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1. Einleitung

1.1. Einfudhrung
Nach kardio-vaskularen Ereignissen und malignen Prozessen stehen zerebro-

vaskulare Erkrankungen an dritter Stelle der Todesursachen in der westlichen Welt
1% Eine wichtige Erkrankung aus der Familie der zerebrovaskularen Erkrankung ist
die Subarachnoidalblutung (SAB). Dies ist eine akute, lebensbedrohliche Blutung in
den Subarachnoidalraum, den Raum zwischen Arachnoidea und Pia Mater. Sie ist
am haufigsten durch die Ruptur eines Aneurysmas bedingt, kann jedoch gelegentlich
auch traumatische Ursachen haben. Die ersten klinischen Zeichen fir eine SAB sind
schlagartig einsetzende heftigste Kopfschmerzen, haufig mit Bewusstlosigkeit verge-
sellschaftet. Durch die Reizung der Hirnhaute sind fast immer Meningismus-Zeichen
vorhanden. Der rapide Anstieg des Hirndrucks kann zu Ubelkeit und Erbrechen fiih-
ren, manchmal sind jedoch auch nur unspezifische Zeichen wie ein Schmerz im Tho-
rax- und Schulterbereich die ersten Symptome. Nach Einlieferung in ein Kranken-
haus wird hier haufig mit Hilfe einer Computertomographie (CT) die Diagnose durch
den Nachweis von Blut im Subarachnoidalraum gestellt. Die Verteilung des Blutes
gibt aulRerdem einen Hinweis auf die Lokalisation des Aneurysmas. Die Sensitivitat
des CT sinkt von 98% innerhalb der ersten 12 Stunden nach Blutung auf 75% am 3.
Tag und auf 50% am 7. Tag. Ein unauffalliges CT kann bei kleinen oder Tage zuruck-
liegenden Aneurysmablutungen vorkommen. Die Kernspintomographie ist am 1. Tag
der Blutung mit modernen Flairsequenzen und dem Gradientenecho ahnlich sensitiv
wie das CT und kann Blutungen, die bereits Tage zurtickliegen, durch den Hamosi-
derinnachweis mit hdherer Sensitivitit aufzeigen >'*""32, Bei unklaren Befunden kann
daruber hinaus eine Lumbalpunktion durchgeflhrt werden, um Liquor zu gewinnen.
Dieser kann bei einer SAB durch Blutabbauprodukte gelblich gefarbt sein (xantoch-
romer Liquor), und es lassen sich Granulozyten nachweisen, die Hiamoglobin phago-
zytiert haben (Siderophagen). Jedoch gibt es bei der Lumbalpunktion auch falsch-
positive und falsch-negative Befunde *°. Einzig ein wasserklarer, unaufflliger Liquor
schlieRt eine SAB innerhalb der letzten 2-3 Wochen aus *°. Die Schwere einer SAB
wird seit 1968 nach Hunt und Hess ®° bzw. seit 1988 nach einer Klassifikation der
,World Federation Of Neurological Surgeons* (WFNS) '®® anhand der ,Glascow Co-

ma Scale” (GCS) wie folgt eingeteilt:



WFNS Hunt und Hess ‘
Grad GCS Kriterien

I 15 asymptomatisch, leichte Kopfschmer-

zen, leichter Meningismus

Il 14-13 starke Kopfschmerzen, Meningismus,
keine fokale Neurologie aulder Hirnner-

venstorungen

[l 14-13/Hemiparese = Somnolenz, Verwirrtheit, leichte fokale

Neurologie

v 12-7 Sopor, malige bis schwere Hemipare-

se, vegetative Storungen

\% 6-3 Koma, Einklemmungszeichen

Die SAB ist zwar mit 13 — 30/100000 nur fur 6-10% aller Schlaganfalle verantwortlich,
fuhrt jedoch mit 22 - 25% aller zerebro-vaskularen Todesfalle ausnehmend haufig
zum Tod und ist dartber hinaus Uberproportional fur volkswirtschaftliche Defizite ver-
antwortlich 231%%19 | etzteres liegt zum einen daran, dass ca. 70% aller Patienten
zwischen 25 und 65 Jahren alt sind und sich somit in einem volkswirtschaftlich pro-
duktiven Alter befinden und zum anderen an der hohen Rate der Morbiditat und Mor-
talitat. Beinahe 25% der Patienten versterben noch bevor sie das Krankenhaus errei-
chen und nur ungefahr 10% aller initial komatdsen Patienten erholen sich wieder
vollstandig. Ungefahr 70% der initial komatosen Patienten versterben in den ersten 6
Monaten, wobei 18 — 24% innerhalb der ersten 24 Stunden versterben. Weitere 24
Stunden spater betragt die Mortalitat ~35%. Nach einer Woche sind 33 — 41% und
nach 30 Tagen 40 — 49% verstorben. Dies zeigt deutlich, dass der initiale Schaden,
welcher durch die initiale Blutung und in den folgenden 48 Stunden erfolgt, den grof3-
ten Beitrag zur Mortalitét leistet ""'%°'*° Die wichtigste Ursache fiir die extrem hohe
Mortalitat und Morbiditat ist die sich entwickelnde zerebrale Ischamie, welche wiede-
rum zur neuronalen Zellschadigung und schlieRlich zum Zelltod fiihrt 2'. Somit stellt
5



sich die Frage, was schlieldlich zur Ischamie nach SAB fuhrt. Hierflr sind unter ande-
rem zwei wesentliche Pathomechanismen verantwortlich, deren genauer Beitrag zum
Schaden nach SAB bis heute nicht vollstandig verstanden ist: zum einen der drasti-
sche Anstieg des intrakraniellen Drucks (ICP) und andererseits das deutliche Absin-

ken der zerebralen Durchblutung (CBF).

1.2. Intrakranieller Druck

Der normale ICP bei gesunden Menschen liegt, je nach Koérperlage, zwischen 0 und
5 mm Quecksilbersaule (mmHg). Nach initialer Blutung wurden in Studien beim Men-
schen sehr breit gestreute Werte beobachtet, die zwischen 28 und tber 150 mmHg
lagen 3*°%77 Verschiedene Tiermodelle zeigten spezies- und methodenabhangig
Werte zwischen 60 und 120 mmHg 87899129.151.170 "Ajje Studien und Tiermodelle dh-
neln sich jedoch in der Erklarungsweise des Pathomechanismus: nach Ruptur des
Aneurysmas kommt es durch den Blutaustritt zunachst zu einem sprunghaften Ans-
tieg des ICP bis auf Hohe des mittleren arteriellen Drucks (MAP). Da sich der zereb-

rale Perfusionsdruck (CPP) nach der Formel
CPP = MAP - ICP

berechnet, sinkt mit Anstieg des ICP der CPP zunachst ab. Dieses wird mit Hilfe des
Cushing Reflexes partiell kompensiert. Der Cushing Reflex beschreibt einen reflekto-
rischen Anstieg des MAP bei Anstieg des ICP *’. Dieser Kompensationsmechanis-
mus ist jedoch begrenzt und kann den Abfall der zerebralen Durchblutung bei extrem
hohen ICP-Werten nicht verhindern. Da das menschliche Gehirn auf erhdhte ICP-
Werte sehr empfindlich reagiert, stellt der ICP Anstieg nach SAB eine ernste Bedro-
hung dar . Neben der direkten Einwirkung des austretenden Blutes spielt das sich
entwickelnde Hirnddem eine signifikante Rolle fur die Entwicklung des ICP. Nach
einer SAB entwickelt sich sehr rasch ein zytotoxisches Hirnddem. Dieses Hirnddem
wird in der Folge durch eine schwere Stérung der Bluthirnschranke, einer Stérung
der vaskularen Homdostase und einem konsekutiven Ubertritt von Fliissigkeit aus
den Gefalden in das Interstitium noch weiter verstarkt. Auch hier spielt wiederum die
Einbettung des Gehirnes in die starre Kalotte eine wesentliche Rolle, was die druck-
atrophische Schadigung des Gehirns durch das sich entwickelnde Gehirnédem noch

verstarkt 17358297



1.3. Zerebrale Durchblutung

Wie oben bereits erwahnt, sinkt die zerebrale Durchblutung unmittelbar nach der ers-
ten Blutung drastisch. Dies basiert zunachst einmal auf der Erniedrigung des zereb-
ralen Perfusionsdruckes. Jedoch bleibt der CBF beim Menschen 2-14 Tage nach
dem akuten Ereignis reduziert und zeigt nur eine langsame Erholungstendenz. Mit
Hilfe verschiedener bildgebender Verfahren, wie Single Photon Emission Computed
Tomography (SPECT), wurden Reduktionen des CBF auf 36% bis 85% im Vergleich
zu gesunden Kontrollprobanden gemessen **7>11813% Der Pathomechanismus der
langfristigen Reduktion des CBF ist bis heute nicht in allen Details geklart. Es handelt
sich mit Sicherheit um einen multimodalen Prozess, bei dem unter anderem folgende
Faktoren diskutiert werden: Anstieg von Endothelin, Oxyhamoglobin, freie Radikale
49.83.84.176. Apfall von Stickstoffmonoxid- (NO-) und Kohlendioxid- (CO,-) Reaktivitat
11.2659.63.73.115 Dje bekannteste und am meisten Diskutierte Komplikation nach einer
SAB stellt jedoch der Vasospasmus dar. Dieser wird haufig auch fur die Reduktion
des CBF verantwortlich gemacht. Jedoch sind beim Menschen innerhalb der ersten
zwei Tage nach SAB, in welchen bereits eine Reduktion des CBF nachgewiesen

werden kann in aller Regel keine Vasospasmen der grol3en Gefalde prasent.

1.4. Vasospasmus

Der Vasospasmus als eine Ursache fur die Mortalitat und Morbiditat nach SAB wird
seit 1949 diskutiert '°°. Ungefahr 50 — 70% aller Patienten mit SAB entwickeln einen
angiographisch nachweisbaren Vasospasmus, jedoch nur 19 — 46% zeigen daraufhin
die Symptome eines verzogerten ischamischen neurologischen Defizits (DIND)
100192 "1m klinischen Alltag wird der Vasospasmus jedoch meist nicht per Angiogra-
phie, sondern mit Hilfe der transkraniellen Dopplersonographie (TCD) bestimmt. Mit
Hilfe dieses nicht-invasiven Verfahrens konnen die FluRgeschwindigkeiten in den
grolReren HirngefalRen bestimmt werden. Beispielsweise ist bekannt, dass Flu3ge-
schwindigkeiten grofer 120 cm/s in der Arteria cerebri media (MCA) mit einer Kont-
raktion eben jenes GefiRes um ca. 50% korrelieren . Jedoch zeigen auch Patienten
mit einem weder angiographisch noch mittels TCD nachweisbaren Vasospasmus
haufig DIND’s "®'7%"%1 Zudem wirft der eingeschrankte Erfolg der etablierten Tripel-
H-Therapie die Frage auf, ob Vasospasmen der groRen Gefalde die Hauptrolle in der
Pathologie der SAB spielen. Tripel-H steht flr die Anfangsbuchstaben von Hyperten-
sion, Hypervolamie und Hamodilution. Das Prinzip dieser Therapie basiert auf der

Idee einerseits den Blutdruck zu erhohen und andererseits die Viskositat des Blutes
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herabzusetzen. Hiervon verspricht man sich eine Verbesserung der Durchblutung
des Gehirns. Die Hypervolamie und Hamodilution wird durch die Infusion von 500 —
1000 ml 10%iger Hydroxylathylstarke-Losung pro Tag und von 3000 — 10000 ml kris-
talloider Losung pro Tag erreicht. Als Mittel der Wahl zum Erreichen der Hypertensi-
on gilt eine kontinuierliche Infusion mit Dopaminhydrochlorid von 3 — 30 pg/kg KG pro
Minute. Bei geclippten Aneurysmata werden systolische Blutdruckwerte von bis zu
240 mmHg angestrebt. Jedoch hat auch diese Therapiemethode nur eingeschrankte
Erfolge **'%”. Da zudem mit Hilfe der Angiographie und der TCD nur eine Aussage
Uber den Zustand der groferen Hirngefalie getroffen werden kann und eine Redukti-
on des Durchmesser in den grof3en, Blut zuleitenden GefalRen des Gehirns nur eine
relativ geringe Reduktion des in der Peripherie gemessenen CBF nach sich zieht
4385 stellte sich sehr bald die Frage, ob VVasospasmen auch auf der Ebene der Mik-
rozirkulation existieren 1211313613717 'Erstmals wurde 2003 der Nachweis fiir Mikro-
vasopasmen beim Menschen gefiihrt '®”. Das Ziel unserer Arbeit war nun unter ande-
rem ein verlassliches tierexperimentelles Model fir die Untersuchung der Mikrova-

sospasmen zu entwickeln und diese dann eingehend zu quantifizieren.

1.5. Systemische Folgen der Subarachnoidalblutung

Zwar beschaftigt die SAB vornehmlich Arzte und Arztinnen aus dem neurologischen
Stoffgebiet (Neurologen, Neurochirurgen, Neuroradiologen...), jedoch gibt es auch
Komplikationen und Folgen der SAB, die nicht nur das zentrale Nervensystem betref-
fen. Sehr haufig ist das kardiovaskulare System nach SAB von Komplikationen be-
troffen. Aktuelle Studien zeigen hier eine Inzidenz von 39% bis 63% aller SAB Pa-
tienten °™%"7 Die haufigsten kardiovaskuldren Symptome sind das sogenannte
,gelahmte Mykoard“ mit vermindertem kardialen Schlagvolumen, wohingegen der
systemische Blutdruck und auch der pulmonar-arterielle Druck haufig erhoht sind.
Auch findet sich gehauft ein Anstieg der Herzenzyme, besonders der CK-MB und des

Troponin | 41148,

Der Anstieg des pulmonal-arteriellen Blutdrucks ist allerdings nicht die einzige Komp-
likation nach einer SAB die Lunge betreffend. 20% bis 80% aller Patienten nach ei-
ner SAB leiden entweder unter einer “acute lung injury® (ALI), einem ,acute respirato-
ry distress syndrome® (ARDS), einem ,neurogenic pulmonary edema“ (NPE), einer

Pneumonie oder erleiden pulmonale Embolisationen 848555,



Seit langer Zeit bekannt und in der Literatur gut beschrieben sind auch die endokri-
nologischen Komplikationen der SAB. Hier stehen an erster Stelle die Stérungen des
Natrium- und Wasser-Haushalts. 30 — 43% aller Patienten zeigen in der Akutphase
nach SAB eine Hyponatridme mit Serumnatriumwerten <135 mmol/l '*"1819 Dje
haufigsten Stérungen, welche den veranderten Werten zugrunde liegt ist einerseits
das ,Syndrom der inadaquaten ADH Produktion® (SIADH, Schwartz-Bartter-
Syndrom) und das ,zerebrale Salzverlustsyndrom® (CSW). Im Rahmen des SIADH
kommt es zu einer euvolamischen Hyponatriame durch eine vermehrte Produktion
bzw. Ausschittung des antidiuretischen Hormons (ADH) aus dem Hypothalamus.
Davon Abzugrenzen ist das CSW welches mit einer hypovolamischen Hyponatriame
ungeklarter Pathogenese einhergeht. Beide Storungen sind bei rechtzeitiger Diagno-

se - eine entsprechende Therapie vorausgesetzt — beherrschbar.

1.6. Thromben

Das Verhaltnis zwischen Thrombenentstehung und -aufldsung spielt eine aul3erst
wichtige Rolle in der Aufrechterhaltung der Durchblutungsverhaltnisse im menschli-
chen Organismus. Die Blutgerinnung des Menschen stitzt sich auf drei Grundbe-
standteile: die Thrombozyten, die plasmatischen Bestandteile sowie die Gefalde. Ei-
nige Studien haben bis dato eine vermehrte Aktivitat der Thrombozyten nach SAB
nahegelegt . Bei Patienten wurde ab drei Tage nach dem Blutungsereignis ein
signifikant erhéhter Wert an Thromboxan A; nachgewiesen, besonders deutlich wenn
die Patienten unter DIND’s litten 3% Thromboxan A; ist ein Prostaglandin, welches
Uber den Cyclooxygenaseweg mit Hilfe der Thromboxan-Synthase gebildet wird.
Thromboxan A; aktiviert die Thrombozytenaggregation durch Bindung an den
Thromboxan-Rezeptor auf Thrombozyten und ist durch seine Bindung an die glatte
Muskulatur dariiber hinaus ein sehr potenter Vasokonstriktor *°. Somit ist eine er-
hdhte Konzentration an Thromboxan Az im Blut von Patienten ein direkter Hinweis
auf eine Uber die MalRen ablaufende Aktivierung von Thrombozyten und kénnte auch
zur Entstehung des Vasospasmus beitragen. Auch tierexperimentelle Daten spre-
chen fur eine Beteiligung der Thrombozytenaggregation an der Pathophysiologie der
SAB. Diese haben gezeigt, dass sowohl alleine die Ruptur einer Arterie als auch das
Vorhandensein von Blut an der abluminalen Seite einer intakten Arterie eine ver-
mehrte Thrombozytenaggregation bewirken kann ®. Wie bereits erwahnt, spielt je-
doch nicht nur die Aggregation selbst eine Rolle fur die Hamostase, sondern deren

Verhinderung. Und genau dies ist ebenfalls nach SAB gestort .
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1.7. Wirkung von Kohlendioxid

Kohlendioxid ist einer der wichtigsten Regulatoren der zerebralen Durchblutung und
Homdostase 12", Auf welche Art und Weise CO, genau wirkt, ist bis heute nicht in
allen Details verstanden. Es ist bekannt, dass ein Anstieg des arteriellen Kohlendio-
xid-Partialdruckes (PaCO,) einen Anstieg des second Messengers ,zyklisches Gua-
nosinmonophosphat“ (cGMP) in der glatten Muskulatur der Arteriolen nach sich zieht.
Dieser Anstieg von cGMP wiederum aktiviert membran-gebundene sarkoplasmati-
sche Calcium-Pumpen, welche das intrazellulare Calcium in das sarkoplasmatische
Retikulum pumpen und somit die intrazellulare Calcium-Konzentration reduzieren. Da
an Calmodulin gebundenes Calcium fir die Aktivierung der Myosin-Leichtketten-
Kinase (MLCK) erforderlich ist, welche wiederum die Myosin-Leichtkette (MLC)
phosphoryliert, was zur Kontraktion fuhrt, sorgt die Entfernung des Calciums aus
dem Intrazellularraum fur eine Relaxierung der glatten Muskelzelle und somit zu ei-
ner Zunahme des GefaRdurchmessers "#'%. Seit den 1970ern wird eine Stérung in
der zerebralen CO, Reaktivitat nach SAB diskutiert. Hierflr gibt es sowohl Hinweise
bei Patienten als auch in verschiedenen Tiermodellen '22%31,6163.105122.151.160 " jaqoch
waren diese Hinweise bislang nur indirekt. Entweder wurde die Reaktion von CO, auf
die Durchblutung mit TCD, Radiographie oder einem anderen Verfahren bestimmt
62152 oder es wurde eine Angiographie durchgefiihrt **''®. Bis jetzt gab es kein Tier-
modell, welches die Veranderungen der CO,-Reaktivitat direkt sichtbar machen

konnte. Ein solches Modell zu entwickeln war Ziel unserer Forschungen.
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2. Material und Methoden

Die Untersuchungen wurden von 2005 bis 2008 im Institut fUr chirurgische Forschung
der Ludwig-Maximilians-Universitat in der Arbeitsgruppe fur experimentelle For-
schung (Leitung: Prof. Dr. med. N. Plesnila) mit Genehmigung der Regierung von
Oberbayern (Tierversuchsantrag 552-1-54-2531-6-04) durchgefuhrt.

