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Zusammenfassung

Die Subarachnoidalblutung als Unterform des hamorrhagischen Schlaganfalls ist mit
einer ausgepragten Beeintrachtigung der neurologischen Funktion assoziiert. Neben
friheinsetzenden Komplikationen, wie dem Anstieg des intrakraniellen Drucks, spielt
vor allem die verzogerte zerebrale Ischamie eine wesentliche Rolle (Engl. delayed
cerebral ischemia, DCI). Diese tritt in der Regel 3-14 Tage nach der initialen Blutung
auf und kann progredient zu einem sekundaren ischamischen Schlaganfall fihren. Der
genaue Pathomechanismus dieser Komplikation ist bislang nicht vollstandig
aufgeklart. Neben einem Vasospasmus groRRer zerebraler GefalRe werden
mikrovaskulare Veranderungen, Entziindungsreaktionen und Mikrothrombosierungen
vermutet. Abbauprodukte des durch die Blutung freigesetzten Hamoglobins stehen
dabei im Verdacht, einen wesentlichen Einfluss auf die Entstehung der DCI zu
nehmen. Diese als Hamoglobinabbauprodukte bezeichneten Spaltprodukte entfalten
ihre Wirkung unter anderem an spezifischen Kaliumkanalen (BK-Kanale), die eine
wesentliche Rolle bei der Regulation des Vasotonus zerebraler Gefale spielen. Die
Hamoglobinabbauprodukte flihren zu einer Hemmung dieser Kanale und beglinstigen
dadurch die Vasokonstriktion zerebraler Gefalte, die mit einer Minderperfusion des

Hirnparenchyms einhergehen kann.

Um die genaue Auswirkung der Hamoglobinabbauprodukte im Zusammenhang mit
der DCIl zu verstehen und den Pathomechanismus dieser Komplikation zu
entschlisseln, wurden in dieser Promotionsarbeit drei Teilprojekte mit
unterschiedlichen Schwerpunkten und Zielsetzungen durchgefuhrt.

Das erste und zweite Teilprojekt beruhte hierbei auf Experimenten an akuten
Hirnschnitten von Mausen. Von besonderem Interesse war die Auswirkung der
Hamoglobinabbauprodukte auf die neurovaskulare Kopplung, also die Anderung des
Gefallddurchmessers von Arteriolen durch neuronale Erregung in ihrer Umgebung.
Hierzu wurden Hirnschnitte elektrisch stimuliert und die Durchmesser von
penetrierenden Arteriolen mithilfe eines Differentialinterferenzkontrast-Mikroskops

Uber die Zeit registriert.

Im ersten Teilprojekt wurden verschiedene Abbauprodukte des Hamoglobins in
diesem experimentellen Aufbau untersucht. Die Ergebnisse zeigten hierbei keine

Unterschiede der neurovaskuldren Kopplung. Es konnte allerdings eine
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Altersabhangigkeit der Gefalireaktion festgestellt werden; die Vasokonstriktion
juveniler Tiere fiel deutlich gréf3er aus als die beobachtete Reaktion adulter Tiere.

Im zweiten Teilprojekt stand die Untersuchung des BK-Kanal-Aktivators NS1619 im
Fokus. Dieser hochpotente Offner der BK-Kanale sollte der Hemmung der Kanale und
der Vasokonstriktion durch Hamoglobinabbauprodukte entgegenwirken. Diese
Wirkung konnte in allen Experimenten des zweiten Teilprojekts bestatigt werden.
Ebenso konnte die Altersabhangigkeit der Gefalreaktion entsprechend des ersten

Teilprojekts bestatigt werden.

Das dritte Teilprojekt betrachtete die langfristigen Auswirkungen der
Hamoglobinabbauprodukte auf zerebrale Gefalte. Hierzu wurden den Versuchstieren
in vivo definierte Volumina entweder von Hamoglobinabbauprodukten oder von
Eigenblut intrathekal injiziert. Nach Fluoreszenzfarbung wurden morphologische
Veranderungen der GefalRwande untersucht und zwischen verschiedenen Arterien
des Gehirns und den verschiedenen Interventionen verglichen. Zur Vervollstandigung
des Gesamtbildes der langfristigen Auswirkungen wurden zur Auswertung bereits
erhobene Daten der Tage 3, 7 und 14 post interventionem hinzugezogen.
Zusammenfassend konnte bei einem Arterientyp mit direktem Liquorkontakt eine
Zunahme der relativen Gefallwanddicke an Tag 14 gemessen werden, die gefolgt
wurde von einer Reduktion der Wanddicke an Tag 28. Ein intraparenchymal gelegenes

Kontrollgefald wies kontrar dazu eine signifikante Wanddickenzunahme an Tag 28 auf.

Die Betrachtung sowohl der kurzfristigen Auswirkungen der
Hamoglobinabbauprodukte auf die neurovaskulare Kopplung als auch der langfristigen
morphologischen Veranderungen der Gefallwande geben wichtige Hinweise fur das
Verstandnis der Pathophysiologie der verzogerten zerebralen Ischamie, sorgen
allerdings nicht fur eine ausreichende Erklarung dieser neurologischen Erscheinung.
Weitergehende Untersuchungen auf Grundlage der hier erfassten Ergebnisse sind

wunschenswert und von grof3em klinischen Interesse.
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1 Einleitung
1.1 Subarachnoidalblutung

1.1.1 Definition

Schlaganfalle sind ein geflUrchtetes und weit verbreitetes neurologisches
Krankheitsbild mit einer Inzidenz zwischen 95-290 pro 100.000 Personen pro Jahr in
Europa (Béjot et al. 2016). Entsprechend ihrer Atiologie kénnen sie in ischamische und
hamorrhagische Ereignisse unterteilt werden. Etwa 87% der Schlaganfélle sind
ischamischer Genese, wahrend die restlichen 13% durch intrazerebrale oder
subarachnoidale Blutungen hervorgerufen werden (Yew und Cheng 2015).

Von diesen hamorrhagischen Ereignissen wird ein Anteil von 5% durch
Subarachnoidalblutungen (SAB) verursacht. Es handelt sich hierbei um eine Blutung
in den anatomischen Raum zwischen Arachnoidea mater und Pia mater, die das
Gehirn und Riuckenmark umgeben (Abbildung 1). Diese Art des hamorrhagischen
Schlaganfalls geht haufig mit sehr starken Kopfschmerzen und/oder neurologischen

Defiziten einher (Sacco et al. 2013).

Abbildung 1: Schematische Darstellung eines koronaren Schnittbildes durch den

menschlichen Schéadel mit Einblutung in den Subarachnoidalraum.

Trotz des geringen Anteils im Verhaltnis zu ischamischen Schlaganfallen, ist die SAB
mit einer erheblichen Morbiditat und Mortalitat assoziiert und geht dadurch mit einer

deutlichen Reduktion der Lebensqualitat einher (Macdonald und Schweizer 2017).
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1.1.2 Epidemiologie

Die Inzidenz der Subarachnoidalblutung liegt weltweit bei etwa 9 pro 100.000
Personen pro Jahr. Jedoch weist die Verteilung dieser Haufigkeit grol3e regionale
Unterschiede auf. Wahrend die Inzidenzen in Japan und Finnland mit 22,7 bzw. 19,7
pro 100.000 Einwohner pro Jahr im Vergleich zum Durchschnittswert ungefahr doppelt
so hoch ausfallen, zeigt sich in Zentral- und Sudamerika eine deutlich geringere
Haufigkeit von 4,2 pro 100.000 Einwohner pro Jahr. Die Verteilung der beiden
Geschlechter ist altersabhangig. Wahrend Manner in jungeren Jahren haufiger von
einer SAB betroffen sind als Frauen, dreht sich diese Verteilung ab dem 55.
Lebensjahr zu Lasten des weiblichen Geschlechts um (de Rooij et al. 2007).
Vermutlich ist dieses Phanomen durch eine Abnahme des Ostrogenspiegels wahrend
und nach der Menopause zu erklaren, welche zu einer erhohten Gefahr fur die
Ausbildung und Ruptur intrakranieller Aneurysmen fuhrt (Harrod et al. 2006).

Die betrachtliche Mortalitatsrate der SAB hat in den letzten Jahren zwar deutlich
abgenommen, erreicht jedoch immer noch hohe Werte von 35-50% (Petridis et al.
2017, Balbi et al. 2017, Geraghty und Testai 2017). 10-15% der Patient:innen
versterben dabei bereits vor Erreichen des Krankenhauses und dem Erhalt
medizinischer Versorgung (Suzuki et al. 2020). Lediglich ein Viertel bis ein Drittel der
Uberlebenden erholt sich vollstandig von der Blutung und kann in ein selbststandiges
Leben zurlickkehren (Etminan et al. 2020, van Gijn et al. 2007).

1.1.3 Atiologie
Subarachnoidalblutungen koénnen durch traumatische oder nicht-traumatische
Ursachen hervorgerufen werden (Sacco et al. 2013). Unter den nicht-traumatischen
Blutungen sind etwa 85% auf die spontane Ruptur eines intrakraniellen Aneurysmas
zurickzufihren (Kundra et al. 2014, Macdonald und Schweizer 2017). Die
verbleibenden 15% werden als nicht-aneurysmale SABs bezeichnet. Sie kénnen
entsprechend ihrer Blutverteilung in der Computertomographie (CT) in
perimesenzephale und nicht-perimesenzephale Blutungen eingeteilt werden (van Gijn
et al. 1985, Kim et al. 2012). Perimesenzephale Blutungen — charakterisiert durch
freies Blut in der perimesenzephalen Zisterne unmittelbar vor dem Hirnstamm (Coelho
et al. 2016) — machen dabei einen Anteil von etwa 10% aus, der tbrige Anteil wird

durch eine Vielzahl an GefalRveranderungen verursacht, wie beispielsweise
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arteriovendse Malformationen, Dissektion einer Arterie, Tumore oder Vaskulitis (Al-
Shabhi et al. 2006, Kim et al. 2012).

Zur Differenzierung der unterschiedlichen Atiologien der Blutung sind bildgebende
Verfahren notwendig, die nachstehend beleuchtet werden. Aufgrund der prozentualen
Dominanz der aneurysmalen Subarachnoidalblutung, wird in dieser Arbeit Bezug auf

diese Form der Blutungsquelle genommen.

1.1.4 Aneurysma
1.1.4.1 Definition

Aneurysmen sind erworbene Aussackungen der GefalRwand, die typischerweise an
Bifurkationen groRRer GefalRe nahe des oder am Circulus arteriosus Willisii auftreten
und hierbei zu 85% bevorzugt das vordere Stromgebiet betreffen (Etminan et al. 2020,
Brown und Broderick 2014, Wang et al. 2018). Als Ursache wird ein komplexes
Zusammenspiel zwischen genetischen und Umweltfaktoren angenommen, bei dem es
unter anderem durch hamodynamische Reize zu einer Veranderung der Membrana
elastica interna kommt. Zudem werden molekulare Mechanismen der Fibroblasten und
glatten Gefallmuskelzellen vermutet, die eine entscheidende Rolle fur die
Kollagenproduktion und Ausbildung des Aneurysmas spielen (Etminan und Rinkel
2016, Petridis et al. 2017, Macdonald und Schweizer 2017).

1.1.4.2 Epidemiologie und Atiologie intrakranieller

Aneurysmen
Die Pravalenz intrakranieller Aneurysmen liegt in der erwachsenen Bevodlkerung
zwischen 1-3%, wobei Frauen haufiger betroffen sind als Manner (Etminan et al. 2020,
Brown und Broderick 2014, Vlak et al. 2011). Genetische Pradispositionen, wie das
Ehlers-Danlos-Syndrom, das  Marfan-Syndrom, die  autosomal-dominante
polyzystische Nierenerkrankung oder kongenitale kardiovaskulare Malformationen
sind mit einem haufigeren Auftreten intrakranieller Aneurysmen assoziiert (Olubajo et
al. 2020, Chapman et al. 1992, Sanchis et al. 2019, Brown et al. 1990, Kim et al. 2021).
Zusatzlich findet sich ein erhdhtes Risiko bei arterieller Hypertonie, Nikotin- und
Alkoholabusus (D'Souza 2015, Caranci et al. 2013). Es tritt aulerdem eine familiare
Haufung intrakranieller Aneurysmen bei Verwandten ersten oder zweiten Grades auf,

die bereits eine SAB erlitten haben. Familiare Aneurysmen sind dabei im Vergleich zu
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nicht-familiaren GefaRaussackungen tendenziell groRRer, treten multiple auf und sind

mit einem hoheren Rupturrisiko assoziiert (Juvela et al. 2013, Vlak et al. 2011).

1.1.4.3 Symptomatik intrakranieller Aneurysmen
Der Grofteil intrakranieller Aneurysmen ist Uber lange Zeit asymptomatisch und
manifestiert sich am haufigsten durch die Ruptur und Entwicklung einer SAB. In
seltenen Fallen finden sich Symptome wie Schmerzen Uber oder hinter dem Auge,
Hirnnervenausfalle oder Kopfschmerzen, als Folge einer sogenannten
,Warnungsblutung® (Grobelny 2011). Dementsprechend werden die meisten
Aneurysmen (80-90% der unrupturierten Aneurysmen) als Zufallsbefunde durch den
verstarkten Einsatz von CT- und Magnetresonanztomographie (MRT)-

Untersuchungen diagnostiziert (Juvela et al. 2013).

1.1.4.4 Risikofaktoren einer Aneurysmaruptur
Die Ruptur eines intrakraniellen Aneurysmas kann durch verschiedene Faktoren
beeinflusst werden. Zu den wichtigsten Pradiktoren einer Ruptur zahlen ein héheres
Alter, arterielle Hypertonie, eine bereits stattgehabte Subarachnoidalblutung, die
AneurysmagrofRe und —lokalisation sowie die geografische Herkunft der Person
(Greving et al. 2014). Auch Nikotin- und ausgepragter Alkoholabusus sind mit einer
erhdhten Rupturgefahr assoziiert (Juvela et al. 2013). Aneurysmen kdnnen Uber lange
Zeit groRenstabil bleiben und episodenhaft wachsen. Eine deutliche GroRenzunahme
ist dabei mit einem 12-fach erhéhten Rupturrisiko im Vergleich zu wachstumsstabilen

Aneurysmen verbunden (Etminan et al. 2020, Etminan und Rinkel 2016).

1.1.5 Symptomatik
Die klinische Manifestation einer Subarachnoidalblutung besteht typischerweise in
einem hyperakut einsetzenden Vernichtungskopfschmerz, der sich innerhalb weniger
Sekunden entwickelt (Petridis et al. 2017). Weitere Symptome sind Nackensteifigkeit
sowie Ubelkeit und Erbrechen als Folgen des intrakraniellen Druckanstiegs. Auch
neurologische Auffalligkeiten wie epileptische Anfalle, fokal-neurologische Defizite,
Hirnnervenausfalle und Bewusstseinsstorungen konnen mit einer SAB assoziiert sein
(Kundra et al. 2014). Eine(r) von sieben Patientiinnen entwickelt aufRerdem
intraokulare Einblutungen, die wiederum durch die intrakranielle Druckerhohung

verursacht werden (van Gijn et al. 2007).
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In etwa 50% der Falle tritt im Zeitraum einiger Tage bis Monate vor der massiven
Subarachnoidalblutung eine frihe ,Warnblutung“ kleinerer Dimension auf, die meist
mit starken und atypischen Kopfschmerzen assoziiert ist und durch einen geringen
Blutaustritt aus dem Aneurysma hervorgerufen wird (Ostergaard 1991).

Neben diesen typischen intrakraniellen und neurologischen Symptomen sind
aullerdem systemische Effekte zu nennen, die zu Fehlinterpretationen und
Fehldiagnosen flihren kdénnen. Hierzu zahlen vor allem kardiale, pulmonale und
endokrine  Veranderungen. Als kardiale Komplikationen treten  haufig
elektrokardiographische (EKG) Veranderungen und Arrhythmien auf sowie eine
linksventrikulare systolische Dysfunktion und ein Anstieg des kardialen
Troponinspiegels bei 20-40% der Betroffenen (Ramappa et al. 2008, Naidech et al.
2005). Es kann zur Entstehung eines neurogenen Lungenddems kommen, zu
metabolischen Stérungen — insbesondere in Form von Hyponatriamien — und bei 70%
der Patientiinnen zu Fieber (Rose 2011). Als Ursache dieser extrazerebralen
Symptome wird ein akuter Anstieg des Katecholaminspiegels vermutet, der eine
systemische und pulmonale Hypertonie beglnstigt und in Kombination mit
Entzindungskaskaden und Permeabilitatsveranderungen der Membran zu den
beschriebenen systemischen Symptomen fihren kann (Ramappa et al. 2008, Rose
2011).

1.1.6 Diagnostik
Bei Verdacht auf eine Subarachnoidalblutung ist die kraniale Computertomographie
das diagnostische Mittel der Wahl. Zunachst wird hierbei eine Bildgebung ohne
Kontrastmittel durchgefuhrt. Die Sensitivitat der CT-Untersuchung ist sehr hoch,
jedoch von der Menge des freigesetzten Blutes sowie dem zeitlichen Intervall seit
Blutungsbeginn abhangig. Wahrend die Sensitivitat innerhalb der ersten 6 Stunden
nach Blutungsbeginn noch bei 100% liegt, nimmt diese kontinuierlich Gber die Zeit ab
und betragt nach einer Woche weniger als 60%. Daher ist es dringend erforderlich,
dass sich einem negativen CT-Befund die Durchfihrung einer Lumbalpunktion
anschlie3t (Perry et al. 2011). Der entnommene Liquor wird dabei auf rote Blutzellen
und Xanthochromie untersucht und ermoglicht die Diagnosestellung einer SAB auch
bei unauffalligem CT-Befund (Meurer etal. 2016, Tulla etal. 2019). Bei einer negativen
CT-Bildgebung und negativem Liquorbefund kann eine SAB mit hoher Sicherheit

ausgeschlossen werden (Perry et al. 2008).
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Nach Diagnosestellung einer SAB sollte eine Evaluation der Blutungsursache mittels
einer Bildgebung des Gefallsystems erfolgen. Als Goldstandard dient hierbei die
digitale Subtraktionsangiografie, die allerdings einer invasiven Durchfihrung bedarf,
kostspielig und zeitintensiv ist und ein hohes Mal} an Expertise verlangt. Die digitale
Subtraktionsangiografie wird aufgrund dieser unglinstigen Eigenschaften zunehmend
durch die CT-Angiographie (CTA) abgelost. Diese zeigt eine vergleichbare Sensitivitat
zur digitalen Subtraktionsangiografie (vor allem bei Aneurysmen > 3mm Durchmesser)
und ermdglicht eine nicht-invasive Diagnostik und Therapieplanung. Auch die
Magnetresonanztomografie (MRT) und MR-Angiografie (MRA) dienen als weitere
diagnostische Moglichkeiten, die eine Evaluation ohne ionisierende Strahlung

ermdglichen (de Oliveira Manoel et al. 2014).

1.1.7 Therapie

Die medizinische Versorgung von Patient:innen mit Subarachnoidalblutung sollte stets
in speziellen Zentren mit intensivmedizinischer und neurochirurgischer Fachabteilung
erfolgen. Hierbei ist ein rascher Transport in ein geeignetes Zentrum ausschlaggebend
fur die Prognose und die Mortalitat der Betroffenen (van Lieshout et al. 2017). Die
akute Therapie eines rupturierten Aneurysmas besteht in dessen Verschluss,
entweder durch mikrochirurgisches Clipping oder endovaskulare Verfahren,
vorzugsweise durch Coiling-Embolisation, seltener Ballon- oder Stent-basiertes
Coiling oder durch den Einsatz von Flow Divertern (Etminan et al. 2020). Das Coiling-
Verfahren besteht aus einer endovaskularen Einbringung eines Platin-Coils zur
Okklusion des Aneurysmas. Dieses Verfahren hat die chirurgische VerschlieRung des
Aneurysmas mittels Clipping weitgehend ersetzt (van Gijn et al. 2007). Bei beiden
Verfahren ist eine frihzeitige Intervention (innerhalb der ersten 24 Stunden)
anzustreben, da diese mit einer deutlichen Verbesserung des klinischen Ergebnisses
assoziiert ist (Phillips et al. 2011). Die Entscheidung Uber die Intervention sollte dabei
individuell durch Spezialist:innen getroffen werden. Die Tendenz heute geht allerdings
zur endovaskularen Intervention, die eine Verbesserung der klinischen Prognose im
Vergleich zum neurochirurgischen Clipping aufweist (Molyneux et al. 2005).

Als generelle Mallnhahmen sollten eine regelmalige Kontrolle der Vitalparameter
(Blutdruck, EKG) sowie des neurologischen Status (Glasgow Coma Scale,

Pupillenreaktion, fokale neurologische Defizite) erfolgen. Der Blutdruck ist hierbei
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streng zu kontrollieren und eine Hypertonie ist zu vermeiden (systolisch < 140mmHG)
(Petridis et al. 2017).

1.1.8 Komplikationen und Early Brain Injury
Zahlreiche gefurchtete Komplikationen nach einer Subarachnoidalblutung
beglnstigen das hohe Morbiditats- und Mortalitatsrisiko dieses Krankheitsbildes. In
Assoziation zu SABs kommt es nicht selten zur Ausbildung eines Hydrozephalus, zu
fokalen oder generalisierten epileptischen Anfallen oder zu erneuten Blutungen (Chen
et al. 2017, Macdonald und Schweizer 2017). Aneurysmale Nachblutungen stellen
dabei die Hauptursache fur Morbiditat und Mortalitat nach der initialen Blutung dar und
sind mit einer Mortalitdtsrate von bis zu 80% assoziiert. Sie ereignen sich meist
innerhalb der ersten 24 Stunden nach der initialen Aneurysmaruptur (Phillips et al.
2011, Starke und Connolly 2011, van Gijn et al. 2007).
Weitere Folgeerscheinungen werden in zwei Phasen entsprechend ihres zeitlichen
Auftretens unterteilt. Friheinsetzende Komplikationen treten innerhalb von 72 Stunden
nach Blutungsbeginn auf und werden unter dem Begriff Early Brain Injury (EBI)
zusammengefasst. Hierbei kommt es aufgrund der Blutung zu einem Anstieg des
intrakraniellen Drucks (ICP) (Ciurea et al. 2013, Zoerle et al. 2015). Dieser
Druckanstieg fuhrt in der Folge zu einer Reduktion des zerebralen Blutflusses (CBF)
und Perfusionsdrucks (CPP), was zu transienten globalen oder fokalen Ischamien
fuhren kann. Daneben koénnen metabolische Veranderungen, Stérungen des
Elektrolythaushalts, Hirnédem und Zelluntergang von Neuronen auftreten (van
Lieshout et al. 2018) sowie pathophysiologische Reaktionen, die zu kapillarer
Thrombose, kortikalen  Depolarisationswellen  (Engl.  Cortical  Spreading
Depolarisations; CSDs) und Dysfunktionen der Blut-Hirn-Schranke fuhren (Findlay et
al. 2016, Suzuki et al. 2020). Die spateinsetzenden Komplikationen sowie der Begriff
der Cortical Spreading Depolarisations werden im nachfolgenden Kapitel beleuchtet.
Zahlreiche residuelle Defizite nach einer Subarachnoidalblutung fuhren zu einer
starken Beeintrachtigung der Lebensqualitat. Hierbei klagen Patient:iinnen neben
funktionellen Defiziten nicht selten Uber kognitive Dysfunktionen, wie zum Beispiel
Gedachtnis- oder Sprachstdérungen, Anosmie (25-33%) oder affektive Storungen,
unter anderem mit Angstzustanden und Depressionen (bis zu 50%) (Rinkel und Algra
2011, Al-Khindi et al. 2010).
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1.2 Verzogerte zerebrale Ischamie

1.2.1 Definition
Die verzogerte zerebrale Ischamie (Engl. Delayed Cerebral Ischemia; DCI) beschreibt
das Auftreten eines fokal neurologischen Defizits oder eine Abnahme von mindestens
zwei Punkten auf der Glasgow Coma Scale fur einen Zeitraum von mindestens einer
Stunde. Diese neurologische Verschlechterung darf dabei nicht unmittelbar nach
Verschluss des Aneurysmas auftreten und kann anhand der klinischen Beurteilung
(CT, MRT, Labordiagnostik) nicht auf andere Ursachen zurlckgefuhrt werden

(Vergouwen et al. 2010).

1.2.2 Epidemiologie
Die DCI — auch als Delayed Ischemic Neurological Deficit (DIND) bezeichnet — tritt bei
ca. 30% der Patient:innen nach einer SAB, in der Regel innerhalb der ersten 3-14 Tage
nach dem hamorrhagischen Ereignis auf (Geraghty und Testai 2017, Suzuki et al.
2020). Es handelt sich um eine gefurchtete Komplikation, die als Hauptursache fur
eine spatere soziale, funktionelle, kognitive und emotionale Morbiditat zahlt (Foreman
2016).

1.2.3 Pathophysiologie

Als pathophysiologische Erklarung wurde lange Zeit ein angiographischer
Vasospasmus zerebraler Hirnarterien angenommen, der in ca. 70% der Falle
nachgewiesen werden kann (van Lieshout et al. 2018). Dabei handelt es sich um eine
GefalRverengung grolRer Arterien, die in der vaskularen Bildgebung sichtbar wird
(Abbildung 2). Als Folge dieser arteriellen Einengung kann es zu einer zerebralen
Ischamie mit neurologischen Defiziten kommen, was als klinisch symptomatischer
Vasospasmus bezeichnet wird und eine DCI beschreibt (Findlay et al. 2016).

Ein solches verspatetes neurologisches Defizit tritt allerdings lediglich bei 30% der
Patient:innen auf, obwohl — wie bereits erwahnt — bei 70% ein angiografischer
Vasospasmus nachweisbar ist. Nicht zuletzt wegen dieser Diskrepanz, sondern auch
wegen einer oft erfolglosen pharmakologischen Therapie des Vasospasmus, lassen
neue Erkenntnisse auf einen weitaus komplexeren pathophysiologischen
Mechanismus schliel3en (Rass und Helbok 2021). Eine pharmakologische Studie des
Endothelinantagonisten Clazosentan zeigte beispielsweise eine signifikante

Reduktion des arteriellen Vasospasmus, jedoch keine Verbesserung des klinischen
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Outcomes der Patient:innen nach SAB (Hansen-Schwartz et al. 2007, Vajkoczy et al.
2005, Macdonald et al. 2008).

=

Abbildung 2: Digitale Subtraktionsangiografie mit Kontrastmittel nach Subarachnoidalblutung
(a); Ausbildung eines angiographischen Vasospasmus nach 10 Tagen (b; blaue Markierung);
Bild und Beschreibung (Kellner et al. 2012).

Die aktuellen pathophysiologischen Hypothesen umfassen unter anderem
mikrovaskulare Dysfunktionen, Entzindungsreaktionen, Mikrothrombosierung und
Cortical Spreading Depolarisations (van Lieshout et al. 2018). Des Weiteren kdnnen
Exzitotoxizitat, Veranderungen der zerebralen Autoregulation, eine Reduktion des
vendsen Abflusses und Kompression der kleinen Gefalle durch ein Hirnédem die
Entstehung der DCI fordern (Rass und Helbok 2021).

Mikrovaskulare Dysfunktionen beschreiben einen Vasospasmus kleinerer Arteriolen,
der durch vasoaktive Substanzen, Schwellung astrozytarer EndfiRe in der
Nachbarschaft der Arteriolen und Kontraktion von umgebenden Perizyten begtinstigt
wird. Zu den vasoaktiven Substanzen zahlen dabei unter anderem Abbauprodukte des
Hamoglobins, die im Rahmen der Blutung freigesetzt werden. Auch mikroskopische
Thromben konnten bei Betroffenen einer DCI vermehrt festgestellt werden. Die
Thrombusbildung wird hierbei durch endotheliale Dysfunktion und Dysbalancen der
Gerinnungskaskade begunstigt (van Lieshout et al. 2018, Naraoka et al. 2014). Einen
weiteren Einfluss auf die Entwicklung einer DCI kdénnen kortikale
Depolarisationswellen (CSDs) nehmen. Es handelt sich dabei um langsam

ausbreitende Depolarisationswellen in der grauen Substanz, die durch Anschwellen
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der Neurone und Veranderungen der dendritischen Dornenfortsatze gekennzeichnet
sind. Durch eine Schadigung der lonenhomdostase durch die SAB kommt es zu einer
anhaltenden Depolarisation der Neurone mit Verlust ihrer elektrischen Aktivitat,
welcher auch als Spreading Depression bezeichnet wird. Als Reaktion auf diese CSDs
findet sich im gesunden Gewebe eine induzierte Hyperperfusion. Im geschadigten
Hirnparenchym — beispielsweise nach SAB — kommt es dagegen zu einer kontraren
Reaktion mit einer Vasokonstriktion der Arteriolen. Hierdurch wird eine
Minderperfusion des Parenchyms und folglich ein ischamischer Zelluntergang
begunstigt (Dreier 2011). Die Inversion der hamodynamischen Reaktion wird zu einem
spateren Zeitpunkt eingehender erlautert.

