Die Orientierung der Nervenfasern
im menschlichen Gehirn sichtbar gemacht
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ZusammenfassungDie Architektur der Nervenfasern im menschlichen Gehirn
riickt zunehmend in das Interesse der Forschung, insbesondere durch die En
wicklung der diffusionsgewichteten Kernspintomographie, die es erlaubs-Au
sagen Uber die dreidimensionale Orientierung gro@awenfaserbiindel zu an
chen. Es werden hier zwei neue neuroanatomische Verfahren vorgestellt, die
ahnliche Informationen geben. Die konfokale Lasermikroskopie erlaubt es, s
rielle optische Schnitte durch ein Praparat zu legen und diese anschlieRend
dreidimensional darzustellen. Die Analyse sequentieller Aufnahmen voreG
hirnschnitten in polarisiertem Licht ermdglicht die Berechnung von Richtungs-
und Orientierungswinkeln in jedem Pixel dieser Aufnahmen. Wertigkeit und
Vergleich dieser drei Methoden werden diskrt.

1 Einleitung

Die Architektur der zentralnervdsen Nervenfasern beschreibt den rAumlichen Aufbau

von Konnektivitat im zentralen Nervensystem. Die Komplexitat von Konnektivitat

bestimmt in starkem Mal3e die Funktion von miteinander verbundenen neuronalen

Netzwerken und hat grof3e funktionelle Bedeutung sowohl fir Fragenkdienkartie-

rung als auch in der funktionellen Negchirurgie und der Neuronavigation.
Konventionelle anatomische Verfahren zur Darstellung der Nervenfasern im

menschlichen Gehirn sind die makroskopische Préaparation nadklingler und die

klassischen histologischen Farbemethoden (Weidarkol-Fast-Blue,u.a). Es sollen

hier neu entwickelte Methoden der medizinischBildgebung und -verarbeitung da

gestellt werden, die eine Aussage UberMevenfaserorientierunglauben.

2 Diffusionsgewichtete Kernspintomographie

Die diffusionsgewichtete Kernspintomographie [1] ist ein neueres radiologisches
Verfahren, das es erlaubt, die Diffusion von Molekilen in die verschiedenen R&aum
benen zu messen. Diese Diffusion ist entlang der gro3en Faserbahnen erleichtert,
wahrend sie quer dazu stark eingeschréankt ist. Somit geben die erzeugten Bilder durch



die Wahl der Gradientensensitisierungen die Anatomie grof3er Faserbahnen wieder.
Vorteile dieser Methode sind dienicht-invasive Untersuchung am Lebenden und die
Méoglichkeit zur Reihenuntersuchung. Trotzdem fehlen bisher neuroanatomisahe M
delle zur Validierung dieser Methode. Zwei neue anatomische Verfahren, die dafir
geeignet sind, sollen hier naher destgllt werden.

3 Konfokale Lasermikroskopie

Die Myelinscheiden der Nervenfasern kdnnen mit dem Fluoreszenzfaritodinge-
farbt werden. Die konfokale Lasermikroskopie [2] erlaubt, bei hoher Auflésungs-alle
dings kleinem Gesichtsfeld, die Architektur deryelinisierten Nervenfasern zu umte
suchen. Dieses Verfahren wurde konsequenkKautierung der Faserorientierungen in
der Capsula interna angewandt.

3.1 Methodik

Formalinfixierte menschliche Gehirne wurden in zwei definierten Ebenen geschnitten
(Forameninterventriculare undvena cerebri interna). Die Schnittebenen waren pa
allel zur AcPc-Ebene orientiert. Aus den so erzeugten Gehirnscheiben wurden-a
schlieRend 60 um dicke Praparate geschnitten und mit dem Farbst@ffi ( Fast-Dil

Oil, Molecular Probes, Leiden)yangefarbt. Sie wurden dann mit der konfokalen &
sermikroskopiel(eica TCS NT, Leica Microsystems, Heidelberg) analysiert. Bei der
konfokalen Lasermikroskopifokussiert ein Laserstrahl sequentiell bestimmte Punkte
innerhalb einer Ebene im Praparat. Das durch den Fluoreszenzfarbsteffnmitierte
Licht wird dann in einen ,,optischen” Schnitt wieder abgebildet. Serielle optische
Schnitte lassen sich zur 3D Rekonstruktion eines bestimmten Volumens nutzen.

