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1. Einleitung - Das Konzept der neurovaskulären Kopplung

Die Anwendung moderner Techniken in der klinischen Neurologie und neurologischen

Forschung am Menschen und im Tierexperiment erlaubt es, aktive Areale des Gehirns

während motorischer, sensorischer und kognitiver Aufgaben zeitlich hoch aufgelöst und

bildgebend darzustellen. Funktionelle Kernspintomographie (functional magnetic resonance

imaging, fMRI), Positronen-Emissionstomographie (PET), sowie optische Methoden wie die

Nahinfrarot-Spektroskopie (NIRS), die Optical-Imaging-Spectroscopy (OIS) und die Laser-

Doppler Blutflußmessung stehen hierbei im Mittelpunkt des Interesses. Funktionelles MRI,

PET und NIRS werden darüberhinaus immer wichtiger in der Diagnostik und

therapiebegleitenden Dokumentation während pathologischer Prozesse in der Neurologie.

Trotz dieses großen Potentials bildgebender Techniken im klinischen Ablauf von

Diagnostik und Therapie sind diese mit einer wesentlichen Einschränkung der Interpretation

der Befunde behaftet: Veränderungen in neuronaler und glialer Aktivität werden nicht direkt

erfaßt, es dienen lediglich indirekte, mit der zellulären Aktivität assoziierte Veränderungen des

zerebralen Blutflusses, der Blutoxygenierung und des Energiemetabolismus als Signal. Es ist

allgemein akzeptiert, daß eine enge Beziehung zwischen neuronaler und glialer Aktivierung,

dem Energiemetabolismus und dem zerebralen Gefäßbett besteht – als Phänomen der

neurometabolischen und neurovaskulären Kopplung bekannt. Diese enge räumliche und

zeitliche Korrelation von elektrischer und metabolischer Aktivität sowie dem regionalen

zerebralen Blutfluß ist charakteristisch für das Gehirn und wurde erstmals von Roy und

Sherrington im Jahre 1890 beschrieben (Roy and Sherrington, 1890).

Abb. 1: Konzept der neuro
vaskulären Kopplung:
Neuronale Aktivierung führt
entweder direkt oder über
eine Erhöhung des Sauer-
stoff- und Glukosemeta-
bolisms (metabolische Kopp-
lung) zu Veränderungen des
regionalen zerebralen Blut-
flusses (vaskuläre Kopplung).

metabolische Kopplung:
Glukose-Metabolismus

metabolische Kopplung:
Sauerstoff-Metabolismus

vaskuläre Kopplung

neuronale
Aktivität

metabolische Kopplung:
Glukose-Metabolismus

metabolische Kopplung:
Sauerstoff-Metabolismus
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Aktivität



4

Funktionelle Bildgebung bedient sich demnach metabolischer und vaskulärer

Antworten, um regionale Hirnaktivität darzustellen. Um die gesamte Bandbreite der

Informationen, die wir durch moderne funktionelle Bildgebung des Gehirns erhalten, sinnvoll

in Diagnostik und Therapie ausschöpfen zu können, brauchen wir daher grundlegende

Kenntnisse der physiologischen Vorgänge der neurometabolischen und neurovaskulären

Kopplung. Im Rahmen von Krankheitsprozessen kann es zu Störungen neurovaskulärer

Kopplung kommen, die ihrereseits selbst den Gewebeschaden verstärken können (Iadecola,

1998). Eine grundlegende Klärung physiologischer und pathophysiologischer Vorgänge der

neurovaskulären Kopplung könnte daher auch zur Entwicklung neuer Behandlungsstrategien

bei akuten und chronischen ZNS Erkrankungen führen.

2. Tierexperimentelle Modelle zur Untersuchung neurovaskulärer Kopplung

Das Whisker-Stimulationsmodell in der Ratte

Untersuchungen zur Physiologie neurovaskulärer Kopplung können prinzipiell an

gesunden, wachen Probanden mithilfe von nicht-invasiven Messtechniken durchgeführt

werden. Pharmakologische Intervention zur Klärung beteiligter Mediatoren oder Modulatoren

der Blutflußantwort kann allerdings nur über den systemischen Kreislauf und nur in

begrenztem Ausmaß erfolgen.

Deshalb befaßten wir uns zu Beginn unserer Untersuchungen zur neurovaskulären

Kopplung mit der Entwicklung eines geeigneten tierexperimentellen Modells. Aus Gründen

der einfacheren Handhabung wählten wir als Tierspezies die Ratte (rattus norvegicus). Trotz

der entwicklungsphysiologisch im Vergleich zum Menschen niedrigeren Stellung der Ratte

und des Fehlens von kortikalen Gyri (lissencephale Spezies) sind keine grundlegend

unterschiedlichen Mechanismen der neurovaskulären Kopplung zu erwarten. Bei der

Etablierung des Modells stand neben eines möglichst physiologischen und standardisierbaren

Stimulus auch die Wahl eines geeigneten Anästhetikums im Zentrum unseres Interesses.

Die Laser-Doppler Blutflußmethode (laser-Doppler flowmetry, LDF) diente zur

Blutflußmessung (Haberl et al., 1989; Dirnagl et al., 1989; Iadecola and Reis, 1990a), die uns

eine kontinuierliche Darstellung des regionalen Blutflusses (rCBF) mit einer räumlichen

Auflösung von ca. 1 mm3 (in Abhängigkeit des Lichtleiters) und einer zeitlichen Auflösung

von 0,1 s erlaubte. Da mithilfe der LDF in der Ratte keine quantitative Messung in
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Absolutwerten möglich ist, Veränderungen eines vorhandenen Ruheflusses sich aber linear

darstellen, berechneten wir relative Veränderungen des rCBF in % des Ausgangswertes.