Die Freisetzung des Blutes in den Subarachnoidalraum kann zur Entstehung einer
Entzindungsreaktion fuhren. Durch eine Storung der Blut-Hirnschranke konnen dann
periphere Immunzellen wie Neutrophile, Lymphozyten und Makrophagen/Monozyten
einwandern und residente Mikrogliazellen in ihrer Entzindungsaktivitat unterstitzen
(Geraghty und Testai 2017).

Alle beschriebenen pathophysiologischen Phanomene verlaufen entweder transient
oder konnen progredient zu einem zerebralen Infarkt fuhren. Dieser wird als
abgestorbenes Hirnparenchym in der Bildgebung (CT/MRT) innerhalb von 6 Wochen
nach SAB sichtbar oder kann post mortem autoptisch nachgewiesen werden.
Entscheidend ist hierbei die zeitliche Einordnung dieser Lasion. Innerhalb der ersten
24 bis 48 Stunden nach Aneurysmaverschluss sind diese Lasionen in der Bildgebung
nicht zu sehen und eine Ruckfihrung auf andere Ursachen, wie chirurgische oder
endovaskulare Verfahren, ist ebenfalls nicht moglich (Geraghty und Testai 2017,

Vergouwen et al. 2010).

1.2.4 Therapie
Trotz des medizinischen Fortschritts sind die Therapiemdglichkeiten der DCI sehr
begrenzt. Allgemeine therapeutische MaRnahmen beinhalten die Kontrolle des
Flissigkeitshaushaltes und damit die Verhinderung eines Volumendefizits des/der
Patienten/in. Zudem werden eine regelmalige klinische Beurteilung des
neurologischen Status und tagliche sonografische Untersuchungen mittels eines
transkraniellen Dopplers zur Fruherkennung eines maoglichen Vasospasmus
empfohlen (Findlay et al. 2016). Als pharmakologische Therapiemdoglichkeit zeigte

lediglich der L-Typ-Kalziumkanalantagonist Nimodipin eine Verbesserung der
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klinischen Prognose der Betroffenen und eine Reduktion der DCI. Nimodipin wird in
einer Konzentration von 60mg oral oder Uber eine nasogastrale Sonde in einem 4-
stiindigen Intervall fur 21 Tage verabreicht (Dorhout Mees et al. 2007). Neben dem
primaren vasodilatativen Effekt des Pharmakons werden aul3erdem neuroprotektive
Mechanismen vermutet, die durch Inhibition der Cortical Spreading Depolarisations,
Verringerung der Mikrothrombosierung sowie Steigerung der fibrinolytischen Aktivitat
eine klinische Verbesserung ermdglichen (Rass und Helbok 2021). Eine begleitende
sogenannte Triple-H-Therapie, bestehend aus Hypervolamie, Hypertension und
Blutverdinnung (Hamodilution), ist aus heutiger Sicht obsolet und wurde durch die
Empfehlung einer Euvolamie/Normovolamie abgelost (Kundra et al. 2014,
Anetsberger et al. 2020). Eine evidenzbasierte Empfehlung zur Induktion einer
Hypertonie bei DCI kann aus aktuellem Stand ebenfalls nicht gegeben werden, da
diese Therapie mit ernsthaften Komplikationen verbunden sein kann (Gathier et al.
2018). Eine Normothermie der Patient:innen sollte angestrebt und ein Ausgleich
jeglicher Elektrolytstorungen — vor allem auftretender Dysnatriamien — durchgefihrt
werden (Rass und Helbok 2021, Park et al. 2018).

Neben dieser allgemeinen und pharmakologischen Therapie besteht ferner die
Méoglichkeit fir endovaskulare Interventionen in Form einer transluminalen
Ballonangioplastie oder der intraarteriellen Infusion von Vasodilatatoren. Diese
invasiven Optionen streben eine dauerhafte Aufweitung der vasospastischen Gefalle
an, sind allerdings mit erheblichen Risiken wie GefalRverschluss, Dissektion oder
Ruptur des Blutgefalles, Anstieg des intrakraniellen Drucks oder epileptischen
Anfallen assoziiert und bedurfen daher einer strengen Indikationsstellung (Athar und
Levine 2012).

1.3 Hamoglobinabbauprodukte

Bislang besteht keine vollstandige Erklarung fur die pathophysiologischen
Mechanismen, die zur Entwicklung einer DCI und zu verspateten neurologischen
Defiziten fihren. Neben den bereits beschriebenen Erklarungsansatzen mussen die
Auswirkungen von Hamoglobinabbauprodukten betrachtet werden.

Bereits im Jahr 2000 beobachteten Kranc et al., dass durch einen oxidativen Abbau
von Bilirubin vasoaktive Produkte entstehen, die einen moglichen Einfluss auf die
Pathogenese eines zerebralen Vasospasmus als Folge einer Subarachnoidalblutung

nehmen konnen. Neben einer gesteigerten Aktivitat des Enzyms Hamoxygenase 1,
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welches den Abbau von Ham zu Biliverdin katalysiert, konnten sie zeigen, dass eine
oxidative Umgebung zu einem Zerfall des Bilirubins fuhrt und die resultierenden
Komponenten eine vasokonstriktorische Wirkung auf Gefalte entwickeln (Kranc et al.
2000, Wagner und Dwyer 2004). Diese Hypothese konnte dadurch bestarkt werden,
dass der zeitliche Verlauf des verzdgerten Vasospasmus mit dem Auftreten des
Bilirubins im Liquor der Betroffenen korrelierte (Clark et al. 2002).

Das durch die Blutung freigesetzte Hamoglobin kann auf zwei Wegen abgebaut
werden. Zunachst katalysiert die Hamoxygenase den enzymatischen Abbau von
Hamoglobin zu freien Eisenionen (Fe?*), Kohlenstoffmonoxid (CO) und Biliverdin.
Dieses wird wiederum durch die Biliverdinreduktase zu Bilirubin reduziert (siehe
Abbildung 3).

. . Hamoxygenase Biliverdinreduktase
P> t:n > BN —~—> Bilirubin
Erythrozyten.

Fe2+ CO NADPH + H+ NADP+
Abbildung 3: Schematische Darstellung des Abbauwegs von Hdm zu Bilirubin in Folge einer

Freisetzung von Ham aus Erythrozyten.

Diesem enzymatischen Abbau folgt ein nicht-enzymatischer Anteil, der vor allem durch
reaktive Sauerstoffspezies in einem oxidativen Milieu gefordert wird. Als Endprodukte
entstehen hierbei Bilirubin Oxidation End Products (BOXes), die in zwei Isomeren
auftreten, Z-BOX A und Z-BOX B (Ritter et al. 2016, Joerk et al. 2014). Neben diesen
Endprodukten finden sich zudem Propentdyopents (PDPs) als Zwischenprodukte des
Bilirubinzerfalls. Ebenso wie BOXes treten PDPs in zwei Isomeren auf, PDP A und B,
die sich in der Position ihrer Vinyl- und Methylgruppen unterscheiden (siehe
Abbildung 4). Jede dieser Formen hat ebenfalls zwei Isomere, PDP A1/A2 bzw. PDP
B1/B2 (Joerk et al. 2019).

23



Bilirubin
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Abbildung 4: Oxidativer Abbau des Bilirubins lber Propentdyopents (PDPs) zu Bilirubin
Oxidation End Products (BOXes).

Im Liquor von Patient:innen nach Subarachnodialblutung konnten beide Produkte des
Bilirubinzerfalls nachgewiesen werden, wobei die Konzentration der PDPs 20-fach
héher war als die BOX-Konzentration. In Vitro-Studien belegten zudem, dass PDPs in
der gemessenen Konzentration einen vasokonstriktorischen Effekt auf Arteriolen
hervorrufen, wahrend die BOX-Konzentration zu keiner signifikanten Gefallverengung
fuhrte. Es liegt daher die Vermutung nahe, dass die Rolle der PDPs fur die Entstehung
der DCI entscheidender ist als die der BOXes (Joerk et al. 2019).

Insgesamt konnte fur beide Substanzen ein vasospastischer Effekt auf zerebrale
Gefalde in vivo und in vitro nachgewiesen werden. Zudem zeigten BOXes eine direkte
Wirkung auf die Struktur glatter GefaBmuskelzellen, was eine dauerhafte
Vasokonstriktion und das Therapieversagen von Vasodilatatoren erklaren konnte
(Clark und Sharp 2006).

24



1.4 Neurovaskuldre Kopplung
Obwohl das Gehirn einen extrem hohen Energieverbrauch aufweist, sind die
energetischen Speicherkapazitaten des Organs eher gering ausgepragt. Aus diesem
Grund ist eine ausgekllugelte zeitliche und raumliche Kopplung des zerebralen
Blutflusses an die neuronale Aktivitat notwendig. Diese Kopplung wird durch eine
Triade aus glatter GefaBmuskulatur, Neuronen und Astrozyten ermoglicht, die als
neurovaskulare Einheit bezeichnet wird (Abbildung 5) (Phillips et al. 2016). Das
Konzept dieser Triade wird aufgrund seiner Simplifizierung in Frage gestellt und durch
neue Konzepte, beispielsweise ein vaskulares neuronales Netzwerk, erganzt, welches
auch vor- und nachgeschaltete Abschnitte des Gefalsystems und spezifische
Zellfunktionen bertcksichtigt (Zhang et al. 2012). Komplexere Auffassungen der
neurovaskularen Kopplung beinhalten neben Neuronen und Astrozyten auch
Endothelzellen, perivaskulare Nerven und groRere zerebrale Arterien sowie weitere
morphologische Strukturen (Tso und Macdonald 2014). In dieser Arbeit wird allerdings

die konventionelle Triade der neurovaskularen Einheit und ihre Funktion betrachtet.

Lumen der Arteriole

¥ BK-Kanile

Astrozyt

Abbildung 5: Schema einer neurovaskuldren Einheit bestehend aus Neuron, glatter
GefdBmuskulatur einer intraparenchymalen Arteriole und Astrozyt (basierend auf einer
Abbildung von Dr. med. Alexander Jork).

Durch neuronale Aktivitat wir eine Steigerung des lokalen Blutflusses und damit eine

sogenannte funktionelle Hyperamie hervorgerufen (Suzuki et al. 2020).
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Ausschlaggebend hierflr ist die Freisetzung des Neurotransmitters Glutamat, der an
metabotrope Glutamatrezeptoren der astrozytaren Endfuflie bindet. Hierauf folgt eine
intrazellulare Aktivierung des Inositoltriphosphats und ein Anstieg der intrazellularen
Kalziumkonzentration. Dieser Anstieg begunstigt die Freisetzung vasodilatatorischer
Signale, beispielsweise Metabolite der Arachidonsaure. AuRerdem kommt es zur
Aktivierung spannungs- und kalziumabhangiger Kaliumkanale (BK-Kanale), die zu
einem Ausstrom von Kaliumionen fihren. Der folglich milde Anstieg der extrazellularen
Kaliumkonzentration in Kombination mit vasodilatatorischen Substanzen fuhrt zu einer
Hyperpolarisation und Dilatation der Gefallmuskulatur (Koide et al. 2012, Tso und
Macdonald 2014). Die genauere Funktion und Wirkungsweise der BK-Kanale werden
im folgenden Kapitel erlautert.

Der beschriebene Mechanismus der neurovaskularen Kopplung zeigt nach
Hirnparenchymschadigung eine funktionelle Umkehr und spielt damit eine wichtige
Rolle fur das pathophysiologische Verstandnis der DCI. Anstelle der erwarteten
Vasodilatation nach neuronaler Aktivierung konnte eine Vasokonstriktion beobachtet
werden (Koide et al. 2013). Zugrunde liegen vermutlich eine hdhere perivaskulare
Kaliumkonzentration (> 20mM) und eine groRere Amplitude von Kalziumoszillationen
in den astrozytaren EndflufRen, die eine Inversion der Gefalireaktion hin zu einer
Vasokonstriktion ermoglichen (Koide et al. 2012). Das Resumee dieser Hypothese ist,
dass die Anpassung des zerebralen Blutflusses an neuronale Aktivitat nach einer SAB
grundlegend geschadigt ist und jegliche neuronale Stimulation zu einem erheblichen
Ungleichgewicht zwischen Blutversorgung und Energiebedarf des Hirnparenchyms
fuhrt (Balbi et al. 2017).

1.5 BK-Kanale
1.5.1 Definition

BK-Kanadle (Big K*) sind hochleitfahige kalzium- und spannungsgesteuerte
Kaliumkanale, die auch unter den Namen Slo-Kanale oder Maxi K-Kanale bekannt sind
und in zahlreichen Geweben exprimiert werden (Contet et al. 2016). Wie der Name
der Kanale bereits vermuten Iasst, besitzen die BK-Kanale eine aullergewohnlich hohe
Leitfahigkeit, also einen hohen lonenfluss durch einen einzigen gedffneten Kanal bei
einem definierten Membranpotential. Die Leitfahigkeit liegt bei ca. 250-330pS (pico
Siemens) bei einer symmetrischen Konzentration von Kaliumchlorid (KCI) von 150mM.

Betrachtet man einen einzelnen offenen Kanal, bedeutet dies, dass bei einer Triebkraft
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von 100mV ein Strom von 25-30mA ermoglicht wird. Diese hohe Leitfahigkeit wird
vermutlich durch einen elektrostatischen Mechanismus durch negative Ladung an der
Pore sowie durch einen grélieren Durchmesser der Pore im Vergleich zu anderen

Kaliumkanalen ermdglicht (Salkoff et al. 2006).

1.5.2 Struktur
Insgesamt existieren 4 unterschiedliche Slo-Gene (auch Slowpoke oder KCNMA
genannt), die flr die 4 verschiedenen Slo-Proteine — auch als alpha-Untereinheiten
bezeichnet — der Slo-Kanale 1-4 codieren. Jeweils vier dieser alpha-Untereinheiten
bilden ein Homotetramer und damit einen funktionsfahigen Kanal, der spezifische
Offnungseigenschaften und eine hohe Kaliumselektivitat besitzt (Salkoff et al. 2006,
Magleby 2003, Dopico et al. 2018). In dieser Arbeit wird insbesondere der Slo 1-Kanal
betrachtet, der durch sein Expressionsmuster und seine Eigenschaften einen
maoglichen Einfluss auf die Komplikationen nach SAB nehmen kann.
Neben der hohen Leitfahigkeit der Kanale besteht ein weiteres Charakteristikum in der
synergistischen Aktivierung, sowohl durch intrazelluldare Kalziumionen und andere
Liganden, als auch durch Depolarisation der Zellmembran (Cui et al. 2009, Salkoff et
al. 2006, Horrigan et al. 2005, Magleby 2003).
Das Slo1-Protein umfasst 7 transmembranése Domanen und ein zytoplasmatisches
Carboxyl-Ende (C-Terminus) (siehe Abbildung 6). Der aminoterminale Abschnitt (N-
Terminus) zeigt strukturelle Ahnlichkeit zu den 6 Transmembransegmenten
spannungsabhangiger Kaliumkanale (S1-S6), jedoch mit einem zusatzlichen SO-
Segment, welches den N-Terminus des Proteins auf die extrazellulare Seite verlagert
und eine Interaktion mit assoziierten beta-Untereinheiten ermoglicht. Die Segmente
S5-S6 bilden die Pore des BK-Kanals (Cui et al. 2009, Meera et al. 1997). Die S4-
Domane besitzt positiv-geladene Reste auf der extrazellularen Seite und fungiert als
primarer Spannungssensor (Lee und Cui 2010).
Ein weiteres einzigartiges Merkmal stellt der verlangerte Carboxyl-Terminus (S7-S10)
dar. Wahrend sich der Spannungssensor an der sogenannten Kernregion des Kanals
befindet (S1-S6), ist der Kalziumsensor am zytosolischen C-Terminus lokalisiert. Die
Segmente S7-S10 bilden dabei sogenannte ,Regulatoren der Kaliumleitfahigkeit"
(Regulator of K* conductance, RCK 1 und 2), die zwei hochaffine Bindungsstellen flr
Kalziumionen besitzen, sowie eine niedrigaffine Bindungsstelle, vor allem fur
Magnesiumionen (Dopico et al. 2018). S9-S10 (RCK2) stellen die am starksten
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konservierten Regionen des Proteins dar und beinhalten eine der hochaffinen
Kalziumbindungsstellen (auch als calcium bowl bezeichnet) (Salkoff et al. 2006).
Neben der kalziumselektiven calcium bowl findet sich aullerdem ein weiterer
hochaffiner Kalziumsensor an der RCK1, der unter anderem auch durch Cadmium
aktiviert werden kann (Magleby 2003).

B-Untereinheit a-Untereinheit

Span nungssensor

Pore extrazellular

TN
o J 0]

intrazellular

RCK2

Ca” bowl

S \ /

Kalziumsensoren
Abbildung 6: Schematische Darstellung der Struktur eines BK-Kanals; alpha- und beta-
Untereinheiten inklusive Spannungs- und Kalziumsensoren (basierend auf einer Abbildung

von Dr. med. Alexander Jork).

1.5.3 Variabilitat
Obwohl die Slo1-Untereinheit nur durch ein einziges Gen transkribiert wird, kann eine
funktionelle Variabilitat der Kanale entsprechend ihrer physiologischen Funktionen
durch verschiedene Mechanismen gewahrleistet werden. Hierzu zahlen sowohl
pratranslationale Modifikationen durch alternatives Splicing oder Regulationen durch
miRNA, als auch posttranslationale Modifikationen wie Phosphorylierung und

Glykosylierung (Dopico et al. 2018). Aullerdem wird vermutet, dass die vier

28



verschiedenen alpha-Untereinheiten Slo 1-4 miteinander assoziieren und so ein
funktionell diverses Heterotetramer ausbilden kdnnen (Salkoff et al. 2006).

Zusatzlich finden sich verschiedene beta-Untereinheiten, die mit den alpha-
Untereinheiten der Slo-Kanale assoziiert sein kdnnen. Die vier verschiedenen beta-
Untereinheiten werden typischerweise in unterschiedlichen Geweben exprimiert. Im
zentralen Nervensystem befindet sich Uberwiegend die Ps-Untereinheit, wahrend 1
vor allem in glatter Muskulatur exprimiert wird (Lee und Cui 2010). Die B1-Untereinheit
in glatten Muskelzellen erhéht die Kalziumsensitivitat und Offenwahrscheinlichkeit der
BK-Kanale und ermoglicht somit eine niedrigschwellige Hyperpolarisation und
Relaxation der glatten Muskulatur. Jede der vier B-Untereinheiten wird durch ein
spezifisches Gen (KCNMB 1-4) codiert (Dopico et al. 2018).

1.5.4 Funktion
BK-Kanale sind im zentralen Nervensystem weit verbreitet und finden sich unter
anderem in der neuronalen Zellmembran. Dort kdbnnen sie sowohl die Form, Frequenz
und Weiterleitung von Aktionspotentialen beeinflussen als auch in die
Neurotransmitterfreisetzung der Prasynapse eingreifen. Zusatzlich finden sich die BK-
Kanale auch in Zellorganellen, beispielsweise der Kernhulle, wo unter anderem ein
Einfluss auf die Gentranskription vermutet wird. Entscheidend ist aul3erdem das
Vorkommen der Kanale an Astrozyten — insbesondere den astrozytaren EndfiiRen, in
der Umgebung zerebraler Gefalle — und in glatten Gefalimuskelzellen. Hier haben die
BK-Kanale eine wichtige Funktion fir die Kontrolle des zerebralen Blutflusses und der
Hirnfunktion (Contet et al. 2016). Die Kopplung der Hirnaktivitdt und des Blutflusses
wurde bereits unter dem Begriff der neurovaskularen Kopplung beleuchtet. Durch die
Aktivierung der BK-Kanale entsteht ein negativer Feedbackmechanismus auf die
Membrandepolarisation und den intrazellularen  Kalziumanstieg  durch
spannungsabhangige Kalziumkanale. Der Ausstrom von Kaliumionen durch die BK-
Kanale begunstigt eine Repolarisation der Membran sowie eine Unterbrechung des
Aktionspotentials und des Kalziumeinstroms (Lee und Cui 2010). Auf diese Weise wird
eine Vasodilatation begunstigt und eine ausreichende Versorgung des Gehirns mit

Sauerstoff und Energie gewahrleistet.
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2 Zielsetzung der Arbeit

Subarachnoidalblutungen zahlen zu den hamorrhagischen Schlaganfallen und stellen
ein geflrchtetes neurologisches Krankheitsbild dar, nicht zuletzt, weil sie mit einer
hohen Morbiditats- und Mortalitatsrate im Vergleich zu ischamischen Schlaganfallen
assoziiert sind.

Eine schwere Komplikation der SAB ist die verzogerte zerebrale Ischamie mit dem
Auftreten neurologischer Defizite. Der exakte pathophysiologische Mechanismus
dieser Folgeerscheinung ist nicht vollstandig erfasst. Neben einem Vasospasmus
groRer basaler Hirnarterien beglnstigen vermutlich  mikrozirkulatorische
Veranderungen die Entstehung einer DCI. Abbauprodukte des Hamoglobins, die in
Folge der Blutung entstehen, stehen dabei in Verdacht, eine konstriktorische Wirkung
auf zerebrale Arteriolen zu entfalten. Durch den enzymatischen und oxidativen Zerfall
des Bilirubins entstehen Produkte, die direkt mit spezifischen Kaliumkanalen (BK-
Kanalen) interagieren kénnen. Diese Kanéle sind entscheidend an der Regulation des
zerebralen Blutflusses beteiligt.

Die Wirkung der Hamoglobinabbauprodukte an BK-Kanalen beeinflusst dabei die
neurovaskulare Kopplung, die unter physiologischen Bedingungen eine
Mehrdurchblutung des Hirmparenchyms in Abhangigkeit von der Hirnaktivitat
gewahrleistet. Diese ausreichende Versorgung des Parenchyms mit Sauerstoff und
Energie ist durch eine Inversion der funktionellen Mehrdurchblutung in Folge einer
Subarachnoidalblutung gestort und begunstigt die Entstehung einer zerebralen
Ischamie.

Um den Aspekt der neurovaskularen Kopplung im Hinblick auf die Pathophysiologie
der verzogerten zerebralen Ischamie eingehender zu beleuchten, wurden in vitro-
Experimente an akuten Hirnschnitten der Maus durchgefuhrt. Zur Analyse wurde ein
Differentialinterferenzkontrast-Mikroskop verwendet, mit welchem die dynamische
GefalRantwort der Arteriole auf unterschiedliche Stimulationsstarken von 2 V bis 8 V
beobachtet wurde. Im experimentellen Setup wurden hierzu verschiedene
Hamoglobinabbauprodukte isoliert oder in Kombination getestet. AuRerdem erfolgte
eine weitere Untersuchung mit der Fragestellung langfristiger Auswirkungen der
Hamoglobinabbauprodukte auf morphologische Veranderungen zerebraler

Gefallwande.
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Zentrale Fragestellungen dieser Arbeit sind im Folgenden aufgeflhrt:

Die

Veranderungen der dynamischen GefalRantwort als Folge einer neuronalen
Stimulation in Abhangigkeit unterschiedlicher Hamoglobinabbauprodukte
Altersabhangigkeit der dynamischen Gefalireaktion

Veranderungen der dynamischen Gefaldreaktion durch Applikation des BK-
Kanal-Aktivators NS1619

Veranderungen der dynamischen Gefaldreaktion bei Kombination des BK-
Kanal-Aktivators NS1619 mit Hamoglobinabbauprodukten als maogliche
therapeutische Intervention

Langfristige morphologische Auswirkungen der Hamoglobinabbauprodukte auf
zerebrale GefalRwande

durchgefiuihrten Experimente sollen ein besseres Verstandnis der

pathophysiologischen Prozesse einer verzogerten zerebralen Ischamie ermoglichen.

Sie sollen auRerdem mdgliche therapeutische Uberlegungen anstoRen, die das

Auftreten dieser Komplikation minimieren oder ganzlich verhindern konnen.
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3 Material und Methoden

3.1 Versuchstiere

Die experimentelle Arbeit erfolgte ausschlieR3lich mit Slo 1-Wildtyp-Mausen (Slo 1 +/+).
Fir alle Versuchsreihen wurden sowohl weibliche als auch mannliche Versuchstiere
verwendet. Die Kohorten lie3en sich in juvenile und adulte Tiere unterscheiden, wobei
juvenil mit einem Alter von mindestens 20 und maximal 30 Tagen definiert war. Als
adulte Tiere galten alle Mause mit einem Mindestalter von 365 Tagen. Die Slo 1-
Wildtyp-Mause wurden als unbelastet eingestuft.

Die Zucht und Haltung der Versuchstiere erfolgte in der Zentralen Experimentellen
Tierhaltung des Universitatsklinikums Jena (Forschungszentrum Lobeda, Haus 4,
Universitatsklinikum Jena, Am Klinikum 1, 07747 Jena). Die Tiere wurden in offener
Kafighaltung bei einem definierten Hell-/Dunkelrhythmus von 12/12 Stunden gehalten.
Die Lichtintensitat betrug hierbei maximal 60 Lux. Die Versorgung der Tiere war durch
Wasser und Trockenfutter ad libitum gewahrleistet.

Die Zucht der Mause war durch das Thiringer Landesamt fur Verbraucherschutz (TLV)
Uber den Zuchtrahmenantrag mit der Registernummer ZRA UKJ-17-013 legitimiert.
Zur Generierung der homozygoten Slo 1-Wildtyp-Mause wurden sowohl homozygote
Verpaarungen (beide Zuchttiere: Slo 1 +/+) als auch heterozygote Verpaarungen
(beide Zuchttiere: Slo 1 +/-) angesetzt. Die Kennzeichnung der Tiere erfolgte mithilfe
von Ohrstanzungen und Zuweisung einer Tier-ID; die Erfassung der Bestande wurde
durch die elektronische Datenbank PyRAT (Scionics Computer Innovation GmbH,
Dresden) sichergestellt. Die Anasthesie und Organentnahme war entsprechend der
Bestimmungen §1 und §4 Absatz 3 des Tierschutzgesetztes (TierSchG), Tétung von
Wirbeltieren zu wissenschaftlichen Zwecken, genehmigt und durch die
Toétungsanzeige TWZ-030-2017 beim TLV gemeldet. Diese Tatigkeiten wurden
ausschlieBlich von qualifiziertem Personal mit entsprechendem Sachkundenachweis
(FELASA B, EU-Tatigkeitsgebiet A) durchgeflhrt.

3.2 Genotypisierung
Die Genotypisierung der Tiere erfolgte um den 14. Lebenstag. Hierzu wurde das
Material der — zur Kennzeichnung der Tiere vorgenommenen — Ohrstanzen verwendet.
Die Genotypisierung war notwendig, um ausschliellich Tiere eines homozygoten

Genotyps (Slo 1 +/+) in die Experimente einzuschliel3en.
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Darlber hinaus wurde nach jedem Experiment eine anschlieRende Genotypisierung
einer post mortem gewonnenen Schwanzbiopsie durchgefuhrt, um das vorliegende
Ergebnis der Polymerasekettenreaktion (PCR) zu verifizieren. Diskrepanzen in den
PCR-Ergebnissen hatten zu einem Ausschluss des Versuchstieres aus der

Auswertung geflhrt.

Als erster Schritt der Genotypisierung erfolgte die Isolierung der
Desoxyribonukleinsaure (DNA) aus dem Stanzmaterial. Hierzu wurde die Ohrstanze
zunachst mit Gewebe-Lyse-Puffer (180pul) und Prokinase K (20ul) versetzt und bei
einer Temperatur von 56°C bei 550 Umdrehungen pro Minute fur einen Zeitraum von
1 bis 3 Stunden inkubiert. Die Unterbrechung der Lysereaktion wurde durch das
Hinzufligen eines Lysepuffers (200ul) und Ethanol (200ul) erreicht. Der Uberstand
(Lysat) konnte im Folgenden auf eine Trennsaule (DNA Isolation Kit, DNeasy Blood &
Tissue Kit (250), Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland) aufgetragen und fur eine Minute
bei 8000*9,81 m/s? zentrifugiert werden. Um die Reinheit der DNA-Probe zu
gewahrleisten, wurde eine zweimalige Waschung (1. Waschpuffer 500ul mit
8000*9,81 m/s?; 2. Waschpuffer 500ul mit 1600*9,81 m/s?) durchgeflihrt, wobei diese
Durchspulungen verworfen wurden. AnschlieRend musste die DNA aus der Saule
mithilfe eines Elutionspuffers (35ul) und Zentrifugalkraft (8000*9,81 m/s? fiir 1 Minute)
gewonnen werden. Das Eluat wurde schlie3lich bei 4°C gelagert.

Es erfolgte die Aufteilung der Proben in zwei Ansatze, um eine Interaktion der
verwendeten Primer der Wildtyp- und KO-Sequenzen zu verhindern (Tabelle 1).

