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1 Einleitung

Zerebrale Ischdmie bedeutet Verringerung der Blutversorgung des Gehirnes unterhalb
einen kritischen Wert. In Abhéngigkeit von Dauer und Ausmal} der Durchblutungsstérung
kommt es zum transitorischen Funktionsausfall bis hin zur irreversiblen Schiadigung des
Gehirns mit einem Spektrum, das vom Untergang einzelner Neurone in selektiv
vulnerablen Hirnarealen bis zur Ausbildung von Pannekrosen des Parenchyms — der
ischdmischen Infarzierung — reichen kann. Der Untergang von Hirngewebe hat meistens
einen Funktionsausfall zur Folge, der sich in neurologischen und psychologischen

Defiziten aufert.

Eine Reihe von Erkrankungen des zentralen Nervensystems konnen zur zerebralen
Ischdmie fithren. Dem Schlaganfall liegt in 85% der Fille eine fokale zerebrale Ischdmie
zugrunde, die durch einen embolischen oder thrombotischen Verschluss von Hirnarterien
verursacht wird. Einen gewissen Anteil haben hier auch Verlegungen von Hirnvenen und
der groflen Blutleiter (Sinus), die zum hirnvendsen Infarkt fiihren. Er ist die dritthdufigste
Todesursache in Deutschland (Statistisches Bundesamt Deutschland 1998). Eine globale
zerebrale Ischdmie tritt u.a. auf bei Kreislaufstillstand als Folge von Herzversagen,
Beinahe-Ertrinken, Vergiftung mit Kohlenstoffmonoxyd, massiver Himorrhagie und auch
bei der extrakorporalen Perfusion mit Einsatz der Herz-Lungenmaschine. Die stark
verminderte Pumpleistung des Herzens im Rahmen einer schweren Herzinsuffizienz oder
nach Herzbeuteltamponade, bei Hindernissen in der kardialen Ausstrombahn z. B. durch
Herzklappenfehler genauso wie im Rahmen der Kreislaufdysregulation mit vermindertem
vendsen Riickstrom zum Herzen mit drastischem Absinken der Auswurfleistung und
resultierender arterieller Hypotension kann bei kritischem Absinken unter die untere
Schwelle der zerebrovaskuldren Autoregulation zur Ischidmie des Gehirns fithren. Das
Ausmal der neurologischen Schiadigung durch eine globale zerebrale Ischdmie beim
Menschen verdeutlicht eine Untersuchung von Longstreth et al. aus dem Jahr 1983. Er hat
damals tiber 459 iiberlebende Patienten nach Kreislaufstillstand und kardiopulmonaler
Wiederbelebung berichtet. Von diesen Patienten verblieben 180 im Koma. Von 279

Patienten mit Wiederkehr des Bewusstseins hatten 59 kognitive Defizite und 32 hatten



eine Kombination von motorischen und kognitiven Defiziten (Longstreth et al. 1983).

Sowohl die Haufigkeit von Erkrankungen, die mit einer zerebralen Ischdmie einhergehen,
als auch deren verheerende Folgen verpflichten weiterhin zu gro3ten Anstrengungen, das
pathophysiologische Verstidndnis der zerebralen Ischdmie zu verbessern, als Grundlage der

Entwicklung und Erprobung wirksamer therapeutischer Methoden.

Eine Reifung (“maturation phenomenon”) des ischdmischen Schadens im Laufe der ersten
Stunden und Tage nach einem ischdmischen Insult ist erstmals von Ito et al. beschrieben
worden (Ito et al. 1975). Dieses Konzept beinhaltet, dass der ischdmische Schaden des
Hirnparenchyms sofort nach dem Insult noch nicht endgiiltig ist, sondern sein Maximum
erst nach Stunden und Tagen erreicht. An der endgiiltigen Reifung der irreversiblen
Parenchym-bzw. Zellschddigung sind die Mechanismen des sekundidren Hirnschadens
beteiligt, deren Aufkldrung bis hin zur molekularen Ebene nach wie vor im Mittelpunkt
der Ischdmieforschung steht. Die Bedeutung des sekundédren Hirnschadens ist auch beim
Schadel-Hirntrauma, der Subarachnoidalblutung und anderen Erkrankungen des ZNS
anerkannt. Eine Vielzahl von komplizierten pathophysiologischen Vorgidngen wird fiir den
sekundéren Hirnschaden verantwortlich gemacht. Dabei werden extrakraniell-systemische
von intrakraniellen Prozessen differenziert. Extrakranielle Mechanismen sind eine
arterielle Hypoxie und Hypotension, die Hyperthermie oder Infektionen. Als intrakranielle
Mechanismen werden u.a. Storungen des Energiehaushalts des ischdmischen Parenchyms
angesehen, insbesondere der Abfall der ATP-Konzentration. Daraus resultiert eine
Erhohung der Laktatkonzentration mit dadurch hervorgerufener Gewebsazidose und ein
Verlust der Zell-Ca**-Homdgostase (Siesjod et al. 1996). Ist die Ischimie nur von kurzer
Dauer, sind diese Stérungen reversibel. Doch selbst kurze Ischdmieepisoden konnen
Prozesse in selektiv vulnerablen Hirnregionen in Gang zu setzen, die nach wenigen Tagen
zur Nekrose oder zum programmierten Zelltod (Apoptose) fithren. D.h. selbst wenn die
postischimische Reperfusion des Gehirns eine normale Sauerstoff- und
Nahrstoffversorgung gewihrleistet, kann es zur weiteren Zunahme des ischdmischen
Gewebeschadens kommen. Die pathophysiologischen Mechanismen des sekundéren
Hirnschadens sind bisher noch nicht vollstindig aufgeklart worden. Viele Ergebnisse

belegen jedoch, dass Storungen der Mikrozirkulation und die Aktivierung von



Entziindungsprozessen eine wichtige Rolle spielen (del Zoppo 1994, del Zoppo et al.
1997, Feuerstein et al. 1994, Feuerstein et al. 1998, Hallenbeck 1996, Jean et al. 1998,
Siesjo et al. 1996).

Viele experimentelle und klinische Beobachtungen sprechen dafiir, dass die Aktivierung
von Leukozyten eine pathophysiologische Funktion fiir den sekundiren Gewebeschaden
bei zahlreichen Erkrankungen hat. Als Beispiele gelten der Myokardinfarkt, der Schock,
die Organtransplantation, die Arteriosklerose, das Adult respiratory distress syndrome, die
diabetische Retinopathie, intestinale Ulcera, das Neurotrauma und der ischdmische
Schlaganfall (Schmid-Schonbein und Granger, 1995). Die Hemmung der Induktion von
Leukozyten-Endothelinteraktionen durch Antikdrper oder pharmakologische Inhibitoren
unter experimentellen Bedingungen bei der transitorischen fokalen zerebralen Ischimie
gewihrleistet Protektion z.B. Verringerung des ischdmischen Gewebeschadens (Chen et al.
1994, Chopp et al. 1996, Matsuo et al. 1994b, Mori et al. 1992, Shiga et al. 1992,
Takeshima et al. 1992, Zhang et al. 1994). Experimentelle Untersuchungen der
permanenten fokalen und der globalen zerebralen Ischdmie mit Blockade der
Leukozytenadhésion an der GefaBwand haben hingegen widerspriichliche Befunde
ergeben (Aspey et al. 1989, Bednar et al. 1991, Chopp et al. 1994, Clark et al. 1991, Dutka
etal. 1989, Heinel et al. 1994, Schiirer et al. 1991, Vasthare et al. 1990, Zhang et al. 1995).
Diese widerspriichlichen Ergebnisse zeigen eindringlich, dass die pathologische Funktion
der Leukozytenaktivierung beim sekundéren Hirnschaden nach einer Ischdmie keineswegs

geklart ist.

Entsprechende Uberlegungen gelten auch fiir die Stérungen der zerebralen
Mikrozirkulation unter diesen Bedingungen. Bereits 1968 haben Ames et al. das
"no-reflow phenomenon" als Fehlen der Gewebedurchblutung auf der Ebene der
Mikrozirkulation nach Beendigung der experimentellen Ischdmiephase beschrieben (Ames
et al. 1968). Sie machten dafiir die Verlegung von Kapillaren mit Erythrozyten
verantwortlich. Hingegen wiesen spitere Beobachtungen eher auf eine Verlegung durch
Leukozyten hin (Fischer et al. 1977). Dies konnte nicht nur zum mechanisch bedingten
lokalen Ausfall der Perfusion fiihren. Vielmehr konnten Leukozyten durch die

Ausschiittung von entsprechenden Mediatoren eine Vasokonstriktion hervorrufen und



damit Ursache fiir die postischdmisch verzogerte Hypoperfusion sein (Akopov et al. 1994,
Lopez et al. 1989). Des weiteren konnte vielfach gezeigt werden, dass Leukozyten in der
Reperfusionsphase nach einer zerebralen Ischdmie emigrieren und im Hirnparenchym
akkumulieren (Hallenbeck et al. 1986). Uber ihre Phagozytosefunktion im Rahmen der
Abrdumung von nekrotischem Gewebe hinausgehend konnen aktivierte Leukozyten
intakte Neurone und Gliazellen durch Freisetzung freier Sauerstoffradikale, hypochloriger
Sdure und proteolytischer Enzyme (z.B. Elastase, Kollagenase) schddigen (Weiss 1989,
Welbourn et al. 1991, Matsuo et al. 1995, Schmid-Schénbein 1987).

Grundlage der Emigration von Leukozyten ist die Induktion einer Kaskade, wobei
Leukozyten-Endothelinteraktionen am Anfang stehen. Bei der Margination, bei der der
Leukozyt den Zentralstrom der postkapilliren Venole zufillig verldsst, kommt der
Leukozyt in Kontakt mit dem Endothel. Selektine vermitteln dann das Rollen von weillen
Blutzellen am Gefdflendothel. Nun kénnen unterschiedliche Chemokine wechselseitig auf
Endothel und Leukozyt einwirken. Dies sind unter anderen Platelet-activating factor (PAF)
(Camussi et al. 1981 und Zimmerman et al. 1996), Interleukin 8 (Huber et al. 1991 und
Rot 1992), Leukotrien B4 (Dorovini Zis et al. 1992) und Bradykinin (Ahluwalia et al.
1996). Die Bindung dieser Liganden an die jeweiligen Rezeptoren fiihrt zu einer
Konformationsdnderung von Membranmolekiilen der Leukozyten, die als Integrine an
Molekiile der Ig-Superfamilie (ICAM-1 und -2, VCAM-1) auf der Endothelmembran
binden kénnen (Springer 1990 und Swerlick et al. 1992). Dies bewirkt die feste Adhdrenz
des Leukozyten am Endothel. Der nichste Schritt ist die Emigration der Zellen durch das
Endothel in das Hirnparenchym einem chemotaktischen Gradienten folgend (Schall 1991).

Das GefaBBendothel zeigt eine gro3e Heterogenitit in Abhdngigkeit vom Gefalitypus und
-segment (Arterie, Arteriole, Kapillare, Venole und Vene). Das Organ und die Spezies, in
der das Gefdll lokalisiert ist, haben ebenfalls einen Einfluss (Zetter 1988). In vitro
Untersuchungen haben ergeben, dass Leukozyten-Endothelinteraktionen auch in
zerebralen Venolen durch Adhésionsmolekiile und Entziindungsmediatoren vermittelt
werden (Dorovini Zis et al. 1992). Bei der zerebralen Ischimie ist eine gesteigerte
Expression von Adhdsionsmolekiilen auf dem Gefdllendothel des Gehirns histologisch

nachgewiesen worden (Suzuki et al. 1998, Suzuki et al. 1997, Zhang et al. 1998 und Zhang



etal. 1995). Allerdings ist noch nicht vollstandig geklart, welche Adhdsionsmolekiile und
Mediatoren bei der zerebralen Ischimie an Leukozyten- Endothelinteraktionen in vivo

beteiligt sind. Als potenzielle Kandidaten sind u.a. PAF und Bradykinin zu nennen.

Platelet-activating factor akkumuliert nach einer Ischdmie im Riickenmark von Kaninchen
(Lindsberg et al. 1990) sowie im Hirngewebe von Gerbils (Francescangeli et al. 1996b).
Kultivierte Endothelzellen produzieren PAF nach Exposition mit Bradykinin oder
Kalzium-Ionophoren (Satoh et al. 1996 und Satoh et al. 1995). Uhl und Mitarbeiter haben
Leukozyten-Endothelinteraktionen in zerebralen Gefiflen durch Infusion von PAF
hervorgerufen. Das Phdnomen konnte mit einem spezifischen PAF-Antagonisten gehemmt
werden (Uhl et al. 1999a). PAF selbst fiihrt aber nicht nur zur funktionellen
Hochregulation von Integrinen (s. o.), sondern bewirkt auch eine Externalisierung von
Weibel-Palade Korpern (Lorant et al. 1991). Diese speichern P-Selektin, das innerhalb von
Minuten nach Stimulus seine adhdsive Wirkung auf der Endothelzellmembran entfalten
kann. Die vielseitigen pathophysiologischen Wirkungen von PAF auf die zerebrale
Mikrozirkulation und dessen Beteiligung an proinflammatorischen Regelkreisen sprechen
dafiir, dass PAF ein Schliisselmolekiil des sekunddren Hirnschadens ist (Frerichs und
Feuerstein 1990). Ein wichtiges Indiz dafiir ist auBerdem, dass die Antagonisierung von
PAF bei der globalen zerebralen Ischiimie eine protektive Wirkung fiir das Uberleben von
selektiv vulnerablen Neuronen des Cornu ammonis im Hippocampus hat (Oberpichler et

al. 1990).

Bradykinin und dessen Metabolit des-Arg’-Bradykinin sind die beiden wichtigsten
Mediatoren des Kallikrein/Kininsystems; u.a. wirken die Peptide mit an der Entstehung
des postischdmischen Hirnddems und der Er6ffnung der Blut-Hirnschranke (Maier-Hauff
et al. 1984). Eine Aktivierung des Kallikrein/Kininsystems bei der zerebralen Ischdmie
konnte auch beim Menschen beobachtet werden (Makevnina et al. 1994). Hinweise, dass
Bradykinin Leukozyten- Endothelinteraktionen aktiviert, gehen aus Untersuchungen der
Haut von Miusen und des Pankreas von Ratten hervor (Ahluwalia et al. 1996 und
Hoffmann et al. 1996). Durch Applikation eines Bradykinin-B2-Rezeptorantagonisten
kann die Infarktbildung bei der fokalen zerebralen Ischimie bei Ratten abgeschwicht

werden (Relton et al. 1997). Die Autoren dieser Untersuchungen haben Bradykinin als



Entziindungsmediator fiir die Mitwirkung an der ischdmischen Nekrosebildung

verantwortlich gemacht, ohne weitere Detailmechanismen nennen zu konnen.

Zielsetzung der vorliegenden Arbeit war, Storungen der zerebralen Mikrozirkulation
insbesondere im Hinblick auf die Aktivierung von Leukozyten-Endothelinteraktionen bei
der globalen zerebralen Ischdmie von mongolischen Wiistenrennméusen zu untersuchen,
unter Berticksichtigung von neurologischen Defiziten und des ischdmischen Hirnschadens.
Dariiber hinaus sollten die Mechanismen der Aktivierung von Leukozyten-
Endothelinteraktionen im Gehirn, insbesondere die Rolle der beiden Mediatoren PAF und
Bradykinin aufgeklirt werden. In diese Fragestellung war deshalb auch die Priifung des
therapeutischen Potenzials von PAF- und Bradykinin-Rezeptorantagonisten im Hinblick

auf die zerebrale Ischidmie einbezogen.
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2 Methodik

Die Untersuchungen wurden von 1995 bis 1999 im Institut fiir Chirurgische Forschung der
Ludwig-Maximilians-Universitit Miinchen (Direktor: Prof. Dr. med. Drs h.c. mult K.
MefBmer) mit Genehmigung der Regierung von Oberbayern (Tierversuchsvorhaben AZ

211-2531-7/92 und AZ 211-2531-8/98) durchgefiihrt.

2.1 Versuchstiere

Die Experimente wurden an 153 Gerbils - mongolischen Wiistenrennmausen (Meriones
unguiculatus) - durchgefiihrt. Es wurden Tiere von zwei unterschiedlichen Stdmmen
verwendet. Fiir die Versuche zur Priifung des PAF-Antagonisten WEB 2170 in niedriger
Dosierung (2 mg/kg Korpergewicht) wurden im Tierstall des Instituts fiir Chirurgische
Forschung geziichtete Tiere (Stammzucht der Firma Hoechst, Frankfurt am Main)
eingesetzt. 31% der Tiere sind in der Ischdmiephase verstorben. Die Ursache hierfiir
konnte nicht geklart werden. Aus diesem Grund sind fiir die weiteren Versuche Tiere der
Firma Centre d”élévagé Janvier (Le Genest -St-Isle, Frankreich) verwendet worden. Diese
Tieren hatten eine deutlich geringere Mortalitdt wéahrend der Ischiamie. Die
Wiistenrennméduse wurden in Macrolonkéfigen Typ 3 bei 22°C Raumtemperatur, 60 %
Luftfeuchtigkeit und einem kunstlichgesteuerten zwolf Stunden Tag/Nachtzyklus gehalten.
Futter (Trockenfutter, Ssniff Spezialdidten, Soest, mit 18.000 LE./kg Vit. A, 1280 LE./kg
Vit. D3 und 120 mg/kg Vit. E) und Trinkwasser standen ad libitum zur Verfiigung. Die
méinnlichen Tiere hatten ein Mindestalter von zwolf Wochen und ein Korpergewicht von

60-80g.
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2.2 Experimentelles Modell

2.2.1 Anisthesie

Die Narkose wurde mit Halothan (Halothan Hoechst®, Hoechst AG, Frankfurt am Main)
durchgefiihrt. Das Gasgemisch bestand aus Luft mit Anreicherung von 30%
Volumenanteil Sauerstoff und Halothan. Der inspiratorische Sauerstoffgehalt wurde
oximetrisch (Oxidig, Dragerwerke AG, Liibeck) kontrolliert. Fiir die Narkose der spontan
atmenden Tiere wurde ein abgeschnittener und abgepolsterter Spritzenkopf (20ml Spritze,
Braun Melsungen AG, Melsungen) iiber die Schnauze gestiilpt. Durch einen in diesen
Spritzenkopf eingelassenen Gummischlauch wurde das Narkosegas (0,5 1/min) eingeleitet
und durch einen zweiten Gummischlauch abgesaugt. Der Volumenanteil von Halothan im
Gasgemisch wurde zur Einleitung auf 4%, wihrend der chirurgischen Prdparation auf
1,5%, wihrend der Intravitalmikroskopie auf 0,6-0,8% und wihrend der Ischimie auf
0,4% eingestellt, damit jederzeit eine ausreichend tiefe Narkose und ein konstant stabiler

arterieller Blutdruck (MAP) gewéhrleistet waren.

2.2.2 Arterieller und venoser Zugang

Zur kontinuierlichen Messung des arteriellen Blutdrucks wurde den Tieren ein
Kunststoffkatheter mit einem AufBendurchmesser von 0,61 mm sowie einem
Innendurchmesser von 0,28 mm (Fa. Portex, Hythe, England) in die A. caudalis
eingefiihrt. Der Katheter wurde kontinuierlich mit isotoner Kochsalzlésung (0,2 ml/h,
Fresenius, Bad Homburg) mit einer Perfusorpumpe (Perfusor secura, B.Braun, Melsungen)
gespiilt. Der Katheter war an einen Druck-Transducer (DTX Plus, Fa. Spectramed,
Diisseldorf) angeschlossen, dieser mit einem Messaufnahmesystem (Servomed SMS 308,
Fa. Hellige GmbH, Freiburg im Breisgau) fiir den mittleren arteriellen Blutdruck

verbunden.

Fiir die Infusion von Fluoreszenzfarbstoffen und von Inhibitoren wurde ein vendser
Zugang geschaffen. Hierzu wurde ein weiterer Kunststoffkatheter (Dimensionen s.o., Fa.

Portex, Hythe, England) in die linke V. femoralis implantiert.
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2.2.3 Temperatur

Auskiihlung wurde durch eine dem Tier untergelegte Heizplatte (Effenberger, Pfaffing)
verhindert, deren Temperatur automatisch iiber eine rektale Temperatursonde geregelt
wurde. Die Korpertemperatur wurde bei 37°C aufrecht erhalten. Auch die Kalotte und das
kranielle Fenster wurden mit auf 37° C gewirmter Kochsalzldsung superfundiert, um eine

lokale Hypothermie zu vermeiden.
2.2.4 Umschlingung der Halsschlagadern

Die Haut zwischen Unterkiefer und Manubrium sterni wurde mit einem medianen Schnitt
eroffnet. Die Glandulae mandibulares und das Unterhautfettgewebe wurden mobilisiert.
Die beiden Aa. carotides communes wurden in dem Winkel, den die Mm. sternohyoidei
und cleidomastoidei bilden, ihrem Verlauf entlang der Trachea dargestellt. Dabei wurde
besonderer Wert darauf gelegt, dass umliegende Strukturen, z.B. der Truncus
vagosympathicus und der N. phrenicus, geschont blieben. Erst dann wurden die
Schlagadern mit einem monofilen Prolenefaden (Stdrke 5-0, Fa. Ethicon, Nordersted)
angeschlungen. Es wurde stets darauf geachtet, dass die Praparation keine Reduktion oder

Unterbrechung der Durchblutung der Arterien hervorrief.

2.2.5 Transdurales Schadelfenster

Die bisher beschriebene Priparation wurde in Riickenlage durchgefiihrt. Danach wurde das
Tier in Bauchlage in die stereotaktische Halterung (Mod. 51600, Stoelting Co., Wood
Dale, IL, USA) eingespannt. Die Gehorgéinge wurden zuvor mit 1%iger Gingicainlésung
(Hoechst, Frankfurt) andsthesiert. Nach medianem Hautschnitt von 2,5 cm Léange iiber der
parietalen Kalotte wurden die Hautrdnder mit Seidenfidden (Stirke 3-0, Fa. Ethicon,
Nordersted) aufgespannt. Das Periost {iber der linken parietalen Kalotte wurde sorgfaltig
entfernt. Mit einem elektrischen Bohrer (Rewatronik, Miinchen), in dessen Bohrfutter ein
Rosenbohrer (Durchmesser der Spitze 0,6 mm, Fa. Aesculap, Tuttlingen) eingespannt war,
wurde die Kalotte unter kontinuierlicher Kiihlung rechteckig bis auf die Lamina interna

abgefrist. Der dadurch entstandene 5 x 5 mm grof3e Knochendeckel wurde vorsichtig mit
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einer Pinzette von der Dura mater abgehoben. Kleine Blutungen aus Duragefdaf3en wurden
mit Saugtupfern (Sugi, Fa. Kettenbach, Eschenburg) gestillt. Bei Verletzungen der Dura
mater wurde das Tier vom Versuch ausgeschlossen. Durch Spannen der Hautfdden iiber

ein Widerlager wurde ein mit Kochsalzlosung gefiillter Trichter von 1 cm Hohe gebildet.

2.2.6 Kontrastverstirkung des Plasmas

Um die pialen GefadBe unter dem Mikroskop sichtbar zu machen, wurden dem Versuchstier
0,3 ml einer 0,5 % Losung Fluoreszeinisothiocyanat-Dextran (FITC-Dextran) mit einem

Molekulargewicht von 150 000 Dalton intravends injiziert (Sigma, Deisenhofen).

2.2.7 In vivo Markierung der Leukozyten mit Rhodamin 6G

Zur Darstellung von Leukozyten in der pialen Mikrozirkulation wurde der
Fluoreszenzfarbstoff Rhodamin 6G (C,4H,;,CIN,O;, Molekulargewicht: 479.02, Merck,
Darmstadt) intravends injiziert. Dieser Farbstoff akkumuliert in Mitochondrien in
Abhingigkeit von deren Membranpotenzial (Horobin et al. 1990 und Rashid et al. 1990).
Erythrozyten werden nicht angeférbt, sie haben keine Mitochondrien. Die Gesamtmenge
des Farbstoffs, die wihrend der Intravitalmikroskopie gegeben wurde, betrug 1 ml einer

0,02% Losung.

2.2.8 Priifung der Blut-Hirnschranken-Integritat

Am Ende der akuten Versuchsphase drei Stunden nach der Ischimie wurde die Integritit
der Blut-Hirnschranke iiberpriift. Fiir diesen Zweck wurden 0,3 ml einer 0,2% Na'-
Fluoreszeinlésung (C,,H,,05, Molekulargewicht: 332.31) intravends injiziert. Eine
Ubersichtsaufnahme der Priiparation wurde sofort nach der Injektion und eine weitere
Aufnahme 20 Minuten nach der Injektion mit einem 10 x Objektiv angefertigt. Bei
Schiadigung der Blut-Hirnschrankenintegritit kann der Indikator aus den Blutgefden
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austreten und das Hirnparenchym anféarben.

Farbstoff Markierung Exzitations- Emissions-
maximum maximum
FITC-Dextran Plasma 473 nm 514 nm
Rhodamin 6G Leukozyten 528 nm 551 nm
Na*-Fluoreszein Blut-Hirnschranken- 494 nm 520 nm
Integritat

Tabelle 1: In der Intravitalmikroskopie eingesetzte Fluoreszenzfarbstoffe, deren
Exzitations- und Emissionsmaxima sowie Angaben tiber die Struktur, die mit dem
jeweiligen Farbstoff markiert wurde.

2.2.9 Intravitalmikroskopie

Die Mikroskopeinheit (Orthoplan, Leitz GmbH, Wetzlar) ist schwingungsarm auf einer 300
kg schweren Granitplatte montiert, die ihrerseits auf einem massiven Metallunterbau mit
pneumatischen Fiilen steht. Das Versuchstier wurde in der stereotaktischen Halterung
unter das Mikroskop auf einem Tisch gelagert, der liber ein Kugelgelenk in alle
Richtungen gekippt werden konnte. Dies ermdglichte die Ausrichtung des Schidelfensters
in horizontaler Ebene. Der Kipptisch war auf einem Schrittmotor-getriebenen (IXE.C,
Phytron, Grobenzell) Kreuztisch (Fa. Leitz, Miinchen) montiert. Die Schrittmotoren waren
elektronisch steuerbar und lieBen Bewegungen auf horizontaler Ebene in 1 im Intervallen
zu. Durch die Aufzeichnung der jeweiligen Koordinaten konnten identische
Gefillsegmente iiber den gesamten Versuchszeitraum von 42 Stunden exakt
wiedergefunden und analysiert werden. Fiir die Fluoreszenz- Epiilluminatoren
(Ploemopak, Leica, Miinchen) wurde eine 75 W Xenon-Lampe (XBO 75 W/2, Fa. Leitz,
Miinchen) als Lichtquelle eingesetzt. Das Licht passierte zunédchst einen 7mm Hitzefilter
(Fa. Leitz, Miinchen) und eine variable Irisblende, daraufhin einen Anregungsfilter. Uber
einen Teilerspiegel mit Reflexionskurzpassfilter féllt das Licht durch Objektive

(Salzwasser- Immersionsobjektiv 25 x, 0,6 nummerische Apertur oder Objektiv 10 x, 0,22
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nummerische Apertur, Leitz GmbH, Wetzlar) auf die Préparation. Das Objektiv wirkt
dabei gleichzeitig als Kondensor. Das aufgrund dieser Anregung emmitierte
Fluoreszenzlicht gelangt {iber das Objektiv zum Reflexionskurzpassfilter, an dem es
aufgrund seiner grofleren Wellenldnge abgelenkt wird und iiber Sperrfilter und einen
weiteren Spiegel zum Okular (Periplan 10 x, Leitz GmbH, Wetzlar) bzw. direkt {iber einen

C-Mount-Adapter zur Videokamera gelangt.

Filterblock Fluoreszenz- Anregungsfilter Teilerspiegel Sperrfilter
farbstoff

L3 FITC-Dextran/  BP 450-490 nm  RKP 510 nm BP 525/20 nm
Na'-Fluoreszein

N2 Rhodamine 6G =~ BP 530-560 nm  RKP 580 nm LP 580 nm

Tabelle 2: Spektren der Ploemopak-Auflichtilluminatoren (Becker 1990) BP:
Bandpassfilter, LP: Langpassfilter, RKP: Reflexions-Kurzpassfilter.

