Diffusionskoeffizienten nach der
Verdauung mittels Hyaluronidase (Abb. 6.11, rote Linie) ein, wie es jedoch in Knorpelge-
webe beobachtet werden konnte [92]. Auch im Gehirn konnten Hrabetova et al. fiir die Dif-
fusion von bivalenten Calciumionen eine entsprechende Veridnderung bei Manipulation der
EZM im Gehirn feststellen. Dagegen wurde jedoch in der gleichen Arbeit ebenso kein Effekt
auf die Diffusion von nur monovalenten TMA™ (Tetramethylammoniumionen) entdeckt [93].
Um das Diffusionsverhalten genauer untersuchen zu konnen, wurden zusétzlich aus den tem-
peraturabhingigen Diffusionskoeffizienten die entsprechenden Arrheniusenergien der beiden
Wasserpools bestimmt. Wie in Abbildung 6.12 zu sehen ist, stimmt der Verlauf sehr gut mit
dem exponentiellen Zusammenhang nach dem Arrheniusgesetz Gleichung (2.6) iiberein, wo-
nach die Teilchen um diffundieren zu konnen zuerst Wasserstoftbriickenbindungen zwischen
benachbarten Teilchen aufbrechen miissen. Man erkennt jedoch, dass die ersten Messungen,

vor allem der langsamen Diffusionskomponenten etwas mehr streuen, als die der schnelle-
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Abbildung 6.12: Arrheniusplot der Diffusionskoeffizienten und zugehoriger Fit nach Glei-
chung (2.6). Zu sehen sind jeweils getrennt der schnelle und langsame Diffusionkoeffizient
zweier Proben vor und nach der entsprechenden Behandlung.

ren Fraktion, was durch eine hohere Sensitivitit der Messung der schnelleren Komponente
bedingt sein kann. Die ermittelten Werte der Arrheniusenergien sind in Tabelle 6.4 abgebil-
det. Fiir den dritten Probensatz, bei denen die Parameter der beiden Messdurchgénge konstant
gehalten wurden, ergeben sich Energien der schnellen und langsamen Fraktionen von etwa
E; = 13kJ/mol und E, = 7kJ/mol. Beide Aktivierierungsenergien sind im Vergleich zu frei-
em Wasser mit 18.8 kJ/mol leicht verkleinert [94]. Aufgrund der Wechselwirkung zwischen
den Wasserteilchen und den Makromolekiilen kommt es zu einem Strukturierungseffekt des
Wassers [95]. Fiir die geordneten Wassermolekiile ist es energetisch giinstiger als Ensemble
mit einer geringeren Aktivierungsenergie zu diffundieren, was den beobachteten Effekt erklért
[67, 90]. Dies deutet ebenfalls darauthin, dass der langsamere Diffusionspool von Molekiilen
nahe an Membranen oder sonstigen Makromolekiilen bestimmt ist. Die schnellere Diffusion
sollte dagegen von relativ freiem Wasser stammen, da die Aktivierungsenergie ndher an dem
Wert fiir Bulk-Wasser liegt. Mithilfe der Aktivierungsenergien konnten ebenso die Werte der
Diffusionskoeffizienten fiir eine Korpertemperatur von 7' = 37°C bestimmt werden, welche
ebenfalls in Tabelle 6.4 zusammengefasst sind. Diese Werte liegen niher an den in vivo Da-
ten. Es ergeben sich fiir die beiden Kompartimente Koeffizienten von ca. D; = 0.9 um?/ms
und D, = 0.05 um?/ms, wobei die Streuung zwischen den Messungen groBer sind als Unter-

schiede zwischen vor und nach der Verdauung bzw. zwischen verdauter und Referenzprobe.
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Probe Ef E; DT =37°C) DT = 37°C)
(kJ/mol)  (kJ/mol) (um?/ms) (um?/ms)
Th L1 13.1+0.7 74+1.8 0.873 0.052
ThL1BTH | 11.2+0.8 9.7+8.2 0.886 0.063
Th R1 106 1.0 29+1.2 0.755 0.039
ThR1PBS | 11.0+x13 74+1.1 0.889 0.067
Th L2 125+1.1 72+25 0.844 0.052
ThL2BTH | 11.1 +2.0 87+44 0.919 0.070
Th R2 104 +£32 40+55 0.764 0.051
ThR2BTH | 96+08 58+1.9 0.914 0.062
ThL3 135+1.3 83x21 0.915 0.048
ThL3BTH | 12.7+10 69+1.2 0.900 0.048
Th R3 119+12 57+20 0.866 0.048
ThR3PBS | 13.6+0.7 69+09 0.942 0.050

Tabelle 6.4: Arrheniusenergien und Diffusionskoeffizienten extrapoliert auf Kérpertemperatur
von T = 37°C aller Thalamusproben vor und nach der Verdauung (BTH) bzw. der Referenz-
messung (PBS).

Die jeweiligen Diffusionslingen ergeben sich damit nach I, = V2DA mit der Diffusions-
zeit 2ms zu ca. 1.9 um fiir die schnelle und 0.44 ym fiir die langsame Komponente. Diese
sind somit viel kleiner als mit herkémmlichen MR-Scanner erreichbar wire und entsprechen
trotzdem bereits der Dimension von kleinen Zellen, sodass beschrinkte Diffusion zusitzlich
moglich ist. Die Aktivierungsenergien und extrapolierten Diffusionskoeffizienten zeigen wie
beschrieben keine Verdnderung zwischen behandelter und unbehandelter Probe auf. Somit ist
davon auszugehen, dass die Matrix zumindest keinen starken Einfluss auf die Wasserdiffusion
ausiibt. Die EZM stellt nur einen Teil des Volumens des Extrazelluldrraumes dar, der seiner-
seits nur bis zu 20% ausmacht. Denkbar wire daher, dass ein Effekt durch die Verdauung der
Matrix zu klein ist, verglichen mit der Gro3enordnung der Fraktionen der zwei gefundenen
Kompartimente und somit nicht aufzulésen sein konnte. Beide Diffusionsanteile konnten sich
aus intra- und extrazelldren Protonen zusammensetzen. Auflerdem sind auch ohne extrazellu-
lare Matrix viele Membranoberflichen und andere Makromolekiile vorhanden, welche durch
die Wasserteilchen hydratisiert sein konnten. Da immer nur ein mittlerer Diffusionseffekt auf
das NMR-Signal gemessen werden kann, wire dies eine Begriindung dafiir, dass keine Ver-
dnderung sichtbar wird. Auch ist ungewiss, ob die Grofle des Volumens ein weiteres Problem
darstellt. Im Gegensatz zu Bildgebungsexperimenten, bei denen sehr viele und kleine Voxel
statistisch analysiert werden konnen, wird in diesem Fall nur ein einzelnes Voxel mit einem

Durchmesser von 7 mm und einer Hohe von rund 10 mm untersucht. Unklar ist, wie lokal die
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Veridnderungen durch die Verdauung auftreten. Vergleicht man in Abbildung 6.13 den Ver-
lauf zweier Proben, so lédsst sich die Diffusionscharakteristik fast identisch reproduzieren. Die
Variation zwischen verschiedenen Proben ist viel groBBer als zwischen verdautem und unver-

dautem Zustand einer einzelnen, sodass kein Effekt beobachtet werden kann.
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Abbildung 6.13: Diffusionsgewichteter Signalabfall zweier Thalamusproben jeweils im

Vorher- und Nachherzustand, wobei eine Probe verdaut wurde und die zweite als Referenz
dient.