3.2 Ergebnisse

= ol 24
Abb. 1: Konfokale Mikroskopie der Capsula interna. A) Dreidimensionale Rekonstruktion von
Fasern in der Region CI3. SteilePyramidenbahnfasern werden durchflochten von flacheren
Fasern aus dem oberdrhalamusstiel. BKonfokaler, optischer Schnitt durch die Region CI3.
GroRe des Bildes: 158%158,7 um. C)Kartierung der Capsula interna.

Es kdnnen vier verschiedene Areale (Abb. 1C) in der Capsula interna beschrieben
werden. Im lateralen Ende des vorderen Schenkels (CI1) finden sich bevorzugt hor



zontal geschnittene Fasern, die zum vordeféalamusstiel gehdren. Diese verbinden
den Ncl. dorsomedialisthalami mit dem Frontallappen. Vereinzelt finden sich hier
Fasern, die da€aputnucleicaudati mit dem Linsenkern verbinden. Weitaedial im
vorderen Schenkel (CI2) finden sich horizontal geschnittene Fasern des vorderen
Thalamusstiels durchmischt mit steileren Bindeln des TrattuopontinusRechts-
Links-Vergleiche dieser Bundel zeigen [3dass links kleinere, dafiir aber mefmon-
topontine Faserbiindel zu finden sind als rechts. Im Knie und im vorderen Teil des
hinteren Schenkels (CI3, Abb. 1) finden sich senkrecht verlaufende Fasern deaPyr
midenbahn, welche mit relativ flachen Fasern des obefealamusstiels durchmischt
sind. Das hinterste Ende des hinteren Schenkels ist das Gebiet Cl4, in dem sich u
einander verdrehte Faserbindel aus dem Trastisto-occipito-pontinus befilen.

4 Die Polarisationsmethode

Die Polarisationsmikroskopie ermdglicht ebenfalls eimgientierungsabhangige Ba
stellung von Faserbiindeln bei geringerer Auflésung, aber groRem Gesichtsfeld [4].
Das Licht wird durch einen Polarisationsfilter (Polarisator) polarisiert. Anisotrope
Substanzen wie diMyelinbestandteile in einem Praparat kénnen polarisiertes Licht
drehen, sodass es einen senkrecht zufolarisator angeordneten zweiten Polarisat
onsfilter, den Analysator, passieren kann. Die Helligkeit in jedem Pixel des Bildes
unter Rotation der Polarisationsfilter erlaubt eine Aussage lber die Orientierung der
Nervenfasern.

4.1 Methodik

Die Richtung ist als die Orientierung der Fasern y-Ebene des Praparates definiert
und kann durch derAzimuth der Polarisationsfilter ermittelt werden, an dem dieg
ringste Lichtintensitat erzeugt wird. Die Neigung der Fasern ist definiert als diei-Or
entierung der Fasern iz-Richtung des Praparates und ist durch die maximale ltich
intensitéat bei Rotation der Filter bestimmt. In einem Vorversuch wurde der Zusa
menhang zwischen Faserneigung und Lichtintensitat experimentell anhand vor def
nierten Schnitten durch den Tractus opticus ermittelt. Die optimale Schnittdicke lief3
sich auf 100 um festlegen und eine lineare Funktion wurde ermittelt, die den BAusa
menhang zwischen Lichtintensitat und Faserneigung wiedergibt. Auf diese Weise laf3t
sich die Faserorientierung (Neigungs- und Richtungswinkel) in jedem Pixel aus S
guenzerpolarisatonsoptischer Bilder automatisiert gewinnen.

4.2 Ergebnisse

Dieses Verfahren wurde auf 400 kompletteagittale Hirnschnitte angewandt. Essla
sen sich so Richtungs- (0°-180°) als auch Neigungskarten (0°-90°) der Hirnschnitte
erzeugen, die eine deutlich hthere Auflésung haben als Bilder der diffusionsgewic
teten Kernspintomographie. Ein Beispiel hierfur gibt die Abb. 2. Es lassen sichrFase
systeme wie die Pyramidenbahn, dideihirnstiele, derFasciculusarcuatus, die Se
strahlung und noch einige mehr auf den Oriemitigskarten lokalisieren.
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Abb. 2: Analoge, sagittale Schnitte mit der Polarisationsmethode (A: Neigungskarte, BhRic
tungskarte) und mitdiffusionsgewichteter Kernspintomographie (C und D). Eine Validierung
1aRt sich durch den dikgen Vergleich der abgebildeten Faserbahnen durchfiihren.

