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1. Hintergrund

Unabhadngig vom auslésenden Ereignis sind Schadigungen des Gehirns mit einer hohen
Mortalitat und Morbiditdat vergesellschaftet. So ist die durch einen ischamischen oder
hamorrhagischen Schlaganfall ausgeloste Mangeldurchblutung (Ischdamie) des Gehirns die
haufigste Ursache fiir eine bleibende schwere kérperliche Behinderung in der Bevélkerung,
wahrend das Schadel-Hirn Trauma (SHT) die haufigste Todesursache bei Kindern und jungen
Erwachsenen (<45 Jahren) darstellt. Trotz unterschiedlicher Auslésemechanismen ist die
Pathophysiologie der zerebralen Ischamie und des Schadel-Hirn Traumas sehr dhnlich, d.h. das
Gehirn antwortet auf das schadigende Ereignis mit einer sehr stereotypen Reaktion. Der
initiale Insult fuhrt innerhalb weniger Minuten, d. h. noch bevor eine medizinische
Intervention moglich ist, zum Untergang von Nervenzellen. Diese Schadigung wird als
Primarschaden bezeichnet und ist auf Grund ihres schnellen Auftretens einer Therapie nicht
zuganglich. Innerhalb der nachsten 24 Stunden vergroBert sich der urspriingliche
Gewebeschaden; es entwickelt sich der sogenannte sekundare Hirnschaden. Aufgrund der
verzogerten Entwicklung des Sekundarschadens ist dieser prinzipiell einer Therapie
zuganglich. Um kausale Therapien des sekundaren Hirnschadens zu identifizieren und
mogliche Therapiestrategien auf ihre Wirksamkeit hin zu untersuchen, ist die genaue Kenntnis
der zugrundeliegenden Pathomechanismen unabdingbare Voraussetzung. Ziel dieses
kumulativen Habilitationsprojekts war die Pathophysiologie des sekundaren Hirnschadens
nach Schlaganfall und Schadel-Hirn Trauma zu untersuchen und auf Basis der daraus
gewonnenen Erkenntnisse neue, translational einsetzbare Therapiekonzepte experimentell zu

Uberprifen.
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2. Pathophysiologie zerebraler Insulte

2.1 Ischamischer Schlaganfall

Der ischamische Schlaganfall, ein durch Mangeldurchblutung ausgeldster Untergang von Hirngewebe,
ist weltweit die zweithaufigste Todesursache und der dritthaufigste Grund fir eine bleibende
korperliche Behinderung (Feigin et al., 2014;Thrift et al., 2017). Ursachlich fir die Mangeldurchblutung
ist iberwiegend ein thrombotischer oder embolischer Verschluss einer hirnversorgenden Arterie, am
haufigster der A. cerebri media oder einer ihrer nachgeschalteten Aste. Da es sich bei zerebralen
Gefdllen um funktionelle Endarterien mit nur sehr geringer Kollateralisierung handelt, kommt es in
den entsprechenden GefaRterritorien zu einer Ischdmie, die bei Unterschreiten einer kritischen
Schwelle zum neuronalen Zelltod und schlieRlich zu einer Pannekrose flhrt (Astrup et al., 1981;Siesjo,

1992a;Siesjo, 1992b).
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Zerfall der Zellmembran Verzogerter Zelltod
0
Abbildung 1

Konzept der Penumbra bei zerebraler Ischamie. Modifiziert nach: Siesjo, BK., J. Neurosurgery, 1992

Im Gegensatz hierzu kommt es in einer Zone um den Infarkt-Core herum zu einer Reduktion der
zerebralen Durchblutung auf kritische Werte, die zu einer Beeintrachtigung der neuronalen Funktion
flhren, jedoch noch nicht zur Schadigung der Zellintegritat; dieser Bereich wird Halbschatten (lat.
Penumbra) oder ,Tissue at risk” genannt, da die Zellschddigung hier prinzipiell reversibel ist (Abbildung
1). Die CBF-Werte kdnnen durch zerebrale Autoregulation und Kollateraldurchblutung jedoch nur
kurzfristig im zur Aufrechterhaltung des Strukturstoffwechsels notwendigen Bereich gehalten werden;

persistiert die Ursache fir die Ischamie, kommt es auch in der Penumbra zum weiteren
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Durchblutungsabfall sowie sukzessive zum Absterben der Zellen (Astrup et al., 1981;Hakim, 1987;0lsen
et al.,, 1983).