Die Beobachtung der Mikrozirkulation erfolgte mit dem 25 x Objektiv, die der
Blut-Hirnschrankenintegritit mit dem 10 x Objektiv. Die Bildsequenzen wurden mit einer
hochauflosenden (Auflésung: 500 TV-Linien bei einer geometrischen Verzerrung von
maximal + 3%) Silizium Intensified Target (SIT) Restlichtkamera (C2400-08, Fa.
Hamamatsu Photonics, Herrsching) aufgenommen, die durch eine hohe Sensitivitit im
Wellenldngenbereich von 400-650 nm charakterisiert ist. Die Bilder wurden mit einem
Videorekorder (AG-7350, Panasonic, Miinchen) mit einer Frequenz von 50
Halbbildern/Sekunde auf S-VHS Videobdndern (MQSE-120, Sony, Koln) aufgezeichnet.
Uber einen Videozeitgenerator wurden simultan das Datum und die Uhrzeit in das
Videobild eingespielt. Die Aufnahmen konnten simultan mit einem Trinitron
Farbvideomonitor (PVM-2730 QM, Sony, K&ln) in 930-facher VergroBerung betrachtet

werden.
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2.2.10 Mikroskopierareal

Nach Positionierung des Versuchstiers unter dem Intravitalmikroskop wurde das kranielle
Fenster in der Horizontalen ausgerichtet. Geeignete Areale der pialen Mikrozirkulation auf
der parietalen Hirnrinde wurden zunichst mit der UbersichtsvergroBerung (Objektiv: 10 x)
aufgesucht. Es wurde darauf geachtet, dass die Blutgefia3e der Kortexoberflache nicht von
grofleren BlutgefiBen der Dura mater verdeckt wurden und die im Bildausschnitt
beobachteten Gefdle moglichst in einer Fokusebene lagen. Danach wurden mit der
hoheren VergroBerung (Objektiv: 25 x) Areale und deren Koordinaten zum Beginn der
Aufzeichnungsphase festgelegt. Dadurch konnten die identischen GefdBareale zu der im
Protokoll festgelegten Zeit quantitativ analysiert werden. Bei jedem Versuchstier wurde
ein Gebiet mit einer Arteriole und einer Venole in Nachbarschaft zueinander, je ein Gebiet
mit einer groBeren und einer kleineren Venole, sowie ein Gebiet mit liberwiegend
kapilliren Gefdflen untersucht. Jedes Areal wurde 30 Sekunden lang mit dem N2- und

zehn Sekunden mit dem L3-Filterblock aufgezeichnet.

2.2.11 Quantitative Auswertung der Intravitalmikroskopie

Die intravitalmikroskopischen Sequenzen wurden auf Videoband aufgenommen. Die
quantitative Auswertung erfolgte zu einem spéteren Zeitpunkt. Die Videoszenen wurden
mit Videorekorder (AG-7350, Panasonic, Miinchen) und Videomonitor (PVM-2730 QM,
Sony, K6In) wiedergegeben. Einzelne Bilder konnten mit Hilfe einer Videokarte (Matrox,
Dorval, Kanada) digitalisiert werden. Mit einem IBM-AT-kompatiblen Bildverarbeitungs-
programm (Caplmage, Ingenieurbiiro Dr. Zeintl, Heidelberg) wurden GefaBdurchmesser
und Kapillardichte bestimmt. Auf dem Computersystem mit einem 15" Bildschirm wurde
eine 790-fache Vergroferung erreicht. Die Auflésung des PAL Videosystems ist festgelegt
bei 768 x 576 (Breite x Hohe) Pixeln, damit lag die Pixelgrofe bei 0,7067 bm horizontal
und 0,5155 pm vertikal. Hieraus ergibt sich eine Genauigkeit bei der Bestimmung von
Durchmessern von + 1,4 pm. Weil an beiden Rédndern des Gefdfles maximal ein Pixel
falsch ausgewihlt werden kann, ergibt sich ein Messfehler bei einem Gefa3durchmesser

von angenommen 40 Um von £ 3,5 %. Der Durchmesser von Kapillaren wird in der
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Literatur mit 4-8 m angegeben. Bei einem mittleren Kapillardurchmesser von 6 pm liegt
der Messfehler bei 23 %. Deshalb wurde die Messung der Durchmesser dieser Blutgeféaf3e
nicht durchgefiihrt.

Die folgenden Parameter wurden quantifiziert:

- GefdBdurchmesser von Arteriolen und Venolen [im]
- Leukozyten-Endothelinteraktionen [n x 100pm™ x min™]
- funktionelle Kapillardichte [cm™]

- arterio-venose Transitzeit [sec]

2.2.11.1 Gefifldurchmesser

Die Durchmesser von Arteriolen und Venolen wurden off-line in den Videoaufnahmen
bestimmt. Als GefiBgrenze galt der Ubergang vom hellen, durch FITC-Dextran geférbten
Plasma, zum nicht angefarbten Endothel. Zu den verschiedenen Untersuchungszeiten
wurden stets die selben Gefdllsegmente vermessen. Die auf dem Bildschirm dargestellten
Gefédfrander wurden moglichst senkrecht zum GefaBverlauf mit der Maus angeklickt. Das
Bildverarbeitungsprogramm summiert die Anzahl der Pixel zwischen beiden dadurch
festgelegten Punkten der gegeniiber liegenden GefdBrdnder und errechnet damit die
dazwischen liegende Strecke. Jede Messung wurde doppelt durchgefiihrt und der

Mittelwert beider Messungen als Durchmesser [[4m] protokolliert.
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Abbildung 1: Bestimmung des Gefifsdurchmessers (D) nach Festlegung der
Gefafsgrenzen mit dem Computer gestiitzten Auswertesystem (s. Text)
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2.2.11.2 Kapillardichte

Zur Bestimmung der Kapillardichte der exponierten Hirnoberfliche wurden die
Videoszenen nach Kontrastierung der Gefa3e mit Rhodamin 6G aufgenommen. Es wurde
postuliert, dass nach Bolusinjektion von Rhodamin 6G kontrastierte Kapillaren mit Plasma
und Blutzellen perfundiert waren. War eine Kapillare durch einen Leukozyten verlegt,
dann leuchtete dieses Gefdllsegment nicht auf. Im Auswerteprogramm wurden die
Kapillaren von Hand in einem Areal von 0,083236 mm? nachgezeichnet, das Programm

errechnete damit die Kapillardichte als Lénge pro Fliche [cm™].

>

Abbildung 2: Darstellung der von Hand nachgezogenen Kapillaren eines
Originalvideobildes, das Auswertesystem errechnete die Linge der Linien pro Fldche.

2.2.11.3 Rollen von Leukozyten

Die Anzahl rollender Leukozyten in postkapilldren Venolen wurde quantitativ bestimmt.

Drei verschiedene Kriterien lassen die Definition Leukozytenrollen zu: Erstens, die
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Geschwindigkeit von rollenden Leukozyten muss deutlich langsamer als die
Geschwindigkeit von Blutzellen im Zentralstrom sein. Zweitens, ein rollender Leukozyt
hat Kontakt mit der Gefdinnenwand. Drittens, eine rollender Leukozyt dreht sich um die
eigene Achse. Rollende Leukozyten wurden in einem Gefdf3abschnitt von 100 pm Lange
durch Auflegen einer Maske auf dem Videomonitor iiber einen Zeitraum von 30 Sekunden

gezihlt. Das Ergebnis ist als n x 100 pm™ x min"' wiedergegeben.

2.2.11.4 Adhirenz von Leukozyten

In postkapilliren Venolen wurden fest adhdrente Leukozyten (“Sticker”) ebenfalls
quantitativ bestimmt. Definitionsgemif} haften diese Zellen mindestens 20 Sekunden fest
an der GefiBinnenwand, ohne sich zu bewegen. “Sticker” [n x 100 pm™ x min™'] wurden
im selben Gefdf3abschnitt wie auch die rollenden Leukozyten iiber einen Zeitraum von 30

Sekunden gezéhlt.

R
o® O

Abbildung 3: Schematische Darstellung von Leukozytenrollen (oben) und —adhdrenz
(unten). Nur im Videofilm ist eine Unterscheidung von rollenden und fest adhdrenten
Leukozyten moglich.

2.2.11.5 Arterio-venose Transitzeit

Zur quantitativen Bestimmung der lokalen mikrovaskuldren Durchblutung wurde die
arterio-venose Transitzeit (AVTT) gemessen. Die auf der Indikator-Verdiinnung
beruhende Methode wurde experimentell von Wolff und Blumgart eingefiihrt, spiter von
Kety und Schmidt auch klinisch eingesetzt (Wolff et al. 1929, Kety 1951). Da im Gehirn
keine “thoroughfare channels” (Shunts) vorliegen (Kety 1960), auch ein “capillary
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recruitment” nicht vorhanden ist und die zerebrale Durchblutung nur durch die
Geschwindigkeit der Kapillarperfusion bestimmt wird (s.a. Kapitel 4.2.2) spiegelt die
arterio-vendse Transitzeit die Durchblutung des Gehirnparenchyms dar, das durch die

beobachtete Arteriole versorgt und die beobachtete Venole drainiert wird.

Volumen [V]
Durchblutung [Q] = Zeit (]
el
) 1
Q= AVTT

Gleichung 1: Bestimmung der regionalen Durchblutung als Funktion der arterio-venosen
Transitzeit (AVTT) - je kiirzer die Transitzeit, desto hoher die Durchblutung.

Bei den Experimenten wurde ein Bolus Rhodamin 6G nach der im Protokoll festgelegten
Zeit in die V. femoralis injiziert. Gleichzeitig wurden Aufnahmen des Areals, in dem eine
Arteriole und Venole in direkter Nachbarschaft zueinander lagen, mit der Epifluoreszenz-
Videomikroskopie angefertigt. Dies ermdglichte die Aufzeichnung von Anflutung und

Auswaschung des Indikators in der Arteriole und Venole.

Nach dem Versuch wurden die Videosequenzen des S-VHS Videorekorders (AG-7350,
Panasonic, Miinchen) mit einem Computer digitalisiert. Mit Hilfe eines
Bildanalyseprogrammes (IBAS 2.0, Kontron, Eching) war es moglich, Veranderungen der
Grauwerte durch den Bolus im gewiinschten Areal zu messen. Uber einen Zeitraum von
sechs Sekunden wurden pro 273 Millisekunden ein Bild, also insgesamt 22 Bilder,
digitalisiert. Messfenster mit einer Grof3e von 40 x 40 Pixel und in Ausnahmefillen, bei
geringerem Gefalldurchmesser mit einer GroBBe von 20 x 20 Pixel wurden iiber eine
Arteriole und eine Venole gelegt. Von jedem der 22 Bilder wurde die Indikatorintensitét
als Mittelwert der Grauwerte der Pixel bestimmt und in Tabellenform formatiert. Das

Einlesen der Daten in ein Tabellenkalkulationsprogramm (Excel, Microsoft, Seattle, USA)

21



machte das mathematische Bearbeiten der Messwerte moglich. Um den Arbeitsaufwand
fiir die Berechnung der arterio-vendsen Transitzeit moglichst gering zu halten, wurde eine
spezielle Rechenmatrize geschrieben. Mit der Matrize wurden pro Aufnahmesequenz etwa
800 Rechenschritte, damit 7200 Rechenschritte pro Versuch automatisiert durchgefiihrt.
Die einzelnen Rechenschritte sind in der Abbildung 5 erklért. Die Berechnung der arterio-
vendsen Transitzeit beruht auf einer Differenz-Integral-Methode. Deren Prinzip ist der
Vergleich der zusdtzliche Verzogerung der Anflutung und der Auswaschung eines
Farbstoffbolus einer Vene zu einer gepaarten Arterie. Die Kenntnis eines
Partitionskoeffizienten zwischen Blutgefa und Gewebe, die Zeit zwischen Bolusinjektion

und Anflutung in der Arterie ist nicht erforderlich (Rovainen et al. 1993).

Melfenster

Melfenster Venole
Arteriole

[V]
Kontrast-
mittel

> Zeit [t]

Abbildung 4: Schematische Darstellung der Messung der arterio-venosen Transitzeit
(AVTT). Ein Kontrastmittelbolus [V] tritt in das Messfenster iiber einer Arteriole ein,
verteilt sich im Kapillarnetz, wird in der Venole wieder gesammelt und passiert das
Messfenster iiber einer Venole. Die Dauer [t] zwischen Anflutung und Auswaschung des
Kontrastmediums in Arteriole und Venole ist ein Maf; fiir die Durchblutung (s.a.
Gleichung 1).
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Graphische Darstellung der einzelnen Schritte zur Berechnung der arterio-vendsen
Transitzeit (AVIT). Kurve 1 zeigt Rohwerte; jeder Punkt der Kurve gibt die
Farbstoffintensitdt als mittlere Grauwerte aller Pixel zu einer bestimmten Zeit wieder. Die
Subtraktion der vor Bolusgabe bestimmten Fluoreszenzintensitdt ergibt eine Kurve, die
nur das Anfluten und Auswaschen des Farbstoffbolus zeigt. Nach raschem Anstieg fdllt
die Intensitdit wieder ab. Die Rezirkulation des Kontrastmediums verhindert, dass die
Intensitdt in den Bereich der Ausgangswerte abfdllt. Durch Logarithmieren entsteht eine
Kurve, bei der ohne Rezirkulation die Auswaschkinitik linear verliefe. Aus dem
Anfangsteil der abfallenden Kurve — vor Einsetzen der Rezirkulation — kann jedoch ein
Verlauf mit linearer Kinetik errechnet werden. Die einer Rezirkulation entsprechenden
Intensitdten werden sodann durch Werte der linearen Kinetik ersetzt. Das nachfolgende
Delogarithmieren ergibt nun eine Kinetik fiir Anfluten und asymptotischer, gegen Null
strebender Auswaschung ohne Stérung durch Rezirkulation. Durch Integration ergibt sich
die Fliche unter der Kurve, gefolgt von einer rechnerischen Normierung, wobei die
Fliche fiir Arteriole und Venole gleich I gesetzt wurde. Die Summierung der Teilfldchen
unter der Kurve ergibt den asymptotischen Verlauf der Fldichenzunahme. Durch erneute
Integration dieser Kurve kann nun die Fldche unter der Kurve mit der Dimension
fraktionelle Anderung x Sekunde berechnet werden. Als letzter Schritt werden beide
Fldchen (Arteriole-Venole) von einander subtrahiert, man erhdlt die arterio-vendse
Transitzeit. In vorliegendem Fall der Abbildung 5 liegt sie bei 1,27 Sekunden.

2.2.12 Globale zerebrale Ischimie

Die globale zerebrale Ischdmie von 15 Minuten Dauer wurde durch Okklusion beider Aa.
carotides communes induziert. Durch Beschweren des zuvor um die Arterien
geschlungenen Prolenefadens mit 15 Gramm wurde die Hirndurchblutung vollstindig
unterbrochen. 15 Minuten spéter wurde fiir die Wiederherstellung der Durchblutung in
beiden Arterien die Okklusion durch Scherenschlag des Fadens beendet. Die anatomische
Besonderheit des inkompletten Circulus Willisi von Gerbils (Levy et al. 1974) schlief3t
eine arterielle Kollateralversorgung des GroShirns iliber die Aa. vertebrales weitgehend
aus. Die A. carotis communis versorgt die Aa. cerebri anterior, media und posterior. Die
A. basilaris endet in den beiden Aa. cerebelli superiores sowie in zwei den Hypothalamus

versorgenden Arterien (Kahn 1972).

2.2.13 Neurologisches Defizit, Uberleben und Gewicht

Der akuten Versuchsphase zur Untersuchung der Mikrozirkulation folgte eine chronische
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Phase. Nach Abschluss der intravitalmikroskopischen Untersuchungen wurden die
Katheter entfernt und die Haut verndht. Die Versuchstiere erwachten unter Beobachtung
und wurden danach wieder in den Tierstall verbracht. Der neurologische Status, das
Verhalten der Tiere und das Korpergewicht wurden an jedem Abend protokolliert. Am
Abend des vierten Tags nach der Ischdmie wurden die Versuchstiere fiir die histologische

Beurteilung des Gehirns perfusionsfixiert.

Punkte
Neurologische Untersuchung

vorhanden/fehlt
Kornealreflex 2
Pinnareflex 2
Greifreflex 2
Fallreflex 1
Fluchtreflex 2
Kopf drehen 2
Drehen 1
Schiefe Ebene 2
Spontane Motilitét 2
Knabbern 2
Circling 0/2
Flexion der Vorderpfote 0/1
Drehung des Thoraxes 0/1

Tabelle 3: Funktions-Punkteskala zur Beurteilung der Neurologie und des Verhaltens von
Gerbils nach der zerebralen Ischimie (modifiziert nach McGraw 1977).

Beschreibung der Tests im Einzelnen:

Der Kornaelreflex wurde durch Bestreichen der Kornea mit Fasern eines Wattebausches,
der Pinnareflex durch Bestreichen der Haare der Ohrmuschel ausgelost. Beim gesunden
Tier fithrte dies zum Anlegen der Ohren an den Kopf. Der Greifreflex wurde durch
Anbieten eines Holzstdbchens getestet. Der freie Fall wurde durch Anheben des Tieres am

Schwanz unter Anndherung an den Boden simuliert. Vom gesunden Tier wurden die
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Vorderpfoten gestreckt; es begannt mit Lautbewegungen (Fallreflex). Ein Umgreifen des
Tieres an den Flanken 16ste einen sprungartigen Befreiungsversuch aus (Fluchtreflex).
Leichtes Bestreichen des Fells an der Schulter resultierte in einer Drehbewegung des
Kopfes in Richtung des Stimulus (Kopf drehen). Es war nahezu unmdoglich, ein gesundes
Tier auf den Riicken zu legen; es drehte sich bei jedem Versuch sofort wieder um
(Drehen). Setzte man eine Wiistenrennmaus unten auf eine schiefe Ebene (50 % Steigung),
krabbelte sie sofort nach oben. Bei Erreichen der Maximalhdhe innerhalb von 15
Sekunden wurden zwei Punkte vergeben, brauchte das Tier 15-30 Sekunden nur ein Punkt,
bendtigte es noch ldnger oder bewegte sich nach unten null Punkte (schiefe Ebene). Zur
Beurteilung der spontanen Motilitdt wurde das Tier auf den Boden gesetzt und beobachtet.
Normales Verhalten war dadurch erkennbar, dass das Tier sofort die Umgebung erkundet,
nicht im Kreis lief, sondern sich eher sternférmig zu den Seitenwénden bewegte und an
den Ausgangsort zuriickkehrte. “Circling” lag vor, wenn das Tier im engen Radius um die
eigene Achse lief. Zur Priifung des artspezifischen Nagens wurde den Tieren ein
Pappkarton (5 x 7cm) in den Kifig gelegt. Die Nageaktivitét, d. h. das Zernagen von
Pappe, Holz oder Papier, ist ein Hinweis auf Nestbau (Glickman et al. 1967). Bei Flexion
einer Vorderpfote oder Verkriimmung der Wirbelsdule wurde ein fokaler Schaden des

Gehirns vermutet.

2.2.14 Histologie

Der Schweregrad des ischdmischen Hirnschadens wurde histomorphometrisch bestimmt.
Die Versuchstiere wurden fiir diesen Zweck mit 2 % Phosphat-gepufferter (pH 7,4)
Paraformaldehydlosung perfusionsfixiert. In tiefer Halothannarkose wurde der Thorax
eroffnet, mit einer stumpfen Kaniile (20 G) der linke Herzventrikel punktiert und das
rechte Atrium mit einem Scherenschlag erdffnet. Das Gefdllsystem wurde zunédchst mit
physiologischer Kochsalzlosung unter dem Druck einer 100 cm hohen Wassersdule
gespiilt, bis das Effluat aus dem Atrium klar war. Das fixierte Gehirn wurde sorgfiltig aus

dem Kranium freiprdpariert und bis zur weiteren Verarbeitung in 2 %
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Paraformaldehydldsung aufbewahrt. Das Organ wurde in aufsteigender Alkoholreihe
entwidssert und in Paraffin eingebettet. AnschlieBend wurden koronare 5 pUm dicke

Serienschnitte angefertigt und mit Kresylviolet (Nissl-Farbung) geférbt.

2.2.15 Versuchsprotokoll

Das Versuchsprotokoll kann in eine akute und eine chronische Phase unterteilt werden. In
der akuten Phase wurde die Mikrozirkulation des Gehirns durch Intravitalmikroskopie vor
und nach der Ischdmie untersucht. In der chronischen Phase nach der Ischdmie wurden die
Versuchstiere tdglich neurologisch untersucht. Den Abschluss bildet die

Histomorphometrie des Gehirns nach dessen Entnahme am vierten postischdmischen Tag.

Intravitalmikroskopie

vIVIVYV Vv v ¥ R

Priap. Kon.

Reperfusion

Isc

-120 -40 -20 -5 05 20 40 60 90 120 180 200 Zeit

[min]

Abbildung 6: Versuchsprotokoll der Akutphase; Zeitpunkt 0 min ist der Anfang der
Ischamie.

2.2.16 Histomorphometrie

Die histologische Auswertung der Serienschnitte erfolgte mit einem Durchlichtmikroskop
(Axiophot, Zeiss, Oberkochen) mit einem 10x Objektiv (n. A. 0,3). Mit einer Farb-CCD
Kamera (XC 003P, Sony, KoIn) und deren Anschluss an eine Bildwandlerkarte eines IBM-

AT- kompatiblen Personal Computers wurden die histologischen Befunde unter
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Zuhilfenahme eines Bildverarbeitungsprogramms (Optimas) ausgewertet. Die

Gesamtvergrof3erung war 600-fach.

In je einem Standardschnitt 1,7 mm kaudal des Bregmas wurden der parietale Neokortex
und der Hippokampus sowie 0,5 mm rostral des Bregmas der frontoparietale Neokortex
und das Striatum beurteilt. Beide Hemisphdren wurden getrennt ausgewertet und die
Ergebnisse gemittelt. Die liberlebenden Nervenzellen wurden in dem CA1-, CA2-, CA3-
und CA3/4-Sektor des Hippokampus quantifiziert. Das Fenster fiir den CA1-Sektor (0,31
x 0,12 mm) orientierte sich am lateralen Ende des oberen Astes des Gyrus dentatus. Das
Fenster fiir den CA2-Sektor (0,34 x 0,13 mm) wurde nahe der lateralen Konvexitit des
Nervenzellbandes platziert. Die Fensterposition fiir den CA3-Sektor (0,39 x 0,15 mm) war
die Mitte zwischen der lateralen Konvexitdt und dem lateralen Ende des oberen Astes des

Gyrus dentatus. Das Fenster fiir den CA3- und CA4-Sektor (0,3 x 0,12 mm) befand sich

Neokortex Hippokampus CA 1
Hirnoberfldche
1 1
II
Striatum
3 v
-
4 VI / \\ Radiatio
lateraler corporis
weilBe Substanz Ventrikel callosi

Abbildung 7: Schematische Darstellung der Lage der verschiedenen Fenster im
histologischen Schnitt fiir die Quantifizierung von iiberlebenden Nervenzellen nach der
Ischdmie.
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zwischen den Asten des Gyrus dentatus. Das Fenster fiir das Striatum (0,35 x 0,25 mm)
wurde zentral zwischen dem Seitenventrikel und der Radiatio corporis callosi positioniert.
Die Quantifizierung von vitalen Nervenzellen des Neokortex konnte sich allerdings nicht
an den sechs anatomischen Laminae orientieren, weil deren Abgrenzung voneinander im
ischdmisch geschiadigtem Gewebe nicht mehr zuverldssig moglich war. Statt dessen
wurden vier Fenster (0,3 x 0,2 mm) in vertikaler Orientierung iibereinander im Kortex drei
mm lateral von der Mittellinie ausgewertet. Das Auszéhlen der Nervenzellen wurde ohne

Kenntnis der jeweiligen Therapie (verblindet) durchgefiihrt.

Lebende Nervenzellen wurden nach folgenden Kriterien klassifiziert (Stummer et al.

1995):

Scharf abgegrenzter Nukleus mit ellipsoider oder runder Form

Deutlich erkennbarer Nukleolus zentral im Nukleus gelegen

Nukleus nur wenig dunkler als umgebendes Neuropil

Neuronales Zytoplasma klar vom umgebenden Neuropil demarkiert

Weniger als ein Drittel des Neurons von konfluierenden Vakuolen umgeben

(perizelluldres Halo)
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Abbildung 8: Histologische Schnitte vom parietalen Kortex des Gehirns von
Wiistenrennmdusen vier Tage nach globaler zerebraler Ischimie (Nissl-Fdrbung). Im
oberen Bild sind zwei vitale Nervenzellen und im unteren Bild in der Mitte zwei avitale
Nervenzellen zu erkennen. Die Beurteilung erfolgte nach den im Text angegebenen
Kriterien.
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2.2.17 Osmotische Minipumpe

Zur kontinuierlichen subkutanen Infusion der Bradykinin-Rezeptorantagonisten wurde den
Tieren eine osmotische Minipumpe mit einem Durchmesser von sechs mm und einer
Liange von 15 mm (1007D, alzet, alza corporation, Palo Alto, CA, USA) unter die
Riickenhaut implantiert. Dafiir wurde ein zwei cm langer Hautschnitt entlang der
Wirbelkorper gelegt, mit einer Pinzette eine subkutane Tasche geformt, die Pumpe in diese
Tasche gelegt und danach die Haut mit einer Naht (Mersilene 5-0, Ethicon, Norderstedt)
verschlossen. Diese Pumpe hat einen Fluss von 0,5 pl/h, eine Pumpdauer von sieben
Tagen und ein Reservoirvolumen von 500 Wl. Das Reservoir, von dem die Losung mit
Inhibitor abgegeben wird, ist von einem Behilter ummantelt, der eine hyperosmolare
Losung enthilt. Dieser Behilter ist aus wasser-durchldssigem Zelluloseester angefertigt.
Durch Implantation der Pumpe in das physiologisch-osmotische Milieu mit 300 mosmol
kann Wasser entlang des osmotischen Gefilles in den Behélter einstromen. Diese
Volumenzunahme verdrdngt die im Reservoir befindliche Losung. Der sehr konstante

Fluss lag bei der verwendeten Charge von Pumpen bei 0,51 + 0,02 ul/h (MW + SEM).

2.3 PAF-Rezeptorantagonist WEB 2170

WEB 2170 (Bepafant) ist ein potenter PAF-Rezeptor-Antagonist und gehort in die Gruppe
der Hetrazepine (von Boehringer Ingelheim zur Verfligung gestellt). Die Strukturformel
von WEB 2170 lautet: 8(R,S)-6-(2-Chlorophenyl)8,9-dihydro-1-methyl-8-
(4-morpholinylcarbonyl)-4 H,7 H-Cyclopenta(4,5)thieno(3,2-f)(1,2,4)triazolo (4,3-a)(1,4)
Diazepine (Casals et al. 1990). Im Gegensatz zu Diazepam haben die Hetrazepine
keinerlei sedative Eigenschaften. Die Wirksamkeit des Antagonisten wurde bereits bei
verschiedenen Sdugetierspezies nachgewiesen. PAF-antagonisierende Eigenschaften, wie
z.B. die Verhinderung eines Blutdruckabfalls oder Lyse einer Bronchokonstriktion nach
exogener Zufuhr von PAF sind bei Ratten bzw. bei Hamstern in einer Dosis von ED50 =

0,006 bzw. 0,016 (mg/kg) gefunden worden (Casals et al. 1990). Untersuchungen des
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Ischdmie/Reperfusionsschadens der Leber und des Herzens haben gezeigt, dass dieser
PAF-Antagonist in einer Dosis von 7 mg/kg alle sechs Stunden bzw. 1 mg/kg als Bolus
gefolgt von 2 mg/kg als kontinuierliche Infusion protektiv ist. Die Halbwertszeit nach
intravenodser Verabreichung betrdgt bei der Ratte 2,3 Stunden und beim Kaninchen 2,7

Stunden (Casals et al. 1990, Montrucchio et al. 1993).

Mit diesem PAF-Rezeptorantagonisten wurden zwei Versuchsreihen durchgefiihrt. Als
Niedrigdosis wurden 2 mg/kg KG WEB 2170 verabreicht, als Hochdosis 20 mg/kg KG.
Der Antagonist wurde téglich in 0,5 ml physiologischer Kochsalzlosung frisch geldst. Die

Gabe erfolgte als einmaliger Bolus 15 Minuten vor der Ischédmie.

Abbildung 10: Strukturformel von WEB
2170 (Casals et al. 1990).

2.4 Bradykinin B1-Rezeptorantagonist B 9858

Fiir die Experimente wurde der selektive Bradykinin B1-Rezeptorantagonist B 9858
eingesetzt (Gera et al. 1996b). Die Struktur des natiirlichen Agonisten des B1-Rezeptors,
des-Arg-Bradykinin, wurde durch Ersatz bzw. Hinzufligen verschiedener Aminoséduren

verdndert. An Position 8 ist die nicht natiirlich vorkommende Aminosidure Oic
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(Octahydroindole-2-carboxlyséure) eingefiigt, an Position 5 und 7 sind Phenylalanin bzw.
Prolin durch die nicht natiirliche Aminosdure Igl (a-(2-indanyl)glyzin) ersetzt. An das

N-terminale Ende sind zwei Molekiile Lysin angehéngt.

Lys Lys Arg Pro Hyp Gly Igl Ser DIgl Oic

TR

NH#+ NH#+ N

Abbildung 11: Sz‘rukturformel von B 9858 (Sejbal et al. 1997).

