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1. Kurzzusammenfassung

Subarachnoidalblutungen gelten als Unterform des Schlaganfalls und betreffen
hauptséchlich jingere Patienten. Das klinische Bild ist oftmals gravierend. Vor allem
sekundare Komplikationen, wie die verspatet einsetzende neurologische
Verschlechterung (engl.: delayed ischemic neuronal deficit (DIND), tragen einen
Grof3teil zum schlechten outcome der Patienten bei. Lange Zeit war die Ursache
dieser DINDs ungeklart. Eine mangelnde Korrelation zwischen klinischem Bild und
radiologisch nachgewiesenen Vasospasmen der grofien zerebralen GefalRe lieRen
vermuten, dass nicht zwingend die oft postulierten Vasospasmen dessen Ursache
dafir seien. Vielmehr gerat immer mehr der Pathomechanismus der cortical

spreading ischemia (CSI) in den Fokus der Forschung.

Bei der CSI handelt es sich um eine Depolarisationswelle, die sich tUber den Cortex
ausbreitet und gefolgt wird von einer langandauernden kritischen Vasokonstriktion
der zerebralen GefaRe und einem deutlichen Perfusionsdefizit. Es kommt zu
Folgeschaden des betroffenen Bereichs. Im Gegensatz dazu beschreibt eine cortical
spreading depolarisation (CSD) im gesunden Cortex eine neuronal astrozytare
Depolarisationswelle, die von einer Hyperamie begleitet wird und im weiteren Verlauf
von einer milden voribergehenden Oligamie gefolgt wird, ohne dass sich bleibende
Schaden im betroffenen Gewebe einstellen. Ursachlich fir die gestorte
Gefal3reaktion bei CSI scheint die Kombination aus Azidose, Hyperkalamie und
verminderter Bioverfugbarkeit des Stickstoffmonoxid (NO) zu sein, wie es nach einer
Subarachnoidalblutung (SAB) auftritt. Doch welche vasoaktiven Agenzien genau fur
die Entstehung der kritischen Vasokonstriktion verantwortlich sind und aus welchen
Zellen diese stammen, ist noch nicht abschlie3end geklart. Klinisch von Bedeutung
scheint der Mechanismus der CSD, bzw. CSI bei einer ganzen Reihe wvon
neurologischen Krankheitsbildern wie der Migradneaura, dem Schadel —Hirn -Trauma

und eben auch der SAB zu sein.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass das Endothel eine wichtige Rolle im
Pathomechanismus der CS1 spielt. Mit Hilfe des Modells der isolierten Arterie konnte
die Reaktion der Arteria cerebri media der mannlichen Ratte auf einen CSI-P uffer
getestet werden. Dieser Puffer wurde von einer Arbeitsgruppe in Berlin entwickelt
und imitiert das Milieu, wie es wahrend Subarachnoidalblutungen an den zerebralen

4



GefalRen auftritt. Nach dem Tonusaufbau und der funktionellen Testung der Arterie
mittels standardisierter Testreaktion auf eine milde Hyperkaliamie, wurde mit den
Versuchen begonnen. Der verwendete CSI Puffer fuhrte in repetitiven Kontrollen zu
einer stabilen und signifikanten Vasodilation im Sinne einer CSD-induzierten
Hyperamie (CSH). Wie bereits in einer Studie der Arbeitsgruppe gezeigt, konnte
auch hier nach unspezifischer Blockade der NO-Synthase mittels N®-nitro-L-Arginin
(L-NNA) die Reaktion in eine Vasokonstriktion umgewandelt werden, wie sie
wahrend der CSI auftritt. Eine funktionelle Uberprifung des Endothels erfolgte durch
eine Testreaktion mittels Acethylcholin. Nach unspezifischer NOS Blockade wurde
die Vasodilation auf Acethylcholin aufgehoben. Nach erfolgreicher Reproduktion
dieser Befunde wurde nun eine funktionelle Schadigung des Endothels durch
transiente intraluminale Luftapplikation tUber einen definierten Zeitraum erreicht. Dies
wurde im Anschluss mittels aufgehobener Acethylcholinreaktion funktionell bestatigt.
Die Vitalitat der glatten Muskelzellschicht des Gefalies wurde durch eine
Hyperkaliamiereaktion, welche endothelunabhdngig vermittelt wird, sichergestellt.
Bei diesen GefalRen zeigte sich nun ebenfalls - analog zu den NO-Synthase-
inhibierten Gefal3en - eine konstante Vasokonstriktion nach Gabe des CSI — Puffers.
Die Applikation des Calciumkanalblockers Nimodipin stellte die urspringliche
Vasodilation der Arterie nach CSD wieder her. Diese direkt in vitro dargestellte
endothelunabhangige Vasodilation des Gefafles auf Nimodipin bestatigt den

klinischen Nutzen dieses Medikaments in der SAB Therapie.

Die in Zusammenhang mit dieser Arbeit durchgefiihrten Versuche stellen somit die

bedeutende Rolle des Endothels bei dem Pathomechanismus der CSl dar.



2. Einleitung

2.1. Der Schlaganfall als ernstzunehmendes Krankheitsbild der
modernen Gesellschaft

Die Durchblutung des Gehirns ist von herausragender Bedeutung fir den
Organismus. Bei lediglich 2% des Kdrpergewichtes braucht das Gehirn in Ruhe
ca. 13% des Herzminutenvolumens. Eine mangelnde Durchblutung fuhrt auf
zellularer Ebene innerhalb von Minuten zum Tod der Zelle (Smith etal. 1984). Der
massive Zelluntergang im Gehirn spiegelt sich im Schlaganfall wieder. Dieses
Krankheitshild stellt weltweit die zweithaufigste Todesursache dar (Feigin et al.
2014). Auch rangiert es weit oben unter den Ursachen fir bleibende korperliche
Behinderungen (Johnston et al. 2009). In neueren Studien konnte gezeigt
werden, dass 90% der Schlaganfalle mit mindestens einem von 10 Risikofaktoren
assoziiert sind (O'Donnell et al. 2010). Durch Veranderungen des Lebensstils und
der damit verbundenen steigenden Pravalenz dieser Risikofaktoren fir einen
Schlaganfall gewinnt dieses Krankheitsbild und somit auch die Forschung nach

den Ursachen und der Therapie weiter an Stellenwert (Bonita et al. 2004).

2.2. Zerebrale Blutung als Unterform des Schlaganfalls

Der klinische Begriff Schlaganfall beinhaltet zwei grundlegend verschiedene
Ursachen: den ischamischen (ca. 80% aller Falle) und den h&amorrhagischen
Infarkt (ca. 20%).

Die Subarachnoidalblutung (SAB) gilt als Sonderform der Blutungen mit einem
Anteil von ca. 10% an allen Schlaganfallen (Pobereskin 2001). So betrifft das
Krankheitsbild im Durchschnitt in den Industrienationen ungefahr 10 aus 100.000
Personen (Ingall et al. 2000), wie oben erwdhnt mit ansteigender Tendenz.
Besonderes Augenmerk verdient diese Sonderform der Blutung jedoch aufgrund
des jungen Durchschnittsalters der Betroffenen von ca. 50 Jahren, dem
Vorkommen in nahezu allen Altersschichten und der hohen Rate an Mortalitat (bis
zu 40%) und Morbiditat (Ingall et al. 2000).



2.3. Klinik der Subarachnoidalblutung

Atiologie der SAB ist meistens ein rupturiertes, sakkulares Aneurysma eines der
zerebralen GefaRe. Dieses initiale Ereignis fuhrt haufig zu schwersten
Kopfschmerzen, Ubelkeit, Erbrechen, Hirnnervenausfallen und sensomotorischen
Defiziten. Die Menge des in den Subarachnoidalraum ausgetrete nen Blutes ist ein
wichtiger prognostischer Parameter fir das outcome des Patienten (Bederson et
al. 2009). Kennzeichnend fir diese Art der Blutung sind auch die
schwerwiegenden Komplikationen. Als frihe Komplikationen gelten unter
anderem die Entwicklung eines Hydrocephalus und einer respiratorischen
Insuffizienz. Mit einer hohen Mortalitit behaftet ist vor allem aber die
Rezidivblutung, welche bei optimaler medizinischer Versorgung in ca. 7% Prozent
der Falle klinisch von Bedeutung wird (Naidech et al. 2005). Nach diesen ersten
fruhen Komplikationen kann es ab dem 3. Tag bis ca. zum 14. Tag nach der
initialen Blutung zu verzogerten zerebralen Ischamien (delayed cortical ischemia
= DCIl) kommen. Klinisch zeigen sich diese wvor allem in einer
Bewusstseinseintribung und neuaufgetretenen fokalen Defiziten (Hijdra et al.
1986), (Brouwers et al. 1993). Die DCI gilt als wichtigster Faktor fur das outcome

des Patienten nach Uberstandener Initialphase (Kassell et al. 1990).

2.4. Pathophysiologie der Autoregulation der zerebralen Durchblutung

Das Herzminutenvolumen ist bis auf maximal 25 Liter pro Minute steigerbar. Um
jedoch die Durchblutungsverhaltnisse aufrecht zu erhalten und die bezogen auf
das Organgewicht am besten versorgten Gewebearten, wie das Myokard, die
Nieren, das Verdauungssystem und das Gehirn weiterhin genigend Blut
zukommen zu lassen, ist ein ausgereiftes Regulationssytem notwendig. Die
physiologische Autoregulation der zerebralen BlutgefalRdurchmesser spielt eine
groBe Rolle bei der Aufrechterhaltung des zerebralen BlutfluRes bei
Schwankungen im Perfusionsdruck.

Eine gestorte Autoregulation des zerebralen Gefalisystems geht mit einem
erhohten Risiko fur Vasospasmen einher (Budohoski et al. 2014). Im Tiermodell
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konnte gezeigt werden, dass eine SAB ab der zweiten bis dritten Stunde, bis zu
mehreren Monaten nach dem Ereignis zu einer Stérung im zerebralen Blutfluss
fihren kann (Jakubowski et al. 1982). Auch am Patienten konnte diese Stérung
der Autoregulation meist innerhalb der ersten 72 Stunden nachgewiesen werden.

Diese korreliert auch mit dem Schweregrad der SAB (Schmieder et al. 2006).

2.5. Reaktion des Endothels

Das Endothel ist Teil der komplexen Regulierung des Gefal3durchmessers. In den
Zellen des Endothels wird zu diesem Zweck unter anderem Stickstoffmonoxid
(NO) aus der Aminosaure L-Arginin gebildet. Die endotheliale NO-Synthase
(eNOS) sorgt, stimuliert durch die Wandschubspannung ausgehend vom Blutfluf3,
fir ein permanent stabiles NO-Niveau (Faraci und Heistad 1998).
Stickstoffmonoxid bindet und aktiviert das Enzym Guanylatcyclase, welches die
Synthese von cyclischem Guanylmonophosphat (cGMP) aus Guanylthriphosphat
(GTP) fordert. Das cGMP entfaltet seine Wirkung an den benachbarten
Muskelzellen der Mediaschicht der Gefallwand durch eine abhangige
Proteinkinase. Durch Phosphorylierung von lonenkanalen sinkt unter anderem
der intrazellulare Calciumlevel und letztendlich der Vasotonus des Gefalies
(Francis etal. 2010).

Doch nicht nur fir den Ruhetonus spielt NO eine wichtige Rolle, sondern auch bei
der Gefalreaktion auf Neurotransmitter (Acethylcholin, Substanz P) und
Entztindungsmediatoren (Bradykinin, Histamin) (Faraci und Heistad 1998).

Einige Gefalreaktionen setzten ein konstantes NO — Niveau voraus. Dies konnte
nachgewiesen werden fur die Reaktion auf Azidose (Lindauer et al. 2001),
sensorische Stimulation (Lindauer et al. 1999), physiologische Hyperkaliamie
(Dreier etal. 1995) und Hyperkapnie (ladecola et al. 1994b).

Die Endothelzelle beeinflusst nicht nur die gesamte GefalRwand und benachbarte
Endothelzellen, sondern auch naheliegende Neuronen und Gliazellen. Mit einer
funktionalen Storung des Endothels geht eine Veranderung des zerebralen
Blutflusses einher. Hypoperfusion, Abschwachung der Reaktivitat auf
Vasodilatoren und letztendlich Zelluntergang stehen hierbei im Fokus. Der enge

Zusammenhang zwischen kardiovaskularen Risikofaktoren und verschiedensten
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neurologischen Krankheitsbildern, wie Alzheimer und anderen Demenzformen,
zeigen die enge Verbindung zwischen Endothel und umgebenden Zellen im
Gehirn (ladecola 2010).

2.6. Vasospasmus als alleiniger Pathomechanismus hinter der DIND?

Lange Zeit galt der Vasospasmus als der Schlisselpathomechanismus hinter der
Entwicklung verzogerter neurologischer Defizite (Kassell et al. 1985). Hirnschnitte
zeigen, dass sich die zerebralen Ischdmien als Ursache der delayed ischemic
neuronal deficits (DIND) nicht etwa an territoriale Grenzen der grof3en zerebralen
Arterien halten, sondern Uber den Cortex verteilt sind (Dreier et al. 2002). Diese
pathologischen Befunde und einige neuere Studien lassen an der
Vasospasmustheorie allerdings zweifeln. So weisen 21% der Patienten, welche
die Initialblutung Uberlebt haben, spater neurologische Defizite (DIND) auf, ohne
dass ein Vasospasmus nachgewiesenen werden konnte (Alaraj et al. 2009).
Umgekehrt entwickeln nur ca. 20-30% der Patienten nach einem Vasospasmus
neurologische Defizite (Alaraj et al. 2009).

Auch konnte durch die Behandlung mit dem Endothelin Rezeptor Antagonisten
Clazosentan zwar das Auftreten von angiographisch nachweisbaren
Vasospasmen der grofRen Arterien um 65% reduziert werden, das Klinische
outcome verbesserte sich jedoch nicht signifikant (Macdonald 2008).

Somit kann der lange Zeit postulierte Vasospasmus nur unzureichend als

Ursache gelten.

2.7. Cortical spreading depolarisation als ursachliche Pathologie?

Leao Aristides beschrieb 1944 als Erster die CSD im Rahmen eines Experiments
zur kinstlichen Erzeugung epileptischer Potentiale durch elektrische Stimulation
am Cortex des Kaninchens (Aristides A. P. Leao). Lange Zeit galt die CSD als
Zufallsfund im Tierexperiment, ein Nachweis am menschlichen Cortex war
technisch mit dem EEG nicht messbar. Erst als Untersuchungen zur Migrdneaura
ahnliche wellenartige Veranderungen im zerebralen Blutfluss zeigten, wurde die

CSD als mogliche Ursache auch am menschlichen Cortex in Betracht gezogen
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(Olesen et al. 1981). Mit dem technischen Fortschritt und der Einflihrung
funktioneller Kernspintomographie, besserem Monitoring, sowie stereotaktischer
neurochirurgischer Techniken (Sramka et al. 1977-1978) war es mdglich
geworden, die CSD genauer zu erforschen. Das Phanomen der CSD wurde
letztendlich nicht nur bei der Migraneaura nachgewiesen, sondern zeigte sich
auch bei einigen anderen zerebralen Krankheitsbildern, wie dem Schadel-Hirn-
Trauma (Mayevsky et al. 1996), dem ischdmischen Insult (Nakamura et al. 2010)
oder der Subarachnoidalblutung. Ein ortlicher und auch zeitlicher Zusammenhang
zwischen dem Auftreten von CSD und zerebralen Schadigungen konnte von der
COSBID (cooperative study on brain injury and depolarizations )— Gruppe gezeigt
werden (Dreier et al. 2009).