In bisher in der Literatur beschriebenen Modellen zur zerebralen Blutflußregulation

kamen elektrische Stimulationen des Gehirns selbst oder peripherer Nerven zum Einsatz, die,

im Vergleich zu Untersuchungen am wachen Menschen (Conrad and Klingelhöfer, 1989;

Kwong et al., 1992) in der Regel zu unphysiologisch hohen Blutflußantworten führen

(Leniger-Follert and Hossmann, 1979; Nakai et al., 1983; Ngai et al., 1988; Iadecola and Reis,

1990a; Iadecola et al., 1990b; Iadecola and Ebner, 1993). Einen physiologischer Stimulus

stellt dagegen die Auslenkung der Barthaare (Whisker-Haare) der Ratte dar. Die dicht

innervierten Whisker Haare werden zudem von einem großes Areal innerhalb des primären

somatosensorischen Kortex repräsentiert, dem sogenannten Barrel-Kortex, der präparatorisch

leicht zugänglich im dorsolateralen Bereich des parietalen Kortex zu finden ist (s. A, S.2). Das

System der Whisker-Haare und des Barrel-Kortex von Ratte und Maus wurde von Woolsey

und Mitarbeitern und von Welker bereits gründlich beschrieben (Woolsey and van der Loos,

1970; Welker, 1971; Woolsey and Rovainen, 1991). Der Whisker-Barrel Bereich umfaßt ca.

20 % des gesamten SI Kortex von Ratte und Maus. Jedes Whisker-Haar ist in einem

sogenannten kortikalen Barrel (Tönnchen), repräsentiert, welches wegen seiner Tonnen-

förmigen Anordnung der kortikalen Zellen so bezeichnet wurde. Die vaskuläre Versorgung

jedes Barrels erfolgt über eine penetrierende Arteriole im Versorgungsgebiet der mittleren

Zerebralarterie (middle cerebral artery, MCA). Die 35 langen Sinus-Haare der Ratte

entsprechen demnach 35 somatotopisch angeordneten Barrels mit einem gesamten

Projektionsgebiet innerhalb des SI Kortex von 9,0 mm2 (s. A, S.3).

Die Untersuchung neurovaskulärer Kopplung erfolgt optimalerweise an wachen

Individuen, da Anästhetika mehr oder weniger stark in die Informationsübertragung von

peripheren Reizen zum somatosenorischen Kortex eingreifen. Da es allerdings im

tierexperimentellen Ansatz zur Blutflußmessung und pharmakologischen Manipulation der

Kopplungsvorgänge im Gehirn der Implantation eines kraniellen Fensters mit Entfernung der

Dura mater bedarf, kann auf den Einsatz einer wirkungsvollen Schmerzausschaltung und

Neurolepsie nicht verzichtet werden. Die einzusetzenden Anästhetika sollten dabei möglichst

Monopräparate darstellen, um nicht durch multiple Wirkmechanismen verschiedener

Anästhetika die Interpretation der Ergebnisse zu erschweren. In unserer ersten Studie im

Rahmen der Etablierung des Modells verglichen wir daher drei der häufig in der Ratte

verwendeten Narkosemittel - Halothan in Lachgas / Sauerstoff, Thiobarbiturat und α-

Chloralose - unter jeweils vergleichbarer Narkosetiefe. Die gesamte vorbereitende Präparation
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der Tiere erfolgte unter Halothan in Lachgas / Sauerstoff, sodaß diese Anästhesie in der

Halothangruppe weitergeführt wurde und als Vergleichswert des Ruheflusses für die anderen

beiden Narkoseformen diente. Thiobarbiturat und α-Chloralose führten zu einer fast

50 % igen Abnahme des Ruheflusses nach Umstellung der Narkose, was auf eine deutliche

Reduktion der Ruheaktivität des zerebralen Kortex im Vergleich zu Halothan hinweist. Zudem

ist aber auch bekannt, daß Halothan, wahrscheinlich über einen Stickstoffmonoxid-

vermittelten Mechanismus, zu einer Vasodilatation führt (Morita et al., 1977; Maekawa et al.,

1989; McPherson et al., 1993). Die Blutflußantwort auf somatosensorische Stimulation ist

erhalten, volatile Anästhetika wie das Halothan führen allerdings zu deutlichen Schwankungen

im Ruhefluß, wodurch der Einsatz dieser Substanzen in Untersuchungen zur neurovaskulären

Kopplung nicht zu empfehlen ist. Anästhetika der Barbituratgruppe dagegen reduzieren den

zerebralen Metabolismus, vermindern darüber den Ruhefluß (Goldman and Sapirstein, 1973;

Tsubokawa et al., 1980) und führen, wie wir zeigen konnten, zu deutlich kleineren

Blutflußantworten auf somatosensorische Stimulation. Alpha-Chloralose alleine (s. A, S.1)

oder in Kombination mit Urethan (s. G, S.2) erwies sich hingegen als das optimale

Anästhetikum zur Untersuchung der neurovaskulären Kopplung, da es einerseits die zerebrale

Grundaktivität und damit den Ruhefluß senkt, andererseits aber evozierte Antworten im

somatosensorischen Kortex sowie deren vaskuläre Kopplung nicht wesentlich beeinflußt,

sodaß es zu Blutflußantworten auf somatosensorische Stimulation kommt, die in Amplitude

und Zeitverlauf denen des wachen Menschen entsprechen.