2.1. Versuchstiere

Die Experimente wurden an mannlichen C57/BI6 Mausen (Charles River, Sulzfeld,
Deutschland) mit einem Gewicht von 20 — 25g durchgefuhrt, entsprechend einem
Lebensalter von 6 — 12 Wochen. Die Tiere wurden im Tierstall des Instituts fur Chi-
rurgische Forschung mit freiem Zugang zu Wasser und Futter (Trockenfutter, Ssniff
Spezialdiaten, Soest, Deutschland, mit 18000 I.E./kg Vitamin A, 1280 |.E./kg Vitamin
D3, 120 mg/kg Vitamin E) gehalten. Die Tierkafige wurden in einem vollklimatisierten
Raum bei ca. 20°C und ungeféahr 60% Luftfeuchtigkeit untergebracht. Uber eine Zeit-

schaltuhr wurde ein konstanter zwolfstiindiger Tag-/Nachtrhythmus eingehalten.
2.2. Versuchsdurchfihrung

2.2.1. Narkose

Die Einleitung der Narkose erfolgte durch eine intraperitoneale Injektion einer Kombi-
nation aus 0,5 mg/kg KG Medetomidin (Domitor, Pfizer GmbH, Karlsruhe, Deutsch-
land), 5 mg/kg KG Midazolam (Midazolam-Hameln, Hameln Pharmaceuticals, Ha-
meln, Deutschland) und 0,05 mg/kg KG Fentanyl (Fentanyl, Pfizer GmbH, Karlsruhe,
Deutschland). AnschlieRend erfolgte die Intubation unter Sicht in 45° Kopfhochlage-

Abbildung 1. Tubus

11



rung mit Hilfe eines OP-Mikroskops (OpMi-1, Carl Zeiss, Jena, Deutschland). Die
korrekte Lage des Tubus wurde durch die Mikrokapnographie kontrolliert (MicroCap-
noGraph C1240, Columbus Instruments, Columbus, USA); eine deutlich sichtbare
CO,-Kurve auf dem Mikrokapnographen diente zusatzlich zur Sicht als ein sicheres
Zeichen fiir eine gelungene Intubation. Als Tubus diente eine Eigenkonstruktion '%,
bestehend aus einer Venenverweilkanule der GroRe 20 Gauge. Sie wurde in der
Lange auf 1,2 cm gekurzt. DarUber hinaus wurde das Ansatzstiuck mit einem Loch
versehen, passend fur die Me3sonde der Mikrokapnographie. Nach erfolgreicher In-
tubation wurde das Tier mit einem Kleintier-Respirator (Minivent Typ 845, Hugo
Sachs Elektronik, March-Hugstetten) verbunden und mit einem Gasgemisch aus
35% Sauerstoff und 65% Raumluft beatmet.

2.2.2. Beatmungsparameter

Die Beatmung wurde bezuglich Atemfrequenz und endtidalem Kohlendioxidpartial-
druck (PerCOy) durch einen Mikrokapnographen kontrolliert. Das Gerat bestimmt die
Atemfrequenz und den Pe71CO, mit einer Frequenz von 10 Hz. In seiner Messkam-
mer wird mit Hilfe von Infrarotlicht, einem optischen Bandpassfilter und einem Detek-
tor die Konzentration an CO3 in der Probe gemessen. Die Beatmung wurde mit einer
Atemfrequenz zwischen 130 und 175 Atemzugen pro Minute und einem Atemzugvo-
lumen zwischen 200 und 225 ul so gesteuert, dal} der PerCO; sich zwischen 35

mmHg und 45 mmHg befand.

2.2.3. Rektale Temperaturkontrolle

Nach Einleitung der Narkose wurde eine Temperatursonde rektal eingefuhrt und mit
einem Temperaturregler (FHC Temperature Controle, Bowdoinham, USA) verbun-
den, welches Uber eine Heizplatte, auf der die Maus platziert wurde, die Kdrpertem-

peratur bei 37°C konstant hielt.

2.2.4. Praparation der Hirndruckmessung

Das Tier wurde in Bauchlage positioniert und die Kopfhaut medial ca. 1 cm lang inzi-
diert. Nach Entfernung der Galea aponeurotica wurde der rechte Musculus tempora-
lis dargestellt. Dieser wurde von oben inzidiert und stumpf nach lateral gedrangt.
Orientierend wurde die durchschimmernde Arteria cerebri media aufgesucht und
kaudal von dieser ein Bohrloch zur Einbringung der ICP-Sonde gefrast (Bohrmaschi-
ne: Uni-Drive N, Paggen Werkzeugtechnik, Starnberg, Deutschland; Fraskopf: Aes-

culap GD870R, 0,5x5,1 mm, B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland).
12



Anschlieend wurde die ICP-Sonde (Codman MicroSensor Basic, Codman, Norders-
tedt, Deutschland) epidural eingebracht. Die Sonde wurde an der Kalotte mit Hilfe
von Knochenzement (Poly-F Plus Bondex, Dentsply DeTrey, Konstanz, Deutschland)
fixiert und anschlieend mit dem ICP-Monitor (ICP Express, Codman, Norderstedt,
Deutschland) verbunden. Dieser Monitor liefert mit einer Auflésung von 1 Hz den

gemessenen Hirndruck in mmHg.

2.2.5. Induktion der Subarachnoidalblutung

Das Tier wurde nun in Ruckenlage positioniert und die SAB durch ein modifiziertes
Fadenmodell nach Bederson induziert . Hierfiir wurde auf der linken Seite ca. 1 mm
lateral der Medianlinie ein Hautschnitt vom Sternum bis zur Mandibula ausgefuhrt.
Nach Darstellung der Carotis-Gabel wurde zunachst die Arteria thyroidea ligiert. Der
Knoten der Ligatur dieses Gefaldes hilft bei den folgenden Schritten. Anschlieend
wurde die Arteria carotis externa ca. 0,3 cm distal der Bifurkation legiert. Als nach-
stes wurde ein weiterer Ligaturfaden ca. 0,1 cm distal der Bifurkation vorgelegt. Nach

Clipping der Arteria carotis communis und interna wurde die Arteria carotis externa

Arteria carotis externa

Arteria thyroidea

Artena carotis communis

Abbildung 2. Fadenmodel der SAB, modifiziert nach Bederson et. al.

mit einer Mikroschere zwischen den beiden Ligaturen eroffnet und ein monofiler Fa-
den (Prolene 5-0, Lange 3cm, Ethicon, Norderstedt, Deutschland) in die Arteria caro-
tis externa eingefuhrt. AnschlieRend wurde dieser Faden mit der vorgelegten Ligatur

fixiert und das Gefald damit abgedichtet. Nach Entfernung der beiden Clips wurde die
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Arteria carotis externa durchtrennt und der Perforationsfaden in die Arteria carotis
interna vorgeschoben. Daraufhin wurde der Faden innerhalb der Arteria carotis inter-
na vorangeschoben bis ein prompter, massiver ICP-Anstieg beobachtet wurde. Dies
ist das Zeichen fiir die erfolgte Auslésung der SAB '*°. Sofort nach Beobachtung des
ICP-Anstieges wurde der Perforationsfaden bis in den Stumpf der Arteria carotis ex-
terna zurtickgezogen und dieses Gefal® mit Hilfe der Ligatur anschliel3end verschlos-
sen. Wahrend des gesamten Eingriffes betrug die Verschlusszeit der Arteria carotis
interna maximal 3 Minuten. Anschliel3end wurde die Wunde vernaht (Ethibond 5-0,
Ethicon, Norderstedt, Deutschland). Nach Entfernen der ICP-Sonde wurde die Kopf-
haut mit einem Faden der gleichen Starke verschlossen. Die Narkose wurde mit ei-
ner Kombination aus 2,5 mg/kg KG Atipamezol, 0,5 mg/kg KG Flumazenil und 1,2
mg/kg KG Naloxon antagonisiert und das Tier nach wiedererlangen der Reflexe ex-
tubiert und in den Tierkafig zurickgelegt. Danach wurde der Kafig fur 24 Stunden in
einem Inkubator bei 32°C und 25% Luftfeuchtigkeit gelagert.

2.2.6. Uberleben und neurologischen Funktion nach SAB

Nach erfolgter SAB wurde eine Kontrollgruppe, bestehend aus sechs Tieren, fur sie-
ben Tage beobachtet. Das Uberleben sowie das Kérpergewicht wurde taglich zur
gleichen Uhrzeit gemessen. Um auszuschliel3en, dal} die beobachtete Mortalitat und
die Veranderungen im Gewichtsverlauf auf eine Infektion nach der erfolgten SAB
Operation zurlckzuflihren ist, wurde einer weiteren Gruppe aus sechs ebenfalls ope-
rierten Tieren nach SAB fur sieben Tage taglich zur selben Zeit 1 ml’kg KG eines
2,5%igen Antibiotikums (Enrofloxacin Baytril®, Bayer HealthCare, Leverkusen,
Deutschland) subkutan appliziert °®'%° und auch in dieser Gruppe das Uberleben

und der Gewichtsverlauf in den folgenden sieben Tagen verfolgt.
2.2.7. Vorbereiten der Intravitalmikroskopie

2.2.7.1. Narkose
3 Stunden bzw. 24 Stunden nach Induktion der SAB wurde die Narkose erneut wie

unter 2.2.1. beschrieben eingeleitet.

2.2.7.2. Blutdruckmonitoring
Zur kontinuierlichen Blutdruckmessung wurde ein Katheter mit angeschlossenem
Drucksensor in die Arteria femoralis eingefuhrt. Hierflr wurde das Tier auf dem

Ricken positioniert, das linke Bein in gestreckter Haltung fixiert und die Haut des

14



Beines ventral ca. 2 cm inzidiert, die Faszien durchtrennt, die Muskulatur stumpf zur
Seite gedrangt und die Arteria und Vena femoralis dargestellt. Zunachst wurde die
Arteria femoralis distal legiert und anschlieRend eine Ligatur um die Arterie vorgelegt.
Nach dem die Arterie proximal mit einem Clip verschlossen wurde, wurde sie inzidiert
und ein Katheter (Aussendurchmesser: 0,61 mm, Innendurchmesser: 0,28 mm, Poly-
thene Katheter, SIMS Portex, GroRbritannien) eingeflhrt. Der Katheter war mit einem
Druckwandler (DTX Plus DT-XX, Becton-Dickinson Medical, Heidelberg, Deutsch-
land) verbunden, dessen Daten mit Hilfe einer Analog-Digital Wandlerkarte (Adlink
AD 9112, Dusseldorf, Deutschland) und einer Datenerfassungssoftware (DasyLab
5.0, measX, Monchengladbach, Deutschland) auf einem PC angezeigt wurden. Um
einen Verschluss der Arterie zu verhindern, wurde der Katheter kontinuierlich mit ei-
ner 0,9%igen NaCl-Losung mit einer Flufrate von 0,4 ml/h mit Hilfe einer Infusions-
pumpe (Perfusor Secura, B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) perfun-
diert.

2.2.7.3. VenoOser Zugang
Um den fir die Intravitalmikroskopie bendétigten Farbstoff (siehe 2.3.8.1.) zu applizie-
ren, wurde ein Katheter mit denselben Abmessungen mit der oben beschriebenen

Technik in die Vena femoralis des linken Beines eingebracht.

2.2.7.4. Trepanation

Fur die nun folgenden Schritte wurde das Tier in Bauchlage gedreht und mit dem
Kopf in einer stereotaktische Halterung fixiert, um eine Bewegung beim Frasen des
Schadelfensters und bei den anschlieRenden Messungen sicher auszuschlieen.
Nach Wiederer6ffnung des Hautschnittes an der Kopfhaut, welcher nach der SAB
verschlossen wurde, wurde die Kopfhaut mit vier Faden (Ethibond 5-0, Ethicon, Nor-
derstedt, Deutschland) am rostralen und kaudalen Ende des Hautschnittes durchsto-
chen, aufgespannt und somit ein Trichter von ca. 1 cm Héhe erzeugt. Die Galea
aponeurotica und das Periost wurde auf der linken Seite sorgfaltig entfernt. Mit einem
elektrischen Bohrer (Uni-Drive N, Paggen Werkzeugtechnik, Starnberg, Deutschland)
und einem darin eingespannten Fraskopf (Aesculap GD870R, 0,5x5,1 mm, B. Braun
Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) wurde nun die Kalotte unter kontinuierli-
cher Kuhlung bis auf die Lamina interna abgefrast. Der dabei entstehende Knochen-
deckel der Abmessungen 0,5 x 0,5 cm wurde vorsichtig mit einer Pinzette entfernt.

Dabei wurde besonders darauf geachtet, die Dura mater zu schonen. Tiere mit ver-
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Abbildung 3. Schema eines Mausschadels und Lokalisation
der Trepanation

letzter Dura mater wurden vom Versuch ausgeschlossen, da durch eine verletzte
Dura mater eine zuverlassige Intravitalmikroskopie nicht moglich ist. Kleinere Blutun-
gen aus den Gefalden der Kalotte, welche nicht durch das Frasen kauterisiert wur-
den, wurden mit kleinen Saugtupfern (Sugi, Kettenbach, Eschenburg, Deutschland)
gestillt. Sofort danach wurde der durch das Spannen der Hautfaden entstandene
Trichter mit 0,9%iger NaCl-Ldsung gefullt, um ein Austrocknen der Dura mater zu

verhindern.
2.2.8. Intravitalmikroskopie

2.2.8.1. Anfarben des Plasmas

Mit Hilfe des vorher gelegten venésen Zuganges wurden nun 0,15 ml einer 0,5%igen
Ldsung von Fluoresceinisothiocyanat gebunden an Dextran (FITC-Dextran, Sigma
Chemicals, Deisenhofen, Deutschland) appliziert. Dieses FITC-Dextran mit einem
Molekulargewicht von 150.000 Dalton farbt das Plasma an (Exzitationsmaximum:
473 nm; Emmisionsmaximum: 514 nm) und ermoglicht somit das Sichtbarmachen

der pialen GefaRe der Maus *+'*4.

2.2.8.2. Durchfihrung
Das Versuchstier wurde nach den abgeschlossenen Vorbereitungen in der stereotak-

tischen Halterung mit dem Schadelfenster unter das Mikroskop auf einen von einem
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Schrittmotor (IXE.C, Phytron, Grébenzell, Deutschland) getriebenen Kreuztisch
(Leitz, Minchen, Deutschland) gelegt. Die Schrittmotoren waren elektronisch Gber
einen PC und die entsprechende Steuerungssoftware (AlphaComm V3.4.2, Phytron
Elektronik, Gréobenzell, Deutschland) in 1 um Intervallen steuerbar. Durch die Anzei-
ge und Aufzeichnung der jeweiligen Koordinaten des Kreuztisches konnten die iden-
tischen GefalRsegmente Uber den gesamten Versuchszeitraum wieder aufgesucht,
aufgezeichnet und anschlie3end analysiert werden. Fur die Fluoreszenz-
Epiiluminatoren ° (L3, Ploemopak, Leica, Miinchen, Deutschland) wurde eine 75 Watt
Xenon Lampe (XBO 75 W/2, Leitz, Minchen, Deutschland) als Lichtquelle benutzt.
Zunachst passierte das Licht einen 7mm Hitzefilter (Leitz, Minchen, Deutschland)
und eine Irisblende (Leitz, Minchen, Deutschland), gefolgt von einem Anregungsfilter
(Bandpassfilter 450 — 490 nm, Leitz, Munchen, Deutschland). Nachdem das Licht
Uber einen Teilerspiegel mit Reflexionskurzpassfilter (510 nm, Leica, Mlnchen,
Deutschland) gelenkt wurde, passierte es die Objektive (Salzwasser-
Immersionsobjektiv 25x, 0,6 nummerische Apertur oder Objektiv 10x, 0,22 nummeri-
sche Apertur, Leitz, Wetzlar, Deutschland) und fiel auf das Schadelfenster. Das
FITC-Dextran wurde hierdurch angeregt und erzeugte ein Fluoreszenzlicht der Wel-
lenlange 520 nm. Dieses gelangte durch das Objektiv zum Reflexionskurzpassfilter,
an dem es aufgrund seiner groReren Wellenlange abgelenkt wurde und im folgenden
Uber einen Sperrfilter (Bandpassfilter 520 — 525 nm, Leica, Munchen, Deutschland)
und einen weiteren Spiegel zum Okular (Periplan 10x, Leitz, Wetzlar, Deutschland)
bzw. direkt Gber einen C-Mount-Adapter an eine Kamera weitergegeben wurde. Bei
dieser Kamera handelt es sich um eine Silizium Intensified Target (SIT) Restlichtka-
mera (C2400-08, Hamamatsu Photonics, Herrsching, Deutschland), welche durch
eine besonders hohe Empfindlichkeit im Wellenlangenbereich von 400-650 nm cha-
rakterisiert ist. Die Bilder wurden mit einem Videorekorder (AG-7350, Panasonic,
Minchen, Deutschland) mit einer Frequenz von 50 Halbbildern/Sekunde auf S-VHS
Videobandern (MQSE-120, Sony, Kdln, Deutschland) aufgezeichnet. Ein Videozeit-
generator (For.Videotimer, Phytron Elektronik, Grobenzell, Deutschland) erzeugte ein
Zeit- und Datumssignal, welches simultan in das Videosignal eingespeist und mit
aufgezeichnet wurde. Parallel wurden die Bilder auf einem Trinitron Farbvideomonitor
(PVM-2730, Sony, Koln, Deutschland) angezeigt und konnten somit in Echtzeit ver-

folgt werden.
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2.2.8.3. Auswertung

Die Bilder, die bei der Intravitalmikroskopie entstanden, wurden mit Hilfe eines Video-
rekorders (AG-7350, Panasonic, Munchen, Deutschland) und einem Videomonitor
(PVM-2730, Sony, Koln, Deutschland) wiedergegeben. Die gewunschten Einzelbilder
wurden mit Hilfe einer Videokarte (Matrox, Dorval, Kanada) digitalisiert und mit einer
PC-gesteuerten Bildauswertungssoftware (Caplmage, Ingenieurbiro Dr. Zeintl, Hei-
delberg, Deutschland) ausgewertet. Auf dem Computersystem mit einem 15“ Monitor
wurde eine 790-fache Vergrolierung erreicht. Da die Auflosung des Videosystems
bei 768x576 Bildpunkten festgelegt ist, lag die PixelgroRe horizontal bei 0,7067 um
und vertikal bei 0,5155 pym. Folglich liegt die Messgenauigkeit des Systems bei + 1-
1,4 um.