Die PCR wurde mit einem Thermozykler (Biometra TRIO 48, Biometra GmbH,
Gottingen) durchgefihrt, wobei der PCR-Ansatz 3ul der ausgewaschenen DNA
beinhaltete (Tabelle 2). Die Ergebnisse der PCR konnten mithilfe einer
Gelelektrophorese mit QlAxcel Advanced (Qiagen, Hilden) mit der Kartusche QlAxcel
DNA-Screening Kit 2400 (Qiagen, Hilden) visualisiert werden (Abbildung 7). Die
Trennung der Ansatze wurde hierbei aufgeldst und eine Wiederholung der PCR bei

Unklarheit der Ergebnisse vorgenommen.
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DNA-Primer

Bezeichnung Sequenz
Neo 5-ATAGCCTGAAGAACGAGATCAGC-3
RA 14025 3'-CCTCAAGAAGGGGACTCTAAAC-5
Exon 1 5-TTCATCATCTTGCTCTGGCGGACG-3'
WT 3‘“-CCATAGTCACCAATAGCCC-5

Tabelle 1: DNA-Primer-Sequenzen flir die Genotypisierung der Slo 1-Méause.

Zusammensetzung der PCR-Ansatze fir Wildtyp und Knockout-Tiere

Stoff Wildtyp (WT) Knockout (KO)
Gibco Wasser (Qiagen) 2,7 2,7
5 x Q-Buffer (Qiagen) 2 2
10 x Puffer (Qiagen) 1 1
2,5 mM dNTPs (Qiagen) 0,2 0,2
Primer Neo 5’ 0,5
Primer RA 14025 3 0,5
Primer Exon 1 5’ 0,5
Primer WT 3’ 0,5
Taqg-Polymerase (Qiagen) 0,1 0,1

Tabelle 2: Zusammensetzung der PCR-Ansétze fiir die Genotypisierung der Slo 1-Mé&use;
Ansatz fiir die Wildtyp (WT)- und Knockout (KO)-Genotypisierung.
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Abbildung 7: Gelelektrophorese einer Genotypisierung von acht Tieren (A01-A08). Vier
Kontrollbanden (rechts) zur Einordnung der Ergebnisse (von links nach rechts: AO9 Knock-Out
(Slo 1-/~), A10 Slo 1-WT (Slo 1 +/+), A11 Slo 1 heterozygot (Slo 1 +/-), A12 Wasser), Slo 1-
WT: A01-A05, A08; Slo 1 heterozygot: A06, A07.

3.3 Losungen
3.3.1 aCSF-Loésung
Als Grundlage des experimentellen Versuchsaufbaus diente eine sogenannte
artifizielle Liquorlésung, im Folgenden aCSF genannt (Engl. artificial cerebrospinal
fluid). Diese Lésung imitierte die lonenzusammensetzung des physiologischen Liquors
und gewahrleistete Uber den gesamten Versuchsablauf eine ausreichende
Versorgung des Gehirns bzw. der Hirnschnitte und den Erhalt der Integritat dieser.
Die Herstellung der aCSF-Losung vollzog sich wiederum aus der Kombination vier

verschiedener Stammldsungen, welche in Vorratsglasern bei 4°- 6°C gelagert wurden.
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Als Grundlage diente hierzu die aCSF-Stammlésung, welche entsprechend der
Angaben in Tabelle 3 vorbereitet und ebenfalls bei 4°- 6°C in einem Vorratsgefal
gelagert wurde. Die Stammlésung wurde stets auf 1000ml angesetzt und bis zum

Erreichen dieses Volumens mit doppelt destilliertem Wasser (ddH20) aufgefulit.

aCSF-Stammlosung auf 1000ml

Substanz Konzentration = Molekulargewicht Masse
(Hersteller) [mM] [g/mol] [g]
NaCl
(Carl Roth GmbH + Co.
KG, Karlsruhe. 1250 58,44 73,05
Deutschland)
KCI
(Merck KGaA, Darmstadt, 40 74,55 2,98
Deutschland)
NaHCOs3
(Merck, KGaA, Darmstadt, 250 84,01 21,00
Deutschland)
NaH2PO4
(Merck KGaA, Darmstadt, 12,5 137,99 1,72
Deutschland)

Tabelle 3: Zusammensetzung der aCSF-Stammlésung fir ein Zielvolumen von 1000mi.

Bei den drei weiteren Stammldésungen handelte es sich um Calciumchlorid (CaClz2),
Magnesiumchlorid (MgCl2) und Glukose. Jeweils 100ml dieser LOsungen wurden, wie
in Tabelle 4 gezeigt, hergestellt und wiederum in doppelt destilliertem Wasser bis zum
Erreichen des gewlinschten Volumens geldst. Die Lagerung erfolge aquivalent zur

aCSF-Stammldsung.
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CaClz-, MgCl2-, Glukose-Stammlésung auf 100ml

Substanz Konzentration = Molekulargewicht Masse
(Hersteller) [mM] [g/mol] [g]
CaCl2-Dihydrat
(Merck KGaA, Darmstadt, 1000 147,02 14,70
Deutschland)

MgClz-Hexahydrat
(Carl Roth GmbH + Co.

1000 203,30 20,33
KG, Karlsruhe,
Deutschland)
Glukose-Monohydrat
(Carl Roth GmbH + Co.
2000 198,17 39,63

KG, Karlsruhe,
Deutschland)
Tabelle 4: Zusammensetzung der CaCl>-, MgCl>- und Glukose-Stammldsungen auf ein

Zielvolumen von 100ml.

Tagesaktuell, zu Beginn eines jeden Versuchstages, wurden auf Grundlage der
beschriebenen Stammlosungen zwei aCSF-Losungen hergestellt. Die beiden
Lésungen unterschieden sich hierbei in der lonenzusammensetzung sowie in der
Temperatur. Dabei erfolgte die Herstellung von 500ml einer Praparationslosung
entsprechend Tabelle 5. Diese wurde in einem Eisbad auf eine Temperatur von 2 bis
maximal 5°C gekuhlt. Eine Begasung der Losung mit Carbogen (95% Sauerstoff und
5% Kohlenstoffdioxid) wurde Uber den gesamten Zeitraum ab der Herstellung
gewahrleistet. Nach mindestens 30 Minuten Kiuhlung und Begasung erfolgte die

Adjustierung des pH-Wertes.
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aCSF-Praparationslosung auf 500ml

Substanz Konzentration [mM] Volumen [ml]
NacCl 125
KCI 4
NaHCO:s; 25 >0
NaH2PO4 1,25
CaClz-Dihydrat 0,5 0,25
MgClz-Hexahydrat 6 3
Glukose-Monohydrat 10 2,5

Tabelle 5: Zusammensetzung der aCSF-Préparationslésung auf ein Zielvolumen von 500ml.

Als zweite Losung fur das Experiment erfolgte die Herstellung von 1000ml einer aCSF-

Messlosung (siehe Tabelle 6). 2 x 200ml dieser Lésung wurden in zwei Becherglaser

(a2 250ml) geflllt und bei Raumtemperatur mit Carbogen begast. Sie dienten fur die

spatere Adaptation der Hirnschnitte. Die verbliebenen 600ml der aCSF-Messldsung
wurden in einem Wasserbad (Lauda Dr. R. Wobser GmbH & Co. KG, Lauda-

Kdénigshofen, Deutschland) von 37°C erwarmt und ebenso mit Carbogen begast. Auch

hier erfolgte eine Erwarmung und Begasung der Losungen von mindestens 30 Minuten

vor der pH-Wert-Einstellung.

aCSF-Messlosung auf 1000ml

Substanz Konzentration [mM] Volumen [ml]
NaCl 125
KCI 4
NaHCO:s 25 100
NaH2PO4 1,25
CaClz2-Dihydrat 2 2
MgCl2-Hexahydrat 1 1
Glukose-Monohydrat 10 5

Tabelle 6: Zusammensetzung der aCSF-Messlésung auf ein Zielvolumen von 1000ml.
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Zur Adjustierung des pH-Wertes wurde eine pH-Elektrode verwendet (Knick
Elektronische Messgerate GmbH & Co. KG, Berlin, Deutschland). Der angestrebte pH-
Wert aller Losungen lag bei 7,4, um eine Anpassung an den physiologischen pH in vivo
zu erzielen. Zum Erreichen des Zielwertes wurden die starke Saure HCI [2M] (Merck
KGaA, Darmstadt, Deutschland) sowie NaOH [1M] als Base (Riedel-de-Haén, Seelze,

Deutschland) verwendet.

3.3.2 Noradrenalin

Zur Durchfuhrung einer Vitalitatskontrolle am Ende jedes Experiments wurde eine
Noradrenalin-Lésung verwendet. Die Herstellung der Losung erfolgte aus
pulverformigem Noradrenalin (NA) (Sigma-Aldrich, Co., St. Louis, Missouri,
USA/Steinheim, Deutschland), das gekuhlt bei 4°- 6°C gelagert wurde. 2mg dieses
NA-Feststoffes wurden abgewogen und mit 2ml NaCl (0,9%) zur Lésung gebracht.
Anschlief3end erfolgte die Lagerung der NA-Losung in einem entsprechenden Aliquot
bei 4°- 6°C.

3.4 Substanzen

341 TTX

Tetrodotoxin (TTX) ist ein bekannter Hemmstoff spannungsgesteuerter Natriumkanale
und verhindert durch Bindung an die entsprechenden Kanale eine Depolarisation und
Verbreitung von Aktionspotentialen in Nervenzellen, was zu einem Verlust der
Erregbarkeit fihrt (Bane et al. 2014). Auf Grundlage des Feststoffes Tetrodotoxin
citrate (M=319,27 g/mol; Biotrend Chemicals AG, Wangen/Zurich, Schweiz) wurde
eine Stammlésung mit einer Konzentration von 2mM hergestellt. Hierzu wurde das
hydrophile TTX in 1,556ml ddH20 geldst. Die Losung wurde anschlie3end zu jeweils
100pl in 0,5ml Eppendorf-Tubes aliquotiert und bei -20°C gelagert.

Um im Experiment die Endkonzentration von 1uM zu erreichen, wurden die 100ul der

TTX-Lésung mit 200ml der aCSF-Messldsung versetzt.

3.4.2 PDP
Propentdyopents (PDPs, M=319,13 g/mol) sind Zwischenprodukte der oxidativen
Bilirubin-Spaltung und damit direkte Vorstufen der Bilirubin Oxidation End Products
(BOXes). Sie liegen in unterschiedlichen Isomeren vor. In dieser Arbeit wurden sowohl
die Isomere Z-PDP A1/A2 (nachfolgend als PDP A bezeichnet) als auch Z-PDP B1/B2
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(nachfolgend als PDP B bezeichnet) untersucht. Zum Einsatz kamen die isolierten
Formen von PDP A und PDP B.

Die Herstellung der PDPs erfolgte durch Herrn Marcel Ritter in Zusammenarbeit mit
Herrn Hannes Richter vom Institut fur Anorganische und Analytische Chemie Jena
(IAAC).

Als Ausgangssubstanz der PDP-Gewinnung diente Bilirubin. 5g des Bilirubins
(8,6 mmol) wurden zunachst flur 24 Stunden in Natronlauge von 5M (2,51) geldst. Es
folgte eine Adjustierung des pH auf 7,5 mithilfe von HCI [2M]. In einem Zeitraum von
4 Stunden wurde eine 50%ige Wasserstoffperoxid-Losung (H202) hinzugegeben, um
eine Endkonzentration von 1% zu erreichen. Anschliel3end wurde das Gemisch Uber
20 Stunden geruhrt. Die PDPs konnten mithilfe einer Festphasenextraktion
(hydrophilic lipophilic balanced Kartuschen) aus der wassrigen Phase extrahiert
werden. Daraufhin folgte die Trocknung der Einzelisomere in einer Vakuumzentrifuge.
Die praparative Hochdruckflussigkeitschromatographie (HPLC) wurde mit einer
HTEC C18-Saule (5um, 250 x 16mm, Macherey Nagel) und SPD-10AV UV/Vis-
Detektion bei 280nm durchgefliihrt. Im direkten Anschluss an die Chromatographie
erfolgte ein Gefrieren der HPLC-Fraktionen mit flussigem Stickstoff (-196°C). Somit
sollte eine Isomerisierung der Einzelisomere zu ihren jeweiligen Konstitutionsisomeren
verhindert werden. Zur Gewahrleistung der Reinheit der Einzelisomere erfolgte eine
erneute Trocknung. Die stabilen Einzelisomere wurden folglich in den gewilinschten
Mengen und Konzentrationen in Falcon-Tubes aufgeteilt. Hierbei wurde die Menge pro
Falcon-Tube so gewanhlt, dass im Experiment nach Lésung des PDP-Feststoffes in
30ml aCSF-Messlosung eine Endkonzentration von 0,5uM erreicht war. Die Lagerung

der lichtgeschutzten Falcon-Tubes erfolgte gekuhlt bei 4°- 6°C.

3.4.3 BOX

Bilirubin Oxidation End Products (BOXes, M=179,2 g/mol) stellen das endgultige
Abbauprodukt des oxidativen Bilirubinabbaus dar. Die Unterscheidung der BOXes
erfolgt anhand verschiedener Isomere Z-BOX A1/A2 (nachfolgend BOX A genannt)
und Z-BOX B1/B2 (nachfolgend BOX B genannt).

Die beginnenden Schritte der Herstellung von BOXes verliefen aquivalent zum oben
beschriebenen Pfad der PDP-Gewinnung. Nach dem 20-stiindigen Ruihren des
Gemisches wurden BOXes durch die Zugabe von Chloroform vom Hamoglobin

extrahiert. Nach Auftragen der wassrigen Phase der Chloroform-Extraktion erfolgte
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eine Waschung mit Wasser. Fur die anschlieRende Auswaschung der Intermediate
wurde ein Gemisch von Acetonitril und Wasser im Verhaltnis von 1:4 verwendet. Die
folgenden Schritte der Herstellung und Trocknungsprozesse entsprachen wiederum
der bereits beschriebenen PDP-Herstellung.

Die Menge an BOX A oder B pro Falcon-Tube ermdglichte nach Losung in 30ml aCSF-
Messldsung eine Endkonzentration von 5uM. Aquivalent zu den PDPs wurden BOXes
ebenfalls in lichtgeschitzten Falcon-Tubes bei einer Temperatur von 4°- 6°C gelagert.
Neben den Versuchsansatzen mit isolieten PDP oder BOX-lsomeren erfolgten
aulRerdem Experimente mit einer Kombination der Substanzen PDP A und BOX A.
Hierbei ist zu beachten, dass die Konzentration von PDP A und BOX A im Falcon Tube
so gewahlt wurde, dass nach Losung in 30ml aCSF-Messlésung Endkonzentrationen
von PDP A (0,5uM) und BOX A (5,0uM) erreicht wurden.

3.4.4 NS1619
Das Benzimidazolon NS1619 ist ein Offner der BK-Kanéle (Tang et al. 2003). Zur
Herstellung einer 10mM NS1619-Stammlésung wurden 5mg des pulverférmigen
NS1619 (Sigma-Aldrich, Co., St. Louis, Missouri, USA/Steinheim, Deutschland) in
1,380ml Dimethylsulfoxid (DMSO) (Sigma-Aldrich, Co., St. Louis, Missouri,
USA/Steinheim, Deutschland) geldst. Die Stammldsung wurde in 90ul Aliquots
aufgeteilt und diese lichtgeschitzt bei einer Temperatur von 4°- 6°C aufbewahrt. Durch
die Losung eines Aliquots der NS1619-Stammldsung in 30ml der aCSF-Messlésung

ergab sich eine Endkonzentration von 30uM NS1619 im Experiment.

3.5 Teilprojekt 1 und 2

3.5.1 Hirnschnittpraparation
Zunachst wurde das Versuchstier in einer Glasglocke mittels 0,3ml Isofluran (1 ml/ml,
CP-Pharma, Burgdorf, Deutschland) inhalativ anasthesiert. Nach Einsetzen der
Schnappatmung wurde das Tier entnommen und Erfolg und Tiefe der Anasthesie
mittels eines negativen Zehenzwischenreflexes bestatigt. Es folgte die Dekapitation
des Tieres mithilfe einer Schere. Im Anschluss wurden Haut und Fell vom Schadel der
Maus mithilfe einer kleinen Schere entfernt. Bei juvenilen Tieren erfolgte die
Entfernung unter Raumluft. Bei den adulten Tieren wurde dies bereits in einer
Petrischale vorgenommen, welche mit eiskalter aCSF-Praparationslosung geflllt war,

um das Gehirn schneller abzukihlen und damit der héheren Ischamiegefahr der

41



adulten Tiere vorzubeugen. Nach vollstandiger Entfernung des Fells und der Kopfhaut
wurde der Schadel in eine Praparationsschale mit kalter aCSF-Praparationslosung
transferiert und mithilfe einer spitzen Pinzette durch beide Orbitae fixiert. Die weitere
Praparation erfolgte unter Zuhilfenahme eines Auflicht-Stereo-Mikroskops
(Kaps SOM 82, Karl Kaps GmbH & Co. KG, ARlar, Deutschland). Zunachst wurde die
intakte Schadelkalotte mithilfe einer Federschere Uber dem okzipitalen Teil des
Schadels, am Ubergang der Sutura lambdoidea zur Sutura sagittalis erdffnet
(Abbildung 8, Nr. 1). Daraufhin erfolgte ein Schnitt entlang der Sutura sagittalis nach
frontal bis auf Héhe der Sutura coronaris (Nr. 2). Es folgten vier Schnittflihrungen nach
lateral entlang der Suturae coronaris (Nr. 3) und /lambdoidea (Nr. 4) in beide
Richtungen bis zur Schadelbasis. Nun konnte die Schadelkalotte beidseitig nach
lateral abgeklappt und ganzlich entfernt werden (Nr. 5), um eine Verletzung des
Hirnparenchyms durch die scharfen Schnittkanten zu vermeiden. Auch der
verbliebene okzipitale Anteil des Schadelknochens wurde nach kaudal geklappt,
sodass das Gehirn vollstandig freigelegt war. Mithilfe eines Skalpells (Prazisa Fig. 20,
Dahlhausen Medizintechnik GmbH) wurde das Gehirn nach okzipital vom Kleinhirn

und nach frontal vom frontalen Pol durch eine gerade Schnittflhrung abgetrennt.

>
w Sutura Iambdoidea"'-.._
Frontal «eeeeees.. o) .Suturasagittalis,-". 1 .  Kaudal
;"‘Sutura coronaris .
>

Abbildung 8: Préparationsschritte des Mausschédels: Erbffnung der Schédelkalotte (1),
Léngsschnitt entlang der Sutura sagittalis (2), laterale Schnitte entlang der Sutura coronaris

(3) und Sutura lambdoidea (4) beidseits, Abklappen der Kalottenhélften nach lateral (5).

Das separierte Gehirn konnte mit einem Spatel aus dem verbliebenen
Schadelknochen befreit und auf die Praparate-Platte des Vibrotoms (Leica VT1200 S,
Leica Biosystems Nussloch GmbH, Wetzlar, Deutschland) transferiert werden. Die

Fixierung auf dieser Platte erfolgte mit handelstblichem Sekundenkleber (UHU GmbH
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& Co. KG; Buhl, Deutschland). Zur Optimierung der Fixation wurde das Gehirn zuvor
mithilfe von Filterpapier von Uberschiussiger Praparationslosung befreit. Die Fixation
erfolgte frontalseitig, sodass der Hirnstamm nach oben zeigte. Die Platte wurde
anschlie®end unverzuglich in die Kammer des Vibrotoms eingebracht und diese mit
eiskalter Praparationslosung befillt.

Das Vibrotom wurde stets vor Beginn der Praparation mit einer neuen Schnittklinge
(Superior Stainless Steel Double Edge, Astra) ausgestattet und adjustiert. Die
Parameter wurden auf eine Vorschubgeschwindigkeit von 0,12mm/s, eine Schnittdicke
von 350pm und eine Amplitude von 1mm eingestellt.

Nach Verwerfung des ersten Hirnschnitts, aufgrund unbekannter Dicke, wurden in der
Regel acht Hirnschnitte angefertigt, die sofort in ein Becherglas transferiert wurden
(zwei Becherglaser a 4 Hirnschnitte). Die Becherglaser waren hierbei mit
raumtemperierter aCSF-Messlosung geflllt und dauerhaft mit Carbogen begast und
ermoglichten somit eine Adaptation der Hirnschnitte an die Temperatur bzw. die
geanderte lonenzusammensetzung im Vergleich zur Praparationslosung. Die

Zeitdauer der Adaptation umfasste mindestens 30 Minuten.

3.5.2 Differentialinterferenzkontrast-Mikroskopie

Nach Ablauf der Adaptationszeit erfolgte die mikroskopische Betrachtung der
Hirnschnitte. Hierzu wurde ein Differentialinterferenzkontrast-Mikroskop (DIC) (Eclipse
FN 1, Nikon Instruments, Tokio, Japan) mit einem Wasserimmersionsobjektiv (Nikon
LWD 16x/0.80W DIC N2, Nikon Instruments, Tokio, Japan) verwendet.

Das mikroskopische Bild wurde mit einer Kamera (C7500-11, Hamamatsu Photonics,
Hamamatsu, Japan) mit Videoverstarker und Vergrofderungsfaktor aufgenommen.
Mittels eines Analog-Digital-Wandlers (C2400-60, Hamamatsu Photonics,
Hamamatsu, Japan) wurde das analoge Bild auf einen herkdmmlichen Computer
Ubertragen und Uber das Computerprogramm View Creator Pro (Version 1.7.3.0401,
AdLink, Neu-Taipeh, Taiwan) auf dem Bildschirm betrachtet.

Nach Ablauf der Adaptationszeit der Hirnschnitte in den Becherglasern wurde jeweils
ein Hirnschnitt in die Messkammer des DIC-Mikroskops Uberfihrt. Die Messkammer
wurde hierbei kontinuierlich mit Hilfe einer Peristaltikpumpe (Modell: PLP380, Behr
Laborschlauchpumpe, Seriennummer 160100011, Ddusseldorf, Deutschland) mit
warmer aCSF-Messlosung von ca. 35°C mit einer Geschwindigkeit von 5 ml/min

(27rpm) perfundiert. Um eine konstante Temperatur zu gewahrleisten, wurde das
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Schlauchsystem zusatzlich Uber ein Warmesystem/Temperaturregler (Badcontroller
V, Luigs & Neumann GmbH, Ratingen, Deutschland) auf 32,5°C adjustiert.

Es erfolgte die Suche nach einem geeigneten Gefallkanschnitt einer penetrierenden
Arteriole in Schicht II/lll des zerebralen Kortex. Die Arteriolen mit einem Durchmesser
von mindestens 15um verliefen im besten Fall senkrecht zur Kortexoberflache und
lieRen sich bis in Kortexschicht VI nachverfolgen (Abbildung 9). Sowohl Vorder- als

auch Ruckseite des Hirnschnitts wurden bei der Gefaldsuche bericksichtigt.

Abbildung 9: Schematische Darstellung der Kortexschichten I-VI des Maushirns.

3.5.3 Versuchsdesign und —ablauf
Zur elektrischen  Stimulation wurde eine extrazellulare  konzentrische
Stimulationselektrode (Mini 25, ZR, Luigs & Neumann, Ratingen, Deutschland)
verwendet. Die Elektrodenspitze wurde im Vorfeld in einem Winkel von etwa 90°
gebogen, sodass die Elektrode senkrecht von oben in das Hirnparenchym an der
ausgewahlten Stelle eingestochen werden konnte.
Hierzu wurde der Hirnschnitt optimal unter dem Mikroskop ausgerichtet, sodass die
Arteriole moglichst senkrecht im Bild verlief. AnschlieBend konnte die extrazellulare
konzentrische Stimulationselektrode in der nahen Umgebung des Gefalles positioniert
werden. Hierzu wurde die Arteriole bis in Schicht VI des zerebralen Kortex nachverfolgt
und eine Positionierung der Elektrode in unmittelbarer Nachbarschaft zum Gefal®

angestrebt, wobei ein direkter Kontakt zum jeweiligen Gefaly oder moglichen
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GefalRabgangen vermieden wurde. Die Elektrode wurde schrittweise mit langsamer
Geschwindigkeit in das Hirnschnittgewebe abgesenkt, bis ein Einstich der

Elektrodenspitze unter dem Mikroskop zu erkennen war (Abbildung 10).

Abbildung 10: Aufnahme der Elektrodenpositionierung in Kortexschicht VI in Nachbarschaft zu

einer intraparenchymalen Arteriole.

Die Funktionsfahigkeit der Elektrode wurde an jedem Versuchstag vor Beginn des
Experiments Uberprift. Nach Positionierung der Elektrode wurde eine
Ubersichtsaufnahme angefertigt, um den Zustand des Hirnschnitts zu Beginn des
Experiments festzuhalten.

Der ausgewahlte Gefalkabschnitt in Schicht 1l/l1ll wurde wieder aufgesucht und mit
einer 16-fachen Vergroflierung fur den Ablauf des Experiments eingestellt.

Es begann ein 100-minutiger Zeitabschnitt, der zur Einwaschung der
Hamoglobinabbauprodukte bzw. der zu untersuchenden Substanz (ab Minute 10)
genutzt wurde und gleichzeitig eine Uberpriifung der Stabilitdt des Versuchsaufbaus
gewahrleistete (Baseline) (Abbildung 11). In dieser Zeit wurden in funfminGtigen
Zeitabstanden Einzelbilder der Arteriole aufgenommen. Aufgrund der
Lichtempfindlichkeit der Hamoglobinabbauprodukte wurden alle Experimente unter
weitgehender Verdunkelung durchgefihrt und die Lichtquelle des Mikroskops lediglich

fur den kurzen Zeitraum der Aufnahmen aktiviert.
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Elektrode

Perfusion mit HDP

Minute 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Abbildung 11: Zeitlicher Ablauf der Baseline: 100-miniitige Baseline nach
Elektrodenpositionierung mit Einzelbildern des Gefél3es in Intervallen von 5 Minuten; ab
Minute 10 (Pfeil) Perfusion des Hirnschnitts mit Himoglobinabbauprodukt (HDP).

3.5.4 Elektrische Stimulation

Die elektrische Stimulation erfolgte mit vier Stimulationsstarken von 2V, 4V, 6V und
8V, die in aufsteigender Intensitat appliziert wurden. Der elektrische Stimulus wurde
durch einen Pulsstimulator (Isolated pulse stimulator [Modell 2100], A-M-Systemes,
Sequim, USA) durch eine Pulsfolge von 100 Einzelimpulsen erzeugt. Diese hatten
jeweils eine Lange von 200us bei einer Frequenz von 50Hz, wodurch eine
Gesamtlange der Pulsfolge von 2 Sekunden erreicht wurde.

Vor Beginn jeder Stimulation (definiert als Zeitpunkt Os) wurden drei Einzelaufnahmen
der Arteriole im Abstand von 10 Sekunden zu den Zeitpunkten -30s, -20s und -10s
generiert. Somit konnte die Ausgangssituation der Arteriole vor jeder Stimulation
bestimmt und eine Baseline fur die jeweilige Stimulationsstarke hervorgebracht
werden.

Auf die elektrische Stimulation folgte ein Zeitintervall von 10 Minuten zur Beobachtung
der dynamischen Gefalireaktion (Abbildung 12). Hierzu wurden innerhalb der ersten 5
Minuten Einzelbilder im Abstand von 10 Sekunden angefertigt, in den darauffolgenden
5 Minuten vergroRerte sich das Zeitintervall auf 15 Sekunden. Am Ende jeder

Stimulationsstarke lagen 54 Aufnahmen des Gefaldes vor.
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elektrischer Impuls Vitalitdtskontrolle

}

2V 4V : 8V NA
Minute 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Abbildung 12: Zeitlicher Ablauf der elektrischen Stimulation: elektrischer Impuls in

aufsteigenden Stimulationsstérken (2V, 4V, 6V und 8V), nach jeder Stimulation 10-minitige
Beobachtungsphase; Abschluss des Experiments: Vitalitdtskontrolle des GefédlRes durch

Applikation von 10ul Noradrenalin (NA).

3.5.5 Priifung der GefaRvitalitat
Zum Ende jedes Experiments wurde eine Prifung der Vitalitdt der Arteriole
vorgenommen. Die Perfusion der Messkammer wurde unterbrochen und 10ul einer
Noradrenalin-Lésung hinzugefligt. Es folgte ein 5-minltiger Beobachtungszeitraum, in
dem mindtlich eine Aufnahme des GefalRabschnitts erfolgte. Eine positive
Vitalitatskontrolle kennzeichnete sich durch eine deutliche Vasokonstriktion. Erfolgte
bei der Prifung keinerlei Gefalireaktion oder eine Vasodilatation, wurde das jeweilige

Experiment aus der Auswertung ausgeschlossen.

3.5.6 Auswertung des GefaBdurchmessers

Die Auswertung der dynamischen Gefalreaktion auf die elektrische Stimulation wurde
mithilfe des Programms Image J (1.52q, Java 1.8.0_172, 64 bit, Wayne Rasband,
National Institute of Health, USA) vorgenommen. Alle aufgenommenen Einzelbilder
einer Stimulationsstarke wurden hierzu in das Programm eingefugt und chronologisch
entsprechend der zeitlichen Abfolge sortiert. Die Bildqualitat konnte durch Anpassung
der Kontraststarke verbessert und somit die Auswertung erleichtert werden.