Der Antagonist hat eine starke Affinitdt zum B1-Rezeptor mit einer IC50 (inactivation
concentration 50%) von 10,1 bei humanen IMR-90 Fibroblasten der Lunge. Die Affinitét
wurde mit Hilfe einer Kompetitionskurve durch Titration mit des-Arg-BK ermittelt (Gera
et al. 1996a). Bei Hunden betréigt die ED50 (effective dose 50%) 0,03+0,01 pg/kg/min
(MW=SD), die Halbwertszeit ist >4,5 h (Hanson et al. 1996). Durch intravendse Infusion
von Bradykinin bei Hunden wurde der Effekt des Antagonisten B 9858 auf die
hypotensive Bradykinin-Wirkung untersucht. Diese Experimente ergaben, dass B 9858
selektiv fiir BI-Rezeptoren ist und nicht an B2-Rezeptoren bindet (Hanson et al. 1996). In
der vorliegenden Arbeit wurden 18 plg/kg KG des Antagonisten in PBS (phosphat buffered
solution, PBS Dulbecco's, Life Technologies, Karlsruhe) geldst als Bolus (0,1 ml) 15
Minuten vor der Ischdmie intravends injiziert. Danach wurde den Tieren die osmotische
Minipumpe unter die Riickenhaut implantiert. Die Konzentration des in PBS gelGsten
Antagonisten wurde so gewdhlt, dass kontinuierlich 300 ng/kg/min des Antagonisten

abgegeben wurden. Die osmotische Pumpe wurde bis zum Versuchsende im Tier belassen.
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2.5 Bradykinin B2-Rezeptorantagonist CP 0597

Die Blockade des Bradykinin B2-Rezeptors wurde mit dem Antagonisten CP 0597
untersucht. Die Struktur dieses Peptids unterscheidet sich von der Struktur von
Bradykinin. An Position 7 ist die Aminosdure Prolin durch D-Tic
(1,2,3,4-Tetrahydroisoquinoline-3-carboxylsdure) und an Stelle 8 die Aminosdure
Phenylalanin durch N-Chg (N-Cyclohexylglycin) ersetzt. Die dadurch bedingte
Konformationsdanderung gewihrleistet eine besonders feste Bindung an den B2- Rezeptor
mit einem pKi von 10,11£0,11 (MW=SD) am Ileum des Meerschweinchens bzw.
9,62+0,06 an humanen S34 Klonen (Goodfellow et al. 1996). AuBlerdem ist der
Peptidantagonist gegen seinen Abbau durch Bradykinin-spezifische Proteasen (neutrale
Endopeptidase (NEP) und Angiotensin converting enzyme (ACE)) resistent. /n vitro
Stabilitdtsuntersuchungen mit verschiedenen Priparationen z.B. humanes Plasma,
Rattenniere oder Schweinenieren und -lungen ergaben Halbwertszeiten von CP 0597 von
iiber sechs Stunden. /n vivo konnte beim Kaninchen eine exzellente Effektivitdt von CP
0597 am B2-Rezeptor gezeigt werden. Durch Vorbehandlung mit dem Antagonisten
wurde die hypotensive Wirkung von Bradykinin verhindert. Dieser Effekt hielt {iber eine
Stunde an. Die ED50 war 29,2 pmol/kg/min. Bei mit LPS (Lipopolysacharid)
vorbehandelten Kaninchen wurde auch das Hemmungspotenzial am BIl-Rezeptor
iberpriift, die ED50 war hier 1,7 nmol/kg/min, i.e. etwa das 5000-fache hoher als fiir den
B2-Rezeptor (Goodfellow et al. 1996).

DArg Arg Pro Hyp Gly Thi Ser DTic NChg Arg
NH,+ CO .Co CQ CO CO co -
3 2. ' < R SR CcO ,CO CO Co,
N N N-C — N ~N- Ny
d HH § H( NN N
OH s
N — N
N
N:< N \V\ N:<
N N N

Abbildung 12: Strukturformel von CP 0597
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Wie bei dem B1-Antagonisten wurde ein Bolus von 18 pg/kg KG (gelost in 0,1 ml PBS)
15 Minuten vor Induktion der Ischdmie intravends verabreicht, gefolgt von der
kontinuierlichen subkutanen Infusion durch die osmotische Minipumpe von 300

ng/kg/min bis zum Ende des Versuches.

2.6 Bradykinin B1/B2-Rezeptorantagonist B 9430

Zusatzlich zu der selektiven Blockade von B1- und B2-Rezeptoren wurde auch eine
gleichzeitige Antagonisierung beider Rezeptoren untersucht. B 9430 ist ein potenter
Antagonist beider Rezeptoren, es eriibrigte sich daher der Einsatz zweier
Rezeptorantagonisten zur gleichen Zeit (Gera et al. 1996b). In vitro Versuche haben ein
hohes Wirkungspotenzial des Antagonisten sowohl auf den B1- als auch auf den
B2-Rezeptor ergeben (Burkard et al. 1996). Bei Hunden ist die hypotensive Wirkung von
Bradykinin und des-Arg Bradykinin unter Blockade beider Bradykininrezeptoren durch B
9430 untersucht worden. Dabei wurde eine ED50 von 0,05 + 0,01 pg/kg/min fiir den
B2-Rezeptor und 0,22 + 0,13 pwg/kg/min fiir den B1-Rezeptor gefunden. Vier Stunden
nach Beendigung der Infusion des Antagonisten war noch eine blockierende Wirkung auf
beide Rezeptorsubtypen nachweisbar (Hanson et al. 1996). Die Effektivitidt von B 9430
wurde auch an Ratten untersucht. Die einmalige intravendse Infusion von 10 pg/kg KG
des Antagonisten verhinderte die hypotensive Wirkung von Bradykinin (Whalley et al.
1997).

DArg Arg Pro Hyp Gly Igl Ser DIgl Oic Arg

BRI NN

N:<N§/\

Abbildung 13: Strukturformel von B 9430 (Sejbal et al. 1997).
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In der vorliegenden Arbeit wurde B 9430 als Bolus von 18 pg/kg KG 15 Minuten vor der
Ischdmie infundiert, gefolgt von der subkutanen Infusion mit der osmotischen Minipumpe
in einer Dauerdosis von 300 ng/kg/min bis zum Ende des Versuchs am vierten Tag.
Anhand der o.e. Befunde kann angenommen werden, dass damit eine vollstindige

Rezeptorblockade erreicht ist.

2.7 Versuchsgruppen

Zur Untersuchung des PAF-Rezeptorantagonisten WEB 2170 wurden vier
Versuchsgruppen gebildet. Acht Tiere erhielten den Antagonisten in Niedrigdosis (2
mg/kg). Neun Kontrolltiere erhielten nur das Losungsmittel. Je zehn Tiere bildeten eine
Hochdosis-Therapiegruppe (20 mg/kg) und die dazu gehorige Kontrollgruppe mit

Losungsmittel.

Mit ebenfalls je zehn Tieren pro Gruppe wurde das Therapiepotenzial der Bradykinin-
Rezeptorantagonisten gepriift, mit der Bildung einer Kontrollgruppe mit Losungsmittel

und Versuchsgruppen mit B2-Antagonist, B1/B2-Antagonist und B1-Antagonist.

Wihrend der zerebralen Ischdmie verstorbene Tiere wurden nicht fiir die Auswertung
berticksichtigt. Dies waren 18 Tiere in der Studie mit WEB 2170 in Niedrigdosis, 13 Tiere
in der Studie mit WEB 2170 in Hochdosis und fiinf Tiere in der Studie mit Bradykinin-
Rezeptorantagonisten. Insgesamt neun Tiere, bei denen bei der Priparation die Dura mater
verletzt wurde, mussten ausgeschlossen werden. Vier Gerbils verstarben aus ungeklarter
Ursache bei der chirurgischen Priparation. Ein Ausschlusskriterium war schlie8lich bei
einem Tier das Auftreten von Leukozyten-Endothelinteraktionen bereits vor Induktion der

zerebralen Ischimie.
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2.8 Statistik

Die Ergebnisse sind als Mittelwert = Standardfehler des Mittelwertes (MW + SEM)
dargestellt, das Uberleben der Versuchstiere ist als Kaplan-Meier Sterbetafel
dokumentiert. Die statistische Analyse wurde mit dem Programm Sigma Stat 2.0 (SPSS
Science, Chicago, IL, U.S.A.) durchgefiihrt. Wegen der limitierten Anzahl der Tiere pro
Gruppe wurde davon ausgegangen, dass die Ergebnisse nicht normalverteilt waren.
Unterschiede zwischen dem Ausgangswert und folgenden Messungen wurde mit dem
Ranksummentest ANOVA nach Friedman getestet. Ergaben sich hier Unterschiede, so
wurde weiter mit dem Test nach Dunnet gepriift. Unterschiede zwischen der
Kontrollgruppe und den Therapiegruppen wurden mit dem Ranksummentest ANOVA
nach Kruskal-Wallis gepriift. Ergaben sich hier Unterschiede, so wurde weiter mit dem
Dunn-Test bei unterschiedlicher Gruppenstirke und mit dem Dunnet-Test bei gleicher
Gruppenstérke getestet. Das Signifikanzniveau wurde auf p<0,05 festgelegt. Die Analyse
der Korrelation zwischen Leukozyten-Endothelinteraktionen und Uberlebensdauer oder

Neuroscore wurde mit dem Spearman Rank Order Test durchgefiihrt.

Die statistische Analyse von unterschiedlichen Uberlebenszeiten wurde mit Hilfe des
Statistikprogramms Statistika fiir Windows (StatSoft, Inc. (1995), Tulsa, OK, USA)
durchgefiihrt. Zum Vergleich mehrerer Gruppen (Versuchsreihe Bradykinin-Antagonisten)
wurde zuerst nach Mantel getestet, gefolgt vom Cox-F. Test zum Vergleich zweier

Stichproben (Mantel, N. 1966, Cox, D.R. 1972).
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3 Ergebnisse

3.1 Platelet-activating factor

3.1.1 Niedrigdosis
3.1.1.1 Makrohimodynamik, Narkosefithrung und Temperatur

Der mittlere arterielle Blutdruck (MAP) konnte sowohl in der Kontroll- als auch in der
Therapiegruppe wihrend der Stabilisierungsphase und der Reperfusion konstant gehalten
werden, wihrend der Ischdmie hingegen war eine Blutdrucksteigerung zu verzeichnen. Die
Konzentration von Halothan im insufflierten Gasgemisch lag wihrend der
Stabilisierungsphase bei ca. 0,7 %, der Ischimie um 0,2 % und der Reperfusion um 0,6 %.
Die rektale Korpertemperatur konnte unter Verwendung der riickgekoppelten Warmeplatte

genau auf 37,0°C eingestellt werden.

Zeit [min] -40 -20 -5 IS5 110 I15 5 20 40 60 90 120 180

MAP [mmHg]

Kontrolle
MAP [mmHg]

PAF Ant.

772 7542 73+£2 19344 9349 9748 67+4 69+4 T1£3 7242 7142 T1£3 7243

762 T72+1 73£2 [106£5 96+10 90+11 74+1 75+£2 74+2 TAL3 T2+£3 T2+4 T2+4

Tabelle 4: Angabe des MAP [mmHg] in der Kontroll- (n=9) und der Therapiegruppe mit
dem PAF-Rezeptorantagonist in Niedrigdosis (n=8) iiber den gesamten Messzeitraum
hinweg, MW + SEM.

3.1.1.2 Gefifldurchmesser

Die Durchmesser von elf Arteriolen und 40 Venolen wurden in neun Versuchstieren der

Kontrollgruppe analysiert. In acht Versuchtieren der Therapiegruppe wurden die
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Arterioldre Durchmesser
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Abbildung 14: Arteriolire Durchmesser vor, wéihrend und nach der Ischdmie ohne und
mit Vorbehandlung mit WEB 2170 (2 mg/kg). Die arterioldren Durchmesser verringern
sich wdhrend der Ischdmie geringfiigig und erreichen bald wieder Ausgangswerte,
sowohl in der Kontroll- als auch der Therapiegruppe. Der graue Balken zeigt die Dauer
der Ischdmie an. MW + SEM.

Durchmesser von acht Arteriolen und 32 Venolen gemessen. Die arterioldren Durchmesser
verringerten sich wiahrend der Ischdmie geringfiigig (nicht signifikant) und erreichten kurz
nach der Ischimie wieder Ausgangswerte, dies sowohl in der Kontroll- als auch in der

Therapiegruppe.
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Venolidre Durchmesser
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Abbildung 15: Venoldre Durchmesser vor, wihrend und nach der Ischdmie mit und ohne
Vorbehandlung mit WEB 2170 (2 mg/kg). Geringe Abnahme der Durchmesser wihrend
der Ischdmie und Riickkehr auf den Ausgangswert nach der Reperfusion. Kein
signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen. MW + SEM

3.1.1.3 Leukozyten-Endothelinteraktionen

Rollen und feste Adhdrenz von Leukozyten konnten nur in postkapilliren Venolen
beobachtet werden. Es wurden in der Kontrollgruppe insgesamt 40 Venolen und in der
Therapiegruppe 32 Venolen analysiert. Die Anzahl der am Endothel entlang rollenden
Leukozyten stieg wahrend der Reperfusionsphase stetig an und erreichte drei Stunden nach
Reperfusionsbeginn in beiden Gruppen ein Maximum mit 18,4 4,1 rollenden Leukozyten
x 100 pm™ x min™ in der Kontrolle und 29,9 + 8,7 rollenden Leukozyten x 100 pm™ x

min' in der Therapiegruppe. In der Kontrollgruppe war die Anzahl der rollenden
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Abbildung 16: Anzahl der am venoldren Endothel entlang rollenden Leukozyten vor,
wdhrend und nach der globalen Ischdmie mit und ohne Vorbehandlung mit WEB 2170 (2
mg/kg), MW £ SEM, § p<0,05 vs. Ausgangswert.

Leukozyten ab dem Messzeitpunkt fiinf Minuten im Vergleich zum Ausgangswert
signifikant hoher. In der Therapiegruppe war die Anzahl der rollenden Leukozyten ab dem
Zeitpunkt 60 Minuten signifikant hoher. Ein signifikanter Unterschied zwischen Kontroll-

und Therapiegruppe zeigte sich nicht.

Ein anderes Bild zeigt sich bei der Anzahl der fest adharenten Leukozyten. Wéhrend in der
Kontrollgruppe drei Stunden nach Reperfusion die Anzahl der adhédrenten Leukozyten auf
7,1 £ 4,1 /100 x pm™ x min™" anstieg, wurden in der Therapiegruppe nur 2,6 + 1,1 x
100pm™ x min™ fest haftende Leukozyten gefunden. In der Kontrollgruppe ist dieser
Anstieg ab fiinf Minuten signifikant. Die Gruppen unterscheiden sich nicht signifikant von

einander.
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Abbildung 17: Anzahl der am venoldren Endothel fest adhdrenten Leukozyten vor,
wdhrend und nach der Ischdmie mit und ohne Vorbehandlung mit WEB 2170 (2 mg/kg).
MW + SEM, § p<0,05 vs. Ausgangswert.

3.1.1.4 Mikrovaskulire Durchblutung

In der Reperfusionsphase war der Kehrwert der arterio-vendsen Transitzeit als MaB fiir die
mikrovaskuldre Durchblutung in der Reperfusionsphase signifikant gegeniiber den

Ausgangswerten in beiden Gruppen reduziert.
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Mikrovaskuldre Durchblutung
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Abbildung 18: Kehrwert der arterio-vendsen Transitzeit vor und nach der Ischdmie mit
und ohne Vorbehandlung mit WEB 2170 (2 mg/kg) als Map fiir die lokale mikrovaskuldre
Durchblutung. MW + SEM, § p<0,05 vs. Ausgangswert. In der Reperfusionsphase in
beiden Gruppen signifikante Reduktion der Durchblutung im Vergleich zum Zeitpunkt 5
min vor der Ischdamie.

3.1.1.5 Neurologisches Defizit, Uberleben und Gewicht

Alle Versuchstiere, bei denen die Mikrozirkulation in der frithen Reperfusionsphase
analysiert werden konnte, iliberlebten den Beobachtungszeitraum von vier Tagen. Beide
Gruppen unterschieden sich weder in Bezug auf den Neuroscore noch auf das

Korpergewicht, der Verlauf iiber den Beobachtungszeitraum ist gleich.

Es wurde untersucht, ob zwischen dem neurologischen Defizit, dem Uberleben und dem

Gewicht und auf der anderen Seite dem Ausmal} von Leukozyten-Endothelinteraktionen
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Zusammenhinge bestanden. Die GroBen waren von einander unabhéngig, ein statistisch

signifikanter Zusammenhang konnte nicht beobachtet werden.

Neuroscore  Neuroscore Gewicht Gewicht
[Punkte] [Punkte] [g] [g]

Kontrolle WEB 2170 Kontrolle WEB 2170

Vor Ischimie 22,0+0,0 22,0+0,0 66,1 +1,4 62,9 +1,1
1. Tag 183+1,2 19.9+0,9 609+ 1,8 57,7+0,7

2. Tag 20,8 +£0,5 20,7 £0,6 59,1+1,4 57,0+ 0,9

3. Tag 21,0+ 0,5 21,1+0,6 59,3 +1,7 57,1+ 1,0

4. Tag 21,8 +£0,2 21,5+ 04 59,9 +1,6 56,6 £ 1,6

Tabelle 5: Neuroscores [Punkte] und Korpergewicht [g] vor der Ischdmie sowie vom
ersten bis vierten Tag nach Ischdmie. MW + SEM. Kein signifikanter Unterschied
zwischen den Gruppen.

3.1.1.6 Histomorphometrie

Sowohl in der Kontroll- als auch in der Therapiegruppe wurden in je acht Gehirnen vitale
Nervenzellen histomorphologisch ausgewertet. In den Gehirnen der Therapiegruppe ist in
allen Hirnregionen ein Trend zu h6herer Nervenzelldichte zu erkennen, dieser Unterschied

ist jedoch nicht signifikant.
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Kontrolle WEB 2170

Hirnareal/Region [n/mm’] In/mm?]
CA 1l 668 + 236 798 + 282
CA2 291 +£103 380+ 134
CA3 315+ 111 358+ 126
CA 3/4 420 + 148 543+ 192
Parietaler Kortex Schicht 1 203+ 72 240 £ 85
Parietaler Kortex Schicht 2 226 + 80 274 £ 97
Parietaler Kortex Schicht 3 168 £ 59 253 £ 89
Parietaler Kortex Schicht 4 168 £ 59 256+ 91
Striatum 204 +72 224 £ 79
Frontaler Kortex Schicht 1 215+76 219+ 77
Frontaler Kortex Schicht 2 232+ 82 273 £ 96
Frontaler Kortex Schicht 3 186 + 66 213+ 75
Frontaler Kortex Schicht 4 186 + 66 250 + 88

Tabelle 6: Zelldichte [n/mm?] vitaler Nervenzellen in unterschiedlichen Hirnarealen
bestimmt am vierten Tag nach der globalen zerebralen Ischdmie mit (n=8) und ohne (n=38)
Vorbehandlung mit WEB 2170 in Niedrigdosis (2 mg/kg), MW + SEM.

3.1.2 Hochdosis

In der Versuchsreihe zum PAF-Antagonisten WEB 2170 in Hochdosis wurden sowohl in

der Kontroll- als auch der Therapiegruppe je zehn Tiere untersucht.

3.1.2.1 Makrohimodynamik, Narkosefithrung und Temperatur

Der mittlere arterielle Blutdruck (MAP) konnte sowohl in der Kontroll- als auch in der
Therapiegruppe wahrend der Stabilisierungsphase und der Reperfusion konstant gehalten
werden, wihrend der Ischdmie hingegen war eine Blutdrucksteigerung zu verzeichnen. Die
Konzentration von Halothan im insufflierten Gasgemisch lag wihrend der

Stabilisierungsphase bei ca. 0,8 %, der Ischimie um 0,4 % und der Reperfusion um 0,6 %.
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Die rektale Korpertemperatur konnte unter Verwendung der riickgekoppelten Warmeplatte

genau auf 37,0°C eingestellt werden.

Zeit [min] 40 -20 -5 IS5 110 II5 5 20 40 60 90 120 180

MAP [mmHg]
72+2 70+2 70+2 [105£3 109+5 1067 71+£3 68+2 67+2 66+3 66+3 65+3 60+3
Kontrolle

MAP [mmHg]
PAF A 73+£2 75+£2 T1£3 1 90£4 966 89+£6 T0+4 69+3 71+3 66+£3 68+2 68+2 67+2
nt.

Tabelle 7: Angabe des MAP [mmHg] in der Kontrolle (n=10) und der Gruppe mit dem
PAF-Rezeptorantagonist in Hochdosis (n=10) iiber den gesamten Messzeitraum hinweg,
MW £ SEM.

3.1.2.2 Gefifldurchmesser

Die Durchmesser von je einer Arteriole pro Versuchstier wurden zu den jeweiligen
Messzeitpunkten analysiert. In der Kontrollgruppe wurden die Durchmesser von insgesamt
45 und in der Gruppe mit der Behandlung von 50 Venolen bestimmt. Der Durchmesser der
Arteriolen ist in der Kontrollgruppe sowohl wihrend der Ischdmie wie auch wéhrend der
Reperfusionsphase signifikant gegeniiber dem Ausgangswert vermindert. In der
Therapiegruppe konnte eine signifikante Reduktion des arterioldren Durchmessers
hingegen nur wahrend der Ischdmie beobachtet werden. Die beiden Gruppen unterschieden
sich zu keinem Zeitpunkt voneinander. Die statistische Analyse der Durchmesser der
Venolen ergab, dass in der Kontrollgruppe der Durchmesser wiahrend der Ischidmie
gegeniiber dem Ausgangswert fiinf Minuten vor der Ischdmie signifikant vermindert war,
fiinf Minuten nach dem Reperfusionsbeginn signifikant vergroBert war und im folgenden
wieder unter die Ausgangswerte abfiel. Ein signifikanter Unterschied im Vergleich zum
Ausgangswert wurde in der Therapiegruppe nicht beobachtet. Es lag kein Unterschied

zwischen den Gruppen vor.
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Abbildung 19: Durchmesser der Arteriolen vor, wihrend und nach der Ischdmie in der
Kontrollgruppe sowie der Gruppe mit Hochdosistherapie WEB 2170 (20 mg/kg), §
p<0,05 vs. Ausgangswert, MW + SEM.

47



Venolédre Durchmesser
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Abbildung 20: Durchmesser der Venolen vor, wihrend und nach der Ischdmie mit und
ohne Vorbehandlung mit WEB 2170 in Hochdosis (20 mg/kg). Der Durchmesser der
Venolen war wdhrend der Ischimie signifikant reduziert, 5 min nach Beginn der
Reperfusion vergrofiert und im folgenden wiederum signifikant reduziert im Vergleich
zum Ausgangswert. In der Therapiegruppe ergab sich kein Unterschied. § p>0,05 vs.
Ausgangswert der Kontrollgruppe.

3.1.2.3 Leukozyten-Endothelinteraktionen

Rollen und feste Adhdrenz von Leukozyten konnte nur in postkapilliren Venolen
beobachtet werden. Es wurden in der Kontrollgruppe insgesamt 45 Venolen und in der
Therapiegruppe 50 Venolen analysiert. Die Anzahl der am Endothel entlang rollenden
Leukozyten stieg wihrend der Reperfusionsphase stetig an und erreichte drei Stunden nach
Reperfusionsbeginn in beiden Gruppen ein Maximum mit 21 + 6,8 rollenden Leukozyten

x 100 pm™ x min in der Kontrolle und 4,9 + 2,0 rollenden Leukozyten /100 im x min in
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Abbildung 21: Anzahl der am venoldiren Endothel entlang rollenden Leukozyten vor und
nach der Ischdmie mit und ohne Vorbehandlung mit WEB 2170 in Hochdosis (20 mg/kg),
$ p<0,05 vs Ausgangswert. Es lag kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen
vor. MW + SEM.

der Therapiegruppe. Die Anzahl der rollenden Leukozyten war ab dem Messzeitpunkt 60
Minuten signifikant hoher als der Ausgangswert. In der Therapiegruppe war die Anzahl
der rollenden Leukozyten zum Zeitpunkt 180 min signifikant hoher. Ein signifikanter
Unterschied zwischen Kontrolle und Therapiegruppe lag nicht vor. Ein anderes Bild ergab
die Analyse der Anzahl der fest adhdrenten Leukozyten. Wihrend in der Kontrollgruppe
drei Stunden nach Reperfusion die Anzahl der adhdrenten Leukozyten auf 6,0 + 2,0 x
100pm™ x min" anstieg, wurden in der Therapiegruppe nur 0,6 + 0,2 fest haftende
Leukozyten x 100pm™ x min" gefunden. Der statistische Vergleich beider Gruppen
miteinander ergab, dass die Therapie die feste Adhérenz zum Zeitpunkt 180 Minuten nach

Reperfusionsbeginn reduzierte. In der Kontrollgruppe ist der Anstieg ab 60 Minuten
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Abbildung 22: Adhdrente Leukozyten vor und nach der Ischimie mit und ohne WEB
2170 in Hochdosis (20 mg/kg). Die Anzahl fest adhdrenter Leukozyten stieg in der
Kontrollgruppe ab dem Zeitpunkt 60 min auf signifikante Werte an, wohingegen kein
signifikanter Anstieg in der Therapiegruppe zu beobachten war. Zum Zeitpunkt 180 min
war die feste Adhdrenz in der Therapiegruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe
signifikant vermindert. § p < 0,05 vs. Ausgangswert 5 min vor der Ischdmie, * p < 0,05
Kontroll- vs. Therapiegruppe, MW + SEM.

signifikant im Vergleich zum Ausgangswert, jedoch ist keine Signifikanz in der

Therapiegruppe zu erkennen.

3.1.2.4 Funktionelle Kapillardichte

Die Analyse der funktionellen Kapillardichte zu den verschiedenen Versuchszeitpunkten

ergab, dass wihrend der Ischdamie kaum noch eine Kapillardurchblutung feststellbar war
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Abbildung 23: Die funktionelle Kapillardichte war wdhrend der Ischdmie und der
Reperfusion in den Gruppen mit und ohne Vorbehandlung mit WEB 2170 in Hochdosis
(20 mg/kg) signifikant zum Ausgangswert 5 min vor der Ischdmie vermindert. § p<0,05
vs. Ausgangswert, MW + SEM.

und die Werte gegen Null strebten. Wéhrend der Reperfusionsphase war die Kapillardichte
in beiden Gruppen signifikant im Vergleich zum Ausgangswert reduziert, wobei eine
Reduktion um etwa 10% vorlag. Es wurde kein Unterschied zwischen den Gruppen

beobachtet.

3.1.2.5 Mikrovaskulire Durchblutung

Die Messung der arterio-vendsen Transitzeit als Mal fiir die lokale mikrovaskulére

Durchblutung ergab, dass wahrend der Reperfusionsphase die Durchblutung gegeniiber
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dem Ausgangswert signifikant vermindert war. Hierbei war kein Unterschied zwischen

den beiden Gruppen zu erkennen.

Mikrovaskuldre Durchblutung
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Abbildung 24: Mikrovaskulire Perfusion vor und nach der Ischdmie mit und ohne
Vorbehandlung mit WEB 2170 in Hochdosis (20 mg/kg). § p<0,05 vs. Ausgangswert, MW

+ SEM.

3.1.2.6 Neurologisches Defizit, Uberleben und Gewicht

Der Neuroscore in der Kontrolle sank im Laufe der vier Tage der Beobachtungsphase von
22 Punkten auf 15,4 + 3,4 ab (nicht signifikant). In der mit WEB 2170 behandelten
Gruppe sank der Neuroscore auf 4,9 £ 2,1 Punkte ab; dies ist im Vergleich zum

Ausgangswert signifikant. Am vierten postischdmischen Tag unterscheidet sich die

Kontrollgruppe von der Therapiegruppe signifikant.
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Die Tiere beider Gruppen verloren in der Zeit nach der Ischdmie an Gewicht, wobei sich

die Gruppen nicht von einander unterschieden.
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Abbildung 25: Entwicklung des Neuroscores in der Kontrollgruppe (schwarz) und der
Therapiegruppe (grau) vom Zeitpunkt vor der Ischdmie sowie vom ersten bis vierten Tage
nach der Ischimie. § p < 0,05 vs. Ausgangswert, * p < 0,05 Therapie- vs.
Kontrollgruppe, MW + SEM.

Ein Tier aus der Kontrollgruppe verstarb am dritten Tag nach der Ischdmie, zwei weitere
am vierten Tag. Ein Tier der Therapiegruppe verstarb am zweiten Tag nach der Ischédmie,
drei am dritten und zwei am vierten Tag. Bei der statistischen Analyse der

Uberlebenszeiten lieB sich kein Unterschied zwischen beiden Gruppen herausfinden.

Es wurde untersucht, ob zwischen dem neurologischen Defizit, dem Uberleben und dem

Gewicht und auf der anderen Seite dem Ausmal} von Leukozyten-Endothelinteraktionen
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Zusammenhinge bestanden. Die Groflen waren voneinander unabhéngig, ein statistisch

signifikanter Zusammenhang konnte nicht beobachtet werden.

Gewicht [g] Gewicht [g]

Kontrolle WEB 2170

Vor Ischimie 659+1,5 66,6 + 1,8
1. Tag 594+ 14 60,5+ 1,1

2. Tag 56,4+1,3 57,0+1,3

3. Tag 56,3+1,5 54,8+ 1,6

4. Tag 56,7+ 1,6 50,5+ 1,8

Tabelle 8: Korpergewicht [g] der Tiere mit und ohne Vorbehandlung mit WEB 2170 in
Hochdosis (20 mg/kg) vor der Ischdmie sowie vom ersten bis vierten Beobachtungstag. Es
ist kein Unterschied zwischen den Gruppen zu erkennen. MW + SEM.
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Abbildung 26: Kaplan-Meier Uberlebenskurve der Gruppen mit und ohne
Vorbehandlung mit WEB 2170 in Hochdosis (20 mg/kg).