2.2.8.4. Bestimmung des GefalRdurchmessers

Der Durchmesser der Gefal’e wurde nach Beendigung der Versuche mit Hilfe der
Videoaufnahmen bestimmt. Auf den Aufnahmen war deutlich die Grenze zwischen
dem leuchtendem, mit FITC-Dextran angefarbten Plasma und dem dunklen Endothel
zu erkennen. Die dabei ersichtlichen Gefalkgrenzen wurden mit dem Cursor angek-
lickt und eine Linie moglichst orthogonal zum Gefalverlauf gezogen. Die Bildauswer-
tungssoftware misst die Anzahl der Pixel entlang der gezogenen Linie und berechnet
daraus die tatsachliche Lange, in diesem Fall den Durchmesser des zu untersuchen-
den Gefalies. Jede Messung wurde dreimal ausgeflihrt und der Mittelwert hieraus
gebildet, um die Messgenauigkeit weiter zu verbessern. Der hierbei ermittelte Wert

wurde als Gefalldurchmesser notiert (Abb. 4).

Abbildung 4. Schematische Darstellung der Bestimmung des Gefai-
durchmessers bei Vasospasmen. Die drei jeweils nebeneinanderstehen-

den Messungen wurden gemittelt, um den GefaRdurchmesser zu erhalten.
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Sollten Anderungen des GefaRdurchmessers eines einzelnen Gefales Uber die Zeit
bestimmt werden, wurde zunachst einmal der erste - wie oben beschrieben — ge-
messene GefalRdurchmesser als Baseline herangezogen und als Referenzwert auf
100% gesetzt. Alle folgenden Durchmesser wurden als Prozentsatz des ersten ge-
messenen Durchmessers berechnet. Somit konnte ein relativer Verlauf des Durch-
messers eines einzelnen Gefalles bestimmt werden. Falls Vasospasmen sichtbar
waren, wurde ein leicht hiervon abweichendes Schema genutzt. Zunachst wurde die
Stelle mit dem grof3ten Durchmesser dreimal gemessen und dieser Wert als Baseline
genommen. Bei sich direkt daneben befindlichen Vasospasmen wurde die schmalste
Stelle als Referenzwert herangezogen und schliefl3lich Baseline- und Referenzwert

miteinander verglichen (Abb. 5).

Abbildung 5. Schematische Darstellung der Bestimmung des
GefalRdurchmessers. Die drei Messungen wurden gemittelt,

um den GefaRdurchmesser zu erhalten.

2.2.8.5. Quantifizierung von Thromben

Bei der Auswertung der intravitalmikroskopisch gewonnenen Bilder fiel auf, dal® es
bei den vorhergegangenen Versuchen in den pialen Gefallen zur Thrombenbildung
kam. Diese imponierten durch ein deutlich am Endothel hangendes Konglomerat,
welches durch die Reduktion des Plasmaflusses im Randbereich hell aufleuchtete.
Die Anzahl dieser Thromben wurde ebenso bestimmt wie der zeitliche Verlauf ihres
Auftretens, was aufgrund der mit aufgezeichneten Zeitdaten des Videozeitgenerators
madglich war. AuRerdem wurde festgehalten, ob der Thrombus in einem nicht-

spastischen oder spastischen Gefald angesiedelt war.
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2.2.9. Untersuchungsmethoden der pialen Mikrozirkulation

2.2.9.1. Aufsuchen der Gefal3e

Nach Positionierung des Versuchstieres wurde das Schadelfenster horizontal ausge-
richtet. Zunachst wurde mit der UbersichtsvergroRerung (Objektiv 10x) die piale Mik-
rozirkulation dargestellt, um eine Ubersicht (iber das zu untersuchende Areal zu er-
moglichen. Als nachstes wurden Arterien und Arteriolen aufgesucht und als Aste der
Arteria cerebri media identifiziert. Venen und Arterien unterscheiden sich schon vom
bloRen Aspekt. Arterien treten eher vom lateralen Rand in das Beobachtungsfeld,
gabeln sich immer weiter und dinnen sich schlielich bis in die kapillare Ebene aus.
Venen hingegen laufen eher aus dem zentralen Beobachtungsfeld in den parietal

laufenden Sinus sagittalis.

Abbildung 6. Exemplarische Ubersichtsaufnahme der intravitalmikrosko-

pisch betrachteten Region. Venen und deren Flu3richtung sind blau mar-

kiert, Arterien und deren FluBrichtung im Gegensatz dazu rot.
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Ein weiteres wichtiges Kriterium zur Unterscheidung von Venen und Arterien war die
Stromungsrichtung. An einer Gefaltgabel divergiert der Fluss von Arterien, wohinge-
gen der Fluss von Venen konvergiert. Die Flufdrichtung war jederzeit an Hand der
Bewegung der Erythrozytenschatten im hell leuchtenden Plasma deutlich zu erken-

nen.

2.2.9.2. Beatmung mit verschiedenen Frequenzen

Da die Untersuchung derselben Gefaltabschnitte aus technischen Griinden nicht
madglich war, bendtigten wir fir die Identifizierung und Quantifizierung des Vasos-
pasmus eine BezugsgroRe. Unsere erste Uberlegung war, mit Hilfe einer Hyperkap-
nie die Arterien zu dilatieren. Sollten die Gefalde nach einer SAB im Durchschnitt en-
ger und somit spastisch sein, sollten sich diese bei einer Hyperkapnie um eine star-
kere Differenz dilatieren als dies bei gesunden Tieren der Fall ware. Dies ware somit
ein indirekter Hinweis auf eine starkere, spastische Kontraktion der Gefalte nach
SAB. Aus diesem Grund wurden zunachst drei Versuchsgruppen von Tieren gebildet.
Jede Gruppe bestand aus sechs Tieren, mit jeweils ahnlichem Gewicht und Alter.
Eine Gruppe bestand aus Tieren, die keine SAB Operation durchlaufen hatten (im
Folgenden ,Kontrolle® genannt). Eine Gruppe wurde drei Stunden nach SAB weiter
untersucht (im Folgenden ,,3h SAB® genannt) und eine weitere Gruppe 24 Stunden
nach SAB (im Folgenden ,24h SAB“ genannt). In allen drei Gruppen liefen die Expe-
rimente nach dem gleichen Protokoll wie folgend beschrieben ab. Nach Induktion der
SAB nach dem unter 2.3.5. erlauterten Model wurde nun, wie in 2.2.8.2. erklart, das
Tier mit dem Kraniotomiefenster unter das Intravitalmikroskop gelegt und die zu un-
tersuchende Region im Stromgebiet der Arteria cerebri media dargestellt. Es wurden
die Venen, welche im Sinne von Briickenvenen in den Sinus sagittalis drainieren,

dargestellt und von den arteriellen Asten der Arteria cerebri media unterschieden.

10 min. 10 min. 10 min. 10 min.
Normo- Hyper- Normo- Hypoventilation

Abbildung 7. Zeitablauf der verschiedenen Beatmungsfrequenzen
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Von diesen Asten wurden drei Arterien fir die folgenden Untersuchungen ausge-
wahlt. Diese sollten jeweils Uber eine Gabelung verfligen und von mittlerem Durch-
messer sein (30 — 40 ym). Zunachst wurde das erste Gefald aufgesucht und der Sta-
tus quo fur 15 Sekunden auf Videoband festgehalten. AnschlieRend wurde zum
nachsten Gefald ibergegangen und der Vorgang wiederholt. Nachdem auf diese
Weise alle drei Gefalke dargestellt wurden, wurde mit Hilfe der durch die Steuerungs-
software des Kreuztisches angegebenen Koordinaten nach 5 Minuten der MelRzyklus
wie oben beschrieben wiederholt. Diese Messungen wurden bei den nachfolgenden
Auswertungen wie unter 2.2.8.4. beschrieben als Grundlage zur Bestimmung der
Baseline genutzt. AnschlieRend wurden die Tiere mit einer Frequenz von 250 Atem-
zugen pro Minute hyperventiliert. Nach funf Minuten Hyperventilation wurden die Ge-
falle wie oben beschrieben wieder aufgesucht und aufgezeichnet. Weitere funf Minu-
ten Hyperventilation spater wurde dieser Vorgang ein weiteres Mal wiederholt. Dar-
aufhin wurden die Tiere wieder mit ihrer Ursprungsfrequenz von 150-170 Atemzigen
pro Minute beatmet und die MefRsequenz mit jeweils funfminttigem Abstand erneut
wiederholt. Nachdem die zehn Minuten bei erneuter Normoventilation beendet war-
en, wurden die Tiere hypoventiliert mit einer Frequenz von 70 Atemzugen pro Minute
und ein weiteres Mal die genannte Mel3sequenz durchlaufen. Zwei Minuten nach je-
der Anderung der Beatmungsparameter wurden den Tieren Uber den arteriellen Ka-
theter Blutproben abgenommen und in diesen der pH, Sauerstoffpartialdruck (PaO3)
und der Kohlendioxidpartialdruck (PaCQ,) bestimmt, um die Anderung der Blutgase
zu verfolgen. Alle hierbei aufgezeichneten Bilder wurden nach Beendigung der Ver-

suche wie unter 2.3.8.4. beschrieben ausgewertet.

2.2.9.3. Beatmen mit 10% Kohlendioxid

Da mit der oben erwahnten Methode der Hypoventilation einzig eine Hyperkapnie bis
zu einem gewissen oberen Grenzwert erreicht werden kann, stellte sich die Frage,
wie die Gefalie auf eine exogene Zufuhr von 10% Kohlendioxid und daraufhin fol-
gend auf eine Hyperkapnie jenseits aller physiologisch erreichbaren Grenzen reagie-
ren wurden. Um dies zu untersuchen, wurden drei Versuchsgruppen mit je n=6 ge-
bildet. Alle Gruppen bestanden aus sechs Tieren mit ahnlichem Gewicht und Alter.
Eine Gruppe erhielt iberhaupt keine Operation vor der Intravitalmikroskopie (im Fol-
genden genannt ,Kontrolle®). Eine weitere Gruppe wurde drei Stunden nach SAB
(,3h SAB") und eine Gruppe 24 Stunden nach SAB (,24h SAB®) untersucht. Wie

oben erwahnt, wurden pro Tier drei reprasentative Arterien aufgesucht und diese im
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Verlauf fir jeweils 10 Sekunden aufgezeichnet. Diese Aufzeichnungen wurden

jeweils dreimal alle 15 Minuten wiederholt. Nachdem nun fur 45 Minuten ein stabiler

45 min. 15 min.
Baseline CO,

Abbildung 8. Zeitablauf der Beatmung mit Kohlendioxid

Baselinewert fur den GefaRdurchmesser bestimmt wurde, wurden die Tiere an-
schlieend mit einem Gemisch aus 10% Kohlendioxid, 35% Sauerstoff und 55% Luft
beatmet. Zwei Minuten nach Beatmung mit 10%igen CO; wurden den Tieren Uber
den arteriellen Katheter Blutproben abgenommen und in diesen der pH, Sauerstoff-
partialdruck (PaOz) und der Kohlendioxidpartialdruck (PaCO,) bestimmt, um die An-
derung der Blutgase zu verfolgen. Funf Minuten nach Beginn der Beatmung mit Koh-
lendioxid wurden die zuvor untersuchten Gefal3e erneut aufgesucht und die Bilder
aufgezeichnet. Nach weiteren zehn Minuten Beatmung wurde der Vorgang wieder-
holt. Die Auswertung der so gewonnen Bilder erfolgte anschlieRend nach Abschluss

des Versuches.

2.2.9.4. Anwendung von Papaverin
Bei Papaverin handelt es sich um ein toxisches, betaubendes Alkaloid, welches urs-

prunglich als Extrakt aus der Schlafmohnpflanze gewonnen wurde, heute jedoch fast

=0

H,0

OCH

Abbildung 9. Strukturformel von Papaverin
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ausschlielich synthetisch hergestellt wird. Papaverin ist ein auRerst potenter Rela-
xator glatter Muskelzellen. Dies geschieht durch eine Hemmung der zyklischen Nuk-
leotidphosphodiesterase. Der dadurch entstehende erhdhte intrazellulare Gehalt an
zyklischem Adenosinmonophosphat (CAMP) hemmt den Kalziumeinstrom und somit
die Kontraktion der glatten Muskulatur. Bis heute ist jedoch unklar, ob dies der einzi-
ge Wirkmechanismus ist **'°°. Papaverin wirkt unabhangig von der nervalen Innerva-
tion ® auf die glatte GefaRmuskulatur von z.B. Koronarien und HirngefiaRen, aber
auch auf die glatte Muskultur von Bronchien, Darm, der Gallenwege, der Spinkteren
und der ableitenden Harnwege. Angewendet wird Papaverin in der Regel in der was-
serldslichen Hydrochlorid-Form. Aufgrund seiner chemischen Struktur ist Papaverin
daruber hinaus lipophil. Ursprunglich wurde Papaverin als Spasmolytikum im Bereich
des Magen-Darm-Traktes, der Harnwege und der Bronchien eingesetzt. In diesen
Bereichen wurde es jedoch mittlerweile von anderen Substanzen abgeldst . Heut-
zutage wird Papaverin in vielen verschiedenen Bereichen angewandt. Ein berihmtes
Beispiel hierflr stellt die erektile Dysfunktion in der Urologie dar. Papaverin wird hier-
bei intracavernds appliziert und erbringt eine Erfolgsquote von bis zu 80% % Auch in
der Herzchirurgie gehort die Anwendung von Papaverin heute zu den Standardver-
fahren. Bei Bypassoperationen werden die entnommen Gefalle mit Hilfe von Papave-
rin-Lésungen dilatiert, um der Entstehung arterieller Spasmen vorzubeugen .
Selbstverstandlich wurde und wird Papaverin aufgrund seiner hochpotenten vasodi-
latatorischen Eigenschaften auch in der Neurochirurgie zur Behandlung zerebraler
Vasospasmen eingesetzt. Dies ist jedoch nicht ganz unproblematisch und gilt heutzu-
tage zusammen mit der intraluminalen Ballondilatation als Mittel der letzten Wahl
2888 7um einen liegt dies an der kurzen Halbwertszeit von Papaverin von 1 Stunde,
was eine haufige intra-arterielle Gabe noétig macht, und dariber hinaus schadigt Pa-
paverin durch seinen basischen pH-Wert das Endothel der GefaRe *'%. Das groRte
Problem in der intrazerebralen Anwendung liegt jedoch in dem schlagartigen Anstieg
des Hirndruckes durch die plotzliche Dilatation der zerebralen Gefalde. Dies fuhrt zu
vorubergehenden neurologischen Defiziten, Mydriasis und bei vertebrobasilarer An-
wendung zu einer Beeinflussung der Atmung. Aus all den oben genannten Griinden
sollte Papaverin bei den vorzunehmenden Untersuchungen auf eine andere Art ein-
gesetzt werden. Die Grundidee war die gleiche wie bei den oben geschilderten Ver-
suchen mit CO,. Sollten die Gefalde nach einer SAB enger sein als bei gesunden

Tieren — was Ausdruck eines Spasmus ware — ,so mussten die Gefalle bei einer ma-
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ximalen Dilatation um einen groleren Prozentsatz dilatieren als dies bei gesunden
Gefallen der Fall ware. Also musste mit Papaverin eine maximale Dilatation der zer-
ebralen Gefalde erreicht werden, ohne den systemischen Blutdruck des Tieres zu
stark zu andern, weil eine Veranderung des Blutdruckes eine zuverlassige Beobach-
tung und anschlielRenden Vergleich zwischen Tieren mit SAB und gesunden Tieren
unmadglich gemacht hatte. Somit kam einzig eine topische Papaverinapplikation in
Frage. Zunachst wurden jeweils sechs Tiere mit ahnlichem Gewicht und Alter in zwei
Gruppen eingeteilt. Anschliel3end wurde bei den Tieren einer Gruppe eine SAB nach
2.2.5. induziert (genannt ,SAB") und eine andere Gruppe als Kontrolle (genannt

»Kontrolle*) nicht operiert.

Hiernach wurden, wie bereits bei den CO,-Versuchen geschildert, die Tiere unter das
Intravitalmikroskop gelegt und pro Tier jeweils drei Aste der Arteria cerebri media
aufgesucht und diese mit jeweils 15 Minuten Abstand beobachtet und aufgezeichnet,
um eine stabile Baseline zu erhalten. AnschlieRend wurde eine 100 uM Papaverin-
Hydrochlorid Lésung (Papaverin-HCL, Sigma Chemicals, Deisenhofen, Deutschland)
mit Hilfe einer Insulin-Nadel der Grolde 30 Gauge (Sterican, B. Braun Melsungen AG,
Melsungen, Deutschland) jeweils einmal links und rechts neben die untersuchten
Gefalle unter Sicht in den Subarachnoidalraum injiziert. Funf Minuten nach Applikati-
on wurden die entsprechenden Gefalle erneut unter dem Intravitalmikroskop aufge-
sucht und aufgezeichnet und dies noch zweimal mit 15 Minuten Abstand wiederholt.

Die aufgezeichneten Bilder wurden nach Abschluss der Versuche ausgewertet.