Eine wichtige Rolle fir die Regulation der zerebralen Durchblutung spielt Stickstoff-Monoxid (engl.
nitric oxide, NO). Dieser sehr starke korpereigene Vasodilator hat unter physiologischen Bedingungen
eine wichtige Funktion bei der Aufrechterhaltung der zerebralen Ruhedurchblutung, bei der
neurovaskuldren Kopplung sowie der zerebralen Autoregulation (Toda et al., 2009). Produziert wird
NO durch die Isoenzymgruppe der NO-Synthasen (NOS), in Endothelzellen durch die endotheliale NO-
Synthase (eNOS), in neuronalen Zellen durch die neuronale NO-Synthase (nNOS). Die induzierbare NO-
Synthase (iNOS) ist unter Normalbedingungen nicht nachweisbar, wird aber im Rahmen vieler Insulte
aktiviert. Nach zerebraler Ischamie kommt es zu charakteristischen Verdanderungen von NO-
Konzentration und —produktion (Terpolilli et al., 2012): Direkt nach Beginn der Ischamie zeigt sich —
nach einem initialen kurzen NO-Anstieg (Sekunden bis wenige Minuten) — eine deutliche Reduktion
der zerebralen NO-Konzentration, die mehrere Tage anhélt (Shibata et al., 1996) und hauptsachlich auf
eine Aktivitatsabnahme sowie eine reduzierte Expression der endothelialen und neuronalen NOS
zurickzufihren ist, die auch nach nur transienter Ischamie langer anhaltend supprimiert sind (Liu et
al., 2015). Wie unter physiologischen Bedingungen scheint auch bei der Ischdmie und insbesondere in
der ischamischen Penumbra die endotheliale Isoform der NOS eine entscheidende Rolle zu spielen:
eNOS-defiziente Mause zeigen nach experimentellem ischamischem Schlaganfall niedrigere
Durchblutungswerte und groRere Infarktvolumina (Huang et al., 1996;Lo et al., 1996); hierbei konnte
nachgewiesen werden, dass diese Knockout-Tiere grofRere Infarkt-Core-Zonen und eine kleinere
Penumbra als nicht-transgene Geschwistertiere haben (Lo et al., 1996), die eNOS scheint also in diesem
Zusammenhang eine wichtige Funktion bei der (passageren) Aufrechterhaltung einer ausreichenden
Penumbraperfusion beteiligt. Im weiteren Verlauf kommt es zu einer Hochregulation der unter
physiologischen Bedingungen nicht aktiven induzierbaren NO-Synthase (iNOS), die nach Stunden bis
Tagen zu einem Wiederanstieg der NO-Konzentration flihrt und die mit inflammatorischen, aber auch
regenerativen Vorgangen in Zusammenhang gebracht wird (ladecola et al.,, 1995b;ladecola et al.,
1996;Sehara et al., 2006). Der relative Anstieg der NO-Konzentration fihrt auch zur Bildung freier
Sauerstoff-Radikale und hochreaktiver nitrosylierter Verbindungen, die wiederum zu
inflammatorischen Reaktionen, DNA-Schadigung und Zelltod-Vorgangen fiihren (Forman et al.,
1998;Suzuki et al., 2002;Van, V et al., 1994). Einen Beitrag zu diesen als neurotoxisch anzusehenden
Vorgangen liefert zudem das Entkoppeln (engl. Uncoupling) inaktivierter eNOS- und nNOS-Molekiile:
ein aktives NOS-Molekiul besteht aus zwei Homodimeren, die Uber den essentiellen Kofaktor
Tetrahydrobiopterin miteinander verbunden werden. Bei Inaktivierung I6sen sich diese Dimere
voneinander, was zur Bildung freier Sauerstoffradikale und letztlich zum oxidativen Schaden fiihrt

(Bevers et al., 2006;Cholet et al., 1997;Landmesser et al., 2003;Pall, 2007).
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2.2. Hdmorrhagischer Schlaganfall — Subarachnoidalblutung (SAB)

Die Subarachnoidalblutung, ein Subtyp des hamorrhagischen Schlaganfalls, hat zwar eine deutlich
geringere Inzidenz als der ischamische Infarkt (Alvarez et al., 2010;de Rooij et al., 2007;Ingall et al.,
2000;Nieuwkamp et al., 2009;Sandvei et al., 2011;Sridharan et al., 2009;van Asch et al., 2010;van Gijn
et al., 2001), betrifft jedoch ein deutlich jlingeres Patientenkollektiv (Johnston et al., 1998) und fiihrt
haufiger zu Tod (Connolly, Jr. et al., 2012;Huang et al., 2002) oder bleibender Behinderung (Hackett et
al., 2000;Mayer et al., 2002). Da SAB-Patienten bei Erkrankungsbeginn haufig noch im Berufsleben
stehen, stellt die SAB trotz ihrer geringen Inzidenz ein dem ischamischen Schlaganfall fast ebenblirtiges
soziookonomisches Problem dar (Dodel et al., 2010;Rivero-Arias et al., 2010).