5 Diskussion: Vergleich, Wertigkeit, Validierung der Methoden

Die Polarisationsmethode liefert Bilder des gesamten Gehirns mit einer gutendAufl
sung. Diese ist héher als die Auflésung von Bildern der diffusionsgewichtetennker
spintomographie (Tabelle 1). Die Information, die sich aus beiden Verfahren gewi
nen laft, ist aber analog zueinander (Abb. 2). Beide Verfahren zeigen wichtige groRe
Faserbahnen des menschlichen Gehirns. Die Polarisationsmethode hat eine hhere
Auflésung, sodass auch kleinere Faserbtindel zur Darstellung kommen. Die weil3e
Substanz besteht nicht aus soliden getrennten Faserbahnen, sondern aus sich-durc
flechtenden Biindeln komplexer Fasersysteme.

Insgesamt stehen somit neue Verfahren zur Verfigung, die eine genauere IPDarste
lung der Zusammensetzung der weil3en Substanz ermoéglichen. Diese Verfahren stehen
nicht konkurrierend zueinander, sondern kdnnen komplementar angewandt werden.
Die diffusionsgewichtete Kernspintomographie kann am Lebenden durchgefuint we
den, wahrend die beiden anatomischen Methoden zwar an menschlichem Leighenm
terial durchgefiihrt werden, jedoch einedeutlich hdohere Auflosung besitzen. Dabei
erlaubt die Polarisationsmethode eiWésualisierung von Faserbiindeln in kompletten
Schnitten menschlicher Gehirne lgrger-scalearchitecturalpattern®). Die konfokale
Methode hingegen ermdglicht die bildliche Darstellung von einzelnen Nervenfasern



Tabelle 1. Vergleich der drei Methoden.

Diffusionsgewichtete Polarisation Konfokale Mikrosko-
Kernspinbmographie pie
Grundprinzip Gerichtete Difision  Doppelbrechung Fluoreszenz
Ergebnis Diffusionstensor 2 Winkel (Richtung  z-Serie
und Negung)
VergroRerung [5]: ca. 240 x240 1 Pixel reprasentiert Matrix: 1024 x 1024
mm Feld mit max. 200 pm x200pum  Pixel
512 x512 Matrix, (in-plane voxel re®- Gesichtsfeld: 158, 7
[In-plane voxel reso- lution), 158,7 pm
lution: 469 um x 469 Schnittdicke: 100 pm In-plane voxel reso-
um] Matrix: 760x 574 lution: 0,15 pm X
[6]: Effective voxel 0,15 um
size: 7.3x2.7 x1.8
mm3, Matrix: 127 x
128, [Voxel resolut-
on: 7300 pm x 2700
pm x 1800 pm]
Objekt/Material In vivo Untersuchung Komplettes Leichen- Gehirngewebe

des Ghirns gehirn

und kleineren Faserbiindeln. So sind diese Methoden im Verbund die Grundlage ftr
die Erarbeitung eines aussagekraftigen, dreidimensionalen Fasermodells fiir das
menschliche Gehirn und erlauben die gezielte Bearbeitung von Fragestellungen in
Bereichen des Human Brain Mapping.

6 Literatur

1. Mori S, Barker BP: Diffusionmagneticresonancémaging: Its principle and applications.
Anat.Rec. (NewAnat.) 257:102-109, 1999.

2. Axer H, Keyserlingk DGv: Mapping of fiber orientation in human internal capsuleby
meansof polarized light and confocal scanninglaser microscopy. J. Neurosci. Meth.
94:165-175, 2000.

3. Axer H, Lippitz BE, KeyserlingkDGv: Morphologicalasymmetry inanteriorlimb of hu-
man internal capsulerevealedby confocallaser and polarizedlight microscopy. Psych.
Res.:Neuroimaging 91:141-154, 1999.

4. Axer H, Berks G, KeyserlingkDGv: Visualization of nerve fiber architecture ingrosshi-
stological sectionsf the humarbrain. Micr. Res.Tec. 51:481-492, 2000.

5. Nakada T,Nakayama NFujii Y, Kwee IL: Clinical applicationof three-dimensionan-
sotropycontrastmagnetiaesonanc@xonography. Neurosurg. 90:791-795, 1999.

6. Peled S,Gudbjartsson HWestin C-F,Kikinis R, Jolesz FA:Magneticresonancémaging
showsorientationandasymmetryof white matteffiber tracts. Brain. Res. 780:27-33, 1998.