6.4 Histochemische Farbungen

Nach dem Vermessen der Proben wurde die Verdauung mittels histochemischer Fiarbungen ge-
nauer untersucht. Zu diesem Zweck wurden eine mit Hyaluronidase sowie eine unbehandelte
Probe mit verschiedenen Methoden eingeférbt. Es wurden drei Farbungen hergestellt, welche
verschiedene Bestandteile der Matrix sichtbar machen kénnen. Zum einen wurden die beiden
Hauptkomponenten der Matrix Hyaluronséure, das Geriist der Matrix, mittels eines spezifisch
bindenden Proteins bHABP (Biotinylated hyaluronic acid binding protein), und das Kernpro-
tein Aggrecan mittels eines Antikorpers (Human anti-body aggrecan) eingefirbt. Weiterhin
konnten mit der hdufig verwendeten WFA-Methode (Wisteria floribunda agglutinin), welche
auf N-Acetyl-Galactosamin wirkt, die Zuckerseitenketten des Kernproteins sichtbar gemacht

werden.
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(b) Aggrecan (Human anti-body aggrecan)

200pum

(c) N-Acetyl-Galactosamin (Wisteria floribunda agglutinin)

Abbildung 6.14: Immunhistochemische Firbung von Thalamusproben einer Ziege. In den
linken Abbildungen von (a)-(c) ist die Kontrollprobe (PBS) und rechts die mit Hyaluronidase
(BTH) behandelte Probe zu sehen. Es wurden 3 verschiedene Féarbungen unterschiedlicher
Matrixbestandteile angefertigt. Sichtbar sind jeweils (a) Hyaluronsdure mittels bHABP, (b)
Aggrecan mittels HAG und (c) GAG-Seitenketten mit WFA. In allen 3 Fiarbungen ist zu sehen,
dass samtliche Bestandteile der Matrix zersetzt wurden.
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Die Ergebnisse der Farbungen sind in den Abbildungen 6.14 zu sehen. In allen Darstellungen
zeigt sich ein deutlicher Unterschied in der Schwirzung zwischen den Proben. Das Hyalu-
ronan wurde durch das Enzym vollstidndig verdaut. Es finden sich auch keine aufzuldsenden
Restbestandteile nach der Verdauung mehr im Gewebe im Vergleich zu der unverdauten Probe.
Auch die restlichen Komponenten der Matrix scheinen fast vollstindig aus dem Gewebe in der
Nachbehandlung herausgewaschen zu sein. Somit sollten die Bestandteile komplett aus dem
Gewebe entfernt sein. In den unverdauten Proben mit der Aggrecan- und der Galactosamin-
Farbung zeigt sich eine heterogene Firbung. Besonders stark scheinen beide Komponenten in
der Region des Nucleus reticularis thalami, einem Kerngebiet des Thalamus, zu sein [61, 62].
Hier finden sich viele Neuronen, welche von perineuronalen Netzen umbhiillt und somit reich

an extrazellularer Matrix sind.

6.5 Vergleich WeiBe und Graue Substanz

Um ein vollstindigeres Bild zu erhalten, wurden weiterhin Proben der weillen Substanz des
Gehirns untersucht. Hierbei bietet sich vor allem die Region des Corpus callosum an, da dies
nahezu der einzige Bereich im Gehirn ist, wo die Nervenfasern fast parallel zueinander verlau-
fen. Da die Proben des Ziegenhirns zu klein fiir die Probenrohrchen geworden wiren, wurde
ein menschliches Gehirn mit einem groeren Volumen zur Verfiigung gestellt. Somit konn-
te auBerdem ein neuer Probensatz mit Gewebe des Thalamus zum besseren Vergleich von
weiller und grauer Hirnsubstanz, sowie auch zum Vergleich zwischen tierischen und mensch-
lichen Proben und zur Validierung der bisherigen Ergebnisse, entnommen werden. Die Proben
wurden dabei in gleicher Weise pripariert. Auch die Durchfithrung und Auswertung der Daten

wurde analog durchgefiihrt.

Zur Charakterisierung der Relaxationskurven beider Gewebearten des menschlichen Gehirns
ist die Laplacetransformation fiir die 7';- und 7,-Koeffizienten in Abbildung 6.15 gezeigt. In
beiden Darstellungen wird ein dhnliches Verhalten ersichtlich, wie es bereits bei den Ziegen-
proben beobachtet wurde. Im Fall der 7-Messung mittels Inversion Recorvery finden sich
in beiden Regionen Anteile an vergleichbaren Stellen. Wie schon zuvor gesehen, lassen sich
zwel Komponenten im Signal erkennen. Eine lingere Hauptkomponente bei ca. 500-600 ms
und eine kiirzere bei etwa 150-200 ms. Wiederum konnte diese zusétzliche Fraktion zu ge-
bundenem Wasser gehoren. Dies wird dadurch verstirkt, dass der relative Anteil der weiflen
Substanz des Corpus callosum in der Laplacetransformation scheinbar zunimmt. In diesen Fa-

serbereichen kommen hauptsichlich stark myelinisierte Axone vor, welche in grolen Maf3en
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Abbildung 6.15: Inverse Laplacetransformationen der (a) T -Inversion Recovery und (b) T,-
CPMG Daten des fixierten menschlichen Gehirn fiir den Bereich Thalamus (Th) und Corpus
callosum (Cc) im verdauten (BTH) und unverdauten (PBS) Zustand.

durch die Wasserteilchen hydratisiert sein konnen. Eine vermehrte Wechselwirkung konnte
zu einem erhohten Anteil an gebundenem Wasser fiihren. Diese Vermutung deckt sich jedoch
nicht mit den Ergebnissen der 7,-Messungen, bei welcher eher ein Effekt in der kurzen Kom-
ponente sichtbar sein sollte, da diese in der Literatur hdufig als Myelinwasser charakterisiert
wird [84]. Hier erscheinen die Fraktionen von Thalamus und Corpus callosum jedoch fast
identisch, was wiederum damit erklédrt werden konnte, dass beide Proben recht grof3 und somit
verschiedene Anteile an Zellen und Axonen beinhalten kdnnen.