Die genaue Bedeutung der CSD in den jeweiligen neurologischen
Krankheitsbildern bleibt Gegenstand der Forschung.

2.8. Cortical spreading depolarisation — Pathophysiologie

Die cortical spreading depolarisation (CSD) ist ein reversibler Zusammenbruch
der Elektrolythombostase, gekennzeichnet durch eine Depolarisation von
neuronalen Nervenzellen, und ist assoziiert mit einem Einstrom von Kationen und
Wasser nach intrazellular (Dreier et al. 2009). Vor allem Natrium und Calcium
stromen in die Zellen, Kalium im Gegenzug in den extrazellularen Raum. Der
geanderte Elektrolytgradient verandert so das physiologische Gleichgewicht. Der
pH-Wert im Extrazellularraum fallt auf ca. 6,9. (Kraig und Nicholson 1978). Durch
diesen Zusammenbruch des chemischen Gradienten Uber der Zellmembran
kommt es zum Verlust der elektrischen Aktivitat. Der Einstrom von Elektrolyten
und Wasser fuhrt zu einem Zelldodem und einem Auseinanderweichen der
Dendriten (Takano et al. 2007). Diese Depolarisationswelle der Zellmembran
benachbarter Neuronen ist noch nicht im Detail verstanden. Durch
ausstromendes Kalium der vormals betroffenen Zelle (Grafstein et al. 1956) und
exzitatorische Neurotransmitter (Kunkler et al. 2005) konnte eine Depolarisation
der Zellmembran erklart werden. Die Vorgange setzen sich wellenartig mit einer
Geschwindigkeit von wenigen Millimetern pro Minute radiar in alle Richtungen fort

und es zeigt sich das Bild der cortical spreading depolarisation. Es handelt sich
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biochemisch um einen hoch energetischen Prozess. Unter groem O»- und
Glucoseverbrauch wird mit Hilfe verschiedener Mechanismen das physiologische
Niveau wiederhergestellt. Das Parenchym erholt sich ohne neuronale Schaden
(Nedergaard und Hansen 1988). Unter anderem an der Wiederherstellung der
physiologischen Verhaltnisse beteiligt ist die Na*-K*-Pumpe, die benachbarten
Astrozyten und die intrazellulare Calciumpufferung. Lediglich das Calcium und der
pH-Wert brauchen etwas langer, bis sich das Ausgangsniveau wieder einstellt
(Mutch und Hansen 1984). Ein gesteigerter Glucose Metabolismus kann bis zu 15

Minuten nach der Repolarisation gemessen werden (Gjedde et al. 1981).

2.9. CSD - Reaktionen des zerebralen Blutflusses im gesunden Gewebe

Im intakten Gewebe zeigt sich im Tiermodell mit dem Einsetzen der CSD eine
kurze und variable vasokonstriktorische Phase und somit eine Hypoperfusion.

Im Anschluss folgt eine kurze - ca. eine Minute - aber deutliche Vasodilation bis
zu 200% des Ausgangsdurchmessers. Abschlie3end vasokonstringiert das Gefal3
wieder auf ca. 70 - 80% seines Ausgangdurchmessers fur mehrere Stunden
(Fabricius et al. 1995). Wahrend dieser Phase ist die physiologische
Gefalreaktion auf exzitatorische Reizung, die sogenannte neurovaskulare
Kopplung, weiter beeintrachtigt (Piilgaard und Lauritzen 2009) und das Gefald
zeigt sich fur den Zeitraum von bis zu 75 Minuten nach der Induktion einer CSD
wenig reagibel auf direkt pial applizierte externe Stimulanzien (Wahl et al. 1987),
Hyperkapnie (Lauritzen 1984) oder corticocorticale Stimulation (Piilgaard und
Lauritzen 2009). Es bildet sich ein Missverhédltnis zwischen erhaltenem

Neurometabolismus und gestérter Durchblutung.
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2.10. CSD nach Subarachnoidalblutung - CSI

Anders verhalt sich jedoch die GefalRantwort bei lokal gestorter Funktion der
kleinen GefalRe, sodass es nach der elektrischen Depression nicht zu einer
inittalen Hyperamie kommt, sondern die CSD zu einem schweren Vasospasmus
der Kkleinen GefaRe fuhrt (Dreier et al. 1998). Blutabbauprodukte im
Subarachnoidalraum und somit direkt am Gefald gelten als mdégliche Ursache
dafir (Dreier et al. 2000). Aus den Erythrozyten freigesetztes Kalium und
Hamoglobin fihren zu erhdhten basalen extrazellularen Konzentrationen der
beiden Substanzen. Die Kombination aus lokalen Kaliumwerten tber 20mM und
einem verminderten NO-Niveau ist hier von gro3er Bedeutung (Petzold et al.
2003). Die NO Verfugbarkeit kdnnte unter anderem durch NO-Bindung des
freigewordenen Hamoglobins, endogene NO-Synthase Inhibitoren, eine gestdrte
endotheliale NO-Synthase, zugrunde gegangene perivaskulare
Nervenendigungen oder Sauerstoffradikale sinken (Macdonald et al. 2007).

Das Kalium kénnte als Blutabbauprodukt anfallen, durch verminderte Aktivitat der
Natrium—Kaliumpumpe ansteigen, durch Mikrothromben verursacht oder durch
Aktivierung von neuronalen Kaliumkandlen agglomerieren (Dreier et al. 1998;
Windmuller et al. 2005).

Die CSD geht mit erhohten extrazellularen Kaliumkonzentrationen und
erniedrigten pH Werten einher (Windmuller et al. 2005). Kaliumwerte tber 20mM
fihren an den zerebralen GefalRen zu einer Vasokonstriktion. Ein niedriger pH —
Wert im Gegenzug wirkt vasodilatorisch. Die permissive Rolle des NO ist
wahrscheinlich ~ for die  Vasodilation auf CSD im gesunden Gewebe
verantwortlich, da NO die Azidose induzierte Vasodilation verstarkt und so im
Gesamten der vasokonstriktorische Reiz der Hyperkalidmie in den Hintergrund
rickt (Windmuller et al. 2005; Golding et al. 2001a). Bei Dysfunktion der kleinen
Gefalle fuhrt unter anderem eine verminderte Verfugbarkeit von NO zu einem
Uberwiegen der vasokonstriktiven Agenzien. Es beginnt ein Zirkulus vitiosus der
inversen Gefallantwort auf CSD.

Die sich ausbreitende Vasokonstriktion fihrt zu vorribergehenden
Minderdurchblutung. Daraus resultiert ein Perfusionsdefizit im Gewebe, welches
metabolisch nicht mehr in der Lage ist, auf die Veranderungen an der

Zellmembran wie oben beschrieben, zu reagieren. Fiur die Einschrdnkung des
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Metabolismus verantwortlich, ist zum einen eine verminderte O, Verflugbarkeit
durch Verminderung des Blutflusses, zum anderen ein gesteigerter
Energieverbrauch (Sukhotinsky et al. 2008). Dies wiederum fuhrt zu einer
Dysfunktion der ATP abhangigen Na®* - und Calcium?* - Kanéle, sodass das nach
intrazellular stromende Natrium und Calcium in den Zellen agglomeriert. Dem
Kationeneinstrom folgt Wasser aus dem Extrazellularraum in die Zelle, was zu
einem zytotoxischen Odem filhren kann. Die erhdhten intrazellularen
Calciumwerte kénnen auch Uber Interaktion mit den Mitochondrien einen Zelltod
der Neuronen und Astrozyten induzieren (Gwag et al. 1999).

Diese Vorgange auf zellularer Ebene unterhalten das Perfusionsdefizit weiter.
Das Zeitintervall der kortikalen Depolarisation wird im Gegenzug durch das
Perfusionsdefizit verlangert. Durch die anhaltende Depolarisation bleibt ein
Uberwiegen der vasokonstriktorisch wirkenden Agenzien bestehen (Sukhotinsky
etal. 2008).

Es zeigt sich insgesamt eine inverse Antwort der Hamodynamik mit einer
Reduktion des zerebralen Blutflusses auf 15 -20 % des Ausgangswertes (Dreier
etal. 1998). Das Gesamtbild aus der verlangerten Depolarisation als Reaktion auf
eine CSD, der inversen Gefaantwort und dem daraus resultierenden
Perfusionsdefizit wird als ,cortical spreading ischeamia“ oder CSI bezeichnet
(Dreier et al. 2002; Dreier et al. 1998). So wird aus einer kurzen Depolarisation
mit konsekutiver Hyperdmie im gesunden Gewebe eine langandauernde
Depolarisationswelle mit begleitendem Perfusionsdefizit. Dieses Perfusionsdefizit
kann zu kortikaler Ischamie und letztendlich zu weitverbreiteten kortikalen

Nekrosen fuhren (Dreier et al. 2000).

2.11. Zelluntergang bei der CSI

Zubkov et al. konnten bei einer Autopsie an einer Patientin, welche nach einem
radiologisch nachgewiesenen schwerem Vasospasmus nach SAB verstarb,
Stunden nach dem Tod die Apoptose der Endothelzellen der Intima betroffener
Arterien nachweisen (Zubkov et al. 2000). Doch nicht nur in diesem publizierten

Fallbericht konnten pathologische Veradnderungen an den betroffenen Gefaflien

gesichert werden, sondern auch in Tierstudien nach artifizieller SAB zeigte sich
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histologisch eine Ablésung und Einrisse in der Endothelschicht (Friedrich et al.
2010).

Als moglicher Mediator fur die Apoptose der Endothelzellen kénnte ein hoher
intrazellulare Calciumspiegel gelten (Gwag et al. 1999). Doch auch freie Radikale
oder der zytotoxische Effekt des freigewordenen Hamoglobins kommen als
potentielle Ursachen fur den Zelluntergang im betroffenen vaskularen System in
Frage (Takenaka et al. 1993).

2.12 Die Rolle des Calciums fiur die Vasomotorik

Calcium spielt im Endothel eine vielfaltige Rolle in der SignalUbertragung. Im
Weiteren soll jedoch primar die Rolle des Calciums fir die Vasomotorik behandelt
werden. Uber gap junctions kann Calcium aus den Endothelzellen auch an den
benachbarten glatten Muskelzellen der Mediaschicht der GefalBwand zu einer
Reaktion fuhren. Eine Erhdhung der intrazellularen Calciumkonzentration im
Zytosol wird bei glatten  GefalBmuskelzellen  hauptsédchlich  durch
spannungsabhangige L-Typ Calciumkanéle vermittelt (Vogalis et al. 1991). Die
Kontraktion von Myozyten der glatten GefalBmuskulatur wird primar durch das
Zusammenspiel von Calcium und dem Enzym Myosin-Leichtketten-Kinase uber
das intrazellulare Ca?'-Rezeptorprotein Calmodulin vermittelt. Das Enzym
phosphoryliert Serin in Position 19 innerhalb der regulatorischen Untereinheit, der so
genannten Myosin Regulatory Light Chain 20 (MLC,,) des Myosinkopfchens (Kamm
und Stull 1985). Das aktivierte Myosin sorgt fir eine Kontraktion des
Aktinfilaments. Auch eine direkte Wirkung des Calium-Calmodulin Komplexes
Uber eine Beeintrachtigung der inhibitorischen Effekte des Caldesmons sorgt fir
eine Modulation des Gefal3tonus (Adelstein und Sellers 1987). Daraus resultiert
letzten Endes eine Kontraktion der glatten Gefal3muskelzelle und es folgt eine
Vasokonstriktion.

Neben diesen direkt auf das Gefal3 wirkenden Funktionen haben Calciumkationen
noch weitere Bedeutung als intrazelluldre Botenstoffe, z.B. bei der Apoptose oder
auch fir die Genexprimierung. Die Bedeutung des Ca®' an der kritischen
Vasokonstriktion betroffener GefafRe wird nicht zuletzt auch an der Wirkung des

Calciumkanalblockers Nimodipin gezeigt. Nach Applikation konnte experimentell
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eine Vasodilation mit konsekutiver Steigerung des zerebralen Blutflusses
herbeigefuhrt werden (Dreier et al. 1998; Windmuller et al. 2005). Auch klinisch

findet das Medikament zur Prophylaxe der DIND seit langerer Zeit Anwendung.

2.13 Die medikamenttse Therapie der CSI

Die beschriebene funktionelle Dysfunktion des Endothels bereits frih im
Krankheitsverlauf und der oben beschriebene Pathomechanismus mit einem
Uberwiegen der vasokonstriktorischen Reize auf die GefaBe konnten auch
Grinde fur die Wirksamkeit von einer Reihe von vasodilatorisch wirkenden
Medikamenten sein. Neben dem oben beschriebenen Calciumkanalblocker
Nimodipin, wird auch eine Reihe von vasodilatorisch wirkenden Medikamenten in
unterschiedlichen Applikationsformen in klinischen Studien getestet. So zum
Beispiel Magnesiumsulfat, Statine, Fasudilhydrochlorid, Erythropoetin,
Endothelin-1 Antagonisten, NO Vorstufen und Sildenafil (Siasios et al. 2013). Auf

einige dieser Medikamente wird im Laufe dieser Arbeit noch naher eingegangen.

2.14. Zusammenfassung und Herleiten der Aufgabenstellung

Lindauer et. al zeigte in einer Studie, dass das Endothel fir die Vasodilation als
Reaktion auf Azidose keine relevante Bedeutung hat (Lindauer et al. 2001).
Unzureichend untersucht bleibt jedoch die Rolle des Endothels bei dem
Pathomechanismus der CSI. Hinter diesem multifaktoriellen Ereignis an den
zerebralen GefalRen kdnnte der Schlissel zum Verstandnis der verspateten
neurologischen Verschlechterung von SAB Patienten liegen. Auch erste klinische
Arbeiten zeigten bereits eine mdogliche Dysfunktion des Endothels nach
Subarachnoidalblutung (Bergstrom et al. 2014).