SS
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2.2.9.5. Strahler-Schema

Bis heute gibt es keine genaue Beschreibung der charakteristischen Gréf3en der pia-
len Mikrozirkulation der C57/BI6 Maus. Dies erschwert in einem grol3en Mal} die Be-
wertung, ob ein beobachtetes Gefald einen normalen oder einen veranderten Gefal3-
durchmesser hat. Aus diesem Grund war es erforderlich, die Gefalieigenschaften der
beobachteten Region genau zu quantifizieren. Hierzu fand sich in der Literatur ein
von Strahler et. al. 1944 entwickeltes System der Geomorphologie, um Taler- und
FluRsysteme zu quantifizieren '®. Dieses System wurde in den Biowissenschaften
schon haufiger benutzt, um dendritische Systeme wie beispielsweise neuronale
Netzwerke oder Kapillarsysteme, aber auch Bronchialverzweigungen zu charakteri-
sieren 81103.133.185.188 '\vjir yveranderten dieses System entsprechend fiir unsere Be-
durfnisse und fuhrten es folgendermalen aus: Kapillaren wurde die GefalRkategorie
0 zugewiesen. Sobald zwei Kapillaren konfluieren, hat das daraus entstehende Ge-
fal die Kategorie 1. Zwei Konfluierende Gefal3e der Kategorie 1 bilden ein Gefal} der
Kategorie 2 usw. Sollten zwei Gefalde unterschiedlicher Kategorien konfluieren, so
bilden sie zusammen ein Gefal} der nachsthochsten Kategorie. So bilden ein Gefal}

der Kategorie 1 und ein Gefal} der Kategorie 2 beispielsweile ein Gefal der Katego-

Kategorie 3

Kategorie 2

Kategorie 1

Kategorie 1

Kategorie 1

Kategorie 0 Kategorie 0

Abbildung 10. Schematische Darstellung des Strahler-Ordnungsschemas
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rie 3. Nach diesem System wurden alle beobachteten Gefalie kategorisiert und im
Folgenden ihr Durchmesser bestimmt. Zunachst wurden zwei Gruppen von jeweils
sechs Tieren mit ahnlichem Gewicht und Alter gebildet. Bei der einen Gruppe wurde
nach 2.2.5. eine SAB induziert und ihr GefalRsystem drei Stunden hiernach charakte-
risiert (genannt ,3h SAB*). Die Tiere der zweiten Gruppe wurden nicht operiert und
somit die Eigenschaften der pialen Mikrozirkulation gesunder Tiere quantifiziert (ge-
nannt ,Kontrolle®). AnschlieRend wurden die Tiere wie unter 2.2.8. beschrieben fur
die Intravitalmikroskopie prapariert, unter das Intravitalmikroskop gelegt und die Aste
der Arteria cerebri media wie unter 2.2.9. beschrieben aufgesucht. Ihre Aste wurden
in die Peripherie verfolgt bis sie sich zu Kapillaren ausgediinnt hatten. Von diesen
ausgehend wurde dann das Strahler-System wie oben erklart angewandt. Jeweils an
Gabelungen wurde eine Aufnahme angefertigt und notiert, um welche Kategorie von
Gefalden es sich hierbei handelt. Auf diese Art und Weise standen somit pro Gefal}
zwei Messwerte — vom Anfang und Ende des Gefalles — zur Verfugung. Dies wurde
fur samtliche Arterien in der untersuchten Region durchgefihrt und die so entstande-

nen Bilder nach Ende der Versuche ausgewertet.
2.2.10. Hemmung der Thrombozytenaggregation

2.2.10.1. Vorversuche

Um die Auswirkungen der Thrombenentstehung auf die intraoperativen Daten, die
Mortalitat und die Morbiditat nach SAB zu untersuchen, wurde den Tieren Tirofiban
intraperitoneal appliziert. Tirofiban ist ein starker Inhibitor der Thrombozytenaggrega-
tion. Es ist ein Sulfonamid und wirkt als kompetitiver Inhibitor des Glykoprotein-
[la/llib-Rezeptors auf der Thrombozytenoberflache. Dieser Rezeptor besitzt eine
Schliisselstelle in der Aggregation von Thrombozyten '®°. In Vorversuchen wurde
untersucht, ob die gewahlte Dosis von 0,36 pug/g KG intraperitoneal (i.p.) appliziert zu
verschiedenen Zeitpunkten zu einer signifikanten Reduktion der Thrombozytenagg-
regation fuhrt. Zu diesem Zweck wurde den Tieren eine gewichtsadaptierte Dosis von
Tirofiban i.p. appliziert und nach 15, 45, 60, 120 Minuten sowie nach 24 Stunden die
Blutungszeit bestimmt. HierfUr wurde nach dem entsprechenden Zeitraum das
Schwanzende um 6 mm abgeschnitten. Direkt hiernach wurde der Schwanzstumpf in
ein Gefall mit 0,9%iger NaCl-Losung gehalten und die Zeit gestoppt, bis der aus dem
Stumpf austretende Blutfaden abri3. Nach 30 Minuten wurde die Messung der Blu-

tungszeit abgebrochen, falls bis dahin keine suffiziente Blutstillung eingetreten war.
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2.2.10.2. Intraoperative Parameter und neurologische Funktion

12 Tiere wurden verblindet und randomisiert zwei Versuchsgruppen zugeordnet. Die
erste Versuchsgruppe erhielt 0,36 ug/g KG Tirofiban i.p. 15 Minuten, eine, zwei, vier
und 24 Stunden nach Induktion der SAB wie unter 2.2.5. beschrieben. Die zweite
Gruppe erhielt eine in Bezug auf das applizierte Volumen identische Dosis 0,9%iger
NaCl-Lésung i.p. 15 Minuten, eine, zwei, vier und 24 Stunden nach Induktion der
SAB wie unter 2.2.5. beschrieben. Der ICP wurde wie unter 2.2.5. beschrieben fur
eine Stunde nach SAB gemessen und aufgezeichnet. Zusatzlich wurde die zerebrale
Durchblutung mit Hilfe der Laser-Doppler-Fluxmetrie bestimmt. Hierzu wurde der lin-
ke Musculus temporalis nach Inzision der Kopfhaut stumpf abprapariert, eine Glasfa-
sersonde (MT B500-0, Perimed, Stockholm, Schweden) Uber dem Stromgebiet der
Arteria cerebri media angebracht und mit einem Zweikomponentenkleber fixiert
(Cyanoacrylate ,Maxi-Cure®, Plastruct, City of Industry, Californien, USA; Harter: Ac-
celerator ,Insta-Set®, City of Industry, Californien, USA). Die Glasfasersonden wurden
mit einer Laser-Doppler-MeRRsonde (Probe 418/1, Perimed, Stockholm, Schweden)
verbunden und diese anschliel3end an das Laser-Doppler-Gerat (Periflux 4001 Mas-
ter, Perimed, Stockholm, Schweden) angeschlossen. Die Durchblutungswerte wer-
den mit dieser Technik als Prozentwert der Ausgangsdurchblutung gemessen. Diese
Durchblutungswerte wurden wahrend der operativen Induktion der SAB und flr eine
Stunde danach gemessen und aufgezeichnet. Nach Beendigung des Beobachtungs-
zeitraumes wurde die Anasthesie wie unter 2.2.5. beschrieben antagonisiert und die
Tiere fir 24 Stunden in einem Inkubator bei 36°C und 25% Luftfeuchtigkeit gelagert.
Die Tiere wurden die nachsten 7 Tage beobachtet und ihre Mortalitat bestimmt sowie

taglich ihr Gewicht gemessen.

2.2.11. Versuchsgruppen
Folgende Versuchsgruppen wurden zur Untersuchung der Veranderungen der pialen

Mikrozirkulation nach Subarachnoidalblutung gebildet:

a. Sechs Tiere, deren Gewichtsverlauf und Uberleben nach SAB sieben Tage
lang beobachtet wurde.

b. Sechs Tiere, deren Gewichtsverlauf und Uberleben nach SAB mit zusatzlicher
subkutaner Applikation eines Antibiotikums sieben Tage lang beobachtet wur-
de.
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2.2.12.

. Sechs gesunde Tiere, die abwechselnd Normo-/Hyper-/Normo-/Hypoventiliert
wurden und deren Gefalkdurchmesser bestimmt wurde.

. Sechs Tiere drei Stunden nach SAB, die abwechselnd Normo-/Hyper-/Normo-
/Hypoventiliert wurden und deren GefalRdurchmesser bestimmt wurde.

. Sechs Tiere 24 Stunden nach SAB, die Abwechselnd Normo-/Hyper-/Normo-
/Hypoventiliert wurden und der Durchmesser ihrer Gefalde bestimmt wurde.
Sechs gesunde Tiere, deren Gefalldurchmesser wahrend Baseline und nach
der Beatmung mit 10%igen CO; bestimmt wurde.

. Sechs Tiere drei Stunden nach SAB, deren GefalRdurchmesser wahrend Ba-
seline und nach der Beatmung mit 10%igen CO; bestimmt wurde.

. Sechs Tiere 24 Stunden nach SAB, deren GefalRdurchmesser wahrend Base-
line und nach der Beatmung mit 10%igen CO, bestimmt wurde.

Sechs gesunde Tiere, deren Reaktion bzgl. des GefalRdurchmessers auf die
lokale Applikation einer 100 uM Papaverin-HCL Lésung untersucht wurde.
Sechs Tiere drei Stunden nach SAB, deren Reaktion bzgl. des Gefalldurch-
messers auf die lokale Applikation einer 100 yM Papaverin-HCL Losung un-
tersucht wurde.

. Sechs gesunde Tiere, deren komplette piale Mikrozirkulation mit Hilfe des
Strahler-Schemas charakterisiert wurde.

Sechs Tiere drei Stunden nach SAB, deren komplette piale Mikrozirkulation
mit Hilfe des Strahler-Schemas charakterisiert wurde.

. Sechs Tiere, welche 0,36 ug/g KG Tirofiban i.p. appliziert bekamen und deren
intraoperative Parameter sowie deren Mortalitat und das Outcome bestimmt
wurde.

. Sechs Tiere, welche eine volumenadaptierte Dosis 0,9%iger NaCl-Losung i.p.
appliziert bekamen und deren intraoperative Parameter sowie deren Mortalitat

und das Outcome bestimmt wurde.

Statistik

Zur Beurteilung der Daten wurden Varianzanalysen fur unverbundene Stichproben

durchgefuhrt. Die Nullhypothese, d.h. kein statistisch nachweisbarer Unterschied der

untersuchten Daten, wurde mit einer Fehlerwahrscheinlichkeit von unter 5% abge-

lehnt. Die physiologischen Parameter und GefalRdurchmesser wurden mit einer one-
way ANOVA on Ranks, die ICP-Werte mit der two-way ANOVA on Ranks fur wieder-
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holte Messungen analysiert. Die Sterblichkeit der Gruppen wurde mit Hilfe des Chi-
Quadrat-Tests verglichen. Die Statistik wurde mit Hilfe der Programme SigmaStat 3.0
(Systat Software, Erkrath, Deutschland) und Excel 2007 (Microsoft GmbH, Unter-
schleiBheim, Deutschland) durchgefuhrt. Die Grafiken wurden mit Hilfe der Software
SigmaPlot 10 (Systat Software, Erkrath, Deutschland) erstellt. Wenn nicht anders
gekennzeichnet, sind in der Folge alle Daten als Mittelwert + Standfehler des Mittel-

wertes (SEM) angegeben.
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3. Ergebnisse

3.1. Intrakranieller Druck

Vor der Perforation — wie unter 2.3.5. beschrieben - lag der Hirndruck fur die Dauer
der Operation konstant bei 3,6 £ 0,1 mmHg. Ungefahr 30 Minuten nach dem Beginn
der Operation kam es durch Induktion der SAB zu einem sofortigen und steilen Ans-
tieg des intrakraniellen Drucks auf 80,2 + 7,5 mmHg (Abb. 10). Dies ist das deutliche
Zeichen fur die Induktion der SAB. Einzig eine Subarachnoidalblutung kann in dieser
Situation einen solch drastischen Anstieg des ICP erklaren. Der Anstieg des ICP
stoppte, als der ICP den Wert des mittleren arteriellen Druckes (MAP) erreichte.
Durch die nun beginnende Verteilung des Blutes im gesamten Subarachnoidalraum
begann der ICP zu sinken. Zwei Minuten nach Induktion der SAB lag der ICP bei
42,1 £ 5,8 mmHg. Hiernach erholte sich der ICP in einem asymptotischen Verlauf,

bis nach 60 Minuten schliellich ein stabiler Wert von 23 + 1,4 mmHg erreicht wurde.
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Abbildung 10. Zeitverlauf des Anstiegs des intrakraniellen Druckes bei der
Induktion der SAB
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3.2.  Verteilung des Blutes im Subarachnoidalraum

3.2.1. Makroskopische Betrachtung der Blutverteilung
Die oben erwahnten Daten in Bezug auf den Hirndruck gaben einen deutlichen Hin-

weis auf die Induktion einer SAB. Um sicher zu gehen, dal} dieser Anstieg des Hirn-

Abbildung 11. Parietale Oberflache Abbildung 12. Makroskopische Vertei-
des Gehirns einer C57/BI6 Maus nach lung des Blutes in den Subarachnoidal-
SAB. Die Pfeile deuten auf Areale su- raum von unten betrachtet. Die Pfeile
barachnoidalen Blutes. deuten auf makroskopisch sichtbare

Blutansammlungen.

druckes auf eine Blutung in den Subarachnoidalraum zurlckzufihren war, wurden
die Gehirne der Tiere, die einer SAB unterzogen wurden, enthommen und unter ei-
nem Mikroskop untersucht. Es zeigten sich deutliche Spuren von Blut um die Gefalie
und in den basalen Zisternen des Mausegehirns (Abb. 11 + 12). Dieses war inhomo-
gen verteilt, befand sich jedoch ganz deutlich um die Gefal3e in der untersuchten
Region und war somit, im Zusammenspiel mit den ICP-Daten, ein Beweis fur eine

erfolgreiche Induktion einer SAB.

3.2.2. Mikroskopische Betrachtung der Blutverteilung

Entsprechend der unter 2.2.8. beschrieben Methode wurden die Tiere unter das In-

travitalmikroskop gelegt, um zunachst eine Ubersicht tiber die zu untersuchende Re-

gion mit dem 10x Objektiv zu gewinnen. Deutlich sind die von oben eintretenden As-

te der Arteria cerebri media zu sehen und die nach unten in den Sinus sagittalis su-
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perior drainierenden Venen (Abb. 18). Bei einem Vergleich der Ubersichtsaufnahmen

von gesunden Kontrolltieren mit denen nach einer induzierten SAB, fallt ganz deut-

Abbildung 13. Ubersichtsaufnahme des Versorgungsgebiets der Arteria cerebri media

mit Intravitalmikroskopie nach SAB (links) und in einem Kontrolltier (rechts). Die Pfeile
deuten auf den schwarzen Randsaum um die Gefalie, welcher durch den Austritt des
Blutes hervorgerufen wird. Bei gesunden Kontrolltieren (rechts) fehlt dieser Rand-

saum.

lich ein schwarzer Randsaum auf, welcher die Gefale umrahmt (Abb. 13 links). Die-
ser Randsaum fehlt vollkommen bei gesunden Kontrolltieren (Abb. 13 rechts). Er ist
ein Beweis fur eine erfolgte SAB. Daraus schlielRen wir, dass es sich bei dem Rand-
saum um in den Subarachnoidalraum ausgetretenes Blut handelt. Da das Blut aus-
trat, bevor es mit dem Farbstoff FITC-Dextran angefarbt wurde, fluoresziert es nicht
und vermittelt somit den Eindruck eines schwarzen Randsaumes um die Gefale.
Somit ist auch mikroskopisch untermauert, was durch die ICP-Daten und die mak-

roskopische Betrachtung der Gehirne bereits gezeigt wurde:

1. Das Modell 16st zuverlassig eine Subarachnoidalblutung aus.
2. Obwohl die Blutung basal ausgel6st wurde, verteilt sich das Blut Uber die ge-
samte Hemisphare und umgibt auch die GefalRe auf der Oberseite des Ge-

hirns, d.h. im Beobachtungsfenster.
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3.3. Outcome nach Subarachnoidalblutung

3.3.1. Letalitat

In der Kontrollgruppe verstarben insgesamt 2 von 6 Tieren innerhalb von sieben Ta-
gen nach Induktion der SAB, was einer Mortalitat von 33,3% entspricht. Innerhalb der
ersten 24 Stunden verstarb hierbei ein Tier (16,6%), ein weiteres verstarb an Tag
funf nach der Induktion der SAB. Nach der SAB-OP und einer anschliellenden Be-
handlung mit 1ml/kg KG 2,5%igem Enrofloxacin s.c. alle 24 Stunden verstarben in-
sgesamt 3 von 6 Tieren, was einer Mortalitat von 50% entspricht. Hierbei verstarben
innerhalb der ersten 24 Stunden 2 Tiere (33,3%), und ein weiteres verstarb am funf-
ten Tag. Es fand sich kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen der unbe-
handelten Kontrollgruppe und der Versuchsgruppe, welche das Antibiotikum verab-
reicht bekam (p=0,55) (Abb. 14).
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Abbildung 14. Kumuliertes Uberleben nach Subarachnoidalblutung Kontrolle vs. Anti-
biose (Kaplan-Meyer-Kurve)
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3.3.2. Gewichtsverlauf

Zur Ermittlung des Gewichtsverlaufes wurden nur die Tiere herangezogen, welche
die vollen sieben Tage nach SAB-OP Uberlebt haben. Dies waren - wie unter 3.3.1.
erwahnt - in der Kontrollgruppe, welche nach der SAB nicht nachbehandelt wurde
vier Tiere und in der Gruppe, welche postoperativ Antibiotika erhielt, drei Tiere. Die
Tiere in der Kontrollgruppe hatten vor der SAB ein Gewicht von 23,2 + 0,2 g. Inner-
halb der ersten drei Tage nach SAB zeigt sich eine deutliche Gewichtsreduktion auf
20,5+0,1ganTag1,19,6 £0,4gan Tag 2 und 19,3 £ 0,5 g an Tag 3. Hiernach
erholte sich das Gewicht langsam wieder und erreichte nach sieben Tagen einen
Wert von 21,2 + 0,6 g. Die Tiere in der Antibiotika-Gruppe hatten vor der SAB ein
Gewicht von 23,3 £ 0,3 g.
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Abbildung 15. Gewichtsverlauf sechs Tage nach Subarachnoidalblutung Kontrolle vs.

Antibiose

35



Auch diese Tiere hatten nach der SAB einen deutlichen Gewichtsverlust, erreichten
ihren Nadir jedoch an Tag 4 mit einem Gewicht von 19,9 + 1,3 g. Sieben Tage nach
SAB hatten die Tiere wieder ein Gewicht von 20,6 + 1,2 g erreicht. Zu keinem Zeit-
punkt zeigt sich ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen der Kontrollgruppe
und der Gruppe, welche nach SAB mit Antibiotika behandelt wurde (Abb. 15).

3.4. Beatmung mit verschiedenen Frequenzen

Bei Kontrolltieren, bei denen keine SAB induziert wurde, lag der relative Gefal3-
durchmesser der Arteriolen wahrend der initialen, 10-minutigen Phase der Normo-
ventilation bei 102 + 1%. Nach Hyperventilation kontrahierten sich die pialen Wider-
standsgefalle nach funf Minuten auf 87 + 4% und erreichten nach weiteren funf Minu-

ten der Hyperventilation einen Durchmesser von 86 + 3%.
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Abbildung 16. Verlauf des Gefalldurchmessers der Arteriolen in % Baseline wahrend
nacheinander folgender Normo-/Hyper-/Normo-/Hypoventilation in Kontrolltieren, drei
Stunden und 24 Stunden nach SAB.
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Somit war nach Hyperventilation eine signifikante Abnahme des Gefalddurchmessers
bei Kontrolltieren zu verzeichnen. Nach erneuter Normoventilation entspannten sich
die Gefalle und kehrten zu einem Durchmesser von 103 + 3%zurlck. Die darauffol-
gende Hypoventilation fuhrte zu einer deutlichen und signifikanten Dilatation der Ge-
fale auf 132 + 8% nach funf Minuten Hypoventilation und auf 136 + 7 % nach zehn
Minuten (Abb. 16 + 17). Der arterielle Kohlendioxidpartialdruck verhielt sich wie er-
wartet, indem er nach Hyperventilation deutlich sank und bei Hypoventilation ent-
sprechend anstieg (Tab. 1).