In Abbildung 6.16 sind die Ergebnisse der 7 -Messung der beiden Gewebesorten dargestellt.
Im Fall der Thalamusproben wird wiederum sichtbar, dass die Verdauung mittels Hyaluronida-
se zu einer Verkiirzung der Relaxation fiihrt, wiahrend die Anfangsmessungen mit der Kontroll-
probe identisch iibereinander liegen. Wiederholt scheint die Anderung nur auf die lange Rela-
xationszeit zu wirken, wobei sich 7' ; von (560 +25) ms auf (490 +£20) ms um ca. 60 ms dndert.
Dieses Resultat ist gut vergleichbar mit den vorherigen Ergebnissen. Die Fraktion der kiirze-
ren Komponente mit f; = (18 + 4)% sowie die Relaxationszeit T ; = (165 = 32) ms bleiben
dagegen im Vergleich konstant. Fiir die Messung des Corpus callosum zeigt sich jedoch eine
starke Abweichung der Initialmessungen. Woher diese riihrt ist nicht bekannt. Da aber beide
Proben im unbehandelten Anfangszustand derart variieren, werden diese nicht fiir die Aus-
wertung betrachtet. Im zweiten Messdurchgang dagegen weisen die verdaute und unverdaute
Probe ein gleiches Relaxationsverhalten auf. Unter minimaler Streuung resultiert aus beiden

Messungen die mittlere Relaxationszeit der langen Komponente mit 75, von (630 + 35) ms
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Abbildung 6.16: Ergebnisse der T-Inversion Recovery-Messung fiir (a) Thalamus und (b)
Corpus callosum im Inital-, Verdau-, und Kontrollzustand.

und fiir das kleinere Kompartment 7 ; = (215 + 20) ms mit einem leicht erh6hten Anteil von
fs = (34 £ 5)% im Vergleich zum Thalamus. Das Ausbleiben eines Effektes kann dadurch
erklédrt werden, dass der Anteil an extrazelluldrer Matrix in der wei3en Substanz viel geringer
ist. Die Netze kommen hier vor allem an den Ranvierschen Schniirringen vor, welche selbst
nur in Abstinden von etwa 150 um entlang der Axone vorzufinden sind [47].

Die inverse Laplacetransformation der CPMG-Messreihen des Thalumus und Corpus callo-
sum in Abbildung 6.15 deutet auf ein sehr dhnliches Verhalten hin. Wie schon im Ziegenhirn
beobachtet werden konnte, zeigen sich drei dominierende Fraktionen, eine lange Relaxatio-
szeit von iiber 100 ms, eine mittlere um 40 ms, sowie eine sehr kurze Zeit um 10 ms. Zusitzlich
sind bei noch kiirzeren Zeiten weitere Peaks zu sehen. Da diese unwillkiirlich verteilt erschei-
nen, deuten sie eher auf Storeinfliisse der Signalmodulation, Rauschen oder auch Einfliisse
von Makromolekiilen im Gewebe hin. Bei Echoabstinden von 500 us wiren diese jedoch nicht
auflosbar, sodass die Auswertung wiederum mit einem triexpoentiellen Modell vorgenommen
wurde. Schon die Laplacetransformationen weisen kaum auf Unterschiede zwischen der be-
handelten und unbehandelten Probe hin. Dies wird auch in den Abbildungen 6.17 deutlich. In
keiner Kurve sticht die jeweils mittels Hyaluronidase verdaute Probe (Abb. 6.17, rote Linie)
heraus. Bei den Koeffizienten wurde lediglich eine leichte Verschiebung der mittleren Kompo-
nente bei beiden Geweben beobachtet, jedoch tritt dies fiir die behandelte sowie die Referenz-
probe auf und kann damit nicht durch die Manipulation der Matrix erklédrt werden. Auerdem
kommt es zu Abweichungen in den Anteilen der Thalamusproben. Hier variieren die zwei Pro-

ben untereinander, wobei die Vorher- und Nachher-Messung beider Zustiande sich wiederum
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Abbildung 6.17: T,-Fitparameter aus Thalamus und Corpus callosum aus triexpoentiellen
Modell mit einer kurzen (-), mittleren (X) langen (o) T,-Zeit.

sehr dhnlich sind, sodass sich auch dieser Effekt durch eine gewisse Unterschiedlichkeit der
Proben begriinden lisst. Die gemittelten Werte aller Messungen sind in Tabelle 6.5 dargestellt.
Die Koeffizienten stimmen sehr gut mit den Resultaten von Inglis et al. fiir die graue und wei-
Be Substanz iiberein, obwohl sich die Fraktionen etwas unterscheiden. Diese Messung wiirde
das Bild einer langen extrazelluldren und kiirzeren intrazelluldren 7,-Zeit nicht bestitigen.
Jedoch kann es messtechnisch bedingt durch die Priparation oder Lagerung der Proben zum
Austausch zwischen den Wasserpools oder zu einer starken Anderung des Hydratisierungs-
verhaltens, z.B. durch die Aufbewahrung in PBS, gekommen sein, sodass sich beide Anteile
angleichen. Auffillig ist zusitzlich, dass die sehr kurze Komponente in beiden Geweben in
gleichen Anteilen vorkommt. Auch ist der Koeffizient etwas kleiner als die Laplacetransfor-

mation in Abbildung 6.15 vermuten lédsst. Dies ist dadurch bedingt, dass eine Mittelung durch
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Probe Try (ms)  fi(%) Tom (ms) fum (%) Tos (ms)
Thalamus 119+4 43+6 36+3 48+5 61
Corpus callosum | 130+4 514 28+2 41x2 5+1

Tabelle 6.5: Parameter der Fits der transversalen Relaxationskurve bei T = 20°C. Berechnet
ist jeweils der Mittelwert und die Standardabweichung aus n = 4 Proben.

den Fit mit den noch kiirzeren Rauschanteilen stattfindet, was den tatsdchlichen Wert redu-
ziert. Die Ahnlichkeit zwischen den Geweben wiirde wieder vermuten lassen, dass die Proben
zu grof} sind, sodass in beiden geniigend Anteile an Zellen und Nervenfasern vorhanden sind.
Die Untersuchungen zur Diffusion konnen ebenso das bisherige Resultat validieren. Weder
im Thalamus noch im Corpus callosum wird eine signifikante Anderung durch die Verdau-
ung sichtbar. Die gemittelten Werte sind in Tabelle 6.6 aufgelistet. Der Temperaturverlauf und
somit die Arrheniusenergien beider Gewebe bzw. beider Verdauzustinde sind sehr dhnlich,
wie es auch in Abbildung 6.18 ersichtlich wird. Unterschiedlich zwischen weifler und grauer
Substanz sind lediglich die Diffusionskoeffizienten der schnellen Komponenten. Die Mess-
richtung im Corpus callosum wurde so gewihlt, dass die Diffusion parallel zu den Axonen
untersucht wird. In dieser Richtung sollten sich die Wassermolekiile relativ frei bewegen kon-
nen, was sich in einem erhohten Diffusionskoeffizient zeigt. Wire die Messung senkrecht zu
den Fasern, sollte der Koeffizient drastisch reduziert sein, auch im Vergleich zum als isotrop
angenommenen Thalamusgewebe. Die langsamen Diffusionskoeflizienten sind dagegen sehr
dhnlich. Der etwas kleinere Wert des Diffusionskoeffizienten bzw. der Arrheniusenergie im
Corpus callosum konnte jedoch auch durch einen stirkeren Ordnungseffekt, aufgrund einer
erhohten Wechselwirkung mit den Makromolekiilen der Myelinscheiden, zustande kommen.
Zusitzlich wurde an diesen Proben nach der Verdauung ein zweites Experiment durchge-
fiihrt, wobei die Zeitabhingigkeit des Diffusionsverhaltens tiberpriift werden sollte. Zu diesem
Zweck ist die Messung bei verschiedenen Diffusionszeiten aber konstanter Gradientenwirk-

zeit untersucht worden. Die zwei bereits vorgestellten Methoden des Hahn’schen sowie des