Neben der Whisker-Stimulation etablierten wir auch die elektrische Stimulation der

Vorderpfote der Ratte, die zu identischem zeitlichen Verlauf der mittels LDF gemessenen

Blutflußantwort führt.

Abb. 2: Somatosensorische Stimulation in der Ratte (A: Whisker-Stimulation, B: elektrische
Stimulation der Vorderpfote) führt zu einem raschen Anstieg des mittels LDF gemessenen Ruheflusses,
dessen Maximum nach 3-5 s erreicht ist. Unter fortdauernder Stimulation stellt sich ein Plateau ein, und
mit Beendigung der Stimulation kehrt der regionale Blutfluß auf sein Ausgangsniveau zurück. Die
Erhöhung des Blutflusses auf Whisker-Stimulation beträgt über die Stimulationsdauer von 60 s
gemittelt 15 – 20 % des Ruheflusses, während elektrische Stimulation der Vorderpfote je nach
Reizstärke zu höheren Blutflußantworten von 35-45 % führt.
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3. Einfluß der Substratzufuhr auf die Blutflußantwort auf somatosensorische Stimulation

Überlegungen zur neurovaskulären Kopplung befassen sich u.a. mit der zentralen

Fragestellung nach dem Zweck der Blutflußantwort auf erhöhte neuronale Aktivität. Dient die

Blutflußerhöhung dem Antransport der zentralen Substrate des Energiestoffwechsels, dem

Sauerstoff und der Glukose, und wird die Vasodilatation getrieben von einem kurzzeitigen

Abfall jeweils einer oder beider Substanzen, so müßte es zum einen zu einem kurzzeitigen und

möglicherweise messbaren Abfall in der Sauerstoffspannung bzw des Glukosegehalts im

Gewebe und im Blut kommen. Zum anderen müßte eine starke Erhöhung des Substrats im

Gewebe vor der Stimulation zu einer Abnahme der Blutflußantworten führen. Beide

Hypothesen haben wir im Rahmen unserer Studien auf ihre Richtigkeit hin untersucht.

Die Frage nach einem kurzzeitigen und messbaren Abfall in der Sauerstoffspannung zu

Beginn erhöhter neuronaler Aktivität wird seit längerem kontrovers diskutiert.

Untersuchungen in unterschiedlichen Spezies und unterschiedlichen Stimulations-

paradigmen wurden mit verschiedenen Techniken durchgeführt, es läßt sich aber zunächst

keine einheitliche Aussage ableiten.
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Zitat Methode Spezies frühe

Deoxygenierung ?

Ernst und Hennig, 1994 fMRI Mensch Ja

Menon et al., 1995 fMRI Mensch Ja

Obrig et al, 1996 NIRS Mensch Nein

Hu et al., 1997 fMRI Mensch Ja

Heekeren et al, 1997 NIRS Mensch Nein

Fransson et al., 1998 fMRI Mensch Nein

Logothetis et al., 1999 fMRI Affe Ja

Malonek und Grinvald, 1996 OIS Katze Ja

Vanzetta und Grinvald, 1999 O2 abh. PQ Katze Ja

Kim et al., 2000 fMRI Katze Ja

Marota et al., 1999 fMRI Ratte Nein

Nemoto et al. 1999 OIS Ratte Ja

Mayhew et al. 1999 OIS Ratte Ja

Silva et al., 2000 MRI Ratte Nein

Tabelle1: Übersicht über Befunde zur frühen Hämoglobin-Deoxygenierung unter
funktioneller Aktivierung
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In unseren Untersuchungen zu Oxygenierungsveränderungen unter somatosenosorischer

Stimulation bei der Ratte kamen zwei voneinander unabhängige Techniken zum Einsatz.

Hämoglobinoxygenierungsveränderungen erfaßten wir mittel OIS, Veränderungen des

physikalisch im Blut gelösten Sauerstoffs ermittelten wir, wie zuvor von Vanzetta und

Grinvald in der Katze eingesetzt (Vanzetta and Grinvald, 1999), durch Messung der

Veränderung der Phosphoreszenz-Lebensdauer eines sauerstoffspannungsabhängigen

Phosphoreszenz-Farbstoffs. Beide Methoden zeigten in der Ratte nach Whisker-Stimulation

keinen frühen Anstieg im deoxygenierten Hämoglobin bzw. Abfall in der intravaskulären

Sauerstoffspannung (s. B, S.6-8). Zudem konnten wir zeigen, daß der errechnete Verlauf des

Deoxyhemoglobins vom Einsatz des Algorithmus zur Dekonvolution der gemessenen

Spektren in der OIS abhängt, und nur durch Einführen eines wellenlängenabhängigen

Korrekturfaktors (differential pathlength factor, DP(λ)) die Spektren korrekt beschrieben

werden können (s. C). Während ohne Einführung des DPF auch in unseren Experimenten an

der Ratte in Übereinstimmung mit Untersuchungen an der Katze in einem Kooperationsprojekt

mit A. Grinvald (s. D, S.3-4) eine frühe Deoxygenierung zu erkennen ist, verschwindet diese

vollständig nach Analyse mit dem verbesserten Algorithmus (s. B, S.8).