Untersucht wurde daher in den beschriebenen Versuchen die Reaktion der
isolierten Arteria cerebri media (MCA) der Ratte auf einen artifiziellen CSI P uffer

mit und ohne funktionell aktiven Endothel.
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3. Material und Methoden

3.1. Griunde fur die Wahl des Modells

Fur die Untersuchung der Rolle des Endothels bei CSI wurde das in vitro Modell der
isolierten Arterie verwendet. Dieses eignet sich speziell fur differenzierte
Betrachtungen der Ablaufe in den einzelnen Kompartimenten der Gehirnperfusion.
Im in vivo Tiermodell dagegen fallt die genauere Lokalisierung der Reaktionen oft
schwer. Neben den zerebralen Gefallen selbst spielen sowohl Neuronen, als auch
die Neuroglia eine wichtige Rolle in der Vasomotorik (Paulson et al. 1989). Die oft
zeitgleich ablaufenden Reaktionen verschiedenster Gewebearten sorgen hier fir
eine erschwerte Differenzierung (Faraci und Sobey 1998). An der isolierten Arterie
finden sich lediglich drei verschiedene Kompartimente mit Auswirkungen auf den
Tonus des GefalRes: das Endothel (Andresen et al. 2006), die glatte
GefalBmuskulatur (Golding et al. 1998) und das perivaskulare Nervengeflecht der
Adventitia (Lindauer et al. 2001; Ignacio et al. 1997). Neben dem oben genannten
Vorteil ist auch eine technisch einfachere Applikation lokal wirkender Substanzen
ohne systemische Interaktion moglich, wie die Anderung der

Elektrolytkonzentrationen, des pH- Wertes und die Gabe von Medikamenten.

Das verwendete in vitro Modell wurde von Dacey und Duling entwickelt (Dacey, R G
Jr und Duling 1982; Duling et al. 1981) und von Bryan et al. Uberarbeitet (Bryan, R M
Jr et al. 1996). Ein prapariertes und isoliertes Stiick der Arterie wird kandliert und mit
intraluminalem Puffer perfundiert. Die strikte Trennung zwischen intra-/und
extraluminalem Kreislauf wird Uber den gesamten Versuch beibehalten. Bei der
Praparation wird das Gefal3 vom umliegenden Parenchym befreit, die Adventitia
jedoch geschont, um den physiologischen NO-Spiegel nicht zu beeinflussen
(Lindauer et al. 2001). Die Arterie baut durch schrittweise Erhdhung des
hydrostatischen Drucks einen spontanen Ruhetonus auf (Johnson et al. 1998). Der
myogene Ruhetonus wird hier von spannungsabhangigen Calcium Kanalen
beeinflusst (Knot und Nelson 1998a). Nach Abschluss der Aquilibrierung bleibt der
Druck innerhalb des GefalRes konstant, lediglich der Durchmesser andert sich
(isobarer Versuchsaufbau). Im Vergleich zu den Arterienringpraparaten findet hier
keine pharmakologische Vorkontraktion, wie etwa durch verschiedene
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Prostaglandine oder Serotonin, statt. Die pharmakologische Beeinflussung beim
Versuchsaufbau kann sogar die gesamte Vasomotorik verandern (Dacey, R G Jr
und Bassett 1987). Daher scheint das Modell der isolierten Arterie wie oben
beschrieben, naher an der physiologischen GefalRantwort zu liegen (Halpern und
Kelley 1991). Unphysiologisch an diesem Modell ist zum einen der konstante isobare
Fluss ohne pulsatile Spitzen, zum anderen scheinen die GefalRantworten teilweise zu

exzessiv auszufallen (Davis und Hill 1999).

3.2. Versuchsaufbau

Der Aufbau der Versuche erfolgte stets in drei Schritten: Der Entnahme des Gehirns,

der Praparation der Arterie und abschlie3end dem Druckaufbau.

3.2.1.Entnahme des Gehirns

Die mannliche Ratte Wistar (n=93; 220g-330g) wurde mittels kombinierter
NoO/Isofluran Narkose anasthesiert. Die Narkosetiefe wurde anhand fehlender
Stellreflexe sichergestellt. Anschlielend wurde das Tier per Kleintierguillotine
dekapitiert. Mit einer Schere wurde das Fell in Sagittalrichtung durchtrennt. Die
Schadelkalotte, sowie die lateralen Ubergange zur Muskulatur wurden mittels
Skalpell durchtrennt. Die kurze Nackenmuskulatur und die nasal Schuppe wurden
per Rongeur prapariert. Die ertffnete knécherne Schéadelkalotte wurden durch eine
Halsteadklammer mit Druck nach lateral aufgehebelt und das Grof3hirn freigelegt.
Dieses wurde von frontal mittels eines feinen Spatels aus der Schadelbasis gehebelt
und in eine Petrischale Uberfihrt. Diese war gefullt mit 4 Grad kaltem
physiologischen Puffer. Das gesamte Gewebe war hierbei vom Puffer bedeckt. Um
die Kuhlung sicherzustellen, wurde die Petrischale eingebettet in Eis. Die Praparation
wurde zeitlich unter 10 Minuten durchgefihrt. Der basale Pol des GroRRhirns im

Speziellen der Circulus arteriosus Willisii wurde dabei nicht manipuliert.
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3.2.2 Praparation der Arterie

Die weitere Praparation erfolgte mikrochirurgisch unter dem OP-Mikroskop. Unter
optimalen Sichtverhaltnissen wurde zunachst mittels einer Mikroschere einca. 1,5cm
langes Teilstiick der arteria cerebri media (MCA) samt Ubergangen in den Circulus
arteriosus Willisii T-formig herausgeschnitten. Das Gefal3 wurde anschliel3end stumpf
mit einer Pinzette aus der pialen Scheide geldst und atraumatisch von Bindegewebe
befreit. AnschlieRend wurde die arteria cerebri media per Pipette in die mit
extraluminalem Puffer gefillte Versuchskammer Uberfuhrt. Hier wurde die Arterie
zunachst auf der proximalen Seite Uber das Uberstehende Stick des Circulus
arteriosus Willisii auf eine Glaskantle aufgezogen und mittels 8-0 Fadenligatur
befestigt. Um die physiologische Flussrichtung zu wahren, wurde die proximale Seite
der Arterie auf die inflow Seite des intraluminalen Systems aufgezogen.
AnschlieRend wurde das distale Ende der Arterie auf die outflow Glaskanile auf
dieselbe Art und Weise wie am proximalen Pol aufgezogen und ebenfalls per 8-0
Fadenligatur fixiert. Die Arterie wurde auf beiden Seiten soweit kantliert, bis sich ein
ca. 15mm langes, abgangsfreies Stick Arterie prasentierte. Falls doch ein arterieller
Abgang im untersuchten Bereich war, wurde dieser mittels 10-0 Fadenligatur
verschlossen. Es wurde jeweils nur immer eine Arterie pro Tier fir einen Versuch

verwe ndet.

3.2.3. Druckaufbau und Teststimulation der aquilibrierten Arterie

Im Anschluss an die Praparation wurde die kantlierte Arterie Uber 15 Minuten einem
steigenden hydrostatischen Druck ausgesetzt. Dies geschah durch schrittweises
Anheben des inflow und outflow Geféal3es Uber das Niveau des Arteriographen. Der
Zieldruck betrug 80 mmHg. Das extraluminale System wurde gleichzeitig mit einer
Rate von 20 ml/min mit kaltem extraluminalen Puffer erneuert. Nach Druckadaption
wurde das extraluminale System Uber eine Stunde mittels Durchlauferhitzer auf 37
Grad erwarmt. Wahrend der Aquilibrierung wurde sowohl der pH-Wert, als auch die
Temperatur in regelmalligen Abstdnden gemessen. Innerhalb dieser Stunde
entwickelte die Arterie einen spontanen Ruhetonus ohne pharmakologische
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Beeinflussung. Ein Ruhetonus unter 30% Reduktion im Vergleich zu dem Zustand

vor Aguilibrierung galt als Abbruchkriterium.

Um die Reaktivitat der Arterie zu testen wurde sie mit einer 20 mM Kalium Lésung

tber 5 Minuten umspult und anschlieend 10 Minuten ausgewaschen, damit der

Ruhetonus wiederhergestellt wird. Nur Arterien die eine Vasodilation Uber 30 % zum

Ruhetonus boten wurden verwendet.

Die hier angewendeten Kriterien gelten als allgemein anerkannt fir eine intakte

GefalRfunktion (Bryan, R M Jr etal. 1996).

3.2.4. Zeitablauf

Hirmpréaparation 10 min

Druckaufbau 15 min
Aquilibrierung 60 min

K™ -Testreaktion 5 min

o gk Wb

Auswaschen 10 min

|

Zeit vor Versuchsstart: ca. 120 Minuten

Praparation der Arterie ca. 20 min

3.3. Verwendete Substanzen und Materialien

Pufferlésungen:
Aqua dest.
Reinstwasseranlage Milli Q Millipore
Biopack Endfilter Millipore

Chemikalien:
Natriumchlorid
Kaliumchlorid

Magnesiumsulfat
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Natriumdihydrogenphosphat

Kalziumchlorid } Sigma

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)

Pyruvat

Glucose

Bovines Albumin

3-Morpholinopropansulfonsaure

(MOPS)

Natriumhydroxid

Chlorwasserstoff

Zubehor:

Becherglaser Simax

Messzylinder Brand

Blutgasanalysator Rapidlab 348 Siemens

Analysewaage ABT 320-4M Kern

Prazisionswaage 572 Kern

Sartorius Microbalance CPA2P Sartorius

Einmal Waagschalen Roth
Arbeitsplatz:

Inverses Mikroskop Leica

Videokamera JvVC

Monitor Sony

Pumpe Masterflex L/S Cole-Parmer

Warmebad Thermo Scientific
Heizspirale

Schlauche Tygon
Plastik-Schlauchverbinder NeoLab

Kammer

In-/Outflowgefalle: Original Perfuser | Braun

Spritzen

Glaskapillaren

World Precision Instruments
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Tiere:

Mannliche Wistar Ratten
220-240g

Charles River Laboratories, Sulzfeld, Deutschland
Die Experimente wurden im Zeitraum von Anfang
Juli 2012 bis Anfang Februar 2014 durchgefihrt.
Die Tiere wurden vor der Totung in der
experimentellen Tierhaltung der experimentellen
Neurochirurgie (Bestandteil der
Versuchstierhaltung des Zentrums far
Praklinische Forschung (ZPF) des Klinikums
rechts der Isar der TU Minchen gehalten,
Genehmigung nach Tierschutzgesetz: Tétung zu
wissenschaftichen Zwecken nach 84 Abs. 3
Tierschutzgesetz, Dokumentationsnummer des
ZPF: AZ 40-12-10

Narkose:

Sauerstoff

Lachgas

Isofluran

cp Pharma

Isofluran Verdampfer

Péaparation:
Guillotine World Precision Instruments
Praparationsbesteck Fine Science Tools

Zellkulturschale

BD Bioscience

Spritze zum Spulen der Arterie: Omnifex | Braun

Nahtmaterial 10.0/8.0 Ethilon Johnson&Johnson
OP Mikroskop Leica
Lichtquelle KL 1500 LED Olympus
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Testsubstanzen:

Nimodipin Sigma
L-NNA (N®-nitro-L-Arginin) Sigma
Acethylcholin Sigma
DMSO 0,1% Sigma

Zusammensetzung und Konzentrationen der verwendeten Agenzien:

Extraluminaler Puffer:

3 mM MOPS (3-[N-Morpholino]propanesulfonic acid), 144 mM NacCl,
3 mMKCI, 2,5 mM CaClz, 1,5 mM MgSO4, 1,21 mM NaH2PO, 0,02 mM EDTA, 2
mM Pyruvat, 5 mM Glucose

Intraluminaler P uffer:

wie extraluminal ,nur mit zusatzlich geldstem 1g/100ml bovinem Albumin

Die Puffer wurden mit 0,1 M NaOH auf einen pH — Wert von 7,4 +/- 0,05 titriert.
Acetylcholin:

wie extraluminal mit zusatzlich 1 mM Ach geldst

CSl:

3 mM MOPS, 60 mM NaCl, 50 mM KCI, 0,1mM CaClz, 0,7 mM MgSOs4, 1,21 mM
NaHz2PO, 0,02 mM EDTA, 2mM Pyruvat, 5 mM Glucose

Der CSI - Puffer wurde mit 0,1 M NaOH auf einen pH — Wert von 6,9 +/- 0.05 titriert.

L-NNA:

0,5 mM L-NNA zusatzlich
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Nimodipin:
0,1 mM /0,01 mM /0,001 mM Nimodipin zusétzlich

Nimodipin wurde im Lésungsmittel DMSO (= Dimethylsulfoxid) in der Konzentration
0,1% im extraluminalen Puffer geldst. Dazu wurde zuerst das Medikament
zusammen mit dem Lésungsmittel und dem extraluminalen Puffer im Verhaltnis 1:1
in ein Eppendorf Tube gegeben und auf einer Rittelplatte vermengt. Anschliel3end
wurde der Inhalt des Eppendorf Tube in die Restmenge P uffer gegeben und Uber 30
Minuten bei 55 Grad erwarmt und durchmischt. In 2 eigenen Vehikelversuchen (im

Ergebnisteil dargestellt) zeigt sich keine Tonusbeeinflussung durch DMSO.

Die Herstellung des extraluminalen Puffersystems, basierend auf der Zugabe von
3mM MOPS, stellt einen konstanten pH Uber den gesamten Versuch sicher und ist
damit eine unkomplizierte Alternative zur den mit Bicarbonat gepufferten Systemen.
Eine Beeinflussung der Vasomotorik durch MOPS (ber Interaktion mit Ca®* kann
nicht sicher ausgeschlossen werden, liegt jedoch im in einem &hnlichen Rahmen wie
bei vergleichbaren Experimenten und wird deshalb bei der Interpretation der
Ergebnisse aulRer Acht gelassen (Altura et al. 1980; Karaki et al. 1981).

3.4. Experimentelles Design

3.4.1. Reihe 1: repetitive CSI Reihe zur Zeitkontrolle

Eine repetitive Versuchsreihe mit jeweils dreimaliger Applikation des CSI-Puffers
unter Normalbedingungen wurde durchgefuhrt um die Konstanz des Ruhetonus und
der Reaktion auf CSI zu testen (Dreier et al. 2000). Der CSI-P uffer wurde jeweils fir
10 Minuten eingewaschen und anschlieRend gemessen. Nach jeder Applikation

wurde das System fir 10 Minuten mit extraluminalem Puffer gespult (n=8)
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3.4.2. Reihe 2: repetitive CSI Reihe unter unspezifischer Blockade der NO-
Synthase durch L-NNA

Nach der Reaktion auf CSI unter Normalbedingungen wurde L-NNA in MOPS
gepufferter extraluminaler Losung fir 20 Minuten eingewaschen und verblieb den
restichen Versuch im extraluminalen System. Unter dieser Blockade aller NO-
Isoformen durch L-NNA wurde eine weitere repetitive CSI Reihe durchgefihrt (Faraci
und Heistad 1998; Dreier et al. 1998; Dietrich et al. 1994) (n=7)

3.4.3. Reihe 3: funktionelle Testungen des Endothels mit Acethylcholin

Uberpriift wurde in einer wechselnden repetitiven Reihe die Vasodilation auf CS| und
die Reaktion des rein endothelial wirkenden Acethylcholin (Furchgott 1983). Das
Acethylcholin wurde wie der CSI Puffer fur 10 Minuten eingewaschen, auch hier

erfolgte die Messung nach dieser Zeit (n=4).