In 80% wird die Subarachnoidalblutung durch die Ruptur eines Aneurysmas verursacht (van der Kolk
et al.,, 2010). Nach Ruptur kommt es durch die arterielle Blutung zu einem abrupten Anstieg des
intrakraniellen Drucks sowie zu einem Abfall der zerebralen Durchblutung, eine globale
Durchblutungsminderung resultiert. Das AusmaR dieser globalen Ischdamie korreliert mit der Mortalitat
(Bederson et al., 1995). Die Annahme, dass die globale initiale Ischamie allein vom zerebralen
Perfusionsdruck (engl. cerebral perfusion pressure, CPP; d. h. der Differenz zwischen mittlerem
arteriellen Blutdruck, engl. mean arterial pressure, MAP, und intrakraniellem Druck, engl. intracranial
pressure ICP) abhangt, wurde durch experimentelle (Bederson et al., 1995;Jakubowski et al., 1982) und
klinische Studien (Honda et al., 2012;Schubert et al., 2009;Schubert et al., 2011) widerlegt. Diese
wiesen nach, dass in der Frihphase nach SAB trotz ausreichendem Perfusionsdruck die
Hirndurchblutung nachhaltig beeintrachtigt war. Zu diesem friihen Zeitpunkt (bis 72h Stunden nach
Blutung) sind noch keine (angiographisch nachweisbaren) Vasospasmen der Circulus-Willisii-GefdRRe
vorhanden (Kassell et al., 1985;Millikan, 1975;Weir et al., 1978); diese treten erst nach mehreren
Tagen auf, sodass die Ursache der friihen Durchblutungsminderung in der Mikrozirkulation begriindet
sein muss. Bei Untersuchung der Gefalle der Mikrozirkulation nach experimenteller SAB zeigten sich
indirekte Hinweise fiir eine deutliche Vasokonstriktion von MikrogefaRen (Bederson et al., 1998;Sehba
et al., 1999;Sun et al., 2009), die einige Jahre spéater in SAB-Patienten direkt durch in vivo Mikroskopie
nachgewiesen werden konnte (Pennings et al., 2009;Uhl et al., 2003): Friith nach Blutung zeigten sich
mikroarterielle Verengungen sowie charakteristische perlschnur-artige GefaReinengungen, die in der
Folge Mikrovasospasmen (MVS, Abbildung 2) genannt wurden. MVS lassen sich im Tiermodell reliabel
reproduzieren (Friedrich et al., 2012;Sun et al., 2009). Sie treten regelmaRig und bereits friih nach
Blutung auf, bevorzugt in den kleinsten (d. h. Kapillar-) GefdlRen, und lassen sich im Mausmodell bis
mindestens 72 Stunden nach Blutung nachweisen (Friedrich et al., 2012). Die Ursachen der MVS sind
bisher noch unklar. Histologische (Bederson et al., 1998;Clower et al., 1994;Sehba et al., 2007) und
mechanistische experimentelle Studien (Hatake et al., 1992;Sehba et al., 2011b) lassen vermuten, dass
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eine der Hauptursachen eine endotheliale Dysfunktion darstellen konnte, da GefdaRe der
Mikrozirkulation nach SAB eine reduzierte Fahigkeit zur Vasorelaxation auf vasodilatierende Stimuli

zeigen, wahrend die Reaktion auf vasokonstriktive Stimuli erhalten bzw.

Abbildung 2. Direkte intraoperative Darstellung

perlschnurartiger Mikrovasospasmen bei einem SAB-

W =

Uhl et al, Neurbsurgery 5003 Patienten. Aus: Uhl et al, Neurosurgery, 2003

sogar verstarkt ist (Nystoriak et al., 2011;Wellman et al., 2013). Stickstoff-Monoxid, das auch im
spateren Verlauf (d. h. beim verzogert auftretenden Vasospasmus) eine wichtige Rolle spielt (Pluta et
al., 2005;Pluta, 2006), scheint auch an der friilhen Pathologie nach SAB (engl. early brain injury, EBI)
beteiligt: sofort nach Blutungsinduktion kommt es zu einem massiven Abfall der NO-Konzentration
(Schwartz et al., 2000;Sehba et al., 2000;Sun et al., 2003;Yang et al., 2003), wahrscheinlich durch
Inaktivierung (engl. scavenging) des NO durch Hamoglobin oder freie Sauerstoff-Radikale. Hinzu
kommt, dass auch die Konzentration des Downstream-Mediators cGMP nach SAB reduziert ist (Vatter
et al., 2007), zudem scheint die endotheliale NO-Synthase, die die Hauptquelle vaskuldren NOs ist, in
Expression und Aktivitdt beeintrachtigt (Sehba et al., 2004). Prinzipiell ist jedoch die Fahigkeit der
zerebralen MikrogefaRe zur Dilatation auf NO erhalten (Park et al., 2001;Sehba et al., 1999), was ein

therapeutisches Potential vermuten lasst.

2.3 Schadel-Hirn-Trauma

Als Schadel-Hirn-Traumata (SHT) wird eine Verletzung des Schadels mit Verletzung von
Hirnparenchym, Hirnhauten, Kalotte und den umgebenden Weichteilstrukturen genannt, die in
variabler Kombination und Auspragung vorhanden sein kdnnen. SHT (Inzidenz ca. 300 pro 100.0000
Einwohner) sind weltweit die haufigste Ursache von Tod oder bleibender Behinderung im Kindes- und
jungen Erwachsenenalter dar (Barker-Collo et al., 2009); haufigster Unfallmechanismus in dieser
Altersgruppe sind Verkehrsunfille. Die WHO prognostiziert bis 2030 einen starken Anstieg von SHT-
Fallen v. a. in Schwellenldandern, da dort mit einer deutlichen Zunahme der Motorisierung zu rechnen
ist (WHO, 2016). Bei alteren SHT-Patienten sind Stlirze Hauptursache der Verletzung; da der Anteil
alterer Menschen in den meisten Industrielandern zunimmt, ist auch bei diesem Patientenkollektiv in
Zukunft mit einem Anstieg der SHT-Fallzahlen zu rechnen. Insgesamt starben in den letzten flinf Jahren