Die Veranderungen des Gefallddurchmessers wurden anhand eines Gefallabschnitts
von 50um Lange analysiert. Hierzu wurde die innere Gefalwand auf drei definierten
Messhohen bestimmt (,Point A“ der Werkzeugleiste in Image J) (Abbildung 13).

Die erhobenen Daten wurden in eine Excel-Tabelle uberfuhrt. Aus den Werten einer
Messhohe wurde der innere Gefallddurchmesser an dieser Stelle bestimmt und
schliel3lich die Werte der drei Messhohen zu einem Gesamtdurchmesser fur jedes Bild
gemittelt. Somit konnte fir jeden Messzeitpunkt ein mittlerer GefaRdurchmesser
bestimmt werden. Durch die Beobachtungsdauer von 600 Sekunden wurde somit die

dynamische Gefalireaktion analysiert.
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Abbildung 13: Auswertung des inneren GefdlRdurchmessers einer intraparenchymalen
Arteriole in Kortexschicht Il/lll auf drei definierten Messhéhen (violette Querstriche) (iber

einen Abschnitt von 50 um.

3.5.7 Statistik
Zur statistischen Auswertung und Generierung der Grafiken wurde das Programm
OriginPro 2021 verwendet.
Zur Evaluation der Ergebnisse wurden im Vorfeld bestimmte Ein- und
Ausschlusskriterien definiert, die fur eine mdglichst hohe Validitat der Ergebnisse
sorgen und statistische Verzerrungen verhindern sollten. Ein Einschluss der
experimentell erhobenen Daten in die Auswertung fand nur statt, wenn der
GefalRdurchmesser der Arteriole im Mittel groRer als 15um mafd. Aulderdem wurden
alle Tiere ausgeschlossen, die zum Ende des Experiments keine positive
Vitalitatskontrolle auf Noradrenalin zeigten. Diskrepanzen der Nachgenotypisierung
zum initial bestimmten Genotyp hatten zu einem Ausschluss des jeweiligen
Versuchstieres gefuhrt, kamen aber in diesen Experimenten nicht vor.
Zur statistischen Auswertung wurde initial betrachtet, ob bei der jeweiligen
Stimulationsstarke von 2V, 4V, 6V oder 8V eine Vasokonstriktion Uber 5%
stattgefunden hat. Nur wenn diese Bedingung erflillt war, wurden die Parameter der
dynamischen Gefalantwort fau, A7 und AUC eingeschlossen. Die Amplitude der

Gefalreaktion wurde auch bei einer geringeren Kontraktion (< 5%) eingeschlossen,
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um eine Uberschatzung der Vasokonstriktion einer Versuchsgruppe zu vermeiden.
Der Zeitpunkt der maximalen Kontraktion nach elektrischer Stimulation (Sekunde 0)
wurde bestimmt, konnte allerdings nur in die Auswertung einflie3en, wenn dieser >70s
und <350s mald. Bei dieser Grenzwertsetzung wurde davon ausgegangen, dass
Kontraktionen aullerhalb dieses Zeitraums nicht durch die elektrische Stimulation
verursacht wurden, sondern vielmehr als Artefakte anderer Einflussfaktoren galten.
Ein weiteres Ausschlusskriterium fur die Parameter der Zeitkonstante tau, A7 und AUC
stellte eine Zeitkonstante tau von >2500s dar. Die Berechnung von tau erfolgte Gber

die Ermittlung einer exponentiellen Kurve (fit), die mdglichst eng an den Verlauf der

(x—x0)
Gefallaufweitung nach Kontraktion angepasst wurde: y = y0 + A1 X (1 — e( tau )>

Bei extrem hohen Werten flr die Zeitkonstante tau >2500s war diese Art der
Berechnung nicht mehr geeignet, da es sich augenscheinlich nicht mehr um einen
exponentiellen Verlauf der GefaRaufweitung, sondern vielmehr um eine annahrend
lineare Kurve handelte.

Die statistische Auswertung der Ergebnisse umfasste verschiedene definierte
Parameter, um die Charakteristiken der dynamischen Gefalireaktion moglichst
ganzheitlich abzubilden (Abbildung 14). Betrachtet wurden hierbei die Amplitude der
maximalen Gefal3kontraktion nach elektrischer Stimulation und der Zeitpunkt dieser
maximalen Kontraktion. Aulderdem erfolgte eine Berechnung der Zeitkonstante tau
(wie bereits beschrieben), welche den zeitlichen Verlauf der GefaRaufweitung nach
stattgefundener Kontraktion erfasst. Um zu evaluieren, in welchem Umfang die
Gefallrelaxation nach der Kontraktion stattfindet, wurde der Parameter A1
berucksichtigt.

Um die genannten Parameter durch einen einzelnen Wert zu erfassen, wurde die area

under the curve (AUC) berechnet: % X (x14x2) x (t2 —t1).
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Abbildung 14: Schematische Erlduterung der Auswertungsparameter der Teilprojekte 1 und 2
anhand einer exemplarischen GefédBreaktion (rote Kurve): Zeitpunkt der maximalen
Kontraktion (griin), Amplitude der maximalen Kontraktion (violett), exponentielle Fit-Kurve zur
Berechnung der Zeitkonstante tau (cyanblau), A1 — Aufweitung des GefdlRes nach Kontraktion

(orange).

Zur Signifikanztestung wurde das Programm SPSS Statistics (Version 27.0.0.0)
verwendet. Es erfolgte die statistische Analyse mittels verallgemeinerter
Schatzungsgleichungen in einem linearen Modell. Hierbei wurde der zu
untersuchende Parameter im Hinblick auf die Pradiktoren Alter, Interventionsgruppe
und Spannung betrachtet. Es wurden entweder einfache Vergleiche vorgenommen
(bei Interventionen und Alter) mit Bezug auf eine Referenzgruppe bzw. einen
Referenzparameter oder paarweise Vergleiche (Stimulationsstarken), um alle
Variablen der Betrachtung gegeneinander zu vergleichen. Die Auswertung des
zweiten Teilprojekts umfasste fur die Parameter fau, AUC und A7 explorative
Datenanalysen, die eine rein deskriptive Beschreibung der erhobenen Daten
ermoglichten. Aufgrund des eingeschrankten Datenumfangs wurde hierbei auf eine
statistische Auswertung der genannten Parameter verzichtet.

Das Signifikanzniveau wurde auf p<0,05 festgelegt. Alle Werte, die unterhalb dieses
Niveaus lagen, wurden damit als statistisch signifikant gewertet. Die Angabe der

Anzahl n der eingeflossenen Daten erfolgte in zwei verschiedenen Formen. Die Gréle
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na = animals (Dt. Tiere) gab demnach die Anzahl der Tiere der entsprechenden
Versuchsgruppe an. Die Bezeichnung ns = stimulation (Dt. Stimulation) bezog sich auf
die Anzahl der Stimulationen, die in die Auswertung eingeflossen sind. Diese
entspricht allerdings nicht der Anzahl der Tiere, da pro Versuchstier mehrere
Stimulationen (max. 4) in die Auswertung eingeflossen sind.

Die Ergebnisdarstellung erfolgte stets unter Angabe der Mittelwerte + Standardfehler
(SEM). Die Diagramme wurden mithilfe des Programms OriginPro 2021 erstellt und
anschlieend mit CoreIDRAW X7 bearbeitet.

3.6 Teilprojekt 3

3.6.1 Versuchstiere
Wie bereits bei Teilprojekt 1 und 2 dienten Slo 1-Wildtyp-Mause als Versuchstiere
(Slo 1 +/+). Zu Verwendung kamen in diesem Fall ausschlieB3lich adulte Tiere, die ein
Alter von mindestens 60 Tagen erreicht hatten. Die Haltung der Versuchstiere und
Rahmenbedingungen entsprachen den bereits beschriebenen Gegebenheiten. Die
Versuchsreihe war mittels eines Tierversuchsantrags (Kurztitel: Zerebrale und retinale

Gefallregulation) genehmigt und durch die Lizenznummer UKJ19-029 legitimiert.

3.6.2 Versuchsdesign und —ablauf
Die eingeschlossenen 20 Tiere wurden in vier Kohorten a 5 Tiere aufgeteilt und mit
verschiedenen Interventionen behandelt. Es erfolgte bei allen Tieren zunachst ein
operativer Eingriff zur Freilegung der Cisterna magna und intrathekalen Applikation
der zu untersuchenden Substanzen PDP A+B, BOX A+B oder vendses Eigenblut mit
jeweils 30ul. Als Kontrolle diente eine sham-Kohorte. Die Tiere dieser Gruppe erhielten
die gesamte Prozedur des operativen Eingriffs inklusive Punktion der Cisterna magna,
allerdings ohne Injektion einer Substanz. Auf die Operation folgte eine 28-tagige
Beobachtungszeit, in der das Verhalten und die Belastung der Tiere taglich anhand
eines erstellten Score-Sheets (gemall der Vorgaben des Tierversuchsantrags UKJ-
19-029) beurteilt wurden. Zusatzlich erfolgte eine tagliche Gewichtskontrolle. An den
postinterventionellen Tagen 1 und 2 erhielten alle Tiere das Analgetikum Meloxicam
(cp-pharma, 0,5 mg/ml Suspension, Burgdorf, Deutschland) in gewichtsadaptierter
Konzentration und die Wundheilung der Inzisionsstelle wurde kontrolliert. An Tag 28
post interventionem erfolgte, nach abschlieRender Gewichtskontrolle und Scoring, die

Toétung der Tiere mit dem Ziel der Organentnahme des Gehirns. Dieses wurde fixiert
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und kryokonserviert, bevor Hirnschnitte angefertigt wurden. Die Hirnschnitte wurden
durch ein Farbeverfahren mit fluoreszierenden Antikdrpern gefarbt und anschlie3end

unter einem Laser-Scan-Mikroskop betrachtet und ausgewertet.

3.6.3 Operative Freilegung der Cisterna magna — intrathekale
Applikation

60 Minuten vor der Durchflihrung des operativen Eingriffs wurde das Verhalten aller
Tiere eingestuft, das Gewicht ermittelt und eine perorale analgetische Pramedikation
mit Meloxicam vorgenommen. In einer Inhalationskammer erfolgte die funfminutige
Einleitung der Anasthesie mittels eines Verdampfers (Vapor 19.3, Abbott, Dragerwerk
AG Lubeck, Deutschland) mit 3%igem Isofluran (1 ml/ml, CP-Pharma, Burgdorf,
Deutschland). Im Anschluss wurde die Konzentration des Anasthetikums auf 2,5% fur
weitere 3 Minuten reduziert. Das anasthesierte Tier wurde daraufhin in den OP-
Bereich transferiert und die Anasthesie dort inhalativ mit 2%igem Isofluran
aufrechterhalten. Die Sauerstoffflussrate und Raumluftflussrate betrug jeweils
150 ml/min (Gasgemischeinheit FMI, Fohr Medical Instruments GmbH, Serien-Nr.
150222). Auf dem gewarmten OP-Tisch wurde die Maus anschliel3end fixiert und mit
Viscophthal-Augensalbe (2mg Carbomer pro 1g Augensalbe, Bausch, Dr. Winzer
Pharma GmbH, Berlin) versorgt, um ein Austrocknen der Bulbi wahrend der OP zu
verhindern. AnschlieRend erfolgte die Rasur des OP-Gebietes am Hinterhaupt
zwischen Ohren und Nacken mit anschlieBender Desinfektion. Zur Sicherstellung der
Anasthesiequalitat erfolgte vor Beginn des invasiven Eingriffs die negative Kontrolle
des Zehenzwischenreflexes am Hinterlauf. Bei erloschenem Reflex wurde daraufhin
die Inzisionsstelle mit Lidocain (Lidocainhydrochlorid 2%, 20,0 mg/ml Injektionslosung,
bela-pharm) subkutan unterspritzt.

Der operative Eingriff erfolgte unter Zuhilfenahme eines Stereomikroskops (ZEISS
Stemi 305 trino, ZEISS, Serien-Nr. 3947000499). Zunachst erfolgte eine
Mittellinieninzision von nasal nach okzipital durch Fell und Haut des Tieres und
daraufhin die Freilegung und Praparation der Cisterna magna. Zu diesem Zweck
wurde mithilfe von 3-0-Ethicon-Faden die oberflachliche Nackenmuskulatur lateral
fixiert, um einen freien Zugang zur Cisterna magna zu ermdglichen. Zum Erhalt der
Gewebsfeuchtigkeit im OP-Gebiet wurde dieses mit 0,9% NaCl befeuchtet. Im
weiteren Verlauf erfolgte die Punktion der Cisterna magna mit einer 30G-Kanule und

30ul des entsprechenden Hamoglobinabbauprodukts bzw. des Eigenbluts wurden
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mithilfe einer Injektionspumpe (Aladdin single syringe pump 220V, World Precision
Instruments Germany GmbH, AL-1000, Serien-Nr. 302740) in einer Geschwindigkeit
von 15 pl/min linksseitig injiziert.

Die Eigenblutentnahme erfolgte intraoperativ vor der Injektion durch Punktion der
lateralen Schwanzvenen.

Nach erfolgreicher Injektion konnte die Anasthesie auf 1,5% reduziert werden und es
folgte eine flinfminlitige Wartezeit, um eine adaquate Verteilung der injizierten
Flussigkeit im Liquorraum zu gewahrleisten. Im Anschluss wurde die Kanule vorsichtig
aus der Cisterna magna entfernt, die Nackenmuskeln wurden von ihrer lateralen
Fadenfixierung befreit und die anatomischen Verhaltnisse wiederhergestellt. Die
Wundrander wurden adaptiert und mittels eines 5-0-Ethicon-Fadens mit
Einzelknopfnahten verschlossen. In der Regel waren hierzu funf Stiche notwendig.
Nach Beendigung des operativen Eingriffs wurden die Tiere gewogen und zur

Regeneration in den Heimatkafig versetzt sowie mit Nassfutter ad libitum versorgt.

3.6.4 Hirnpraparation

Die Tétung der Versuchstiere und Praparation der Gehirne erfolgte am postoperativen
Tag 28. Dabei entsprach das Vorgehen bei Freilegung des Gehirns weitgehend der
Beschreibung des Teilprojekts 1 und 2.

In einer Glasglocke wurde das Tier zunachst mittels 0,3ml Isofluran (1 ml/ml, CP-
Pharma, Burgdorf, Deutschland) per inhalationem anasthesiert. Nach Einsetzen der
Schnappatmung und negativer Kontrolle des Zehenzwischenreflexes erfolgte die
Dekapitation des Tieres mithilfe einer Schere. Anschliel3end wurde die Schadelkalotte
eroffnet und die Dura mater entfernt, sodass das Gehirn schlief3lich frei lag. Das Gehirn

konnte daraufhin herausgehebelt und fur das weitere Vorgehen fixiert werden.

3.6.5 Kryokonservierung und Hirnschnittverfahren

Losungen fiur die Fixierung und Kryokonservierung

Verschiedene Losungen waren fur die Fixierung und Kryokonservierung der Hirne
notwendig und wurden im Vorfeld vorbereitet.

Die PBS-L6sung wurde auf der Basis von 2500ml einfach destilliertem Wasser (dH20)
hergestellt. Zu diesem wurden 87,5ml der Stock 2-Saure gegeben. Anschlielend
erfolgte die Titration der Lésung auf einen pH von 7,4. Hierzu wurden ca. 400ml der

Stock 1-Base verwendet. Im letzten Schritt wurde die Losung mit dH20 aufgefullt bis
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ein Zielvolumen von 5000ml erreicht war. Die Zusammensetzung der Stock 1-Base

und Stock 2-Saure konnen der Tabelle 7 enthommen werden.

PBS-L6sung
Stammlosung Substanz Menge
NaH2PO4 anhyd 42,588¢g
Stock 1-Base NaCl 238,435¢g
dH20 Ca. 3000ml
NaH2PO4 H20 41,3979
Stock 2-Saure NaCl 238,4349
dH20 Ca. 3000ml

Tabelle 7: Zusammensetzung der PBS-L6sung.

FUr die Herstellung der Saccharose-Losung wurde die entsprechende Menge an
Saccharose (D(+)-Saccharose, Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland)
in 50ml PBS gel6st und anschlielend durch Hinzugabe weiterer PBS-LOsung auf ein

Volumen von 100ml aufgeflllt (Tabelle 8).

Saccharose-Losung

Konzentration Substanz Menge
. Saccharose 10g
10%-Lo6sung
PBS 100ml
Saccharose 30g
30%-Losung
PBS 100ml

Tabelle 8: Zusammensetzung der Saccharose-L6sung.

Die Antifreeze-L6sung wurde aus 300ml Ethylglycol (99,5%, Sigma-Aldrich, Co., St.
Louis, Missouri, USA/Steinheim, Deutschland), 500ml Phosphatpuffer und 0,2g
Natriumacid hergestellt. Portionsweise wurden anschlieend 150g Glukose (Glucose
Monohydrat, Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland) eingerthrt und die
Losung mit ca. 200ml dH20 aufgefullt, bis ein Zielvolumen von 1000ml erreicht war
(Tabelle 9).

Die Herstellung des Phosphatpuffers erfolgte entsprechend der Mengenangaben in

Tabelle 10.
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Antifreeze-Lésung (1000ml)

Substanz Menge
Ethylglycol 300ml
Phosphatpuffer 500ml
Natriumacid 0,29
Glukose 1509
dH20 Ca. 200ml

Tabelle 9: Zusammensetzung der Antifreeze-Losung.

Phosphatpuffer fiir Antifreezel6sung (1000ml)

Stammlésung Substanz Menge
NaH2PO4 7,098¢g
Stock 1 (Base, 500ml)
dH20 Ca. 500ml
) NaH2PO4 H20 13,799¢g
Stock 2 (Saure, 1000ml)
dH20 Ca. 1000ml

Tabelle 10: Zusammensetzung des Phosphatpuffers fiir die Antifreeze-Lésung.

Ablauf der Fixierung und Kryokonservierung

Nach erfolgreicher Entnahme des Maushirns folgte die Fixierung und
Kryokonservierung des Organs. Dies wurde in aufeinanderfolgenden Teilschritten
durchgefuhrt. Zunachst wurde das Gehirn direkt nach der Entnahme in ein Falcon-
Tube (15ml) transferiert, welches mit 4%igem Formalin (SAV Liquid, FO4- 0004 %,
pH 7,4) befullt war. Nach 2-3 Tagen wurde das Gehirn in ein weiteres Falcon-Tube mit
10%iger Saccharose-Losung umgelagert. In der Saccharose-Lésung sanken die
Gehirne regelhaft auf den Boden des Tubes ab und konnten anschlieRfend
kryokonserviert werden. Dies erfolgte spatestens nach 3 Tagen. Zur
Kryokonservierung der Gehirne wurde Methylbutan in Trockeneis auf eine Temperatur
von -25°C bis -30°C geklhlt und in dieser Lésung die Gehirne unter Bewegung
konserviert. Dieser Schritt dauerte in etwa eine Minute und wurde gefolgt von dem

Verpacken der Gehirne und Lagerung dieser bei -80°C.

Zur Anfertigung der Hirnschnitte wurde ein Mikrotom (Microtom HM 450, Thermo
Scientific, Waltham, Massachusetts) mit einer speziellen Kuhleinheit (Microtom KS 34,
Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts) verwendet. Das gefrorene Gehirn wurde
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zunachst auf eine Platte geeist, woflir Auffriergel (Tissue-Tek®, Paraform® Tissue
Orientation Gels, Sakura Finetek Europe B.V, Alphen aan den Rijn, Niederlande) bei

-40°C verwendet wurde. Nach dem Einspannen und Adjustieren der Klinge wurde die
Praparateplatte mit dem Gehirn korrekt im Mikrotom positioniert. Anschliel3end
konnten manuell koronare Hirnschnitte einer Dicke von 40um angefertigt werden.

Die Hirnschnitte wurden mit einer Antifreeze-Losung behandelt. Hierzu wurde eine
Zellkulturplatte (TC-Platte 24 Well Standard, Sarstedt AG & Co. KG, Numbrecht,
Deutschland) verwendet. Jede Vertiefung der Platte wurde mit 1ml der Antifreeze-
Lésung beflllt und daraufhin die Hirnschnitte mithilfe eines Pinsels in die Vertiefung
gesetzt. Pro Vertiefung konnten jeweils 7 Schnitte behandelt werden. Nach Abdeckung

der Platte mit Parafilm, erfolgte die Lagerung bei -20°C.

3.6.6 Hirnschnittfarbung

Losungen fur die immunhistochemische Farbung

Fir den Farbeprozess waren verschiedene Ldsungen notwendig, die im Vorfeld
vorbereitet wurden (Tabelle 11).

Zunachst erfolgte die Herstellung der TBS 10x — Losung (engl. tris-buffered-saline).
Hierfur wurden 264,4g Tris-Hydrochlorid (HCI, Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland), 38,8g der Base Tris-Ultra (Tris Ultra Qualitat, Carl Roth GmbH + Co.
KG, Karlsruhe, Deutschland) und 180g NaCl gemischt und mittels HCI auf einen pH
von 7,4 titriert. Bis zum Erreichen des Zielvolumens von 2000ml wurde diese Losung
mit dH20 aufgefullt. Die TBS 10x-Losung konnte mit dH20 schlieRlich fur die
notwendigen Arbeitsschritte der Farbung verdiinnt werden. Hierzu wurde 1 Anteil TBS
10x mit 9 Anteilen dH20 vermischt, sodass die Konzentration des TBS auf 1:10
reduziert wurde.

Die TBS-Plus-Losung wurde aus 100ml TBS, sowie 0,1ml Triton und 3ml Serum

hergestellt.
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TBS-Lésungen

Losung Substanz Menge
Tris-Hydrochlorid (HCI) 264,49
Tris-Ultra (Base) 38,89
TBS 10x
NaCl 180g
dH20 1000ml
TBS 10x 500ml
TBS (1:10)
dH20 4500ml
TBS 100ml
TBS Plus Triton 0,1ml
Serum 3ml

Tabelle 11: Zusammensetzung der TBS-Lésungen (TBS 10x, TBS 1:10, TBS Plus).

Die Gelatine fur die Fixierung der Gehirne auf den Objekttrager bestand aus 1g
Gelatine, 0,1g Chrom-Ill Kaliumsulfat-Dodecahydrat (Carl Roth GmbH + Co. KG,
Karlsruhe, Deutschland) und 200ml dH20 (Tabelle 12). Diese Substanzen wurden
gemischt und nach einer 10minttigen Ruhephase unter standigem Rihren auf 40°C
erhitzt. AnschlieRend wurde die Gelatine durch ein Sieb in ein Vorratsgefal} transferiert

und bei 4°C gelagert.

Gelatine
Substanz Menge
dH20 200ml
Gelatine 19
Chrom-Ill Kaliumsulfat 0,19

Tabelle 12: Zusammensetzung der Gelatine

Zur Farbung und mikroskopischen Auswertung der Gehirnschnitte wurde jeder
6. Schnitt ausgewahlt und in ein Sieb transferiert. Durch diese Auswahl konnte ein
Uberblick Giber das gesamte Gehirn erméglicht werden. Zur Entfernung der Antifreeze-
Ldsung erfolgte zunachst eine Waschung der Hirnschnitte fir 6 x 15 Minuten mit TBS-
Puffer. AnschlieRend wurden die Gehirnschnitte fur 30 Minuten in TBS Plus inkubiert.
Zur immunhistochemischen Farbung wurde der primare Antikdrper anti-SMA rabbit
(anti-alpha smooth muscle actin antibody, Abcam, ab5694) zu den Hirnschnitten

hinzugegeben und Uber Nacht bei 4°C inkubiert.
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Dieser Antikorper wurde zuvor in einer Konzentration von 1:250 in TBS Plus gelost.
Am folgenden Tag erfolgte eine erneute Waschung der Hirnschnitte mit TBS-Puffer fur
3 x 10 Minuten zur Entfernung des ungebundenen primaren Antikdrpers. Aquivalent
zum ersten Tag folgte eine 30minutige Inkubation mit TBS Plus, bevor der sekundare
Antikdérper flr 2 Stunden bei Raumtemperatur in Dunkelheit hinzugegeben werden
konnte. Als sekundarer Antikorper diente Alexa Fluor 647 donkey anti rabbit (Dianova,
Jackson Immunoresearch, 711-606-152), der in einer Konzentration von 1:500 in TBS
Plus gelost wurde. Es folgte eine finale Waschung mittels TBS-Puffer fir 6 x 10
Minuten. Die Hirnschnitte wurden entsprechend ihrer anatomischen Anordnung in
0,5% Gelatine auf Objekttrager aufgezogen und getrocknet. Zuletzt erfolgte eine
Waschung der Objekttrager mit PBS-Puffer flr 5 Minuten und eine Inkubation in DAPI
(D9542, 10MG, Sigma-Aldrich, Co., St. Louis, Missouri, USA/Steinheim, Deutschland)
fur weitere 5 Minuten. Zur Entfernung der Uberschussigen DAPI-Farbung wurden die
Objekttrager erneut fur 3 x 5 Minuten in PBS-Puffer gewaschen und schlie8lich mit
Fluoromount-G (SouthernBiotech, 0100-01) eingedeckt.

3.6.7 Laser-Scan-Mikroskopie
Zur Analyse der langfristigen morphologischen Auswirkungen unterschiedlicher
Hamoglobinabbauprodukte auf die Gefallwande wurde ein Laser-Scan-Mikroskop
(LSM 710, Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena, Deutschland) verwendet. Zur
Beurteilung wurden unterschiedliche Gefaltypen in jedem Gehirn betrachtet. Hierzu
zahlten die Arteria basilaris (BA) und Arteria communicans posterior (PCA), die beide
in direktem Kontakt zum Subarachnoidalraum, dem Liquor und den darin enthaltenen
Substanzen standen. Als Kontrollgefald wurde die Arteria azygos pericallosa (APA)
aufgesucht (Abbildung 15). Es wurde angestrebt, von jeder GefaRart pro Versuchstier

6 Scan-Aufnahmen anzufertigen, um die Validitat der Messwerte zu erhdhen.
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BA - Basilar artery
PCA - Posterior communicating artery
APA - Azygos pericallosal artery

Abbildung 15: Darstellung der untersuchten Arterien des Teilprojekts 3 (Abbildung: Dr. med.
Alexander Jork).

Die koronaren Hirnschnitte wurden von frontal nach okzipital auf geeignete
GefalRanschnitte durchsucht und bei Erfolg die entsprechenden Aufnahmen
durchgefuhrt. Zum Auffinden der Gefalde wurde zunachst ein Objektiv der 10fachen
VergroRerung verwendet (EC Plan-NEOFLUAR, 10x/0,3, ZEISS). Die Scans erfolgten
schlieRlich in 20facher VergrofRerung (Plan-APOCHROMAT, 20x/0,75, ZEISS). Der
Atlas ,,The Mouse Brain in Stereotaxic Coordinates” (Keith Franklin, George Praxinos,

Academic Press, 2008) diente dabei der anatomischen Orientierung.

Mithilfe des Computerprogramms ZEN 2009 (Version 6.0, 6,0,0,303, Carl Zeiss)
konnten alle Einstellungen am Mikroskop vorgenommen werden. Um die korrekte
Ebene des Gefallanschnitts zu finden, wurde zunachst ein Scan des
Fluoreszenzfarbstoffs DAPI vorgenommen. Dieser Farbstoff konnte mit einer
Wellenlange von 364nm angeregt werden und emittierte Lichtquanten mit einer
Wellenlange von 454nm. Die angefarbten Zellkerne konnten auf dem Computer blau
dargestellt werden. AnschlieRend wurde die Exzitationswellenlage so geandert, dass
der Sekundarfluoreszenzstoff Alexa 647 angeregt werden konnte. Dieser
Sekundarfarbstoff band hierbei an den zuvor inkubierten Primarfarbstoff anti-SMA
(smooth muscle actin antigen) und ermdglichte somit die Erfassung der Aktinfasern
der glatten GefaBmuskulatur. Alexa 647 wurde mit einer Wellenlange von 650nm
angeregt und sendete Lichtquanten einer Wellenlange von 670nm aus. Die

Darstellung im Computerprogramm erfolgte in einer roten Einfarbung.
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Um die Qualitat der Aufnahmen zu verbessern, wurden Einzelbilder verschiedener
Ebenen als Bilderstapel (Engl. stack) aufgenommen. Hierbei wurde manuell die Hohe
dieser Ebenen eingestellt und zugleich das Bild mdglichst exakt auf das
entsprechende Gefall zugeschnitten, um die Belichtungszeit des Hirnschnitts so

gering wie moglich zu halten.