Diese mittels OIS von uns erhobenen Befunde bezüglich der Bedeutung des

Berechnungsalgorithmus’ können zumindest zum Teil die unterschiedlichen Ergebnisse zur

frühen Deoxygenierung erklären, da die Analysen der Untersuchungen von sowohl Malonek
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Abb. 3: Hämoglobin-Oxygenierungsveränderungen gemessen mittels OIS während Whisker-Stimulation (A)
und elektrischer Vorderpfoten-Stimulation (B) in der Ratte. Es gibt keinen Hinweis auf eine frühe
Deoxygenierung, (erkennbar an dem Fehlen eines frühen Anstiegs des Deoxyhämoglobins vor der
Hyperoxygenierung) als Signal für die nachfolgende Blutflußantwort, die zu einer Hyperoxygenierung der
regionalen Zirkulation führt.
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und Grinvald (Malonek and Grinvald, 1996) und Malonek et al. (s. D) als auch Nemoto et al.

(Nemoto et al., 1999) ohne DP(λ) Korrektur durchgeführt wurden. Es bleibt dennoch unklar,

inwieweit Spezies- oder Stimulationsparadigmen-Unterschiede darüberhinaus für kontroverse

Befunde verantwortlich sind.

Unabhängig von den verwendeten Algorithmen zur Beschreibung der gemessenen

Spektren ist aber darauf hinzuweisen, daß die bei Malonek und Grinvald (1996) und Malonek

et al. (s. D) auftretende frühe Deoxygenierung während visueller Stimulation in der Katze

immer zeitgleich mit der Oxygenierungsantwort erfolgt. Eine frühe Deoxygenierung als Signal

für die Blutflußantwort müßte hingegen vor der Oxygenierungsantwort zu erkennen sein und

sich in einem Anstieg im deoxygenierten Hämoglobin und parallel dazu in einem Abfall im

oxygenierten Hämoglobin und damit einem Abfall in der Sauerstoff-Sättigung darstellen.

Dieses Muster als Beweis einer Deoxygenierung als Signal der Blutflußantwort ist bisher nicht

gezeigt worden. Somit kann eine derartige frühe Deoxygenierung als unwahrscheinlich

angesehen werden. Wenn sie als grundlegender Kopplungsmechanismus existierte, müßte sie

homogen in allen höheren Säugetierspezies auftreten und mit ausreichender räumlicher und

zeitlicher Auflösung der verfügbaren Techniken erfaßbar sein.

In Übereinstimmung mit unseren Ergebnissen zum Fehlen einer frühen Deoxygenierung

bei Stimulationsbeginn führte weder eine Hyperoxygenierung noch eine Hyperglykämie

während somatosensorischer Stimulation im Whisker-Modell zu einer Veränderung der mittels

LDF gemessenen Blutflußantworten (s. E, S.4).

Somit gibt es anhand unserer Befunde keine Hinweise darauf, daß ein möglicherweise

kurzzeitig auftretender Substratmangel im Gewebe registriert wird, und auf diesem Wege die

Blutflußantwort auf funktionelle Stimulation initiiert wird.

Die Frage nach dem eigentlichen Signal für die Blutflußantwort und dem primären Ort

der Regulation (Arteriole, Kapillare, Venole) bleibt weiterhin ungeklärt.

4. Rolle des NO bei der neurovaskulären Kopplung

Eine Reihe von Mechanismen oder Mediatoren können im Rahmen der Frage nach

initiierenden und unterhaltenden Faktoren der Blutflußantwort diskutiert werden (Lindauer

and Dirnagl, 2000). Neben Metaboliten des Zellstoffwechsels wie Adenosin und H+ / CO2



11

werden neurogene Mechanismen für die Blutflußantwort verantwortlich gemacht (Lou et al.,

1987; Cohen et al., 1995; Cohen et al., 1997; Krimer et al., 1998; Sandor, 1999; Elhusseiny

and Hamel, 2000).

Das Bioradikal Stickstoffmonoxid (nitric oxide, NO) steht seit Jahren im Zentrum des

Interesses als idealer Kandidat der neurovaskulären Kopplung. Neben seiner Eigenschaft als

starker Vasodilatator mit kurzer Halbwertszeit wird es von vaskulären Endothelzellen,

Astrozyten und Neuronen konstitutiv produziert und kann auf einen Glutamat-Rezeptor

vermittelten Mechanismus hin freigesetzt werden. In den im folgenden zusammengefaßten

Untersuchungen beschäftigten wir uns speziell mit der Rolle des NO bei der Whisker-

stimulationsvermittelten Blutflußantwort und einem möglichen Zusammenspiel von NO mit

H+ und CO2.

4.1 Beteiligung des NO am basalen zerebralen Blutfluß

Das NO produzierende Enzym NO Synthase liegt in drei Isoformen vor, der konstititiv

exprimierten endothelialen und neuronalen NO Synthase (cNOS: Typ I, nNOS und Typ III,

eNOS, Tabelle 2) sowie der induzierbaren NO Synthase (iNOS, Typ II, Tabelle 2), die im

Rahmen von inflammatorischen Prozessen in einer Vielzahl von Zellen induziert werden kann.