8
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in Deutschland je knapp 6000 Menschen direkt an den Folgen eines Schadel-Hirn-Traumas
(Statistisches Bundesamt, 2017). Die Hirnschadigung nach SHT entwickelt sich im Normalfall Gber
einen Zeitraum von bis zu drei Tagen, typischerweise werden zwei Phasen unterschieden, der
Primarschaden und die sekundare Hirnschadigung. Als Primarschaden wird die mechanische
Gewebeschadigung, die durch das Trauma selbst im Moment des Aufpralls entsteht, bezeichnet. Das
Ausmal’ des Priméarschadens wird allein durch die physikalischen Eigenschaften der Gewalteinwirkung
auf den Schadel bestimmt und kann deswegen nicht therapeutisch, sondern nur durch
PraventionsmaBnahmen (z. B. Gurtpflicht, Tragen eines Helms) beeinflusst werden (Mendelow et al.,
1983). Die Hauptmechanismen des primaren Hirnschadens sind Blutungen (epidural, subdural,
intraparenchymatds), der diffuse Axonschaden (Buki et al.,, 2006;Povlishock, 1986) sowie
umschriebene Gewebeverletzungen, sogenannte Kontusionen. Kontusionen sind Verletzungsmuster,
die haufig vorkommen, die sich bei fast 50% aller letalen SHT nachweisen lassen (Ribas et al., 1992)
und die v. a. temporopolar und frontobasal, entstehen (Adams et al., 1980;Adams et al., 1983).
Gewebeverletzungen kdnnen nicht nur in Ndhe des Aufprallorts entstehen (als sog. Coup bezeichnet),
sondern finden sich haufig - insbesondere bei peitschenschlagartigen Verletzungsmechanismen (engl.
whiplash injury) - auch 180° entgegengesetzt zur initialen Traumarichtung; die so entstehenden
Lasionen nennt man Contre Coup (Ommaya et al., 1971). Im Bereich der Kontusion selbst ist das
Gewebe mechanisch zerstort, d. h. primar avital. Perikontusionell kommt es zu charakteristischen
neurophysiologischen und biochemischen Verdanderungen, die im Verlauf von Stunden bis Tagen zu
einem Absterben des Gewebes um die Primarlasion fiihren (Zweckberger et al., 2006). Analog zum
ischamischen Schlaganfall nennt man diese erst sekundar absterbende und somit potentiell durch eine
Therapie zu erhaltende Gewebezone ,traumatische Penumbra“. Die sekundare Zunahme der Lasion
korreliert haufig mit einer klinischen Verschlechterung des SHT-Patienten, im Maximalfall handelt es
sich um Patienten, die wach und kontaktfahig in die Klinik eingeliefert werden, dann im Verlauf
eintriben und trotz Therapie versterben (engl. , patients who talk and die“)(Kim et al., 2013;Reilly et
al.,, 1975); aber auch in milder verlaufenden Fallen lasst sich bildmorphologisch meist eine
VergroRerung der Lasion Uber die Zeit nachweisen, die teilweise erst nach Tagen abgeschlossen ist
(Bayir et al., 2003). Die zeitliche Verzogerung, mit der die VergroRerung des Primarschadens auftritt,
ermoglicht eine potenzielle neuroprotektive Therapie, sofern die zugrundeliegenden
pathophysiologischen und pathobiochemischen Mechanismen bekannt sind. Eine zentrale Rolle
spielen beim sekundaren Hirnschaden das posttraumatischen Hirnddem und die zerebrale Ischamie.

Es werden Ublicherweise zwei Formen des posttraumatischen Hirnédems unterschieden, das vasogene
und das zytotoxische (Baethmann et al., 1988;Klatzo, 1987;Unterberg et al., 2004), die sich im
zeitlichen Verlauf Uberlappen und auch gleichzeitig vorherrschen kénnen (Donkin et al., 2010). In der

Frihphase nach Trauma kann es zu einer kurz andauernden Vasodilatation mit Anstieg des