3.6.8 Auswertung
Die Auswertung der erhobenen Scans erfolgte mithilfe des Programms Image J (1.52q,
Java 1.8.0_172, 64 bit, Wayne Rasband, National Institute of Health, USA). Alle
Einzelbilder eines Bilderstapels wurden addiert (Funktion: Z-Stack), um ein
vollstandiges Bild des jeweiligen Gefallanschnitts zu erhalten. Im Folgenden wurde
zunachst die innere Gefaliflache (definiert bis zur Innenwand des Endothels) bestimmt
(Funktion: Selection Brush, 70-150 Pixel) und berechnet sowie auch der Umfang der
ermittelten Flache (Abbildung 16 A). Dasselbe erfolgte daraufhin flr die Gesamtflache
des Gefallanschnitts inklusive GefalRwand (Abbildung 16 B). Die erhobenen Daten
konnten in eine Excel-Tabelle iUbernommen und aus diesen die Berechnung der
relativen GefalRwandflache vorgenommen werden. Hierzu wurde aus dem
gemessenen AulRenumfang des Gefalles eine idealisierte Kreisflache errechnet und
mithilfe der gemessenen GefalRinnenflache schlieBlich der prozentuale Anteil der
Gefallwand ermittelt. Die Werte jedes einzelnen Tieres wurden jeweils innerhalb der
drei unterschiedlichen Gefaldtypen gemittelt und aus diesen Werten wurde wiederum

ein interindividueller Mittelwert pro Gefaldtyp bestimmt, der den Parameter der

gesamten Interventionsgruppe reprasentierte.

Abbildung 16: Auswertung der LSM-Scans mithilfe des Programms ImagedJ; A: Querschnitt der
Arteria communicans posterior (PCA) im Stapelbild mit Auswertung der inneren Gefal3fliche

(violette Linie); B: Auswertung der dulReren Gefal3flache der PCA (griine Linie).
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3.6.9 Statistik
Zur statistischen Auswertung wurde aquivalent zu den Teilprojekten 1 und 2 das
Programm SPSS Statistics (Version 27.0.0.0) verwendet. Auch hier erfolgte die
Berechnung uber verallgemeinerte Schatzungsgleichungen in einem linearen Modell.
Als Auswertungsparameter diente der relative Wandanteil an der Gesamtflache des
Gefales, im Folgenden als relative Wanddicke bezeichnet. Dieser prozentuale Anteil
konnte durch die oben beschriebene Auswertungsmethode berechnet und dem
statistischen Vergleich unterzogen werden. Es wurden hierbei drei Einflussfaktoren
bericksichtigt: der Tag der Dekapitation nach Intervention (Tag 3, 7, 14 und 28), die
durchgefuhrte Intervention (Injektion von BOX, PDP, Eigenblut, sham-Operation)
sowie der Gefaldtyp (APA, BA, PCA). Alle Parameter wurden hierbei einem paarweisen
Vergleich unterzogen, wobei allerdings die Ubrigen Parameter auler Acht gelassen
wurden. Es erfolgte daher ein paarweiser Vergleich der Dekapitationstage ohne
Berucksichtigung der Interventionsgruppen und Gefaldtypen, ein Vergleich der
verschiedenen Interventionen ohne Berucksichtigung der Dekapitationstage und
Gefaldtypen und ein Vergleich der verschiedenen Gefaldtypen gemittelt Gber alle
untersuchten Tiere.
Zur erweiterten Aussagefahigkeit wurde ein weiteres statistisches Modell verwendet,
um die Veranderungen der relativen Wandflache innerhalb der einzelnen
Interventionsgruppen in Abhangigkeit vom Tag der Dekapitation analysieren zu
konnen. Hierzu wurde ein nicht-parametrischer Vergleich mithilfe des Kruskal-Wallis-
Tests vorgenommen, um die unabhangigen Stichproben untereinander zu
vergleichen.
Die Ergebnisse wurden als Mittelwerte + Standardabweichung (SD) angegeben.
Die Daten der postinterventionellen Tage 3, 7 und 14 stammten dabei nicht aus
eigenen Experimenten dieser Arbeit, sondern wurden mit grolem Dank aus
Vorarbeiten erganzt, um eine vollstandige statistische Analyse zu ermdglichen und

einen zeitlichen Verlauf der morphologischen GefalRveranderungen zu erfassen.
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4 Ergebnisse
4.1 Teilprojekt 1

4.1.1 aCSF
Zur Erfassung und zum Verstandnis der dynamischen Gefalkantwort auf die
elektrische Stimulation des Hirnschnitts wurden zunachst (Kontroll-)Experimente mit
artifizieller Liquorlésung (aCSF) durchgefihrt (Abbildung 17).
Hierzu erfolgte eine Untersuchung der dynamischen Gefaldreaktion als Antwort auf die

unterschiedlichen Stimulationsstarken von 2V, 4V, 6V und 8V.
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Abbildung 17: Rohdaten der dynamischen Gefél3reaktion der juvenilen aCSF-Kohorte (n,=9)
im zeitlichen Verlauf (600s) fiir die vier Stimulationsstérken (2V, 4V, 6V, 8V): Reaktion der
einzelnen Versuchstiere (grau), Mittelwert (dicke Kurve) und Standardfehler des Mittelwertes
(Fléche).

In Abbildung 17 wird die Veranderung des GefalRdurchmessers der Arteriolen der
juvenilen aCSF-Kohorte (na=9) als Antwort auf die elektrische Stimulation in den vier

definierten Stimulationsstarken von 2V, 4V, 6V und 8V graphisch dargestellt. Im
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zeitlichen Verlauf wird hierbei zunachst eine Vasokonstriktion und damit eine Abnahme
des relativen GefalRdurchmessers sichtbar (Abfall der Graphen von 4V, 6V, und 8V).
Darauf folgt eine langsam progrediente Aufweitung der Gefalte im Anschluss an diese
Kontraktion. Eine deutliche Kontraktion bei der Stimulationsstarke von 2V war

typischerweise in den meisten Fallen nicht zu erkennen.

41.2TTX
Um auszuschlieen, dass die extrazellulare elektrische Stimulation zu einer direkten
Stimulation des Synzytiums glatter Gefalmuskelzellen der penetrierenden Arteriolen
fuhrt, wurden Experimente mit dem Natriumkanalblocker Tetrodotoxin (TTX)
durchgefuhrt (Abbildung 18). Die Hypothese war, dass die Blockade der
Natriumkanale zu einer Unterdriickung der elektrischen Aktivitat der Neurone flhrt und
damit die Auslosung der neurovaskularen Kopplung verhindert. Bei einer direkten
elektrischen Stimulation der Gefalle bliebe allerdings eine Vasoreaktion erhalten. Zur
Einordnung der Ergebnisse der TTX-Experimente wurden diese mit den Ergebnissen

der aCSF-Kontrollgruppe verglichen.
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Abbildung 18: Rohdaten der dynamischen Gefél3reaktion der TTX-Kohorte (n.=5) im zeitlichen
Verlauf (600s) fiir die vier Stimulationsstarken (2V, 4V, 6V, 8V): Reaktion der einzelnen
Versuchstiere (grau), Mittelwert (dicke Kurve) und Standardfehler des Mittelwertes (Flache).
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Die Amplitude der starksten GefalRkontraktion nach Stimulation in der TTX-Kohorte
(ns=20) zeigte Uber alle Stimulationsstarken gemittelt einen signifikanten Unterschied
zur GefalRkontraktion der aCSF-Kontrollgruppe (ns=31) (Abbildung 19). Beide
Kohorten beinhalteten ausschlieRlich juvenile Tiere. Wahrend der Mittelwert des
minimalen relativen GefalRdurchmessers zum Zeitpunkt der starksten Kontraktion
nach Stimulation in der TTX-Gruppe bei 0,95 + 0,02 des Ruhewertes lag, fand sich in
der aCSF-Kontrollgruppe ein statistisch signifikant geringerer Wert von 0,84 + 0,02
(p<0,01). Durch diese Ergebnisse konnte eine direkte Stimulation der Gefalke durch

die Elektrode ausgeschlossen werden.
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Abbildung 19: Mittelwerte und Standardfehler des minimalen relativen Gefé3durchmessers
nach elektrischer Stimulation der aCSF-Kontroligruppe (rot) und TTX-Gruppe (schwarz);
Darstellung in Abhéngigkeit von den Stimulationsstérken (2V, 4V, 6V, 8V).
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41.3 GefaBreaktionen unter verschiedenen
Hamoglobinabbauprodukten
Im Folgenden wurde der Einfluss verschiedener Hamoglobinabbauprodukte auf die
dynamische Gefalireaktion nach elektrischer Stimulation untersucht. Hierzu erfolgten
Experimente mit den Substanzen PDPB oder BOXB sowie einer
Substanzkombination aus PDP A + BOX A.
Um die Wirkung der Hamoglobinabbauprodukte zu erfassen und untereinander zu
vergleichen, wurden verschiedene Parameter quantifiziert, um ein moglichst
umfassendes Bild der dynamischen Gefalireaktion zu erfassen.
Die statistische Auswertung beinhaltete hierbei vier Parameter: die Amplitude der
maximalen Gefallkontraktion (bzw. minimaler relativer Gefallidurchmesser nach
elektrischer Stimulation), der Zeitpunkt der maximalen Kontraktion, die Zeitkonstante
tau der Wiederaufweitung nach Kontraktion und das Ausmal} der Wiederaufweitung
A1. Daruber hinaus wurde die area under the curve (AUC) als Ubergreifender
Parameter analysiert, der die zuvor genannten Auswertungsparameter als
Gesamtwert abbilden sollte. Die Parameter wurden bereits im Abschnitt ,Material und
Methoden® genauer erlautert.
Die nachfolgenden Graphiken (Abbildung 20 A-C) zeigen die Rohdaten der juvenilen

Kohorten des ersten Teilprojekts.
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Abbildung 20: Rohdaten der dynamischen Gefa8reaktion der juvenilen PDP B-Kohorte (n,=8)
(A), BOX B-Kohorte (n,=7) (B) und PDP A-BOX A-Kohorte (n.=7) (C) im zeitlichen Verlauf
(600s) fiir die vier Stimulationsstdarken (2V, 4V, 6V, 8V): GefdBantwort der einzelnen
Versuchstiere (grau), Mittelwert (dicke Kurve) und Standardfehler des Mittelwertes (Fléche).
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4.1.4 Zeitpunkt der maximalen Kontraktion

Um die Reaktionsfahigkeit der Arteriolen auf die unterschiedlichen Interventionen und
Stimulationsstarken zu untersuchen, wurde der Zeitpunkt in Sekunden bestimmt, an
dem die maximale Kontraktion des Gefaltes nach der elektrischen Stimulation zu
beobachten war. Der Zeitpunkt der maximalen Kontraktion wurde fir die juvenilen
Kohorten mit den Interventionen aCSF (na=9), PDP B (na=8), BOX B (na=7) und
PDP A + BOX A (na=7) bestimmt.

Ein statistisch signifikanter Unterschied dieses Zeitpunkts der maximalen Kontraktion
konnte weder zwischen den unterschiedlichen Interventionen noch zwischen den

verschiedenen Stimulationsstarken festgestellt werden (Abbildung 21).
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Abbildung 21: Mittelwerte und Standardfehler des Zeitpunkts der maximalen Kontraktion nach
elektrischer Stimulation in Abhéngigkeit von den Stimulationsstarken fiir die juvenilen
Interventionsgruppen (aCSF, PDP B, BOX B, PDP A + BOX A).
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4.1.5 Amplitude
Die Auswertung der maximalen Kontraktion nach elektrischer Stimulation zeigte fur die
Interventionsgruppen von PDP B (ns=19), BOX B (ns=22) und PDP A + BOX A (ns= 17)
keine signifikanten Unterschiede im Vergleich zur aCSF-Kontrollgruppe
(Abbildung 22). Es konnte kein statistisch signifikanter Unterschied des minimalen
relativen Gefalldurchmessers nach elektrischer Stimulation zwischen den
Interventionen PDP B (0,83 + 0,02), BOX B (0,84 + 0,03) und PDP A+ BOX A
(0,87 £ 0,03) festgestellt werden. Der minimale relative Gefalddurchmesser wurde

innerhalb der Interventionen Uber alle Stimulationsstarken gemittelt betrachtet.

Eine Abhangigkeit des minimalen relativen GefalRdurchmessers von der jeweiligen
Stimulationsstarke konnte festgestellt werden. Im paarweisen Vergleich zeigten die
Stimulationsstarken von 4V (0,84 + 0,02) (ns=33), 6V (0,84 £ 0,02) (ns=30) und 8V
(0,83 + 0,02) (ns=28) keine signifikanten Unterschiede untereinander, jedoch einen
signifikant geringeren minimalen relativen GefalRdurchmesser nach elektrischer
Stimulation als bei der Stimulationsstarke von 2V (0,95 + 0,02) (p<0,01).
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Abbildung 22: Mittelwerte und Standardfehler des minimalen relativen Gefdl3durchmessers
nach elektrischer Stimulation der juvenilen Interventionsgruppen (aCSF, PDP B, BOX B,
PDP A + BOX A, TTX); Darstellung in Abhdngigkeit von den Stimulationsstérken (2V, 4V, 6V,
8v).
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4.1.6 Zeitkonstante tau
Tau beschreibt die Zeitkonstante der Wiederaufweitung (fit-Kurve) des Gefalles nach
stattgehabter Kontraktion. Es konnten keine statistisch signifikanten Unterschiede von
tau festgestellt werden, weder zwischen den verschiedenen Interventionsgruppen

noch zwischen den vier Stimulationsstarken (Abbildung 23).
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Abbildung 23: Mittelwerte und Standardfehler der Zeitkonstante tau der Wiederaufweitung der
Gefédlle in Abhéngigkeit von den Stimulationsstérken flir die juvenilen Interventionsgruppen
(aCSF, PDP B, BOX B, PDP A + BOX A).
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4.1.7 A1 - Aufweitung der GefaRe

Die Aufweitungsfahigkeit A7 der Arteriolen nach elektrischer Stimulation zeigte einen
statistisch signifikanten Unterschied zwischen der Stimulationsstarke von 2V zu den
Ubrigen drei Stimulationsstarken (p<0,01) (Abbildung 24). Der Mittelwert bei 2V lag bei
0,04 + 0,02 (ns=5) und wies damit einen signifikanten Unterschied zu den Mittelwerten
bei 4V (0,15 + 0,02; ns=20), 6V (0,16 *+ 0,02; ns=18) und 8V (0,20 % 0,03; ns=20) auf
(p<0,01). Die Stimulationsstarken 4V, 6V und 8V zeigten untereinander jedoch keine
statistisch signifikanten Unterschiede.

Ebenso zeigte sich keine Beeinflussung der Aufweitungsfahigkeit A7 durch die

verschiedenen Interventionen.
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Abbildung 24: Mittelwerte und Standardfehler der Aufweitung A1 in Abh&ngigkeit von den vier
Stimulationsstarken fiir die juvenilen Interventionsgruppen (aCSF, PDP B, BOXB,
PDP A + BOX A).

71



4.1.8 AUC - area under the curve

Die Evaluation der AUC (Abbildung 25) zeigte einen signifikanten Unterschied
zwischen den verschiedenen Stimulationsstarken, jedoch keine Abhangigkeit von den
Interventionsgruppen.

Wie bereits bei der Auswertung der maximalen Amplitude der Kontraktion und der
Aufweitungsfahigkeit A7, fand sich eine statistische Signifikanz zwischen der
Stimulationsstarke von 2V (40,7 = 7,5 s; ns=5) und den drei hoheren
Stimulationsstarken von 4V (73,5 + 6,2 s) (p<0,01; ns=20), 6V (67,0 £ 7,9 s) (p<0,05;
ns=18) und 8V (74,8 £ 8,2 s) (p<0,05; ns=20). Der paarweise Vergleich der drei
hoheren Stimulationsstarken untereinander ergab keine statistisch signifikanten

Unterschiede.
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Abbildung 25: Mittelwerte und Standardfehler der AUC in Abhédngigkeit von den
Stimulationsstérken flir die juvenilen Interventionsgruppen (aCSF, PDP B, BOX B, PDP A +
BOXA).
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4.1.9 Vergleich PDP A + BOX A juvenil und adult
Zur Analyse einer Altersabhangigkeit wurden Experimente mit der
Substanzkombination PDP A + BOX A sowohl an juvenilen (na=7) als auch an adulten
Tieren durchgefuhrt (na=4) (Abbildung 26). Hierbei wurden die maximale Kontraktion
nach elektrischer Stimulation und der Zeitpunkt der maximalen Kontraktion statistisch
ausgewertet. Aussagen uber die Parameter tau, A7 und AUC konnten aufgrund

fehlender Daten entsprechend der Ausschlusskriterien nicht ermittelt werden.
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Abbildung 26: Rohdaten der dynamischen Gefé8reaktion der adulten PDP A + BOX A-Kohorte
(na=4) im zeitlichen Verlauf (600s) fiir die vier Stimulationsstédrken (2V, 4V, 6V, 8V): Reaktion
der einzelnen Versuchstiere (grau), Mittelwert (dicke Kurve) und Standardfehler des
Mittelwertes (Flache).
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Die maximale Kontraktion nach elektrischer Stimulation in den beiden
Versuchsgruppen zeigte eine statistisch signifikante Altersabhangigkeit (p<0,05). Im
Mittel zeigten juvenile Tiere einen minimalen relativen Gefalkdurchmesser nach
elektrischer Stimulation von 0,87 £ 0,03 (ns=17), wahrend die adulte Kohorte im
Durchschnitt einen minimalen relativen Gefalldurchmesser von 0,94 + 0,02 aufwies
(ns=11) (Abbildung 27).

Auch die Stimulationsstarke hatte neben dem Altersaspekt einen signifikanten Einfluss
auf die maximale Kontraktion der Gefal3e. Es fand sich ein signifikanter Unterschied
zwischen der niedrigsten Stimulationsstarke von 2V (0,95 £ 0,01; ns=6) und den
Ubrigen Stimulationsstarken von 4V (0,89 £ 0,03) (ns=8; p<0,05), 6V (0,9 + 0,02)
(ns=7; p<0,05) und 8V (0,89 * 0,02) (ns=7; p<0,01). Ein signifikanter Unterschied
zwischen den drei hoheren Stimulationsstarken wurde nicht festgestelit.

—w - PDP A + BOX A juvenil

1,00 PDP A + BOX A adult
< 0,95 -
[1}] 1
@
[}]
e V\\
£ 0,90 - .
= AN
3 AN T
£ 0,85 - .
8 T
£ 0,80 -
L 1

0,75 - 1

2 A & 8

Stimulationsstarke [V]

Abbildung 27: Mittelwerte und Standardfehler des minimalen relativen Gefél3durchmessers
nach elektrischer Stimulation der PDP A + BOX A-Intervention juvenil und adult; Darstellung
in Abhéngigkeit von den Stimulationsstérken (2V, 4V, 6V, 8V).
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Abbildung 28 veranschaulicht die Zeitpunkte der maximalen Kontraktion der juvenilen

und adulten PDP A + BOX A-Interventionsgruppen nach elektrischer Stimulation. Im

Vergleich zwischen juvenilen und adulten Tieren zeigte sich kein signifikanter

Altersunterschied.

Jedoch konnte ein signifikanter Unterschied zwischen den Stimulationsstarken von 6V
(197 £ 17,7 s; ns=7) und 8V (156 s £ 18 s; ns=7) festgestellt werden (p<0,05). Die

paarweisen Vergleiche aller Ubrigen Stimulationsstarken zeigten keine statistisch

signifikanten Unterschiede.

240 ~

220 A

200 A

180

160

140

120

Zeitpunkt der maximalen Kontraktion [s]

100

—w  PDP A +BOX A juvenil
PDP A + BOX A adult

T T T

4 6 8
Stimulationsstarke [V]

Abbildung 28: Mittelwerte und Standardfehler der Zeitpunkte der maximalen Kontraktion in

Abhéngigkeit der vier Stimulationsstérken fiir die Interventionen PDP A + BOX A juvenil und

adult.
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4.2 Teilprojekt 2

In Teilprojekt 2 wurde die Auswirkung des BK-Kanal-Offners NS1619 auf die
Gefalireaktion nach elektrischer Stimulation untersucht. Hierzu wurden verschiedene
Experimente durchgeflhrt, sowohl mit alleiniger Applikation von NS1619 (juvenil na=7,
adult na=5), als auch mit Substanzkombinationen aus NS1619 + PDP A (juvenil na=6,
adult na=4) oder NS1619 + BOX A (juvenil na=7). Es wurden sowohl juvenile als auch
adulte Tiere betrachtet, um den Einfluss des Alters zu untersuchen. Die Auswertung
erfolgte entsprechend der Parameter des ersten Teilprojekts, jedoch waren
statistische Aussagen zu tau, AUC und A1 aufgrund von Datenllicken nicht mdglich.
Daher wurde in diesen Fallen lediglich eine deskriptive Betrachtung mittels einer
explorativen Datenanalyse durchgeflhrt.

Die Rohdaten der Interventionsgruppen verdeutlichen die Wirkung des BK-Kanal-
Offners NS1619 in Form einer Inhibition der Vasokonstriktion nach elektrischer
Stimulation (Abbildung 29 und 30).
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Abbildung 29: Rohdaten der dynamischen Gefdl3reaktion der juvenilen NS1619-Kohorte
(na=7) (A), NS1619 + PDP A-Kohorte (n,=6) (B) und NS1619 + BOX A-Kohorte (n.=7) (C) im
zeitlichen Verlauf (600s) fiir die vier Stimulationsstérken (2V, 4V, 6V, 8V): Reaktion der

einzelnen Versuchstiere (grau), Mittelwert (dicke Kurve) und Standardfehler des Mittelwertes

(Fléache).
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Abbildung 30: Rohdaten der dynamischen Geféal3reaktion der adulten NS1619-Kohorte (n,=5)
(A) und der adulten NS1619 + PDP A-Kohorte (n.=4) (B) im zeitlichen Verlauf (600s) fiir die
vier Stimulationsstérken (2V, 4V, 6V, 8V): Reaktion der einzelnen Versuchstiere (grau),
Mittelwert (dicke Kurve) und Standardfehler des Mittelwertes (Fléche).
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4.2.1 NS1619-Wirkung
Zur Verdeutlichung der NS1619-Wirkung als direkter Aktivator der BK-Kanale wurde
ein Vergleich zwischen den juvenilen NS1619-Interventionsgruppen und der juvenilen
aCSF-Kontrollgruppe des ersten Teilprojekts vorgenommen (Abbildung 31).
Der relative GefalRdurchmesser nach elektrischer Stimulation der aCSF-
Kontrollgruppe zeigt hierbei eine deutliche Vasokonstriktion im Vergleich zu den
NS1619-Interventionsgruppen (NS1619, NS1619 + PDP A, NS1619 + BOX A).
Die Darstellung veranschaulicht die inhibitorische Wirkung des NS1619 auf die
Vasokonstriktion im Versuchsmodell. Die Abbildung dient dabei lediglich dieser
Veranschaulichung und soll zu einem besseren Verstandnis beitragen; es erfolgte

keine statistische Auswertung der Grafik.

<4 NS1619 juvenil
NS1619 + BOX A juvenil
1,05 - —@NS1619 + PDP A juvenil
T —ll— aCSF-Kontrollgruppe juvenil

0,90 -

0,85

relativer Gefalkdurchmesser

o
[}
S
1
——
—
—

0,75 -

2 4 6 8
Stimulationsstarke [V]

Abbildung 31: Mittelwerte und Standardfehler des minimalen relativen Gefédl3durchmessers
nach  elektrischer  Stimulation der aCSF-Kontrollgruppe und der NS1619-
Interventionsgruppen; Darstellung in Abhéngigkeit von den Stimulationsstéarken (2V, 4V, 6V,
8V); Verdeutlichung des inhibitorischen Effekts von NS1619 auf die Vasokonstriktion.

79



4.2.2 Zeitpunkt der maximalen Kontraktion
Der Zeitpunkt der maximalen Kontraktion nach elektrischer Stimulation zeigte keine
signifikanten Unterschiede, weder bei Betrachtung der Alterskohorte oder in den
verschiedenen Interventionsgruppen, noch in Abhangigkeit von den unterschiedlichen
Stimulationsstarken (Abbildung 32).
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Abbildung 32: Mittelwerte und Standardfehler der Zeitpunkte der maximalen Kontraktion in
Abhéngigkeit der Stimulationsstdrke fiir die NS619-Interventionsgruppen (NS1619
Juvenil/adult, NS1619 + PDP A juvenil/adult).
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Die Auswertung der Interventionsgruppe NS1619 + BOX A (na=7) erfolgte separat im
Vergleich zu den ubrigen juvenilen Interventionsgruppen mit NS1619 (na=7) und der
Kombination NS1619 + PDP A (na=6), da keine Experimente mit adulten Tieren und
der Substanzkombination NS1619 + BOX A durchgefuhrt wurden.

Der Zeitpunkt der maximalen Kontraktion nach elektrischer Stimulation (Abbildung 33)
zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen den verschiedenen juvenilen
Interventionsgruppen (NS1619, NS1619 + PDP A und NS1619 + BOX A).

Auch in Bezug auf die unterschiedlichen Stimulationsstarken konnten keine statistisch

signifikanten Unterschiede des Zeitpunkts der maximalen Kontraktion erfasst werden.
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Abbildung 33: Mittelwerte und Standardfehler der Zeitpunkte der maximalen Kontraktion in
Abhéngigkeit der Stimulationsstérke fiir die juvenilen NS619-Interventionsgruppen (NS1619,
NS1619 + PDP A, NS1619 + BOX A).
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4.2.3 Amplitude

Die Auswertung der maximalen Gefal3kontraktion nach elektrischer Stimulation zeigte
eine statistisch signifikante Altersabhangigkeit (Abbildung 34). Bei Betrachtung der
juvenilen und adulten Tiere, ohne Berucksichtigung der verschiedenen
Interventionsgruppen, zeigten juvenile Tiere einen minimalen relativen
Gefallddurchmesser nach elektrischer Stimulation von 0,96 = 0,01 (ns=17), wahrend
adulte Tiere einen minimalen relativen GefalRdurchmesser von 0,98 + 0,01 aufwiesen
(ns=12; p<0,05).

Eine unterschiedliche Wirkung zwischen den Interventionen NS1619 und der
Kombination aus NS1619 + PDP A konnte statistisch nicht nachgewiesen werden.
Zudem nahmen die verschiedenen Stimulationsstarken keinen Einfluss auf die

Amplitude der Gefalireaktion.
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Abbildung 34: Mittelwerte und Standardfehler des minimalen relativen Gefal8durchmessers
nach elektrischer Stimulation der verschiedenen Interventionsgruppen (NS1619 juvenil/adult,
NS1619 + PDP A juvenil/adult); Darstellung in Abh&ngigkeit von den Stimulationsstérken (2V,
4V, 6V, 8V).

82



Die Auswertung der maximalen Kontraktion nach elektrischer Stimulation zeigte
signifikante Unterschiede zwischen der NS1619 + BOX A-Intervention im Vergleich zu
den beiden Ubrigen juvenilen Gruppen NS1619 und NS1619 + PDP A (Abbildung 35).
Statistische Signifikanz erreichte sowohl der Unterschied des minimalen relativen
Gefallidurchmessers nach elektrischer Stimulation zwischen NS1619 + BOX A
(0,89 £2 x 104 ns=8) und NS1619 (0,96 = 2 x 104 ns=11; p<0,01) als auch der
Unterschied zwischen NS1619 + BOX A (0,89 + 2 x 10%) und NS1619 + PDP A
(0,95 £ 0,01; ns=6, p<0,01).
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Abbildung 35: Mittelwerte und Standardfehler des minimalen relativen Gefél3durchmessers
nach elektrischer Stimulation der juvenilen NS1619-Interventionsgruppen (NS1619,
NS1619 + PDP A, NS1619 + BOX A); Darstellung in Abhéngigkeit von den
Stimulationsstérken (2V, 4V, 6V, 8V).
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4.2.4 Zeitkonstante tau

Der explorative Vergleich zwischen den beiden Interventionsgruppen NS1619 und
NS1619 + PDP A konnte nicht vollstandig durchgefihrt werden, da flir die
Interventionsgruppe NS1619 + PDP A lediglich ein einzelner Messwert vorlag. Auch
eine Betrachtung der Altersunterschiede in beiden Interventionsgruppen war aufgrund
fehlender Daten nicht moglich. Der Mittelwert der Zeitkonstante tau fur die
Interventionsgruppe NS1619, ungeachtet der Altersgruppen, belief sich auf
224 £ 125 s (ns=3). Der Wert der NS1619 + PDP A-Interventionsgruppe lag bei 364 s
(ns=1). Die NS1619 + BOX A Interventionsgruppe zeigte einen Mittelwert von
382 £ 94,8 s (ns=2).

4.2.5 A1 - Aufweitung der GefaRe
Die Aufweitungsfahigkeit A7 wurde ebenfalls rein deskriptiv betrachtet. Der Mittelwert
der NS1619-Interventionsgruppe ohne Betrachtung der Altersunterschiede lag bei
0,04 £ 0,01 (ns=3). Die Interventionsgruppe mit NS1619 + PDP A zeigte einen Wert
von 0,07 (ns=1). In der NS1619 + BOX A-Gruppe konnte fur A7 ein Wert von

0,18 £ 0,01 (ns=2) gemessen werden.