Tabelle 2: Isoformen der NOS

Isoform Zelltyp Ca2+/Calmodulin
abhängig

NO
Produktion

Konstitutiv exprimiert: cNOS

Typ I:
neuronale NOS, nNOS

Typ III:
endotheliale NOS, eNOS

Neuron
Astrozyt, Endothelzelle

Endothelzelle
Neuron, Astrozyt

+
kurzzeitig
in pM

Induzierbar: iNOS

Typ II:
induzierbare NOS, iNOS

Makrophage, Mikroglia
Endothelzelle, Astrozyt,
Neuron, glatte Gefäß-
muskelzelle

-
langdauernd
in nM
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Während die iNOS auf proinflammatorische Stimuli hin de novo exprimiert wird und

daraufhin unabhängig von intrazelluärem Calcium NO in nanomolaren Konzentrationen

produziert wird, führt die Aktivität der cNOS in erster Linie zu einer Calcium/Calmodulin-

abhängigen, kontinuierlichen basalen NO Produktion in picomolaren Konzentrationen

(Knowles and Moncada, 1994; Griffith and Stuehr, 1995).

Der einzige einheitlich beschriebene und bisher bewiesene Rezeptor für NO im

biologischen System stellt die lösliche Guanylatzyklase (soluble guanylate cyclase, sGC) dar.

Nach Bindung von NO an der Häm-Gruppe des Enzyms wird die Produktion von zyklischem

Guanosin-3’,5’-Monophosphat (cyclic GMP, cGMP) aus Guanosin-5’-Triphosphat (GTP)

katalysiert. Das initiale NO Signal wird somit über cGMP im Rahmen der Signalkaskade an

cGMP-abhängige Proteinkinasen, Ionen-Kanäle und Phosphodiesterasen weitergeleitet und in

zelluläre Reaktivität übersetzt. So wird zum Beispiel der Inositol-1,4,5-Triphosphat-Rezeptor

in der glatten Gefäßmuskelzelle durch Aktivierung der cGMP abhängigen Proteinkinase

phosphoryliert. Diese Phosphorylierung führt letztlich zu einem Abfall der intrazellulären

Calcium-Konzentration und damit zur Relaxation der Zelle. Neben der gut beschriebenen,

cGMP abhängigen Signalkaskade existieren aber auch eine Reihe von cGMP unabhängigen

Reaktionswegen des NO, die in ihrem Ablauf bisher weitaus weniger gut aufgeklärt sind. Ein

zentraler Mechanismus hierbei schein die S-Nitrosylierung von Effektorproteinen durch

physiologische wie auch pathophysiologisch erhöhte NO Konzentrationen im Gewebe

darzustellen. Im Rahmen der neurovaskulären Kopplung sind hierbei Befunde zur direkten

Modulierung der Leitfähigkeit von Kalium-Kanälen durch NO von Bedeutung (Bolotina et al.,

1994) (zur Übersicht siehe (Denninger and Marletta, 1999)).

Im Rahmen unserer Untersuchungen zur Rolle des NO bei der neurovaskulären

Kopplung konnten wir zeigen, daß pharmakologische Inhibition der konstitutiven NOS zu

einer signifikanten Abnahme des Ruheflusses in vivo (s. F, S.2) führt. Die Bereitstellung des

basalen NO Spiegels scheint darüberhinaus in erster Linie durch die Aktivität der neuronalen

Isoform der NOS zu erfolgen, da selektive Inhibition dieser durch Applikation des

spezifischen nNOS Blockers 7-Nitroindazole zu einer vergleichbaren Abnahme des zerebralen

Blutflusses unter Ruhebedingungen führt (s. G, S.7). Weiterhin konnten wir zeigen, daß

zumindest ein signifikanter Teil der basalen vaskulären NO Wirkung über cGMP vermittelt

wird, da spezifische Inhibition der löslichen Guanylatzyklase ebenfalls zu signifikanter

Vasokonstriktion und damit Abnahme des Ruheflusses führt (s. G, S.8). Dieser
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Befund zeigt, daß der basale NO Spiegel im Gewebe funktionell von Bedeutung ist. Zerebrale

Gefäße verfügen somit über einen physiologischen, NO vermittelten vasodilatatorischen

Tonus, der zu signifikantem Anteil über einen basalen cGMP-Spiegel in der glatten

Gefäßmuskelzelle verursacht wird.

Neben seiner direkten vaskulären Funktion an der glatten Gefäßmuskelzelle nimmt NO

zusätzlich eine wichtige antiadhäsive Funktion im Rahmen der Leukozyten-Endothel-

Interaktion ein. Deshalb war es für weitere Untersuchungen der Rolle des NO bei der

physiologischen neurovaskulären Kopplung von Bedeutung, vorab zu untersuchen, inwieweit

eine Senkung des basalen zerebralen NO Spiegels durch pharmakologische Blockade der

cNOS über eine mögliche Aktivierung der Leukozyten-Endothel-Interaktion zu Störungen des

Blutflusses in der Mikrozirkulation führt und darüber die Interpretation der Befunde zur

neurovaskulären Kopplung erschweren würde.

Unter Verwendung intravitaler konfokaler Laser-scanning Mikroskopie konnten wir

allerdings zeigen, daß pharmakologische Inhibition der NOS unter physiologischen

Bedingungen zu keiner Aktivierung der Leukozyten-Endothel-Interaktion und daher zu keiner

Beeinträchtigung der Fließeigenschaften des Blutes in der zerebralen Zirkulation führt.