[ N O N
39 + 3 mmHg 38 + 2 mmHg 39 + 4 mmHg
22 + 2 mmHg 23 + 3 mmHg 23 + 5 mmHg
38 + 4 mmHg 39 + 2 mmHg 37 + 3 mmHg

Hypoventilation 49 + 2 mmHg 47 + 4 mmHg 51 £ 3 mmHg

Tab. 1: Arterieller Kohlendioxidpartialdruck bei verschiedenen Beatmungsfrequenzen

Die Tiere, bei welchen 3 Stunden vor Beginn der Ventilationsversuche eine SAB in-
duziert wurde, hatten wahrend der zehn Minuten Normoventilation einen Gefal3-
durchmesser von 100 £ 1%. Nachdem diese Tiere hyperventiliert wurden, blieb ihr
Gefalldurchmesser bei 102 + 3% nach funf Minuten und 100 £ 3% nach zehn Minu-
ten. Die anschlieBenden zehn Minuten Hypoventilation anderten ebenfalls nichts am
bestehenden GefalRdurchmesser der Widerstandsgefalde. Nach funf Minuten Hypo-
ventilation betrug der Durchmesser 106 + 4% und nach zehn Minuten 104 + 3%. Der
arterielle CO, Partialdruck unterschied sich hierbei nicht von denen der Kontrolltiere
(Tab. 1). Auch bei den Tieren, welche 24 Stunden nach Induktion der SAB unter-
sucht wurden, zeigte sich ein ahnliches Bild: wahrend der initialen Normoventilation
blieb der Gefalldurchmesser konstant bei 101 £ 1%. Die anschlielende Hyperventi-
lation anderte den Durchmesser mit 97 + 4% weder nach finf Minuten noch mit 101
1 4% nach zehn Minuten. Auch nach erneuter Normoventilation blieb der Gefal3-
durchmesser bei 105 £ 1%. Funf Minuten nach Hypoventilation betrug der Durch-
messer der untersuchten zerebralen Gefalle 104 + 4% und zeigte auch weitere funf
Minuten spater mit 110 + 7% keine signifikante Anderung (Abb. 16 + 17). Auch in der
Gruppe, welche 24 Stunden nach SAB untersucht wurde, gab es keine signifikanten

Unterschiede des PaCO; im Vergleich zu der Kontrollgruppe (Tab. 1).
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Abbildung 17. Exemplarische Abbildung des Verhaltens der zerebralen, pialen Widerstandsgefalie auf eine nacheinander folgende Normo-

[Hyper-/Hypoventilation von links nach rechts in Kontrolltieren und 3h nach SAB.
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3.5. Beatmen mit 10% Kohlendioxid

Nun stellte sich die Frage, wie die GefalRe auf eine PaCO,-Konzentration jenseits
aller physiologisch erreichbaren Werte reagieren wurden. Zu diesem Zweck wurden
die pialen Gefalie von Kontrolltieren - wie unter 2.2.9.3. beschrieben - zunachst fur
eine halbe Stunde beobachtet, um einen stabilen Ausganswert zu erhalten. Nach 15
Minuten betrug der GefalRdurchmesser 109 £ 4% und weitere 15 Minuten spater war
er weiterhin stabil bei 97 + 4%. Hiernach wurde die Maus mit einer Mischung aus
10% CO,, 35% O, und 55% Raumluft beatmet. Die GefalRe der Kontrolltiere reagier-

ten hierauf prompt und deutlich.
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Abbildung 18. Verlauf des GefaRdurchmessers in % Baseline vor und nach Inhalation

von 10% CO, in Kontrolltieren, sowie drei Stunden und 24 Stunden nach SAB.

Funf Minuten nach Beginn der Beatmung mit Kohlendioxid betrug der Gefalddurch-

messer 162 + 6% und weitere zehn Minuten spater 166 + 7%. Dies war eine hoch-

signifikante Dilatation bezogen auf die Ausgangswerte (Abb. 18 + 19). Wie zu erwar-

ten, stieg der PaCO; nach der Beatmung mit 10% Kohlendioxid deutlich an (Tab. 2).
39



_ Kontrolle 3h SAB 24h SAB

36 + 4 mmHg 38 + 3 mmHg 36 + 5 mmHg
10% CO» 274 + 11 mmHg 278 £ 12 mmHg 281 + 15 mmHg

Tab. 2: Arterieller Kohlendioxidpartialdruck vor und nach Inhalation mit 10% CO,

Die Tiere, die 3 Stunden nachdem bei ihnen eine SAB induziert wurde, untersucht
wurden, zeigten in den 30 Minuten Baselinemessung einen ebenfalls konstanten Ge-
faldurchmesser mit 100 + 3 % nach 15 Minuten und 96 + 4% nach 30 Minuten. Er-
neut zeigte sich auch hier auf den Anstieg des PaCO; keine adaquate Reaktion der
pialen GefalRe. Der Durchmesser betrug funf Minuten nach Inhalation 100 £ 3% und
weitere zehn Minuten spater 98 £ 5% (Abb. 18 + 19). Der Anstieg des PaCO, war
hierbei erneut nicht unterschiedlich verglichen mit den Kontrolltieren (Tab. 2). Auch
bei den Tieren, welche 24 Stunden nach SAB naher untersucht wurden, zeigte sich
ein ahnliches Bild. Wahrend der Bestimmung des Ausgangswertes blieb der piale
Gefallddurchmesser konstant bei 106 £ 2% nach funfzehn Minuten und 105 + 3%
nach 30 Minuten. Auf die Inhalation mit CO, reagierten auch diese Tiere nicht und
hatten funf Minuten nach Beginn der Inhalation einen Durchmesser von 104 + 2%
und weitere zehn Minuten spater einen Durchmesser von 110 + 1% (Abb. 23 + 24).
Auch bei diesen Tieren zeigte die Blutgasanalyse einen gleichen Anstieg des PaCO,

wie bei den Kontrolltieren (Tab. 2).
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Abbildung 19. Exemplarische Darstellung des Verhaltens der zerebralen, pialen Widerstandsgefalie auf die
Inhalation von 10% CO,.



3.6. Anwendung von Papaverin

Die Versuche wurden wie unter 2.2.9.4. beschrieben durchgefiihrt. Kontrolltiere hiel-
ten Uber die 30 Minuten der Baselinemessung einen konstanten GefalRdurchmesser
von 96 £ 3% nach 15 Minuten und 96 £ 3% nach 30 Minuten. Nach der lokalen App-
likation einer 100 uM Papaverin-Lésung in den Subarachnoidalraum in der unmittel-
baren Nahe der untersuchten GefalRe dilatierten diese sofort signifikant auf 167 £ 7%
nach 5 Minuten, 176 + 8% nach 20 Minuten und 175 + 8% nach 35 Minuten (Abb.
20).

200
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160 -

140 -
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100 -

Papaverin

GefalRdurchmesser (% Baseline)

80 1 *p<0.001 vs. Baseline, MW +/- SEM
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Abbildung 20. Verlauf des GefalRdurchmessers in % Baseline vor und nach lokaler

Applikation von 100uM Papaverin-Losung in Kontrolltieren und nach SAB.

Die Mause 3 Stunden nach SAB verhielten sich auf die gleiche Art und Weise. Sie
zeigten einen konstanten GefalRdurchmesser wahrend Baselinemessungen mit 100 +
2% und 99 * 3% nach 15 respektive 30 Minuten. Und auch hier dilatierten die Gefa-
Re nach lokaler Applikation von Papaverin signifikant maximal auf 169 + 9% nach

funf Minuten, 172 £ 9% nach 20 Minuten und 173 + 9% nach 35 Minuten (Abb. 19).
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Im Vergleich zwischen den Kontrolltieren und den Tieren, bei welchen eine SAB in-
duziert wurde, zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der Reaktion auf die lokale

Applikation von 100 yM Papaverin in den Subarachnoidalraum.

3.7. Strahler-Schema
Um eine objektive Quantifizierung der GefalRweite der pialen Mikrozirkulation der
C57/BI6 Maus zu erhalten, wurde die GefaRarchitektur gesunder Kontrolltiere - wie

unter 2.2.9.5. beschrieben - mit Hilfe des Strahler-Ordnungsschemas untersucht.

50
Kontrolle n=6

—
E 40
=3
) —
-
QO
7))
»n 30
QO
e
o | |
et T —

20
-
o
(et
Hqo —I—
© 10
0] 1

O | J | J | J | J | J | J

1 2 3 4 5 6

Gefallkategorie

Abbildung 21. Boxplot der GefalRgrofRe der einzelnen Gefal3kategorien von gesunden
Kontrolltieren. Dargestellt sind der Median und das obere und untere Quartil. Die Bal-

ken zeigen die 10er und 90er Perzentile.

Gefalde der Kategorie 1 zeigten hierbei einen Durchmesser von 11,2 £ 0,6 ym, Kate-
gorie 2 einen Durchmesser 16,5 + 0,9 ym, Kategorie 3 einen Durchmesser von 21,9

+ 0,8 ym, Kategorie 4 einen Durchmesser von 24,4 + 0,8 um, Kategorie 5 einen
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Durchmesser von 29,9 + 2,2 um der und Kategorie 6 einen Durchmesser von 38,6 +
1,5 um (Abb. 21).

Mit diesen Daten zur Architektur der zerebralen Mikrozirkulation gesunder C57/BI6
Mause konnten nun erstmals die Daten nach SAB verglichen werden. 3 Stunden
nach Induktion der SAB wurde das Strahler-Schema - wie unter 2.2.9.5.beschrieben -
auf die Tiere angewandt und somit ihre gesamte Mikrozirkulation im Untersuchungs-

gebiet quantifiziert. Nach SAB zeigten sich folgende Werte: 11,1 £ 0,5 uym fur
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Abbildung 22. Boxplot der GefaRgrofRe der einzelnen GefalRkategorien von Tieren 3
Stunden nach SAB. Dargestellt sind der Median und das obere und untere Quartil. Die

Balken zeigen die 10er und 90er Perzentile.

Kategorie 1, 14,8 £ 1,1 um fur Kategorie 2, 18,3 £ 1,1 ym fur Kategorie 3, 21,6 + 3,7
pm fur Kategorie 4, 30 + 3,6 um fur Kategorie 5 und 36,8 + 3,6 ym fur Kategorie 6
(Abb. 22). Im Vergleich zwischen gesunden Kontrolltieren und Tieren 3 Stunden
nach Induktion einer SAB zeigte sich bei den Tieren nach SAB als genereller Trend,
dal} die Gefale eher starker kontrahiert waren als dies bei den gesunden Kontrolltie-

ren der Fall war. Dies traf besonders auf die Gefalte der Kategorien 2,3,4 und 6 zu.
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Jedoch zeigten einzig die pialen Gefalle der Kategorie 3 einen signifikanten Unter-
schied zwischen den gesunden Kontrolltieren und solchen 3 Stunden nach Induktion
einer SAB (Abb. 23).
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Abbildung 23. Darstellung des GefaRdurchmessers der einzelnen Gefal3kategorien von

gesunden Kontrolltieren verglichen mit Tieren 3 Stunden nach Induktion einer SAB.

3.8. Mikrovasospasmen

Im Rahmen der Versuche, welche unter 2.2.9.5. beschrieben wurden, fiel ein Pha-
nomen auf, welches bis jetzt einzig von Uhl et. al. *®" bei Menschen beschrieben
wurde. Wenn man den Gefalien bei der Erstellung des Strahler-Schemas entgegen
der Flufdrichtung von distal nach proximal folgte, fielen bei den Tieren, bei denen drei
Stunden vor der Untersuchung eine SAB induziert wurde, deutliche Mikrovasospas-
men in verschieden Formen auf: teils segmentale Mikrovasospasmen (Abb. 24) und
teils Mikrovasospasmen in einem Pearl-and-String Muster (Abb. 25).Insgesamt wur-
den bei den sechs Tieren, bei denen drei Stunden zuvor eine SAB induziert wurde,

an insgesamt 355 untersuchten Gefallen 115 Mikrovasospasmen
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Abbildung 24. Exemplarische Darstellung einer Arteriole mit ihren deutlich sichtbaren
segmentalen Mikrovasospasmen. Die Pfeile zeigen auf die Stellen mit der starksten seg-

mentalen Kontraktion. Aufgenommen drei Stunden nach Induktion der SAB

Abbildung 25. Exemplarische Darstellung einer Arteriole mit ihren deutlich sichtbaren
Pearl-and-String Mikrovasospasmen. Die Pfeile zeigen auf die Stellen mit der starksten

segmentalen Kontraktion. Aufgenommen drei Stunden nach Induktion der SAB.
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klar identifiziert und naher quantifiziert. Die durchschnittliche Abnahme des Gefal3-

durchmesser aller spastischen Gefalte betrug 33% (p<0.001).
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Abbildung 26. Anzahl der Mikrovasospasmen bezogen auf den GefaRdurchmesser

Aufgeschlusselt nach der Starke des Spasmus zeigten 9,5% der 115 Mikrovasos-
pasmen einen Durchmesser von nur noch 40-50% der Gefalkdurchmesser Sham
operierter Tiere, 16,5% einen Durchmesser von 50-60%, 25,2% von 60-70%, 37,4%
zeigten 70-80% der Sham-Werte und schlieBlich 11,4% wiesen einen Durchmesser

von mehr als 80% der Gefalldurchmesser von Sham Tieren auf.
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Es stellte sich weiter die Frage, ob alle GefalRkategorien gleichermal3en von Mikro-
vasospasmen betroffen waren. Um dieses Frage zu klaren wurde die Starke des Mik-
rovasospasmus gegen den entsprechenden GefalRdurchmesser aufgetragen: Gefa-
Re mit einem Durchmesser von 10-20um zeigten einen Spasmus von 61,8 + 2,4 %
der entsprechenden Sham Abschnitte. Die nachstgrofieren Gefalle zeigten einen
Trend hin zu einem schwacheren Mikrovasospasmus mit einem Spasmus 65,3 + 1,5
%. Auch die Gefale der Kategorie 30-40um und 40-80um zeigten einen Spasmus
von 72,2 £ 1,7 % bzw. 76,8 £ 1,9 %. All diese spastischen Veranderungen waren

verglichen mit nicht spastischen Gefaldabschnitten statistisch signifikant (Abb. 27).
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Abbildung 27. Quantifizierung des Mikrovasospasmus 3h nach SAB bezogen auf den
GefaRdurchmesser der entsprechenden nicht spastischen Gefal3e. Es zeigt sich ein

Trend, daB kleine Gefal3e einen starkeren Spasmus erkennen lassen.

3.9. Thromben
Bei der Anwendung des Strahler-Schemas auf die Gefal3e drei Stunden nach Induk-

tion eines SAB fiel neben den unter 3.8. beschrieben Mikrovasospasmen ebenfalls
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eine starke Thrombozytenaggregation auf. Diese flhrte bis zum kompletten Ver-
schluss des Gefaltes (Abb. 28). Diese Thromben waren gekennzeichnet durch ein
hell leuchtendes Aggregat im Gefallumen. Sie veranderten sichtbar die Fluf3eigen-
schaften des Blutes, indem sie die sonst beinahe nicht sichtbare laminare Stromung
in eine sichtbare turbulente Stromung veranderten und die FluRgeschwindigkeit deut-

lich sichtbar herabsetzten.

Abbildung 28. Exemplarische Darstellung eines Thrombus (weil3er, gestrichelter Pfeil),

welcher sich 3 Stunden nach Induktion der SAB gebildet hat und das GefaRlumen bei-

nahe vollstandig verlegt. Deutlich sind auch hier die Mikrovasospasmen zu sehen (ro-
te Pfeile).

Das Phanomen der arteriellen Thromben zeigte sich fast ausschliel3lich in Gefalen,
die spastisch waren. In 113 untersuchten Gefalien mit einem Mikrovasospasmus
zeigten sich insgesamt 40 klar identifizierbare Thromben. Im Gegensatz dazu waren
in 232 Gefallen ohne Mikrovasospasmus nur zwei Thromben nachzuweisen. Unter-
warf man diese Daten einem x>-Test, ergab dieser hierflr einen deutlich signifikanten
Wert von p<0,001 (Abb. 29.). Jedoch waren Thromben und Mikrovasospasmen,

wenn auch im gleichen Gefal}, so doch nicht direkt kolokalisiert. Sie fanden sich also
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nicht direkt in den spastischen Gefalkabschnitten, sondern jeweils ein wenig distal

der Spasmen bzw. zwischen zwei spastischen Zonen.
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Abbildung 29. Prozentuale Verteilung der Thromben in spastischen und nichtspasti-

schen Gefallen in Tieren drei Stunden nach Induktion einer SAB.

Das zeitliche Auftreten der Thromben nach Untersuchungsbeginn zeigte einen quasi
linearen Verlauf. Von den 40 insgesamt entdeckten und quantifizierten Thromben,
waren innerhalb der ersten 15-30 Minuten 10 bereits aufgetreten. 30-45 Minuten
nach Untersuchungsbeginn 8 neue Thromben, 45-60 Minuten nach Untersuchungs-

beginn 13 weitere und nach mehr als 60 Minuten weitere 8 Thromben (Abb. 30).
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Abbildung 30. Zeitlicher Verlauf des Auftretens von Thromben im arteriellen Stro-

mungsgebiet drei Stunden nach Induktion einer SAB

Das Phanomen der Mikrothrombenentstehung kdnnte sich aus rheologischen Ge-
sichtspunkten erklaren. Nach der Virchow-Trias, bestehend aus ,Stase, Endothel-
schaden und gestérte Gerinnung®, kdnnte ein Mikrovasospasmus zu einer Verlang-
samung des Blutflusses und somit zu einer erhdhten Neigung zur Thrombenentste-
hung flhren. Analysiert man die Anzahl der Thromben bezogen auf den Grad des
Mikrovasospasmus, so zeigt sich, dal} die Gefalle mit dem starksten Spasmus von
40-50% des Baselinedurchmessers 5 von 40 Thromben aufweisen, wohingegen in
Gefallen mit einem Mikrovasospasmus von 60-70% des Baselinedurchmessers 12

von 40 Thromben aufzufinden waren (Abb. 31).
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Abbildung 31. Anteil thrombosierter GefaRe bezogen auf die Starke des Mikrovasos-

pasmus

SchlieRlich stellte sich noch die Frage, ob die Thrombenentstehung gleichmafig auf
alle Gefalde der pialen Mikrozirkulation verteilt ist, oder ob sich gewisse Foci des Ge-
schehens klaren lassen. Hierzu standen die unter 3.7. gewonnen Daten der Strahler-
Schemas zur Verfugung. Da dies erstmals eine eindeutige Einordnung einzelner pia-
len Gefalle der Maus in ein hierarchisches Ordnungssystem erlaubt, wurden nun die
Gefale, in welchen sich Thromben gebildet hatten, den einzelnen Gefal3kategorien
zugeordnet. Hier zeigte sich, dal3 16,7 % der untersuchten Gefale der Kategorie 1
einen Thrombus enthielten, 77,7% der Kategorie 2, 60% der Kategorie 3, 34,6% der
Kategorie 4, 31,6% der Kategorie 5 und nur 8,7% der Kategorie 6 (Abb. 32).
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Abbildung 32. Prozentualer Anteil der Gefalie der einzelnen GeféaRkategorien, welche

einen Thrombus aufweisen.