3.1.2.7 Histomorphometrie

Es konnten in der Kontrollgruppe sieben Gehirne in die histomorphometrische
Auswertung eingehen, in der Therapiegruppe waren es vier Gehirne. Im Vergleich beider
Gruppen miteinander zeigt sich ein heterogenes Bild, es ist kein eindeutiger Trend in

Richtung therapeutischer Effektivitit oder Ineffektivitdt zu erkennen.
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Kontrolle WEB 2170

Hirnareal/Region [n/mm’] In/mm?]

CA 1l 854 + 57 662 + 132

CA2 395+ 83 353+ 107

CA3 414 + 47 476 + 53

CA 3/4 388 +31 422 + 35
Parietaler Kortex Schicht 1 312+46 340 + 39
Parietaler Kortex Schicht 2 992+ 112 959 £ 156
Parietaler Kortex Schicht 3 453 £ 61 492 £ 70
Parietaler Kortex Schicht 4 678 £ 97 605 +£95
Striatum 379+ 23 381 £33
Frontaler Kortex Schicht 1 266+ 40 248 + 77
Frontaler Kortex Schicht 2 278 £ 63 282 +47
Frontaler Kortex Schicht 3 246+ 15 210+ 27
Frontaler Kortex Schicht 4 485 + 37 431 £ 66

Tabelle 9: Zelldichte [n/mm’] vitaler Nervenzellen in unterschiedlichen Hirnarealen
bestimmt am vierten Tag nach der globalen zerebralen Ischdmie mit (n=4) und ohne (n=7)
Vorbehandlung mit WEB 2170 in Hochdosis (20 mg/kg), MW + SEM.

3.2 BradyKkinin

Bei der Planung der Studie mit Bradykininantagonisten stellte sich die Frage, ob
mongolische Wiistenrennmause iiberhaupt tiber ein Kallikrein/Kinin-System verfligen. In
der Literatur konnte keine Angabe gefunden werden, ob an dieser Spezies Untersuchungen
iiber Bradykinin durchgefiihrt worden waren. Es wurde daher nach einem moglichst
einfachen Experiment gesucht, das zur Kldrung dieser Fragestellung beitragen konnte. An
drei Gerbils wurde untersucht, ob die intravendse Injektion von Bradykinin zu einer
Vasodilatation und infolge zu Hypotension fiihrt. Bei allen Tieren wurde kurzfristig ein
massiver Blutdruckabfall von wenigen Minuten nach jeder Bradykinininjektion

beobachtet. Diese Hypotension war dosisabhéngig.

56



3.2.1 Makrohimodynamik, Narkosefiihrung und Temperatur

Der mittlere arterielle Blutdruck lag kurz vor Induktion der Ischdmie in den vier
Versuchsgruppen zwischen 65 und 70 mmHg. Die Infusion der Rezeptorantagonisten 15
Minuten vor Induktion der Ischdmie, also zwischen dem Messzeitpunkt -20 Minuten und
-5 Minuten, hatte keinen Einfluss auf den Blutdruck. Wahrend der Ischdmie konnte ein
erhohter Blutdruck in allen vier Gruppen beobachtet werden. Bereits kurz nach
Reperfusionsbeginn kehrte dieser wieder auf Ausgangswerte zuriick. Die Gruppen
unterscheiden sich nicht von einander. Die Narkosetiefe, d.h. die Konzentration von
Halothan in dem insufflierten Gasgemisch, war ebenfalls bei allen Tieren gleich. Vor der
Ischédmie lag die Konzentration im Mittel bei 0,9 %, wihrend der Ischidmie bei 0,4 % und
zur Zeit der Reperfusion bei 0,7 %. Es war mdoglich, die Korpertemperatur {iber den

gesamten Versuchszeitraum hinweg konstant bei 37°C zu halten.

Zeit [min] 40 -20 -5 | I5 110 I15 5 20 40 60 90 120 180

MAP [mmHg]
Kontrolle
MAP [mmHg]
B2-Ant.

731 751 70+1 9942 89+3 8443 72+1 70+l 69+1 69+1 68+1 67+1 661

72+1 73+0 68+0 105+1 102+2 89+2 68+1 69+1 69+1 70+1 68+1 68+1 67+l

MAP [mmHg]
B1/B2-Ant.
MAP [mmHg]|
BI-Ant.

740 7340 68+1 9043 9541 82+1 68+1 68+1 70+1 691 67+1 68+l 67+1

731 71£1 65+1 94+1 84+l 71+l 63+1 65+1 65+1 65+1 67+1 66+1 65+

Tabelle 10: Mittlerer arterieller Blutdruck (MAP), MW + SEM.
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3.2.2 GefaBldurchmesser

In jeder Gruppe wurden die GefaBdurchmesser von jeweils zehn Arteriolen zu jedem
Messzeitpunkt analysiert. 45 Venolen in der Kontrolle und je 42 Venolen in den

Therapiegruppen wurden untersucht.
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Abbildung 27: Arterioldire Durchmesser in der Kontroll- und den drei Therapiegruppen.

§ p<0,05 vs. Ausgangswert, der graue Balken zeigt die Dauer der Ischdimie an,
MW=ESEM.

Wihrend der Ischdmie konnte eine Verringerung der Gefid3durchmesser der Arteriolen
beobachtet werden, die mit Ausnahme der mit dem B2-Antagonisten vorbehandelten Tiere

wieder auf die Ausgangswerte anstieg. In der Gruppe mit dem B2-Antagonisten fanden
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sich signifikant verringerte Durchmesser im Vergleich zum Ausgangswert fiinf Minuten

vor Induktion der Ischdmie, zu den Zeitpunkten 20, 40, 60, 90 und 120 Minuten.

Die Durchmesser der Venolen waren ebenfalls wihrend der Ischdmie verringert. Kurz
nach Reperfusionsbeginn kehrten sie wieder auf Ausgangswerte zuriick. 20 Minuten nach
Reperfusionsbeginn kam es zu einer Abnahme der Gefia3durchmesser, die in der
Kontroll-, der B2-Antagonisten- und der B1/B2-Antagonistengruppe im Vergleich zum

Ausgangswert Signifikanz erreichte. In der B1-Antagonistengruppe war dies zu den

Venolérer Durchmesser
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Abbildung 28: Venoldre Durchmesser in der Kontroll- und den drei Therapiegruppen,
MW + SEM, § p<0,05 vs. Ausgangwert Kontrollgruppe, # p<0,05 vs. Ausgangswert
B2-Antagonistengruppe (CP 0597), § p<0,05 vs. Ausgangswert
B1/B2-Antagonistengruppe (B 9430), & p<0,05 vs. Ausgangswert B1-Antagonistengruppe
(B 9858). Der graue Balken zeigt die Dauer der Ischdmie an.
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Zeitpunkten 40, 60, 90 und 120 Minuten der Fall. Ein Unterschied zwischen den vier

Gruppen war nicht nachweisbar.

3.2.3 Leukozyten-Endothelinteraktionen

Das Rollen und die feste Adhédrenz von Leukozyten wurden in postkapilldren Venolen
analysiert. Dazu wurden in der Kontrollgruppe 42 und in den Therapiegruppen jeweils 45

Venolen zu jedem Messzeitpunkt untersucht.
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Abbildung 29: Anzahl der am Endothel entlang rollenden Leukozyten, * p<0,05
Kontrolle vs. Therapiegruppen, MW + SEM, § p<0,05 vs. Ausgangwert Kontrollgruppe,
# p<0,05 vs. Ausgangswert B2-Antagonistengruppe (CP 0597), § p<0,05 vs.
Ausgangswert B1/B2-Antagonistengruppe (B 9430), & p<0,05 vs. Ausgangswert
Bl-Antagonistengruppe (B 9858),* p<0,05 vs. Kontrollgruppe. Der graue Balken zeigt
die Dauer der Ischdmie an.
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In der Kontrollgruppe stieg die Anzahl der am Endothel entlang rollenden Leukozyten
bereits ab dem Zeitpunkt 20 Minuten nach Reperfusionsbeginn signifikant kontinuierlich
an und erreichte nach drei Stunden zum Versuchsende mit 33,0 + 6,2 Leukozyten x
100pm™ x min" ihr Maximum. Die Gruppe, die mit dem B2-Antagonisten behandelt
wurde, zeigte eine Hemmung des Rollens. Erst zum Zeitpunkt 120 Minuten ist der Anstieg
signifikant zum Ausgangswert. Zu den Zeitpunkten 60, 90, 120 und 180 Minuten war der
Anstieg im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant verringert. Die Anzahl rollender
Leukozyten in der B1/B2-Antagonistengruppe stieg wihrend der Reperfusionsphase an
und erreichte signifikante Werte zum Zeitpunkt 180 Minuten. Eine signifikante Hemmung
des Rollens im Vergleich zur Kontrollgruppe konnte zu den Zeitpunkten 120 und 180
Minuten beobachtet werden. Auch die Applikation des B1-Antagonisten flihrte zu einer
Hemmung des Leukozytenrollens. Signifikant niedriger als in der Kontrollgruppe lag der
Wert zu den Zeitpunkten 120 und 180 Minuten. Im Vergleich zum Ausgangswert konnte

ein vermehrtes Rollen zu den Zeitpunkten 90, 120 und 180 Minuten gemessen werden.

Die Anzahl der am Endothel fest adhdrenten Leukozyten stieg in der Kontrollgruppe in der
Reperfusionsphase kontinuierlich an. Zu den Zeitpunkten 60, 90, 120 und 180 Minuten ist
dieser Anstieg signifikant gegeniiber dem Ausgangswert. Es zeigte sich ebenfalls ein
Anstieg der Anzahl fest adhdrenter Leukozyten in der Gruppe mit dem B2-Antagonisten.
Allerdings ist dieser erst zu den Zeitpunkten 120 und 180 Minuten signifikant hoher als
der Ausgangswert. Der B2-Antagonist fiihrte zu einer Hemmung der festen Adhdrenz im
Vergleich zur Kontrollgruppe, die zu den Zeitpunkten 60, 90, 120 und 180 Minuten
signifikant war. In der Gruppe, die mit dem B1/B2-Antagonisten vorbehandelt wurde, kam
es zu einem leichten Anstieg der festen Adhérenz, der allerdings zu keinem Zeitpunkt
signifikant war. Der Vergleich mit der Kontrollgruppe zeigte, dass die Hemmung der
festen Adhédrenz zum Zeitpunkt 180 Minuten signifikante Werte erreichte. Der
kontinuierliche Anstieg der Adhédrenz in der Bl-Antagonistengruppe war zu den
Zeitpunkten 90, 120, 180 Minuten signifikant hoher als der Ausgangswert. Zu den
Zeitpunkten 120 und 180 Minuten war die Verringerung dieser Form der

Leukozyten-Endothelinteraktion im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant.
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Abbildung 30: Anzahl der am Endothel fest adhdrenten Leukozyten, MW +SEM, *
p<0,05 Kontrolle vs. Therapiegruppen, § p<0,05 vs. Ausgangswert Kontrollgruppe, #
p<0,05 vs. Ausgangswert B2-Antagonistengruppe (CP 0597), $ p<0,05 vs. Ausgangswert
B1/B2-Antagonistengruppe (B 9430), & p<0,05 vs. Ausgangswert B1-Antagonistengruppe
(B 9858), der graue Balken zeigt die Dauer der Ischdmie an.

3.2.4 Funktionelle Kapillardichte

Die funktionelle Kapillardichte konnte in der Kontroll- und der B2-Antagonistengruppe
bei allen zehn Versuchstieren und in der B1- und B1/B2-Antagonistengruppe bei neun
Versuchstieren erfasst werden. Bei jeweils einem Tier dieser Versuchsgruppen war es
wegen mangelnder Bildqualitit schon in der Kontrollphase nicht moglich, diesen
Parameter zu erfassen. Die Analyse der funktionellen Kapillardichte zeigte, dass es in allen
Versuchsgruppen wihrend der frithen Reperfusionsphase, d. h. bis zu 180 Minuten nach

Reperfusionsbeginn zu einer leichten Abnahme der Kapillarperfusion kam,
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die allerdings zu keinem Zeitpunkt signifikant war. Die Gruppen unterschieden sich nicht

von einander.
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Abbildung 31: Funktionelle Kapillardichte vor und nach der Ischdmie, kein signifikanter
Unterschied zwischen der Kontrollgruppe und den Therapiegruppen. MW + SEM.

3.2.5 Mikrovaskulire Durchblutung

Wihrend der Reperfusionsphase kam es zu einer signifikanten Abnahme der
mikrovaskuldren Durchblutung in allen vier Versuchsgruppen, die konstant iiber die
gesamte frithe Reperfusionsphase anhielt. Die einzelnen Gruppen unterschieden sich nicht

von einander.
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Abbildung 32: Mikrovaskuldre Perfusion vor und nach der Ischdmie, MW + SEM, § p <
0,05 vs. Ausgangswert Kontrollgruppe, # p < 0,05 vs. Ausgangswert B2-
Antagonistengruppe (CP 0597), 8 p < 0,05 vs. Ausgangswert B1/B2-Antagonistengruppe
(B 9430), & p < 0,05 vs. Ausgangswert Bl-Antagonistengruppe (B 9858), der graue
Balken zeigt die Dauer der Ischimie an.

3.2.6 Neurologisches Defizit, Uberleben und Gewicht

Nach der Akutphase des Versuchs sowie der Ausleitung der Narkose erwachten alle 40
Versuchstiere. In der Kontrollgruppe iiberlebten sieben Wiistenrennmiuse die
Beobachtungsphase von vier Tagen, in der B2-Antagonistengruppe neun, in der
B1-Antagonistengruppe vier und in der B1/B2-Antagonistengruppe drei. Die statistische
Analyse der Uberlebenszeiten ergab, dass der Vergleich aller Gruppen miteinander unter
Verwendung des Mehrstichprobentests nach Mantel einen Signifikanzwert von p=0,02
hatte, d.h. es lag ein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen vor. Der Vergleich

jeweils zweier Gruppen miteinander zeigte, dass im Vergleich zur Kontrollgruppe die
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Abbildung 33: Kaplan-Meier Uberlebenskurve fiir die Versuchsgruppen mit
Bradykinin-Antagonisten,* p=0,03, ** p=0,001, *** p=0,004

Gruppe mit B1/B2-Antagonisten eine verminderte Uberlebenszeit aufwies. Die
Uberlebensdauer war in der Gruppe mit B1/B2-Antagonisten im Vergleich zur Gruppe mit
B2-Antagonisten signifikant verringert (p=0,001). Auch bei der Gruppe mit dem
B1-Antagonisten erwies sich die Uberlebensdauer im Vergleich zur B2-Antagonisten-

gruppe als signifikant vermindert (p=0,004).

Der Neuroscore fiel in allen Gruppen im Beobachtungszeitraum von vier Tagen ab.
Allerdings war der Neuroscore in der B2-Antagonistengruppe erst am Tag vier signifikant
vermindert, wohingegen in der Kontroll-, der B1/B2-Antagonisten- und der
B1-Antagonistengruppe dieser bereits am ersten Tag nach der Ischdmie signifikant
gegeniiber dem Ausgangswert vermindert war. Ein signifikanter Unterschied zwischen

den Gruppen lag nicht vor.
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Abbildung 34: Neuroscore vor Beginn des Versuchs und im Beobachungszeitraum von
vier Tagen nach der Ischimie, MW + SEM, § p<0,05 vs. Ausgangswert Kontrollgruppe,
# p<0,05 vs. Ausgangswert B2-Antagonistengruppe (CP 0597), § p<0,05 vs.
Ausgangswert B1/B2-Antagonistengruppe (B 9430), & p<0,05 vs. Ausgangswert
Bl-Antagonistengruppe (B 9858).

Die Analyse des Korpergewichts der Wiistenrennmause in den verschiedenen
Versuchsgruppen ergab, dass die postischdmische Gewichtsreduzierung in allen Gruppen
gleich war. Es ist zu beachten, dass im Beobachtungszeitraum in den Gruppen
unterschiedlich viele Tiere verstorben sind und zum jeweiligen Tag nur das Gewicht der
noch lebenden Tiere bestimmt wurde. Der Parameter ist also mit einem bestimmten

Ausfall verbunden und damit ist die Aussagekraft eingeschréankt.
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Gewicht [g] Gewicht [g] Gewicht [g] Gewicht [g]
Kontrolle CP 0597 B 9430 B 9858

Vor Ischiimie 655+14 688+10 66,1+1,1 682+1,1

1. Tag 599+1,1 61,015 60,1+13 61,7+12
2. Tag 569+1,1 579+11 551+11 57,1+13
3. Tag 546+13 560+14 520+05 544+28
4. Tag 556+12 53,1+21 493+07 52,4+34

Tabelle 11: Korpergewicht vor Beginn des Versuchs und im Beobachtungszeitraum von
vier Tagen, MW + SEM.

Um einen moglichen Zusammenhang zwischen dem neurologischen Defizit oder der
Uberlebensdauer der Gerbils und dem AusmaB der Leukozyten-Endothelinteraktion zu
priifen, wurde eine Regressionsanalyse durchgefiihrt. Die vier GréBen sind vollig

unabhingig voneinander, ein statistisch signifikanter Zusammenhang lag nicht vor.

Korrelationskoeffizient

Kontrolle CP 0597 B 9430 B 9858
Uberlebensdauer vs. 0,210 0,291 -0,299 -0,642
rollende Leukozyten
Uberlebensdauer vs. -0,086 0,467 0,146 -0,408
adhirente Leukozyten
Neuroscore vs. 0,245 0,348 -0,323 -0,459
rollende Leukozyten
Neuroscore vs. 0,120 0,705 0,332 -0,176

adhidrente Leukozyten

Tabelle 12: Korrelation zwischen Leukozyten-Endothelinteraktionen und
Uberlebensdauer oder Neuroscore.
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3.2.7 Histomorphometrie

Wie schon im Teil Methodik beschrieben, wurden vitale Nervenzellen anhand
histologischer Schnitte in verschiedenen anatomischen Regionen beurteilt. Es konnten in
der Kontrollgruppe sechs Gehirne in die Analyse eingehen, in der Gruppe mit
B2-Antagonisten acht, in der Gruppe mit B1/B2-Antagonisten drei und in der Gruppe mit
B1-Antagonisten vier Gehirne. Die Beurteilung umfasste nur Gehirne, die nach einer
Perfusionsfixatation entnommen werden konnten, um eine fehlerhafte Aussage wegen
postmortaler Autolyse ausschlieen zu konnen. Die Gehirne der Tiere, die frithzeitig an
den Folgen der zerebralen Ischdmie verstarben, konnten daher nicht in die Auswertung

einbezogen werden.
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Abbildung 35: Dichte vitaler Neurone in verschiedenen Hirnarealen vier Tage nach der
Ischdmie. Hippocampus: Cornu ammonis 1-3/4, Parietofrontaler Kortex.: Schicht I-1V,
Striatum und Parietaler Kortex: Schicht I-1V, MW + SEM.
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Die Gehirne der Tiere, die den B2-Antagonisten erhielten, wiesen in allen Arealen eine
leicht niedrigere Dichte vitaler Nervenzellen auf als die Gehirne aus der Kontrollgruppe.
Die Gehirne aus der B1/B2-Antagonistengruppe zeigten im Hippokampus und
frontoparietalen Kortex ein variables Bild mit abwechselnd hoherer und niedrigerer
Zelldichte und im Striatum und frontalen Kortex mit eher hoheren Werten. Die Tiere, die
mit dem B1-Antagonisten behandelt wurden, wiesen groftenteils gegeniiber den Tieren
der Kontrollgruppe eine in allen Hirnarealen reduzierte Nervenzelldichte auf. Es ergaben

sich keine signifikanten Unterschiede.
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3.3 Intravitalmikroskopische Aufnahmen

Beispielhaft werden zwei Bilder eines Kapillargebietes abgebildet. Diese Aufnahmen
sollen das Prinzip des “no-reflow” Phimomens, den Verschluss von Kapillaren nach einer
Ischdmie, verdeutlichen. Es ist ein Kapillargebiet fiinf Minuten vor und 60 Minuten nach
der Ischdmie zu erkennen, das jeweils wihrend einer Bolusinjektion von Rhodamin 6G
aufgenommen wurde. Der Fokus wurde bei beiden Aufnahmen auf dieselbe Ebene
eingestellt. In der oberen rechten Ecke ist eine Kapillare gelegen, in der zum spéteren
Zeitpunkt ein Leukozyt festsitzt und die Kapillare verschlieBt, weshalb das distale
Kapillarlumen nicht angefarbt ist, also auch nicht perfundiert wird. Vor der Ischdmie war
diese Kapillare regelrecht perfundiert, zum Zeitpunkt 90 Minuten nach Beginn der
Reperfusion und spéter konnte an dieser Stelle ebenfalls kein Perfusionsdefizit beobachtet

werden.

Zwei Aufnahmen einer Venole sind fiinf Minuten vor Beginn der Ischidmie und drei
Stunden nach Reperfusionsbeginn dargestellt. Frei flieBende Leukozyten sind wegen ihrer
hohen Geschwindigkeit nicht zu erkennen. Schnell rollende Leukozyten ziehen einem
Kometen gleich einen hellen Streifen hinter sich her, was durch die langsame
Bildwiederholungsrate der Restlichtkamera bedingt ist. Langsam rollende und fest
adhérente Leukozyten sind als helle Punkte zu erkennen. Vor Beginn der Ischdmie konnten
keine Leukozyten-Endothelinteraktionen beobachtet werden, dagegen haften am Ende der
Beobachtungsphase zahlreiche rollende und fest adhédrente Leukozyten am Gefal3endothel

an.
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Abbildung 35: Kortikale Kapillaren fiinf Minuten vor (oben) und 60 Minuten nach
(unten) Ischdmie. Lediglich eine Kapillarschleife ist kurzzeitig 60 Minuten nach Ischdmie,
und auch nur zu diesem Messzeitpunkt, durch einen Leukozyten verlegt, die
Kapillarperfusion im Beobachtungsareal ist weitestgehend erhalten. Maf3stab = 50um
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Abbildung 36: Intravitalmikroskopische Aufnahmen einer pialen Venole fiinf Minuten vor
und 180 Minuten nach Ischdmie. Nach Ischdmie sind zahlreiche Leukozyten (helle Punkte)
zu erkennen, die am Endothel entlang rollen oder fest adhdrieren. Maf3stab = 50 um.
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3.4 Elektronenmikroskopie

Von Gehirnen der Tiere der Bradykininserie wurden beispielhaft elektonenmikroskopische
Aufnahmen von Blutgefden und Hirngewebe angefertigt. Die Tiere wurden dazu am
vierten postischdmischen Tag kardial mit Karnovski-Losung perfundiert, das Gehirn
entnommen und bis zur weiteren Verarbeitung in derselben Losung aufbewahrt. Da nur
von je einem Gehirn pro Gruppe elektronenmikroskopische Aufnahmen angefertigt
wurden, konnen keine quantitativen Aussagen iiber das AusmaB von Leukozyten-
Endothelinteraktionen, Emigration von Leukozyten in das Parenchym, die Verlegung von
Kapillaren mit Leukozyten, perivaskulires Odem oder Gewebeschaden getroffen werden.
Die Bilder sind vielmehr anschauliche Beispiele der oben genannten Vorgiange im Gehirn
nach einer globalen zerebralen Ischédmie. Die ersten drei Bilder stellen schrittweise die
Emigration von Leukozyten in das Parenchym dar. In der Abbildung 37 sind zwei
adhédrente Leukozyten zu erkennen, wobei einer der Leukozyten bereits das Endothel
durchbrochen hat, in Abbildung 38 liegt ein Leukozyt einer Kapillare von extraluminal an.
Ein weiterer Leukozyt ist weiter von der Kapillare entfernt in das Parenchym emigriert. In
Abbildung 40 ist ein Leukozyt zu sehen, der das Lumen einer Kapillare verlegt. Das “no-
reflow” Phidnomen soll durch diese Art von mikrovaskulirem Verschluss verursacht

werden.
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Abbildung 37: Die Elektronenmikroskopie zeigt eine postkapillire Venole an deren
Endothel zwei polymorphkernige Leukozyten (mit “L” markiert) anliegen, wobei der
obere Leukozyt das Endothel schon durchbrochen hat und der Basalmembran direkt
aufliegt. Er streckt einem Octopus gleich Protrusionen aus, die an einigen Stellen sogar
das gegeniiberliegende Endothel beriihren. Von auflen liegen dem Gefdif3 zwei Perizyten
(mit “P” markiert) an. Ein perivaskulires Odem ist nur gering ausgebildet. Mafstab =
2,5 um.
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Abbildung 38: Die Aufnahme aus dem Hippocampus zeigt eine Kapillare (mit “K”
markiert) an der von extraluminal her ein polymorphkerniger Leukozyt (mit “L” markiert)
anliegt. Ein weiterer Leukozyt liegt weit von der Kapillare entfernt im Hirnparenchym.

Mapfstab = 2,5 pm.
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Abbildung 39: Die gleiche Kapillare ( mit “K’" markiert) wie bereits in Abbildung 38 ist
hier nochmals in einer anderen Schnittebene und einer hoheren Vergrofserung
aufgenommen. Es ist zu erkennen, dass der Leukozyt (mit “L” markiert) der
Basalmembran auf3en anliegt und dass es sich nicht um einen Zellkern einer Endothelzelle

handelt. Maf3stab = 1,1 um.
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Abbildung 40: Das EM-Bild zeigt einen polymorphkernigen Leukozyten (mit “L”
markiert), der das Lumen einer Kapillare beinahe vollstindig verschliefit. Die
Leukozytenmembran hat an mehreren Stellen, teils auch iiber Protrusionen der
Zellmembran, Kontakt mit der Endothelzellmembran. Um die gesamte Kapillare herum ist
ein perivaskulires Odem (mit “O” markiert) zu erkennen, das fiir die Faltung (mit “F”
markiert) der Endothelzelle (mit “E” markiert) urscichlich sein konnte. Die Gewebeprobe
stammt aus dem Striatum eines Gerbils. Mafsstab = 2,5 fim.
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4 Diskussion

4.1 Experimentelles Modell

4.1.1 Verwendung eines Tiermodells

Zur systematischen Erforschung der Pathophysiologie sowie der Behandlung der
zerebralen Ischdmie sind nicht nur Untersuchungen am Menschen, sondern auch
Experimente in vivo und in vitro erforderlich. Untersuchungen am Menschen allein sind
nicht ausreichend, da die zerebrale Ischdmie des Menschen in ihrer Manifestation enorm
variabel ist; auch die auslosenden Faktoren und die anatomische Zuordnung sind vielfaltig.
Ereignisse in den ersten Minuten und Stunden nach einer zerebralen Ischdmie konnen nur
selten erfasst werden, da die Patienten oft erst spdt das Krankenhaus zur Behandlung
erreichen. Fiir zahlreiche pathophysiologische, pathobiochemische und histopathologische
Analysen sind invasive chirurgische Eingriffe mit direktem Zugang zum Hirngewebe
erforderlich, die mit Risiken fiir den Patienten verbunden sind. Die Ubertragbarkeit von
Ergebnissen aus in vitro Untersuchungen, wie z.B. Experimenten an Gewebeschnitten oder
Zellkulturen, auf den Menschen ist oft nur bedingt moglich. Ergebnisse aus Experimenten
an Tieren sind hingegen gut auf den Menschen {ibertragbar, und gerade
Durchblutungsstérungen lassen sich einfach und standardisiert erzeugen. Ein zunehmend
wichtiger Aspekt ist, dass Untersuchungen an Tieren sehr viel kostengiinstiger sind als
Untersuchungen am Menschen und so mit geringerem finanziellem Aufwand mehr

Information gesammelt werden kann.

4.1.2 Auswahl des Versuchstieres

Obwohl auch groflere Tierspezies vielseitige Verwendung hatten, sind Nagetiere,
insbesondere Miuse, Gerbils und Ratten, derzeit die am héufigsten verwendete Spezies in

der Ischdmieforschung. Dies hat mehrere Griinde. Die Aufzucht und die Haltung sind
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kostengiinstig. Die bendtigten Mengen an Chemikalien und Medikamenten und damit die
Kosten sind bei Nagern wegen ihres niedrigen Gewichtes gering. Antikdrper gegen
bestimmte Molekiile sind teilweise nur fiir Nager erhéltlich. Auch ist die Aufbereitung des
gesamten Gehirns fiir die Histologie wegen der relativ kleinen Gewebeproben mit
geringem Zeitaufwand zu bewiltigen. Die Tiere besitzen durch Inzucht eine grof3e
Homogenitidt innerhalb der Abstammungslinien und einen hohen Grad genetischer
Homologie zu groferen Sdugern. Die Nutzung von Kleintieren ist verglichen mit der
Nutzung von Haustieren wie Katzen und Hunden oder subhumanen Primaten von gré3erer
okologischer und ethischer Akzeptanz. Verfeinerte mikrochirurgische Techniken unter
Anwendung eines Operationsmikroskops erlauben die Préparationen bei Nagern trotz der

geringen Korpergrofle.