Lediglich in inflammatorisch vorgeschädigtem Hirngewebe führt die Abnahme des basalen

NO Spiegels nach NOS Inhibition zu einer signifikanten Aktivierung des Anheftungsprozesses

von Leukozyten am zerebrovaskulären Endothel (s. H, S.4-7).

4.2 Rolle des NO bei der zerebralen Blutflußantwort auf funktionelle Stimulation

Die signifikante Beteiligung des NO / cGMP Systems am regionalen zerebralen Blutfluß

des somatosensorischen Kortex der Ratte unter Ruhebedingungen legt die Hypothese nahe,

daß dieses auch für somatosensorisch evozierte Veränderungen des Blutflusses von Bedeutung

ist.

In unserer frühen Untersuchung zur Rolle des NO bei der neurovaskulären Kopplung

konnten wir erstmalig zeigen, daß eine solchermaßen postulierte Beteiligung des NO

tatsächlich existiert. Sowohl systemische wie auch topische Gabe des unspezifischen NOS

Inhibitors L-NNA (Nω–Nitro-L-Arginin) führt zu einer ca. 50% igen Reduktion der mittels

LDF gemessenen Blutflußantwort auf Whisker-Stimulation der Ratte. Interessanterweise wird

nach topischer NOS-Inhibitor Applikation die Blutflußantwort auf Hyperkapnie wie auch auf

topisch induzierte, extrazelluläre Azidifizierung, welche beide globale vasodilatatorische
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Stimuli darstellen, um mehr als 90 % reduziert (s. F, S.2, sowie I, S.3).

Die neuronale Aktivität selbst wird durch NOS Blockade nicht beeinflußt, wie sowohl im

Whisker-Modell als auch im Modell der elektrischen Vorderpfotenstimulation durch Vergleich

der somatosensorisch evozierten Potentiale vor und nach NOS-Inhibitor Applikation gezeigt

wurde (s. K, S.3).

Die Beteiligung des NO / cGMP Systems bei funktionell fokalen wie auch globalen

vasodilatatorischen Stimuli der zerebralen Zirkulation ist prinzipiell auf zwei Wegen

vorstellbar:

- Mediator-Funktion des NO / cGMP: auf erhöhte neuronale Aktivität hin wird über

einen Glutamat-vermittelten postsynaptischen Ca2+-Einstrom die Aktivität der dort

lokalisierten nNOS erhöht, zellmembrangängiges NO diffundiert zum Gefäß und führt

über die Erhöhung des cGMP in der glatten Gefäßmuskelzelle zur Vasodilatation.

- Modulator-Funktion des NO / cGMP: der basale NO / cGMP Spiegel im kortikalen

Gewebe fürt über Nitrosylierung bzw. Phosphorylierung zu einer

Konformationsänderung von Zellproteinen (z.B. an Ionenkanälen mit der Folge einer

veränderten Leitfähigkeit) und ermöglicht somit die Relaxation der glatten

Gefäßmuskelzelle auf Vasodilatatoren, die bei erhöhter neuronaler Aktivität freigesetzt

werden.

Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen zeigten, daß im Rahmen der Blutflußantwort

auf Hyperkapnie das NO / cGMP System sowohl im parietalen Kortex als auch im Kleinhirn

eine modulatorische Rolle einnimmt (Iadecola et al., 1994; Yang and Iadecola, 1997),

während die Blutflußantwort auf elektrische Stimulation der Parallelfasern des Kleinhirns,

welches ein rein glutamaterges monosynaptisches System darstellt, im Sinne eines echten

Mediators durch NO / cGMP vermittelt wird (Iadecola et al., 1995; Akgoeren et al., 1996;

Yang and Iadecola, 1997). Auch die Vasodilatation im Bereich des parietalen Kortex auf

elektrische Stimulation des basalen Vorderhirns, eine primär endotheliale, Acetylcholin

vermittelte Reaktion, wird über NO als Mediator vermittelt (Iadecola and Zhang, 1996).

So war es für das allgemeine Verständnis der Rolle des NO im somatosensorischen

Kortex, dessen Gehalt an konstitutiver NOS signifikant unter der des Kleinhirns liegt (Cholet

et al., 1997), von herausragender Bedeutung zu klären, inwieweit der basale NO / cGMP

Spiegel die funktionelle neurovaskuläre Kopplung bestimmt:
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Unspezifische NOS Inhibition, spezifische Inhibition der neuronalen NOS sowie

Inhibition der NO-abhängigen Guanylatzyklase führt neben der Abnahme des Ruheflusses zu

einer etwa 50 % igen Reduktion der Blutflußantwort auf funktionelle Stimulation. Unter

fortdauernder NOS Blockade ist es mittels topischer Applikation von unterschiedlichen NO

Donoren sowie eines Zellmembran-gängigen cGMP Analogs möglich, das Niveau des

Ruheflusses und somit den ursprünglichen basalen NO / cGMP Spiegel vor Applikation des

NOS Inhibitors wiederherzustellen, um die Wirkung der basalen NO / cGMP Konzentration

von einer echten Mediatorfunktion zu trennen. Die Wiederherstellung des basalen NO wie

auch cGMP Spiegels führt zu einer Restitution der Blutflußantwort auf funktionelle

Stimulation unter NOS Blockade, die Applikation von cGMP während fortdauernder

Guanylatzyklase Inhibition führt zu gleichem Ergebnis. Wiederherstellung des Ruhetonus der

Gefäße unter Verwendung des NO unabhängigen Vasodilatators Papaverin führt hingegen zu

keiner Erhöhung der durch NOS Blockade verminderten vaskulären Antwort auf funktionelle

Stimulation (s. G, S.5-8).