9
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intrazerebralen Blutvolumens kommen (dem sog. vascular engorgement), was den intrakraniellen
Druck ansteigen lasst (Garnett et al., 2001). Zudem kommt es mechanisch bedingt oder durch eine
Ischamie, die konsekutiv zu Stérungen des Energiestoffwechsels mit Zusammenbruch von
lonengradienten flhrt, zu einer Schadigung der zerebralen Gefie. Diese ermdglich den
Flussigkeitstbertritt in das Interstitium und flhrt ebenfalls zu einer Volumensteigerung (DeWitt et al.,
2003). Dieser Vorgang scheint sich vor allem an Gefiaen der Mikrozirkulation abzuspielen
(Schwarzmaier et al., 2015a). Die vasogene Odemkomponente scheint jedoch insgesamt den kleineren
Teil der posttraumatischen Hirnschwellung auszumachen und ist vor allem in der Friihphase nach SHT
bedeutend (Barzo et al.,, 1997). Als relevanter fiir die Prognose von SHT-Patienten wird das
zytotoxische Odem erachtet, welches durch Schwellung/ Volumenzunahme von zelluldren
Hirnbestandteilen bedingt ist (Marmarou et al., 2000;Marmarou et al., 2006a;Marmarou et al., 2006b)
und das bis zu zwei Wochen anhalten kann (Barzo et al., 1997). Welche Odemform zu welchem
Zeitpunkt nach einem Schadel-Hirn Trauma entsteht, ist bisher nicht vollstandig geklart, beide Arten
der posttraumatischen Hirnschwellung kénnen wahrscheinlich sowohl 6rtlich als auch zeitlich
synchron auftreten (Barzo et al., 1997;lto et al., 1996). Fiir beide Odemformen relevant ist
pathophysiologisch eine Stérung der Blut-Hirn-Schranke (engl. blood brain barrier, BBB). Hierbei
spielen eine Reihe von Faktoren eine wichtige Rolle: unter anderem die Aktivierung des Kallikrein-
Kinin-Systems, und hierbei vor allem Bradykinin bzw. Bradykinin-2-Rezeptoren (Albert-Weissenberger
et al., 2013;Baethmann et al.,, 1988;Kunz et al., 2013;Schulz et al.,, 2000;Trabold et al,,
2010;Zweckberger et al., 2009); die Aktivierung von Matrix-Metalloproteinasen (MMPs; insbesondere
MMP-9) (Shigemori et al., 2006;Zhang et al., 2010); inflammatorische Vorgange (Plesnila, 2016), die
durch direkte Schadigung oder durch ischamie-bedingte Freisetzung von oxidativen Sauerstoff-Spezies
und freien Radikalen (Abbott, 2000;Hall, 1989;Lewen et al., 2000;Pun et al., 2009) neurotoxisch wirken;
Stérungen der hypothalamisch-hypophysdaren Hormonproduktion mit gesteigerter Freisetzung von
Vasopressin (Latzkovits et al., 1993;Marmarou et al., 2014;Szmydynger-Chodobska et al., 2004;Trabold
et al., 2008), sowie die sogenannte Exzitotoxizitdt mit traumatisch oder ischamisch bedingter
Freisetzung von Glutamat und konsekutivem exzessivem Einstrom von Calcium (Baethmann et al.,
1989;Saito et al., 1990). Hierbei ist zu beriicksichtigen, dass viele der aufgezdhlten Pathomechanismen
sich untereinander beeinflussen und ineinander ({bergehen koénnen, der Ablauf der
pathophysiologischen Mechanismen der Odementstehung also sehr komplex ist. Das akute vasogene
und zytotoxische Hirnddem flhren letztlich zu einer Schwellung des Gehirns, die nach Aufbrauchen
der Reserverdaume in der starren Schadelkalotte zu einer Erhéhung des intrakraniellen Drucks und
somit zu einer Senkung des zerebralen Perfusionsdrucks fuhrt. Dies kann wiederum in einer Ischamie
miinden, die in der Folge weiteren neuronalen Zelltod verursachen kann und somit in der Folge das

zytotoxische Hirnédem verstirkt. Vermehrte Odementstehung hat einen weiteren Anstieg des
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intrakraniellen Drucks und einen weiteren Abfall der zerebralen Durchblutung bis hin zur Ischamie zur
Folge; insbesondere in der kritisch durchbluteten traumatischen Penumbra fihrt diese wiederum zum
Zelltod (im Sinne eines Circulus vitiosus, siehe Abbildung 3).

Die Ischdamie nach SHT kann primar durch extrakranielle Faktoren wie systemische Hypotension oder
Hyopxdamie (haufig im Rahmen von Polytraumata) bedingt sein. Allerdings kann trotz ausreichendem
Perfusionsdruck eine Minderdurchblutung des Gehirnparenchyms vorherrschen, einerseits wenn
durch eine Steigerung des intrakraniellen Drucks (durch Blutungen oder Hirnédem, s.o.) keine
ausreichende Gewebeperfusion erreicht wird, andererseits kann diese auch bei niedrigem ICP durch
Stérungen der Mikrozirkulation eingeschrénkt sein, z. B. durch Spasmen (Perrein et al., 2015),
Mikrothrombosen (Schwarzmaier et al., 2010) oder durch GefdBkonstriktionen bei Mangel an

Stickstoffmonoxid (Cherian et al., 2004). Bereits kurz nach Trauma kommt es nach einem sehr kurz

Trauma
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Abbildung 3. Circulus vitiosus des sekundaren posttraumatischen Hirnschadens.