Die Experimente wurden an Mongolischen Wiistenrennméausen - Gerbils - durchgefiihrt,

wobei die nachfolgend genannten Eigenheiten dieser Spezies genutzt werden konnten:

Gerbils besitzen keine Aa. communicantes posteriores, d.h. es liegt eine Unvollstindigkeit
des Circulus arteriosus Willisii vor (Kahn 1972, Levine et al. 1969, Levy et al. 1974).
Lediglich kleine Arteriolen mit einem Durchmesser von maximal 30-60 pm stellen
insuffiziente Verbindungen zwischen dem hinteren vertebrobasildren und dem vorderen,
durch die Aa. carotides internae versorgten Hirnkreislauf dar (Levy et al. 1974). Diese
anatomische Besonderheit ermdglicht die Erzeugung einer nahezu vollstdndigen Ischdmie
des GroBhirns durch Okklusion beider Halsschlagadern bei erhaltener Versorgung des
Hirnstamms mit den wichtigen Regulationszentren fiir Kreislauf und Atmung. Aufgrund
dieser technischen Einfachheit wurden Gerbils vielfach in Untersuchungen zur globalen
zerebralen Ischdmie eingesetzt und als valides Modell etabliert (Bubis et al. 1976, Hanyu
etal. 1997, Ito et al. 1976, Ito et al. 1977, Ito et al. 1975, Mrsulja et al. 1975, Mrsulja et al.
1976, Stummer et al. 1994).

Ein weiterer wichtiger Vorteil des Gerbils bei der Intravitalmikroskopie ist die Feinheit der
Strukturen. Die Dura mater ist diinn, der Subarachnoidalraum schmal. Dies macht die

Epifluoreszenzmikroskopie der Gefille der Hirnoberfliche nach Entfernung der
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Schidelkalotte mit intakter harter Hirnhaut mdglich. Schon bei der Ratte ist die
Mikroskopie durch die Dura mater unmdglich, so dass ein offenes oder sekundér
geschlossenes Schidelfenster prépariert werden muss (Ellis et al. 1983). Verschiedene
Autoren berichteten allerdings von Herniationen des Gehirns von Ratten schon bei
Er6ftnung der Kalotte (Schiirer et al. 1989, Schiirer et al. 1988). Die Anwendung eines
sekundir geschlossenen Schédelfensters bei der Ratte stellt allerdings immer noch ein
Trauma der Oberflache des Gehirnes dar. Hierfiir spricht eine Arbeit von Dirnagl et al., die
das Adhésionsverhalten von Leukozyten mittels Laser-Scanning-Mikroskopie untersucht
haben. Sie beobachteten bereits in der Kontrollphase kurz nach Beendigung der
Préparation rollende und fest adhdrente Leukozyten in postkapilliren Venolen (Dirnagl et
al. 1994). Bei unserem Modell des geschlossenen Schidelfensters mit intakter Dura mater
beim Gerbil lag hingegen keine Aktivierung der Leukozyten-Endothelinteraktionen
wihrend der Kontrollphase vor. Lagen allerdings kleine Blutungen aus den Duragefaf3en
auf die Dura mater vor oder wurde die Dura mater mit den Instrumenten oder Tupfern
beriihrt, so konnte eine Aktivierung der Leukozyten-Endothelinteraktionen beobachtet
werden. Eine Aktivierung der Leukozyten in der praischdmischen Kontrollphase wurde
deshalb als Ausschlusskriterium festgelegt und diese Tiere von der weiteren Untersuchung
ausgeschlossen. Das Schédelfenster mit intakter Dura mater ist damit nicht nur relativ
einfach zu priparieren, sondern stellt auch ein Modell dar, mit dem Untersuchungen unter

physiologischen Bedingungen moglich sind.

Das Protokoll sah ein postischimisches Uberleben von vier Tagen vor. Auch fiir diesen
Zeitraum kann das Schédelfenster beim Gerbil als optimal bezeichnet werden. Nur ein Teil
der Kalotte wurde entfernt und die Dura mater nicht verletzt. Hinweise auf eine bakterielle
Meningitis oder Enzephalitis ergaben sich nicht, groBere Ansammlungen von Leukozyten
im Subarachnoidalraum oder Hirnparenchym wurden nicht beobachtet. Das Uberleben

blieb von der Anlage des Fensters unbeeinflusst.
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4.1.3 Modell der globalen zerebralen Ischimie

Grundsitzlich kann die experimentelle zerebrale Ischdmie global oder fokal sein, wobei
nicht nur der Anteil des ischdmischen Gebietes am gesamten Gehirn Wichtigkeit erlangt
(Siesjo et al. 1995). Auch die Lokalisation und besonders die Dauer der Ischdmie gehen in
die Bezeichnung als global oder fokal mit ein. Bei der Wahl des Ischdmiemodells miissen
die Unterschiede hinsichtlich Gréf3e, Lokalisation und Dauer sowie Art der Induktion der

Ischdmie bei der zu bearbeitenden Fragestellung beriicksichtigt werden.

Tiermodelle der globalen zerebralen Ischédmie simulieren z.B. den Kreislaufstillstand mit
kardiopulmonaler Reanimation. Ischdmie bezeichnet wortlich die komplette Stase des
Blutes. Mit experimentellen Methoden der zerebralen Ischdmie wird allerdings selten eine
komplette Stase der zerebralen Durchblutung erreicht, vielmehr ist oft noch eine
Restdurchblutung vorhanden. In experimentellen Studien ist die globale zerebrale
Ischdmie gekennzeichnet durch ihre kurze Dauer von wenigen Minuten bis maximal einer
Stunde (Hossmann et al. 1987), wobei die Durchblutung um 90% oder mehr vermindert
sein muss, damit sich ein ischdmischer Hirnschaden entwickelt. Bestimmend fiir die
Durchblutungsminderung ist die Spezies und die Art der Induktion der Ischdmie. Die
experimentellen Techniken zur Erzeugung einer globalen zerebralen Ischdmie umfassen
die Okklusion grofer hirnversorgender Arterien (Aa. carotides communes, Aa. vertebrales,
Aorta, Truncus brachiozephalicus), die Induktion eines Herzstillstandes, die Unterbindung
der Blutzufuhr durch pneumatische Halskrawatten, die Erhéhung des intrakraniellen
Drucks durch die intraventrikuldre Infusion kiinstlichen Liquors, das Aufblasen eines
intrakraniellen Ballons oder die Dekapitation (Abe et al. 1983, Pulsinelli et al. 1979,
Siemkowicz et al. 1978). Unterschieden werden miissen hiervon Ansitze, die im
eigentlichen Sinn zu keiner Ischimie sondern zu einer Hypoxdmie fiihren, wie die
Reduktion des Sauerstoffanteils oder der Ersatz von Sauerstoff durch Stickstoff bei der
kontrollierten Beatmung (Levine 1960). Beim experimentellen Herzstillstand, meist
durchgefiihrt bei groferen Vertebraten wie dem Hund oder der Katze, kann von einer
beinahe vollstdndigen Stase ausgegangen werden. Bei Nagern wird die globale Ischimie

meist durch den tempordren Verschluss groBBer hirnversorgender Arterien induziert. Als
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besonders wichtig sind dabei die Kollateralversorgung des Gehirns und der zerebrale
Perfusionsdruck anzusehen. So fiihrt der transitorische bilaterale Verschluss der Aa.
carotides communes bei der Ratte nicht zu einer Infarzierung des Gehirns, sogar der
permanente Verschluss beider Halsschlagadern wird iiberlebt. Bei der Ratte muss die
Durchblutung durch den zusétzlichen Verschluss der Aa. vertebrales oder durch
Blutdrucksenkung auf Werte um 50 mmHg weiter reduziert werden (Ginsberg et al. 1989,
Pulsinelli und Brierley 1979). Es wurde bereits weiter oben darauf hingewiesen, dass
Gerbils iiber einen inkompletten Circulus arteriosus willisii verfiigen. Durch den
Verschluss der beiden Aa. carotides communes wird eine beinahe komplette Stase des
Blutes im GroBhirn induziert. Die Reperfusion ist bei der globalen zerebralen Ischdmie fiir
das Uberleben der Versuchstiere unverzichtbar. Der ischdmische Hirnschaden tritt in
selektiv-vulnerablen Hirnarealen, i.e. den Neuronen der CA1-Region des Hippocampus,
den Betz'schen Riesenzellen der Schicht 5 des Kortex sowie den kleinen und mittleren
Neuronen des Striatums, verzogert auf, wobei der Erstbeschreiber (Ito) dieses Phinomen

als "maturation" bezeichnet hat (Ito et al. 1975, Pulsinelli et al. 1982).

Tiermodelle der fokalen zerebralen Ischimie simulieren den akuten thromboembolischen
Hirninfarkt beim Menschen (Molinari 1988). Grundsétzlich ist die Reperfusion bei der
fokalen Ischdmie nicht obligat, und es werden die temporire, von Minuten bis zu drei
Stunden Dauer, und die permanente fokale Ischdmie unterschieden. Die grof3te
Verbreitung fanden Modelle der Okklusion der A. cerebri media bei Ratten, bei denen die
fokale Lasion auf vielfaltige Weise induziert werden kann. Beispiele sind die Okklusionen
des Gefiles durch Elektrokoagulation, Klippung, einen intraluminalen Faden oder durch
Photothrombose (Ginsberg et al. 1989, Papadopoulos et al. 1987, Tamura et al. 1981,
Watson et al. 1985). Hauptunterschiede zur globalen zerebralen Ischimie sind die
Ausbildung einer Nekrose im Kerngebiet der Herdes sowie die Existenz einer perifokalen
Randzone, der Penumbra (Astrup et al. 1981, Nilsson et al. 1977). Die Durchblutung ist im
ischdmischen Kerngebiet auf unter 20 % des Ausgangswertes reduziert. In der Penumbra
ist die Durchblutung auf etwa 20-40% des Ausgangswertes vermindert. Im ischdmischen

Kerngebiet reicht die Durchblutung nicht aus, um den Strukturstoffwechsel aufrecht zu
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erhalten. In der Penumbra hingegen bleibt die Struktur fiir einen bestimmten Zeitraum
noch erhalten, aber der Funktionsstoffwechsel kommt zum Erliegen. Weitere
Charakteristika dieser Zone sind erhOhte Sauerstoffextraktion, Azidose und Periinfarkt-
depolarisationen, wobei diese Vorginge das Gewebe zusitzlich schidigen konnen (Astrup
et al. 1977, Branston et al. 1977). Nicht nur der Grad, sondern auch die Dauer der
Durchblutungsstérung spielt fiir das Uberleben von Neuronen eine wichtige Rolle. Dies
belegen Untersuchungen, die zeigten, dass das Areal der Penumbra innerhalb von sechs
Stunden nach Induktion der Ischdmie in nekrotisches Gebiet umgewandelt wurde (Back et

al. 1994, Heiss et al. 1983, Hossmann 1994, Kohno et al. 1995).

Die oben wiedergegebenen Ausfiihrungen zeigen die grundsitzlichen Unterschiede und
Ahnlichkeiten zwischen der globalen und der fokalen zerebralen Ischiimie auf. Es wurde
dargestellt, dass Untersuchungen sowohl der globalen als auch der fokalen zerebralen
Ischdmie fiir die Aufkldarung physiologischer und pathophysiologischer Vorgéinge der
zerebralen Ischdmie des Menschen Bedeutung haben, wobei der Herzstillstand und der
Schlaganfall die hdufigsten Formen darstellen. Insbesondere gewinnen Untersuchungen,
bei denen die Ischdmie nur von kurzer Dauer ist, immer mehr an Bedeutung, da es in der
klinischen Praxis immer haufiger gelingt, die Zeitspanne bis zur Reperfusion des Gehirns
zu verkiirzen. Die Ursache dafiir ist darin zu sehen, dass sich die Zeiten bis zum Eintreffen
des Notarztes verkiirzen und dass die kardiopulmonale Reanimation haufig bereits von
Rettungssanitétern durchgefiihrt werden kann. Zudem hat die Anwendung von rt-PA zur
Lyse von zerebralen Thrombembolien Einzug in die Behandlung des Schlaganfalls
gehalten (Hacke et al. 1995, Hacke et al. 1999, Morgenstern 1997). Der Schutz des
Hirnparenchyms vor schddigenden sekundiren Prozessen, die wahrend der Reperfusion
stattfinden, stellt damit eine Therapieoption dar, die in der Zukunft auch in der klinischen

Situation angewendet werden konnte.
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4.1.4 Dauer der Ischimie

In den hier beschriebenen Versuchen wurde die Ischidmiedauer auf 15 Minuten festgelegt.
Die beidseitige Karotisokklusion von drei Minuten Dauer kann bereits beim Gerbil den
Verlust von Nervenzellen in selektiv vulnerablen Arealen auslosen (Kato et al. 1992).
Betrigt die Dauer der Ischdmie 5-20 Minuten, so lédsst sich regelméfig der Untergang von
Neuronen in den selektiv vulnerablen Regionen, dem Hippocampus, dem Striatum und der
Schicht 5 des Kortex nachweisen. Weber und Mitarbeiter konnten zeigen, dass nach 15
Minuten globaler Ischdmie und 14 Tagen Reperfusion in dem CA1 Sektor 86,6%, dem
CA2/3 Sektor 37,3% und im CA3 Sektor 27,4% der Neuronen zu Grunde gingen. Bei
einer weiteren Gruppe von Gerbils wurden die Gehirne bereits frither als nach Ablauf der
14 Tage gewonnen, wenn die Tiere sich in einem moribunden Zustand befanden. Diese
Tiere wiesen einen verstiarkten Nervenzellverlust um 85,2% im CA2/3 Sektor und um
79,7% im CA3 Sektor auf. Der Verlust an Neuronen korreliert dabei mit der Sterblichkeit
(Weber et al. 1988). Als prognostisch wichtiges Kriterium wurde der postischdmische
Gewichtsverlust der Tiere erkannt (Weber 1989). Das Uberleben der Tiere konnte nach
15-miniitiger Ischdmie therapeutisch beeinflusst werden (Stummer et al. 1995). Die
zitierten Untersuchungen zeigen, dass bei einer Ischimiedauer von 15 Minuten die
Morbiditdt und Mortalitidt der Gerbils als Zielparameter Relevanz besitzen und eine

therapeutische Beeinflussung méglich ist.

4.1.5 Anisthesie

Fiir die Untersuchung der Mikrozirkulation mittels Intravitalmikroskopie war es
erforderlich, die Tiere {iber einen Zeitraum von etwa sechs Stunden (inkl. Préparation und
Wundverschluss) in Narkose zu halten. Die maschinelle Beatmung der Wiistenrennméuse
ist nicht praktikabel, da das geringe Blutvolumen (etwa 4 ml) es nicht erlaubt, regelméBige
Blutgasanalysen durchzufiihren, ohne den Makro- und Mikrohdmatokrit zu beeinflussen.
Die Andésthesie sollte daher in Spontanatmung mdoglich sein und eine gute Steuerung

erlauben. Halothan bot sich als volatiles Andsthetikum an. Es flutet schnell an und ab, ist
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einfach zu handhaben und relativ preisgiinstig. Die Analyse des arteriellen Blutdrucks
wihrend der gesamten Narkosedauer zeigte, dass ein mittlerer Blutdruck von {iber 70
mmHg in allen Gruppen erreicht wurde, die kreislaufdepressive Eigenschaft von Halothan

damit im akzeptablen Bereich lag.

Als ein gewisser Nachteil aller volatilen Anésthetika muss deren Einfluss auf die
Ausbildung des ischamischen Gewebeschadens angesehen werden. Arbeiten verschiedener
Arbeitsgruppen wiesen darauf hin, dass die Narkose mit Halothan die Nekrosegrof3e nach
einer fokalen zerebralen Ischimie verringern kann (Saito et al. 1997, Sarraf et al. 1999,
Warner et al. 1993, Warner et al. 1991). Fiir diese neuroprotektive Wirkung wurde die
Verminderung von endogenen Katecholaminen durch die inhalativen Narkotika
verantwortlich gemacht (Hoffman et al. 1993). Saito und Mitarbeiter wiesen nach, dass
Halothan zur Reduktion der Héaufigkeit von Spreading-Depression-dhnlichen EEG-
Verdanderungen im perifokalen Bereich bei Okklusion der A. cerebri media bei Katzen
fithrte (Saito et al. 1997). Da Spreading Depressions den Energiebedarf der Nervenzellen
erhohen und zur Vergroferung des ischdmischen Hirnschadens beitragen, konnte die
Hemmung der Spreading Depressions neuroprotektiv wirken. Auch die Senkung des
zerebralen Metabolismus sowie des ATP Verbrauchs wihrend der Anésthesie mit
Halothan hat eine neuroprotektive Wirkung (Michenfelder et al. 1975). Der
Nervenzellschaden nach einer zerebralen Ischdmie wird durch Fentanyl, alpha-Chloralose
und Ketamin in geringerem Maf3e beeinflusst, allerdings wurde von der Anwendung dieser
Medikamente wegen ihrer langeren Halbwertszeit und damit geringeren Kontrollierbarkeit

Abstand genommen.

Halothan beeinflusst nicht nur den ischiamischen Nervenzellschaden, sondern wirkt auch
auf die zerebrale Vasoreaktivitit. Konig und Mitarbeiter beschrieben, dass die Insufflation
von Halothan zu einer pialen Vasodilatation um 10-20% des Ausgangwertes fiihrte
(Koenig et al. 1993). Smith und Mitarbeiter untersuchten den Einfluss von Halothan auf
die regionale zerebrale Durchblutung bei Hunden. Eine Steigerung des Anteils von
Halothan in dem Inhalationsgas von 0,8 iiber 1,5 auf 2,1% hatte eine Erhohung der

Durchblutung von 100% auf 140% und 200% zur Folge. Des weiteren beobachteten sie
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eine Abnahme der regionalen zerebralen Durchblutung im Lauf eines flinfstiindigen
Experiments auf etwa 50% des Ausgangswertes (Smith et al. 1973). Diese Ergebnisse
konnten von Boarini et al. bestétigt werden (Boarini et al. 1984). Diese Arbeitsgruppe
beobachtete zudem, dass es wihrend der Gabe von Halothan im Lauf von Stunden zu einer
Erhohung des zerebralen vaskuldren Widerstandes kommt. Ergebnisse von Brussel et al.
weisen darauf hin, dass die Autoregulation der zerebralen Durchblutung durch Halothan
auller Kraft gesetzt wird und dass die zerebrale Durchblutung nurmehr vom zerebralen

Perfusionsdruck abhingig ist (Brussel et al. 1991).

Die dargestellten Nebenwirkungen von Halothan miissen bei der Bewertung der
Ergebnisse beziiglich Nervenzellschaden und Durchblutung beachtet werden. Die Dauer
der Narkose und der Volumenanteil von Halothan wurden in allen Gruppen kontrolliert
und auf gleichem Niveau gehalten. Der mittlere arterielle Blutdruck war in den Gruppen
gleich hoch. Die Untersuchung der Effekte des PAF-Antagonisten und der Bradykinin-
Antagonisten auf die zerebrale Durchblutung und den Neuronenschaden nach einer

globalen zerebralen Ischdamie ist daher in vollem Umfang mdoglich.

4.2 Untersuchung der Mikrozirkulation

Die zerebrale Mikrozirkulation wurde in der vorliegenden Arbeit mit einer direkten
Untersuchungsmethode, der Intravitalmikroskopie, beobachtet. Der Aufbau des
intravitalmikroskopischen Arbeitsplatzes erlaubte die quantitative Analyse der
GefdBdurchmesser, der Leukozyten-Endothelinteraktionen, der funktionellen
Kapillardichte sowie die semiquantitative Analyse der lokalen mikrovaskuldren
Durchblutung und die qualitative Bestimmung der Permeabilitdt der Blut-Hirnschranke.
Die Beobachtungen wurden an elf Untersuchungszeitpunkten vorgenommen, um die
Dynamik der Verdnderungen in der frithen Reperfusionsphase beschreiben zu konnen. Nur
die Methode der Intravitalmikroskopie ldsst es zu, diese groBe Anzahl an Parametern in

vivo ohne Verletzung des Gewebes zu untersuchen. Wie schon beschrieben, ist es moglich,
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die Tiere nach der intravitalmikroskopischen Untersuchung wieder erwachen zu lassen,
was danach die Untersuchung des postischdmischen Verhaltens und des Nervenzell-

schadens ermdglicht.

Der Durchmesser zerebraler GefaBle kann auch in vitro untersucht werden. Allerdings
entspricht die Lagerung der Gefdl3e in einem Organbad nicht den Verhéltnissen, wie sie in
situ vorliegen. Durch das Herausschneiden des Gefélles geht dessen Innervation verloren.
Lokale Faktoren, die die Aktivitit der GefaBmuskulatur beeinflussen (Histamin,
Bradykinin, Serotonin, NO, uvm.), kénnen im Organbad nicht oder nur mit sehr hohem
Aufwand kontrolliert werden. Die genannten Faktoren, insbesondere die Konzentration
vasoaktiver Substanzen wurden durch die Préparation des geschlossenen Schidelfensters

nicht beeinflusst.

Die schrittweise Evolution der Leukozyten-Endothelinteraktionen mit Margination,
Leukozytenrollen und fester Adhérenz kann mittels Intravitalmikroskopie differenziert
werden. Die Methode ist auch dafiir geeignet, die Dynamik der Aktivierung der
Leukozyten iiber einen ldngeren Zeitraum hinweg zu untersuchen. Der Nachweis
emigrierter Leukozyten ist jedoch mit der Intravitalmikroskopie nicht mdglich. Die
Extravasation von Leukozyten und die Akkumulation im Parenchym kann in vivo mittels
Messung der Aktivitdt der Myeloperoxidase bestimmt werden (Matsuo et al. 1994a).
Histologisch wurde mehrfach nachgewiesen, dass Leukozyten nach der fokalen zerebralen
Ischdmie im Hirnparenchym akkumulieren (Garcia et al. 1994, Hallenbeck et al. 1986).
Mit der Histologie ist allerdings keine quantitative Beurteilung des Ausmalles der
Leukozyten-Endothelinteraktionen moglich, weshalb wir uns fiir die Intravitalmikroskopie

entschieden haben.

Mit der Intravitalmikroskopie ist nur die Beobachtung der oberfldchlichen, pialen
Mikrozirkulation moglich. Es kann keine Aussage iiber die parenchymale
Mikrozirkulation gemacht werden. Piale Gefaf3e unterscheiden sich jedoch von den tiefins
Parenchym ziehenden GefdBlen hinsichtlich der Vasoreaktivitit oder der Beschaffenheit

der Endothelzellschicht nicht. Exemplarisch wurden von je einem Tier der
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Bradykiningruppen elektronenmikroskopische Aufnahmen des Hirnparenchyms
angefertigt. Mit der Elektronenmikroskopie sollte keine quantitative Aussage iliber die
Leukozyten-Endothelinteraktionen erfolgen. Auf den Aufnahmen war allerdings
erkennbar, dass Leukozyten-Endothelinteraktionen auch in parenchymalen Gefia3en

vorlagen.

Die Beobachtung der Hirnoberflidche auf mikroskopischer Ebene ist prinzipiell im Durch-
oder Auflichtverfahren méglich. Pawlik et al. stellten 1981 eine Untersuchung kortikaler
Kapillaren und Yamakawa und Mitarbeiter 1987 eine Untersuchung zum Verhalten weier
Blutzellen wihrend himorrhagischer Hypotension bei Katzen in Transilluminationstechnik
vor (Pawlik et al. 1981, Yamakawa et al. 1987). Die Verwendung eines intrakortikalen
Mikrotransilluminators verursachte jedoch eine traumatische Gewebezerstorung, eine
Offnung der BHS, Odemformation, Mikroblutungen und eine vermehrte Wirme-
produktion. Bei der in der vorliegenden Arbeit eingesetzten Epiilluminations-Mikroskopie

treten diese Probleme nicht auf.

Die konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie ist eine relativ neue Technik, die 1989
erstmals von Villringer et al. zur in vivo Beobachtung der zerebralen Mikrozirkulation an
Ratten eingesetzt wurde (Villringer et al. 1989). Gegeniiber der konventionellen
Lichtmikroskopie hat die konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie ein erhohtes rdumliches
Auflosungsvermdgen. Damit ist auch die Analyse von Leukozyten-Endothelinteraktionen
durch die intakte Dura mater realisierbar, wie die Arbeitsgruppe um Pfister in
Rattenmodellen der Pneumokokkenmeningitis nachgewiesen hat (Lorenzl et al. 1996).
Begrenzt sind die Moglichkeiten der konfokalen Laser-scanning-Mikroskopie v.a. durch
das geringe zeitliche Auflosungsvermdgen. Die durchschnittliche Akquirierung eines
zweidimensionalen Bilds dauert bei voller Auflosung eine Sekunde und kann durch die
Minimierung der Anzahl der Bildpunkte auf 1/16 Sekunde reduziert werden. Eine
Evaluation der Dynamik der Leukozyten-Endothelinteraktion und des mikrovaskuldren
Flusses ist nicht moglich. Deshalb wurde der konventionellen Fluoreszenzmikroskopie der

Vorzug gegeben.
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Die Fluoreszenzmarkierung von Leukozyten erfolgte mit Rhodamin 6G in vivo. So konnte
eine Aktivierung der Blutzellen, wie sie wihrend deren Markierung in vitro und
Reinfusion zu beobachten ist, vermieden werden (Hamblin et al. 1992 und Nash et al.
1988). Rhodamin 6G wurde zu jedem Beobachtungszeitpunkt als Bolus i.v. injiziert.
Damit war sicher gestellt, dass jederzeit der Grofteil aller Leukozyten suffizient angefarbt

war (Baatz et al. 1995).

Die Fluoreszenzmarkierung des Plasmas mit FITC-konjugiertem Dextran mit einem
Molekulargewicht von 150 000 Dalton ist eine weit verbreitete Methode. Durch den
Einsatz nur geringer Mengen an Dextran (0,1 ml einer 0,5% Ldsung) konnte ein
hdmodiluierender Einfluss ausgeschlossen werden. Die Emmissionsintensitit des
markierten Plasmas war nach einmaliger Gabe des Farbstoffs vom Anfang der
Beobachtungsphase bis zum Ende des Versuchs ausreichend hoch. Die Extravasation des
Farbstoffs ins Hirnparenchym war aufgrund der Gré8e des Dextranmolekiils auch am Ende

des Experiments, mehr als vier Stunden nach dessen Infusion, nicht zu beobachten.

Um phototoxische Effekte und das Ausbleichen der Farbstoffe gering zu halten, wurden
die Belichtungszeiten auf 40 Sekunden pro Messgebiet und Messzeitpunkt reduziert. Die
hochempfindliche SIT-Restlichtkamera in Verbindung mit einem 25x Salzwasser-
immersionsobjektiv erlaubte die Verwendung von Erregerlicht geringer Intensitét. Eine
Storung der Blut-Hirnschranke, die als sensitiver Marker photochemischer Schiadigung gilt
(Miller et al. 1992), konnte in nur drei Tieren der Versuchsreihe mit dem PAF-
Antagonisten in Hochdosis beobachtet werden. Diese Schidden lagen allerdings grof3fléachig
vor und nicht, wie es bei der phototoxischen Schidigung zu erwarten gewesen wire, lokal
bei den Aufnahmearealen. Es ist daher davon auszugehen, dass die Offnung der Blut-

Hirnschranke ischamischer Genese war.

Aufgrund der begrenzten Schirfentiefe des verwendeten optischen Systems konnten in
grolvolumigen Venolen ab etwa 40 Wm Durchmesser nicht alle rollenden oder frei
flieBenden Zellen erfasst werden, ebenso wenig war eine simultane Darstellung der

gesamten Endotheloberfliche moglich. Daher wurde die Anzahl von Rollern und fest
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adhdrenten Leukozyten als Anzahl pro 100 um langem Gefdllsegment und Minute
angegeben und nicht als Zellen pro GefdBloberfliche wie in anderen Publikationen
beschrieben. Aus diesen, aber auch den in den nachfolgenden Ausfiihrungen genannten

Griinden, wurden der Leukozytenflux und Mikroleukokrit nicht berechnet.

Die Geschwindigkeit von Leukozyten oder Erythrozyten in den pialen Gefdl3en konnte
nicht bestimmt werden. Zwei Griinde waren ausschlaggebend: Erstens ist die
Geschwindigkeit des Blutes in pialen Arteriolen und Venolen so hoch, dass sie mit dem
vorhandenen Auswertesystem nicht messbar war. Bei der gegebenen VergroBerung und
der Bildaufzeichnungsrate des PAL-Formates von 50 Halbbildern pro Sekunde ist es
moglich, verldsslich Geschwindigkeiten mit der Line-Shift-Diagramm- oder der Bild-zu-
Bild-Methode bis zu 2 mm/s zu messen. Die Geschwindigkeit der zentralen Blutsdule
pialer Gefdfle ist jedoch weit hoher. Einen Anhalt fiir die Geschwindigkeit von
Erythrozyten in pialen Arteriolen gibt eine Arbeit von Ma et al. (Ma et al. 1974). Sie
bestimmten die FlieBgeschwindigkeit im Zentralstrom fiir unterschiedliche
Gefafldurchmesser: 6,8 Wm, 5,8 mm/s; 13,7 pm, 8,6 mm/s; 23,5 Wm, 13,8 mm/s und 49
pm, 26,3 mm/s. Ohne Kenntnis der FlieBgeschwindigkeit ist keine Berechnung der
Scherrate mdglich und somit auch nicht die Berechnung der kritischen
Leukozytengeschwindigkeit, bei der die Geschwindigkeit nicht mehr allein durch das
parabolische Geschwindigkeitsprofil in engen ROhren beschrieben werden kann
(Gaehtgens et al. 1985). Die Differenzierung zwischen einem im Randstrom frei
flieBenden Leukozyten und einem rollenden, also einem Leukozyten, der bereits eine
Leukozyten-Endothelinteraktion eingeht, musste daher mit dem freien Auge durchgefiihrt

werden.