Das NO / cGMP System im somatosensorischen Kortex agiert somit, entsprechend

seiner Funktion während experimenteller Hyperkapnie, durch seinen basalen Gewebespiegel

als Modulator im Rahmen der Blutflußantwort während neurovaskulärer Kopplung.

Die Frage nach den eigentlichen Mediatoren der vaskulären Antwort auf funktionelle

Stimulation bleibt daher weiterhin ungeklärt. Metaboliten des Zellstoffwechsels wie Adenosin

und H+ / CO2 , aber auch das in Konzentrationen bis zu 20 mM stark vasodilatatorisch

wirkende Kalium, welches bei neuronaler Depolarisation freigesetzt wird, werden nach wie

vor als mögliche Kandidaten diskutiert. Vor allem die Rolle des Kaliums, dessen

vasodilatatorische Wirkung ebenfalls durch NO modulatorisch beeinflusst wird (Dreier et al.,

1995), wird im Rahmen eines astrozytären Kaliumtransports von der Synapse zum regionalen

Blutgefäß als potentieller Mechanismus formuliert – eine Hypothese, die in einem zukünftigen

Projekt auf ihre Gültigkeit hin zu überprüfen ist.

4.3 NO und rhythmische Oszillationen des zerebralen Blutflusses

Das Phänomen periodischer Oszillationen des lokalen zerebralen Blutflusses im

Frequenzbereich von 0,1 Hz, auch Vasomotion genannt, ist seit langem bekannt, die hierbei

zugrunde liegenden Mechanismen sind aber nach wie vor ungeklärt. Unregelmäßiges

Auftreten von kleinamplitudigen Oszillationen ist unter physiologischen Bedingungen häufig
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zu beobachten. Ein robuster Induktor sehr regelmäßiger Vasomotion mit großer Amplitude

allerdings stellt die NOS Inhibition dar. Amplitudenausschläge in der Größenordnung von bis

zu 20 % des Ausgangsflusses sind keine Seltenheit (s. L, S.3-4).

Diese Beobachtung legt den Schluß nahe, daß der vasodilatatorische Tonus des basalen

NO im Gewebe einen vorhandenen Grundrhythmus der Gefäße überlagert. Hierbei scheint es

sich aber eher um einen direkten, cGMP unabhängigen Effekt des NO zu handeln, da zwar

NO- Donor Applikation, nicht aber cGMP-Analoga Applikation zu einer deutlichen

Verminderung der Oszillationen bei fortbestehender NOS Inhibition führt. Auch kommt es

nach Guanylatzyklase-Inhibition zu nur geringgradiger Vasomotion. Interessanterweise

reduziert aber der NO unabhängige Vasodilatator Papaverin ebenfalls die NOS Inhibition-

vermittelte Vasomotion, was auf eine Beteiligung des Calciums bei der rhythmischen

Blutflußoszillation schließen läßt. Daß das Auftreten von Vasomotion allerdings keinen

Einfluß auf die Reaktivität zerebraler Gefäße auf funktionelle Stimulation hat, beweist die

Tatsache, daß nach NOS Inhibition mit nachfolgender cGMP Substitution die Blutflußantwort

auf Whisker-Stimulation restituiert, die Vasomotion aber unverändert erhalten ist (s.G, S.8-9).

Welche Mediatoren oder Modulatoren neben dem NO an der Vasomotion beteiligt sind,

und inwieweit diese bei starkem Auftreten als Marker gestörter vaskulärer Funktion

angesehen werden können, bedarf weiterer Untersuchung.

5. Zusammenfassung

Zwischen neuronaler und glialer Aktivierung, dem Energiemetabolismus und dem

zerebralen Gefäßbett besteht eine enge Beziehung – als Phänomen der neurometabolischen

und neurovaskulären Kopplung bekannt. Diese Korrelation von elektrischer und metabolischer

Aktivität sowie dem regionalen zerebralen Blutfluß besteht räumliche und zeitliche fokussiert

und ist charakteristisch für das Gehirn. Das Verständnis um die Mechanismen und Mediatoren

der neurovaskulären Kopplung ist von grundlegender Bedeutung für die korrekte

Interpretation moderner bildgebender Verfahren im klinischen Einsatz.

Ein Schwerpunkt unserer Untersuchungen lag in der Überprüfung der Hypothese eines

frühen Sauerstoff-oder Glukose-Mangels im Gewebe unter funktioneller Stimulation als

mögliches primäres Signal für eine nachfolgende vaskuläre Antwort. Anhand unserer Befunde
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können wir jedoch ausschließen, daß ein möglicherweise kurzzeitig auftretender

Substratmangel im Gewebe registriert wird, und auf diesem Wege die Blutflußantwort auf

funktionelle Stimulation initiiert wird. Die Frage nach dem eigentlichen Signal für die

Blutflußantwort und dem primären Ort der Regulation (Arteriole, Kapillare, Venole) bleibt

weiterhin ungeklärt.