Probe D; (um?/ms)  f; (%) Dy (um*/ms) E; (kJ/mol) E; (kJ/mol)
Thalamus 0.713+0.035 63+1 0.048+0.003 122=+1.1 39+1.2
Corpus callosum | 0.811 +£0.023 63 +3 0.042+0.004 132+14 22+1.3

Tabelle 6.6: Dargestellt sind die Diffusionskoeffizienten bei 7 = 20°C und die Arrheniusener-
gien beider Diffusionskompartmente. Berechnet wurde der Mittelwert und die Standardabwei-
chung aus n = 4 Proben.
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Abbildung 6.18: Ergebnisse der Diffusionsuntersuchungen im menschlichen Thalamus und
Corpus callosum.

stimulierten Echos kamen hierbei zur Anwendung. Dabei wurde unter Beriicksichtigung der
Relaxationszeiten ein moglichst groles Zeitintervall untersucht. Die Ergebnisse sind in Ab-
bildung 6.19 zu finden. Bei beiden Methoden zeigt sich, dass vor allem der Koeffizient der
schnellen Komponente mit vergroerter Zeit bis hin zu etwa 10 ms abnimmt. Dies wird haupt-
sachlich unter Verwendung des stimulierten Echos ersichtlich und deutet auf eine beschriankte
Diffusion hin. Dagegen bleiben die Signalanteile im gesamten Zeitverlauf nahezu konstant,
sodass beim stimulierten Echo keine verschiedene 7'j-Relaxation auf die beiden Diffusions-
kompartimente wirkt. Derselbe Effekt kann im Thalamus mittels der Hahn’schen Gradien-

tenechosequenz beobachtet werden.

6.6 Knorpelgewebe

Zum besseren Verstidndnis der Resultate der Gehirnproben wurde zusétzlich das Verhalten von
Knorpelgewebe unter den gleichen Messbedingungen studiert. Fiir Knorpel liegen eine Viel-
zahl von Experimenten vor, welche mit der in dieser Arbeit verwendeten Methode verglichen
werden konnen. Auch hier wurden zwei unterschiedliche Knorpelarten — hyaliner Knorpel aus
dem Patellagelenk und elastischer Knorpel des Ohres — eines Hundes untersucht. Knorpelge-
webe besteht fast komplett aus extrazelluldrer Matrix, sodass Verdnderungen hier sichtbar sein
sollten. Zu beachten ist jedoch, dass die Zusammensetzung der EZM im Knorpel von der im
Gehirn abweicht. Im Knorpel kommen neben Proteoglykanen und Hyaluronan vor allem Col-

lagene vor [92], welche fiir die Stiitzfunktion des Gewebes verantwortlich sind. Daher wurde
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Abbildung 6.19: Vergleich der Diffusionszeitabhingigkeit von Thalamus und Corpus callo-
sum unter Verwendung von links Hahn’schen und rechts stimulierten Echos.

nach der enzymatischen Behandlung mit Hyaluronidase, welches spezifisch auf Hyaluronsau-
re wirkt, auch ein Collagenase-Verdauexperiment durchgefiihrt, um eine vollstindige Degra-
dierung der extrazelluldren Matrix zu erzielen.

Die Laplacetransformationen der Daten aus den Relaxationsmessungen in Abbildung 6.20
deuten auch im Knorpel auf das Vorhandensein mehrerer Anteile im Signal hin. Fiir den
Fall der longitudinalen 7';-Relaxation konnen zwei Komponenten charakterisiert werden. Der
Hauptanteil liegt bei rund 1s. Ein zweites Kompartiment ist bei etwa 300 ms zu erkennen.
Diese Anteile erscheinen recht konsistent bei den jeweiligen Knorpelarten. Ob die kleinere
Komponente von einem zweiten stirker gebundenen Wasserpool oder eher durch Makromole-
kiile, wie Collagene, Fibrillin oder sonstige Proteine und Lipide, stammt, lédsst sich auch hier

nicht eindeutig identifizieren. Ebenfalls in der T,-Laplaceverteilung tauchen mehrere Signal-
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Abbildung 6.20: Ergebnisse der Laplacetransformation (a) 7,-Inversion Recovery und (b)
T>-CPMG Daten der Knorpelproben.

anteile auf. Eindeutig dabei erscheinen nur die beiden grof3eren Komponenten bei 10 ms und
etwa 60 ms, welche in jeder Knorpelprobe auftauchen. Kiirzere Anteile unter 10 ms kénnen
dagegen nicht mit Wasser im Gewebe identifiziert werden. Vor allem eine Patellaprobe zeigt
grofle Abweichungen in dieser kurzen Phase der Relaxation, was vermutlich durch Storein-
fliisse bedingt ist. Die Inkonsistenz in der kurzen Phase stellt sich bei allen Proben vor allem
im Temperaturverlauf der Fraktionen dar, sodass diese kaum auswertbar sind. Durch einen tri-
exponentiellen Fit konnen jedoch die 7,-Koeffizienten, vor allem der lingeren Anteile, stabil
bestimmt werden, wobei die sehr kurze dritte Komponente nicht beriicksichtigt wird.

Die Ergebnisse der 7';-Relaxation in Bezug auf die Verdauung mittels Hyaluronidase (BTH)
und Collagenase (COLL) sind in den Abbildungen 6.21 zu sehen. Bei der Hyaluronidasebe-
handlung zeigt sich auch hier der Effekt, dass es zu einer Verkiirzung der langen 7';-Kompo-
nente kommt. In den Kurven des Ohrknorpels hebt sich die mit BTH verdaute Probe (Abb. 6.21,
rote Linie) deutlich von den Initial- und Referenzmessungen ab. Diese hat mit 7, = (812 +
54) ms ein deutlich kleineres T, als die unbehandelten Proben mit 7', ; = (1001 + 92) ms. Die
kurze Komponente bleibt stattdessen mit 7, ; = (335 + 50) ms nahezu konstant. Bei der Mes-
sung der Patellaproben kommt es dagegen zu einer Abweichung zwischen den Initialmessun-
gen und den Wiederholungen. Im zweiten Messdurchgang variieren die kurzen Signalanteile
stark, wodurch es zu den Verzerrungen im Kurvenverlauf kommt. Hier ist nun nicht eindeu-
tig zu charakterisieren, ob dieser Effekt durch z.B. Alterung bzw. Lagerung der Proben oder
messtechnisch bedingt ist. Dennoch deutet sich im Vergleich der verdauten und unverdauten