In unserer Arbeitsgruppe wurde definiert, dass ein Leukozyt, der ldnger als 20 Sekunden
bewegungslos randstindig am Endothel anhaftet, ein fest adhédrenter Leukozyt ist. Diese
Definition wurde in verschiedenen Untersuchungen z. B. am Gehirn und Mesenterium auf

5-60 Sekunden festgelegt (Atherton et al. 1973, Dirnagl et al. 1994, Villringer et al. 1989).
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4.2.1 Leukozyten-Endothelinteraktionen

Verschiedene Reize auf die zerebrale Mikrozirkulation bewirken eine Aktivierung und
Extravasation von neutrophilen Leukozyten und damit eine Akkumulation im
Hirnparenchym. Nicht nur die Abwehr von Krankheitserregern wie z.B. bei der
Meningitis, sondern auch eine zerebrale Ischimie oder ein Trauma verursachen diese
Entziindungsreaktion. Im Parenchym konnen Leukozyten freie Radikale und Proteasen in
thre Umgebung abgeben und deshalb nicht nur Krankheitserreger oder nekrotisches
Material abrdumen, sondern auch vitales Gewebe schddigen (Kubes et al. 1995, Schmid-
Schonbein und Engler 1990). Die Extravasation von neutrophilen Leukozyten lduft {iber
eine Kaskade von vier Schritten ab, der Margination, dem Rollen, der festen Adhirenz und

der Extravasation (Abbildung 41).
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2. Rollen 3. Adhision
4.Diapedese
Intravasalraum @ @

== _ =

 Endothelzelle

Hirngewebe @
Leukozyt

Abbildung 44: Die vier konsekutiven Schritte der Emigration von Leukozyten in das
Gewebe sind die Margination, das Rollen, die feste Adhdrenz und die Diapedese (aus
Springer 1990).
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Am Anfang steht die Margination; die Leukozyten verlassen den Zentralstrom und flieBen
in der Ndhe des Endothels. Leukozyten sind grofle Blutzellen und tendieren dazu, bei
hohen FlieBgeschwindigkeiten im Zentralstrom eines Gefélles zu flieBen. Bei niedrigen
FlieBgeschwindigkeiten und damit niedriger Scherrate findet eine Agglutination von
Erythrozyten statt, wodurch dieser korpuskuldre Anteil des Bluts an GroB3e zunimmt und

nun die Leukozyten weiter an den Rand des Gefa3es verdriangt (Nobis et al. 1985).

Daraufhin kommen diese Zellen in Kontakt mit dem Endothel; Adhdsionsmolekiile,
insbesondere die Selektine, bewirken das Rollen von Leukozyten am Endothel (Vestweber

et al. 1999).

Endothelzelle Leukozyt

GlyCAM-1

CD34 L-Selektin

MadCAM-1

E-Selektin

P-Selektin PSGL-1

Abbildung 45: Drei verschiedene Selektine sind derzeit bekannt, die fiir das Rollen von
Leukozyten verantwortlich gemacht werden. Das fiir die Bindung von neutrophilen
Leukozyten wichtige P-Selektin, das in Weibel-Palade-Korpern der Endothelzelle gelagert
wird und auf einen Reiz hin an der Oberfldche prdsentiert wird, bindet an PSGL-1 des
Leukozyten. GlyCAM-1: glycosylation-dependent cell adhesion molekule, MadCAM 1:
mucosal addressin cell adhesion molecule, ESL-1: E-Selektin Ligand, PSGL-1: P-Selektin
Glycoprotein Ligand. Modifiziert nach Vestweber et al. 1999.
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Wihrend des Leukozyten-Rollens kénnen chemische Lockstoffe wie z.B. TNF, IL1b,
PAF, Bradykinin, Endothelin und viele mehr auf den Leukozyten einwirken (Ahluwalia et
al. 1996, Stanimirovic und Satoh 2000). Diese proinflammatorischen Mediatoren werden
vom Parenchym und Gefdflendothel freigesetzt. Das Endothelium wird dabei durch eine
molekulare und phenotypische Kaskade verdndert, die durch aktivierte Mikroglia und
ansdssige perivaskuldre/parenchymale Makrophagen angestof3en wird (Giulian 1990 und
Stoll 1998). Die Aktivierung mit Chemoattractants ist gefolgt von einer Konformations-
anderung von Cluster of differentiation (CD)- Oberflaichenmolekiilen und dadurch der
Adhasivitit der Integrine. Die aktive Form der Integrine bindet an Molekiile der Ig-
Superfamilie. Dies hat eine feste Adhésion des Leukozyten an das Endothel zur Folge. Mit

G Protein

Integrin

Selektin Chemoattractant Ig Familie
1. Schritt 2. Schritt 3. Schritt

Abbildung 46: Das Leukozytenrollen der Leukozyten-Endothelinteraktion wird durch
Selektine und die feste Adhdrenz durch Integrine vermittelt. Wiihrend des Rollens kénnen
Chemoattractants zwischen Leukozyt und Endothel wechselwirken, was die
Konformationsdinderung von Oberfldchenmolekiilen des Leukozyten bewirkt, wodurch
dann die aktive Form des Integrins induziert wird. Modifiziert nach Springer 1995.
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Hilfe dieser Integrin- und Ig-Superfamilien-bindung und entlang eines Gradienten von
Chemoattractants kann dann der Leukozyt durch die Endothelschicht hindurchtreten und

ins Gewebe einwandern (Springer 1995).

4.2.2 Funktionelle Kapillardichte

Leukozyten konnen das Hirngewebe prinzipiell iiber zwei Wege schidigen. Wird das
Kapillarlumen durch Leukozyten verlegt, so resultiert daraus eine Minderversorgung des
Gewebes mit Sauerstoff und Néhrstoffen. Im vorherigen Kapitel wurde die Extravasation
von Leukozyten und deren Akkumulation im Hirnparenchym besprochen. Leukozyten
konnen im Hirngewebe nicht nur nekrotisches Material abbauen, sondern auch durch die
Freisetzung von freien Radikalen und proteolytischen Enzymen noch intaktes Gewebe
schiddigen. In diesem Kapitel soll deutlich gemacht werden, dass sowohl unter
physiologischen Bedingungen als auch nach 15-miniitiger Ischdmie nahezu alle Kapillaren
perfundiert werden und eine verminderte zerebrale Durchblutung mit einer verminderten
FlieBgeschwindigkeit des Bluts in den Kapillaren einhergeht, der Verschluss von

Kapillaren, wenn {iberhaupt, nur eine untergeordnete Rolle spielt.

Die Kapillarperfusion ist in verschiedenen Organen unterschiedlich gesteuert. Das
klassische Konzept von A. Krogh besagt, dass bei verminderter Durchblutung eines
Organs prékapillare Sphinkter verschlossen werden und nur noch Kurzschliisse ge6ffnet
sind. Steigt der Blutbedarf eines Organs an, so werden alle Sphinkter gedffnet, was zu
einer homogenen Durchblutung aller Kapillaren fiihrt (Krogh 1919). Dabei muss
angemerkt werden, dass Krogh die Mikrozirkulation der Zunge von Froschen untersucht
hat. Im Zerebrum muss von einer anderen Regulierung ausgegangen werden. Wird die
zerebrale Durchblutung bei Ratten mittels Hyperkapnie erhoht, so konnte bei
gleichbleibenden mittleren Kapillardurchmessern eine Homogenisierung der
ErythrozytenflieBgeschwindigkeiten beobachtet werden (Villringer et al. 1994). Bereits
zuvor war durch die Arbeitsgruppe von Kuschinsky gezeigt worden, dass Hyperkapnie mit

dem Fehlen einer Rekrutierung von Kapillaren verbunden ist. Steigt also die Durchblutung
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in einem Hirnareal, so erhoht sich die BlutflieBgeschwindigkeit und damit die
Durchblutung in zuvor langsamer durchbluteten Kapillaren, “capillary recruitment”, wie
es Krogh bei der Zunge von Froschen beschrieben hat, liegt im Gehirn nicht vor
(Gaehtgens 1991, Gobel et al. 1990, Gobel et al. 1991, Williams et al. 1993). Gut erkladrbar
ist damit auch, dass Hirnareale mit hohem Metabolismus eine hohe Durchblutung
aufweisen und zu deren Ermoglichung eine hohe Kapillardichte vorhanden ist (Klein et al.
1986). Auch nach einer globalen und fokalen Ischidmie ist die Durchblutung jeder
einzelnen Kapillare weitgehend erhalten, die verminderte zerebrale Durchblutung resultiert
nicht aus dem Verschluss von einzelnen Kapillaren, sondern ist die Folge der verminderten

Geschwindigkeit der Perfusion aller Kapillaren (Theilen et al. 1993, Theilen et al. 1994).

Ames et al. beschrieben 1968 das "no-reflow"-Phdmonen wihrend der Reperfusion nach
einer zerebralen Ischimie. Bei Kaninchen wurde die zerebrale Ischdmie durch Abklemmen
beider Karotiden und das Anlegen einer Halskrawatte, die mit einem Druck von 350
mmHg aufgeblasen wurde, induziert. Nach 2%, 5, 7%, 10 und 15 Minuten Ischidmie
wurden beide Karotiden kaniiliert und eine Druckinfusion von 120 mmHg mit Tinte
gestartet. Fiir die histologische Auswertung wurden die Gehirne fixiert und geschnitten.
Areale, in die keine Tinte gelangte, erschienen hell im Gegensatz zu perfundierten
Arealen, die dunkel erschienen. Mit steigender Dauer der Ischdmie nahmen
Perfusionsdefekte zu; bei 15-miniitiger Ischdmie waren 95% der Schnittflache hell und
damit nicht perfundiert ("from pinhead to 95% of the brain mass"). Gehirne, bei denen
eine "blutlose Ischdmie" induziert wurde, d.h. das Gehirn vor Induktion der Ischdmie mit
Kochsalzldsung perfundiert wurde, zeigten keinen Perfusionsausfall wiahrend der Fiillung
mit Tinte. Die Autoren diskutierten daher, dass die Okklusion zahlreicher Kapillaren mit
Blutzellen fiir den pathophysiologischen Zustand des "no-reflow-phenomenon"
verantwortlich sein konnte (Ames et al. 1968). Ursdchlich fiir die Kapillarokklusion nach
einer zerebralen Ischdmie konnen die Verminderung des Kapillardurchmessers durch
Schwellung von Endothelzellen, die Bildung von Protrusionen der Endothelzellmembran
und die Schwellung von Gliazellen mit Ausbildung eines Hirnddems sein (Chiang et al.

1968, Kempski et al. 1997). Allerdings kann auch eine Versteifung des Zytoskeletts des
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aktivierten Leukozyten zum Festsetzen der wei3en Blutzelle beitragen. Die Ergebnisse von
Ames et al. wurden vielfach angezweifelt, weshalb de la Torre und Mitarbeiter die
Versuche an Ratten wiederholten (de la Torre et al. 1992). Die Autoren konnten zeigen,
dass die mangelnde Fiillung von Hirnarealen mit Tinte einen methodischen Artefakt
darstellt. Die Infusion von Tinte in die Karotiden nach der Thorakotomie erzeugte
Perfusionsdefekte, wobei die intravendse Gabe der Farbstoffes in vivo zu einer homogenen

Anfarbung des gesamten Gehirns fiihrte.

Gerbils wurden ebenfalls auf das Vorhandensein des "no-reflow-phenomenon" hin
untersucht, wobei Tiere mit bilateraler Karotisokklusion mit Tieren verglichen wurden, bei
denen zuvor mit Cyclophosphamid eine Leukopenie erzeugt worden war. Weder die
Inzidenz noch das Ausmal} fehlender Kapillarperfusion unterschieden sich bei den beiden
Gruppen, was eine ursidchliche Beteiligung von Leukozyten am "no-reflow-phenomenon"
in Frage stellt (Aspey et al. 1989). Auch die Experimente von anderen Wissenschaftlern
konnten die Beobachtungen von Ames nicht bestétigen (Fischer et al. 1977, Harrison et al.
1975, Levy et al. 1975). Die Untersuchung der Perfusion von Kapillaren nach einer
globalen Ischidmie bei Ratten zeigte, dass nach 15 Minuten Ischdmie in der
Reperfusionsphase alle Kapillaren durchblutet waren, nach 30 Minuten Ischdmie
allerdings einige Areale mit nicht perfundierten Kapillaren zu sehen waren (Theilen et al.
1993). Die fokale Ischdmie (Verminderung der Durchblutung des Kortex um 75%) fiir die
Dauer von einer Stunde verursachte ebenfalls nur sehr selten einen Ausfall der Perfusion
von Kapillaren (Theilen et al. 1994). Werden die Ergebnisse zusammenfassend betrachtet,
dann scheint das “no-reflow-phenomenon” nach einer Ischdmie von kurzer Dauer und
geringem Durchblutungsabfall von untergeordneter Bedeutung zu sein. Wird die Dauer der
Ischédmie oder die Verminderung der Durchblutung allerdings ausgedehnt, dann tritt dieses

Phénomen in groBerem Ausmal auf (Hossmann 1997).

In der vorliegenden Arbeit wurde die funktionelle Kapillardichte an jedem Messzeitpunkt
bestimmt. Die Intravitalmikroskopie ist die einzige Methode, mit der die Messung der

funktionellen Kapillardichte beliebig oft wiederholt werden kann und damit auch die
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einzige Methode, mit der die Dynamik einer moglichen Verdnderung dieses Parameters in

einer ldngeren Zeitspanne im selben Tier gemessen werden kann.

Die Ergebnisse unserer Untersuchungen der funktionellen Kapillardichte werden weiter

unten im jeweiligen Kapitel ausfiihrlicher besprochen.

4.2.3 Mikrovaskulire Durchblutung

Die lokale Durchblutung des Kortex wurde durch die Messung der arteriovendsen
Transitzeit (AVTT) bestimmt. Diese Messung erlaubt keine Aussage iiber die absolute
Durchblutung, es kann lediglich die Durchblutung in einem Areal relativ zum

Ausgangswert angegeben werden.

Fiir die Messung der AVTT wurde der Farbstoff Rhodamin 6 G injiziert. Die hohe
Lipophilie und das geringe Molekulargewicht des Farbstoffs sind dafiir verantwortlich,
dass auch nach mehrmaliger Applikation die Strahlungsintensitdt im Hintergrund nur
geringfiigig ansteigt. Wiederholte Messungen waren somit technisch ohne Einschrankung
der Qualitdt moglich. Die absoluten Werte der AVTT, die in den vorliegenden
Experimenten vor der Ischdmie bei durchschnittlich 0,6 Sekunden lagen, wurden bereits
von Rovainen et al. beschrieben (Rovainen et al. 1993). Er untersuchte die AVTT bei
Miusen und injizierte dazu FITC-Dextran, womit eine AVTT von 0,65 Sekunden
gemessen wurde. Bei der Injektion von fluoreszierenden Partikeln mit einem Durchmesser
von 1,3 Wm oder von physiologischer Kochsalzldsung zur Senkung des Himatokrits war
die AVTT 0,6 Sekunden bzw. 0,35 Sekunden lang. Er konnte damit zeigen, dass Plasma
und Partikel geringer Grofe im Blutgefdlsystem langsamer flieBen als Partikel groBeren
Volumens, die Erythrozyten. Dieses Phdnomen ist gut mit dem parabolischen
Geschwindigkeitsprofil in schmalen Zylindern zu erkléren. Betrachtet man die Ergebnisse
von Rovainen und Mitarbeitern, so darf man davon ausgehen, dass auch mit der Injektion

von Rhodamin die Transitzeit von Plasma bestimmt wurde.
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4.3 Neurologisches Defizit, Uberleben und Gewicht

Sterblichkeit und Grad der Behinderung sind die beiden wichtigsten primiren Endpunkte
jeder klinischen Schlaganfallstudie. Bei experimentellen Untersuchungen der fokalen
zerebralen Ischdmie wird meist die InfarktgroB3e und bei Modellen der globalen zerebralen
Ischdamie meist der selektive Nervenzelluntergang als ZielgroB3e gewdéhlt und nur selten
eine Aussage iiber die Sterblichkeit oder neurologische Ausfallserscheinungen getroffen.
Dabei wird aufler Acht gelassen, dass aufgrund der komplexen Anatomie des humanen
zentralen Nervensystems kein direkter Zusammenhang zwischen InfarktgroBe und
resultierender Behinderung besteht. Kleine Lédsionen an strategisch wichtigen Stellen wie
der Capsula interna oder den Spracharealen nach Wernicke oder Broca im Temporal- bzw.
Frontallappen konnen schwerste Folgen, wie motorische Lahmungen oder
Sprachstorungen, verursachen. Diese Schiden kdnnen zum Verlust von Arbeitsfahigkeit,
Kommunikation und Selbststdndigkeit fithren und mit zum Teil lebenslidnglicher
Abhiéngigkeit und Pflegebediirftigkeit der Betroffenen einhergehen. Lasionen des
Hippocampus, einer bei der globalen zerebralen Ischdmie empfindlichen Struktur sind oft
mit gravierenden Storungen der Gedédchtnisfunktion verbunden, die eine selbststindige,
unabhéngige Lebensfiihrung unmdglich machen. Dagegen sind grole Verluste von
Hirngewebe im Bereich des Frontallappens unter Umstdnden nur durch eingehende
neuropsychologische Tests zu erkennen. In tierexperimentellen Untersuchungen zur
Pharmakotherapie der zerebralen Ischdmie lie3 sich auf der einen Seite zeigen, dass eine
morphologische Protektion mit einer Reduktion funktioneller Defizite vergesellschaftet
sein kann (Block et al. 1997, Katsuta et al. 1995). Auch wurde eine positive Korrelation
zwischen dem neurologischen Defizit und dem Ausmall des Nervenzellschadens
beschrieben (Garcia et al. 1995). Auf der anderen Seite wurde eine morphologische
Protektion ohne Auswirkung auf das Verhalten und eine Verbesserung funktioneller
Parameter ohne gleichzeitige Reduktion des Gewebeschadens nachgewiesen (Minato et al.
1997, Smith und Meldrum 1995). Es miissen auch nicht alle durch eine Ischdmie

hervorgerufenen Defizite einen lichtmikroskopisch nachweisbaren Schaden zur Folge
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haben (Block und Schwarz 1998). Diese Erfahrungen machen deutlich, dass als Ergédnzung

zu den morphologischen Untersuchungen funktionelle Tests sinnvoll und notwendig sind.

Die tagliche Erhebung des Neuroscores anhand des Testprotokolls war einfach und schnell
durchzufiihren. Mit den einzelnen Testaufgaben wurden verschiedene anatomische
Strukturen sowie deren afferente und efferente Verbindungen getestet (Tupper und
Wallace 1980). Die Gleichgewichtspriifung auf der schiefen Ebene testet Pons und
Mesencephalon. Fiir die Greifreflexe (Fremdreflexe) ist ein intaktes motorisches Areal in
der GroBhirnrinde erforderlich, ebenso fiir das Strecken der Vorderpfoten. Einen
Ausrichtreflex auf der Ebene von Pons und Mesenecephalon stellen das Drehen des
Kopfes entgegen dem aktiv gebeugten Rumpfund das Umdrehen aus Riickenlage dar. Der
Fallreflex priift wiederum den Kortex unter Einbeziehung der Sehbahn. Medulla, Pons und
das obere Halsmark werden mit den Korneal- und Pinnareflexen gepriift. Circling oder
Haltungsanomalien des Rumpfes von Gerbils weisen eine Hemiparese nach, sind aber
weniger stark lokalisatorisch zu verwerten. Die lokomotorische Aktivitdt (Spontan-
motilitdt) ist u.a. stark von der Integritidt des Hippocampus abhédngig (Glickman et al.
1970), wéhrend speziesspezifische Aktivititen wie das Nagen an Pappe die Integritit des

Zentral-Nervensystems nur global priifen konnen.

Nach einer globalen zerebralen Ischimie ist ein Gewebeschaden zunéchst nur im direkt
betroffenen GroBhirn zu erwarten. Mechanismen wie z.B. die einem Hirnddem folgende
Minderung der zerebralen Durchblutung kénnen den Schaden auf weiter rostral gelegene
Strukturen ausdehnen. Um dies zu priifen, schloss die neurologische Untersuchung Pons,

Mesencephalon und oberes Halsmark mit ein.

Als das wichtigste MaB fiir den Hirnschaden bei Wiistenrennmédusen nach einer globalen
zerebralen Ischimie darf die Uberlebenszeit angesehen werden. Experimente, bei denen
Gerbils ebenfalls einer globalen zerebralen Ischdmie von 15 Minuten Linge unterzogen
wurden, zeigten, dass nach vier Tagen 16 %, nach acht Tagen 44 % und nach 14 Tagen 54
% der Tiere verstorben waren (Weber 1989). In einer weiteren Studie wurde beschrieben,

dass Gehirne von Gerbils, die einen moribunden Gesamteindruck machten (starker
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Gewichtsverlust, rauhes Fell und Einstellung jeglicher korperlichen Aktivitdt) einen
starken Nervenzellschaden im Hippocampus aufwiesen, d.h. dass ein ausgeprégter

Nervenzellschaden mit dem Leben nicht vereinbar ist (Weber et al. 1988).

Weber et al. berichteten iiber weitere Experimente, in denen der postischdmische Verlust
an Korpermasse untersucht wurde. Hierbei stellte sich heraus, dass moribunde Tiere
bereits am dritten Tag nach der Ischdmie einen signifikant erhohten Gewichtsverlust im

Vergleich zu Uberlebenden zeigten (Weber et al. 1988).

4.4 Histomorphometrie

Bei der Untersuchung des Nervenzellschadens nach der GroBBhirnischdmie wurden nicht
nur die selektiv vulnerablen Neurone des CA1 im Hippocampus, des Striatum und der
flinften Schicht des Kortex ausgewertet, sondern zusitzlich noch die weiteren
hippocampalen Areale und die kortikalen Schichten, wie auch schon durch Stummer und
Mitarbeitern erfolgt (Stummer et al. 1994). In diesen Untersuchungen konnte gezeigt
werden, dass bei der Beurteilung nur einzelner Hirnareale wichtige Informationen iiber den

Schaden nach der GroBhirnischdmie bei Gerbils verloren gehen (Stummer et al. 1994).

Die fiir die Gewebeaufbereitung ndtigen Schritte der Fixation, Entnahme und Einbettung
der Gehirne, bis hin zum Schneiden und Farben der Priparate konnen Artefakte bedingen
und zu falschen Schlussfolgerungen fiihren. In schlecht fixierten histologischen Priaparaten
sind als typischer Artefakt so genannte "dark neurons" beschrieben worden, dunkle Zellen,
die morphologisch den dunklen, hyperchromatischen Neuronen &dhneln konnen, die sich
nach Beschreibungen von Eke et al. im Endstadium der ischdmischen Strukturverédnderung
befinden (Eke et al. 1990). Die Perfusionsfixation der Tiere nach dem von Brown und
Brierley 1968 erstmals beschriebenen Verfahren mit Paraformaldehyd verbessert die
Qualitdt des histologischen Préparats im Vergleich zur Immersionsfixation (Brown und
Brierley 1968). So haben wir in Schnitten von nach dieser Methode intrakardial

perfusionsfixierten Gerbils ohne ischdmischen Insult keine "dark neurons" gesehen. In der
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vorliegenden Untersuchung wurden die Schnitte mit Kresyl-Violett nach der klassischen
Methode von Nissl zur Beurteilung der Neuronen gefarbt. Crain et al. stellten 1988 dar,
dass Farbung mit Hdmatoxylin-Eosin oder die Silber-Imprignation zu vergleichbaren
Ergebnissen bei der Analyse der selektiven Nervenzelluntergidnge nach der globalen
zerebralen Ischdmie bei Gerbils fithren (Crain et al. 1988). Bei der Zéhlung der
Nervenzellen wurde die von Stummer et al. 1994 ausfiihrlich darestellte Methode
tibernommen (Stummer et al. 1994). Stummer und Mitarbeiter beziechen sich dabei auf die
Veroffentlichungen von Brown et al. und Eke et al., die genau die morphologischen
Kriterien fiir die Vitalitdt von Nervenzellen beschrieben haben (Brown et al. 1968 und Eke
et al. 1990).

4.5 Platelet-activating factor

Seit der Erstbeschreibung von Platelet-activating factor (PAF) im Jahr 1972 hat diese
Substanz als potenzieller Mediator in verschiedenen pathologischen Prozessen Bedeutung
gewonnen (Benveniste et al. 1972, Benveniste 1974). Die Einfiihrung von synthetischen
und natiirlichen spezifischen Antagonisten verlieh der PAF-Forschung Anschub. In
experimentellen Untersuchungen sind PAF-Antagonisten effektive Therapeutika des
Asthmas, des Schocks, der Anaphylaxie, bei Magen- und Darmulzera, der Psoriasis, beim
Schlaganfall und vielen Entziindungsprozessen (Braquet et al. 1987). Mehrere Studien, auf
die noch nédher eingegangen wird, weisen darauf hin, dass PAF nach der
Ischdmie/Reperfusion verschiedener Organe einen schiddigenden Faktor darstellt und dass

die Antagonisierung von PAF den Reperfusionsschaden verringern kann.

4.5.1 PAF im zentralen Nervensystem

PAF ist unter physiologischen Bedingungen im Gehirn von Rindern nachgewiesen worden

(Tokumura et al. 1987). Eine PAF-Produktion wurde ebenfalls im Gehirn von Ratten
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beschrieben sowie in der Retina von Hiithnern (Bussolino et al. 1986, Francescangeli et al.
1989, Kumar et al. 1988). Der genaue Produktionsort von PAF im Gehirn ist nicht
bekannt, d.h. es konnte noch nicht differenziert werden, ob Zellen des Gefaflsystems,
Neurone oder Gliazellen PAF freisetzen. Nach einer Ischdmie/Reperfusion sowohl des
Gehirns als auch des Spinalmarks steigt die Produktion von PAF in beiden Teilen des ZNS
stark an (Francescangeli et al. 1996a, Francescangeli et al. 1996b, Lindsberg et al. 1990).

Auch Bindungsorte fiir PAF wurden im Gehirn beschrieben, wobei die hochste Dichte in
Mikrosomen beobachtet wurde (Domingo et al. 1988). Aber nicht nur Mikrosomen,
sondern auch Zellmembranen von Synapsen tragen PAF-Rezeptoren (Marcheselli et al.
1990). Die hochste Dichte von PAF-Rezeptoren liegt im Hippocampus und im Mittelhirn
vor (Domingo et al. 1988). Der PAF-Rezeptor ist ein Protein, dessen Kette die
Zellmembran schleifenférmig siebenmal durchbricht. Der Rezeptor ist an ein G-Protein
gekoppelt (Chao et al. 1993). Die intrazelluldren Reaktionen dieses Rezeptors sind mit
denen der Bradykininrezeptoren vergleichbar, welche weiter unten ausfiihrlich beschrieben

werden.

PAF wird auf zwei unterschiedlichen Synthesewegen in verschiedenen Geweben und
Zellen gebildet. Der "remodeling pathway" reguliert die PAF-Synthese von stimulierten
Entziindungszellen (Ninio et al. 1982, Sanchez et al. 1985). Eine Aktivierung der
Phospholipase A2 resultiert in der Hydrolyse von Membranphospholipiden, was zur
Generierung von 2-Lysophospholipiden fiihrt. Diese Lyso-Produkte dienen der
Acetyl-CoA:Acetyltransferase als Substrat, wobei nun PAF generiert werden kann (Albert
et al. 1983, Wykle et al. 1980). Der zweite Weg der PAF-Biosynthese, der fiir das Gehirn
quantitativ wichtiger erscheint, ist der "de novo"-Weg (Bussolino et al. 1986). Nach der
Synthese von Alkyl-Acetylglyzerol wird dieses Molekiil mittels der spezifischen
CDP-Cholin:Glyzerolcholinphosphotransferase zu PAF umgesetzt. Die biologische
Aktivitdt von PAF ist abhéngig von der Aktivitéit des katabolischen Metabolismus. Das
entscheidende Enzym, welches die PAF-Aktivitidt limitiert, ist die spezifische
PAF-Acetylhydrolase. Dieses Enzym bildet Lyso-PAF und ist im Plasma und in Geweben
vorhanden (Blank et al. 1981, Farr et al. 1980).
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Kochanek und Mitarbeiter konnten zeigen, dass die normale endogene Produktion von
PAF im Gehirn von Ratten die zerebrale Durchblutung und den Sauerstoffmetabolismus
nicht beeinflusst (Kochanek et al. 1990). Wichtige Hinweise auf die Bedeutung von PAF
unter pathophysiologischen Bedingungen geben Versuche aus der selben Arbeitsgruppe.
Die Infusion von PAF in die A. carotis von Ratten resultierte in einem Abfall des
systemischen Blutdrucks sowie der zerebralen Durchblutung und in einer Steigerung des
zerebralen Sauerstoffmetabolismus (Kochanek et al. 1988). Die Autoren brachten die
Wirkung von PAF daher mit der Hypoperfusion und dem Hypermetabolismus in

Verbindung, beides Kennzeichen der globalen zerebralen Ischédmie.