andauernden NO-Peak im Moment des Traumas zu einem Abfall der NO-Konzentration und zu einer
lang anhaltenden Aktivitdtsabnahme der neuronalen und der endothelialen NO-Synthase (Cherian et
al., 2000;Cherian et al., 2003;Cherian et al., 2004;Hlatky et al., 2002;Wada et al., 1998;Wada et al.,
1999); die NOS — Dysfunktion ist um die traumatische Lasion herum (also in der traumatischen
Penumbra) am deutlichsten ausgepragt (Wada et al., 1998). NOS - Hemmung kann zudem die
GefdlRpermeabilitdt steigern (Filep et al., 1993;0liver, 1992), was zur Blut-Hirn-Schranken-Stérung
sowie zur posttraumatischen Odembildung beitragen kann. Im weiteren Verlauf (nach Stunden bis
Tagen) kommt es zu einer Expression von iNOS, weswegen die NO-Konzentration wieder ansteigt

(siehe Abbildung 4); iNOS-produziertes NO ist in der Frithphase (erste 24-48h) nach Trauma)
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neurotoxisch, mit inflammatorischen Vorgiangen und oxidativem Schaden vergesellschaftet und
verstarkt den posttraumatischen Hirnschaden (Gahm et al., 2006;Jafarian-Tehrani et al., 2005;Louin et
al., 2006). Auch das Uncoupling (siehe 2.1.1) von inaktivierten NOS-Molekilen kann neurotoxisch
wirken. Das von eNOS produzierte (also vaskuldare) NO scheint den wichtigsten Anteil an der
Aufrechterhaltung einer normalen GefafRfunktion nach Trauma zu haben (Hlatky et al., 2003). Ein
Anheben der NO-Konzentration nach experimentellem Trauma durch lokale Gabe des NO-Vorldufers
L-Arginin verbessert die zerebrale Durchblutung und verringert die intrakranielle Hypertension
(Cherian et al., 1999;Hlatky et al., 2003;Liu et al., 2002). Das direkte Aufbringen von NO-Donoren auf
das Gehirnparenchym ist jedoch im klinischen Kontext nicht denkbar; die systemische Gabe von NO-
Donoren wiederum senkt den systemischen Blutdruck, was trotz prinzipiell positiver Wirkung auf die
HirngefaRe die zerebrale Durchblutung global verschlechtert und nach SHT zu einer Verschlechterung

von Hirnschaden und neurologischer Prognose fiihrt (Barton et al., 2005;Chesnut et al., 1993).

4Trauma

eNOS produziertes NO
== == nNOS produziertesNO

sanuns iNOS produziertes NO

NO-Konzentration

Sekunden Minuten Stunden Tage

Zeit nach Trauma

Abbildung 4. NO-Konzentration nach Trauma. Wahrend es bereits kurz nach Trauma zu einer akuten NO-
Depletion kommt zeigt sich im weiteren Verlauf ein durch iNOS-bedingter Anstieg der NO-Konzentration, die

jedoch fiir mehrere Tage unter dem physiologischen Niveau bleibt.

Ein weiteres, erst seit ca. 20 Jahren im Zusammenhang mit dem SHT untersuchtes Phdnomen (Strong
et al., 2002), das den sekundaren Hirnschaden zu beeinflussen scheint, sind sogenannte kortikale
Depolarisationen. Kortikale Depolarisationswellen (engl. cortical spreading depolarisation, CSD)
wurden 1944 erstmals beschrieben (Leao, 1944) und sind Zonen elektrischer Depression/
Depolarisation, die sich mit langsamer Geschwindigkeit (ca. 5mm/ min) Gber den Kortex ausbreiten
(Leao, 1944); elektrophysiologisch sind CSDs durch eine Abnahme der EEG-Amplitude und eine

Negativierung des Direktstrom (DC) - Potentials charakterisiert. CSDs sind prinzipiell reversibel, fihren
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jedoch zu einem voriibergehenden Anstieg des Hirn-Wasser-Gehalts, der kurzfristig wieder korrigiert
werden kann (Gursoy-Ozdemir et al., 2004); die Ursache dieses Phdnomens ist jedoch noch nicht
abschlieRend geklart. Im Moment der elektrischen Depression ist die Durchblutung im CSD-Areal
kurzfristig verringert, zur Rekompensation der elektrophysiologischen Phdanomene ist Energie in Form
von gesteigerter Durchblutung notwendig (Ayata et al., 2015), sodass einer CSD unter physiologischen
Bedingungen eine sich lber den Kortex ausbreitende Hyperamie folgt (siehe Abbildung 5). Diese
Hyperperfusion wird durch NOS vermittelt und bleibt bei NOS-Hemmung oder —Dysfunktion aus
(Dreier et al., 1998). Nach SHT kann, wenn eine CSD im Beisein sekundarer Insulte wie einer Hypoxie
oder einer gestdrten neuro-vaskuldre Kopplung auftreten, die fiir die Rekompensation notwendige
Energie bzw. Hyperamie nicht aufgebracht werden. CSDs fiihren dann zu einer relativen
Gewebeischdmie (,spreading ischemia”), die zusammen mit bereits vorbestehenden
Durchblutungsstérungen anderer Genese zur weiteren sekunddren Schadigung des traumatisierten