Probe an, dass es auch hier zu einer Verkiirzung des langen T-Koeffizienten kommt. Trotz
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Abbildung 6.21: Ergebnisse der T-Relaxation der beiden verschiedenen Knorpelgewebe aus
Ohr und Patella vor und nach der Hyaluronidaseverdauung.

des abweichenden Verlaufs stimmen die Werte der Start- und Referenzmessung der langen
Komponente mit einem mittleren Wert von 7, ; = (877 + 67) ms gut liberein, wohingegen die
verdaute Probe mit 7';; = (660 + 30) ms deutlich kleiner ist. In vivo Untersuchungen zeigten,
dass Ty empfindlich ist auf die Verinderung des Glykosaminoglykangehaltes, was Hyaluronan
mit einschliet [96-98]. Dies konnte durch diese Studie ebenfalls bestitigt werden. Trotzdem
gibt es bereits hier widerspriichliche Ergebnisse. Wihrend, wie auch im Vorfeld erwartet, von
einer Erhohung der 7';-Relaxationszeit in der Literatur berichtet wird, zeigt sich in dieser Ar-
beit ein gegenteiliger Effekt. Andere Studien zeigen wiederum keinen Effekt auf 7, [99, 100].
Inwieweit die Fixierung und die Behandlung der Proben Einfluss auf die jeweilige Messung
hat, ist nur schwer zu ergriinden in der Zeitspanne dieser Arbeit.

Weiterhin sind in den Abbildungen 6.21 die Ergebnisse der Collagenaseverdauung zu sehen.
In beiden Knorpelarten gleicht sich die Messkurve der bereits mit Hyaluronidase behandelten
Probe nach der Collagenaseverdauung (Abb. 6.21, orange Linie) den Referenzmessungen an.
Dies wird auch an den Werten der langen 7', ;-Zeiten deutlich, welche mit (948 + 48) ms und
(758 + 47) ms fiir Ohr- und Patellaknorpel den Ergebnissen der unverdauten Proben dhneln.
Dieser Effekt korreliert nun mit der erwarteten Erhohung nach der Verdauung der EZM. Um
dieses Verhalten zu validieren, wurden die bisherigen Referenzproben in einem weiteren Ex-
periment ebenfalls behandelt, jedoch ausschlieBlich mit Collagenase. Diese Untersuchungen
(Abb. 6.21, schwarze Kurve) bestitigen, dass es zu einer Erhohung der longitudinalen Relaxa-
tionszeit auf (1110 + 37) ms und (1103 + 111) ms kommt. Die Verdauung mittels Collagenase

erzielt daher eine entgegengesetzte Verdnderung, aber in dhnlicher Gré3enordnung von etwa
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10-20% im Vergleich zu Hyaluronidase.

Nicht eindeutig verhilt es sich im Fall der 7,-Relaxation. Wihrend Duvvuri ef al. eine Ver-
groerung der 7,-Zeiten bei Abbau der Proteoglykankomponenten im Knorpel beobachteten
[98], wird hidufig berichtet, dass die transversale Relaxation nicht oder nur minimal von Pro-
teoglykanen, Hyaluronan oder GAG beeinflusst wird [96, 99, 100], sondern eher mit der Col-
lagenstruktur der Matrix in Verbindung steht. Auch dieses Ergebnis konnte in dieser Arbeit

validiert werden und ist mit den Messungen im Gehirn vergleichbar. Wie in den Abbildun-
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Abbildung 6.22: T,-Koeffizienten im Temperaturverlauf der Knorpelproben des Ohrs und des
Patellagelenkes.

gen 6.22 zu sehen ist, stimmen die Koeffizienten bei 20°C innerhalb gewisser Toleranzen
unabhéngig von der Verdauung iiberein. Fiir den elastischen Knorpel des Ohrs findet man die
Koeffizienten 7,; = (61 £ 2)ms und 7, = (16 + 1) ms und fiir den hyalinen Gelenkknor-
pel 7o, = (53 £ 6)ms und 7, = (15 + 2) ms. Lediglich eine Patellaprobe sticht hierbei mit
T, = 44 ms heraus, welche jedoch nicht mit Hyaluronidase behandelte wurde und somit nur
als Referenz dient. Auch hier ist unklar, ob die Verdnderung durch die Lagerung oder Alte-
rungseffekte zustande kam. Moglich wire auch der sogenannte Magic Angle Effect, welcher
durch die geordnete Collagenstruktur des Gelenkknorpels bestimmt ist [101]. Durch zufélli-
ges Drehen der Probe im Probenrohrchen kann es hierbei zu dieser Abweichung gekommen
sein, wobei bei weiteren Messreihen im Temperaturverlauf ebenfalls ein Abfall zu kleineren
T,-Zeiten festgestellt wurde. Da in einem Durchgang die Probe nicht bewegt wird, kann dieser
Verlauf nicht durch den Magic Angle Effect verursacht worden sein [101]. Dennoch kann im

Gesamten keine Wirkung auf die 7,-Relaxation aufgrund der Verdauung mittels Hyaluronida-
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se beobachtet werden. Anders zeigt es sich nach der Behandlung mit Collagenase. Zumindest
im elastischen Ohrknorpel stellt sich eine leichte Erhhung der ldngeren 7,-Komponente dar.
Vor allem die ausschlieBlich mit Collagenase verdaute Probe mit 7; = (68 + 1) ms zeigt ei-
ne signifikante Erhohung um 10%. Fiir den kombinierten Hyaluronidase-Collagenase-Verdau
ist dieses Ergebnis nicht so eindeutig. Da im Patellaknorpel die Ergebnisse der Koeffizien-
ten stdrker streuen, kann dieser Effekt hier nicht zweifelsfrei bestitigt werden. Erst ab einer
Temperatur unterhalb von 10°C erscheinen die ermittelten Koeffizienten erhoht, was auf eine

Verdnderung bedingt durch die Verdauungen hinweisen konnte.

Auch die Diffusionsmessungen im Knorpel zeigen einen nicht monoexponentiellen Verlauf
bei hohen b—Werten, wie es auch bei Knauss et al. schon berichtet wurde [102], und kann
so mit einem biexponentiellen Modell analog den Gehirnproben, ausgewertet werden. Die er-
mittelten Ergebnisse der unverdauten und verdauten Proben fiir 20°C sind in Tabelle 6.7 (vgl.
auch Abb. B4) und im gesamten Temperaturverlauf in Abbildung 6.23 zu sehen. In beiden
Knorpelarten trigt die langsame Diffusionskomponente nur einen sehr geringen Beitrag zum
Signal bei, bleibt aber bei allen Temperaturen nahezu konstant erhalten. Die schnelle Frakti-
on zeigt wieder den typischen Verlauf nach Arrhenius und kann sich relativ frei bewegenden
Wassermolekiilen zugeordnet werden. Die Aktivierungenergien mit Eg,, = (17.1 £0.7) kJ/mol
und Ep, = (20.2 = 1.0) kJ/mol stimmen mit denen von freiem Bulk-Wasser iiberein, sodass die
Diffusion dieser Komponente nur wenig gehindert ist. Der Diffusionskoeffizient im Gewebe
ist jedoch um die Hilfte kleiner als der in freier Losung. Die langsame Komponente kann da-
gegen nicht mit diesem Modell angepasst werden. Wie in Abbildung 6.23 zu sehen ist, bleibt
der Diffusionskoeflizient konstant oder sinkt sogar mit hoherer Temperatur. Dies konnte dar-
auf hindeuten, dass diese Fraktion nicht nur von einem Wasserkompartiment stammt. Schon
Knauss et al. vermuteten Protonen von Makromolekiilen als Ursprung dieser Komponente
[102]. Effekte von beschrinkter Diffusion konnten ebenfalls zu diesem nicht monoexponenti-
ellen Verhalten der Diffusionskurven fiihren.