4.5.2 Platelet-activating factor bei zerebraler Ischamie

Nach einer Ischdmie/Reperfusion sowohl des Gehirns als auch des Spinalmarks steigt die
Produktion von PAF in beiden Teilen des ZNS stark an (Francescangeli et al. 1996a,
Francescangeli et al. 1996b, Lindsberg et al. 1990). Eine globale zerebrale Ischdmie bei
Gerbils ldsst die Bindungsorte fiir PAF auf etwa das zehnfache des Basalwertes ansteigen.
Allerdings sinken diese Werte bereits nach 30 Minuten Reperfusion auch wieder auf die
Ausgangswerte ab (Domingo et al. 1994). Als deletire Effekte von PAF sind eine
Erhohung der Permeabilitdt der Blut-Hirnschranke (Kumar et al. 1988), Vasokonstriktion
(Kochanek et al. 1988), Inhibition der Na'/K"-ATPase (Catalan et al. 1994), Verstiarkung
des exzitotoxischen Nervenzellschadens (Prehn et al. 1993), Erh6hung des intrazelluldren
Kalziums (Zablocka et al. 1995) und Stimulation der Freisetzung von freien Radikalen
(Powell 1992) beschrieben. Jeder dieser Effekte allein aber auch die Kombination aus
mehreren kann die Ursache einer Verstirkung des Hirnschadens nach der zerebralen

Ischdamie darstellen.

Der Blockade von Platelet-activating factor mit verschiedenen Antagonisten wurde eine
neuroprotektive Eigenschaft zugeschrieben. Spinnewyn et al. therapierten Gerbils nach
einer globalen zerebralen Ischdmie mit verschiedenen PAF-Antagonisten (BN 52020, BN
52021, BN 52022 und BN 52024) und beobachteten sowohl eine Verminderung des

103



postischdmischen Hirnddems als auch eine Verminderung des neurologischen Defizits der
Tiere (Spinnewyn et al. 1987). Eine Reduzierung des morphologischen Zellschadens nach
einer globalen Ischdmie wurde durch die Gabe von Ginkgolid B, einem PAF-
Antagonisten, erreicht. Die Therapie erhohte die Anzahl vitaler Neuronen in der CAl-

Region des Hippocampus bei Ratten (Oberpichler et al. 1990).

4.5.3 Gefafidurchmesser

Kontrovers wird der Effekt von PAF auf den Tonus von GefdBlen diskutiert. In vitro
Untersuchungen an parenchymalen Arteriolen des Gehirns von Ratten konnten keine
Wirkung von PAF auf den GefdBtonus nachweisen (Edwards et al. 1991), ganz im
Gegensatz zu Untersuchungen von Uski und Reinstrup (Uski et al. 1990). Die Autoren
beobachteten an pialen Arteriolen des Menschen und der Katze, dass PAF, abhidngig auch
vom basalen Gefdfitonus, in hohen Konzentrationen eine Vasokonstriktion und in
niedrigen Konzentrationen eine Vasodilatation bewirkt. Bei Ferkeln konnte
intravitalmikroskopisch beobachtet werden, dass die Superfusion des Kortex mit PAF
konzentrationsabhdngig den Durchmesser von Arteriolen verringert (Armstead et al.
1988). Sowohl die Superfusion der Hirnoberflache als auch die Infusion von PAF in die A.
carotis bei der Ratte hatten bei Untersuchungen von Uhl et al. keine Auswirkung auf den
Durchmesser von pialen Arteriolen (Uhl et al. 1999a, Uhl et al. 1999b). In der
vorliegenden Versuchsreihe, in der 20 mg/kg WEB 2170 verabreicht wurden, waren die
Durchmesser von Arteriolen in der Kontrollgruppe wihrend und nach der Ischdmie im
Vergleich zum Ausgangswert signifikant verringert. Hingegen war in der Therapiegruppe
der Durchmesser nur wéhrend der Ischdmie vermindert. Der Unterschied zwischen der
Kontroll- und der Therapiegruppe war nicht signifikant. In der Versuchsreihe, in der 2
mg/kg WEB 2170 verabreicht wurden, verdnderten sich die Durchmesser iiber den
gesamten Zeitraum hinweg weder in der Kontroll- noch in der Therapiegruppe. Als Trend
war zu erkennen, dass die Blockade des PAF-Rezeptors der nach der Ischimie

vorliegenden, wenn auch gering ausgepriagten, Vasokonstriktion entgegenwirkt.
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4.5.4 Leukozyten-Endothelinteraktionen

Aus Studien an der Backentasche und Riickenhaut des Hamsters und am Mesenterium der
Katze ist bekannt, dass PAF die Adhésion von Leukozyten vermittelt (Duran et al. 1990,
Kubes et al. 1990, Lehr et al. 1993). Systematische Untersuchungen von Uhl et al. zeigten,
dass die systemische Gabe von PAF in die A. carotis interna
Leukozyten-Endothelinteraktionen ausldste, hingegen die topische Gabe mittels
Superfusion der Kortexoberfldche nicht zu einer solchen Reaktion fiihrte (Uhl et al. 1999a,
Uhl et al. 1999b). Es wurde die Hypothese aufgestellt, dass bei der topischen Applikation
PAF schnell durch die Acetyl-Hydrolase abgebaut wird oder aber die Bindung des
Mediators von extraluminal an die Endothelzelle andere zellulire Reaktionen vermittelt
als die intraluminale Bindung. Park et al. untersuchten die Leukozyten-
Endothelinteraktionen in pialen Gefdllen von Ferkeln nach neunminiitiger Asphyxie. Sie
fanden, dass die Therapie mit dem PAF-Antagonisten WEB 2086 die Adhdrenz von
Leukozyten am Endothel, die durch die Asphyxie aktiviert worden war, hemmte (Park et
al. 1999).

Nun stellt sich die Frage, tiber welche Mechanismen PAF zur Aktivierung der Leukozyten-
Endothelinteraktionen beitriigt. Uber erste Hinweise berichteten Lorant und Mitarbeiter.
Die Autoren stimulierten HUVEC (human umbilical vein endothelial cell) mit Histamin
und Thrombin und beobachteten, dass die Expression sowohl von PAF als auch von P-
Selektin gesteigert war (Lorant et al. 1991). Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass die
konsekutiven Schritte der Aktivierung von Leukozyten stark untereinander vernetzt sind
und dass schon die Expression eines Molekiils die Expression des nachfolgenden
stimuliert. In derselben Veroffentlichung berichten die Autoren, dass PAF die funktionelle
Aktivierung der CD11-CD18 Adhisionsmolekiile von Leukozyten induziert (Lorant et al.
1991). PAF scheint also sowohl die Expression von Selektinen, den Adhédsionsmolekiilen,
die das Rollen auslosen, als auch die funktionelle Aktivierung der Integrine, der
Adhésionsmolekiile, die die feste Adhdrenz vermitteln, zu fordern. PAF ist aber nicht nur
Bindeglied und Verstérker des Rollens und der festen Adhédrenz von Leukozyten, sondern

scheint auch am letzten Schritt der Leukozyten-Endothelinteraktionen, der Emigration der
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Leukozyten in das Parenchym, maf3geblich beteiligt zu sein. Darauf weisen Ergebnisse von
Nourshargh et al. hin. Die Autoren untersuchten die Wirkung von intraperitoneal
verabreichtem IL-1 auf das Rollen, die Adhirenz und die Extravasation von Leukozyten
im Mesenterium der Ratte. Die zusétzliche Applikation zweier PAF-Antagonisten
(UK-74,505 und WEB 2170) zum Leukozyten-Aktivator IL-1 verminderte die Anzahl
extravasierter Leukozyten, hatte allerdings keinen Einfluss auf das Rollen und die

Adhérenz (Nourshargh et al. 1995).

In den eigenen Untersuchungen hatte die Blockade des PAF-Rezeptors mit dem
Antagonisten WEB 2170 in einer Menge von 2 mg/kg keinen Einfluss auf die Leukozyten-
Endothelinteraktion. Hingegen hemmte die Verabreichung von 20 mg/kg WEB 2170
signifikant die feste Adhdrenz von Leukozyten am Endothel. Als Trend war weiter zu
beobachten, dass das Leukozytenrollen ebenfalls inhibiert wurde, dieser Unterschied
allerdings nicht statistisch signifikant war. Die Ergebnisse sprechen dafiir, dass erst mit der
Gabe von WEB 2170 in Hochdosis eine ausreichende Konzentration des Antagonisten im
Gehirn erreicht wurde. Dariiber hinaus weisen diese Ergebnisse erstmals darauf hin, dass
PAF im Modell der globalen zerebralen Ischdmie beim Gerbil eine wichtige Rolle bei der
Forderung der festen Leukozytenadhdrenz spielt. Die Adhédrenz wird allerdings nicht
vollstdndig blockiert, was deutlich macht, dass die Adhédrenz von Leukozyten am
Gefiallendothel nicht allein durch PAF, sondern redundant auch durch weitere Stoffe
ausgelost wird. Die Wirkung auf das Leukozytenrollen ist weniger ausgeprégt. Allerdings
zeigt der Trend zur Verminderung des Leukozytenrollens, dass PAF nicht nur eine
Wirkung auf die feste Adhirenz von Leukozyten am GefdBBendothel hat, sondern auch am

Rollen von Leukozyten beteiligt ist.

4.5.5 Funktionelle Kapillardichte

In der Versuchsreihe, in der der PAF-Antagonist in Hochdosis verabreicht wurde, war die
funktionelle Kapillardichte wahrend der gesamten Reperfusionphase sowohl in der

Kontroll- als auch in der Therapiegruppe im Vergleich zum jeweiligen Ausgangspunkt
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signifikant vermindert. Der Abfall der funktionellen Kapillardichte war dabei in beiden
Gruppen gering und betrug um 10-15 %. Es lag kein Unterschied zwischen der Kontroll-
und der Therapiegruppe vor. Dies macht deutlich, dass PAF in der frithen
Reperfusionsphase keinen Einfluss auf die funktionelle Kapillardichte hat. Die Werte der
funktionellen Kapillardichte wihrend der Ischdmie lagen bei etwa fiinf % des

Ausgangswertes, was fiir eine ausgeprigte Ischdmie in diesem Modell spricht.

Auch wenn die Reduktion der funktionellen Kapillardichte in den beiden Gruppen
signifikant war, muss stark daran gezweifelt werden, dass diese Reduktion im Sinne des
“no-reflow”-Phidnomens an der Ausbildung des sekundéren Hirnschaden beteiligt ist. Eine
positive Korrelation zwischen funktioneller Kapillardichte und Ausmal} des

Nervenzellschadens war nicht vorhanden.

4.5.6 Mikrovaskulire Durchblutung

Unter physiologischen Bedingungen beeinflusst PAF die zerebrale Durchblutung nicht
(Kochanek et al. 1990). Dieses Ergebnis wird durch unsere Experimente bestitigt.
Wihrend der Stabilisierungsphase vor der Ischdmie wurde die mikrovaskuldre
Durchblutung vor und nach der Gabe von WEB 2170 gemessen. Es fand sich kein

Unterschied der Werte fiir den untersuchten Zeitraum.

Anders scheint die Situation nach einer globalen zerebralen Ischimie zu sein. 90 Minuten
nach einer globalen Ischdmie von zehn Minuten Dauer war die Durchblutung durch die
Gabe des PAF-Antagonisten BN 52021 mit Beginn der Reperfusion erhoht (Panetta et al.
1987). Bereits weiter oben wurde die Studie von Kochanek et al. erwéhnt, die gezeigt hat,
dass die intraarterielle Infusion von PAF zur zerebralen Hypoperfusion fiihrt (Kochanek et
al. 1988). Faden und Halt injizierten PAF intrathekal und beobachteten, dass dadurch die
Durchblutung des Riickenmarks reduziert wurde (Faden und Halt 1992). Die
Antagonisierung von PAF sowohl nach einer zerebralen Ischédmie bei Ratten als auch nach

einer spinalen Ischdmie bei Kaninchen mit dem PAF-Antagonisten BN 50739 verringerte
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die Ausbildung der postischdmischen Hypoperfusion (Frerichs et al. 1990b, Lindsberg et
al. 1990).

Die Applikation des Antagonisten WEB 2170 in der Niedrig- wie auch der Hochdosis
hatte bei unseren Versuchen keinen Einfluss auf die postischdmische mikrovaskulére
Durchblutung, die Hypoperfusion war in der Kontroll- wie auch in der Therapiegruppe
gleichermaBen ausgebildet. Dieses Ergebnis widerspricht damit den zitierten Arbeiten.
Eine Erkldrung konnten die unterschiedlichen Methoden der Durchblutungsmessung, die
unterschiedlichen verwendeten Antagonisten und die verschiedenen untersuchten Spezies

sein.

4.5.7 Neurologisches Defizit und Uberleben

Spinnewyn und Mitarbeiter untersuchten die Wirkung von PAF-Antagonisierung auf das
neurologische Defizit nach einer zerebralen Ischdmie. Die Therapie mit dem Antagonisten
BN 52021 verringerte die Morbiditdt (stroke index) von Gerbils wihrend der
Reperfusionsphase von sechs Stunden Dauer (Spinnewyn et al. 1987). Kritisch ist bei
dieser Studie die sehr kurze Uberlebenszeit von nur sechs Stunden zu beurteilen. Einen
weiteren Hinweis auf die Auswirkungen von PAF auf die neurologische Funktion gibt die
bereits zitierte Arbeit von Faden und Halt. Sie beobachteten dosisabhidngig nach
intrathekaler Applikation von PAF stark reduzierte motorische und neurologische

Féhigkeiten bei Ratten (Faden und Halt 1992).

Die Gabe von WEB 2170 in der Dosis von 2 mg/kg hatte keinen Einfluss auf das
neurologische Defizit und das Uberleben der Wiistenrennmiuse. Die Therapie mit 20
mg/kg WEB 2170 hatte keinen Einfluss auf das Uberleben, hingegen war das
neurologische Defizit bei den Tieren der Therapiegruppe ausgeprigter als bei den Tieren
der Kontrollgruppe. Diese Ergebnisse widersprechen damit der oben zitierten Arbeit. Es
wire daher von grolem Wert, dass diese Untersuchungen evtl. an einem anderen Modell

mit einer anderen Tierspezies mit groBeren Tierzahlen wiederholt werden, um die
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Wirkung von PAF-Antagonisten nach einer globalen zerebralen Ischdamie besser beurteilen

zu konnen.

4.5.8 Histomorphometrie

Verschiedene Studien weisen darauf hin, dass die Antagonisierung von PAF nach einer
zerebralen Ischdmie den Hirnschaden vermindern kann. Die Gabe des Antagonisten
Ginkolid B bei einer zehnminiitigen globalen Ischdmie bei Ratten konnte den
Nervenzellschaden im Hippocampus, gemessen sieben Tage nach der Ischdmie,
vermindern (Oberpichler et al. 1990). Auch die Antagonisten BN 52020 and BN 52021
reduzierten den Nervenzellschaden nach einer globalen zerebralen Ischdmie bei Ratten
(Prehn et al. 1993). In der gleichen Arbeit wurde auch der durch Glutamat vermittelte
Schaden auf Nervenzellen von Hithnerembryonen untersucht. Der Zusatz der zuvor
genannten Antagonisten zum Kulturmedium schiitzte die Neurone vor der Exitotoxizitit.
In einer anderen Studie wurde die Wirkung von PAF-Antagonisierung auf die
Parenchymnekrose nach einer permanenten fokalen zerebralen Ischdmie bei Ratten
untersucht. Die Therapie mit dem Antagonisten Apafant reduzierte die ischdmische

Nekrose (Bielenberg et al. 1992)

Als urséchlich fiir die neuroprotektive Wirkung von PAF-Antagonisten kommen mehrere
Mechanismen in Frage. Es wurde bereits auf die Authebung der postischdmischen
Hypoperfusion eingegangen, die von Frerichs et al. und Lindsberg et al. beschrieben wurde
(Frerichs et al. 1990b, Lindsberg et al. 1990). Dieser Mechanismus scheint bei unseren
Versuchen ohne Bedeutung zu sei, da auch nach der Blockade des PAF-Rezeptors eine
postischdmische Hypoperfusion vorlag. PAF fiihrt zu einem Anstieg der intrazelluldren
Konzentration von Ca™, was zum Zelltod beitragen kann (Domanska-Janik und Zablocka
1995, Bazan et al. 1991). Es wird auch fiir mdglich gehalten, dass PAF direkt die
Produktion von freien Radikalen stimulieren und somit neurotoxisch wirken kann (Powell
1992). Kintner und Mitarbeiter konnten zeigen, dass die Gabe eines PAF-Antagonisten die

Membran von Mitochondrien wahrend einer zerebralen Ischimie, und damit das Neuron,
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schiitzt (Kintner et al. 1997). Als weiterer Mechanismus konnte die Inhibition der Na"/K -
ATPase-Aktivitdt sein, die durch PAF verursacht wird und einen Zusammenbruch der
Ionenhomdostase zur Folge haben kann (Catalan et al. 1994). Als der vermutlich
wichtigste Faktor muss weiterhin die Rolle von PAF als proinflammatorischer Mediator

angesehen werden.

In der vorliegenden Arbeit konnte kein neuroprotektiver Effekt nach Gabe des PAF
Antagonisten beobachtet werden. Auch hier widersprechen die Experimente den in der
Literatur veroffentlichten Ergebnissen. Die von uns angewendeten relativ harten Kriterien
der histomorphologischen Bewertung in unterschiedlichsten Hirnarealen lassen wenig
Zweifel an den Ergebnissen autkommen. Als Grund fiir den therapeutischen Misserfolg
konnte allerdings der Applikationsmodus des Antagonisten genannt werden. Der
Antagonist WEB 2170 wurde in der vorliegenden Arbeit 15 Minuten vor der Induktion der
Ischdmie in einem einmaligen Bolus von 2 mg/kg KG und 20 mg/kg KG i.v. injiziert. Bei
einer Halbwertszeit von zwei bis zwolf Stunden ist die Wirkung des Antagonisten kurz. Es
kann nicht ausgeschlossen werden, dass die Dosis zu gering war, um die Ausbildung des
Nervenzellschadens zu vermindern. Diese Hypothese wird durch zwei weitere
Veroffentlichungen unterstiitzt. Ma et al. setzten den Antagonisten in einem myokardialen
Ischdmie/Reperfusionsmodell bei Katzen ein. WEB 2170 (1 mg/kg als Bolus plus 2
mg/kg/h) verringerte das nekrotische Areal sowie die Plasmaspiegel der Kreatininkinase
(Maetal. 1992). Hingegen konnten die Autoren den, das Myokard schiitzenden Effekt bei
der Gabe des Antagonisten bei alleiniger Bolusgabe nicht beobachten. Watson und
Mitarbeiter verabreichten WEB 2170 in einer Dosis von 13 mg/kg/d als Zusatztherapie
zusammen mit Cyclosporin A bei Hunden nach einer Nierentransplantation. Die
Zusatztherapie verzogerte signifikant die AbstoBungsreaktion des Transplantats (Watson
et al. 1993). In den beiden Veroffentlichungen wurde der Antagonist in hoherer Dosis als
in der vorliegenden Arbeit eingesetzt. Die Untersuchung der neuroprotektiven Wirkung
von WEB 2170 auch in hoherer Dosierung in einem primér auf diesen Zielparameter

ausgerichteten Modell erscheint daher sinnvoll, vielversprechend und notwendig.
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4.6 Bradykinin

Das Ergebnis, dass die Infusion von Bradykinin bei Gerbils eine Senkung des arteriellen
Blutdrucks verursacht, 14sst den Schluss zu, dass auch Gerbils tiber ein Kallikrein-Kinin-
System verfiigen. Es kann aber keine Aussage dariiber gemacht werden, ob alle
Komponenten des Kallikrein-Kinin-Systems in vergleichbarer Menge, Verteilung oder

Lokalisation wie beim Menschen, Primaten oder Nagern vorhanden sind.

4.6.1 Bradykinin im zentralen Nervensystem

Unter physiologischen Bedingungen wird Bradykinin, das aktive Nonapeptid des
Kallikrein- Kinin-Systems, im Hirnparenchym in kleinen Mengen generiert und
freigesetzt. Die verschiedenen Komponenten des Kallikrein-Kinin-System, wie das
Kallikrein, das aus Kininogen Kallidin freisetzt, sind in mehreren Spezies gefunden

worden (Kariya et al. 1984, Kizuki et al. 1994a, Kizuki et al. 1994b, Raidoo et al. 1996,

Lys-Bradykinin Lys ; Arg! - Pro? - Pro® - Gly* - Phe® - Ser® - Pro’ - Phe® - Arg’

(Kallidin)
Aminopeptidase
Kininase I
(Carboxypeptidase N/M)
Kininase II
(Neutrale Endopeptidase) v
Bradykinin Arg! - Pro? - Pro? - Gly* - Phe’ - Ser® - Pro’ - Phe® - Arg’
Kininase II

Angiotensin Converting Enzyme

Abbildung 47: Entstehung von Bradykinin und dessen Abbau. Die Aminopeptidase
spaltet aus Kallidin Lysin ab, so dass Bradykinin freigesetzt wird (Zeile 1). Inaktiviert
wird Bradykinin nach Spaltung des Nonapeptids mit Kininasen I und II an den
angegebenen Stellen (Zeile 2). Modifiziert nach Regoli und Barabe 1980.
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Simson et al. 1986). In Sdugetieren sind zwei bestimmende biochemische Kaskaden, die
Bradykinin produzieren, bekannt. Die Bindung des inaktiven Hageman Faktors im Plasma
an negative Oberflichen wie geschddigte Basalmembranen oder Endothelzellen aktiviert
den Hageman Faktor, der Plasmakallikrein von Prékallikrein abspalten kann.
Plasmakallikrein liberiert dann BK aus dem hochmolekularen Kininogen im Plasma. In
Geweben liberiert Gewebekallikrein, das aus aktiviertem Gewebeprikallikrein freigesetzt
wurde, das Decapeptid Lys-BK aus niedermolekularem Kininogen. Bradykinin kommt
gehduft im Hypothalamus und im Kortex vor (Perry et al. 1984). Auch die verschiedenen
Kininasen konnten im Hirngewebe nachgewiesen werden (Correa et al. 1990, Correa et al.
1986, DelBel et al. 1989, Hori et al. 1971, Kariya et al. 1981, Oliveira et al. 1976).
Wichtig scheint dabei der Metabolismus von Bradykinin zu des-Arg’-Bradykinin zu sein,
da das freigesetzte L-Arginin Substrat fiir die NO-Synthetase ist und auf diesem Weg
vermehrt Stickstoffmonoxid (NO) entsteht (Bhoola et al. 1992). Des-Arg-Bradykinin
selbst ist aber auch aktiver Metabolit im Kallikrein-Kinin-System da das Peptid an einen

der zwei Bradykininrezeptor-Subtypen (B1-Rezeptor) bindet.

Die beiden Bradykininrezeptoren Bl und B2 werden anhand ihrer unterschiedlichen
Affinitdt zu Agonisten und Antagonisten charakterisiert. Die Stirke der Affinitdt zu den
Agonisten wurde wie folgt von Regoli & Barabé beschrieben: Methionyl-Lysyl-Bradykinin
(M-L-BK) > des-Arg’-Bradykinin > Bradykinin fiir B1-Rezeptoren und Bradykinin
>M-L-Bradykinin > des-Arg’-Bradykinin fiir B2-Rezeptoren. Bei den Bradykinin-
rezeptoren handelt es sich um "seven membran spanning"-Rezeptoren, bei denen die
Bindung des Agonisten ein G-Protein aktiviert. Dies ruft die Bildung von Prostaglandinen
und Leukotrienen, die Mobilisierung von Ca™ sowie die Aktivierung der Phosphokinase
C hervor (Bhoola et al. 1992, Regoli und Barabé 1980, Wiemer et al. 1994). Rezeptor-
Bindungsstudien zeigten die Prdsenz von B2-Rezeptoren in verschiedenen Spezies wie
Meerschweinchen, Ratten und Hunden (Lopes et al. 1995, Lopes et al. 1993, Manning et
al. 1989, Privitera 1992). Die Expression von B2-Rezeptoren im Gehirn scheint konstitutiv
und ubiquitér zu sein und konnte auf Neuronen, Astrozyten und in zirkumventrikuldren

Organen beobachtet werden (Chen et al. 2000, Cholewinski et al. 1991, Raidoo et al.
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1996). Der Nachweis von B1-Rezeptoren im Gehirn gelang erst in wenigen Féllen. B1-
Rezeptoren konnten paraventrikuldr im Gehirn von Ratten nachgewiesen werden, scheinen
ansonsten aber nur unter pathophysiologischen Bedingungen vorzuliegen, d.h. induzierbar
zu sein (Emanueli et al. 1999). Die Stimulation von humanen zerebralen Endothelzellen
mit Interferon fiihrt zur Steigerung der B1-Rezeptorexpression (Prat et al. 2000). B1-
Rezeptoren konnten jedoch auch auf humanen Neuronen des Hypothalamus, Nucleus
caudatus, der Substantia gelatinosa und des Riickenmarks nachgewiesen werden (Bhoola
1996). Der Autor berichtet jedoch nicht dariiber, an welcher Erkrankung die Patienten
verstorben waren, von denen die Proben gewonnen wurden. Es kann daher nicht
ausgeschlossen werden, dass bei diesen Patienten eine Ischdmie oder andere Erkrankung

des ZNS vorlag.

Gesteigerte Konzentrationen an Kininogen und Kinin in interstitieller Fliissigkeit wurden

im Spinalmark nach einer traumatischer Kalteldsion und im Gehirn nach Fluid percussion

PIP,
1ZR .
G Protein
\ Arachidon- PG
v PLA, g sdure ~—> LT
PLC
\ 1P, —>»  Ca** Mobilisation

X

Abbildung 48: Bindung des Agonisten an den Bl- oder B2-Rezeptor fiihrt zur Bildung
von Prostaglandin und Leukotrien, zur Mobilisierung von Ca™" und zur Aktivierung der
Posphokinase C (PKC). EZR: Extrazellularraum, IZR: Intrazellularraum, PLC:
Phospholipase C, PIP2: Phosphoinositolbiphosphat, IP3: Inositoltriphosphat, DAG:
Diacylglyzerin, PLA2: Phospholipase A2.
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injury beschrieben (Ellis et al. 1989, Xu et al. 1991). Stark erhdhte Plasma- und Gewebe-
konzentrationen von Bradykinin konnten nach der dreistiindigen Okklusion beider Aa.
carotides bei der Ratte beobachtet werden (Kamiya et al. 1993). Nach einer fokalen
zerebralen Ischdmie lagen erhdhte Werte von Kininogen bei der Ratte vor (Chao et al.
1987). Bereits eingangs wurde eine Arbeit zitiert, in der die Autoren einen erhdhten
Kininogenverbrauch beim Schlaganfall beim Menschen beschrieben (Makevnina et al.
1994). Beim Modell der traumatischen Kélteldsion bewirkt Bradykinin eine Vasodilatation
und gesteigerte Vasopermeabilitdt und somit die Ausbildung des vasogenen Hirnodems

(Maier-Hauff et al. 1984).

4.6.2 Gefafidurchmesser

Erste Studien an Gefédflen von Kaninchen fiihrten zur Entdeckung zweier Kininrezeptoren,
B1 und B2. Die Erregung des B1-Rezeptors hat eine Kontraktion der Kaninchenaorta und
des B2- Rezeptors der Jugularvene zur Folge (Gaudreau et al. 1981, Regoli et al. 1977).
Experimente an Nierengefilen von Hunden wiesen B2-Rezeptoren auf arteriellen
Endothelzellen und glatten Muskelzellen nach, die via Freisetzung von NO
(Endothelzelle) und Prostaglandinen (glatte Muskelzelle) entspannend auf die Gefélle
einwirkten (Rhaleb et al. 1989). Die Bindung an B1-Rezeptoren auf glatter
Gefdfmuskulatur hat liber die Freisetzung von Prostaglandinen ebenfalls die Dilatation
von Nierengefillen zur Folge. Die durch Kinine hervorgerufenen Reaktionen
unterscheiden sich je nach untersuchter Spezies. Bei Untersuchungen an humanen
Umbilikalvenen konnte beobachtet werden, dass sowohl die Reizung von B1- wie auch
B2-Rezeptoren von einer Kontraktion gefolgt ist. Diese Kontraktion scheint durch die

Erhohung der intrazelluldren Ca™-Konzentration vermittelt zu sein (Regoli et al.1996).