Gehirns beitragen kann (Trabold et al., 2006). CSDs treten nach schwerem SHT haufig

Abbildung 5. Multimodale Aufzeichnung einer kortikalen Depolarisationswelle (CSD), die chemisch durch Auflage
von Kalium-Chlorid (KCl) auf die Dura ausgeldst wird. Kurz

nach Aufbringen von KCI (vertikale durchbrochene Linie)

180 1 o zeigt sich fir die zerebrale Durchblutung (CBF, oberste
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auf und scheinen mit einem schweren Verlauf und

einem schlechten Outcome zu korrelieren
(Hartings et al., 2014;Mayevsky et al., 1996). Bisher

existieren jedoch noch keine verlasslichen Daten zu

den genauen Auslése- und nachgeschalteten
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Mechanismen posttraumatischer CSDs. Eine therapeutische Konsequenz konnte deswegen bisher

nicht gezogen werden.

3. Methoden

3.1 Experimentelle Modelle

3.1.1 Ischamischer Schlaganfall — MCA-Okklusions-Modell

Es erfolgt zunachst die Narkoseinduktion mittels subkutaner Gabe von Buprenophin (100 mg/ kg
Korpergewicht), hiernach wird eine Isofluran-Narkose liber eine Marke eingeleitet (Einleitung bei 4%
Uber 60 Sekunden, hiernach Erhaltung mit 1-1,5% lIsofluran in einem 30% Sauerstoff/ 70% Luft-
Gemisch). Die Verwendung von Buprenorphin hat sich in Vorstudien sowohl unserer Arbeitsgruppe als
auch von anderen Gruppen (Jacobsen et al.,, 2013;Ratsep et al., 2013;Tubbs et al., 2011) als gut
analgetisch erwiesen, ohne einen relevanten Effekt auf physiologische Parameter wie den Blutdruck,
den Atemantrieb unter Maskenbeatmung, die Oxygenierung und insbesondere die Infarktentstehung
nach MCA-Okklusion zu zeigen (Jacobsen et al., 2013;Yulug et al., 2007), sodass eine Beeinflussung der
Versuchsergebnisse durch dieses Andasthesie-Protokoll unwahrscheinlich ist. Fir Isofluran ist eine
Verringerung bis Aufhebung der zerebralen Autoregulation beschrieben, zudem kann die
Hirndurchblutung nachhaltig beeinflusst werden (Hoffmann et al., 2016), allerdings treten diese
unerwiinschten Wirkungen in Nagern erst ab hoheren Konzentrationen (>2 MAC) und einer
Narkosedauer von {iber 30 Minuten auf, was in unserem experimentellem Setup nicht erreicht bzw.
Uberschritten wird, sodass eine massive Beeintrachtigung der Ergebnisse nicht zu erwarten ist; dies gilt
auch fir das experimentelle Schadel-Hirn-Trauma (siehe 3.1.3). Komplett ist diese jedoch nicht
auszuschlielRen, allerdings ist eine ausreichende Analgesie sowohl intra- als auch perioperativ aus
tierschutzrechtlichen Griinden zwingend erforderlich; zur besseren Vergleichbarkeit sind fir alle
Versuchsreihen Kontroll- und Sham-Gruppen mit dem gleichen Narkose-Regime vorhanden.

Die Versuchstiere werden zunachst auf dem Bauch gelagert und eine ca. 1,5 cm lange mediane Inzision
der Kopfhaut durchgefiihrt. Nach Abschieben des Periosts wird eine fiberoptische Laser-Doppler Sonde
(Perimed, Schweden) mit Akrylkleber auf die intakte Schadeldecke 2 mm kaudal und 6 mm lateral des
Bregmas, Uber dem Versorgungsgebiet der A. cerebri media links, fixiert. Durch die permanente
Messung der regionalen zerebralen Durchblutung (engl. regional cerebral blood flow, rCBF) dieses
Gefalterritoriums kann der suffiziente Verschluss der A. cerebri media (engl. middle cerebral artery,
MCA) dokumentiert werden. Die Uberwachung des Blutdrucks erfolgt nicht invasiv am Schwanz mit
Hilfe einer Blutdruckmanschette (Kent Scientific Corporation, Torrington, USA). Hiernach wird die
Maus auf den Riicken gelagert und die Haut am Hals paramedian inzidiert, der Carotis-Hauptstamm
unter dem Operationsmikroskop aufgesucht und die Karotisbifurkation unter Schonung des Nervus