Wie im Verlauf der schnellen Diffusionskoeffzienten zu sehen ist, tritt auch hier nach der
Verdauung mittels Hyaluronidase kein deutlicher Unterschied auf. Bisherige Studien dagegen
konnten einen Zusammenhang zwischen einer Verdnderung der extrazelluldren Struktur und
einer signifikanten Erhohung des Diffusionskoeffizienten herstellen [92, 100, 103, 104]. In
diesem Experiment stellt sich jedoch keine Erhohung der Diffusion der schnellen oder lang-
samen Komponente dar. Stattdessen wurde sogar ein etwas niedrigerer Wert bestimmt, was
mit dem kleiner gemessenen 7 korrelieren wiirde, welcher aber innerhalb der Fehlergren-

zen mit dem Wert der unverdauten Proben iibereinstimmt. Auch die Aktivierungsenergien
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Abbildung 6.23: Ermittelte Diffusionskoeffizienten und Fraktionen der schnellen und langsa-
men Komponenten in Abhédngigkeit der Temperatur fiir verdaute und unverdaute Knorpelpro-
ben.

werden nur minimal beeinflusst. Bei der Verdauung mit Hyaluronidase wird lediglich die
Proteoglykan-Hyaluronan-Struktur der extrazelluldren Matrix zerstort. Der collagene Anteil
der Matrix sollte theoretisch intakt bleiben, sodass vermutet werden kann, dass der Collagen-
anteil einen stdrkeren Effekt auf die Diffusion hat. In anderen Arbeiten wurde bereits eine
Veridnderung durch die enzymatische Verdauung von Knorpelgewebe mittels Hyaluronidase
und Trypsin, welches ebenfalls auf Proteoglykan und nichtcollagene Anteile wirkt, beobach-
tet [92, 100, 104]. Xia et al. vermuteten, dass die Diffusion weniger vom Anteil an Proteo-
glykan bzw. Glykosaminioglykan abhingt [92]. Daher wurde in einer Messung das Verhalten
nach einer weiteren Verdauung mittels Collagenase studiert. In diesem Fall wird zusétzlich

die Collagenstruktur der extrazelluliren Matrix zerstort, sodass die EZM nahezu vollstindig
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Probe Dy (ms) fr (ms) D (%) E; (kJ/mol)
Ohr PBS 1.186 £0.034 87+1 0.141+0.024 17.1+0.7
Ohr BTH 1.136 £ 0.038 89+2 0.077+0.022 18.2+0.3
Ohr BTH+COLL 1.335+£0.041 92+1 0.078+0.025 18.1+0.3
Ohr PBS+COLL 1.475+0.049 92+2 0.136+0.039 19.3+2.2
| PatellaPBS [ 1.324+0.112 95+2 0.126+0.065 202+1.0 |
Patella BTH 1.261 £+0.030 93+1 0.073+0.023 19.5+1.2
Patella BTH+COLL | 1.383 +0.038 94 +1 0.086+0.032 20.2+0.5
Patella PBS+COLL | 1.580+0.024 97+1 0.161 £0.054 20.7+0.9

Tabelle 6.7: Parameter der Diffusionsmessung bei 20°C des Knorpelgewebes. Koeffizienten
des unverdauten Gewebes (PBS) ergeben sich aus dem Mittel iiber Initial- und Kontrollzu-
stand. Fiir die behandelte Probe (BTH) ist der direkt ermittelte Wert gezeigt.

aufgelost ist. Wie schon in den Untersuchungen zu den Relaxationsparametern zu finden war,
lasst sich auch hier ein erhohter Koeffizient bei der komplett verdauten Probe (BTH+COLL)
charakterisieren. Der Diffusionskoeffizient der schnellen Wasserkomponente im elastischen
Ohrknorpel ist um etwa 15% im Vergleich zum Initial- bzw. Hyaluronidase verdauten Status
gestiegen. Im Patellagelenkknorpel sind die Ergebnisse nicht ganz so eindeutig, aufgrund der
hohen Diffusionskoeffizienten der Referenzmessungen. Dennoch steigt nach der kombinier-
ten Verdauung der Diffusionskoeffizient um 5 bis 10% im Vergleich zu nicht mit Collagenase
verdauten Proben. Die Aktivierungsenergien und die langsamen Komponenten werden dage-
gen nicht beeinflusst. Ein nochmals erhohter Diffusionskoeffizient zeigt sich bei der reinen
Verdauung mittels Collagenase der Referenzprobe. Wie schon zuvor beobachtet wurde, kann
auch fiir die Diffusion eine effektivere Anderung festgestellt werden im Vergleich zur bereits
mit Hyaluronidase verdauten Probe. Die Behandlung mit Collagenase fiihrt zu einer um 20 bis
30% schnelleren Diffusion fiir beide Knorpelsorten. Dieses Ergebnis ist gut vergleichbar mit
den Resultaten von Xia et al. [92]. Ebenfalls sind die Aktivierungsenergien, wenn auch nur

minimal, erhoht.

Die Verdauung mittels Collagenase der Knorpelproben zeigt demnach einen erwarteten Effekt
auf das Diffusions- und Relaxationsverhalten des MR-Signals. Dies kann mit der Entfernung
des der extrazelluldren Matrix in Verbindung gebracht werden. Die Abwesenheit der Colla-
genstruktur fiihrt zu einer verminderten Behinderung und Beschriankung der Wassermolekiile,
wodurch die Diffusionsgeschwindigkeit erhoht wird. Die verringerte elektrostatische Wech-
selwirkung zwischen den Wasserprotonen und den Molekiilen der Matrix bedingt nicht nur
eine erhohte translatorische Bewegung, sondern ermoglicht zudem einen erhohte rotatorische