3.4.4. Reihe 4: repetitive CSI Reihe im Wechsel mit Acethylcholin und unter
unspezifischer Blockade der NO-Synthase durch L-NNA

Nach den Reaktionen auf CSI und Acethylcholin unter Normalbedingungen wurde
wie in Reihe 2 bereits erlautert der NO-Synthase Blocker L-NNA eingewaschen und

eine repetitive Reihe unter diesen Bedingungen getestet (n=4).

3.4.5. Reihe 5: repetitive CSI Reihe nach der funktionellen Zerstérung des
Endothels durch Luft Applikation

Nach der Testung der Reaktionen auf CSI und Acethylcholin unter
Normalbedingungen wurde Uber 10 Minuten 5 ml Luft durch die Arterie von proximal
nach distal appliziert, um das Endothel funktionell zu zerstéren (Hayashi und Hester
1987; Horiuchi et al. 2002). AnschlieBend wurde nach einer 10 minitigen
Erholungsphase eine K*-Testreaktion durchgefiihrt und danach repetitiv CSI und

Acethylcholin im Wechsel gegeben (n=12).

24



3.4.6. Reihe 6-8: Untersuchungen der Reversibilitat nach Gabe des Ca?*
Kanalblockers Nimodipin

Der Versuchsablauf wurde wie in Reihe 5 durchgefuhrt. Abweichend wurde nach der
einmaligen Reaktion auf Acethylcholin und CSI bei funktionell zerstortem Endothel
der Ca®*-Kanalblocker Nimodipin iber 20 Minuten eingewaschen, zuvor wurden in
zwei Versuchen noch eine Vehikelkontrolle durchgefiihrt. Das Medikament verblieb
danach im System. Unter Anwesenheit des Nimodipin und unter funktionell nicht
intaktem Endothel wurde abschlieRend nochmals eine Reihe mit Acethylcholin und
CSldurchgefuhrt. Es wurde in anderen Arbeiten bereits gezeigt, dass Nimodipin eine
CSI wieder zu einer cortical spreading hyperdmia (CSH) zurickfihren kann
(Windmuller et al. 2005).

Reihe 6 0,1mM Nimodipin; n=2
Reihe 7 0,01mM Nimodipin; n=2

Reihe 8 0,001mM Nimodipin; n=7

3.5. Experimentelles Paradigma

Insgesamt wurden im Rahmen dieser Forschungsarbeit an n= 93 Tieren gearbeitet.
Davon wurden n=46 in die Auswertung aufgenommen. 23 Tiere wurden im Rahmen
der Einarbeitungsphase verwendet, diese wurden nicht in die Auswertung
aufgenommen, um eine adaquate Qualitédt der operativen Versuchsvorbereitung zu
gewabhrleisten. Bei weiteren 24 Tieren wurden die jeweiligen Versuchsreihen vorzeitig
abgebrochen, da die beschriebenen Einschlusskriterien in Bezug auf die
Testreaktionen nicht eingehalten werden konnten. Dies war zum Teil aufgrund von
manuellen Fehlern bei der Praparation oder auch durch Verunreinigung des

verwendeten destillierten Wassers begrindet.
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Insgesamt: n = 46

Reihe 1
Kontrolle 1 2
Reihe 2
-
Kontrolle 1 \%\ 3
Reihe 3
Kontrolle 1 1 2
Reihe 4
o)
Kontrolle 1 1 \‘\ % 2 2 \\\\ 3 3 %
Reihe 5
Kontrolle | 1 1 e 2p 2 1 35 e
Reihe 6-8
Kontrolle 1 1 2
2h 2,5h 3h 3,5h
CSI10 min

Puffer 10 min

Acethylcholin 10 min

Kalium 5 min

T T
T
ettt e
L TRy P ATt

BEEEA R RGN E L 8
e P S ]

! I |

Ab diesem Zeitpunkt
permanent im System

Ab diesem Zeitpunkt gilt das
Endothel als funktionell
inaktiviert
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3.6. Statistische Auswertung

Alle Daten sind als Mittelwert + Standardabweichung angegeben. Die statistische
Auswertung der Ergebnisse erfolgte mit Zuhilfenahme des Programms sigma stat
3.5. Die Signifikanz wurde fur Einzelreaktionen im Vergleich zum Ruhetonus mittels
gepaarten t-Test bestimmt. Fir wiederholte Verlaufsreaktionen innerhalb einer
Arterie wurde die Signifikanz durch eine repeated measures ANOVA getestet. Bei
normalverteilten Daten wurde eine one way ANOVA Varianzanalyse und
anschlieRend ein post-hoc Test nach Bonferri angeschlossen. Nicht normalverteilte
Daten wurden mittels repeated measures ANOVA on ranks und anschlieRend mittels
Student-Newman-Keuls Test getestet. p<0,05 wurde als signifikant, p<0,001 als

hochsignifikant angesehen.
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4. Ergebnisteil

4.1. Kriterien einer intakten Gefalreaktion

Nach der Praparation der Arterie, wie oben beschrieben, wurde der intraluminale
Druck hydrostatisch schrittweise auf 80 mmHg gesteigert und das extraluminale

Puffersystem mittels Wasserbad auf 37 Grad erhitzt.

Im Folgenden wurde eine Aquilibrierungsphase von insgesamt 60 Minuten
eingehalten. Hier stellte sich bei intakter Vasoaktivitat ein Ruhetonus ein. Der
GefaRdurchmesser war signifikant kleiner, als vor der Drucksteigerung. Wie
Voruntersuchungen gezeigt haben, lost die Drucksteigerung Uber L-Typ Calcium
Kanale eine Membrandepolarisation aus und fihrt letztendlich zu einer
Vasokonstriktion (Knot und Nelson 1998b). Der korrekte Aufbau eines Ruhetonus

wurde als 1. Gutekriterium festgelegt. (Bryan, R M Jr et al. 1996)

AnschlieBend wurde fir einen Zeitraum von 5 Minuten ein mit 20mmol Kalium
aufgesattigter,extraluminaler Puffer in die Versuchskammer appliziert. Die
Messungen erfolgten jeweils nach 3 und nach 5 Minuten. Hier zeigte sich eine
deutliche Dilation, im Vergleich zu dem 3 mmol Kalium enthaltenden extraluminalen
Puffer. Eine erhaltene Dilation um mindestens 20% des Ausgangswertes wurde als

2. Gutekriterium verwendet.

Als 3. Gutekriterium einer intakten Vasoaktivitdt wurde die in Voruntersuchungen aus
Berlin beobachtete Dilation der Arterie auf die Zugabe des CSI-Puffers zu Hilfe

genommen (Dreier et al. 2009).

Nur wenn alle drei Gutekriterien erfullt wurden, erfolgte die weitere Untersuchung des

GefalRes.

Bei den im Folgenden angegebenen Daten handelt es sich um die Mittelwerte und

die dazugehorende Standardabweichung.
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n =46
Ursprungsdurchmesser:
Ruhedurchmesser:

Vasodilation auf 20 mm Kalium:
Signifikanz: p<0.001

1
| p<0.001 |

289.1 pm +/- 29.5 pm
188.0 um +/- 26.2 um

253.0 ym +/- 37.7 ym

350.0

300.0

250.0 A

200.0 A

150.0 7

100.0 7

50.0 7

0.0 -

Durchmesser
inpm

Ursprungs-
durchmesser

Ruhedurch-
messer

Diagramm 1: Ausgangsarteriendurchmesser nach der Praparation im Vergleich zum

Basistonus nach stattgehabter Aquilibrationphase von einer Stunde.

p<0,001

300.0

250.0

200.0

150.0 A

100.0 A

50.0 1

0.0 -

Ruhedurch

Durchmesser messer
in pm

Kalium

Diagramm 2: Ruhedurchmesser nach einer Stunde und Durchmesser nach 5

minutiger Einnaschphase von hyperkaliamen extraluminalen Puffer angereichert mit

20mM Kalium.
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Nachdem die 20mmol Kalium haltige Losung ausgewaschen war, wurde bei allen

Versuchen die Reaktion auf den CSI Puffer getestet. In der folgenden Auflistung

finden sich nur jeweils die Kontrollreaktion zu Beginn des jeweiligen Versuches. Die

jeweiligen Versuchsprotokolle konnen dem Abschnitt ,Material und Methoden®

entnommen werden. Es zeigte sich eine signifikante Dilatation als Reaktion auf den
CSIPuffer (p<0,001):

n =46

Ruhedurchmesser:

CSl:

182.6 um +/- 28.1 um
218.2 um +/- 36.9 um

Signifikanz: p<0.001

300.0

250.0

200.0

H 1500

100.0

50.0

0.0

CSI Reaktion

p<0,001

Ruhedurchmesser

CsSlI

Diagramm 3: Ruhedurchmesser nach 10 minutiger Auswaschphase gegeniiber dem

GefaRdurchmesser nach 10 mindtiger Einwaschphase des CSI Puffers.

30



4.2. Reihe 1. Repetitive Zeitkontrolle

n=38

1.Reaktion 2.Reaktion 3.Reaktion
Ruhetonus in|177.1+/-17.4 180.4 +/-9.7 179.6 +/- 18.8
pm
CSlin pm 206.2 +/-29.7 203.7 +/-40.2 208.6 +/- 34.1

In Reihe 1 zeigte sich, dass die Vasodilation als Reaktion auf den CS1 P uffer zeitlich

konstant blieb und es keinen signifikanten Unterschied der Gefal3durchmesser

zwischen den Reaktionen gab (p>0,05).

270 -
250 -
230 A
210 ~
190 A

170

150 -
Baseline
2

Repetetive CSI Reihe

CSI  Baseline  CSI
10min| 3 10minli

Baseline CSI 10
4 min Il

== Durchmesser

Diagramm 4: Dargestellt ist der zeitliche Ablauf der repetitiven CSI Applikation. Rot

hinterlegt sind die jeweiligen 10minutigen Einwaschphasen des CSI Puffers. Es

zeigte sich kein signifikanter Unterschied in den gemessenen GefalRdurchmessern

zwischen den einzelnen aufeinanderfolgenden Reaktionen (p>0,5). Die Reaktion ist

somit zeitlich konstant.
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4.3. Reihe 2: Blockade mit L-NNA

n=7
Kontrolle | L-NNA(1.) | L-NNA(2.) | L-NNA(3.)
Ruhetonus | 186.2 +/- | 151.0 +/- 169.1 +/- 1729 +/-
In um 26.0 24.2 30.0 21.0
Csli 2195 +/- | 136.8 +/- 140.6 +/-
0.Messung
In pm 30.7 29.0 24.4

In Reihe 2 zeigte sich,

dass unter unspezifischer NOS-Blockade mit L-NNA der

Ruhedurchmesser initial signifikant (p>0,05) abgenommen hat. Im Verlauf des

Versuchs zeigte sich nur noch eine moderate Verengung im Vergleich zum

Ruhezustand. Auf den CSI — Puffer reagierte die Arterie unter L- NNA mit einer

Vasokonstriktion, anstatt einer Dilation. Hier zeigte sich ein signifikanter Unterschied

zwischen den resultierenden Gefalldurchmessern als Reaktion auf den CSI P uffer
mit und ohne L- NNA Blockade (p<0,05). Im zeitlichen Verlauf blieb die Reaktion
konstant. Hier zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen der 1. und der 2.

Reaktion.

260 -

240

CSl vs L-NNA

220

200

A<

o= CSI

180

160

140

AN
™~

A
<;_

-

120

100

baseline 1

Kontrolle

baseline 2

1. Reaktion

baseline 3

2.Reaktion

== LNNA
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Das Diagramm 5 zeigt die Reihe 1 (CSI Verlaufkontrollen) gegen die Reihe 2
(Kontrolle ohne L-NNA, der weitere Versuch unter standiger L-NNA Prasenz). Im
Diagramm rot hinterlegt sind die Phasen in denen der CSI Puffer eingewaschen
wurde. Es zeigt sich ein signifikanter Unterschied zwischen den jeweiligen
GefalRdurchmessern bei CSI Gabe zwischen der CSI Verlaufsversuchsreihe und der
L-NNA Verlaufsreihe.

CSI Verlauf vs. L-NNA Verlauf
300 008
p<0,
] [

250

200 A
K 150 - M CS| Verlaufskontrolle
m

M L-NNA Verlaufkontrolle
100 -
50 -
O -
Kontrolle 1. Reaktion 2.Reaktion

Diagramm 7: In diesem Saulendiagramm sind direkt nebeneinander gezeigt die
GefalRdurchmesser der CSI Reaktion der Reihe 1 (blau) und der Reihe 2 (rot). Die
Kontrollreaktion verlief ohne die Zugabe von L-NNA. Die 1. Reaktion und die 2.
Reaktion, welche =zeitlich nach der 1. Reaktion stattfand, wurde L-NNA
hinzugegeben. Es zeigte sich ein signifikanter Unterschied (p<0,05) zwischen der
CSI Verlaufskontrolle und der L-NNA Verlaufskontrolle beziiglich des resultierenden

GefalRdurchmessers nach Gabe des CSI Puffers.

Auch hier zeigt sich kein signifikanter Unterschied zwischen der 1. und der 2.
Reaktion (p>0,05). Somit ist der Einfluss des L-NNA auf den Gefalldurchmesser
nach CSI Puffer Applikation signifikant und zeitlich stabil.
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4.4. Kontrolle der endothelialen Integritat: Acethylcholin — Test

Um die endotheliale Funktionalitat zu prifen, wurde ein mit Acethylcholin versetzter

extraluminaler Puffer 10 Minuten lang eingespult. Hier zeigte sich eine signifikante

Vasodilation (p>0,001). Die Reaktion auf Acethylcholin wurde ab Reihe 3 als

Kontrollreaktion neben der Kalium- und der CSI- Reaktion verwendet. Bei Arterien

welche eine Vasodilation unter Acethylcholin zeigten, wurde das Endothel zum

Zeitpunkt der Messung als intakt gewertet. Im Umkehrschluss zeigten Arterien nach

erfolgreicher funktioneller Deaktivierung des Endothels durch Luftapplikation keine

Reaktion mehr auf Acethylcholin.
n=31
Ruhedurchmesser in um: 1819 +/-

Durchmesser nach Acethylcholin in pm: 2189  +/-

31.6

40.8

Signifikanz: p <0.001
Acethylcholinreaktion
300.0
p<0,001

250.0
200.0
150.0 -
100.0 -
50.0

0.0 -

Durchmesserin um

B Ruhedurchmesser

M Acethylcholin

Das Diagramm 6 zeigt die Summe aller Acethylcholintestreaktionen. Es ergab sich

ein signifikanter Unterschied gegentber dem Ruhetonus (p<0,001).
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4.5. Reihe 3: repetitive CSlund Acethylcholin — Reaktion

n=4
1. Reaktion 2. Reaktion

Ruhetonus | 177.9 +/-19.9 187.9 +/-22.0
In um

Acethyl- 216.1 +/- 20.7 216.1 +/-16.8
Cholin

In pm

Ruhetonus | 179.6 +/- 18.0 186.2 +/-24.9
In pm

Csli 209.5 +/- 20.7 217.8 +/-27.4
In pum

In Reihe 3 zeigte sich, dass die Vasodilationen auf CSI und Acethylcholin im
Wechsel zeitig konstant waren und sich kein signifikanter Unterschied zwischen den

Reaktionenim Verlauf zeigte (p>0,05).
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Zeitkontrolle CSI/Acethylcholin

300

250

200 T T

M 1.Reaktion

M 150 -
M 2. Reaktion
100 -+

50 A

O T T T
Baseline4 Acethylcholin Baseline 5 csl Baseline 6

In Diagramm 7 sind die zeitlich aufeinanderfolgenden Reaktionen 1. und 2.
nebeneinander dargestellt. Hier zeigt sich kein signifikanter Unterschied (p>0,5)
zwischen den jeweiligen Durchmessern, sowohl beim Ruhetonus, als auch nach
Applikation des Acethylcholins und des CSI Puffers. Somit sind die Gefalireaktionen
auf die oben genannten Substanzen zeitlich konstant und beeinflussen sich nicht

signifikant gegenseitig.
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4.5. Reihe 4: repetitive Ach und CSI Reihe unter L-NNA — Blockade

n=4

Kontrolle L-NNA L-NNA
(1.Reaktion) (2.Reaktion)

Ruhetonus | 184.5 +/- 29.9 | 144.6 +/-17.5 171.2 4/-25.1

in um

Acethyl- 216.1 +/- 40.8| 141.3+/-25.1 171.2 +/-25.7
cholin

in um

Ruhetonus | 1829 +/-31.9 | 148.0 +/-20.6 174.6 +/-25.1

in um

CSI 2195+/-28.2 | 111.4+4/-16.6 126.4 +/-5.4
in um

In Reihe 4 zeigte sich nach den Kontrollversuchen eine Aufhebung der Vasodilation
auf Acethylcholin unter L-NNA Blockade und wie schon in Reihe 2 eine signifikante
Vasokonstriktion unter CSI und L-NNA Blockade. Diese Beobachtung war auch in
dem 2. Reaktionszyklus zu sehen. Es gab keine signifikanten Unterschiede zwischen
den zeitlich aufeinander folgenden 1. und 2. Acethylcholin und CSI Reaktionen unter
L-NNA Blockade (p>0,05), bei erhohten Gefalldurchmessern im Versuchsverlauf.