4.2.6 AUC - area under the curve
Die AUC der NS1619-Intervention ergab einen Mittelwert von 29,4 + 8,8 s (ns=3). Bei
der Kombination aus NS1619 + PDP A konnte ein Wert von 31,5 s (ns=1) gemessen
werden. Die Interventionsgruppe NS1619 + BOX A wies eine AUC von 69,8 + 8,7 s
(ns=2) auf.

84



4.3 Teilprojekt 3
Das dritte Teilprojekt befasste sich mit den langfristigen Auswirkungen der
Hamoglobinabbauprodukte auf das morphologische Erscheinungsbild zerebraler
GefalRe. Hierzu wurde der relative Anteil der GefaRwand an der Gesamtflache des
GefalRquerschnitts bestimmt. Im Folgenden wird dieser Wert als relative
GefalRwanddicke bezeichnet. Als Einflussfaktoren auf diesen Parameter wurden die
unterschiedlichen Zeitpunkte der Dekapitation der Tiere nach stattgehabter
Intervention untersucht. Dies ermoglichte die Beobachtung des zeitlichen Verlaufs der
GefalRveranderungen. Zudem wurden die Auswirkungen der verschiedenen
Interventionen auf die relative Gefallwanddicke verglichen. Zur Analyse wurden drei
verschiedene Gefaldtypen bericksichtigt. Eine ausflhrliche Erlauterung dieser

Parameter erfolgte im Abschnitt ,Material und Methoden®.
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4.3.1 Tag der Dekapitation

Zunachst erfolgte ein Vergleich zwischen den Tagen 3, 7, 14 und 28 nach
stattgefundener Intervention (Abbildung 36). Ungeachtet der Interventionen und der
unterschiedlichen Gefaldtypen fand sich ein statistisch signifikanter Unterschied der
relativen Gefallwanddicke zwischen den verschiedenen Zeitpunkten. Ein statistisch
signifikanter Unterschied zeigte sich zwischen Tag 3 (14,1 £ 0,35 %) (na=15) und
Tag7 (12,8 £ 0,2 %) (na=20; p<0,01). Signifikanz erreichte auch der Unterschied
zwischen Tag 3 (14,1 £ 0,35 %) und Tag 28 (12,9 * 0,26 %) (na=20; p<0,05). Eine
weitere signifikante Unterscheidung war zwischen Tag 7 (12,8 + 0,2 %) (na=20) und
Tag 14 (14,3 = 0,31 %) messbar (na=20, p<0,01). Auch zwischen Tag 14
(14,3 £ 0,31 %) und 28 (12,9 £ 0,26 %) war eine signifikante Unterscheidung mdglich
(p<0,01).

30 4 [ |
N *% " *% " *% .
. | 25%~75%
o5 - [ 5%~95%

X % — Medianlinie
Qo . = Mittelwert
O . ) .
ie)] . *
'8 20- . 0. 3' ‘.
© i) . . b
; l... . f3 »
& . f ] L]
Hqv (] [} °
HG_J 15 4 '.’0 0 o’
O b :'o u ? i"
2 = B — % &
— P %
£ . ) U A R
o 10 ~ - “'o . :"

. 5 1 % >

¢ ° %
5 I | I |
3 7 14 28

Tag der Dekapitation [d]
Abbildung 36: Einfacher Boxplot der relativen GefédBwanddicke [%] am Tag der Dekapitation
3, 7, 14 und 28 (Daten der Tage 3, 7 wund 14 aus vorherigen Arbeiten);
Signifikanzdarstellung * p<0,05, ** p<0,01.
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4.3.2 Intervention

Bei alleiniger Betrachtung der Interventionen, ohne Berucksichtigung der
verschiedenen Gefalltypen und Zeitpunkte der Dekapitation, fand sich ein statistisch
signifikanter Unterschied der relativen Gefallwanddicke zwischen sham-operierten
Tieren (12,9 + 0,29 %) (na=20) und der Intervention mit BOX (14,3 £ 0,34 %; na=15;
p<0,05). Auch der Unterschied zwischen der sham-Kohorte (12,9 £ 0,29 %) und der
Eigenblut-Intervention (14 + 0,25 %; na=20) erreichte Signifikanz (p<0,05). Ein
signifikanter Unterschied der relativen GefalRwanddicke zwischen der BOX-
(14,3 £ 0,34 %) und PDP-Intervention (13 £ 0,24 %; na=20) wurde ebenfalls festgestellt
(p<0,05). Daruber hinaus fand sich ein signifikanter Unterschied der Intervention mit
PDP (13 £ 0,24 %) und Eigenblut (14 + 0,25 %; p<0,05) (Abbildung 37).
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Abbildung 37: Einfacher Boxplot der relativen GefdBwanddicke [%] in den
Interventionsgruppen sham, PDP, BOX und Eigenblut; Signifikanzdarstellung * p<0,05,
** p<0,01.
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4.3.3 GefaBtyp
Insgesamt wurden drei unterschiedliche Gefaldtypen unter dem Laser-Scan-Mikroskop
aufgesucht und gescannt. Der paarweise Vergleich der Gefaltypen zeigte zwischen
allen drei Gefallarten statistisch signifikante Unterschiede der relativen
GefaRwanddicke (Abbildung 38). Die Mittelwerte der relativen Gefallwanddicke der
Arteria cerebri posterior (PCA) lagen bei 17,9 + 0,3 % (na=75), die der Arteria azygos
pericallosa (APA) bei 10,7 £ 0,2 % (na=75) und der Arteria basilaris (BA) bei
11,8 £ 0,29 % (na=75). Die APA — als Kontrollgefal} — zeigte signifikante Unterschiede
der relativen Wanddicke zur BA (p<0,01) und zur PCA (p<0,01). Auch die BA und PCA

zeigten einen statistisch signifikanten Unterschied der relativen Wandflache (p<0,01).
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Abbildung 38: Einfacher Boxplot der relativen GefédBwanddicke [%] der Gefél3typen Arteria
communicans posterior (PCA), Arteria azygos pericallosa (APA) und Arteria basilaris (BA);
Signifikanzdarstellung * p<0,05, ** p<0,01.
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4.3.4 Zeitlicher Verlauf der relativen GefaBwanddicke innerhalb der
Interventionsgruppen
Neben der alleinigen Auswertung der drei Parameter — Tag der Dekapitation,
Intervention und Gefaldtyp und ohne Berucksichtigung der jeweils anderen
Einflussfaktoren — war der Anteil der relativen GefaRwanddicke innerhalb einer
Interventionsgruppe im zeitlichen Verlauf von grollem Interesse. Somit sollte eine
Aussage daruber ermoglicht werden, wie sich die Wandflache bzw. Gefallwanddicke
im zeitlichen Verlauf Uber 28 Tage nach der jeweiligen Intervention verhielt.
Zum Vergleich wurden die drei untersuchten Gefalstypen getrennt voneinander
betrachtet. In den unterschiedlichen Versuchsgruppen wurden die Tage der

Dekapitation einem paarweisen Vergleich unterzogen.

Arteria communicans posterior

Die Auswertung der Arteria communicans posterior (PCA) ergab folgende Ergebnisse
(Abbildung 39).

Fir die sham-Interventionsgruppe konnte ein signifikanter Unterschied der relativen
Gefallwanddicke zwischen Tag 3 (20,5 £ 3,7 %; na=5) und Tag 14 (14,6 £ 1,5 %; na=5)
festgestellt werden (p<0,05). Die paarweisen Vergleiche mit Tag 7 (16,2 £ 2,7 %; na=5)
und Tag 28 (15,8 £ 2,3 %; na=5) wiesen keine statistische Signifikanz auf.

In der PDP-Interventionsgruppe fanden sich in keiner Interventionsgruppe statistisch

signifikante Unterschiede zwischen den Tagen der Dekapitation.

In der BOX-Interventionsgruppe fehlte eine Erfassung des dritten Tages nach
Dekapitation. Hier konnte ein statistisch signifikanter Unterschied der relativen
Gefallwanddicke zwischen Tag 7 (16,7 £ 2,8 %; na=5) und Tag 14 (23,3 £ 3,2 %; na=5)
im Sinne einer Zunahme der relativen Gefallwanddicke festgestellt werden (p<0,05).
Der Vergleich mit Tag 28 (16,9 + 2,6 %; na=5) post interventionem war nicht von

statistischer Signifikanz.

Die Eigenblutgruppe zeigte ebenfalls eine statistisch signifikante Zunahme der
relativen Gefallwanddicke der PCA zwischen Tag 7 (15,1 £ 1,8 %; na=5) und Tag 14
(23,5 £ 2,1 %; na=5) (p<0,01). Der Vergleich mit Tag 28 (18,4 £ 2,0%; na=5) war nicht

statistisch signifikant.
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Abbildung 39: Boxplots der relativen GefalBwandflache [%] der Arteria communicans posterior
(PCA) der unterschiedlichen Interventionsgruppen (sham, PDP, BOX, Eigenblut);
Signifikanzdarstellung * p<0,05, ** p<0,01.
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Arteria basilaris

Die Auswertung der relativen GefaRwanddicke der Arteria basilaris (BA) ergab keine

statistisch signifikanten Unterschiede in der relativen Gefallwandflache zwischen den

verschiedenen Dekapitationstagen innerhalb der Interventionsgruppen.

Arteria azyqos pericallosa

Die Auswertung des Kontrollgefalles Arteria azygos pericallosa (APA) zeigte ebenfalls

keine

statistisch

signifikanten

Unterschiede der

verschiedenen Interventionsgruppen (siehe Abbildung 40).
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Abbildung 40: Boxplots der relativen Gefdl3wanddicke [%] der Arteria azygos pericallosa (APA)
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Interventionsgruppen
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5 Diskussion

5.1 Aufgaben der Arbeit
Zahlreiche Hypothesen und Studien versuchen das komplexe Bild einer verzogerten
zerebralen Ischamie nach Subarachnoidalblutung zu erklaren. Das genaue
Zusammenspiel der verschiedenen Einflussfaktoren ist aktuell nicht vollstandig geklart
und weitere — bislang unbeachtete — Mechanismen kdénnen eine Rolle in der
Pathophysiologie dieser Folgeerscheinung der SAB spielen.
Einige Vorarbeiten belegen, dass Hamoglobinabbauprodukte Uber ihren
gefallverengenden Effekt einen Einfluss auf die Entstehung einer verzogerten
zerebralen Ischamie nehmen (Kranc et al. 2000, Clark et al. 2002, Deng et al. 2018).
Bislang wurde in Studien der Gefalddurchmesser als statischer Parameter unter
Gleichgewichtsbedingungen in vivo und in vitro untersucht (Joerk et al. 2014, Joerk et
al. 2019). Dabei wurde allerdings die physiologische Funktion der neurovaskularen
Kopplung nicht betrachtet. Der Fokus der Studien lag vielmehr auf der Beschreibung
einer durch Hamoglobinabbauprodukte und Blut hervorgerufenen Vasokonstriktion
pialer und parenchymaler Arteriolen (Wellman und Koide 2013, Wang et al. 2015).
Diese = Promotionsarbeit befasste sich mit den  Auswirkungen der
Hamoglobinabbauprodukte auf die dynamische Gefalireaktion unter dem Einfluss der
neurovaskularen Kopplung. Dreier beobachtete eine Inversion der induzierten
Hyperamie durch die neurovaskulare Kopplung nach Subarachnoidalblutung (Dreier
2011). Es konnte eine Vasokonstriktion — anstelle einer Mehrdurchblutung — als
Antwort auf neuronale Aktivitat gemessen werden. Die Frage, inwiefern
Hamoglobinabbauprodukte in diesen Prozess eingreifen, blieb bislang ungeklart.
Ferner ist die Evaluation moglicher pharmakologischer Interventionen von groRem
Interesse, um eine Vasokonstriktion und die Entstehung eines verzogerten
neurologischen Defizits zu verhindern.
Die vorliegende Promotionsarbeit ermdglicht eine Erganzung des bisherigen Wissens
uber Hamoglobinabbauprodukte und deren Wirkung auf die neurovaskulare Kopplung

und sorgt fur eine Erweiterung des pathophysiologischen Verstandnisses.

Das erste Teilprojekt dieser Arbeit befasste sich mit den Auswirkungen spezifischer
Hamoglobinabbauprodukte auf die dynamische Gefallreaktion nach elektrischer
Stimulation. Untersucht wurden hierbei die Substanzen PDP B und BOX B, sowie eine
Kombination aus PDP A und BOX A. Eine Versuchsreihe mit TTX wurde durchgefihrt,
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um den experimentellen Aufbau der elektrischen Stimulation zu verifizieren. Zur
Durchfihrung wurden vor allem juvenile Tiere verwendet, lediglich die
Substanzkombination aus PDP A und BOX A wurde an juvenilen und adulten Tieren
untersucht.

Es konnte fur die verschiedenen Substanzen kein signifikanter Unterschied der
Amplitude der induzierten Vasokonstriktion festgestellt werden (mit Ausnahme von
TTX). Es fand sich jedoch ein signifikanter Unterschied der maximalen Kontraktion
nach elektrischer Stimulation zwischen juvenilen und adulten Tieren. Die Zeitkonstante
tau der Wiederaufweitung und das Ausmal} dieser Dilatation A7 sowie der Zeitpunkt
der maximalen Kontraktion zeigten keine signifikanten Unterschiede zwischen den
verschiedenen Interventionsgruppen. Die Stimulationsstarken hatten einen

signifikanten Einfluss auf die Amplitude der Vasokonstriktion sowie auf die AUC.

Im zweiten Teilprojekt wurde der identische experimentelle Aufbau genutzt, um die
Wirkung des BK-Kanal-Aktivators NS1619 auf die dynamische Gefal3reaktion nach
elektrischer Stimulation zu untersuchen. Hierzu wurden Experimente mit NS1619
allein sowie NS1619 in Kombination mit verschiedenen Hamoglobinabbauprodukten
(PDP A, BOX A) durchgefiihrt. Auch hier erfolgten Experimente an juvenilen und
adulten Tieren, um den Einfluss des Alters auf die Gefalreaktion zu ermittein.

Die Amplitude der maximalen Kontraktion zeigte einen statistisch signifikanten
Altersunterschied mit einer groReren Amplitude bei juvenilen Tieren. Eine
Beeinflussung der Amplitude durch die verschiedenen Interventionen konnte
allerdings nicht festgestellt werden. Insgesamt bestatigten die Experimente die
inhibitorische Wirkung von NS1619 auf die Vasokonstriktion nach elektrischer

Stimulation.

Neben den kurzfristigen Auswirkungen der Hamoglobinabbauprodukte auf die akute
dynamische Reaktion infolge einer elektrischen Stimulation, untersuchte das dritte
Teilprojekt die langfristigen Auswirkungen von PDPs und BOXes auf die arterielle
GefaBwand. Ziel war es morphologische Veranderungen in Form einer
Wandflachenveranderung festzustellen. Die Daten wurden fur den Tag 28 nach einer
intrathekalen Applikation von Eigenblut, PDPs oder BOXes gesammelt und mit
Vordaten der Arbeitsgruppe von Tag 3, 7 und 14 der gleichen Interventionen

verglichen.
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Der Vergleich der einzelnen Tage zeigte statistisch signifikante Unterschiede in der
relativen Gefallwanddicke. Auch signifikante Unterschiede zwischen verschiedenen
Interventionen und den untersuchten Gefaldtypen konnten festgestellt werden. Ein
Vergleich der unterschiedlichen Zeitpunkte innerhalb einer Interventionsgruppe
ermdglichte dartber hinaus, eine Aussage uUber den zeitlichen Verlauf der

GefaRwandflachenveranderungen nach der entsprechenden Intervention zu treffen.

5.2 Teilprojekt 1 und 2
5.2.1 Methodik Teilprojekt 1 und 2

5.2.1.1 Auswabhl der Versuchstiere

Basierend auf bisherigen Untersuchungen, die das Mausmodell fir die Forschung der
Subarachnoidalblutung etablierten, fiel die Wahl der experimentellen Versuchstiere fur
diese Promotionsarbeit ebenfalls auf die Maus. Die Grundlagenforschung zur
Subarachnoidalblutung erfolgte insbesondere an Mausen und Ratten, die sich hierfur
als sehr geeignet herausstellten (Lin et al. 2003).

Kikkawa et al. schlugen die Verwendung von Hasen als Modelltiere fir die
Erforschung der Subarachnoidalblutung vor, da diese im Vergleich zu Mausen und
Ratten den Vorteil bieten, dass Angiographien durchgefiihrt und somit Beobachtungen
der chronologischen Veranderungen der GefalRdurchmesser innerhalb desselben

Tieres vollzogen werden kdonnen (Kikkawa et al. 2015).

Themenbezogene Vorarbeiten innerhalb der Arbeitsgruppe wurden am Mausmodell
durchgefuhrt. Die etablierten Methoden wurden entsprechend der Vorerfahrungen
erganzt und fortlaufend optimiert. Somit konnten stabile Versuchsbedingungen
geschaffen werden, auf deren Grundlage die entsprechenden Daten erhoben werden
konnten. In den entsprechenden vorherigen Studien kamen ebenfalls Slo 1-Mause
zum Einsatz. Untersuchungen sowohl mit Slo 1-Wildtyp-Mausen (Slo 1 +/+), als auch
mit Slo 1-Knockout-Mausen (Slo 1 -/-) wurden durchgeflhrt und konnten belegen, dass
die Gefalireaktionen durch Hamoglobinabbauprodukte in Abhangigkeit des Slo-Gens
auftreten (Joerk et al. 2014). Dieser klare Beleg fir die Abhangigkeit von BK-Kanalen
(codiert durch das Slo-Gen) begrundete die Auswahl der reinen Wildtyp-Mause in
dieser Studie ohne Erfassung spezifischer Knockout-Tiere.

Durch die Verwendung des aquivalenten experimentellen Aufbaus sowie der gleichen

Versuchstiere ist eine Vergleichbarkeit mit friheren Ergebnissen gewahrleistet.
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Ein weiterer positiver Aspekt des Versuchstiers Maus ist die gute Planbarkeit des
Nachwuchses. Mit einer kurzen Generationsdauer und Tragezeiten von 18,5 bis 21
Tagen konnte eine regelmalige Nachwuchsgenerierung gewahrleistet werden,
wodurch ein stetiges und konstantes Experimentieren mit juvenilen Tieren ermdglicht
wurde (Ayadi et al. 2011). Zu beachten sind aul’erdem die geringen Haltungskosten
von Mausen. Die gute Kenntnis des Mausgenoms und genetische Veranderungen der
Tiere ermoglichten zudem, dass spezifische Slo 1-Knockout-Tiere generiert und
getestet werden konnten, wahrend ein entsprechendes Modell flr andere Tierarten
(z.B. Ratten) noch nicht etabliert wurde.

Zur Analyse einer moglichen Altersabhangigkeit der dynamischen Gefalireaktion
kamen juvenile und adulte Tiere zum Einsatz. Das Alter der juvenilen Tiere wurde mit
einem Zeitraum von 20 bis 30 Tagen definiert. Durch diese zeitliche Einschrankung
wurden infantile Tiere ausgeschlossen, die bis zu ihrem 20. Lebenstag in der Regel
noch keine Unabhangigkeit des Muttertieres aufweisen (Ayadi et al. 2011). Der
gewahlte Zeitraum bis zum Tag 30 sollte eine deutliche Abgrenzung gegenuber
adulten Tieren ermodglichen. Zum 30. postnatalen Tag bestand bereits eine deutlich
starkere Verknécherung des Schadels als noch 10 Tage zuvor. Die Altersgrenze der
adulten Tiere wurde durch das Mindestalter von 365 Tagen definiert. Damit erreichten
diese Tiere bereits ein fortgeschrittenes Alter. Mause in der experimentellen
Tierhaltung haben im Allgemeinen eine Lebenserwartung von ca. 1,5 bis 3 Jahren
(Ayadi et al. 2011). Bei der Ubertragung der Alterskohorten der Versuchstiere auf das
menschliche Alter ergibt sich folgende Einschatzung. Die juvenilen Tiere des
Experiments entsprechen weitgehend einer adoleszenten Altersgruppe beim
Menschen. Fur die adulte Kohorte des ersten und zweiten Teilprojekts mit einem Alter
von mindestens einem Jahr kann — im Hinblick auf die Lebenserwartung der
Versuchstiere — ein gehobenes menschliches Alter von etwa 60-70 Jahren
angenommen werden.

Die im dritten Teilprojekt verwendeten Tiere mit einem Alter von mindestens 60 Tagen
entsprechen in diesem Modell am ehesten einer mittelalten Bevodlkerungsgruppe
zwischen 50-70 Jahren, in der das Krankheitsbild der Subarachnoidalblutung klinisch

am haufigsten auftritt.
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5.2.1.2 Methode der Hirnpraparation
Wie bereits erwahnt, fanden einige Vorarbeiten mit einem aquivalenten oder in grof3en
Teilen sehr ahnlichen Versuchsaufbau statt. Die dort verwendete Methode der
Hirnschnittpraparation wurde in hiesiger Untersuchung erneut aufgegriffen. Die
Methode ist anfallig gegenliiber mechanischen Schaden am Hirnparenchym durch das
Praparationsbesteck bei Eroffnung der Schadelkalotte. Aullerdem muissen auch
oxidative Schaden berlcksichtigt werden, die einen moglichen Hinweis auf eine zu
ausgedehnte Praparationsdauer oder eine zu geringe Kihlung gaben. Oxidative
Schaden konnten hierbei vor allem bei den adulten Tieren beobachtet werden, die eine
geringere Ischamietoleranz aufweisen. Diese einschrankende Voraussetzung fuhrte
folglich zu einer Verschlechterung der Hirnschnittqualitat der adulten Tiere und damit
zu schwierigeren experimentellen Bedingungen im Vergleich zu den juvenilen
Mausen. Um dem entgegenzuwirken, wurde der Praparationsvorgang bei den adulten
Tieren bereits frihzeitiger unter eiskalter aCSF-Losung durchgefuhrt als bei juvenilen
Tieren. Als Nachweis der Vitalitat der Hirnschnitte erfolgte nach jedem Experiment die
Kontrolle mittels Noradrenalin-Applikation. So konnte gewahrleistet werden, dass
jedes eingeschlossene Experiment auf Grundlage einer vitalen Arteriole durchgefuhrt

wurde.

5.2.1.3 Perfusionsdruck

In Vorarbeiten der Arbeitsgruppe — insbesondere in statischen Untersuchungen —
wurde zumeist eine vasokonstriktorische Substanz eingesetzt, um eine Vorspannung
der untersuchten Arteriolen zu erzeugen. Im akuten Hirnschnittmodell der Maus fehlt
der physiologische Einfluss des Blutdrucks auf die Gefalle, wodurch diese in einem
dilatierten Zustand vorliegen. Um den physiologischen Zustand der vorgespannten
Gefalle zu imitieren, wurde die Substanz L-Arginin Methyl Ester (L-NAME) verwendet.
Es handelt sich hierbei um einen Inhibitor der endothelialen und neuronalen NO-
Synthase (eNOS/nNOS). NO ist ein bedeutendes Signalmolekul, welches durch die
Stimulation der I6slichen Guanylatzyklase zu einer Produktion von zyklischem
Guanosinmonophosphat (cGMP) in glatten Muskelzellen fihrt und damit eine
Vasorelaxation hervorruft.

Durch die Inhibition der NOS durch L-NAME konnte eine Vasorelaxation erfolgreich
verhindert und eine Vorspannung der Gefalle im Versuchsaufbau gewahrleistet
werden (Pfeiffer et al. 1996).
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In dieser Promotionsarbeit wurde auf die Verwendung von L-NAME zur Vorspannung
der Gefalde verzichtet, um einen moglichen Einfluss auf die Vasokonstriktion nach
elektrischer Stimulation auszuschlieBen. NO ist flr eine suffiziente Dilatation der
Arteriolen nach elektrischer Stimulation notwendig. Diese Fahigkeit wird durch den
NO-Entzug durch L-NAME verhindert und fihrt zu gro3en Problemen bei der
Ubertragbarkeit der Ergebnisse.

Zudem zeigte L-NAME selbst eine geringe vasokonstriktorische Wirkung auf Gefalle
(Langguth 2020). Diese Beeinflussung der Messungen und eine Beeintrachtigung der

Dilatation der Arteriolen sollte bei dieser Arbeit vermieden werden.

5.2.1.4 Substanzen

In Teilprojekt 1 erfolgte die Administration von verschiedenen isolierten
Hamoglobinabbauprodukten sowie einer Kombination dieser. Die Auswahl der
verwendeten Isomere PDP B und BOX B lasst sich durch Voruntersuchungen
begrinden, die eine vasokonstriktorische Aktivitat dieser Substanzen nachweisen
konnten (Joerk et al. 2014, Joerk et al. 2019). In direkt vorangegangenen Studien
wurden bereits die Substanzen PDP A und BOX A im gleichen experimentellen Aufbau
untersucht (Daten noch nicht veroffentlicht). Eine Kombination aus PDP A und BOX A
sollte in der vorliegenden Arbeit zudem eine Aussage daruber ermoglichen, ob
eventuell Wechselwirkungen zwischen den Substanzen bzw. additive Effekte
stattfinden.

Die Konzentrationen der untersuchten Substanzen richteten sich hierbei nach den
Ergebnissen von Joerk et al., in denen gezeigt werden konnte, dass eine geringe
Konzentration der PDPs von 0,5 uM — entsprechend ihres Vorkommens im Liquor von
SAB-Patient:innen (0,7 uM) — bereits vasokonstriktorische Effekte zeigte, wahrend die
gemessene BOX-Konzentration von 0,2 yM nicht fur eine Vasoreaktion ausreichte
(Joerk et al. 2019). Aus diesem Grund wurde die Konzentration der BOXes von 5uM
beibehalten, um die Vergleichbarkeit zwischen bereits erhobenen Daten aus

Vorarbeiten zu erméglichen.

5.2.1.5 Stimulationsstarken und Elektrodenposition
Die elektrische Stimulation erfolgte in vier Stufen von je 2 Volt Differenz. Hierbei
wurden die Spannungen von 2V, 4V, 6V und 8V in aufsteigender Intensitat appliziert.

Nach jeder Stimulation folgte eine 10-minutige Erholungsphase, in welcher die
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Messungen in Form von Einzelaufnahmen vorgenommen wurden. Durch die
verschiedenen Stimulationsstarken sollte die Maoglichkeit geschaffen werden, die
dynamischen Reaktionen der Gefalte auf unterschiedliche Stimulationsstarken und
damit eine mogliche Empfindlichkeit der Arteriolen zu erfassen.

Das Stimulationsprotokoll basierte hierbei auf Voruntersuchungen von Holthoff bzw.
Holthoff und Witte. Diese beobachteten nach elektrischer Stimulation das Auftreten
intrinsischer optischer Signale durch Veranderungen des extrazellularen Volumens.
Fiar diese Untersuchung wurde das Gehirn zehnmal in Folge stimuliert, mit einer
Erholungszeit von je 5 Minuten nach der Stimulation (Holthoff und Witte 1996, Holthoff
et al. 1994). Zur Gewahrleistung einer vollstandigen Regeneration des Gefalles vom
elektrischen Impuls wurde diese Zeitspanne auf 10 Minuten ausgedehnt. Urspriinglich
beinhaltete das Stimulationsprotokoll Spannungen zwischen 1V und 9V, mit Intervallen
von jeweils 1V (Schroder 2021). Allerdings zeigte sich im Verlauf der Experimente,
dass diese 9 Stimulationen mit anschliefenden Erholungsphasen zu einer sehr hohen
Beanspruchung der Hirnschnitte fuhrte und folglich zahlreiche Experimente aufgrund
des Vitalitatsverlustes der Hirnschnitte abgebrochen oder ausgeschlossen werden
mussten. Daher wurde das Stimulationsprotokoll auf die hier verwendete Form von 2V
bis 8V (in 2V-Schritten) reduziert.

Die verschiedenen Stimulationsstarken wurden in aufsteigender Intensitat appliziert
und nicht randomisiert. Durch jede Stimulation wird eine Veranderung der
lonenkonzentrationen im Intra- und Extrazellularraum hervorgerufen, die schlieRlich in
eine Vasoreaktion mundet. Es ist anzunehmen, dass nach jeder zusatzlichen
Stimulation eine Wiederherstellung der urspringlichen lonenkonzentrationen fur das
Gewebe schwieriger wird. Somit zeigt sich nach wiederholter Stimulation eine gewisse
,Erschopfung“ des Hirnschnittmodells und damit auch eine geringere Vasoreaktivitat
der GefalRe. Vermutlich fallt diese ,Erschépfung” nach hohen Stimulationsstarken von
6V und 8V deutlich grofier aus als nach einer Stimulation mit 2V. Die aufsteigende
Anordnung der Stimulationsstarken wurde daher gewahlt, um eine mdglichst geringe
Verfalschung der Vasokonstriktion nach elektrischer Stimulation mit geringen
Stimulationsstarken hervorzurufen. Jedoch ist davon auszugehen, dass die
Vasokonstriktion ~ bei  hoheren  Stimulationsstarken  bereits  durch  die
vorausgegangenen Stimulationen beeintrachtigt wurde und damit geringer ausfiel als

bei alleiniger Stimulation mit dieser Voltstarke.
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Eine umgekehrte Stimulationsreihenfolge brachte den Vorteil, dass bei der Stimulation
mit 8V eine maximale Gefalireaktion ausgelost wird und dabei keine Verfalschung
durch eine ,metabolische Erschopfung® des Hirnschnittmodells auftritt. Die grote
Beeinflussung des Ergebnisses wurde bei der Stimulation mit 2V auftreten, bei welcher
jedoch sowieso die geringste Gefalireaktion zu erwarten ist. Eine Umkehr des
Stimulationsprotokolls sollte daher fur nachfolgende Arbeiten in Erwagung gezogen

werden.