Bekannte Wirkungen von Bradykinin auf zerebrale Gefdle sind zum einen die
Beeinflussung der Vasomotorik und die Steigerung der Blut-Hirnschrankenpermeabilitét.
In vitro Studien haben gezeigt, dass Bradykinin zur Relaxation der A. cerebri media von

Katzen (Whalley et al. 1983), der A. basilaris von Kaninchen (Whalley et al. 1983) und
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von humanen Aa. basilares (Whalley et al. 1987) durch die Bindung an den B2-Rezeptor
fiihrt. Die Kontraktion der A. basilaris von Kaninchen wurde erst nach mehrmaliger
intermittierender Gabe von Bradykinin iiber zehn Stunden beobachtet, wobei diese
Antwort durch die zusétzliche Applikation von Cycloheximid, einem Hemmstoff der
Proteinbiosynthese, gehemmt werden konnte. Daraus ist zu schlieen, dass B1-Rezeptoren
de novo generiert werden und nicht stindig auf Zellenmembranen von zerebralen Geféallen
prasent sind (Whalley et al. 1983). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass nur die
perivasale Mikroapplikation oder Superfusion des Kortex von Bradykinin und nicht die
Infusion in die A. carotis zur Kontraktion von Arterien fiihrte (Unterberg et al. 1984b,
Whalley et al. 1983). Die Autoren postulierten, dass B2-Rezeptoren nicht auf dem
Endothel, sondern auf der glatten GefaBmuskulatur prasent sind (Unterberg et al. 1984b).
In einer weiteren Studie konnten Unterberg und Mitarbeiter zeigen, dass das Austreten von
Na'-Fluoreszein in das Hirnparenchym durch die intra- und extravasale Applikation von
Bradykinin iiber den B2-Rezeptor induziert wurde (Unterberg et al. 1984b). Dies lésst
vermuten, dass die Bindung von Bradykinin an den B2-Rezeptor von Endothelzellen
Storungen der Blut-Hirnschranke bewirkt, allerdings keinen Effekt auf die glatte
Gefdfmuskulatur hat. Die Bindung von Bradykinin an den B2-Rezeptor der glatten
Muskelzelle hat eine dilatative Wirkung. Die Dilatation scheint dabei sekundér iiber die
Bildung von freien Radikalen und Prostaglandinen verursacht zu sein (Holland et al. 1990,
Kontos et al. 1984). Auch nach einer Subarachnoidalblutung wirkt Bradykinin
vasodilatierend (Katusic et al. 1993). Die Anzahl von Untersuchungen zum
Pathomechanismus des Bradykinins bei Erkrankungen des Gehirns sind derzeit relativ

gering, eine abschlieBende Beurteilung ist noch nicht moglich.

Bei den eigenen Untersuchungen hatte die Injektion der Bradykinin-Rezeptorantagonisten
keinen Einfluss auf den arterioldren Gefddurchmesser in Ruhe unter
Kontrollbedingungen. Das bedeutet, dass Bradykinin unter physiologischen Bedingungen
nicht an der Kontrolle der zerebralen Vasomotorik beteiligt ist. Es ergaben sich nur
geringfiigige Kaliberinderungen wéhrend der Reperfusionsphase in der Kontroll-, der B1-

und der B1/B2-Antagonistengruppe. Nach Gabe des B2-Antagonisten wurde hingegen
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eine signifikante Verringerung der arterioldren Durchmesser in der frithen
Reperfusionsphase bis zwei Stunden nach Ende der Ischdmie beobachtet. 40 Minuten nach
Beginn der Reperfusion lag dabei eine Durchmesserverringerung um 27 % im Vergleich
zum Zeitpunkt fiinf Minuten vor dem Ischdmiebeginn vor. Diese Ergebnisse konnen so
gedeutet werden, dass Bradykinin in der Reperfusionsphase nach der globalen zerebralen
Ischdmie liberiert wird und tiber die Bindung an B2-Rezeptoren fiir eine Gefal3relaxation
sorgt. Wird dieser Mechanismus geblockt, so resultiert dies in einer Vasokonstriktion. Der
B2-Rezeptorantagonist CP 0597 ist, wie bereits weiter oben beschrieben, ein
Peptidantagonist und sollte daher, eine intakte Blut-Hirnschranke vorausgesetzt, nicht tiber
die Endothelbarriere hinweg ins Hirnparenchym austreten koénnen. Aus unseren
Ergebnissen folgernd kann die Hypothese aufgestellt werden, dass die Bindung von
Bradykinin an B2-Rezeptoren der luminalen Endothelmembran zu einer Vasodilatation
nach der globalen zerebralen Ischémie fiihrt. Unsere Ergebnisse widersprechen damit den
oben zitierten Experimenten von Unterberg und Mitarbeiter, die nachgewiesen hatten, dass
B2-Rezeptoren nur auf der GefaBmuskulatur lokalisiert sind und nicht auf dem
GefdBendothel (Unterberg et al. 1984b). Diese Ergebnisse wurden allerdings aus
Experimenten an gesunden Tieren gewonnen. Es ist bekannt, dass die Prdsenz und
Funktionalitit von Bradykininrezeptoren starken Anderungen unterworfen sind.
Windischhofer und Mitarbeiter beobachteten an einer Osteoblasten-Zelllinie, dass nach
Exposition der Zellen mit Bradykinin die B2-Rezeptoren internalisiert werden und erst
nach gewisser Zeit teilweise wieder auf der Membran nachweisbar sind (Windischhofer et
al. 1997). Nach einer zerebralen Ischimie konnte eine verdnderte Anzahl und
Bindungskapazitit der Rezeptoren am zerebralen Endothel vorliegen. Dies konnte als eine
Erklarung fiir die von uns beobachtete Vasokonstriktion nach Gabe des B2-Antagonisten
dienen. Widerspriichlich sind die Ergebnisse, dass auf der einen Seite der B2-Antagonist
eine Vasokonstriktion bewirkt, hingegen der kombinierte B1/B2-Antagonist keinen
Einfluss auf den GefdaBdurchmesser hat. Eine Erkldrung fiir diese widerspriichlichen

Ergebnisse kann derzeit nicht angeboten werden.
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4.6.3 Leukozyten-Endothelinteraktionen

Bradykinin wird als einer der wichtigsten initialen Entziindungsmediatoren beschrieben.
Das Nonapeptid induziert als Kardinalsmerkmale einer akuten Entziindung die Dilatation
von Arterien und die Konstriktion von Venen sowie die Bildung eines Odems. Im Gehirn
wurde die durch Bradykinin induzierte Prostaglandinsynthese fiir eine durch freie Radikale
mediierte gesteigerte Vasopermeabilitdt verantwortlich gemacht. Diese wiederum fiihrt zu
einem gesteigerten Wassergehalt von grauer und weil3er Substanz (Unterberg et al. 1984a).
Bradykinin selbst hat eine sehr kurze Halbwertszeit von etwa 30 Sekunden (Kariya et al.
1982). Dies konnte der Grund dafiir sein, dass Bradykinin Stimulator zahlreicher anderer
Mediatoren ist, die eine lingere Halbwertszeit haben, da das Kallikrein/Kinin-System

schnell verbraucht wire. Diese sekundiren Mediatoren sind unter anderen Substanz P,

Leukozyt

Endothel

Abbildung 49: Alle wichtigen Substanzen der Kallikrein/Kinin Kaskade liegen direkt
gebunden auf neutrophilen Granulozyten vor. Aktivierter Hagemann Faktor (XII)
katalysiert die Freisetzung von Kallikrein aus Prdkallikrein (PK). Kallikrein ist das
Enzym, das die Reaktion von high molecular weight kininogen (HK) zu Bradykinin (BK)
ermoglicht. Tissue Kallikrein (TKal) kann Bradykinin sowohl aus low molecular weight
kininogen (LK) als auch HK freisetzen. Via Aktivierung des Faktors XI ist ebenfalls die
Katalyse von HK zu Kininen méglich. Bradykinin kann an B2-Rezeptoren des Endothels
binden (aus Henderson et al. 1994).
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Prostaglandine und andere Eicosanoide, Histamin, Arachidonséure, Stickstoffmonoxid und
freie Radikale (Bhattacharya et al. 1986, Ishizaka et al. 1985, Kuehl und Ekgan 1980,
Wiemer et al. 1994). Aufgrund der kurzen Halbwertszeit von Bradykinin kann das Peptid
auch nur sehr lokal wirken, denn schon nach kurzen Wegen ist es abgebaut. Sollte also
Bradykinin Mediator der Leukozyten-Endothelinteraktion sein, miisste der Mediator und
auch sein Rezeptor an den beteiligten Zellen nachgewiesen werden kénnen. Henderson
und Mitarbeiter konnten zeigen, dass alle Faktoren zur Freisetzung von Kinin aus
Kininogen gebunden auf der Zellmembran von Leukozyten vorliegen (Henderson et al.
1994). Auf diese Weise kann Bradykinin lokal begrenzt an B2-Rezeptoren des Endothels
binden. Wegen der kurzen Halbwertszeit steht dann auch der Metabolit des Bradykinin,
des-Arg-Bradykinin, zur Bindung an den B1-Rezeptor, wenn dieser bereits exprimiert

werden sollte, zur Verfiigung.

Das von der Leukozytenmembran abgespaltene Bradykinin kann aber nicht nur an das
Endothel binden, sondern auch Rezeptoren des Leukozyten selbst stimulieren. Leukozyten
sind so in der Lage, proinflammatorisch wirksam zu werden. Es wurde die Freisetzung von
TNF und Interleukin 1 aus Makrophagen nach der Zugabe von Bradykinin beschrieben.
Diese Freisetzung konnte durch die zusitzliche Gabe eines B1-Antagonisten gehemmt
werden (Tiffany et al. 1989). Bereits weiter oben wurden Experimente zitiert, bei denen
eine gesteigerte Produktion von freien Radikalen nach der Stimulation von Leukozyten mit
Bradykinin beobachtet wurde (Bhattacharya et al. 1986). Versucht man nun dem Mediator
Bradykinin einen Platz in der Kaskade der Leukozytenemigration zuzuteilen, dann findet
sich dieser zwischen der Stufe des Rollens und der Stufe der festen Adhdrenz und

Bradykinin spielt —wie auch PAF —eine Rolle als Chemoattractant.

Die Analyse der Leukozyten-Endothelinteraktionen ergab, dass alle drei untersuchten
Bradykinin-Rezeptorantagonisten einen hemmenden Einfluss auf das Rollen wie auch auf
die feste Adhédrenz hatten. Das Rollen von Leukozyten am venoldren Endothel wurde
durch den B1-Antagonisten B9858 um 61 %, den B2-Antagonisten um 72 % und den
B1/B2-Antagonisten um 81 % im Vergleich zur Kontrollgruppe vermindert. Im Vergleich

zur Kontrollgruppe sind diese Hemmungen signifikant, die einzelnen Rezeptor-
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antagonisten unterscheiden sich nicht von einander. Es wurde bereits ausgefiihrt, dass
Bradykinin nach dem derzeitigen Wissensstand eine Rolle als Chemoattractant zukommt,
also Bradykinin nur einen Einfluss auf die feste Adhdrenz von Leukozyten haben sollte.
Da bereits das Rollen gechemmt wurde, scheinen andere Mechanismen durch die Bindung
an die Bradykininrezeptoren in Gang gesetzt zu werden, die dann sekundér férdernd auf
das Rollen einwirken. Es kommen hier alle bereits oben genannten Mechanismen in Frage,
die Produktion von Prostaglandinen und Leukotrienen, die Mobilisation von Ca™, die
Freisetzung von TNF und IL 1 sowie freien Radikalen. Erst nachdem unsere Versuche
abgeschlossen waren, veroffentlichten Tayeh und Mitarbeiter eine Studie, die einen neuen
Mechanismus aufzeigt. Die Autoren untersuchten den Einfluss von Bradykinin auf die
Expression von P-Selektin in vitro an Endothelzellen (HUVEC). Der Zusatz von
Bradykinin zum Kulturmedium steigerte die Expression von P-Selektin (Tayeh et al.
1998). Diese Ergebnisse lassen daher die Hypothese zu, dass Bradykinin nach globaler
zerebraler Ischdmie beim Gerbil freigesetzt wird und die Expression des
Adhésionmolekiils P-Selektin induziert und dadurch schon zum ersten Schritt der

Leukozyten-Endothelinteraktion beitragt.

Die von uns beobachtete Hemmung der Leukozyten-Endothelinteraktionen durch
Bradykinin-Rezeptorantagonisten widerspricht den Ergebnissen von Shigematsu et al.
(Shigematsu et al. 1999a). Die Autoren fanden eine Hemmung der Leukozyten-
Endothelinteraktion nach Superfusion des postischdmischen Mesenteriums der Ratte mit
Bradykinin. Diese Ergebnisse verwundern, da die gleichen Autoren zeigen konnte, dass
die Superfusion eines ungeschidigten Mesenteriums mit Bradykinin zu einer Verstarkung
von Leukozyten-Endothelinteraktion fiihrt (Shigematsu et al. 1999b). Eine Wiederholung

der beiden Studien scheint deshalb sinnvoll zu sein.

Die feste Adhédrenz von Leukozyten wurde ebenfalls durch die Gabe der Bradykinin-
Rezeptorantagonisten signifikant vermindert, wobei der B1-Antagonist B9858 die feste
Adhérenz um 62 %, der B2-Antagonist CP 0597 um 89 % und der B1/B2-Antagonist um
80 % zum Zeitpunkt drei Stunden nach Beginn der Reperfusion verringerte. Damit ist

nachgewiesen, dass die Bindung von Bradykinin an den B1- und den B2-Rezeptor nicht
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nur das Leukozytenrollen sondern auch die feste Adhdrenz von Leukozyten am Endothel
zerebraler Venolen ausldst. Es kann jedoch nicht entschieden werden, ob die Reduzierung
der festen Adhdrenz durch die Reduzierung des Leukozytenrollens bedingt ist oder aber

die Blockade der Bradykininrezeptoren direkt Mechanismen der festen Adhdrenz hemmt.

Diese Ergebnisse bestitigen eine Studie zur Ischdmie und Reperfusion des Pankreas der
Ratte (Hoffmann et al. 1996). Die Therapie mit zwei unterschiedlichen B2-
Rezeptorantagonisten (Hoe 140 und CP 0597) reduzierte signifikant die Anzahl adhérenter
Leukozyten an postkapilliren Venolen in der friithen Reperfusionsphase nach

zweistlindiger Ischimie.

4.6.4 Funktionelle Kapillardichte

Die funktionelle Kapillardichte war in der Kontroll- und den drei Therapiegruppen
wihrend der frithen Reperfusionsphase leicht vermindert, allerdings ist diese Reduzierung
zu keinem Zeitpunkt signifikant. Die Ergebnisse sprechen dafiir, dass nach einer globalen
zerebralen Ischdmie der Verschluss von Kapillaren eine sehr untergeordnete Rolle spielt
und das anfangs erwéhnte “no- reflow phenomenon” in diesem Modell nicht nachgewiesen

werden kann.

4.6.5 Mikrovaskulire Durchblutung

Die Untersuchung der arterio-vendsen Transitzeit ergab, dass die Hirndurchblutung
wihrend der frithen Reperfusionphase in allen Gruppen signifikant vermindert war. Diese
Ergebnisse bestétigen die vielfach beschriebene postischdmische Hypoperfusion, wobei
mit dieser Methode die kurzfristige postischdmische Hyperperfusion nicht detektiert
werden konnte. Die signifikante Konstriktion von Arteriolen in der mit B2-Antagonisten
behandelten Gruppe resultierte nicht in einer verminderten zerebralen Durchblutung. Diese

starke Konstriktion der Arteriolen sollte jedoch himodynamisch wirksam sein und zu einer
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Senkung der Durchblutung fithren. Weder die funktionelle Kapillardichte, die
Durchmesser der Arteriolen und Venolen noch die Leukozyten-Endothelinteraktionen
haben einen Einfluss auf das Ausmal} der postischdmischen Hypoperfusion. Fiir die
Minderdurchblutung miissen andere, in dem vorliegenden Modell nicht bestimmte

Mechanismen verantwortlich sein.

4.6.6 Neurologisches Defizit und Uberleben

Weiter oben wurde bereits ausgefiihrt, dass das Uberleben die wohl wichtigste Aussage
tiber das therapeutische Potenzial eines Medikaments bei der globalen zerebralen Ischdamie
ist. Die Tiere, die den B2-Antagonisten erhielten, hatten die beste Uberlebenschance (90
%). Es tiberlebten 70 % der Tiere der Kontrollgruppe. Die Blockade des B1-Rezeptors
fiihrte zum Versterben von 60 % der Tiere. Die kombinierte Blockade des B1- und
B2-Rezeptors hob die protektiven Effekte der B2-Rezeptorblockade vollstindig auf, und
es uiberlebten nur 30 % der Tiere. Der protektive Effekt des B2-Antagonisten war im
Vergleich zur Kontrollgruppe nicht signifikant (90 % vs. 70 %). Allerdings war die
Uberlebensrate der Tiere, die mit B2-Antagonisten behandelt worden waren, signifikant
hoher, wenn diese mit der Uberlebensrate der Tiere, die mit dem Bl- und dem
B1/B2-Antagonisten behandelt worden waren, verglichen wurde. Im Vergleich zur
Kontrollgruppe war die Mortalitdt der Tiere, die den B1/B2-Antagonisten erhalten hatten,
signifikant verringert. Diese Ergebnisse lassen hoffen, in groeren Therapiestudien zeigen
zu konnen, dass die selektive Blockade des B2-Rezeptors neuroprotektiv wirkt, die

Blockade jedoch spezifisch sein und der B1-Rezeptor unbeeinflusst bleiben muss.

Das Ergebnis der geringsten Uberlebensrate bei Blockade des B1-Rezeptors lisst den
Riickschluss zu, dass die Aktivierung des B1-Rezeptors in der Reperfusion nach einer
globalen zerebralen Ischdmie neuroprotektiv wirkt. In den hier beschriebenen
Experimenten wurde erstmalig die Rolle von B1-Rezeptoren nach einer zerebralen
Ischimie untersucht. Uber die moglichen Mechanismen, die durch die Aktivierung von

B1-Rezeptoren angestolen werden, kann daher nur spekuliert werden. Wie bereits
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ausgefiihrt, wurde die Expression von B1-Rezeptoren nicht unter physiologischen, jedoch
unter pathophysiologischen Bedingungen nachgewiesen. Die Bindung des Agonisten an
den Rezeptor steuert dann nicht nur die Produktion von Stickstoffmonoxid und
Inositoltriphosphat, sondern auch die Produktion verschiedener Cytokine und
Wachstumsfaktoren (Morbidelli et al. 1998 und Prat et al. 2000). Bei in vitro
Untersuchungen an myokardialen Gefdl3endothelzellen konnte gezeigt werden, dass nur
die selektive Stimulation des B1-Rezeptors einen proliferativen Effekt auf das Wachstum
dieser Zellen hatte, hingegen die Stimulation des B2-Rezeptors keinen Effekt hatte
(Morbidelli et al. 1998). Die durch die Stimulation des B1-Rezeptors induzierte
Angiogenese scheint durch die gesteigerte Expression von fibroblast growth factor-2
(FGF-2) vermittelt zu sein (Parenti et al. 2001). Diese Beobachtungen weisen darauf hin,
dass Bradykinin eine Rolle bei der Reparatur von Gewebeschdden und der Neuroplastizitit
haben konnte. Eine Vielzahl von Untersuchungen schreibt verschiedenen
Wachstumsfaktoren wie auch dem FGF neuroprotektive Eigenschaften bei der zerebralen

Ischédmie zu (Fisher et al. 1995 und Marti et al. 2000).

Systemische Nebenwirkungen konnten ebenfalls Ursache der erhohten Mortalitit nach der
Blockade des B1-Rezeptors sein. In der Literatur sind keine weiteren Studien beschrieben,
in denen die Antagonisten B 9430 und B 9858 iiber einen lingeren Zeitraum in vivo
verabreicht wurden. Allerdings war die Gabe eines anderen B1-Antagonisten (Lys-[Leu®]-
des-Arg’-BK) iiber fiinf Tage hinweg nicht mit Nebenwirkungen verbunden, systemische
Nebenwirkungen als Ursache fiir die erhdhte Mortalitit sind daher unwahrscheinlich (Blais

etal. 1997).

Bei allen vier Versuchsgruppen wurde eine signifikante Abnahme des Neuroscores iiber
die vier postischimischen Tage hinweg beobachtet. Ein signifikanter Unterschied
zwischen den Gruppen konnte nicht erkannt werden. Der Neuroscore ist die Summe
verschiedener Einzeluntersuchungen. Ziel der Durchfithrung der neurologischen
Untersuchung war, eine feine graduelle Unterteilung des neurologischen Defizits zu
erreichen. Die genaue Betrachtung der Ergebnisse der neurologischen Untersuchungen von

jedem einzelnen Tier in dieser Versuchsreihe macht jedoch deutlich, dass diese feine
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graduelle Unterteilung nicht mdglich war. Vielmehr liegt eher eine Dichotomie vor.
Entweder geht es den Tieren gut und sie erreichen einen hohen Neuroscore —oder sie
versterben und der Neuroscore betrdgt Null. Die Errechnung eines Mittelwerts fiir jede
Gruppe verwischt dieses Ergebnis. Bei der Beurteilung eines funktionellen Defizits sollte

daher dem Uberleben mehr Bedeutung eingerdumt werden als dem Neuroscore.

4.6.7 Histomorphometrie

Die Ergebnisse der Untersuchung der Zelldichte vitaler Nervenzellen in den verschiedenen
Hirnarealen ergaben keine signifikanten Unterschiede zwischen der Kontroll- und den
Therapiegruppen. Dabei muss bedacht werden, dass es sich hierbei um die Untersuchung
nur der vier Tage tiberlebenden Tiere handelt. Es sind also gerade die Gehirne der Tiere,
die frithzeitig verstarben, nicht untersucht werden. Den Ergebnissen von Weber et al.
zufolge liegt eine positive Korrelation zwischen dem Nervenzellschaden und dem
moribunden Zustand der Tiere vor (Weber et al. 1988). Die Autoren unterzogen Gerbils
einer globalen zerebralen Ischdmie und beobachteten den klinischen Zustand in den Tagen
danach. Die Gehirne moribunder Tiere wurden dann fiir die histologische Auswertung des
Nervenzellschadens entnommen und der Nervenzellschaden dieser Tiere dem
Nervenzellschaden nicht moribunder Tiere gegeniiber gestellt. Es ldsst sich daher
vermuten, dass auch bei unseren Experimenten die Tiere, die friih verstorben waren, einen
ausgedehnten Nervenzellschaden hatten. Dies wiirde bedeuten, dass der
Nervenzellschaden besonders bei den Tieren, die mit dem Bl- und dem BI1/B2-

Antagonisten behandelt wurden, stirker ausgepragt war.
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S Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit sollten Storungen der zerebralen Mikrozirkulation insbesondere
im Hinblick auf die Aktivierung von Leukozyten-Endothelinteraktionen nach der globalen
zerebralen Ischdmie untersucht werden. Dariiber hinaus sollte die Rolle der beiden
Mediatoren Platelet-activating factor und Bradykinin bei der Aktivierung der Leukozyten-
Endothelinteraktionen aufgekldrt werden. Es sollte dabei auch der Einfluss der
Mikrozirkulationsstorungen und der beiden Mediatoren Platelet-activating factor und
Bradykinin auf das neurologische Defizit und den ischdmischen Hirnschaden
beriicksichtigt werden. Mit untersucht wurde das therapeutische Potenzial von PAF- und

Bradykinin-Rezeptorantagonisten in Hinblick auf die zerebrale Ischidmie.

Die globale zerebrale Ischdmie mit einer Dauer von 15 Minuten wurde an 153
mongolischen Wiistenrennméusen (Gerbil) durch Verschluss beider Aa. carotides
communes induziert. Vor und bis zu drei Stunden nach der Ischdmie wurden Aufnahmen
der oberflachlichen kortikalen Mikrozirkulation mit der intravitalen Epifluoreszenz-
mikroskopie durch ein transdurales Schidelfenster angefertigt. Die Tiere atmeten spontan
in Halothan-Maskennarkose, der arterielle Blutdruck wurde kontinuierlich iiberwacht und
die Korpertemperatur mit einer Heizplatte bei 37,0 "C gehalten. Mit dem
Fluoreszenzfarbstoff FITC-Dextran (MG 150 000) wurden die Gefélle kontrastiert,
Rhodamin 6 G diente zur in vivo Anfiarbung von Leukozyten. Die Analyse der intravital-
mikroskopischen Bilder erfolgte off-line mit einem Computer-unterstiitzten
Bildverarbeitungssystem. Als Parameter wurden die Leukozyten-Endothelinteraktionen,
die Durchmesser von Arteriolen und Venolen und die funktionelle Kapillardichte
quantitativ beurteilt. Zusétzlich konnte die zerebrale mikrovaskuldre Perfusion durch
Messung der arterio-venodsen Transitzeit bestimmt werden. Wiahrend einer
postischamischen Beobachtungszeit von vier Tagen wurde tdglich das neurologische
Defizit mit und danach histomorphologisch der ischdmische Hirnschaden erfasst. Der

PAF-Rezeptorantagonist WEB 2170 wurde in zwei verschiedenen Dosierungen, 2 und 20
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mg/kg KG, 15 Minuten vor Induktion der Ischdmie intravends injiziert. Der Bradykinin
B1-Rezeptorantagonist B 9858, der B2-Rezeptorantagonist CP 0597 und der kombinierte
B1/B2-Rezeptorantagonist B 9430 wurden jeweils als Bolus von 18 pg/kg KG 15 Minuten
vor der Ischdmie i.v. injiziert, gefolgt von einer kontinuierlichen subkutanen Infusion
mittels osmotischer Minipumpe in einer Dosierung von 300 ng/kg/min bis zum Ende des

Versuchs am Tag vier nach der Ischdmie.
Aus den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit konnen folgende Schliisse gezogen werden:

Die postischdmische Hypoperfusion, die fiir die Reperfusion nach der globalen zerebralen
Ischdmie charakteristisch ist, ist weder Folge einer arterioldren Vasokonstriktion noch
Folge des Verschlusses von Kapillaren. Nach dem Ende der Okklusion beider Aa.
carotides communes ist die Perfusion der kortikalen Kapillaren weitgehend erhalten, das
“no-reflow”-Phénomen tritt nach der globalen zerebralen Ischdmie mit einer Dauer von 15

Minuten nicht auf.

Das Rollen von Leukozyten wurde durch den PAF-Antagonisten nur tendenziell gechemmt.
Die Applikation von WEB 2170 mit einer Dosis von 20 mg/kg KG verminderte selektiv
die feste Adhidrenz von Leukozyten am venoldren Endothel in der frithen
Reperfusionsphase nach der globalen zerebralen Ischimie. Die Vasomotorik und die
zerebrale Durchblutung sind weder unter physiologischen Bedingungen noch wéhrend der
Reperfusion nach der globalen Ischimie durch den Mediator PAF reguliert. Das
neurologische Defizit nach der Therapie mit dem PAF-Antagonisten entspricht dem der
Kontrolltiere. Auch der Untergang selektiv vulnerabler Nervenzellen konnte durch die

Therapie nicht vermindert werden.

Bradykinin vermittelt sowohl das Rollen als auch die feste Adhdrenz von Leukozyten am
Gefidflendothel. Die selektive Blockade des B1l- und des B2-Rezeptors reduzierte die
Leukozyten-Endothelinteraktionen im gleichen AusmaR. Die kombinierte Blockade beider
Bradykininrezeptoren hatte keinen zusétzlichen hemmenden Effekt. Bei Antagonisierung
des B2-Rezeptors war der Durchmesser pialer Arteriolen wédhrend der frithen

Reperfusionsphase um bis zu 27 % reduziert. Daraus ldsst sich schlielen, dass die
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Aktivierung des B2-Rezeptors durch Bradykinin nach der globalen Ischidmie zur
arterioldren Vasodilatation fiihrt. Die Mortalitét der Tiere war bei der selektiven Blockade
des B1-Rezeptors und bei der kombinierten Blockade beider Rezeptoren signifikant
erhoht. Dies deutet darauf hin, dass die Aktivierung des Bradykinin B1-Rezeptors in der
Reperfusionsphase nach der globalen Ischdmie neuroprotektiv wirkt. Die zugrunde
liegenden Mechanismen sind noch weitgehend unklar, eine Erkldrung kann derzeit nicht

angeboten werden.

Die Entziindungsreaktion nach der globalen zerebralen Ischdmie bei der mongolischen
Wiistenrennmaus trdgt nicht zur Entwicklung des sekundidren Hirnschadens bei, ein
Zusammenhang zwischen dem Ausmal der Leukozyten-Endothelinteraktionen und dem
neurologischen Defizit oder der Uberlebensdauer liegt nicht vor. Die Hemmung der
postischdmischen Entziindungsreaktion nach der globalen zerebralen Ischidmie (z.B. nach

kardiopulmonaler Reanimation) beim Menschen erscheint daher wenig sinnvoll.

Beide in den Experimenten untersuchten Mediatoren, PAF und Bradykinin, tragen zur
Aktivierung der Leukozyten-Endothelinteraktionen bei. Die Antagonisierung beider
Mediatoren hat eine teilweise Reduzierung, allerdings nicht eine vollstindige Hemmung
der Leukozyten-Endothelinteraktionen zur Folge. Weiterfiihrende Untersuchungen an dem
von uns verwendeten Modell, z.B. mit der Antagonisierung weiterer Mediatoren
(Endothelin, Cytokine) oder der Blockade von Adhdsionsmolekiilen (Selektine, Integrine),
sollten die Aufklarung des Wechselspiels der zahlreichen potenziellen Mechanismen der
Aktivierung von Leukozyten nach der globalen zerebralen Ischimie moglich machen.
Dariiber hinaus ist der Vergleich der dargestellten Daten mit Ergebnissen aus
Experimenten mit einer fokalen, langer andauernden Ischdmie wichtig, um die Kenntnisse
tiber die postischdmischen Storungen der Mikrozirkulation erweitern zu konnen. Erst die
vollstindige Kliarung der komplexen und multifaktoriellen pathophysiologischen Prozesse,
die bei der zerebralen Ischdmie ablaufen, wird eine effektive Therapie des ischdmischen

Hirnschadens mdglich machen.
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