Die qualitative wie auch quantitative Charakterisierung des Verlaufs der Blutfluß- und

Blutoxygenierungsveränderungen unter somatosensorischer Stimulation bildet die Grundlage

für die Untersuchung von Veränderungen dieses Musters unter pathophyiologischen

Bedingungen als sogenannter Fingerabdruck spezifischer zerebraler Schädigungen.

Im Rahmen des zweiten Schwerpunkts der dargelegten Untersuchungen beschäftigten

wir uns mit der Rolle des Bioradikals NO bei der neurovaskulären Kopplung. Ein im

kortikalen Gewebe physiologisch vorhandener basaler NO Spiegel moduliert über die

Bereitstellung einer basalen cGMP Konzentration vornehmlich in glatten Gefäßmuskelzellen

die Reaktivtät zerebraler Gefäße sowohl auf globale vasodilatatorische Stimuli wie die

Hyperkapnie als auch auf funktionelle Aktivität wie die Whisker-Stimulation der Ratte.

Da die Bereitstellung des basalen NO / cGMP Spiegels im zerebralen Gewebe für

physiologische vaskuläre Antworten von grundlegender Bedeutung ist, ist zu erwarten, daß

eine Störung desselben durch pathophysiologische Vorgänge weitreichende Folgen für die

adequate Versorgung aktivierter Hirnareale haben dürfte.

6. Wissenschaftliche Einordnung

Zu Beginn meiner Untersuchungen über Mechanismen und Mediatoren der

neurovaskulären Kopplung standen zwei klar formulierte, durch Befunde aus der Literatur

gestützte Hypothesen:

a. Zu Beginn erhöhter neuronaler Aktivität kommt es aufgrund von gesteigertem

oxidativem Metabolismus der beteiligten Neuronen- und Astrozytenpopulation zu

einem kurzzeitigen Abfall der Sauerstoffspannung im Gewebe. Im Weiteren könnte

dieser durch einen bisher unbekannten Mechanismus zu dem bereits bekannten Anstieg

des regionalen zerebralen Blutflusses führen.
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b. Infolge der glutamatergen Informationsübertragung während somatosensorischer

Stimulation erfolgt duch den postsynaptisch auftretenden Ca2+ -Einstrom in die Zelle

eine Aktivierung der dort lokalisierten NO Synthase. Das freigesetzte NO diffundiert

frei durch die Zellmembran zum nächstliegenden Gefäß und führt direkt über eine

Aktivierung der löslichen Guanylatzyklase in der glatten Gefäßmuskelzelle zur

Vasodilatation.

Im Verlauf der zur Klärung durchgeführten Experimente haben sich beide Hypothesen

in ihrer formulierten Form als nicht richtig herausgestellt: Es läßt sich - zumindest mit den uns

zur Verfügung stehenden Techniken - keine frühe Deoxygenierung während funktioneller

Stimulation detektieren. Es erscheint daher unwahrscheinlich, daß diese der eigentliche

Initiator der Blutflußantwort ist. Auch das NO spielt nicht, wie postuliert, eine

Mediatorfunktion, wirkt aber als wichtiger Modulator und führt zu einer erhöhten Bereitschaft

zerebraler Gefäße, auf andere, nach wie vor nicht bekannte Mediatoren der physiologischen

neurovaskulären Kopplung zu reagieren.

Aufgrund unserer Befunde sind eine ganze Reihe von neuen Fragestellungen

aufgeworfen, von denen hier exemplarisch nur einige herausgeriffen werden sollen:

zu a. Welcher Art – areob oder nicht-aerob - ist der frühe Metabolismus der durch die

Stimulation aktivierten Neuronen bzw. Astrozyten ?

zu b. Was ist die Bedeutung des basalen NO / cGMP Spiegels im Gewebe ? Gibt es

pathophysiologische Vorgänge, die zu einer Störung dieses basalen Spiegels führen,

und welche Konsequenzen ergeben sich daraus für die zerebrovaskuläre

Reaktivität ?

Die Klärung dieser Fragen wird im Zentrum meiner zukünftigen wissenschaftlichen

Arbeit stehen.

Im Verlauf meiner Untersuchungen und deren wissenschaftlichen Einordnung hat sich

sehr eindrücklich gezeigt, daß ein Widerlegen von Hypothesen in der Wissenschaft aufgrund

von unerwarteten Befunden oftmals neue, vielleicht sogar spannendere Sichtweisen eröffnet,

und der Wissenschaftler nicht zwangsläufig in einer Sackgasse endet sondern nach sinnvoller

Einordnung der Befunde den Blick auf weiterführende Fragestellungen richten kann.
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8. Abkürzungen

cGMP cyclic Guanosin-3’,5’-Monophosphat

DP(λ), DPF wellenlängenabhängiger, differentieller Pfadlängenfaktor

fMRI funktional magnetic resonance imaging, funktionelle Kernspintomo-

graphie

LDF laser-Doppler flowmetry, Laser-Doppler-Blutflußmessung

MCA middle cerebral artery, mittlere Zerebralarterie

NIRS Nahinfrarot-Spektroskopie

NO nitric oxide, Stickstoffmonoxid

NOS nitric oxide synthase, Stickstoffmonoxid-Synthase

OIS optical imaging spectroscopy, bildgebende optische Spektroskopie

PET Positronen-Emissionstomographie

O2 abh. PQ oxygen dependent phosphorescence quenching, Sauerstoffspannungs-

abhängige Phosphoreszenz-Abschwächung
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