Bewegungsfreiheit der Wasserteilchen. Beides kann zu Anderungen im transversalen sowie
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longitudinalen Relaxationsverhalten fiithren, wie es in diesem Experiment beobachtet wurde.
Nicht eindeutig ist der scheinbar entgegengesetzt wirkende Effekt nach Behandlung mittels
Hyaluronidase, denn die Farbungen der Gehirnproben deuten auch hier auf einen effektiven
Verdauvorgang hin. Dennoch konnte der Hyaluronananteil der EZM Einfluss auf physiologi-
sche Vorginge ausiiben, was nach der Behandlung zu einer eher geringeren Bewegungsfrei-
heit der Teilchen fiihrt. Die T;-Untersuchungen haben gezeigt, dass sich die Werte der bereits
verdauten Knorpelproben mit erniedrigtem 7'; nach einer zweiten Behandlung mit Collagen-
ase wieder dem Ausgangsniveau angendhert haben, wohingegen die reine Verdauung mittels
Collagenase zu einer signifikanten Erhohung fiihrt. Das bedeutet, dass die Effekte der bei-
den enzymatischen Behandlungen wirksam sind und sich gegenseitig autheben. Ahnlich ist
dies im Fall der Diffusion und der 7,-Messung zu sehen. Wihrend Hyaluronidase nahezu
keinen Effekt aufweist, stellt sich mittels Collagenase eine deutliche Anderung ein. Diese ist
jedoch effektiver bei reiner Collagenaseverdauung als beim kombinierten Prozess. Moglich
wire jedoch eine unterschiedliche Wirksamkeit der Enzymldsungen, da diese nicht in einem

Experiment durchgefiihrt wurden.
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Zusammenfassung

Das Ziel dieser Arbeit war, es den Einfluss der extrazelluldren Matrix auf die MR- Paramter
im Gehirn zu charakterisieren. Nach den bisherigen Ergebnissen konnte kein messbarer Effekt
auf die Wasserdiffusion gefunden werden. Weder die Diffusionskoeffizienten, Anteile an ver-
schiedenen Kompartimenten, noch die Aktivierungsenergien in grauer und weifler Substanz
scheinen bei einer gezielten Verdauung der extrazelluliren Matrix im Gehirn beeinflusst zu
sein. Schon die Gruppe um Hrabetova et al. konnte lediglich eine Anderung fiir zweiwerti-
ge Calcium-lonen, jedoch nicht fiir monovalente Tetramethylammonium-Ionen bei dhnlichen
Untersuchungen (aber mit unterschiedlichen Messmethoden) in Rattenhirnen feststellen [93].
Die im NMR-Experiment untersuchten Wassermolekiile tragen dagegen keine Ladung, besit-
zen aber ein starkes, elektrisches Dipolmoment und konnten so ebenfalls mit den Matrixpro-
teinen wechselwirken. Nach diesen Ergebnissen scheint dieser Einfluss jedoch zu gering um
ihn mit der verwendeten Messmethode bestimmen zu konnen. Im Gehirn tragt der Extrazel-
luldrraum lediglich mit etwa 20% des Gesamtvolumens bei, wobei die Matrix wiederum nur
einen Bruchteil ausmacht. Auch ist nicht eindeutig klar, inwieweit sich die Verhiltnisse bei
post mortem Proben oder aufgrund der Fixierung des Gewebes verdndern konnen. Dagegen
konnte eine deutliche Erhohung des Diffusionskoeffizienten von maximal 30% in Knorpel-
gewebe gemessen werden, was in guter Ubereinstimmung mit vorherigen Ergebnissen steht
[92]. Dieses Stiitzgewebe besteht, ganz im Gegensatz zum Gehirn, zu etwa 90% der Trocken-
masse aus den beiden Matrixbestandteilen, Collagen und Proteoglykan [52]. Dies legt nahe,
dass etwaige Veridnderungen der Diffusionsdynamik im Hirngewebe bei verdauter extrazel-
luldrer Matrix nur minimalen Einfluss auf die Wassermolekiile haben. Auflerdem zeigte sich
der Effekt im Knorpel erst bei der kompletten Zersetzung der Matrix durch Collagenase. Da
Collagen den Hauptanteil der Matrix im Knorpel ausmacht [51], scheint bei der Verdauung
mittels Hyaluronidase das Collagengeriist intakt zu bleiben, sodass sich ebenfalls im Knorpel

kein Diffusionseffekt bemerkbar macht, was die Ergebnisse im Gehirn bestitigt. Im Gegensatz
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zum Knorpel ist hier die Diffusion hauptsichlich durch die intrazellulire Dynamik bestimmt.
Gehinderte und beschrinkte Diffusionseffekte von Zellkomponenten kénnen die Bewegung
der Wassermolekiile in komplexer Weise beeinflussen, sodass die extrazelluldre Matrix im
Gehirn scheinbar nur eine untergeordnete Rolle spielt.

Ahnliche Ergebnisse konnten bei der Bestimmung der transversalen T,-Relaxation gewonnen
werden. Auch hier gibt es keine Unterschiede zwischen Proben mit und ohne Matrix im Ge-
hirn. Wiederum erst nach der kompletten Verdauung mittels Collagenase im Knorpel konnten
kleine Verdnderungen in der GroBenordnung von 15% gefunden werden. Dass der auf Hyalu-
ronan basierende Anteil der Matrix nur einen geringen Einfluss hat, wurde bereits in fritheren
Arbeiten vermutet [96]. Auch die geringe Verdnderung im Knorpel, welche nur deutlich im
elastischen Knorpel zu finden war, und zudem auftauchende Unsicherheiten in der Messung,
lassen ebenso keine Auswirkungen im Hirngewebe vermuten.

Dennoch konnte eine signifikante Verschiebung der 7';-Zeit in allen Untersuchungen festge-
stellt werden. Die Behandlung mit Hyaluronidase fiihrt zu einer Verkiirzung der Relaxations-
zeit um 10 bis 20% in Hirn- und Knorpelgewebe. Dieses Ergebnis korreliert gut mit den er-
warteten GroBenordnungen der Proteoglykan-Hyaluronan-Matrix. Jedoch ist die Richtung der
Anderung entgegengesetzt der Erwartung sowie den Ergebnissen der Collagenase-Verdauung.
Die Collagenase im Knorpel scheint zu einer starken Degradierung des Gewebes zu fiihren,
was sich schon an der Konsistenz des Gewebes nach der Verdauung sichtbar macht. Dies
fiihrt zu einer deutlichen VergroBerung der Diffusions- und Relaxationsparameter, was auf-
zeigt, dass die rotatorische und translatorische Bewegungsfreiheit des Wassers erhoht wird.
Das Hyaluronidase-Experiment scheint dagegen eher zu einer Einschrinkung der Bewegung
zu fiithren. Dass der gefundene Effekt kein Artefakt der Hyaluronidase-Losung ist, zeigt sich
dadurch, dass einzig die Proben des Corpus callosum keine Verschiebung im Signal aufzei-
gen. Da diese nur iiber einen sehr geringen Anteil an extrazelluldrer Matrix verfiigen, soll-
te keine Auswirkung trotz Behandlung sichtbar sein. Zudem sollten durch das mehrmalige
Waschen der Proben in PBS keinerlei Riickstinde der Losungen vorhanden sein. Warum die
Hyaluronidase jedoch entgegengesetzt der Collagenase wirkt, ldsst sich nicht zweifelsfrei kla-
ren. Moglich wiren Riickstinde der gespalteten Proteoglykane oder Hyaluronsdure, welche
durch freiere Bewegung stiarker mit den Wasserprotonen wechselwirken konnen. In den histo-
chemischen Firbungen lassen sich aber keine noch vorhandenen Zuckermolekiile feststellen.
Die Verdauung konnte eine starke Verdnderung des Hydratisierungsverhaltens bewirken. Dies
sollte sich jedoch nicht nur auf 7, sondern auch auf 7, und die langsame Diffusionskompo-
nente auswirken. Die Stabilitdt des Gewebes wird bei reiner Hyaluronsdure-Verdauung nicht

beeinflusst, dennoch konnte es mikroskopische Auswirkungen auf die Zellvolumen oder die