Somit kann von einer zeitichen Konstanz ausgegangen werden.
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Zeitkontrolle L-NNA Reaktionen

300

250

200 T T
H 150 -
m
100 -
50 A
O n T T T T

Puffer+L- Ach+L- Baseline+ CSI+L-NNA Baseline +
NNA NNA L-NNA L-NNA

M Kontrolle
M 1. Reaktion (L-NNA)
2.Reaktion (L-NNA)

Diagramm 8: Dargestellt sind die Gefalldurchmesser wahrend den
aufeinanderfolgenden Reaktionen. Begonnen wurde mit einem Kontrollzyklus (hier
blau dargestellt) bestehend aus einer Acethylcholintestreaktion und einer CSI
Reaktion, zwischen den jeweiligen Reaktionen fand eine 10 mindtige
Auswaschphase statt. Die Ruhedurchmesser (baseline) wurden jeweils am Ende der
Auswaschphase gemessen. Nach dem Kontrollzyklus wurde L-NNA zu allen
Agenzien beigefugt und war ab diesem Zeitpunkt an allen Reaktionen beteiligt. Die
gezeigte 1. Reaktion (hier rot) und die 2. Reaktion (hier grin) fanden zeitlich
nacheinander statt. Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen den
zeitlich aufeinanderfolgend gemessenen GefalRdurchmessern des 1. Reaktionszyklus

im Vergleich zum 2. Reaktionszyklus in allen angefihrten Messzeitpunkten (p>0,05).
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4.6. Luftversuche

n=23
Kontrolle Luft

Ruhetonus 186.0 +/-31.5 227.6 +/-44.6
in um

Kalium 251.0 +/- 45.8 2585 +/-494
in um

Ruhetonus 182.2 +/-31.8 202.1 +/-40.9
in um

Acethyl- 218.9 +/-40.7 202.9 +/-41.6
Cholin

in um

Ruhetonus 183.9 +/-33.7 2029+/-41.1
in um

Csli 223.3+/-445 169.1 +/-42.3
in um

Ruhetonus 188.8 +/-32.1 199.6 +/- 56.1
In pm

In den Reihen 5 — 8 wurde die Reaktion auf Kalium, Acethylcholin und CSI vor und
nach Zerstorung des Endothels mittels Luftapplikation beobachtet. Es zeigte sich
insgesamt eine Zunahme des Ruhedurchmessers nach mechanischer Manipulation
durch intraluminal applizierte Luft. Die Reaktivitat auf 20mmol Kalium blieb erhalten.
Hier zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen den GefaRdurchmessern vor

und nach Zerstorung des Endothels bei der Kaliumtestreaktion (p>0,05). Auf
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Acethylcholin reagierte das funktionell zerstorte Endothel nicht mehr mit einer
signifikanten Vasodilation wie vor der Luftapplikation. Auf den CSI — Puffer reagiert
die Arterie anstatt mit einer Vasodilation nun mit einer Vasokonstriktion. Der
Unterschied zwischen den Gefal3durchmessern bei der CSI Reaktionen vor und nach
Luftapplikation ist signifikant (p<0,05).

Kontolle vs. Luft

<005

T__ T T

350.0

300.0

250.0

200.0
Lo H Kontrolle
m
150.0 - M Luftversuche
100.0 A
50.0

-|— -
1 I

Baseline1l Kalium Baseline 2 Acethylch. Baseline 3 csl Baseline 4

0.0

Diagramm 8: Gezeigt sind die Gefal3durchmesser des Kontrollreaktionszyklus neben
den Durchmessern nach Luftapplikation. Rot hinterlegt ist die Reaktion auf den CSI
Puffer.
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4.7. Reihe 5: Luft Versuch- Zeitkontrolle

n=12

Kontrolle Luft (1. Zyklus) | Luft (2. Zyklus)
Ruhetonus 186.9 +/-22.7 | 224.5 +/-39.7 188.1+/-24.7
in um (n=7)
Kalium 249.4+/- 30.4 | 252.7+/- 46.9 226.4+/-38.8 (n=5)
in um
Ruhetonus 181.3+/- 23.6 191.2+/- 27.1 168.7+/- 10.3
in um (n=3)
Acethyl- 213.4+/- 25.7 192.2+/- 27.0 170.7 +/ -13.6
Cholin (n=3)
in um
Ruhetonus 184.1+/- 24.1 192.2+4/- 27.0 170.7+/-13.6
in um (n=3)
CSl 210.7+/-23.7 158.5+/-28.5 158.7+/- 30.0
in um (n=7)
Ruhetonus in | 190.1+/-15.2 195.7+/- 26.4 188.1+/ -24.7
pHm

In Reihe 5 zeigte sich, dass die Messungen zeitlich konstant waren. Ein zweiter
Reaktionszyklus wurde komplett (Kalium/Acethylcholin und CSI) in 3 Arterien
durchgefuhrt. In 5 Arterien wurde lediglich eine zweite Kaliumkontrollreaktion nach
Luftapplikation und eine zweite CSI| Reaktion durchgefuhrt. In 7 Arterien wurde nur
eine zweite CSI Reaktion durchgeflihrt. Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied
im GefalRdurchmesser zwischen dem 1. und 2. Reaktionszyklus bei der
Gefal3reaktion auf den CSI Puffer nach funktioneller Deaktivierung des Endothels
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(p>0,05). Es zeigte sich kein Hinweis auf eine Erholung des Endothels im Sinne einer

regelhaften Vasodilation auf Acethyicholin im Verlauf (n=3).

350.0

Zeitkontrolle Luftversuche

300.0

250.0

200.0 -
M 1500 -
100.0 -

50.0 -

0.0 -

H Kontrolle
M 1.Reaktionszyklus

1 2. Reaktionszyklus

Diagramm 9: Nebeneinander dargestellt sind der Kontrollreaktionszyklus, (blau)

bestehend aus einer Kaliumtestreaktion, einer Acethylcholinreaktion und einer CSI

Reaktion (rot hinterlegt), mit dazwischen jeweils 10 mindtiger Auswaschphase, der 1.

Reaktionszyklus (rot) nach funktioneller Zerstérung des Endothels, nach demselben

Protokoll wie der Kontrollzyklus und ein 2. Reaktionszyklus (grun). Es zeigte sich in

der Zeitkontrolle zwischen den Durchmessern des 1. Reaktionszyklus und des 2.

Zyklus kein signifikanter Unterschied in den GefaRdurchmessern zu den jeweiligen

Messpunkten (p>0,05). Somit ist von einer zeitlichen Konstanz der Inaktivierung des

Endothels durch Luftapplikation auszugehen.
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4.8.1 Reihe 6-8: Nimodipin — Versuche

n=11 n=2 n=2 n=7
Kontrolle | Luft Nimodipin | Nimodipin | Nimodipin
0,1 mM 0,01 mM 0,001 mM
Ruhetonus | 183.2 +/- 214.0+/- 299.3 +/- 289.3 +/- 263.2 +/-
in um 40.2 50.8 9.4 4.7 62.6
Acethyl- 224.9 +- 214.6 +/- | 292.6 +I- 286.0 +/- 262.2 +/-
cholin 53.3 52.2 0.0 0.0 62.6
in um
Ruhetonus
183.8 +/- 214.6 +/- | 292.6 +/- 286.0 +/- 261.3 +/-
n pm 43.1 51.3 0.0 0.0 61.6
CS| 237.0 +/- 180.8 +/- | 299.3 +/- 286.0 +/- 281.2 +/-
) 57.8 52.4 9.4 0.0 63.4
in um

In den Reihen 6-8 wurde nach den Kontrollversuchen mit Kalium, Acethylcholin und
CSldas Endothel wie schon in Reihe 5 mittels Luftapplikation funktionell zerstort. Zur
Kontrolle erfolgte wiederum eine Testung auf Kalium, Acethylcholin und CSI. Hier
zeigten sich dieselben Beobachtungen wie in Reihe 5 (Zusammenfassung der Luft-
Versuche siehe oben). Im Anschluss wurde dem System der Ca*-Kanalblocker

Nimodipinin 3 verschiedenen Konzentrationen beigemengt:

In den Konzentrationen 0,1 mM und 0,01 mM zeigte sich eine maximale Vasodilation,
sowohl in Verbindung mit dem extraluminalen P uffer, als auch mit Acethylcholin und
dem CSI-Puffer. Um die Wirkung des Nimodipins besser beurteilen zu kdnnen, wurde

daher entschieden eine noch niedrigere Konzentration zu untersuchen.

In der Konzentration 0,001 mM zeigte sich eine moderatere Vasodilation des

Ruhetonus im Vergleich zu den héheren Dosierungen. Weiterhin stellte sich eine
43



aufgehobene Reaktion der Arterie auf Acethylcholin dar. Die Vasokonstriktion auf

den CSI-Puffer konnte wieder in eine Vasodilation Uberfiihrt werden. Es zeigte sich

ein hochsignifikanter

Unterschied zwischen den Reaktionen auf CSI

Luftapplikation und der CSI Reaktionin Verbindung mit Nimodipin.

nach

350.0
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Diagramm 9 : Versuchsablauf der Nimodipin Versuch der Reihe 8 (n=7).

Blau hinterlegt ist die Reaktion auf Acethylcholin.

Rot hinterlegt ist die Reaktion auf CSI.

Der schwarze Balken stellt die Endothelzerstérung mittels Luftapplikation dar. Ab

dem Zeitpunkt ,Baseline 4“ist von einer funktionellen Inaktivierung auszugehen.

Der rote Balken stellt die Zugabe des Nimodipin in das System dar. Ab dem

Zeitpunkt ,Puffer + Nimo*“ waren die Calcium Kanéle durch das Nimodipin blockiert.



CSI Reaktion

400.0
p<0,001

350.0
300.0
250.0

" M Kontrolle
200.0 -

m M Nach Luftapplikation
150.0 - I Nach Luft + Nimodipin
100.0 A

50.0 -

0.0 -

Baseline 3 csl Baseline 4

Diagramm 10: Nebeneinander dargestellt ist jeweils der Ruhedurchmesser (Baseline
3), der Gefalldurchmesser nach 10 minutiger Einwaschphase des CSI Puffers und
der Ruhedurchmesser (Baseline 4) nach 10 mindtiger Auswaschphase. Das blaue
Diagramm zeigt die Kontrollreaktion, rot nach funktioneller Deaktivierung des
Endothels nach Luftapplikation und griin nach Luftapplikation und unter Wirkung des
Nimodipins. Es zeigt sich ein signifikanter Unterschied zwischen den
Gefalldurchmessern der CSI Reaktion unter inaktiviertem Endothel vor und nach
Nimodipin Gabe (p<0,001).
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4.8.2 Reihe 6-8: Vehikel — Versuche

n=2 Luft

Baseline in um 13.3

DMSO0,1% in pm | 13.3

Baseline 2 in um 13.3

Nach Luftapplikation und dem durchgefihrten Reaktionszyklus wie oben beschrieben
wurden vor der Zugabe des 0,001 mM Nimodipin in das System zwei

Vehikelversuche durchgefihrt. Es zeigte sich keine Reaktion auf das DMSO 0,1%.

Vehikelversuche

25.0

20.0

150 M Baseline
K
m W DMSO

10.0 -

W Baseline2
5.0 -
0.0 -
Durchmesser
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5. Diskussion

5.1. Zusammenfassung der Ergebnisse

In dieser Arbeit konnte folgendes gezeigt werden:

1. Die Vasodilation auf eine CSD ist zeitlich konstant Uber die Versuchsdauer
und zeigt keine Abschwachung der Reaktion bei einer repetitiven Reihe
(Reihe 1).

2. Unter unspezifischer NO-Synthase Blockade mittels N-omega-nitro-L-
arginine (L-NNA) zeigt das Gefal3 statt einer Vasodilation eine CSI typische

konstante Vasokonstriktion als Reaktion auf eine CSD (Reihe 2).

3. Nach funktioneller Zerstorung des Endothels mittels Luft zeigt sich eine
konstante Vasokonstriktion im Sinne einer CSI nach artifizieller CSD (Reihe
5). Somit ist das Endothel fir eine physiologische Gefallantwort auf CSD von
Bedeutung.

4. Nimodipin fuhrt zu einer endothelunabhdngigen Vasodilation. Nach

Applikation des Calcium-Kanalblockers konnte die CSI aufgehoben und

wieder in eine Hyperamie Uberfuhrt werden. (Reihe 6-8).
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5.2. Kritik am gewé&hlten Modell

Die Zerstorung des Endothels wurde mittels Luftapplikation durchgefuhrt. Dabei
wurden 5ml Luft Udber 10min appliziert. Eine gleichzeitige intraluminale
Druckmessung wurde dabei nicht durchgefthrt. Die Zerstorung des Endothels wurde
lediglich funktionell durch die fehlende Reaktion auf Acethylcholin verifiziert.
Morphologisch oder histochemisch wurde das zerstorte Endothel nicht

nachgewiesen.