Die Positionierung der Elektrode erfolgte in Kortexschicht VI, wobei die Messung der
Gefaldreaktion in Schicht Il/lll vorgenommen wurde. Die Platzierung der Elektrode
erfolgte in der Nahe der ausgewahlten Arteriole, allerdings ohne direkten Kontakt zum
Gefali. Dies war entscheidend, denn eine direkte Stimulation des GefalRes durch den
elektrischen Impuls sollte streng vermieden werden. 1994 konnte Holthoff zeigen, dass
eine Stimulation in Kortexschicht VI (an der Grenze zur weillen Substanz) zur
Erregung einer gesamten Kolumne des Hirnparenchyms fuhrte. Ein intrinsisches
optisches Signal in diesem Bereich konnte von Schicht II-VI gemessen werden, wobei
Schicht | in keinem Fall betroffen war (Holthoff et al. 1994). Diese Grundlage wurde
hier verwendet, um eine Kolumne in der Umgebung der Arteriole zu aktivieren und
durch diese neuronale Aktivierung eine Gefalireaktion zu erzeugen. Entsprechend des
Versuchsaufbaus bei Holthoff wurde auch in dieser Untersuchung eine konzentrische
bipolare Elektrode verwendet, mit einem Durchmesser der Spitze von 0,1mm.

Nach korrekter Positionierung der Elektrode erfolgte eine 100-minltige Wartezeit vor
Beginn der Stimulationsreihe. Diese wurde einerseits genutzt, um den Hirnschnitt mit
der zu untersuchenden Substanz zu perfundieren, andererseits konnte dadurch eine
Stabilitat des experimentellen Versuchsaufbaus kontrolliert und gewahrleistet werden.
Es ist anzunehmen, dass durch den senkrechten Einstich der Elektrode in das
Hirnparenchym eine Verletzung von Zellen hervorgerufen wurde, die zu einer
Freisetzung von lonen — insbesondere von Kaliumionen — flhrte. Durch die 100-
minutigen Phase nach Elektrodenpositionierung vor Beginn der elektrischen
Stimulationen konnten die urspriinglichen lonenverhaltnisse im Hirnschnitt mit hoher

Wabhrscheinlichkeit wiederhergestellt werden.
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5.2.1.6 Auswertung und Statistik

Die Auswertung und statistische Analyse wurden im Abschnitt ,Material und
Methoden” beleuchtet.

Die optische Auswertung des inneren GefalRdurchmessers erfolgte am Monitor und
war teilweise von einer begrenzten Bildqualitat bestimmt. Der gleiche Punkt der
inneren Gefallwand wurde dabei Uber alle Aufnahmen im zeitlichen Verlauf verfolgt
und fur jedes Bild und beide Seiten des Gefallumens einzeln bestimmt (per
Mausklick).

Die Ausschlusskriterien sowie die Parameter fir die Auswertung wurden im Vorfeld
festgelegt und orientierten sich hierbei an Voruntersuchungen, um eine
Vergleichbarkeit mit bereits erhobenen Daten zu ermdglichen. Die Definition der
Ausschlusskriterien sollte eine Validitat der Daten ermoglichen, jedoch resultierte
daraus ein Wegfall zahlreicher Experimente des zweiten Teilprojekts. Durch die
Wirkung von NS1619 im Versuchsmodell waren zahlreiche Ausschlusskriterien erfullt,
was die Datensumme reduzierte und somit die statistische Auswertung erschwerte

bzw. ganzlich verhinderte.

Der Zeitpunkt der maximalen Kontraktion des Gefalles wurde durch einen
sogenannten moving-average-Filter ermittelt. Dieser Filter errechnete aus den
Rohdaten des GefalRdurchmessers von jeweils 5 benachbarten Zeitpunkten einen
Mittelwert. Damit sollte verhindert werden Extremwerte der Gefaldireaktion oder
Artefakte falschlicherweise als maximale Kontraktion zu werten.

Die maximale Amplitude der Gefalireaktion wurde ebenfalls mittels des moving-
average-Filters ermittelt, sodass Streuungen der Kontraktion nicht zu einer
Uberschatzung der Amplitude der Vasokonstriktion fiihrten.

Die Parameter der Zeitkonstante tau und der Aufweitungsfahigkeit A7 konnten durch
die Bestimmung einer fit-Kurve erfasst werden. Hierbei handelte es sich um eine
exponentielle Kurve, die dem Verlauf der Wiederaufweitung des GefaRes nach
stattgehabter Kontraktion moglichst genau angenahert wurde. Die Zeitkonstante
dieser Kurve wurde schlieBlich bestimmt sowie deren Amplitude als Parameter der
Aufweitungsfahigkeit A7. Einschrankend stellte sich hierbei teilweise die Anpassung
der Kurve an den Verlauf der GefalRreaktion dar. Bei einigen Experimenten konnte die
Annaherung mittels der exponentiellen fit-Kurve nicht vorgenommen werden, da der

Verlauf der Gefalireaktion eher einer linearen Wiederaufweitung entsprach. Somit war
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die mathematische Annahme einer exponentiellen Relaxation des Gefaltes nicht mehr
geeignet und sowohl die Zeitkonstante tau, die Aufweitung A7 als auch die area under
the curve (AUC) konnten nicht sinnvoll ermittelt werden.

Die AUC wurde erganzend zu den einzelnen Parametern ermittelt. Sie sollte
gegebenenfalls die Aussagen der Ubrigen Parameter zusammenfassen und damit die
Auswertung der Gefaldreaktion vereinfachen. Entsprechend der hier erfassten Daten
lie3 sich dieses Ziel der AUC nicht verifizieren. Es ist tendenziell allerdings
anzunehmen, dass die Aussagekraft der AUC nicht ausreicht, um die Ubrigen

Parameter zu ersetzen.

5.2.2 Ergebnisse Teilprojekt 1

5.2.2.1 Interpretation der dynamischen GefaRreaktion der
aCSF-Kohorte
Bei Betrachtung der dynamischen Gefalireaktion der Kontrollgruppe, die mit aCSF
perfundiert wurde, ist eine deutliche Vasokonstriktion bei 4V, 6V und 8V zu erkennen,
wahrend eine Stimulation mit 2V zu keiner derartigen Veranderung des
Gefalddurchmessers fuhrte.
Es wird angenommen, dass in dem verwendeten Versuchsaufbau die elektrische
Stimulation eine so starke Veranderung der extrazellularen Kaliumkonzentration
hervorruft, dass eine Vasokonstriktion anstatt einer Vasodilatation ausgeldst wird.
Diese Reaktion ist dabei durch den Versuchsaufbau und die Platzierung der Elektrode
zu erklaren.
Durch die Veranderung des lonenmilieus in Folge der elektrischen Stimulation wird die
Vasokonstriktion begunstigt und ist im Versuchsaufbau deutlich messbar.
Diese zunachst ,paradox“ erscheinende Vasokonstriktion der GefalRe wurde in Kauf
genommen, da eine Dilatation bei eventuell geringeren Stimulationsstarken nicht
ausreichend durch das Auswertungsverfahren erfassbar gewesen ware. Die
Effektstarke der beobachteten Vasokonstriktion war ausreichend, um diese durch das
Auswertungsverfahren zu erfassen und zu analysieren.
Bei einer Stimulationsstarke von 2V war in der Regel keine Kontraktion zu erkennen
(unabhangig von der Intervention). Als Ursache flr diese Beobachtung kann
angenommen werden, dass die Stimulationsstarke nicht ausreichend fur das
Hervorbringen von Aktionspotentialen und fir eine deutliche Veranderung des

lonenmilieus war und somit keine Gefaldreaktion hervorgerufen werden konnte. Oder
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die Anzahl der ausgelosten Aktionspotentiale war zu gering, um eine adaquate
Gefalireaktion zu erzeugen.

Die Ubrigen Stimulationsstarken von 4V, 6V und 8V verliefen ohne signifikante
Unterschiede. Dies lasst vermuten, dass bereits bei 4V ein ,Plateau” der elektrischen
Stimulation erreicht wurde und bereits bei dieser Stimulationsstarke eine so hohe Zahl
an Aktionspotentialen hervorgebracht wurde, dass eine annahernd maximale
Vasokonstriktion des Gefalles folgte. Eine weitere Erhéhung der Stimulationsstarke

fuhrte folglich zu keiner weiteren Veranderung der dynamischen Gefaldreaktion.

5.2.2.2 Interpretation der TTX-Reaktion
Die extrazellulare Stimulationselektrode des experimentellen Aufbaus sollte durch
einen elektrischen Impuls die neuronale Aktivitdt anregen und somit eine
neurovaskulare Reaktion hervorrufen. Sie sollte nicht zu einer direkten Stimulation der
Arteriole im Hirnschnittmodell fihren. Diese Hypothese konnte unter Verwendung des
Natriumkanalblockers TTX belegt werden. TTX hemmt Natriumkanale, die essentiell
fur die Generierung von Aktionspotentialen in Neuronen sind. Durch die Hemmung der
Kanale mit TTX wurde die Entstehung der Aktionspotentiale an Neuronen und folglich
die neurovaskulare Kopplung verhindert. Das Experiment verifizierte den
experimentellen Aufbau und belegte, dass durch die extrazellulare
Stimulationselektrode nicht eine direkte Stimulation der glatten Gefalmuskulatur
hervorgerufen wurde, sondern die Erregung des umgebenden Nervengewebes

schliel3lich zu einer neurovaskularen Reaktion fiihrte.

5.2.2.3 Interpretation der Auswertungsparameter

Die untersuchten Interventionen des ersten Teilprojekts beinhalteten die Substanzen
PDP B, BOX B und die Substanzkombination PDP A + BOX A. Die Untersuchung mit
dem Neurotoxin TTX wurde bereits erortert.

Die Ergebnisse wurden auf die Kontrollgruppe mit aCSF bezogen. Nur bei der Analyse
der verschiedenen Stimulationsstarken erfolgte ein paarweiser Vergleich der
Spannungen. Die Interpretation des Altersvergleichs in der PDP A + BOX A-Gruppe
erfolgt gesondert.
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Zeitpunkt der maximalen Kontraktion

Die Auswertung des Zeitpunktes der maximalen GefalRkontraktion nach elektrischer
Stimulation ergab statistisch keine signifikanten Unterschiede im Vergleich zur aCSF-
Kontrollgruppe. Sowohl eine Abhangigkeit von den Interventionen als auch den
Stimulationsstarken konnte nicht nachgewiesen werden. Dies lasst vermuten, dass die
Interventionen und Spannungsstarken keinen messbaren Einfluss auf die
Reaktionsgeschwindigkeit der Gefalde nehmen. Auch ein Einfluss der Interventionen
oder Spannungsstarken auf die Geschwindigkeit der neurovaskularen Kopplung ist
anhand dieser Ergebnisse als unwahrscheinlich anzusehen.

Amplitude

Die Erfassung der maximalen Amplitude der Kontraktion nach elektrischer Stimulation
zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen den untersuchten Interventionen
(Ausnahme: TTX). Die hier verwendeten Substanzkonzentrationen von PDP B,
BOX B, sowie PDP A + BOX A sorgten fur keine Veranderung der dynamischen
Gefallreaktion im Vergleich zur aCSF-Gruppe.

Der relative GefalRdurchmesser liel3 sich signifikant lediglich durch die verschiedenen
Stimulationsstarken beeinflussen. Ein statistisch signifikanter Unterschied zeigte sich
zwischen 2V und den drei Ubrigen Stimulationsstarken. Die Annahme dieser
Beobachtung kann aquivalent zum oben beschriebenen Erklarungsansatz gewertet
werden.

Zeitkonstante tau

Ein ahnliches Ergebnis fand sich bei der Betrachtung der Zeitkonstante tau flr die
Dilatation der Gefalde nach Kontraktion. Es konnten keine signifikanten Unterschiede
fur diesen Parameter zwischen den verschiedenen Interventionen erfasst werden.
Aufweitungsfahigkeit A1

Jedoch fanden sich signifikante Unterschiede der Relaxationsfahigkeit der Gefale in

Abhangigkeit von den Stimulationsstarken. Die Unterschiede waren zwischen 2V und
den Ubrigen Stimulationsstarken nachweisbar. Allerdings ist die Interpretation dieses
Ergebnisses fraglich, da bei der Spannungsstarke von 2V in der Regel keine
signifikante Kontraktion gemessen werden konnte und somit eine Beurteilung der
Wiederaufweitung der Gefalle nicht sinnvoll erscheint.

AUC

Durch die fehlende Vasokonstriktion bei 2V, verglichen mit den Uubrigen

Stimulationsstarken, ergaben sich signifikante Unterschiede der gemessenen AUC.
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Die AUC der 2V-Stimulation stellte sich als signifikant kleiner dar, da durch diese
Spannung keine Kontraktion der Arteriolen hervorgerufen werden konnte. Durch eine
Stimulation von 4V und mehr wurde eine signifikante Vasokonstriktion ausgeldst,
welche mit einer groReren Flache unterhalb der Kurve (AUC) verbunden war.

Fazit

Das erste Teilprojekt zeigte insgesamt, dass die durchgefuhrten Interventionen keine
signifikanten Unterschiede in der Gefalireaktion nach elektrischer Stimulation
ergaben. Es konnte Uber alle Versuchsgruppen gezeigt werden, dass eine Stimulation
von 2V nicht ausreichend war, um eine signifikante Vasokonstriktion der Arteriole
hervorzurufen, im Vergleich zu den Stimulationsstarken von 4V, 6V und 8V.

Durch die Experimente mit TTX konnte der verwendete Versuchsaufbau verifiziert
werden. Zusammenfassend lasst sich sagen, dass anhand der hier gewonnenen
Ergebnisse eine Beeinflussung der Gefallreaktion durch die untersuchten

Hamoglobinabbauprodukte nicht nachgewiesen werden konnte.

5.2.2.4 Altersvergleich zwischen PDP A und BOX A
Die Intervention der Substanzkombination aus PDP A + BOX A ermdglichte einen
Altersvergleich zwischen juvenilen und adulten Tieren.

Zeitpunkt der maximalen Kontraktion

Die Auswertung der Zeitpunkte der maximalen Kontraktion nach elektrischer
Stimulation ergaben keine signifikanten Unterschiede zwischen juvenilen und adulten
Tieren. Dadurch wird deutlich, dass vermutlich keine Beeinflussung der
Gefalreagibilitat durch das Alter vorliegt und sich somit die Geschwindigkeit der
Vasokonstriktion nicht durch das Alter der Tiere verandert. Ein Unterschied zwischen
den Zeitpunkten der maximalen Kontraktion konnte zwischen den Stimulationsstarken
von 6V und 8V nachgewiesen werden. Bei der Stimulation mit 8V schien der Zeitpunkt
der maximalen Gefallkontraktion hierbei im Mittel etwa 40 Sekunden friher
aufzutreten als bei einer Stimulation mit 6V (ohne Beachtung des Standardfehlers).
Durch die héhere Spannungsstarke ist eine starkere elektrische Aktivierung des
Nervengewebes méglich und damit auch eine schnellere Ubertragung der Erregung
auf die Arteriole. Bei dieser Auswertung wurde keine Unterscheidung der
Altersgruppen vorgenommen. Da eine entsprechende Beobachtung in der Auswertung

der Interventionen mit PDP B und BOX B fehlt, ist jedoch fraglich, ob es sich bei diesem
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Ergebnis tatsachlich um einen Unterschied der Geschwindigkeit der Vasoreaktion
handelt oder lediglich um einen zufallig messbaren statistischen Unterschied.
Amplitude

Die Amplitude der maximalen Kontraktion nach elektrischer Stimulation fiel zwischen
juvenilen und adulten Tieren signifikant unterschiedlich aus. Der relative
Gefallddurchmesser der adulten Tiere war signifikant groRer als in der juvenilen
Kohorte. Das bedeutet, dass die Arteriolen der juvenilen Tiere sich durchschnittlich mit
einer groReren Amplitude verengten und daraus ein Kkleinerer minimaler
GefalRdurchmesser resultierte als bei den adulten Tieren. Das Ergebnis deutet darauf
hin, dass juvenile Tiere empfindlicher auf die elektrische Stimulation reagierten
und/oder die Kontraktilitat der Gefalde in der juvenilen Kohorte ausgepragter war als
bei den adulten Tieren. Dieses Ergebnis deckte sich mit den Beobachtungen aus
vorherigen Untersuchungen der Arbeitsgruppe, die ebenfalls eine geringere
Vasoreaktion bei adulten Tieren erfassten (Schroder 2021).

Aquivalent zu den oben beschriebenen Ergebnissen zeigte sich auch bei der
PDP A + BOX A-Intervention ein signifikanter Unterschied der maximalen
Gefallkontraktion in Abhangigkeit von den Stimulationsstarken. Statistische
Signifikanz erreichte der Vergleich von 2V zu den drei weiteren Stimulationsstufen von
4V, 6V und 8V. Dieses Ergebnis berlcksichtigte jedoch nicht die unterschiedlichen
Altersgruppen der Intervention. Die Interpretation dieser Beobachtung entspricht dem

bereits oben genannten Erklarungsansatz.

5.2.3 Ergebnisse Teilprojekt 2
5.2.3.1 Interpretation der NS1619-Wirkung

Die NS1619-Wirkung wird vor allem durch einen Vergleich mit der dynamischen
Gefalreaktion der aCSF-Kontrollgruppe deutlich. Der Vergleich ermdglicht ein
Verstandnis der inhibitorischen Wirkung des BK-Kanal-Aktivators NS1619, wird jedoch
rein deskriptiv und nicht statistisch vorgenommen.

Die spezifische Wirkung von NS1619 konnte durch verschiedene Angriffspunkte
dieser Substanz in der neurovaskularen Kopplung entfaltet werden. BK-Kanale
werden ubiquitar im Korper exprimiert und treten im zentralen Nervensystem in
verschiedenen Lokalisationen auf, beispielsweise in Neuronen oder astrozytaren
EndfuRRen (Price etal. 2002). Aufgrund der zahlreichen Expressionsorte der BK-Kanale

sind verschiedene Angriffspunkte der Substanz NS1619 anzunehmen.
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Einerseits kénnte NS1619 direkt an BK-Kanale der Neurone des zentralen
Nervensystems binden und dort der Entstehung von Aktionspotentialen
entgegenwirken. Dabei konnte durch den induzierten Ausstrom von Kaliumionen durch
die BK-Kanale eine Depolarisation der Neurone unterbunden und somit die
Entstehung von Aktionspotentialen gehemmt werden. Eine neuronale Aktivitat kann
dann nicht mehr gebahnt werden.

Andererseits ist auch eine Wirkung von NS1619 an den astrozytaren Endflflien
denkbar. Auch dadurch konnte die neurovaskulare Kopplung unterbrochen werden.
Bei dieser Annahme werden Aktionspotentiale in den Neuronen gebildet, diese konnen
allerdings nicht mehr auf die glatte Muskulatur der Arteriolen Ubertragen werden, da
die Astrozyten durch den stetig induzierten Kaliumausstrom keine Signallbertragung
mehr ermoglichen.

Zuletzt kdonnten direkt die BK-Kanale der glatten GefalRmuskulatur durch NS1619
beeinflusst werden. Durch ihre Offnung kommt es demnach zu einem ,Kurzschluss*
der glatten Muskelzellen. Signale der Neurone und Astrozyten kdnnen zwar auf die
glatte Muskulatur der GefalRwand Ubertragen werden, jedoch wird hier die Entstehung
einer konstriktorischen Reaktion komplett unterbunden, da der stetige Ausstrom von
Kaliumionen jeglicher Reaktion sofort entgegenwirkt.

In  Voruntersuchungen belegt werden, dass NS1619 seine Wirkung nicht
ausschlieRlich an BK-Kanalen entfaltet, sondern ebenfalls Einfluss auf Kalziumstrome
nehmen kann. Diese simultane Aktivierung der BK-Kanale bei gleichzeitiger Inhibition
spannungsgesteuerter L-Typ-Kalziumkanale und spannungs- und ATP-gesteuerter
Kaliumstrome fuhrt zu der beschriebenen Verhinderung der Vasokonstriktion durch
NS1619 (Edwards et al. 1994, Holland et al. 1996).

5.2.3.2 Interpretation der Auswertungsparameter
Das Teilprojekt 2 untersuchte den Einfluss des BK-Kanal-Aktivators NS1619 auf die
dynamische Gefaldireaktion nach elektrischer Stimulation. Hierbei wurden die akuten
Hirnschnitte sowohl mit NS1619 allein perfundiert als auch mit einer
Substanzkombination aus NS1619 + PDP A. Die Experimente wurden an adulten und
juvenilen Tieren durchgefuhrt, um einen moglichen Einfluss des Alters zu erfassen.
Die Substanzkombination aus NS1619 + BOX A wurde lediglich an juvenilen Tieren

getestet, weswegen die statistische Betrachtung gesondert erfolgte.
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Die Ausschlusskriterien und Auswertungsparameter entsprachen denen im ersten
Teilprojekt.

Zeitpunkt der maximalen Kontraktion

Der Zeitpunkt der maximalen Kontraktion nach elektrischer Stimulation zeigte keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Alterskohorten, den verschiedenen
Interventionsgruppen oder den verschiedenen Stimulationsstarken. Eine signifikante
Auswirkung der beschriebenen Einflussfaktoren auf die Gefalireagibilitat ist folglich
eher unwahrscheinlich.

Amplitude

Die Amplitude der maximalen Kontraktion nach elektrischer Stimulation war signifikant
vom Alter der Versuchstiere abhangig. Wie bereits im ersten Teilprojekt konnte auch
bei diesen Experimenten eine geringere Amplitude der Vasokonstriktion bei adulten
Tieren festgestellt werden. Dies bestatigte die bisherigen Beobachtungen, dass
juvenile Tiere im Vergleich zu adulten eine starkere Vasokonstriktion als Antwort auf
die elektrische Stimulation zeigen.

Ein signifikanter Unterschied zwischen den Interventionen aus NS1619 und
NS1619 + PDPA ohne Berlcksichtigung des Alters konnte nicht nachgewiesen
werden. Diese Beobachtung legt nahe, dass durch den sehr potenten BK-Kanal-
Aktivator NS1619 eine starke/komplette Offnung der Kanale verursacht wird. Jede
Depolarisationskraft auf die Zelle durch Einstrom von Kationen wird dabei sofort durch
einen Ausstrom von Kaliumionen antagonisiert, wodurch eine Erregung der Zelle
ganzlich verhindert wird. Die zusatzliche Gabe eines vasokonstriktorischen Agens — in
diesem Fall PDP A — konnte keine Wirkung auf die Gefalireaktion entfalten, da
NS1619 dieser sofort entgegengewirkt hat.

Ein signifikanter Unterschied der Amplitude konnte sowohl zwischen den
Interventionsgruppen NS1619 + BOX A und NS1619 festgestellt werden, als auch
beim Vergleich zwischen NS1619 + BOX A und NS1619 + PDP A. Diese Beobachtung
legt die Frage nahe, ob BOX A eventuell eine héhere Potenz zur Vasokonstriktion trotz
der NS1619-Behandlung aufwies (im Vergleich zu PDP A). Die Evaluation dieser
Hypothese sollte in weiteren Experimenten mit groReren Kohorten erfolgen, um
verlassliche Aussagen uber die Tendenz der hier gewonnenen Ergebnisse zu

erlangen.
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Zeitkonstante tau, A7 und AUC

Die Parameter tau, A1 und AUC konnten fur das Teilprojekt 2 nicht statistisch

ausgewertet werden. Aufgrund der definierten Ausschlusskriterien ergaben sich
Datenlucken, die eine statistische Analyse dieser Parameter nicht moglich machten.
Der Grund dieser fehlenden Daten liegt wiederum in der Wirkung von NS1619, welche
jegliche vasokonstriktorische Aktivitat verhindert hat.

Eine Auswertung der definierten Parameter erschien fir die Daten nicht sinnvoll und
nicht moglich, da diese auf eine Vasokonstriktion als GefalRreaktion ausgelegt waren.
Es erfolgte daher eine explorative Datenanalyse zur deskriptiven Beschreibung der
erhobenen Daten. Ein Vergleich der Altersgruppen konnte aufgrund fehlender Daten
der adulten Kohorte nicht durchgefuhrt werden und auch der Vergleich der
Interventionen NS1619 und NS1619 + PDP A war nur sehr eingeschrankt moglich
(NS1619 + PDP A: ns=1). Ebenfalls wurde die Interventionsgruppe NS1619 + BOX A
rein deskriptiv betrachtet (ns=2).

Fazit

Zusammenfassend bestatigte das Teilprojekt 2 die inhibitorische Wirkung des BK-
Kanal-Aktivators NS1619. Diese Beobachtungen decken sich mit in vivo-Ergebnissen,
bei denen ebenfalls eine Unterbindung der Vasokonstriktion durch NS1619 in
Kombination mit Hdmoglobinabbauprodukten nachgewiesen werden konnte (Joerk et
al. 2019). Eine signifikante Vasokonstriktion nach elektrischer Stimulation konnte
lediglich in Experimenten mit der Substanzkombination NS1619 + BOX A gesehen
werden; diese Beobachtung sollte allerdings in Zukunft weiterhin untersucht werden.
Die Wirkung von NS1619 konnte eine potentielle pharmakologische/therapeutische
Intervention darstellen, um eine Vasokonstriktion der Arteriolen nach SAB zu
verhindern und somit der Komplikation einer verzogerten zerebralen Ischamie mit
neurologischen Defiziten vorzubeugen bzw. entgegenzuwirken. Allerdings entfaltet
NS1619 eine relativ unspezifische Wirkung, denn durch die ubiquitare Expression der
BK-Kanale ist der Einsatz mit einem Risiko fur zahlreiche Nebenwirkungen assoziiert.
Dennoch sollte die Erkenntnis Uber die hier belegte Wirkung von NS1619 als
Grundlage genutzt werden, um potentielle Substanzen einer ahnlichen chemischen
Struktur zu entwickeln, die eine spezifischere Bindung an BK-Kanalen der glatten
GefalBmuskulatur ermdglichen und hier dieselbe inhibitorische Wirkung entfalten wie
NS1619.
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Weitere BK-Kanal-Aktivatoren konnten daruber hinaus eine protektive Wirkung
hinsichtlich einer verzogerten zerebralen Ischamie nach Subarachnoidalblutung
entfalten. Fir ein weiteres Benzimidazolon NS004 konnte in einem Modell mit
Wiustenrennmausen eine Reduktion der zerebralen Schaden sowohl nach einem
transienten als auch fokalen permanenten Schlaganfall gezeigt werden (Gribkoff et al.
2001). Die Substanzen BMS-204352 und BMS-191011, beides Aktivatoren von BK-
Kanalen, zeigten vielversprechende Ergebnisse in praklinischen Untersuchungen.
BMS-204352 konnte im Tiermodell eine Reduktion des Infarktvolumens von bis zu
20% nach einem induzierten ischamischen Schlaganfall erreichen. Trotz dieser
vielversprechenden praklinischen Ergebnisse und einer guten Vertraglichkeit der
Substanz mit gunstigem Risikoprofil, zeigte eine klinische Phase-llI-Studie keine
signifikante Verbesserung der Prognose nach dem ischamischen Ereignis (Jensen
2002).

Die Substanz BMS-191011 bewirkte in einem Rattenmodell eine Dilatation retinaler
Arteriolen (Jensen 2002, Mori et al. 2011).

Beide Substanzen wurden in einer vorausgegangenen Promotionsarbeit untersucht.
Fir BMS-204352 konnte dabei eine praventive Wirkung einer PDP A-induzierten
Vasokonstriktion nachgewiesen werden, wahrend BMS-191011 in dieser
Untersuchung keine signifikante Wirkung erzielte (Ritter 2021). Diese
vielversprechenden praklinischen Ergebnisse, insbesondere der Substanz
BMS-204352, sollten im Hinblick auf die verzogerte zerebrale Ischamie nach

Subarachnoidalblutung untersucht und weitergehend erforscht werden.

5.3 Teilprojekt 3
Das dritte Teilprojekt beschaftigte sich mit der langerfristigen Auswirkung der
Hamoglobinabbauprodukte auf zerebrale GefaRe im Sinne morphologischer
Veranderungen der Gefallwand. Eine Zunahme der Gefallwandflache von Arterien im
fixierten Hirnschnittpraparat stellte hierbei den entscheidenden Aspekt dar. Eine
Verdickung der GefaBwand wurde als Kontraktion der glatten Wandmuskulatur

gewertet und fuhrte folglich zu einer Einengung des Gefalllumens.