74



KAPITEL 7 ZUSAMMENFASSUNG

Verteilung intra- und extrazelluldrer lonen und Molekiile haben, was zu den beobachteten Er-
gebnissen fithren konnte. Weiterhin ist nicht génzlich klar, ob die Priparation einen Einfluss
auf die Experimente hat, da es bei der Fixierung mittels Paraformaldehyd zu Umstrukturie-

rungen der Proteinstruktur des Gewebes kommt.

Trotz empfindlicher Untersuchungsmoglichkeiten mit Hilfe starker Magnetfeldgradienten konn-
te kein Effekt auf die Wasserdiffusion in Formalin-fixierten Hirngeweben durch die Verdauung
der auf Hyaluronan basierenden extrazelluldren Matrix beobachtet werden. Dies spricht dafiir,
dass Verdnderungen zu gering sind, um entsprechende Auswirkungen auf die MR-relevanten
Parameter aufzuzeigen. Weiterfithrende Experimente zur lokalen Manipulation der extrazel-
luldren Matrix mit ortsaufgelosten Untersuchungen konnen helfen, die biophysikalischen Ef-

fekte der Matrix besser zu verstehen.
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Anhang

A Stejskal-Tanner Gleichung

Die Herleitung der Stejskal-Tanner-Gleichung folgt der historischen Herangehensweise [7,

105]. Ausgansgspunkt stellt die Bloch-Torrey-Gleichung dar.

ﬁMw(r, 1) = (—iy(BO + yrg(f)) — 1 + DVZ) M, ,(r,1) (A1)
ot ’ T2

Aus dieser kann ein einfacher Losungsansatz gefunden werden.

a t
— M, ,(r,1) = A(t) exp (—inot LA f g(t’)dt')) (A2)
ot ’ T2 0

Wobei hier der Phasenfaktor und die 7>-Relaxation fiir die Diffusion keine Rolle spielt. Setzt
man den Ansatz in (A1) ein, erhélt man die Differentialgleichung fiir die zeitabhéngigge Am-

plitude A(#) mit der einfachen Losung:

1 2
L) = -y ( f g(t’)dt’) A1) (A3)
dr 0

f ¢ 2
A(t) = Agexp [—Dy2 f ( f g(t”)dt”) dt’) (A4)
0 0

Diese kann gelost werden, falls der zusétzliche Gradient g(#) bekannt ist. Fiir die einfache

Stejskal-Tanner-Sequenz (90° — 7 — 180° — 7 — S E), wobei der Gradient nur in z-Richtung
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geschaltet werden soll, hat dieser folgende Form:

OSZ’<I’0
H<t<thy+o0<Tt
g() = fh+0<t<ty+A (A5)

h+A<t<ty+A+5<21

o v o v o

lh+A+0<t<2t

Um das Integral in Gleichung (A4) zu l6sen, werden die Definitionen
!
F@) = f g(t)dr (A6)
0
f=F@) (AT)
und die Heaviside-Funktion verwendet.

{O r<T
Ot-1)= (A8)
1

12T

Beriicksichtigt man die Phasenumkehr aufgrund des 180°-Pulses, so lisst sich Gleichung (A4)

wiefolgt darstellen.

1 (AQD) (& 2
_)/Z_Dm( ¢ )_ (PO -200 -0
T 27
:f (FY de+ | (F@)—2f)dt
0 T

27 27
= | (Fo)2di-4r f F(t)dt + 4f%1 (A9)

0
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Zum Losen der Gradienten-Sequenz (AS) muss die Hilfsfunktion fiir alle Teilintervalle (vgl.
Abbildung 3.2) betrachtet werden.

Fi(t) = LI g(tydt' =0 0<tr<ty
Fu(t) = Fi(ty) + f[ g(t)dr = g(t — ty) fh<t<ty+96
fo
Fii(t) = Fy(tg + 6) + ft 6g(t')dt’ =go fo+0<t<ty+A
fo+
F(t) = Fm(to+A)+ftAg(t')dt’ =gt+6—1t)—A) o+ A<t<tg+A+6
o+
Fv(t):FIV(t0+A+5)+ft g(t)Hdt' =296 lh+A+6<t<t
to+A+0

Damit konnen die drei Terme in Gleichung (A9) einzeln berechnet werden.

27 f0 10+0 fo+A
(F@)? dt = f ORE f (Fu(t)Pdr + f (Fu(0)? di
0

0 to to+6
10+A+0 T
+ f (Fry() dr + f (Fy(1)* dr
fo+A to+A+6
7
=g%6° (—55 — 4ty —4A + 87 ) (A10)

Fiir den zweiten und dritten Term gilt f = F;;(7).

27 f0+A 10+A+0 27
—4f f F(Hdt = —-4g6 ( f Fi(nde + f Fr(dr + f Fv(t)dt)
T T to+A to+A+6

=g*6° (26 + 4ty + 4A — 127) (Al1)

4f*r = 4g°5°t (A12)

Aus der Addition ergibt sich fiir Gleichung (A9) das Ergebnis:

In (AfT)) = —y2g%6%(A - 6/3)D (A13)
0
oder
AQ2T) = Agexp (—y2g262(A - 5/3)D) (A14)
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B Weitere Messkurven

B.1 Diffusionsgewichtete Spinechos
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Abbildung B1: Hahn’sches Echo fiir verschiedene b-Werte der Diffusionsmessungen. Aus
den gemittelten Amplituden wird der biexpoentielle Signalabfall bestimmt.

B.2 Untersuchungen der PBS-Pufferlosung
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Abbildung B2: Relaxationsmessung fiir freie 0.1 M PBS-Losung. Signalanteile in Gewebe-
proben mit sehr langen Relaxationszeiten konnen somit restlicher Pufferlosung zugeschrieben
werden.
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B.3 T,-Messungen der Gehirnproben
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Abbildung B3: Restliche 7,-Messungen der ersten 4 Thalamusproben. Oben Initialmessun-
gen vor einer Behandlung, unten Messungen der verdauten (BTH) und unverdauten (PBS)
Proben. Die Ergebnisse der beiden Messdurchgédnge variieren dabei deutlich voneinander.
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B.4 Wasserdiffusion in Knorpelproben
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Abbildung B4: Verlauf des diffusionsgewichteten Signals bei 20°C der Knorpelproben aus
Ohr und Patella.
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