Die als CSI — Puffer in den jeweiligen Versuchsreihen applizierte Losung enthélt als
zwei wesentliche Bestandteile einen niedrigen pH- Wert von 6,9 und einen erhdhten
Kaliumwert von 50mM. Der Versuchsaufbau mittels MOPS-P ufferlosung ist frei von
Bikarbonat und somit findet sich in dem verwendeten P uffersystem ein
unphysiologisch niedriger pCO,. Dies ist einer der wesentlichen Unterschiede
zwischen der verwendeten MOPS-Pufferlosung und des Bikarbonatpuffersystems.
Bei der physiologischen Gefal3reaktion in vivo auf Azidose partizipieren jedoch auch
Losungsprodukte des Bikarbonat-Puffersystems in Form des CO, und HCOg3'. Diese
kénnten einen eigenen Einfluss auf die Vasomotorik haben. In einer Arbeit von 1977
konnte aber gezeigt werden, dass eine mogliche Gefalinteraktion des Bikarbonat—
Puffersystems (ber eine Anderung des pH-Werts vermittelt wird und eine Anderung
des pCO:; alleine zu keiner signifikanten Reaktion flhrt (Kontos et al. 1977). Somit
kann davon ausgegangen werden, dass ein Versuchsaufbau mit bikarbonatfreien

Puffersystemen eine Beobachtung der physiologischen GefaRreaktion erlaubt.

5.3. Vasodilatoren aus dem Endothel als potentielle Schutzmechanismen
vor einer CSI

Die oben dargestellten Ergebnisse der durchgefuhrten Versuchsreihen legen nahe,
dass es einen oder mehrere Mechanismen oder Agenzien innerhalb des Endothels
geben muss, welche das Gefald vor einer Vasokonstriktion im Rahmen einer CSI
schitzen. Das Fehlen eines oder mehrerer dieser Substanzen kdnnte dann zu der
inversen GefaRantwort nach Applikation des CSI-Puffers beitragen.
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Lange Zeit galt das Endothel als simple Auskleidung der GefalRinnenseite. Durch die
Entwicklung von Bioessays und weiterer Methoden konnte in den 70er Jahren dem
Endothel auch eine endokrine Bedeutung zugeordnet werden. Neben dem
Cyclooxigenase pathway (Moncada und Vane 1978) wurde auch der NO-Synthase
pathway (Palmer et al. 1987) frih bei der intensiveren Erforschung der moglichen
vasoreaktiven Potenz des Endothels identifiziert. Im weiteren Verlauf konnte der
Uberbegriff ,endothelium derived hyperpolarizing factor (EDHF) nach COX und NOS
Blockade als eigenstandiger von den beiden oben genannten Signalwegen
unabhéangiger Mechanismus oder Molekul beschrieben werden (Furchgott 1999). Im
Laufe der Zeit konnten weitere eigenstandige Substanzen identifiziert werden. So
sind vor allem der Cytochrom P450 Monooxygenase pathway, sowie die
Gasmetabolite H>S und CO Gegenstand der gegenwartigen Forschung. Alle diese
Agenzien fuhren zu einer endothelabhangigen Hyperpolarisation der glatten

GefalRmuskulatur.

Die genaue Interaktion zwischen Endothel und glatter GefalBmuskulatur ist noch
unklar. Die Beteiligung von Gap junctions und eine Erhéhung des Kaliums im
Interzellularraum werden als Vermittlungsmechanismus diskutiert (Feletou und
Vanhoutte 2006). Im Folgenden soll auf die einzelnen Metabolite ndher eingegangen

und ihre potentielle Bedeutung fir die Reaktion auf die CSI beschrieben werden.

5.3.1. NO

Vor allem die Identifizierung des NO als ,endothel derivied relaxing factor in den
80er Jahren sorgte fur ein gesteigertes Interesse am Endothel (Palmer et al. 1987).
Damals wurde dieser Mechanismus im Zusammenhang mit der endothelabhangigen
Vasodilation auf Acethylcholin entdeckt (Furchgott 1999). NO fuhrt hauptsachlich
uber den cGMP pathway zu einer Aktivierung von Kaliumkanélen. Doch auch cGMP
unabhéngige Reaktionen werden NO zugeschrieben (Nagpure und Bian 2016). Das
NO hat bei der vorliegenden Reaktion hauptsachlich eine Rolle als Modulator. Als die
beiden Hauptkomponenten des CSI-Puffers, wie im 2. Kapitel der Arbeit erwahnt,
fungieren ein azidotischer pH-Wert von ca. 6,9 und ein hyperkalamischer Wert von
ca. 50mM. Bei der Gefal3reaktion auf eine isolierte Azidose konnte von Lindauer et

al. gezeigt werden, dass nach NO-Synthaseblockade die Gabe eines NO-Donors die
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Vasodilation auf Azidose wiederherstellt. Die permissive Rolle einer basalen NO-
Konzentration konnte dadurch bei der Azidosereaktion bewiesen werden (Lindauer et
al. 2001). Die Bedeutung des basalen NO Levels kénnte zum einen durch die
Stabilitat des NO bei niedrigen pH-Werten erklart werden (Ilgnarro 1989), zum
anderen konnte die NO-Synthase durch Azidose aktiviert werden und so zu
vermehrter NO Produktion fihren (Wang et al. 1992). Auch bei der Reaktion der
MCA auf pathophysiologische Kaliumwerte Uber 30mM dient NO als Mod ulator. So
zeigt sich unter NOS-Blockade zuerst eine aufgehobene Vasodilation, ab einer
Kaliumkonzentration von 40mM sogar eine Vasokonstriktion. Nach Gabe eines NO—
Donors konnte dieser Effekt wieder aufgehoben werden. Dadurch gilt die permissive
Rolle des NO bei der Reaktion auf pathophysiologische Hyperkaliamie Uber 30mM
als bewiesen. Die physiologische Reaktion auf Kaliumkonzentrationen bis zu 20mM
verlauft im Gegensatz dazu groftenteils NO unabhangig (Schuh-Hofer et al. 2001).
Auch in anderen in vitro Modellen bestatigten sich diese Beobachtungen (Golding et
al. 2001a). Als mdgliche Quellen der NO-Synthase kommt zum einen die
endotheliale NO-Synthase (eNOS), zum anderen die neuronale NO-Synthase
(nNOS) in Frage. Hier unterscheiden sich die Ergebnisse verschiedener Arbeiten in
Bezug auf die beiden oben erwdhnten Reaktionen. Wahrend die Azidosereaktion in
grolReren Gefallabschnitten hauptsachlich durch die nNOS beeinflusst werden
konnte (Lindauer et al. 2001), zeigt sich in anderen Studien bei weiter distal
gelegenen Abschnitten eine Endothelabhéangigkeit in der Vasodilation auf Azidose
(Horiuchi et al. 2002). Die Reaktion auf pathophysiologische Kaliumwerte tber 40mM
hangt hauptséachlich von der eNOS ab und ist somit endothelabhéngig (Golding et al.
2001a). Die Funktion der beiden NO-Synthase Isoformen geht tUber dies hinaus. So
konnte gezeigt werden, dass die nNOS auch fir die Vasodilation der MCA auf

elektrische Stimulation von Bedeutung ist (Ignacio et al. 1997).

In dieser Arbeit zeigte sich eine Vasokonstriktion bei funktioneller Deaktivierung der
endothelialen NOS nach Luftapplikation als Reaktion auf den CSI-Puffer. Dabei ist
davon auszugehen, dass die nNOS nach intraluminaler Luftapplikation noch intakt
war. Somit scheint bei der GefalRantwort auf die kombinierte hyperkalamische
Azidose (CSHPuffer) das Endothel eine wichtige Rolle zu spielen. Ob es die eNOS
alleine ist, welche hier von Bedeutung ist, kann aus den Ergebnissen nicht abgeleitet
werden. Eine isolierte nNNOS-Blockade unter gleichen Versuchsbedingungen kdénnte

hier mehr Klarheit schaffen. Ein moglicher Ansatz ware die Denervierung spezifischer
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Arterienabschnitte durch Resektion der perivaskuldren Nerven, welche hauptsachlich

die nNOS zur Verfiugung stellen (Lindauer et al. 2001).

Welche Rolle NO bei der mikrovaskularen Dysfunktion nach SAB hat, ist noch nicht
abschlieRend geklart. Es gibt einige Hinweise darauf, dass eine verminderte
Bioverfugbarkeit des NO bei der Entwicklung der CSI von Bedeutung ist. So konnte
ein rascher Abfall der Konzentrationen von NO und der eNOS Aktivitdit nach SAB
gefunden werden (Sehba et al. 2000).

AuBerdem konnten bei Auftreten von Vasospasmen nach SAB erhohte Werte des
endogenen eNOS Inhibitors asymetrisches Dimethylarginin (ADMA) gemessen
werden (Jung et al. 2004). Auch ein vermindertes cGMP, welches hauptsachlich die
Wirkung des NO vermittelt, konnte in diesem Zusammenhang gefunden werden
(Nishizawa et al. 1995).

Funktionell konnte in neueren Arbeiten die verminderte Gefalreaktivitat nach SAB
gezeigt werden. Bei Hypoventilation induzierter oder exogen verursachter
Hyperkapnie wird die Gefalireaktion physiologisch dber die endotheliale und
neuronale NOS vermittelt (ladecola et al. 1994a). In einer klinischen Studie konnte
ein direkter positiver Zusammenhang zwischen kontrollierter Hyperkapnie und
verbesserten zerebralen Blutfluss und Oxygenierung des Gehirnparenchyms bei
SAB-Patienten gezeigt werden (Westermaier et al. 2014). Dies wirde die Vermutung
einer verminderten NO Bioverfigbarkeit nach SAB und die damit verbundene
funktionelle Einschrankung bekraftigen. Aggraviert konnte dies durch die Bindung
des NO an freigewordenes Hamoglobin werden. Auch therapeutisch wurde sowohl
experimentell als auch klinisch der Einsatz verschiedener NO-Donoren versucht. Es
gibt Versuche zur NO-Donorenapplikation in die arteria carotis des Affen nach
artifizieller SAB (Pluta et al. 1997), sowie intracaysternaler Applikation beim
Kaninchen und der Ratte (Gabikian et al. 2002). In beiden Studien zeigte sich ein
verbesserter zerebraler Blutfluss. Auch konnte der radiologisch gesicherte
Vasospasmus durch die Applikation von NO-Donoren durchbrochen werden. Das
neurologische outcome wurde dabei nicht bestimmt. Ein besonderes Augenmerk ist
bei der Gabe dieser Substanzen auf eine potentielle systemische Hypotension und
Verschlechterung des zerebralen Perfusionsdrucks zu legen. Beim Menschen
zeigten  Versuche zur intraventrikularen  Applikation des  NO-Donors
Natriumnitroprussid zum Teil vielversprechende Ergebnisse. Erste Ergebnisse

lieferten Thomas und Mitarbeiter 1999 bei diesem Therapieansatz bei drei Patienten
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mit angiographisch gesicherten Vasospasmen nach initialer SAB und deutlichem
neurologischen Defizit (Glasgow Coma Scale von 7) und neu aufgetretener
Hemiplegie. Nach intraventrikularer Natriumnitroprussidgabe besserte sich das
neurologische Defizit bei allen drei Patienten deutlich ohne signifikante systemische
Nebenwirkungen auf die Vitalparameter (Thomas und Rosenwasser 1999). In einer
Klinisch prospektiven Studie mit Vergleichskollektiv wurde bei 10 Patienten mit
therapierefraktarem verzogerten neurologischen Defizit nach SAB und angiologisch
gesichertem Vasospasmus 4mg/ml intraventrikular Natriumnitroprussid appliziert.
Auch in dieser Studie zeigte sich ein signifikant besseres klinisches outcome zum
Vergleichskollektiv mit jedoch systemischen Nebenwirkungen wie Erbrechen und
ausgepragte Hypotension (Agrawal et al. 2009). Die zum Teil ausgepragten
Nebenwirkungen fihrten zu weiteren Studien mit neueren NO-Donoren wie
Natriumnitrit (NaNOy). In einer Studie am Primaten konnte durch die intravendse
Applikation von 300 pg/kg/h Natriumnitrit ein Vasospasmus aufgehoben und erhdhte
NO Konzentrationen im Liquor erzielt werden (Fathi et al. 2011). Pluta et al. konnten in
einer klinischen Studie am gesunden Patientenkollektiv die Sicherheit einer NaNO2
Infusionstherapie Uber 48 Stunden ohne relevanten systemische Nebenwirkungen
bis zu einer Toxizitatsgrenze von 267 pg/kg/h belegen (Pluta et al. 2011).

Auch die Erhdhung der Phosphorylierung der eNOS durch Erythropoetin (EPO) zeigt
gute Ergebnisse (Santhanam, Anantha Vijay R et al. 2005). Die Steigerung der NO-
Konzentration nach SAB zur Vermeidung der CSI kdnnte vielversprechende

Ergebnisse liefern.
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5.3.2. Prostaglandin I,

Prostaglandin wurde als erste aktive Substanz dem Endothel zugeordnet. Dies
gelang bei der detaillierten Betrachtung der Effekte des Aspirins und anderer NSAR
auf den menschlichen Koérper (Moncada und Vane 1978). So wird die
endothelabhéngige Vasodilation als physiologische Antwort auf neurohumorale oder
mechanische Stimulation, wie etwa Scherstress durch vermehrten Blutfluss,
hauptsachlich durch NO und/oder Prostazyclin vermittelt (Feletou und Vanhoutte
2009). Die Bedeutung des Prostazyclins ist bei der neurohumoralen Antwort jedoch
minimal. Es spielt vielmehr eine wichtige Rolle als Kompensator bei verminderter NO
Verflugbarkeit. So zeigen sich erhdhte Prostazyclinkonzentrationen bei eNOS
knockout Mausen und bei cardiovaskular vorgeschadigten Patienten (Feletou und
Vanhoutte 2009).

Uber das Enzym Cyclooxigenase (COX) wird Prostaglandin (PGl,), Thromboxan A,
(TXA2) und eine Reihe verschiedener Prostaglandinen aus Arachidonsaure in den
Endothelzellen gebildet. Prostaglandine und Thromboxan A, wirken am Gefal
vasokonstringierend, wahrend Prostazyclin ein starker Vasodilatator ist (Kolias et al.
2009).

Die Wirkung des Prostazyclin konnte Uber eine Aktivierung der Adenylatcyclase und
dessen Produkt cAMP vermittelt werden (Prostacyclin Faraci). Uber einen IPs-
Rezeptor fuhrt Prostazyklin dann zur Offnung verschiedener Klassen wvon
Kaliumkandlen und somit zur Hyperpolarisation der glatten GefalRmuskelzelle
(Furchgott 1983). Auch wirkt es stark antithrombotisch (Feletou und Vanhoutte 2006).
IP3; knockout Mause zeigen verstarkte Plattchenaktivitat, neigen zu Thrombosen und

Intimahyperplasie und sind anfalliger fir Ischamie (Feletou und Vanhoutte 2009).