3.10. Hemmung der Thrombozytenaggregation

Die Gabe von 0,36ug/g KG Tirofiban ergab 15, 45, 60 und 120 Minuten nach Appli-
kation eine deutlich signifikante Verlangerung der Blutungszeit als Zeichen der er-
folgreichen Hemmung der Thrombozytenaggregation durch Tirofiban. Nach 24 Stun-
den war der die Blutungszeit verlangernde Effekt vollkommen verschwunden (Abb.
33).
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Abbildung 33. Darstellung der Blutungszeit nach der Gabe von 0,36pg/g KG Tirofiban

Zu verschiedenen Zeitpunkten

Bei der intraoperativen Beobachtung des ICP Uber eine Stunde nach Induktion der
SAB zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen den Tieren, welche mit
0,36ug/g KG Tirofiban oder mit einer entsprechenden Menge NaCl behandelt wur-
den. Direkt nach der Perforation des Gefaldes stieg der ICP bei den mit Tirofiban be-
handelten Tieren auf 80,43 £ 11,18 mmHg. Die mit NaCl behandelten Tiere zeigten
mit 79,98 + 11,17 einen beinahe identischen ICP Anstieg. Auch die Erholung des ICP
war in beiden Versuchsgruppen sehr ahnlich. Funf Minuten nach Induktion der SAB
hatten die mit Tirofiban behandelten Tiere einen ICP von 32,3 + 4,4 mmHg, die mit
NaCl behandelten einen Wert von 26,72 + 6,37 mmHg. Am Ende des Beobachtungs-
zeitraums von einer Stunde lag der ICP bei den Tirofiban-Tieren bei 22,84 + 2,25
mmHg, bei den mit NaCl behandelten Tieren lag der ICP bei 23,1 £ 1,96 mmHg
(Abb. 34).
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Abbildung 34. Entwicklung des intrazerebralen Druckes Uber den Zeitraum einer Stun-
de nach Induktion der SAB im Vergleich von Tirofiban und NaCl

Auch die zerebrale Durchblutung, gemessen mit Hilfe der Laser-Doppler-Fluxmetrie
ergab keinen signifikanten Unterschied zwischen den beiden Versuchsgruppen. Mit
der Perforation des Gefaldes sank die zerebrale Durchblutung in beiden Versuchs-
gruppen dramatisch ab (Tirofiban: 23,32 + 4,64 %; NaCl: 15,55 + 2,49 %), erholte
sich jedoch sehr schnell wieder. Erst gegen Ende der Beobachtungszeit von einer
Stunde zeigte sich ein Trend zu unterschiedlicher zerebraler Durchblutung. Die mit
Tirofiban behandelten Tiere hatten nach einer Stunde eine zerebrale Durchblutung
von 71,37 £ 10 %. Im Gegensatz dazu hatte sich die Durchblutung der Tiere, die eine
Injektion mit NaCl erhalten hatten, mit 84,08 £ 11,98 % leicht besser erholt. Jedoch
gab es hierbei zu keinem Zeitpunkt eine statistisch signifikante Abweichung (Abb.
35).
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Abbildung 35. Entwicklung der intrazerebralen Durchblutung Uber den Zeitraum einer
Stunde nach Induktion der SAB im Vergleich von Tirofiban und NacCl

Auch in bezug auf das Outcome in den nachsten Tagen nach SAB zeigten sich kei-
nerlei statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Versuchsgruppen.
In beiden Gruppen verstarben innerhalb der ersten 24 Stunden zunachst zwei Tiere
(33,3 %). Bei den mit Tirofiban behandelten Tieren verstarb drei Tage nach SAB ein
weiteres Tier, so dal} die Gesamtmortalitat der Tirofiban-Tiere bei 50 % lag (Abb. 36).
Auch in bezug auf die Gewichtsentwicklung verhielten sich beide Gruppen sehr ahn-
lich. Die Tiere beider Versuchsgruppen verloren innerhalb der ersten drei Tage nach
SAB deutlich Gewicht (Tirofiban: 79,92 + 2,07 %; NaCl: 84,42 + 4,23 %) und erholten
sich hiernach wieder. Das Ausgangsgewicht wurde jedoch auch nach sieben Tagen
nicht erreicht (Tirofiban: 88 £ 3,31 %; NaCl: 93,57 + 6,35 %), jedoch erholten sich die
mit NaCl behandelten Tiere schneller und besser (Abb. 37).
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Abbildung 35. Mortalitat der mit Tirofiban und NaCl behandelten Tiere
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Abbildung 36. Gewichtsverlauf der mit Tirofiban oder NaCl behandelten Tiere
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4. Diskussion

4.1. Methoden

4.1.1. Auswahl des Versuchstieres

Die zerebrale Ischamie und das neuronale Trauma werden heutzutage am haufigs-
ten in Nagern erforscht. Durch Inzucht haben sie eine grof3e genetische Homogenitat
und zeigen desweiteren einen aullerst hohen Grad an Homologie bzgl. Genetik,
Physiologie und Pathophysiologie zu hdéheren Saugetieren. Darlber hinaus ist die
ethische Akzeptanz der Nutzung von Nagetieren verglichen mit anderen Versuchstie-
ren wie Hund oder Primaten deutlich héher. Die Aufzucht und Haltung ist preiswert,
und auch die Menge der zu Testzwecken eingesetzten Substanzen ist auf Grund des
niedrigen Gewichtes der Nager gering. Zudem ist das Genom der Nager komplett
entschlisselt, und es sind sehr viele Antikérper gegen bestimmte Molektle nur fir
den Nager erhaltlich. Aufgrund der verfeinerten mikrochirurgischen Techniken stellen
heute die operativen Verfahren auch in Tieren mit kleinem Gewicht und kleiner Gro-
Re kein entscheidendes Problem da. Die am haufigsten eingesetzten Tiere sind hier
Mause und Ratten. Die SAB wurde im Nager in der Regel in Ratten erforscht
119.151162 Dje Entscheidung fiir die hier vorgenommene Erforschung der SAB in der

Maus hatte einen Hauptgrund:

Die dunne Dura Mater und der schmale Subarachnoidalraum erlauben eine Epifluo-
reszenzmikroskopie bei intakter Dura. Bei grof3eren Versuchstieren wie z.B. Ratten
ist die nicht moglich. Hier muss die Dura Mater entfernt werden und das Gehirn wah-
rend der Messungen konstant mit einem kunstlichen zerebro-spinalen Liquor gespult
werden *°. Dies gestaltet sich als technisch duRerst schwierig und ist sehr stéranfal-
lig. Auch besteht hierbei die Gefahr der Entwicklung eines Hirnddems. Die aul3erge-
wohnlich feine Dura Mater der Maus erlaubte im Gegensatz hierzu eine stérungsfreie
Beobachtung der zerebralen Mikrozirkulation. Da in unserer Arbeitsgruppe bereits die
fokale Ischamie und das Schadel-Hirn-Trauma intravitalmikroskopisch erforscht wur-

den, gab es somit eine Vielzahl von Vergleichsdaten.

4.1.2. Narkose
Die haufigste Narkoseform bei Mausen und Ratten stellt die Kombination aus Xylazin
und Ketamin dar, welche entweder i.m. oder i.p. appliziert wird *"?®°. Diese Anasthe-

sieform ist jedoch auferst schlecht zu steuern. Lange Nachschlafzeiten mit daraus
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resultierendem Hypoglykdmie-und Hypothermierisiko sind beschrieben “°. Dariiber
hinaus ist Ketamin flr seine neuroprotektiven Effekte bekannt, wodurch Ketamin als
Anasthetikum fiir die Erforschung neuronaler Prozesse ausscheidet 224°91% |nhala-
tionsnarkotika stellen hierfur eine Alternative dar. Sie haben nur eine sehr kurze
Halbwertszeit, d.h. die Tiere wachen sehr bald nach Beendigung der Narkose wieder
auf, und somit werden die oben genannten Risiken umgangen. Jedoch sind auch
Inhalationsnarkotika wie z.B. Halothan oder Isofluran erwiesenermal3en neuroprotek-
tiv. Einerseits wurde nachgewiesen, dal} sowohl die Ausschittung endogener Kat-
echolamine durch inhalative Narkotika ® wie auch der zerebrale Metabolismus und
ATP Verbrauch durch Halothan vermindert wird '*. Dariiber hinaus haben inhalative
Narkotika eine starke Auswirkung auf die zerebrale Durchblutung. Initial ist eine 10-
20%ige Dilatation der pialen GefiRe bei Insufflation von Halothan beschrieben *2. Bei
Langzeitversuchen sind jedoch auch die gegenteiligen Effekte in Form einer Reduk-
tionen der zerebralen Durchblutung um bis zu 50% bekannt '”°. Ergebnisse von
Brussel et al. deuten darauf hin, dal die Autoregulation der zerebralen Durchblutung

t ' All diese Faktoren schlossen

nach Inhalation von Halothan aulRer Kraft gesetzt is
die Verwendung einer Inhalationsnarkose fur die Versuche aus. Aus diesem Grund
wurden die Versuche mit einer Kombination aus Midazolam, Medetomidin und Fen-
tanyl durchgefuhrt. Diese Narkoseform kann vollstandig antagonisiert werden, und es
sind bis heute keine neuroprotektiven Effekte bekannt. Das einzige Problem dieser
Narkoseform liegt darin begrindet, daf3 der Antagonist des Fentanyl, Naloxon, eine
deutliche kirzere Halbwertszeit als Fentanyl selber aufweist. Somit bestand die Mog-
lichkeit eines ,Hang-Over” mit anschlieRender respiratorischer Insuffizienz. Dies
konnte verhindert werden, indem die gewichtsadaptierte Narkose sorgfaltig eingehal-
ten wurde und somit zum Ende des Versuches nur noch eine kleine Menge Fentanyl
im Kreislauf verfugbar war, das vollstandig und dauerhaft antagonisiert werden konn-

te.

4.1.3. Induktion der Subarachnoidalblutung

In den letzten 30 Jahren wurde eine Vielzahl an Methoden an vielen verschiedenen
Spezies entwickelt, um die SAB zu untersuchen. Es gibt einige Kriterien, die ein
Tiermodell erfillen muss, um die Pathophysiologie der SAB sinnvoll untersuchen zu

konnen:
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- Das Modell sollte den Blutungsverhaltnissen und der Verteilung der Blutung
nach Ruptur eines zerebralen Aneurysmas beim Menschen entsprechen.

- Die Veranderungen sollten standardisierbar und reproduzierbar sein.

- Die Letalitat sollte der beim Menschen entsprechen.

- Das Modell sollte Beobachtungen Uber einen Zeitraum hinweg erlauben und
es somit ermoéglichen, sowohl die frihen wie auch die spaten Effekte einer

SAB zu untersuchen.

1979 wurde das erste SAB Tiermodell in der Ratte von Barry et al. entwickelt 8. Hier-
bei wurde die A. basilaris punktiert und die Folgen konnten direkt beobachtet werden.
Seit jener Zeit wurde eine Vielzahl unterschiedlicher Modelle entwickelt, welche sich

grob in folgende Gruppen einteilen lassen:

- Operative Darstellung eines Gefaltes und dessen Exposition zu autologem
Blut.

- Punktion einer Arterie mit anschlieRender Blutung '%'?,

- Injektion von autologem Blut in den Subarachnoidalraum als einmalige Injekti-

24102117178 hder Cisterna chiasmatica '**, oder als

120,181

on in die Cisterna magna

Doppelinjektion autologen Blutes in beide Cisternen

Modelle, welche auf der Injektion von Blut basieren, haben einige entscheidende
Nachteile. Zunachst einmal fehlt der Endothelschaden, welcher bei der Ruptur eines
zerebralen Aneurysmas beim Menschen auftritt. Auch ist die Mortalitat dieser Model-
le mit 0-15% Uberhaupt nicht mit der des Menschen zu vergleichen. Aulderdem erholt
sich bei diesen Modellen die zerebrale Durchblutung meist innerhalb von 15 Minuten
und bildet die Klinik somit nicht adaquat ab. In der vorliegenden Arbeit wurde eine in
unserer Arbeitsgruppe entwickelte Variante des von Bederson et al. beschriebenen
intraluminalen Fadenmodells verwendet. Dieses Modell, welches in die zweite Kate-
gorie der oben genannten SAB Modelle fallt, hat die meisten Analogien zur Ruptur
eines zerebralen Aneurysmas beim Menschen. Der initial rasche Anstieg des ICP
und der simultane Abfall des CBF entsprechen der Pathologie beim Menschen. Auch
die Mortalitat von 30-50% entspricht derjenigen, welche in der Literatur fur Menschen

angegeben wird.

Dieses intraluminale Fadenmodell birgt jedoch auch einige Fehlerquellen. Es besteht

die Mdglichkeit, dal® nach Induktion der SAB der Faden verzogert wieder in die A.
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carotis ext. zurlickgezogen wird und somit eine verzogerte zweite Blutung erfolgt,
welche beim Menschen so nicht beschrieben ist. Auch besteht beim Entfernen des
Perforationsfadens aus dem Stumpf der A. carotis ext. die Gefahr eines hohen Blut-
verlustes. Diese Gefahren lielen sich jedoch durch ausreichende Ubung minimieren.
Die zweite Blutung wurde verhindert indem der Faden nach Induktion der SAB unmit-
telbar und in einem Zug wieder in die A. carotis ext. zurlickgezogen wurde, und auch
das Problem des starken Blutverlustes konnte durch ausreichendes Training mini-
miert werden. Somit stellt das intraluminale Fadenmodell zur Induktion der SAB ein
Modell dar, welches relativ einfach zu erlernen, zu einem hohen Mal3e reproduzier-
bar und standardisierbar ist und die Pathologie und Klinik der Ruptur eines zerebra-

len Aneurysmas beim Menschen zu einem hohen Grad abbildet.

4.1.4. Intravitalmikroskopie

In dieser Arbeit wurden die piale Mikrozirkulation und deren Veranderungen nach
Exposition mit Blut im Rahmen einer Subarachnoidalblutung mit Hilfe der Methode
der Intravitalmikroskopie untersucht. Diese Methode erlaubt die quantitative Analyse
des GefalRdurchmessers am lebenden Gehirn. Die Beobachtungen konnten zu ver-
schiedenen Zeitpunkten wiederholt werden, um einen dynamischen Zeitverlauf der
Veranderung der Mikrozirkulation nach SAB zeichnen zu kénnen. Nur die Methode
der Intravitalmikroskopie lasst es zu, diese Parameter in vivo ohne Schadigung des

Gehirnes zu untersuchen.

Der Durchmesser zerebraler Gefalde und deren Reaktion auf Blut oder andere Subs-
tanzen kann zwar auch in vitro gemessen und untersucht werden, jedoch entspre-
chen die Verhaltnisse eines chirurgisch entfernten Gefalles, welches in ein Organbad
eingebracht wurde, eindeutig nicht den physiologischen Bedingungen . Zunachst
einmal geht durch die chirurgische Manipulation die Innervation des Gefalies verlo-
ren. Auch fehlen die lokalen Faktoren (NO, Bradikinin, Serotonin, CO; etc.), die im
das Gefal® umgebenden Interstitium vorhanden sind und welche in vivo die Weite
eines Gefaldes bestimmen, bzw. diese Faktoren kdnnen nur mit au3erstem techni-
schen Aufwand hinzugeflugt und kontrolliert werden. Durch die Technik der Trepana-
tion ohne Verletzung der Dura mater konnten die oben genannten Faktoren innerhalb
der physiologischen Bedingungen des lebenden Gehirns gehalten werden. Allerdings
ist mit der Intravitalmikroskopie nur die Beobachtung der oberflachlichen, pialen Ge-

falke mdglich. Uber die Gefale in der Tiefe des Hirnparenchyms kann mit dieser
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Technik keine direkte Aussage getroffen werden. Jedoch unterscheiden sich piale
Gefalle bzgl. Vasoreaktivitat und Endothelschicht nicht von solchen, welche tief in

das Hirnparenchym ziehen.

Im Rahmen dieser Untersuchung wurde das Plasma der Versuchstiere mit dem
Farbstoff Fluoresceinisothiocyanat gebunden an Dextran mit einem Molekulargewicht
von 150000 Dalton angefarbt. Dies ist eine weitverbreitete und gut beschriebene Me-
thode %', Durch den Einsatz von nur 0,15 ml einer 0,5%igen Lésung bei langsamer
Applikation konnte ein hamodiluierender Effekt und eine Hypervolamie ausgeschlos-
sen werden. Die Emmisionseffektivitat und die Farbeeigenschaften waren bei einma-
liger Gabe des Farbstoffes Uber die Dauer des Versuchs hinweg ausreichend. Die
Extravasation des Farbstoffes als Zeichen einer gestorten Blut-Hirnschranken-

Aktivitat war zu keiner Zeit zu beobachten.

Um phototoxische Effekte und ein Ausbleichen des Farbstoffes zu vermeiden, wurde
die Aufnahmedauer pro Mel3gebiet und MeRzeitpunkt auf 10 Sekunden begrenzt. Die
hochempfindliche SIT-Restlichtkamera in Verbindung mit einem 25x Salzwasserim-
mersionsobjektiv erlaubte die Verwendung von Erregerlicht sehr geringer Intensitat.
Eine Stérung der Blut-Hirnschranke als sehr sensitiver Marker eines phototoxischen
Schadens '® konnte, wie oben erwahnt, zu keiner Zeit des Versuches beobachtet

werden.