In dieser Promotionsarbeit wurde der Langzeit-Einfluss von
Hamoglobinabbauprodukten auf zerebrale Gefalle untersucht. Die Versuchstiere

erhielten hierzu initial eine Injektion von PDPs, BOXes oder Eigenblut in die Cisterna
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magna und wurden schlieBlich 28 Tage nach dieser Intervention getdtet. Nach
Kryofixierung des Hirngewebes wurden Hirnschnitte angefertigt. Die mikroskopische
Analyse der Proben erfolgte nach immunhistochemischer Farbung mit anti-SMA,
einem Fluoreszenzfarbstoff, der sich gegen Aktinfasern der glatten Gefallmuskulatur

richtet.

5.3.1 Methodik Teilprojekt 3
5.3.1.1 Injektion von Eigenblut — Induktion einer SAB

Die Induktion der Subarachnoidalblutung wurde fur das Experiment mittels einer
intrathekalen Injektion von Eigenblut in die Cisterna magna vorgenommen
(Positivkontrolle). Alternativ wurden entweder PDPs oder BOXes in die Zisterne
injiziert. Die sham-Gruppe (Negativkontrolle) erhielt eine Scheinoperation mit Punktion
der Cisterna magna, aber ohne Injektion einer Substanz.

Fir das Experiment wurde die Methode einer einfachen Injektion gewahlt. Daflr
wurden einmalig 30ul Eigenblut, PDPs oder BOXes in die die Cisterna magna injiziert.
Es handelt sich um eine vielfach verwendete und etablierte Methode, die bereits bei
den Voruntersuchungen der Tage 3, 7 und 14 angewandt wurde und somit eine
Vergleichbarkeit der Ergebnisse ermdglicht.

Dennoch sollten andere Methoden der Induktion einer SAB in Betracht gezogen oder
zumindest diskutiert werden. Neben einer Injektion von Blut in den
Subarachnoidalraum ist ebenso die Punktion eines intrakraniellen Gefaltes moglich.
Nachteil dieses Verfahrens ist die hohe Mortalitat unter den Versuchstieren und die
nicht kontrollierbare Menge des freigesetzten Blutes.

Dennoch ahnelt die endovaskulare Punktion am ehesten der Aneurysmaruptur beim
Menschen mit Verletzung eines Blutgefalles im Vergleich zu den Injektionsmethoden
(Gules et al. 2002, Lin et al. 2003).

Neben der einfachen Injektion von 30ul Eigenblut etablierte sich ein zweites Modell mit
einer doppelten Injektion. Hierbei wird 48 Stunden nach der ersten Injektion eine
erneute Punktion der Cisterna magna mit einer weiteren Applikation von 30pul Eigenblut
vorgenommen. Eine Studie an Ratten belegte, dass eine doppelte Injektion eine
deutlich starkere Vasokonstriktion, vor allem zwischen Tag 6 und 8 nach Injektion
verursachte und ausgepragtere histopathologische Veranderungen der GefalRwand

hervorrief als die einfache Injektion. Zudem ist diese Methode im Vergleich zur
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Punktion eines GefalRes mit einer sehr niedrigeren Mortalitatsrate verbunden (Gules
et al. 2002).

Aufgrund der Voruntersuchungen, die mit einem einfachen Injektionsmodell
vorgenommen wurden, lag die Wahl derselben Methode fur das Experiment nahe, um
eine Vergleichbarkeit der Ergebnisse zu gewahrleisten. Dennoch sollte fir
nachfolgende Studien eine Anderung des Versuchs-Prozederes bedacht werden, um
aussagekraftige Ergebnisse entsprechend der oben genannten Untersuchung von
Gules et al. zu erzielen. Eine doppelte Injektion ware hierbei die Methode der Wahl,
da sie mit einer geringen Mortalitat verbunden ist und auch andere Substanzen wie
PDPs oder BOXes zweifach verabreicht werden kdnnen. Die endovaskulare Punktion
ist fur dieses Versuchsvorhaben aufgrund der fehlenden Vergleichbarkeit mit der

Injektion von PDPs oder BOXes nicht geeignet.

5.3.1.2 Methode der Hirnpraparation/Fixierung

Die Organentnahme der Gehirne wurde nach erfolgreicher Anasthesie vorgenommen,
wobei jedoch keine speziellen Verfahren zum Erhalt der Perfusion der Blutgefalle
getroffen wurden. Es erfolgte eine Immersionsfixierung, indem die Gehirne sofort nach
der Entnahme in 4%iges Paraformaldehyd transferiert wurden. Die Methode der
Aldehydfixierung ist weit verbreitet und etabliert. Dabei wird die Verwendung von
Paraformaldehyd in einer 4%igen Lésung empfohlen, wie es auch in dieser Arbeit
angewendet wurde. Jedoch ist diese Form der Immersionsfixierung mit haufigen
histologischen Artefakten assoziiert (Fix und Garman 2000). Um diese Artefakte so
gering wie moglich zu halten, ist ein sofortiges Einfrieren der Gehirne nach der
Entnahme notwendig.

Ein weiteres Problem dieser Methodik stellte das Kollabieren der Blutgefale dar.
Durch die Unterbrechung des Blutflusses bei der Dekapitation der Tiere konnte der
Druck innerhalb der Gefalie nicht aufrechterhalten werden, sodass es zum Kollabieren
dieser kam. Es ist nicht auszuschliel3en, dass sich hierdurch nicht nur die Form der
Arterien, sondern auch ihr Zustand veranderte, was zu einer erschwerten Auswertung
und zu einer eingeschrankten Interpretation der Ergebnisse fuhrte.

Eine Veranderung des Fixationsprozesses ware eine denkbare Losung, um diese
Problematik zu umgehen und somit bessere und aussagekraftigere Ergebnisse zu
erzielen. Fur die Fixierung des Nervensystems etablierte sich das Konzept der

Ganzkorper-Perfusionsfixierung. Hierbei wird bei gleichbleibendem systolischem
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Blutdruck die Fixationslésung durch das vaskulare System des Versuchstiers gesplilt.
Zu diesem Zweck wird der linke Ventrikel des Herzens punktiert und durch eine
entsprechende Kanlile das Fixans injiziert. Gleichzeitig wird das Blut aus dem rechten
Vorhof abgelassen. Diese Methode stellt eine schnelle und sehr elegante Variante der
Fixierung dar, ist allerdings mit einem groReren Aufwand und erheblichen
Storanfalligkeiten verbunden. Es darf beispielsweise wahrend des Prozesses zu
keinem starken Abfall des systolischen Blutdrucks kommen, weil ansonsten eine
ausreichende Perfusion und Fixierung peripherer Gewebe nicht gewahrleistet werden
kann. Nach der Perfusionsfixierung und Organentnahme ist eine weitere
Immersionsfixierung im gleichen Fixans notwendig (Fix und Garman 2000).

Eine Anpassung und Verbesserung der Fixierung ist flir zuklnftige Experimente zu
bedenken, da somit eine bessere Qualitat und Aussagekraft der Ergebnisse erzielt
werden kann. Eine Pilotstudie hierzu wurde bereits durchgefihrt. Sowohl die
technologische Ausristung als auch die notwendige Erfahrung des geschulten
Personals ist vorhanden und sichergestellt und ermoglicht damit eine Umstellung der

Methodik in zuklnftigen Projekten.

5.3.1.3 Farbung

Die Farbung der Hirnschnitte wurde mit zwei etablierten Fluoreszenzfarbstoffen
durchgefuhrt. Neben DAPI als Marker fur den Chromatingehalt in den Zellkernen
erfolgte als Zielstruktur die Farbung der Aktinfasern der glatten GefalRmuskelzellen.
Bereits bekannte und etablierte Farbeprotokolle kamen hierbei zum Einsatz und
entsprachen den Farbungen der vorausgegangenen Untersuchungen der
Arbeitsgruppe. Aktinfasern stellen ein essentielles kontraktiles Element der glatten
Muskelzellen dar und standen im Fokus der Betrachtung. Die Tunica media der
Gefallwand wird zum groften Teil aus glatten GefalRmuskelzellen mit Aktinanteil
gebildet und konnte durch die anti-SMA-Farbung sichtbar gemacht werden.

Studien in der Vergangenheit zeigten, dass Blut Einfluss auf die Aktin-Expression in
glatten Muskelzellen nahm und zudem zu einer Zelltransformation der glatten
Muskelzellen fuhrte (Ohkuma et al. 2003). Der Fokus dieser Arbeit lag in der
Quantifizierung der Gefallwandflache. Eine mogliche Zunahme der Aktinfasern nach
Injektion von Hamoglobinabbauprodukten oder Blut sollte anhand einer Zunahme der

Wandflache des Gefalles ermittelt werden.
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5.3.1.4 Auswahl der GefaRe
Zur Analyse der GefaBwande wurden drei verschiedene Gefaltypen aufgesucht. Als
Kontrollgefald wurde hierzu die Arteria azygos pericallosa (APA) verwendet, die
aufgrund ihrer intraparenchymalen Lage keinen direkten Kontakt zum
Subarachnoidalraum, dem Liquor und den hier injizierten Substanzen aufwies. Die
APA entstammt dabei der Arteria cerebri anterior und verlauft auf dem Corpus
callosum nach posterior (Dorr et al. 2007). Durch die geschitzte Lage des Gefalies
konnten Manipulationen wahrend der Praparation, Fixation und Farbung verhindert
werden und durch den prominenten Gefalverlauf oberhalb des Balkens war die Arterie
stets gut auffindbar.
Als Untersuchungsgefalle dienten die Arteria communicans posterior (PCA) und die
Arteria basilaris (BA). Die PCA stellt einen recht kurzen Verbindungsast zwischen der
Arteria cerebri posterior (aus dem hinteren Stromgebiet der Arteriae vertebrales) und
der Arteria carotis interna dar. Sie verlauft am posterioren Anteil des Gro3hirns und
umgibt dabei das Ende des Hypothalamus (Dorr et al. 2007).
Die BA figt sich aus den paarigen Arteriae vertebrales zusammen. Diese vereinigen
sich auf Hohe der Medulla oblongata und bilden die BA, die mittig auf der ventralen
Seite des Hirnstamms verlauft (Dorr et al. 2007).
Die extraparenchymale Lage der BA und PCA ermoglicht den direkten Kontakt der
Gefalle mit Liquor und den injizierten Hamoglobinabbauprodukten bzw. Eigenblut. Es
kann daher von einer direkten Interaktion dieser Substanzen mit den GefalRwanden

ausgegangen werden.

5.3.1.5 Auswertung der relativen GefaBwanddicke

Die Auswertungsmethode der relativen Gefalwanddicke wurde entsprechend der
experimentellen Voraussetzung gewahlt. Dabei sollte der Einfluss der zahlreichen
kollabierten GefalRe moglichst geringgehalten werden, um eine Verzerrung der
Ergebnisse zu verhindern. Aus diesem Grund wurde die relative Wandflache als
Parameter etabliert und der absoluten GefalRwanddicke vorgezogen.

Zur Ermittlung des Anteils der Wandflache an der Gesamtflache des Gefalles musste
sowohl die innere Gefal¥flache bestimmt werden, also das Lumen des Gefalies, als
auch die Gesamtflache inklusive der Gefallwand.

Um die Gesamtflache des Gefalles aufgrund des Kollabierens nicht zu unterschatzen,

wurde aus dem Auflenumfang mithilfe der allgemein gultigen Kreisformeln die Flache
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eines idealen Kreises berechnet. Rechnerisch wurde somit ein kreisrundes Gefal}
imitiert, welches am ehesten der physiologischen Gegebenheit vor Fixation entsprach:
Umfang=2 X r x II
Kreisflache = r? x II
Die Differenz zwischen dieser idealisierten Kreisflache zur Flache des inneren Lumens
ergab folglich die absolute Wandflache. Diese konnte schliel3lich ins Verhaltnis zur
Gesamtflache des Gefalles gesetzt werden und ergab die relative Wandflache der
GefalRwand:

absolute Wandflache
Gesamtfliche des Gefifles

Relative Wandflache [%] = X 100

5.3.2 Ergebnisse Teilprojekt 3
Die Darstellung der Ergebnisse des dritten Teilprojekts setzt sich zusammen aus
bereits erhobenen Daten aus Vorarbeiten und neu erfassten Daten. Bereits in
Voruntersuchungen wurde eine Analyse der Tage 3, 7 und 14 nach Intervention
vorgenommen (Schroder 2021) (Daten von Tag 3 und 7 noch nicht verdffentlicht). Die
Datengewinnung am postinterventionellen Tag 28 war Aufgabe dieser Arbeit und
erganzt die bereits vorliegenden Ergebnisse. Zur vollstandigen Auswertung und far

den besseren Vergleich wurden alle Zeitpunkte berucksichtigt und analysiert.

5.3.2.1 Interpretation der einzelnen Auswertungsparameter
Einflussparameter auf die relative GefalRwandflache, die in dieser Auswertung
analysiert wurden, umfassten den Zeitpunkt der Dekapitation nach
Injektion/Intervention, die verschiedenen Interventionen (sham, PDP, BOX, Eigenblut)
und die drei Gefalltypen (APA, PCA und BA).
Zeitpunkt der Dekapitation

Die Auswertung der Zeitpunkte der Dekapitation zeigte signifikante Unterschiede der
relativen Gefallwanddicke. Jedoch ist zu beachten, dass diese statistische
Auswertung weder die verschiedenen Interventionen noch die drei unterschiedlichen
Gefaltypen berlcksichtigte. Zwischen den Tagen 3 und 7 fand sich eine Abnahme der
relativen Wanddicke um 1,26%. Dieser Ruckgang war gefolgt von einer Zunahme der
relativen Gefallwanddicke zwischen Tag 7 und 14 um 1,43%. Zwischen Tag 14 und
28 fand sich eine erneute Abnahme der relativen GefalRwanddicke um 1,36%.
Insgesamt konnte eine statistisch signifikante Abnahme der relativen Wanddicke von

1,19% zwischen Tag 3 und Tag 28 gemessen werden. Aufgrund der gemeinsamen
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Betrachtung aller Interventionen und aller Gefaldtypen ist eine Interpretation dieser
statistischen Ergebnisse nicht eindeutig moglich. Eine sinnhafte Aussage kann durch
die hier erfassten Wandflachenveranderungen nicht getatigt werden.

Interventionen

Es erfolgte des Weiteren eine Analyse der vier verschiedenen Interventionen sham,
PDP, BOX und Eigenblut. Bei dieser Auswertung wurden wiederum weder die
unterschiedlichen Tage der Dekapitation noch die verschiedenen Gefalitypen
berucksichtigt. Insgesamt konnte bei der scheinoperierten Gruppe eine statistisch
signifikant geringere relative GefaRwanddicke nachgewiesen werden als bei der BOX-
Interventionsgruppe. Auch der Vergleich zwischen sham- und Eigenblut-Intervention
zeigte, dass die Eigenblut-behandelten Tiere eine statistisch signifikant groflere
relative Wanddicke aufwiesen. Ein Unterschied zwischen den Interventionen PDP und
BOX konnte ebenfalls festgestellt werden. Demnach zeigte die BOX-Gruppe eine
signifikant groRere relative Gefallwanddicke als die PDP-Gruppe. Zuletzt konnte ein
statistisch signifikanter Unterschied zwischen der PDP und Eigenblut-Intervention
erfasst werden, wobei ebenfalls die PDP-Gruppe eine geringere relative Wanddicke
aufwies als die Eigenblut-Gruppe. Auch hier ist eine Interpretation der statistischen
Ergebnisse nur eingeschrankt moglich. Es konnten signifikante Unterschiede bestatigt
werden, allerdings fehlt bei dieser Auswertung die Betrachtung des zeitlichen Verlaufs
und der verschiedenen Gefaldtypen. Es lasst sich die Vermutung aufstellen, dass
durch die Intervention mit BOX eine Zunahme der GefalRwanddicke induziert wurde,
die im Vergleich zur Kontrolle (sham), aber auch zu PDP und Eigenblut gré3er ausfiel.
Die Intervention mit PDP zeigte einen deutlich geringeren Einfluss auf die
Gefallwanddicke.

Gefaldtypen

Als dritter einzelner Parameter wurden die verschiedenen Gefaldtypen untersucht. Ein
sehr deutlicher statistisch signifikanter Unterschied der relativen Wanddicke ergab sich
zwischen der PCA und APA. Aufgrund der gemeinsamen Betrachtung aller
Dekapitationstage und Interventionen lasst sich allerdings nicht analysieren, ob diese
Messungen Auswirkungen der Behandlungen der Tiere sind oder ob es sich lediglich
um physiologisch messbare Unterschiede der GefaRwanddicke handelt. Auch der
Vergleich der APA zur BA zeigte einen statistisch signifikanten Unterschied, der jedoch
geringer ausfiel als im Vergleich zur PCA. Zuletzt konnte auch ein Unterschied der

relativen GefalRwanddicke zwischen der BA und PCA nachgewiesen werden, welcher

115



statistische Signifikanz erreichte, jedoch wiederum nicht sicher auf die Auswirkungen
der durchgefuhrten Interventionen zurlckzufuhren ist. Auch hier besteht die
Méoglichkeit, dass die erfassten Unterschiede lediglich die Physiologie der

unterschiedlichen Gefalle und ihrer Wandflache widerspiegeln.

5.3.2.2 Interpretation des zeitlichen Verlaufs der relativen
GefaBRwanddicke der Interventionsgruppen
Nach der Betrachtung der drei einzelnen Einflussfaktoren auf die relative
GefalRwanddicke ohne Berlcksichtigung der anderen Pradiktoren erfolgte schliel3lich
auch eine Betrachtung der Veranderungen innerhalb der einzelnen
Interventionsgruppen in Abhangigkeit vom jeweiligen Tag der Dekapitation. Hierzu
wurden die untersuchten Gefalke jeweils einzeln betrachtet und die relative
GefaRwanddicke an den verschiedenen Tagen der Dekapitation einem paarweisen
Vergleich unterzogen. Diese statistische Analyse war von besonders grofem
Interesse, da sie eine Aussage beziiglich der Gefallwandveranderungen im Verlauf

der Zeit ermdglicht, die unter den verschiedenen Interventionen auftreten.

Arteria communicans posterior:

Innerhalb der sham-Interventionsgruppe konnte gezeigt werden, dass die relative
Wanddicke der PCA zwischen Tag 3 und Tag 14 signifikant abnahm.

In der Interventionsgruppe mit PDPs zeigten sich keine signifikanten Unterschiede.

In der BOX-Gruppe fand sich eine statistisch signifikante Zunahme der relativen
GefaRwandflache zwischen Tag 7 und Tag 14. Ebenfalls konnte in dieser Gruppe eine
nicht-signifikante Abnahme der relativen Gefallwandflache von Tag 14 zu Tag 28
beobachtet werden.

In der positiven Kontrollgruppe mit Eigenblutinjektion ergab sich eine signifikante
Zunahme der relativen GefaBwandflache zwischen Tag 7 und 14, gefolgt von einer

nicht-signifikanten Abnahme von Tag 14 zu Tag 28.

Diese Ergebnisse zeigen die Tendenz einer Zunahme der GefalRwandflache im Sinne
einer Vasokonstriktion in den Interventionsgruppen mit BOX und Eigenblut. In der
negativen Kontrollgruppe (sham) konnte eine Zunahme der Gefallwandflache nicht
aufgezeigt werden. Die Ergebnisse legen nahe, dass als Antwort auf die Intervention

eine Zunahme der Wanddicke angenommen werden kann, die ihren Peak an Tag 14
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post interventionem erreichte und gefolgt wurde von einer Abnahme der relativen
Gefallwanddicke.

Diese Beobachtung deckt sich mit bereits beschriebenen wissenschaftlichen
Ergebnissen. Es konnte gezeigt werden, dass glatte GefalRmuskelzellen bei
langerfristiger Exposition mit BOXes (von 96 Stunden) eine Veranderung ihrer
Zellmorphologie und einen Anstieg des Stresslevels und des oxidativen Metabolismus
aufweisen (Lyons et al. 2004). In Zellkulturen von Hepatozyten (HepG2) flhrte die
Applikation von BOX A ebenfalls zu morphologischen Veranderungen in Form von
spharischen Zellkorpern (Seidel et al. 2020). Eine weitere Studie belegte ebenfalls
eine  phanotypische  Transformation der glatten Muskelzellen  nach
Subarachnoidalblutung. Diese zeigten nach einer induzierten SAB die Tendenz zur
Proliferation, Sekretion von Zytokinen und Migration in die subendotheliale Schicht
(Shimamura und Ohkuma 2014). Aus diesen Ergebnissen ist anzunehmen, dass ein
vaskularer morphologischer Umbau und die Veranderungen innerhalb der glatten
Muskelzellen der Gefallwande zur Pathogenese des Vasospasmus beitragen. Die
phanotypischen Veranderungen nach SAB konnten dabei nicht nur an grofl3en
extraparenchymalen Arterien nachgewiesen werden, sondern ebenfalls an
intraparenchymalen Arteriolen, die eine Veranderung der Aktinexpression zeigten
(Ohkuma et al. 2003).

Arteria basilaris:

Die Auswertung der Ergebnisse der Arteria basilaris zeigte keine statistisch
signifikanten Unterschiede. In allen Interventionsgruppen ist demnach die
Nullhypothese beizubehalten, sodass die Verteilung der relativen Gefallwandflache an

allen untersuchten Tagen der Dekapitation als identisch anzunehmen ist.

Arteria azyqos pericallosa:

In der Auswertung der relativen Gefallwandflache der APA zeigten sich keine
statistisch signifikanten Unterschiede in den verschiedenen Interventions- und
Kontrollgruppen und an den verschiedenen Tagen der Dekapitation.

Dieses Ergebnis ist darauf zuruckzufuhren, dass es sich bei der APA um ein
Kontrollgefald des hier verwendeten Versuchsaufbaus handelte. Diese Arterie stand

aufgrund ihrer anatomischen Lage nicht im direkten Kontakt zum Liquor und damit
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auch nicht in unmittelbarer Beziehung zu den injizierten Substanzen (PDP, BOX,
Eigenblut).

5.4 Ausblick
Nach Abschluss der Arbeit lassen sich verschiedene Schlussfolgerungen und
Erkenntnisse aus den gewonnenen Daten ziehen.
In Teilprojekt 1 und 2 konnte eine Tendenz der Altersabhangigkeit der dynamischen
Gefalreaktion  gezeigt werden, insbesondere bei Betrachtung des
Gefallddurchmessers bzw. der Amplitude der maximalen Kontraktion. Durch die
geringe Anzahl an adulten Tieren in diesen Teilprojekten ist jedoch lediglich eine
tendenzielle Aussage maoglich, da keine ausreichende Fallzahl erreicht wurde. Um
dieser Tendenz nachzugehen und um diese zu bestatigen sind weitere
Untersuchungen mit weitaus groReren Kohorten notwendig.
Die Auswertung des zweiten Teilprojekts konnte eine inhibitorische Wirkung der
Substanz NS1619 auf die Vasokonstriktion bestatigen. Aufgrund der unklaren
Angriffspunkte von NS1619 und einer Vielzahl von Mdglichkeiten sollte diese Substanz
genauer untersucht werden. Das Wissen Uber die Wirkung und chemische Struktur
von NS1619 konnte die Grundlage zur Entwicklung eines spezifischen BK-Kanal-
Inhibitors darstellen, der ausschlieRlich an die BK-Kanale glatter Gefallmuskelzellen
im Gehirn bindet und dort eine Vasokonstriktion verhindert. Diese Spezifitat konnte
das Nebenwirkungsprofil deutlich minimieren und einen effektiven Schutz einer
verzogerten zerebralen Ischamie darstellen.
Der Einfluss der BK-Kanale auf die Entwicklung eines Vasospasmus ist allerdings
kontrovers zu diskutieren. Jahromi et al. konnten in einer Untersuchung bestatigen,
dass nach der Induktion einer Subarachnoidalblutung bei Hunden keine
Veranderungen der Stromdichte, Kinetik, Kalzium- uns Spannungssensitivitat oder
Leitfahigkeit der BK-Kanale nachzuweisen war (Jahromi et al. 2008). Vielmehr stellten
sie anhand ihrer Ergebnisse die Vermutung auf, dass die Vasokonstriktion nach SAB
eher auf andere Kalium- oder lonenkanale zurlckzufuhren sei. Als Folge dieser
Beobachtung, sollten auch andere Ansatzpunkte der Pathophysiologie des zerebralen
Vasospasmus und der DCI weiterhin erforscht werden.
Einen durchaus interessanten Ansatz fir eine mogliche Pravention und Therapie
beschriecben Seidel et al 2020. Sie konnten Hamoglobinabbauprodukte durch

Photokonversion in ein Konstitutionsisomer geringerer Toxizitat Uberflhren und
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dadurch vasokonstriktorische Effekte der Substanzen verhindern (Seidel et al. 2020).
Weitere Studien zu diesem Thema kdnnten einen vielversprechenden therapeutischen
Ansatz darstellen und sollten unbedingt durchgeflihrt werden.

Weiterhin ist eine fortlaufende Forschung zur Erfassung der Pathophysiologie der
verzogerten zerebralen Ischamie unabdingbar. Weitere Einflussfaktoren auf die
Genese sind denkbar und konnten einen entscheidenden Aspekt fur die Pravention
dieses Krankheitsbildes darstellen. Um dabei das Verstandnis und die klinische
Prognose einer verzdogerten zerebralen Ischamie zu verbessern, ist in Zukunft die
einheitliche Verwendung der Terminologie und Definition der DCI anzustreben, die

2010 als internationaler Konsensus festgelegt wurde (Raatikainen et al. 2021).
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6 Schlussfolgerung
In dieser Promotionsarbeit sollten Erkenntnisse Uber die Pathophysiologie der
verzogerten zerebralen Ischamie nach Subarachnoidalblutungen gewonnen und somit

eine Verbesserung des Verstandnisses dieser Komplikation ermdglicht werden.

Ziel der Arbeit stellte die Untersuchung der neurovaskularen Kopplung in Abhangigkeit
verschiedener Hamoglobinabbauprodukte dar. Im experimentellen Aufbau eines
akuten Hirnschnittmodells der Maus mit einer elektrischen Stimulation zur Imitation der
neurovaskularen Kopplung wurden hierbei verschiedene Hamoglobinabbauprodukte
(HDPs) untersucht.

Es konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den verschiedenen HDPs bei
der GefalRreaktion nach elektrischer Stimulation festgestellt werden.

Weitere Experimente mit dem BK-Kanal-Aktivator NS1619 wurden im aquivalenten
Versuchsaufbau durchgefuhrt. Die zu erwartende Antagonisierung der
Vasokonstriktion durch NS1619 konnte in allen Experimenten des zweiten Teilprojekts
bestatigt werden; durch Offnung der BK-Kanéle erreichte NS1619 in jedem Fall eine
Verhinderung der Vasokonstriktion als Antwort auf die elektrische Stimulation.

Die Untersuchung der neurovaskularen Kopplung konnte eine Altersabhangigkeit der
Gefalreaktion aufzeigen. Wahrend die Vasokonstriktion nach elektrischer Stimulation
bei juvenilen Tieren deutlich groRer ausfiel, war diese bei adulten Tieren signifikant

geringer ausgepragt.

Die mikroskopische Analyse fixierter und fluoreszenz-gefarbter Hirnschnitte
ermoglichte die Erfassung der langfristigen Auswirkung der HDPs auf die Gefaliwande
grol3er zerebraler Arterien. Durch in vivo-Applikation von HDPs und anschliel3ender
Fixierung der Gehirne nach 28 Tagen post interventionem konnten morphologische
Veranderungen der Gefallwande per Laser-Scan-Mikroskopie erfasst und schlief3lich
mit bereits erhobenen Daten der gleichen Untersuchung verglichen werden. Die
Ergebnisse zeigten eine Tendenz auf, dass vor allem BOXes einen deutlichen Einfluss
auf die GefaBwandmorphologie nehmen, der vor allem zwischen Tag 7 und 14

aufzutreten scheint.

Dieser Promotionsarbeit gelang es leider nicht, eine vollstandige Erklarung fur die

Entstehung einer verzdgerten zerebralen Ischamie nach SAB zu liefern. Allerdings
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dienen die hier gewonnenen Erkenntnisse der Erweiterung des bisherigen Wissens
und ermoglichen ein besseres Verstandnis des komplexen Pathomechanismus der
DCI.

Die Ergebnisse der Promotionsarbeit zeigen die Bedeutung der hier untersuchten
Erklarungsansatze auf und weisen gleichzeitig auf die Notwendigkeit hin, die
bisherigen Erkenntnisse zu vertiefen und weiterfihrende Forschung in diesem Bereich
zu fordern. Es ist dringend geboten den Pathomechanismus der zerebralen Ischamie
weiter zu entschlisseln und mogliche therapeutische Interventionen zu erforschen, die

einer Prophylaxe und Therapie der verzogerten zerebralen Ischamie dienen.
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