Furchgott et al. konnten bereits 1980 zeigen, dass andere Substanzen die Funktion
des Prostazyclins Ubernehmen kdnnten. So blieb nach COX-Blockade mittels
Indomethacin die Vasodilation auf Acethylcholin erhalten (Furchgott und Zawadzki
1980). Spater konnte diese Beobachtung durch die Wirkung des NO erklart werden
(Palmer etal. 1987).

In einem in vitro Versuch zeigte der COX-Hemmer Indomethacin keinen Effekt auf
die Antwort des GefalRes auf Azidose (Horiuchi et al. 2002). Die von Horiuchi et al.

verwendete Methode kommt der von uns in dieser Arbeit angewandten am nachsten.
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Welche Bedeutung Prostazyclin in vitro bei der Reaktion auf Hyperkaliamie hat, ist

noch unklar.

Die Rolle des Prostazyclins bei der CSD ist noch nicht abschlieRend geklart. Eine
positive Wirkung auf den zerebralen Blutfluss konnte experimentell bewiesen
werden. So zeigten sich nach CSD eine langanhaltend erhéhte Konzentrationen des
Enzyms COX-2 (Faraci und Heistad 1998). In einer klinischen Studie von
Rasmussen et al. zeigte sich kein Einfluss des exogen zugefuhrten Prostacyclins auf
den zerebralen Blutfluss nach SAB. Eine Verminderung der radiologisch
nachgewiesenen Vasospasmen und des Auftretens von DIND konnte jedoch nicht

ausgeschlossen werden (Rasmussen et al. 2015).

5.3.3 EDHF

Neben den beiden oben beschriebenen Signalwegen der NOS und der COX
verdichteten sich Ende der 1980er Jahre die Hinweise, dass es noch mindestens
einen zusétzlichen vasoaktiven Mechanismus zur Interaktion zwischen dem Endothel
und der glatten GefaBmuskulatur geben muss (Taylor und Weston 1988). Dieser
Mechanismus wurde ,endothelium-derived hyperpolarizing factor® EDHF genannt.
Dieser Terminus beruft sich auf die Funktionsweise dieses bis heute noch nicht

abschlieRend erforschten vasodilatorischen Prozesses.

Im Allgemeinen erfolgt bei der EDHF abhéngigen Gefalantwort eine
endothelabhédngige und wvom NOS und COX Signalweg unabhéngige
Hyperpolarisation der glatten GefaRmuskulatur (Feletou und Vanhoutte 1988). Eine
wichtige Rolle scheinen hierbei vor allem calciumabhangige Kaliumkanale (Kca) zu
spielen. Durch die Hyperpolarisation an der Membran der glatten Gefalimuskulatur
sinkt die Offnungswahrscheinlichkeit spannungsabhéangiger Calciumkanéle. Damit
sinkt die Calciumkonzentration im Zytoplasma, was letzten Endes zu einer
Vasodilation fuhrt. Experimentell konnte die vasodilatorische Wirkung des EDHF
nach Blockade der NOS mit N-Nitro-L-arginine methyl ester hydrochlorid (L-NAME)
und der COX via Indomethacin durch die Applikation der beiden spezifischen Blocker
der calciumabhangigen Kaliumkandle Charybdotoxin und Apamin aufgehoben
werden (Doughty et al. 1999).
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Die Identitat und die Bedeutung des EDHF scheinen fir die einzelnen Organsysteme
von unterschiedlicher Bedeutung zu sein. So wurde fir das cerebrovaskulare System
die Bedeutung des EDHF als vasodilatorischer Prozess sowohl mittels Einsatz von
NOS-Blockern (You et al. 1999b) als auch an eNOS-knockout Mausen (Faraci et al.
2004) demonstriert. Ebenso scheint die Wirkungsweise in peripheren Gefaf3en im
Vergleich zu den zerebralen GefalRen unterschiedlich zu sein. Experimentell konnte
gezeigt werden, dass eine basale NO Konzentration die vasodilatorsche Wirkung des
EDHF an den Koronargefaf3en nach Bradykiningabe inhibiert (Nishikawa et al. 2000).
Bei zerebralen Gefal3en scheint dies nicht der Fall zu sein. Es konnte gezeigt
werden, dass die EDHF vermittelte Vasodilation auf intraluminale ATP Applikation
unter NOS und COX Blockade nicht durch die Gabe eines NO Donors abgeschwacht
wird (Schildmeyer und Bryan, Robert M Jr 2002).

Die Bedeutung des EDHF scheint auch innerhalb des zerebrovaskularen Systems zu
variieren. So verschiebt sich der Beitrag an der Vasodilation nach ATP Applikation zu
Gunsten des EDHF und NO verliert vermehrt an Bedeutung je distaler und kleiner die
GefalRabgange sind (You et al. 1999a). Mit diesen Erkenntnissen kann davon
ausgegangen werden, dass der EDHF einen wichtigen Teil zur physiologischen
Regulation des zerebralen Blutflusses beitragt.

An der ischamisch geschadigten und anschlie3end reperfundierten Arteria cerebri
media der Ratte konnte eine verstarkte Vasodilation auf Uridintriphosphat (UTP),
demonstriert werden (Marrelli et al. 1999). Diese wird vom EDHF vermittelt, im
Vergleich zu einer abgeschwachten Reaktion auf ATP, welche hauptsachlich am
zentralen GefalZhauptstamm durch NO vermittelt wird.

Ein &hnliches Ergebnis konnte 24 Stunden nach artifizieller traumatischer
Hirnverletzung an anschlieRend isolierten Arteriae cerebri mediae der Ratte gezeigt
werden. Hier zeigte sich ein erhaltene Vasodilation nach ATP Gabe unter NOS und
COX Blockade. GefalRe, die bereits eine Stunde nach dem Trauma untersucht
wurden, zeigten dies nicht. Auch hier wurde postuliert, dass der EDHF 24 Stunden
nach dem Trauma eine wichtige Rolle zum Erhalt des zerebralen Blutflusses spielt
(Golding et al. 2001b).

Die Studienergebnisse lassen eine Hochregulation des EDHF und eine gesteigerte
Bedeutung bei pathologischen Verhaltnissen vermuten. Welche Rolle der EDHF bei

der CSl spielt, ist noch nicht ausreichend untersucht.
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5.3.3. EETs

Epoxyeicosatriensaure (EETs) sind Arachidonsdauremetabolite. EETs werden durch
Enzyme aus der Cytochrom P450 Gruppe gebildet. Einige davon werden vor allem
im Endothel exprimiert. EETs als mdgliche molekulare Identitat des EDHF werden
neben  vasodilatorischer auch  antiinflammatorische  und fibrinolytische
Wirkungsweisen zugeschrieben. Die Produktion und Freisetzung aus dem Endothel
wird vor allem durch Bradykinin, Acethylcholin, Scherstress und Dehnung der
GefaBwand angeregt (Feletou und Vanhoutte 2006). Gezeigt werden konnte dies
experimentell mit Rinder- und Schweinecoronararterien. Vor allem 14,15-EET scheint
hier Teil des EDHF zu sein (Campbell und Fleming 2010). Wobei die Identitat des
EDHF, wie bereits beschrieben, fir jedes Organsystem wahrscheinlich variabel ist
und somit nur unzureichend Rickschlisse von der oben genannten Studie an den

KoronargefalRen auf die zerebralen Gefalie getroffen werden kénnen.

Die im Endothel synthetisierten EETs gelangen moglicherweise per Diffusion an die
Basalmembran der glatten GefaRmuskulatur. Die Offnung von calciumabhéangigen
Kaliumkanalen erfolgt dann hauptséachlich G-Protein gekoppelt. Ob an der glatten
GefalBmuskulatur ein spezifischer Rezeptor fir EETs exprimiert wird, ist noch
Gegenstand der Forschung. Die Tatsache, dass durch EET Analoga, zum Beispiel
4,15-epoxyeicosa-5(2)-enoid Saure (14,15-EEZE) und 14,15-epoxyeicosa-5(Z)-
enoid-methylsulfonylimid (14,15-EEZE-mSI), die Wirkung von EETs antagonisiert
werden kann, lasst die Existenz eines solchen Rezeptors vermuten (Gauthier et al.
2005).

In anderen Studien konnte eine maogliche Signaltbertragung der endothelial
synthetisierten 11,12-EETs auf die glatte GefaRmuskulatur durch Vanilloidre zeptoren
(TRPV4) an der Membran der glatten Gefal3muskulatur gezeigt werden (Earley et al.
2005). Die EETs konnten hier Uber den Calciumaktivierungskomplex (TRPV4-
ryanodinrezeptor-BK ;) zum Calciumeinstrom in die glatte Gefal3muskelzelle fihren
und Uber Ryanodinrezeptoren an sarkoplasmatischen Retikulum zu einer weiteren
Erhdhung der intrazellularen Calciumkonzentration fuhren. Letzten Endes fihren
diese uber calciumabhéangige Kaliumkanéle zum Ausstrom von K*- Kationen, was

eine Hyperpolarisation der Zellmembran bewirken wirde (Earley et al. 2005).
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Auch ware es moglich, dass EETs Uber einen autokrinen Mechanismus zum
Calciumeinstrom in die Endothelzelle fihren und es Uber verschieden
calciumabhangige Kaliumkanale zu einer Hyperpolarisation der Endothelzelle kommt
(Campbell und Fleming 2010). Die Kommunikation mit der glatten GefaRmuskelzelle
konnte dann entweder Uber gap junctions oder Uber einem Kaliumausstrom aus der

Endothelzelle in den Interzellularraum erfolgen.

Beide Optionen fuhren letztendlich zur Hyperpolarisation der glatten
GefalRmuskelzelle und somit zur Vasodilation. Durch die Hydrolase sEH werden

EETs zu Dihyrdoxyeicosatriensaure metabolisiert.

Im Gehirn werden EETs vor allem durch die Enzyme CYP2C und CYP2J in
Astrozyten (Hamilton et al. 2010) und dem Endothel gebildet (lliff et al. 2010). Hier
haben EETs eine bedeutende Rolle fir den zerebralen Blutfluss und die
neurovaskularen Kopplung, nicht nur im intakten zerebralen Gewebe, sondern auch
im ischamischen. Erhohte EETs Level nach einem Schlaganfall durch enzymatische
Hemmung des Abbaus durch sEH zeigten im Mausmodell eine verbesserte

Durchblutungssituation (Zhang et al. 2007).

In klinischen Studien konnte eine hdhere 14,15- EET Konzentration im Liquor bei
SAB Patienten im Vergleich zum gesunden Kollektiv gefunden werden. Bei Auftreten
von DCI war die Konzentration signifikant hoher. Bei Epoxid Hydrolase (SEH)
knockout Mausen mit erhohten 14,15 — EET konnte ein protektiver Effekt gegentber
CSlgefunden werden (Siler et al. 2015).

N-methylsulfonyl-6-(2-propargyloxyphenyl)hexanamide (MS-PPOH), welches die
CYP Epoxygenase inhibiert und die de novo Synthese von EETs verhindert, zeigt
keinen Effekt auf die Azidosereaktion der kleinen Gefal3e (Horiuchi et al. 2002). Auch
bei der Reaktion des zerebralen Blutflusses auf orale Trigeminusstimulation zeigt
sich kein Effekt. Der Einsatz des EETs Analogon 14,15- EEZE fuhrt jedoch zu einem
reduzierten Blutfluss. Diese Ergebnisse legen nahe, dass ein Reservoir fir EETs

vorhanden sein kénnte. Andere Studien bekraftigen diese Annahme (lliff et al. 2009).

Die endglltige Rolle von EETs in der Kontrolle des Vasotonus ist nicht abschlieRend
geklart. So kénnte dieser pathway als Reserve bei gestorter NOS und COX dienen.
Jedoch ware auch moglich, dass sich die Wirkung der EETs bei gestorter eNOS

durch die Bildung von Superoxiden erklart. Erschwert wird die Forschung vor allem
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durch den Einsatz unselektiver Pharmaka, deren Wirkung sich nur schwer

bestimmten Strukturen zuordnen lasst (lliff et al. 2009).

Welche Bedeutung den EETs bei der Entstehung der CSI zukommt, ist noch
Gegenstand der Forschung. Bei weiterfuhrenden Untersuchungen unserer
Forschungsgruppe mit demselben Ansatz wie dem in dieser Arbeit verwendeten
zeigte sich nach Blockade des Enzyms Cytochrom P450 mit MS-PPOH [5x10° M]
nach Applikation des CSI Puffers eine Vasokonstriktion. Dies l&sst vermuten, dass
EETs bei der Pathogenese der CSI eine Rolle spielen. Die Vasokonstrikition konnte
nach Zugabe von Nimodipin [10~ M] wieder in eine Vasodilation tberfiihrt werden

(Lindauer et al., bisher nicht publiziert).

5.3.4. Hydrogen Sulfid (H,S)

Das hochtoxische Gas H>S konnte in kleinen Mengen in vielen Gewebearten
nachgewiesen werden (Hosoki et al. 1997). Unter anderem wird H>S im
kardiovaskularem System, der Leber, der Niere und dem Gehirn eine Rolle in sowohl
physiologischen, als auch in pathologischen Reaktionen zugeschrieben (Kimura
2011). Gebildet wird es aus L-cystein durch die Enzyme cystathion-beta-synthase
(CBS), cystathion-gamma-lyase (CSE) und 3-mercaptopyruvat-sulfurtransferase
(B3MST) (Cui et al. 2015). CBS scheint hauptsachlich im ZNS fir die Bildung von H,S
verantwortlich zu sein (Wang et al. 2014), das CSE dagegen im kardiovaskularen
System. CSE-knockout Mause zeigen einen deutlichen Hypertonus, was eine Rolle
bei der Blutdruckregulation vermuten lasst (Yang et al. 2008). Insgesamt ist die H,S
Konzentration im ZNS hoher als im restlichen Korper. Dafir verantwortlich ist das
von Astrozyten bei neuronaler Erregung gebildete CBS (Wang et al. 2014). Die
Erforschung der von HyS erzielten Effekte basiert hauptsachlich auf der Gabe von
H.S—Donoren wie NaHS und Na,S (Jimenez 2010). Bereits 1996 wurde dem Gas
eine  mogliche Rolle als Neuromodulator an NMDA-Kandlen bei der
Langzeitpotentierung im Hippocampus zugeordnet (Abe und Kimura 1996). Das
kleine Molekdl diffundiert frei in die Zellen und interagiert dort mit lonenkandlen an
der Membran, Proteinen, Enzymen und Transkriptionsfaktoren (Nagpure und Bian
2016).

An der glatten GefalBmuskulatur interagiert H,S mit einem spezifischen Cysteinrest

eines Kanalproteins der ATP-abhéangigen Kaliumkanale (zZhao et al. 2001). Die
58



geodffneten Kaliumkanale sorgen fir eine Hyperpolarisation der Plasmamembran.
Dies reduziert die Offnungswahrscheinlichkeit von spannungsabhangigen
Calciumkanélen und fuhrt letztendlich zu einer Vasodilation (Zhao und Wang 2002).
Die vasodilatorische Wirkung des H-S is dabei abhéngig vom extrazellularen Calcium
(Zhao und Wang 2002).