Aufgrund der begrenzten Tiefenscharfe des Intravitalmikroskops, konnten in grof3lu-
migen Gefalden durch Einstellen des Fokus scheinbar unterschiedliche Gefalidurch-
messer beobachtet werden. Um dieses Problem zu umgehen, wurde so fokussiert,
dal} jeweils der maximal mogliche Durchmesser erkennbar war. Auch wurde pro Ge-
falRaufnahme bei der Auswertung der Durchmesser dreimal getrennt bestimmt und
aus den sich ergebenden Werten der Mittelwert als tatsachlicher Durchmesser ak-

zeptiert.

4.1.5. Strahler-Ordnungsschema

Da im Rahmen dieser Arbeit die GefalRidurchmesser verschiedener Tiere, welche
entweder gesund waren oder unter einer SAB litten, miteinander verglichen werden
mussten und entschieden werden musste, ob diese normal oder verandert sind, war
es erforderlich absolute Werte der Gefalldurchmesser der pialen Widerstandsgefalie

der C57/BI6 Maus zu erhalten. Diese sind jedoch in der Literatur nicht bekannt. Somit
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mussten diese erstmals bestimmt werden. Ein hervorragendes System, um stark
verzweigte dendritische Systeme zu charakterisieren, ist das Strahler- bzw. Strahler-
Horton-Schema '®, welches 1944 entwickelt wurde, um FluRsysteme in Hochpla-
teaus in Arizona, USA zu untersuchen. Dieses Ordnungsschema erlaubt die relative
einfache Einordnung auch hochkomplexer FluRsysteme in eine relativ Uberschaubare
Anzahl an Ordnungskategorien. Es ist ein in den Biowissenschaften auf die meisten

40,87,94

Organsysteme zufriedenstellend angewandtes System , welches in diesem

Versuchsaufbau dem Zweck entsprechend leicht verandert wurde.

In dem originalen Strahler-Horton-Schema wird eine héhere Ordnung nur erreicht,
wenn zwei Subsysteme gleicher Ordnung zusammentreffen. Treffen zwei Subsyste-
me unterschiedlicher Ordnung aufeinander, wird die Ordnungszahl des hoherklassi-
gen Subsystems beibehalten. Fur die pialen Widerstandsgefalle der Maus war dies
nicht praktikabel, da es haufig vorkam, dal zwei Arterien verschiedener Ordnung
aufeinander trafen. Somit hatte sich bei Einhaltung des oben genannten Systems nur
eine extrem niedrige Ordnungshierarchie ergeben, welche anschliel3end eine massiv
grol3e Spanne beinhaltet hatte. Dies ware flr eine genaue Differenzierung der pialen
Widerstandsgefalle der C57/BI6 Maus nicht sinnvoll gewesen. Aus diesem Grund
wurde das Strahler-Horton-Schema dahingehend abgeandert, dal® auch bei dem Zu-
sammentreffen von zwei Arterien verschiedener Ordnung das daraus resultierende
Gefalk die nachst héhere Ordnungsstufe zugewiesen bekam. Auf diese Weise konnte
eine ausreichend differenzierte Ordnungshierarchie erstellt werden, welche auch als
Positivprobe eine adaquate Einordnung eines Gefalles bei gegebenem Gefal3-
durchmesser in seine Ordnung erlaubte. Somit war es erstmals moglich mit Hilfe des
modifizierten Strahler-Horton-Schemas eine differenzierte Quantifizierung der pialen
Gefalarchitektur der C57/BI6 Maus anzufertigen und somit gesunde und kranke Tie-

re direkt miteinander zu vergleichen.
4.2. Ergebnisse

4.2.1. Intrakranieller Druck

Mit Induktion der SAB stieg der ICP schlagartig auf Werte von ~70 mmHg an. Dies
kann in dieser Situation einzig durch die Perforation eines zerebralen Gefaldes und
der daraus folgenden Blutung in den Subarachnoidalraum erklart werden. Nach dem
initialen Druckanstieg folgte recht schnell wieder ein Abfall auf ~20 mmHg, und auf

diesem Niveau blieb der Hirndruck auch in der Folge. Verschiedene Arbeiten bele-
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gen, daR dieser Hirndruck fiir Stunden bis Tage vorliegt '>"*"®%. Dies zeigt, daR das
intraluminale Fadenmodell auch in der Maus sicher und reproduzierbar angewandt

werden kann und im wesentlichen der Pathologie des Menschen entspricht '3°3193,

4.2.2. Verteilung des Blutes im Subarachnoidalraum

Sowohl makroskopisch als auch mikroskopisch konnte deutlich das Blut sowohl um
die Gefalle als auch in den Gyrierungen des Gehirns gesehen werden. Dieses Ver-
teilungsmuster ist typisch und ist genau so auch beim Menschen beschrieben (Abb.
37).

Abbildung 37. Drei Beispiele fir Computertomographische Aufnahmen nach einer Su-

barachnoidalblutung. Deutliche ist die hyperdense Blutansammlung entlang der Gyri

und Sulci zu erkennen. Dies entspricht der beobachteten Verteilung des Blutes in den
Versuchen. Bilder von Leber et al. [Subarachnoidalblutung: Herausforderung einer

Diagnose] Journal fir Neurologie, Neurochirurgie und Psychiatrie 2008; 9 (1): 28-32

Speziell durch den mikroskopischen Nachweis des Blutes um die Gefalde konnte si-
chergestellt werden, dal} dieser entscheidende Faktor in der Pathogenese der Komp-
likationen nach SAB nicht nur vorhanden ist, sondern sich auch in der Untersu-
chungsregion in deutlich sichtbarer Menge befindet. Bisherige Untersuchungen zur
Entstehung der zerebralen Vasospasmen bezogen sich meistens auf Blutbestandtei-
le des ausgetretenen Blutes als auslosendes Agens. So wurde die Wirkung von Oxy-
hamoglobin und Methamoglobin untersucht '**, aber auch mediatorgesteuerte Me-
chanismen mit zellularer Komponente, wie Thrombozyten und Leukozyten, werden

diskutiert 3"'*°. Auf die genaueren Méglichkeiten der Pathogenese wird in 4.2.6. noch
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deutlicher eingegangen. Es ist jedoch deutlich, dal’ die Anwesenheit von Blut nicht
nur generell im Subarachnoidalraum sondern auch ganz konkret um die Gefalie,
welche untersucht werden von duf3erster Wichtigkeit ist und dies ist in diesem Modell

sichergestellt.

4.2.3. Outcome

Die Mortalitat der Tiere nach SAB in der vorliegenden Arbeit von 33-50% entspricht
der Mortalitat beim Menschen "°. Dies zeigt also die Vergleichbarkeit des Modells
mit der tatsachlichen Pathologie beim Menschen. Genau wie beim Menschen ver-
sterben auch die Tiere nach SAB am haufigsten innerhalb der ersten 48 Stunden.
Und genau hier setzte die Fragestellung an: Der Vasospasmus beim Menschen ist

nach 4-7 Tagen beschrieben 22107128194

, heurologische Defizite und die Hauptmorta-
litat finden jedoch in den ersten 48 Stunden statt. Nun stellt sich die Frage nach der
Ursache fur diese Mortalitat. Der Hirndruck mit anschliel3ender Herniation des Ge-
hirns stellt nur eine Gefahr in den ersten Minuten der Ruptur des Aneurysmas dar, da
der ICP hiernach wieder unter eine kritische Schwelle sinkt. Dieses Phanomen ist
wahrscheinlich fir den Tod der ~15% der Patienten verantwortlich, welche nie das
Krankenhaus erreichen ™’. Somit ist bis heute unbekannt, was genau fiir den Tod
von ~35% der Patienten innerhalb der ersten 48 Stunden verantwortlich ist. Die Leta-
litdtsuntersuchung zeigt also, dal® mit diesem Modell wahrscheinlich verlassliche Un-
tersuchungen uber die pathophysiologischen Ursachen getatigt werden konnen, wel-
che zur Mortalitat und Morbiditat innerhalb der ersten 48 Stunden beitragen. Direkt
die Todesursache zu ermitteln war aul3erst schwierig, da die Tiere meistens nachts
verstarben und somit erst nach einigen Stunden einer Obduktion zuganglich waren.
Durch den sehr schnellen Verwesungsprozess des Gehirns, konnte keine genaue
Aussage Uber pathologische Veranderungen des Gehirns Uber die initiale SAB hi-
naus getatigt werden. Jedoch entstand der subjektive Eindruck, daf} die Menge an
Blut im Subarachnoidalraum nicht gréoRer war als bei den Tieren, welche Uberlebten.
Auch war der initiale ICP kein prognostischer Faktor, aul3er es kam zu einem fatal
hohen Anstieg des ICP jenseits von 120 mmHg, was zu einer sofortigen Herniation
des Hirns und dem bald darauf folgenden Tod des Tieres fuhrte. Diese Tiere wurden

aus dem Versuch genommen.

Ein Faktor, welcher zu der Mortalitat nach Induktion der SAB beitragen konnte, stellt

eine bakterielle Infektion dar. Aus diesem Grund wurde die Auswirkung einer antibio-
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tischen Therapie auf die Mortalitat nach SAB untersucht. Hier zeigte sich kein signifi-
kanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen, weder in Bezug auf die Gesamt-
mortalitat, noch auf die Zeitpunkte der Mortalitat. Somit ist die Mortalitat hochstwahr-
scheinlich einzig auf die SAB selber und nicht auf eine Infektion als Uberlebensredu-

zierenden Kofaktor zurlickzufihren.

Als weiteren auRerst wichtigen und auch sehr sensitiven Marker fur das Outcome
nach SAB wurde der Gewichtsverlauf in den ersten sieben Tagen nach SAB unter-
sucht. Deutlich war der massive Verlust der Tiere von ~20% ihres Kérpergewichtes
innerhalb der ersten drei Tage. Dies ist ein Zeichen fiir den auf3erst schlechten All-
gemeinzustand der Tiere nach Induktion der SAB. Einerseits sind die Tiere in den
ersten drei Tagen aufgrund ihres beinahe komatésen Zustandes fast gar nicht in der
Lage, Nahrung zu sich zu nehmen, was bei der hohen Stoffwechselrate der C57/BI6
Mause selbstverstandlich zu einem dramatischen Gewichtsverlust fihrt. Dartber hi-

110'116, was im Sinne

naus ist die Stoffwechselrate nach SAB noch zusatzlich erhdht
eines Circulus vitiosus die Gewichtsreduktion noch verstarkt. Hierdurch sinkt die Ak-
tivitat des Tieres und es ist somit weniger in der Lage, Nahrung zu sich zu nehmen,
wodurch der Gewichtsverlust noch weiter zunimmt etc. Auch bei der Untersuchung
dieses Faktors zeigten sich keine Unterschiede zwischen der Kontrollgruppe und den
Tieren, welche antibiotisch therapiert wurden. Somit ist auch der Gewichtverlust nicht
auf eine bakterielle Infektion zurlickzufiihren, wie von anderen Arbeitsgruppen vor-
geschlagen wurde *. Jedoch scheint es so zu sein, daR es ein kritisches Mindestge-
wicht gibt, welches fiir das weitere Uberleben notwendig ist. Jedesmal wenn das
Kdrpergewicht eines Tieres unter die Grenze von 17g fiel, verstarb das Tier in der

Folge.

4.2.4. Gestorte CO,-Reaktivitat und Verhalten auf Papaverin

Die pialen Widerstandsgefalde nach SAB zeigten im Gegensatz zu gesunden Gefa-
Ren keinerlei Reaktion auf verschiedene PaCO,. So ergab sich keinerlei Reaktivitat
der GefalRe unabhangig davon, ob die Hyperkapnie respiratorisch oder durch eine
externe Zufuhr von Kohlendioxid ausgeldst wurde. Es war schon friher in der Litera-
tur eine gestorte Reaktion auf CO, beschrieben worden 7293063105160 " giase konnte
jedoch noch nie direkt beobachtet werden. Auch wurden diese Phanomene bislang

einzig in der Phase der bekannten Vasospasmen getatigt, d.h. frihestens 48h nach
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SAB. Dass auch schon drei Stunden nach SAB keinerlei Reaktivitat auf CO, zu ver-

zeichnen ist war bislang nicht bekannt.

COg spielt eine aulRerordentlich wichtige Rolle fur die Homdostase des menschlichen
Gehirns %% da es neben der Autoregulation, welche die zerebrale Durchblutung
zwischen mittleren arteriellen Blutdricken von 60 mmHg bis 160 mmHg konstant
halt, einer der wichtigsten Faktoren ist, welcher die Durchblutung anregt. Einfach ge-
sagt, sorgt CO; fur die Anpassung der zerebralen Durchblutung an die metabolische
Aktivitat des umgebenden Hirngewebes. CO, dient hierbei als Zeichen einer Unter-
versorgung mit Blut und sorgt durch seine gefalRdilatierende Wirkung fur die Beendi-
gung eben jenes Zustandes. Der genaue Weg, auf welchem CO; an den Gefallen
wirkt, ist bis heute nicht im Detail geklart. Jedoch ist bekannt, dal® die Reaktivitat der
Gefalle auf CO, abhangig ist von der Anwesenheit eines anderen aul3erst potenten
Vasodilatators: Stickstoffmonoxid (NO) 719419 Bej Gabe von L-NAME, einem star-
ken Inhibitor der NO-Synthase, welche NO im Korper aus L-Arginin synthetisiert, fallt
— genau wie hier nach SAB beobachtet — der vasodilatierende Effekt einer Hyper-
kapnie weg '°. Somit kénnte dies ein Hinweis auf einen lokalen Mangel an NO am
Gefal sein. NO hat ebenfalls einen cGMP-abhangigen Wirkmechanismus, ahnlich
dem von COy, vielleicht ist es sogar der gleiche Ubertragungsweg, den beide Gase
verfolgen. Beide Gase wirken jedoch auf die glatte Muskulatur iber den Umweg des
Endothels. Miranda et al. zeigten 1996, dall NO in GefalRen, bei welchen klnstlich
das Endothel entfernt wurde, keinerlei Wirkung mehr hatte '#’. Um zu klaren, ob die
beobachteten Effekte nach SAB auf eine Storung des Endothels oder eine Stérung
der glatten Muskulatur selbst zuriickzuflhren sind, wurde eine Papaverin-Losung
lokal in den Subarachnoidalraum appliziert. Papaverin fuhrt — wie unter 2.3.9.4. be-
schrieben — zu einer direkten Relaxation glatter Muskelzellen. Hierbei gab es keinen
Unterschied zwischen gesunden Kontrolltieren und solchen, welche unter einer SAB
litten. Somit konnte eindeutig belegt werden, daf} die pathologische Reaktivitat auf
COg2 nach einer SAB auf eine Stérung in der Interaktion zwischen Endothel und glat-
ter Muskulatur zurGckzufihren ist und nicht auf eine Stérung der glatten Muskulatur
selbst. Was genau zu dieser gestorten Interaktion fuhrt, ob dies wirklich auf einen
lokalen NO-Mangel zurtckzufuhren ist, oder ob vielleicht auch eine Aktivierung von
Thrombozyten hierbei eine Rolle spielt (siehe Kapitel 4.2.7.), ist zum jetzigen Zeit-

punkt noch véllig unklar und bedarf weiterer Untersuchungen.
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4.2.5. Strahler-Schema

Um die Auswirkungen einer SAB auf die zerebralen Widerstandsgefalle und daraus
folgend die Durchblutung zu untersuchen, wurden bislang in der Regel indirekte Ver-
fahren, wie TCD, Laser-Doppler oder Radiographie verwandt. Als andere Untersu-
chungsmethode wurde die direkte Reaktion der GefalRe auf Blut an der abluminalen
Seite meistens durch in vitro Versuche untersucht. Hier konnte nun erstmals mit Hilfe
des Strahler-Schemas unter Mitwirkung der Intravitalmikroskopie der Gefaldurch-
messer der zerebralen, pialen Widerstandsgefalde direkt bestimmt werden. Dabei
zeigte sich, dal} schon drei Stunden nach Induktion der SAB der Durchmesser aller
Gefale tendenziell geringer war als bei gesunden Kontrolltieren. Besonders deutlich
und statistisch signifikant war dies fur Gefal3e der Kategorie 3, d.h. bei GefalRen mit
einem Durchmesser von 21,9 + 0,8 uym. Durch die Messung Uber die gesamte Lange
der Gefalle hinweg und durch die wiederholte Messung bei sechs Tieren konnte eine
lokale Erscheinung ausgeschlossen werden. Es handelt sich mit Sicherheit um ein
Phanomen, welches die gesamte piale GefalRarchitektur betrifft. Doch so stellt sich
erneut die Frage nach den Ursachen fir diesen Umstand. Wie unter 4.2.4. bereits
erwahnt, sprechen die Daten der CO,-Versuche fur einen lokalen NO-Mangel. NO
gilt, durch die Erhéhung des intrazellularen cGMP Spiegels und die daraus folgende
Aktivierung Calcium-abhangiger Kalium-Pumpen, als einer der wichtigsten Regulato-
ren der GefalRweite. Byrne et al. konnten 1989 beschreiben, dal® Hamoglobin auf der
abluminalen Seite als potenter Vasokonstriktor wirken kann und spekulierten Uber
eine Wirkung des Hamoglobins als ,Fanger” fir NO '°. Die Gruppe um Jonathan
Stamler zeigte in den 90er Jahren, dal’ dieser Mechanismus des ,Abfangens” wahr-
scheinlich entweder Uber eine Bindung des NO an die p-Untereinheit des Hamoglo-
bin-Molekiils oder eine Nitrosylierung von Plasmaproteinen passiert °2%. Und es gibt
noch weitere Hinweise fur diese These. Sehba et al. zeigten, dal® nach SAB die
Spiegel von Nitrit und Nitrat im Liquor signifikant erniedrigt sind "°*%”:172. NO wird im
Korper in Nitrit und Nitrat umgewandelt, wodurch diese beiden Substanzen einen
Hinweis auf die Menge an synthetisiertem NO geben. Jedoch nach wie vor vollig un-
klar ist die Frage, wie Hamoglobin, welches sich in der abluminalen Seite befindet,
die Wirkung von NO auf das Endothel beeinflusst. Die wahrscheinlichste Ursache
hierfur ist, da® nach Induktion der SAB Uber einen bis heute ungeklarten Mechanis-
mus die Produktion von NO im Endothel zum erliegen kommt. Hierfur spricht auch

die massive Hochregulation der iNOS nach SAB ', eines der drei Isoenzyme, wel-
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ches NO synthetisiert. Jedoch ist nicht klar, ob die Kommunikation zwischen ablumi-
naler Seite und Endothel direkt durch das Hamoglobin, second Messenger, die Bil-

158

dung freier Radikale ™ oder eines ganzlich anderen Mechanismus vonstatten geht.

4.2.6. Mikrovasospasmen

Der Vasospasmus bzw. die daraus resultierende zerebrale Ischamie ist die am meis-
ten gefurchtete Komplikation nach einer SAB. Wie bereits erwahnt, werden technisch
bedingt in der Klinik jedoch nur qualitative Aussagen Uber den Durchmesser der gro-
Ren Gefalde wie der A. cerebri media und anterior getroffen. Eine Reduktion des Ge-
faRdurchmessers in einem dieser Gefalle kann jedoch durch eine ausreichende Kol-

lateralisierung weitgehend kompensiert werden.