Am Endothel kdnnte H,S die Freisetzung vasodilatorisch wirkenden Substanzen wie
NO oder andere Teile des EDHF bewirken. Alternativ kbnnte ein intaktes Endothel
H>S in der GefalBwand halten und so seine Wirkung potentieren (Zhao und Wang
2002). Seine Hauptwirkung erzielt H,S jedoch direkt an der glatten Gefal3muskulatur.
Eine experimentelle Entfernung des Endothels =zeigt eine abgeschwachte
Vasodilation nach direkter Stimulation mit H,S. Auch die Blockade der NOS mittels L-
NAME und des EDHF, wie bereits beschrieben, zeigt eine Abschwachung der
Reaktion. Der genaue Interaktionsmechanismus zwischen NO und H,S ist noch
unklar. So resultiert eine Vorbehandlung des GefalRes mit H,S in einer
abgeschwachten Vasodilation auf NO und andererseits verandert die Anwesenheit
von NO die Vasodilation auf H,S nicht (Zhao und Wang 2002).

Auf neuronaler Ebene wirkt H,S anti-oxidant, anti-apoptotisch und anti-
inflammatorisch (Wang et al. 2014). Vermittelt werden diese Effekte hauptsachlich
durch die Bildung von Gluthation durch Sulfhydratation (Kimura 2013). AulRerdem

sorgt H»S fur einen Calcium Einstrom in die Astrozyten (Jimenez 2010).

Die Wirkung wvon H;S zeigte in einer Reihe von Versuchen eine
Konzentrationsabhangigkeit. Wahrend bei hohen Konzentrationen von >100 uM die
oben erklarten Mechanismen greifen, zeigt sich bei niedrigeren Konzentrationen ein
gegensatzliches Bild (Ali et al. 2006).

So fuhrt NaHS in einer Konzentration von 30 uM zu einer starken Vasokonstriktion
bei GefalRen mit intaktem Endothel. Dafur verantwortlich kénnte eine Hemmung der
eNOS Exprimierung, Verminderung der cCAMP Level in der glatten Gefalimuskulatur
und die Produktion von reaktiven Oxiden (ROS) sein (Nagpure und Bian 2016).
Somit wirkt H2S in niedrigen Dosen indirekt endothelabh&ngig tUber eine Inaktivierung
der eNOS vasokonstringierend (Kubo et al. 2007). Die genaue Interaktion zwischen

NO und H;S ist noch nicht abschlieRend geklart. Vor allem eine mogliche chemische
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Reaktion zu Nitroxyl (HNO) und dessen Bedeutung im vaskularen System bedarf
noch weiterer Forschung (Nagpure und Bian 2016). Der hier zitierte Ubersichtsartikel
von Nagpure und Kollegen, sowie die Versuche von Kubo et al. beschaftigt sich
jedoch hauptsachlich mit der Wirkungsweise des H»S im kardiovaskularen System,
ob die oben beschriebenen Erkenntnisse auch im Detail so auf das zerebrovaskulare

System anwendbar sind, ist nicht abschlieRend geklart.

H,S scheint jedoch auch eine wichtige Bedeutung bei der Reaktion auf
Subarachnoidalblutung zuzukommen. So zeigte sich eine verminderte Konzentration
nach experimenteller SAB im Tiermodell. Diese war nach Gabe des H,S—Donors
NaHS ausgleichbar. Daran beteiligt scheint vor allem die Expression der beiden
Enzyme CBS und 3MST zu sein. Die Wiederherstellung des H,S Niveaus wirkte sich
positiv auf die frihen Komplikationen der SAB wie die Entstehung eines Hirnddems,
Zusammenbruch der Blut-Hirnschranke und dem Vasospasmus der gro3en Gefalde
aus. H,S konnte eine neuroprotektive Wirkung nach SAB zugeordnet werden. Die
Reduzierung der Vasospasmus und mdglicherweise auch CSI Rate nach SAB
konnte durch den anti-apoptotischen Effekt des H,S auf die Endothelzellen erklart
werden (Cui et al. 2015).

Bei Versuchen unserer Forschungsgruppe mit demselben Ansatz wie dem in dieser
Arbeit verwendeten zeigte sich nach Blockade des Enzyms CSE mit DL-
Propargylglycine, PAG [10-3M], nach Applikation des CSI Puffers eine erhaltene
Vasodilation (Lindauer et al., bisher nicht publiziert). Dies lasst vermuten, dass H,S

bei der Pathogenese der CSl eine untergeordnete Rolle spielt.
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5.3.5CO

Kohlenstoffmonoxid wird bei der Reaktion des Enzyms H&amoxygenase mit
Hamoglobin neben Eisen und Biliverdin gebildet. Das Enzym existiert in mehreren
Isoformen. HO-2 wird dauerhaft in Neuronen und Endothelzellen exprimiert. Neuere
Arbeiten haben gezeigt, dass HO-2 schnell via TNF-a Uber eine Redoxreaktion
aktiviert wird (Leffler et al. 2011). HO-1 wird im Sinne einer Stressreaktion bei
verschiedenen neurologischen Krankheitsbildern gebildet, unter anderem auch bei
der Reaktion auf SAB (Koehler und Traystman 2002). Bei HO-2 knockout Méausen
zeigte sich jedoch keine Veranderung im physiologischen zerebralen Blutfluss
(Koehler und Traystman 2002).

Einige Autoren sind der Meinung, CO konnte mit Hilfe des cGMP pathway an der
glatten GefalBmuskulatur wirken (Furchgott und Jothianandan 1991). Es ist dabei ca.
ein Hundertstel so wirksam wie NO (Baranano und Snyder 2001). Dies geschieht
jedoch wahrscheinlich Uber eine konzentrationsabhangige Interaktion mit NO.
Niedrige Dosierungen von 1.5-5 pmol/L fihrten in zerebellaren Zellkulturen zu einer
Suppression der NO induzierten cGMP Bildung. Im Gegensatz dazu fuhren hdohere
Dosierungen von bis zu 500 umol/L zu einer vermehrten Produktion von cGMP (Ingi
et al. 1996). Daher scheint es unwahrscheinlich, dass die vasodilatorische Wirkung
des CO allein durch den cGMP pathway vermittelt wird. An zerebralen Arteriolen des
Schweines konnte gezeigt werden, dass NO und Prostaglandin bei der Vasodilation
auf exogenes CO eine permissive Rolle einnehmen und nicht als Mediatoren der
Gefal3reaktion fungieren (Koneru und Leffler 2004). Nach Blockade der COX mittels
Indomethacin und der NOS mittels Nitroarginin konnte die Wirkung des CO reversibel
inhibiert werden. Die Zugabe der jeweiligen Agonisten lloprost (Prostaglandin) in der
Konzentration 1pmol/L und Natriumnitroprussid in der Dosis 100 nmol/L, konnte die
urspringliche Vasodilation auf CO wiederherstellen. Die Agonisten selbst losten
keine Reaktion am Gefal3 aus (Leffler et al. 2001). Somit bendtigt CO fur seine
direkte Wirkung auf die glatte Gefalmuskulatur eine basale cGMP Konzentration.
Diese Notwendigkeit zeigte sich jedoch nicht bei alteren Schweinen und Ratten.
Somit scheint die Wirkvermittlung des CO alters- und artspezifisch zu sein (Leffler et
al. 2011).

Vielmehr scheinen calciumabhangige Kaliumkanale fir die Vasodilation auf exogen

zugefuhrtem CO verantwortlich zu sein. In verschiedenen Tiermodellen konnte dies
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bekraftigt werden. Bei glatten GefalBmuskelzellen der Schwanzarterie der Ratte
konnte via patch clamp Technik eine Wirkvermittlung des CO Uber calciumabhangige
K-Kanale gezeigt werden (Wang et al. 1997). In zerebralen Gefal3en kleiner
Schweine konnte nach CO Gabe und Anlage eines zerebralen Fensters im Liquor
keine Erhohung des perivaskularen cGMP festgestellt werden. Aul’erdem zeigte die
Studie, dass die Wirkung des exogen zugefuhrten CO durch Blockade der
calciumabhangigen Kaliumkandale mittels Tetraethylammoniumchlorid und Iberiotoxin
aufgehoben werden kann (Leffler et al. 1999). Eine Beteiligung dieser Kanéle ist
somit bei der Wirkvermittlung des CO wahrscheinlich. Auch fuhren erhéhte
Konzentrationen von intrazellularem Calcium zu gesteigerter CO Produktion (Leffler
etal. 2011).

Endogen produziertes CO fuhrt direkt an den zerebralen GefaRen wie oben
beschrieben zu einer Vasodilation. CO ist sehr stabil und fettléslich. Es wurde bis
dato kein Reservoir daflir in den Zellen gefunden. Die Synthese erfolgt de novo wie
oben beschrieben. Als Gas diffundiert es frei durch die Zellen entlang eines
Konzentrationsgradienten. Die Wirkung lasst somit nach Verteilung des Gases nach
und muss daher auch nicht metabolisiert werden (Leffler et al. 2011). HO-2 knockout
Méause zeigen nach globaler Ischamie groRere ischamische Areale im Vergleich zu
wildtyp M&usen. Eine exogene Gabe von HO-2 verbessert in den knockout Mausen
das outcome (Baranano und Snyder 2001). Dies lasst eine neuroprotektive und
antiapoptotische Wirkung des HO-2 vermuten. Diese Effekte werden hauptsachlich
durch Bilirubin, welches nach kurzer Zeit aus Biliverdin entsteht, vermittelt (Baranano
und Snyder 2001). Dafur verantwortich kénnte die hohe Konzentration von
Bilirubinreduktase im Gehirn sein, welche fir die schnelle Umwandlung des
Biliverdins zu Bilirubin sorgt. Bilirubin reagiert nach zerebraler Ischdmie mit den
freigewordenen Radikalen und wird zigig wieder umgewandelt. Es entsteht ein
Redoxzyklus, der schnell zum Abbau von Radikalen fuhrt (Baranano und Snyder
2001).

Dieser Redoxzyklus koénnte sich aber auch negativ auf die zerebrale Durchblutung
nach SAB auswirken und zur Entstehung von vaskularer Dysfunktion beitragen. So
fallen in der oben erwédhnten Reaktion auch Oxidationsprodukte an, sogenannte
BOXes. Diese fuhren zu Vasokonstriktion und schadigen die glatte Gefal3muskulatur.

Das nach SAB extravasal auftretende Hamoglobin wird zu Bilirubin umgewandelt.
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Die hochsten Bilirubinkonzentrationen zeigen sich nach ca. 3 bis 4 Tagen. Nach ca.
7 bis 11 Tage erreicht die BOX-Konzentration einen Hohepunkt, was auch dem
Zeitfenster fur das Auftreten von CSI entspricht. Die Menge an BOXes im Liquor
verhalt sich direkt proportional zu dem Auftreten von Vasospasmen. In vitro und in
vivo Studien lassen eine potenzierende Wirkung bereits eingetretener vaskularer

Dysfunktion vermuten (Clark und Sharp 2006).

Erhohte CO Level konnten bei neugeborenen Schweinen als Reaktion auf
epileptische Anfalle, Hypotension, Hypoxie und erhdhten Glutamatkonzentrationen
gefunden werden (Leffler et al. 2011). Wéahrend epileptischer Anfalle konnte im
Liquor eine 20-fach hthere CO Konzentration, ca. um 1uM, gefunden werden. Auch

bei Ratten konnte dies gezeigt werden (Montecot et al. 1998).

Welche Rolle die Produkte der Hamoxigenase, CO und Bilirubin, bei der CSI im

Detail einnehmen, Bedarf noch weiterer Forschung.

5.4. Ausblick

Abschlie?end kann von einer wichtigen Rolle des Endothels bei der Entstehung der
CSI ausgegangen werden. Vor allem die verminderte Bioverfugbarkeit der
endothelial gebildeten Substanzen NO und der EETs scheinen nach Zerstorung des
Endothels von Bedeutung zu sein. Der klinisch verwendete Calciumkanalblocker
Nimodipin zeigt auch in dem hier verwendeten in vitro Modell eine wirksame
Konversion der Vasokonstriktion zu einer Vasodilation und stellt somit die
physiologische Reaktion auf eine CSD wieder her. Dies erfolgt ohne Vermittlung des
Endothels. Eine zielgerichtete Therapie der Folgen des Endothelschadens ware hier
ein weiterer Therapieansatzpunkt. Auch der potentielle Kklinische Nutzen

verschiedener NO-Donoren erfordert weitere Forschung.

Die Erkenntnisse dieser Arbeit regen zu weiterer Klarung der teilweise noch unklaren
Bedeutung der verschiedenen endothelabhangigen Agenzien an. Vor allem EETSs,
CO und H2S sind noch nicht besonders gut erforscht. Das Modell der isolierten

Arterie bietet hierzu eine gute Moglichkeit.
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6. Abklrzungsverzeichnis

3MST = 3-mercaptopyruvat-sulfurtransferase
ATP = Adenosintriphosphat

ADMA = Asymetrisches Dimethylarginin

Ach = Acethylcholin

BOX = Bilirubinoxidationsprod ukt

Ca?* = Calcium

CacCl, = Calciumchlorid

cAMP = cyclisches Adenosinmonophosphat
cGMP = cyclisches Guanylmonophosphat
CO = Kohlenstoffmonoxid

COX =Cyclooxigenase

CYP =Cytochrom P

CBS = cystathion-beta-synthase

CSE = cystathion-gamma-lyase

CSD = cortical spreading depolarisation

CSI = cortical spreading ischemia

CSH = cortical spreading hyperamia
COSBID = cooperative study on brain injury and depolarizations
DCI = delayed cerebral ischemia

DMSO = Dimethylsulfoxid

DIND = delayed ischemic neuronal deficit
EDTA = Ethylendiamintetraessigséaure

EDHF = endothelium derived hyperpolarisation factor
EPO = Erythropoetin

GTP = Guanyltriphosphat

eNOS = endotheliale Stickstoffmonoxid (NO) Synthase
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EETs = Epoxyeicosatriensaure

H,S = Hydrogensulfid

HO = Hamoxygenase

K" = Kalium

KCI = Kaliumchlorid

L-NAME = N-Nitro-L-arginine methyl ester hydrochlorid

L-NNA = NC-nitro-L-Arginin

MCA = Medial cerebral arterie (englisch fur Arteria cerebri media)
MgSO, = Magnesiumsulfat

MOPS = 3-Morpholinopropansulfonsaure Na* = Natrium
MS-PPOH = N-methylsulfonyl-6- (2-propargyloxyphenyl) hexanamide
Na?" = Natrium

NaCl = Natriumchlorid

NaH,PO = Natriumdihydrogenphosphat

NaNO; = Natriumnitrit

NaOH = Natronlauge

NNOS = neuronale Stickstoffmonoxid (NO) Synthase
NO = Stickstoffmonoxid

Nimo = Nimodipin

NMDA = N-Methyl-D-aspartat

NSAR = Nicht steroidale antirheumatika

PGl = Prostaglandin

SAB = Subarachnoidalblutung

SEH = soluble epoxid Hydrolase
TNF- a = Tumornekrosefaktor
TXA> = Thromboxan A

UTP = Uridintriphosphat
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ZNS = zentrales Nervensystem
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