Die Frage, ob nicht auch die kleinen Widerstandsgefal3e in Form von Arteriolen von
Mikrovasospasmen betroffen sind, stand immer zur Debatte °®"%'"°. Gestiitzt wurde
dies durch die Tatsache, dal} der diagnostizierte Vasospasmus der gro3en Gefalle
keinen positiv-pradiktiven Wert bzgl. der neurologischen Defizite aufweist. Neurologi-
sche Defizite treten aber auf, unabhangig davon ob Vasospasmen diagnostiziert
wurden oder nicht. 2003 konnte von Uhl et al. erstmals der Nachweis erbracht wer-
den, daR Mikrovasospasmen beim Menschen auftreten '®’. Jedoch war es aufgrund
des technischen Aufbaus dieser Studie nicht mdglich, zu verschiedenen Zeitpunkten
und an denselben Orten qualitative und quantitative Aussagen Uber die entstande-
nen Mikrovasospasmen zu treffen. Somit ergab sich die Aufgabe, flr die nahere Er-
forschung der Mikrovasospasmen ein Tiermodell zu etablieren, um Mikrovasospas-
men naher zu charakterisieren und ihre Bedeutung fur die Pathologie der SAB zu
bestimmen. Als drei Stunden nach Induktion der SAB das gesamte Stromungsgebiet
der A. cerebri media mit Hilfe der Intravitalmikroskopie untersucht wurde, zeigten sich
bei allen Tieren deutlich sichtbare Mikrovasospasmen. Die spastischen Gefalie boten
eine Reduktion des Gefalldurchmessers auf 67, 4 £ 1,1% des gesunden Gefal-

durchmessers. Da nach dem Gesetz von Hagen-Poiseuille:
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die Reduktion des Radius in der vierten Potenz den Volumenstrom reduziert, ist deut-
lich, dal} eine solche Veranderung des Durchmessers der prakapillaren Gefale eine
Reduktion der zerebralen Durchblutung um ca. 87% nach sich zieht. Zwar zeigten
nur 11 Mikrovasospasmen eine Reduktion des Durchmessers um mehr als die Halfte
der Baseline, jedoch trugen die schwacheren Mikrovasospasmen alleine durch ihre
Haufigkeit sicherlich deutlich zu einer Minderperfusion einzelner Gehirnareale bei.
Auffallend war jedoch die Verteilung der Starke des Mikrovasospasmus bezogen auf
die GefalRgrole. Die kleinsten Prakapillaren zeigten hierbei mit 61,8 + 2,4% die deut-
lichste Reduktion des Gefalldurchmessers. Je grolier die untersuchten Gefalle umso
schwacher der Mikrovasospasmus. Dies kdnnte auf einen dynamischen Prozess
hinweisen. Da der Makrovasospasmus bekanntermal3en i.d.R. vier Tage post-iktal
nachzuweisen ist, ist vorstellbar, dal} die Vasospasmen schon kurz nach dem Austritt
des Blutes an den Prakapillaren quasi ,generiert® werden und sich per continuitatem
entlang den Gefalien ausbreiten, bis diese Vasospasmen schliel3lich mit Hilfe der
TCD an den grolien GefalRen der Schadelbasis nachgewiesen werden konnen. Da-
mit stellt sich erneut die Frage, Uber welchen Mechanismus diese Generierung vons-
tatten gehen soll. Und auch hier besteht die Moglichkeit einer Beteiligung von NO.
Wie bereits angedeutet, wird NO im Organismus mit Hilfe eines Enzymes namens
NO-Synthase gebildet. Dieses Enzym besitzt drei Isoformen: endotheliale NO-
Synthase (eNOS), induzierbare NO-Synthase (iNOS) und neuronale NO-Synthase
(nNOS). Unter physiologischen Bedingungen ist die iNOS beinahe gar nicht aktiviert
und spielt somit auch keine groere Rolle fur die Homdostase des Gehirns. Die Auf-
gabe der Regulation der Hirndurchblutung teilen die eNOS und die nNOS, wobei bis
heute noch nicht klar ist, welches der beiden Isoenzyme hierbei den grélieren Beitrag
leistet °:6870.182.186 Eine Erklarungsmoglichkeit fiir die Entstehung der Mikrovasos-
pasmen ware, dal’ die NO Produktion - z.B. durch die Entstehung freier Radikale aus
Oxyhamoglobin - gestort ist. Daten von Kim et al. sprechen fur diese Mdglichkeit.
Diese Arbeitsgruppe konnte zeigen, dafd nach einer SAB wahrscheinlich nicht die
Freisetzung von NO gestort ist, sondern die Produktion von cGMP und damit auch
die Signaltransduktion von NO nicht mehr wie unter physiologischen Zustanden mog-
lich ist °*°'. Somit bietet die Theorie des lokalen NO-Mangels zusammen mit der ge-
storten CO»-Reaktivitat eine gute Erklarungsmaglichkeit fur die beobachteten Mikro-

vasospasmen.
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4.2.7. Thromben

Bei der naheren Untersuchung der Gefalte im Hinblick auf die Mikrovasospasmen,
konnte festgestellt werden, daf3 sich in vielen Arteriolen drei Stunden nach Induktion
einer SAB Thromben gebildet hatten. Insgesamt wurden 40 Thromben in 113 spasti-
schen Gefalden gefunden; ein Befund, dem nur 2 Thromben in 232 gesunden Gefa-
Ren gegenuberstehen. Die Thromben waren bereits flinfzehn Minuten nach Beginn
der Untersuchung, d.h. ca. 3 Stunden und 15 Minuten nach Induktion der SAB mit
Hilfe des Intravitalmikroskops zu finden und nahmen Uber den Untersuchungszeit-
raum in einer linearen Beziehung zu. Nach Virchow ist die Grundlage fur eine
Thrombenentstehung die Trias aus ,Stase, Endothelschaden und Gerinnungssto-
rung®. Aus dem ersten der genannten Punkte kdnnte man erwarten, dal} die oben
erwahnten Mikrovasospasmen mit ihrer sicher vorhandenen Reduktion der zerebra-
len Durchblutung fur die Entstehung der Thromben verantwortlich sind. Jedoch zei-
gen die erhobenen Daten, dal} es sich mit Sicherheit nicht um ein rein rheologisches
Phanomen handelt. Falls es sich um ein solches handeln sollte, wirde man eine
Konzentration der Thrombenentstehung auf die Orte mit den starksten Mikrovasos-
pasmen erwarten. Doch war dies genau nicht der Fall. Die meisten Spasmen waren
in Gefalken mit einem moderaten Mikrovasospasmus angesiedelt. Dies lasst auf eine
andere Komponente der Virchow-Trias als ,Stase“ schlieRen. Welche Bedeutung die
Thrombenentstehung fir die Pathologie der neurologischen Defizite nach SAB haben
kann, wird auch deutlich, wenn man betrachtet, wie die Thromben auf die einzelne
GefaligrofRen verteilt sind. Hierbei zeigt sich, dall ~80% der Gefalle der Kategorie 2,
also der Prakapillaren, einen Thrombus aufweisen. Dies hat selbstverstandlich starke
Auswirkungen auf die Versorgung der distal gelegenen Hirnareale. Da kein Mecha-
nismus bekannt ist, der in dieser Situation und in den beobachteten Gefalen fur ei-
nen Schaden am Endothel sorgen konnte, scheidet auch der zweite Faktor der Vir-
chow-Trias als Ursache flr die massiv gesteigerte Thrombenentstehung aus. Somit
bleibt nur noch der Faktor der gestoérten Gerinnung selbst. Bestatigt werden unsere
Daten von der Arbeitsgruppe um Fatima Sehba. Diese Gruppe konnte in der Ratte
zeigen, dal} sich schon zehn Minuten bis 24 Stunden nach Induktion einer SAB im-
munhistochemisch eine deutliche Aggregation von GPIIb/llla-Rezeptoren nachwei-
sen lieR '®°. Dieser Rezeptor, der auf der Oberfliche der Thrombozyten sitzt, wird
heute als der alleinige Verantwortliche fur die Thrombozytenaggregation angesehen

% Wird dieser Rezeptor aktiviert, bindet er an andere Glykoproteine, Fibrinogen
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und/oder den von-Willebrand Faktor '°. Somit ist eine immunhistochemische Farbung
dieses Rezeptors ein probates Mittel Thrombozytenaggregate nachzuweisen. Und
ein weiteres Mal stellt sich die Frage nach dem Pathomechanismus, welcher fur die
Thrombenentstehung verantwortlich ist. Und auch hier bietet ein lokaler NO-Mangel
eine mdgliche Erklarung. Radomski et al. konnten schon 1992 zeigen, dall NO ein
aulerst potenter Inhibitor der Thrombozytenaggregation darstellt — sowohl in vitro als
auch in vivo "*°. Diese Daten wurden in den folgen Jahren haufig bestatigt. So ver-
kUrzte sich beispielsweise die Blutungszeit freiwilliger Probanden, bei denen die
eNOS inhibiert wurde '™, und die Beschichtung kiinstlicher Oberflachen mit NO-
freisetzenden Polymeren verhinderte eine Thrombozytenaggregation ®''". Wie in an-
deren Geweben auch, wirkt NO in Thrombozyten Uber eine Aktivierung der Guany-
latzyklase und der Phosphoinositid-3-Kinase, was neben vielen anderen Effekten
unter anderem zu einer Reduktion der GPIIb/llla Rezeptoren an der Oberflache der
Thrombozyten fiihrt '%°. Dies ware eine direkte Erklarungsméglichkeit fiir die Inhibiti-
on der Thrombozytenaggregation durch NO. Somit kdnnte ein lokaler NO-Mangel
auch fur die beobachtete verstarkte arterielle Thrombozytenaggregation verantwort-

lich sein.

4.2.8. Hemmung der Thrombozytenaggregation

Nachdem beobachtet wurde, dal® nach Induktion der SAB vermehrt Thromben in der
Mikrozirkulation entstehen, war der nachste logische Schritt, um die Pathophysiologie
der frGhen Phase der SAB zu verstehen, die Hemmung der Thrombozytenaggregati-
on. Sollte die Entstehung von Mikrothromben in der Mikrozirkulation schon sehr frih
nach SAB fur einen Teil des entstehenden Schadens verantwortlich sein, musste die
Hemmung der Entstehung von Mikrothromben sichtbare und messbare Konsequen-
zen nach sich ziehen. Wie bereits im vorangehenden Abschnitt beschrieben konnten
Sehba et al. 2005 eine Akkumulation von Gpllb/llla-Rezeptoren zeigen. Aus diesem
Grund wurde im Rahmen dieser Studie ein Medikament zur Hemmung der Thrombo-
zytenaggregation eingesetzt, welches genau am Gpllb/llla-Rezeptor ansetzt: Tirofi-
ban. Dieses noch relativ neue Medikament wird seit seiner EinfUhrung besonders in
der Kardiologie sehr geschatzt und in vielen Einsatzbereichen verwendet '*>'%”. Auch
in Tiermodellen wurde Tirofiban zur Untersuchung verschiedenster Fragestellungen
erfolgreich eingesetzt ', Deswegen wurde nun ihm Rahmen dieser Arbeit die
Auswirkung von intraperitoneal appliziertem Tirofiban auf die Entwicklung des ICP,

des LDF, des Gewichtsverlaufes und der Mortalitat untersucht. Hierbei zeigten sich
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keinerlei signifikante Effekte im Vergleich zu Tieren, welche mit einem Vehikel be-
handelt wurden. Fir diesen Befund ergeben sich verschiedene Erklarungsmaglich-

keiten.

Zunachst ware vorstellbar, dal® die beobachtete Entstehung von Mikrothromben nach
SAB keinen wesentlichen Anteil an den pathophysiologischen Schaden nach SAB
hat. Dies ist jedoch kaum vorstellbar, da die Verlegung von beinahe 1/3 der Gefalie
der Mikrozirkulation, wie es in dieser Arbeit beobachtet wurde, allen Erkenntnissen
die Durchblutung des Gehirnes betreffend zuwiderlaufen wirde. Eine zweite Erkla-
rungsmoglichkeit, warum die Hemmung der Thrombozytenaggregation keinen mess-
baren Effekt zeigte, kdnnte daran liegen, dald im Rahmen dieser Arbeit entweder die
Parameter nur zu kurz beobachtet wurden oder vielleicht sogar die nicht relevanten
Parameter gewahlt wurden. Es ist denkbar, dal} die Auswirkungen auf den ICP und
den LDF sich erst mit Verzégerung nach der ersten Stunde bemerkbar machen. Viel-
leicht wirken sich die Mikrothromben auch nicht auf den ICP direkt, sondern auf die
Entwicklung des sekundaren Hirnddems aus. Es gibt schon seit langerer Zeit Hinwei-
se darauf, dal3 die Aktivierung von Thromben durch die Freisetzung pro-
inflamatorischer Substanzen direkt zu einer vermehrten Permeabilitat der Blut-
Hirnschranke fuhrt und diesen Effekt in der Folge durch die Freisetzung von Matrix-
Metalloproteinasen noch weiter verstarkt >'">. Somit wére fiir die Zukunft die Be-
stimmung des Hirnddems ein sicherlich interessanter Parameter zur Bestimmung des
Schadens, der durch Mikrothromben verursacht wird. Eine letzte mdgliche Hypothe-
se, warum in dieser Studie keine Effekte durch die Gabe von Tirofiban beobachtet
wurden, kdnnte sein, dal} die thrombozytenaggregrationshemmende Wirkung des
Tirofiban durch einen anderen, pro-aggregatorischen Effekt verhindert wird. Und
auch hier stellt der NO-Mangel wieder einen mdglichen Kandidaten dar. Wie bereits
oben erwahnt, ist NO ein aulerst potenter Inhibitor der Thrombozytenaggregation.
Somit konnte ein lokaler NO-Mangel im Gehirn eine mangelnde Wirkung des Tirofi-
ban erklaren. Diese Theorie wirde auch klaren, warum es trotz mangelnder Effekte

im Gehirn dennoch zu einer Verlangerung der Blutungszeit im Gehirn kommt.
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5. Zusammenfassung und Ausblick

Die SAB ist eine Krankheit mit einer auRerst hohen friihen wie auch spaten Mortalitat
und Morbiditat. Die genauen Ursachen der frihen wie auch spaten Effekte sind bis
heute nicht zufriedenstellend geklart. Ungefahr 35% der Patienten versterben in den
ersten 48h aus bis heute nicht geklarten Grinden. Die Forschungsergebnisse der
letzten Jahre zeigen jedoch deutlich, daR die Grinde hierfur wahrscheinlich auf der
Ebene der Mikrozirkulation zu suchen sind. Aus diesem Grund wurden im Rahmen
dieser Arbeit die Veranderungen der zerebralen, pialen Mikrozirkulation der Maus
nach SAB mit Hilfe des intraluminalen Fadenmodells und durch Intravitalmikroskopie
genau untersucht. Zur Induktion der SAB wurde ein monofiler Faden in der A. carotis
int. eingefuhrt, bis an die Gabelung von MCA und ACA vorgeschoben und diese Ga-
belung perforiert, was der Ruptur eines intrakraniellen Aneurysma ahnelt. Anschlie-
Rend wurde das Tier Uber dem Stromungsgebiet der linken MCA unter Schonung der
Dura Mater trepaniert, der Farbstoff FITC-Dextran i.v. appliziert und somit die zereb-
rale Mikrozirkulation sichtbar gemacht. Hierbei zeigten sich deutliche Veranderungen
im Vergleich zu gesunden Kontrolltieren. Mit Hilfe eines modifizierten Strahler-
Schemas war es erstmals madglich die Gefalarchitektur der pialen Mikrozirkulation
einer gesunden C57/BI6 genau zu charakterisieren und diese anschliel3end mit ei-
nem Tier zu vergleichen, bei welchen eine SAB induziert wurde. Hierbei zeigte sich,
dafd schon 3 Stunden nach SAB die zerebralen Gefalie starker kontrahiert sind als
bei gesunden Tieren. Auch zeigten Tiere, die eine SAB erlitten hatten, keinerlei
Reaktion auf Anderungen der arteriellen CO,-Konzentration. Gesunde Tiere reagier-
ten wie erwartet mit einer Dilatation bzw. Konstriktion auf eine Hyper- bzw. Hypokap-
nie. Diese Reaktion fehlte bei Tieren nach einer SAB véllig, gleichgiiltig ob die Ande-
rungen der arteriellen CO2-Konzentration respiratorisch oder durch die exogene Zu-
fuhr von CO verursacht wurden. Dies gibt einen deutlichen Hinweis auf eine rasche
Stérung der Funktionsfahigkeit des arteriellen Endothels, welches fir die Aufrecht-
erhaltung der zerebralen Homoostase essentiell ist. Den wichtigsten Befund dieser
Arbeit durften jedoch die Mikrovasospasmen und die Entdeckung von arteriellen
Thromben im pialen Strdomungsgebiet darstellen. Vasospasmen sind ein seit langem
nach SAB bekanntes Phanomen, jedoch wurden diese i.d.R. 4-7 Tage nach SAB in

den grol3en GefalRen des Gehirns - wie der MCA oder der ACA - beschrieben und

74



konnen aufgrund ihrer Lokalisation und aufgrund ihres mangelnden pradiktiven Wer-
tes bzgl. der neurologischen Defizite nach SAB zu diesen Defiziten nur einen gerin-
gen Beitrag leisten. Hier konnten nun erstmals die schon lange vermuteten Mikrova-
sospasmen nach SAB direkt nachgewiesen und diese auch naher quantifiziert wer-
den. Es zeigten sich in beinahe allen Gefalen die mit Blut in Kontakt kamen 3 Stun-
den nach SAB deutliche segmentale oder perlschnurartige Mikrovasospasmen, wel-
che eine Reduktion des GefalRlumens um bis zur Halfte nach sich ziehen. Diese ha-
ben somit sicherlich eine deutliche Reduktion des Angebots an Sauerstoff und ande-
ren Metaboliten flr das Gehirn zur Folge. Des weiteren sind die gefundenen arteriel-
len Thromben, welche in groRer Zahl einzig nach SAB auftraten, zusatzlich zu den
Mikrovasospasmen ein weiterer Faktor, welcher die Durchblutung des Gehirns deut-
lich einschrankt und somit zu der Mortalitat und Morbiditat beitragt. Der Grund, wes-
wegen die Mikrovasospasmen und Thromben entstehen, ist bis heute weitestgehend
unklar, jedoch Iasst sich begrindet vermuten, dal ein lokaler NO-Mangel als Ursa-

che fiir die beobachteten Phanomene verantwortlich ist.
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