vagus dargestellt. Die A. carotis externa wird distal der Bifurkation ligiert, die distale A. carotis interna
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hiernach temporar geklippt. Danach wird lber eine Inzision der A. carotis communis ein mit Silikon
beschichteter monofiler Faden (Ethilon 5-0) in das Gefal eingebracht und nach Lésen des Clips in die
A. carotis interna vorgeschoben, bis die rCBF-Messung den Verschluss der MCA anzeigt, d. h. der
gemessene Durchblutungswert unter 20% des vorab bestimmten Ausgangswerts abfallt (siehe
Abbildung 6A fiir schematische Darstellung). Das Filament wird in dieser Position mit dem bereits
vorgeknoteten Seidenfaden fixiert. Das Filament wird nach Erreichen der gewlinschten Ischdamiedauer
(45 oder 60 Minuten) in erneuter kurzer Gasnarkose entfernt. Zur Schmerztherapie bei chronischen
Versuchen erhielten die Tiere in den ersten drei postoperativen Tagen alle 24 Stunden eine Injektion
von Carprofen (4mg/ kg Korpergewicht). Der zeitliche Verlauf der Infarktentwicklung dhnelt der
humanen Pathologie: relativ rasch (1-2 Stunden) nach Induktion der Ischamie kommt es zum
Gewebsuntergang im Bereich der Stammganglien (sogenannter Infarkt-Kern, engl. core), im Verlauf
der nachsten 12-18 Stunden erweitert sich die Infarktzone dann bis nach kortikal (Abbildung 6B), da
es zu einem progredienten Absterben von Parenchym in der Penumbra kommt. Die Quantifizierung
des Infarktvolumens erfolgt histopathologisch an koronaren, nach Nissl gefdrbten Schnitten
(Abbildung 6C), zudem kann das Hirnddem bestimmt werden (Messung nach der Feucht-Trocken-
Methode). Das neurologische Outcome wird anhand repetitiv durchgefiihrter standardisierter
Testverfahren, die motorische Fahigkeiten, Lern- und Orientierungsverhalten sowie das Fress- und
Putzverhalten der Tiere bewerten, untersucht. Fir Versuche mit Intravitalmikroskopie werden die
Tiere durch intraperitoneale Gabe von Medetomdin (0,5 mg/ kg Kérpergewicht), Midazolam (5 mg/ kg
KG) und Fentanyl (0,05 mg/kg KG) narkotisiert, orotracheal intubiert und kontrolliert beatmet, vor

Durchfiihrung wird ein kranielles Fenster (siehe unten) angelegt.

A. cerebrimedia
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Abbildung 6. Das MCA-Okklusionsmodell des ischamischen Schlaganfalls. A. Schematische Darstellung von
GefaRanatomie und —praparation. B. Zeitlicher und ortlicher Verlauf der Infarktentstehung. C. Exemplarischer

koronarer Kryoschnitt (Nissl Farbung, 12,5 fache VergroBerung) zur Infarktbestimmung.

3.1.2 Subarachnoidalblutung — MCA-Perforations-Modell

Die Narkoseinduktion erfolgt durch intraperitoneale Gabe von Medetomdin (0,5 mg/ kg
Kérpergewicht), Midazolam (5 mg/ kg KG) und Fentanyl (0,05 mg/kg KG), worunter sich im Gegensatz
zu anderen Narkoseprotokollen keine Beeinflussung der Hirndurchblutung, des intrakraniellen Drucks
oder anderer fir die Mikrozirkulation relevante Parameter zeigt (Thal et al., 2007). Hiernach erfolgt
die orotracheale Intubation und mechanische Ventilation (Minivent 845, Hugo Sachs Elektronik,
March-Hungstetten); Atemfrequenz und Atemzugsvolumen wurden wahrend des gesamten Versuchs
mittels Mikrokapnometrie im exspiratorischen Schenkel des Systems Uberprift; um einen
physiologischen Kohlenstoffdioxidpartialdruck (35-45 mmHg) zu erreichen, ist eine Atemfrequenz
zwischen 120 und 160 pro Minute sowie ein Atemzugvolumen von ca. 200 ul notwendig. Uber eine
rechts paramediane Langsinzision am Hals wird im Anschluss in Riickenlage die A. carotis externa (ACE)
freiprapariert und an ihrem distalen Ende ligiert. AnschlieBend wird die ACE unmittelbar tGber ihrem

Abgang aus der A. carotis communis (ACC) temporidr geclippt und inzidiert. Uber die Inzision
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Abbildung 7. Das MCA-Perforationsmodell der Subarachnoidalblutung. A. Schematische Darstellung des Circulus
willisii mit Perforationsort. B. Exemplarische Messkurven fiir den Verlauf des intrakraniellen Drucks (ICP, obere
Kurve) und der zerebralen Durchblutung (CBF, untere Kurve). Makroskopische Darstellung der basal betonten

SAB (SAH, unteres Foto) im Vergleich zu scheinoperierten Tieren (sham).
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wird anschlieRend ein monofiler angeschragter Kunststofffaden (3-0 Prolene, Ethicon, Briissel, Belgien)
nach proximal eingefiihrt und Gber die A. carotis interna (ACI) nach intrakraniell vorgeschoben. Unter
kontinuierlicher Kontrolle von CBF und ICP wird der Faden vorsichtig nach intrakraniell vorgeschoben,
bis er an der Bifurkation von A. cerebri media und A. communicans anterior den Circulus Willisii
perforiert (siehe Abbildung 7A fiir schematische Darstellung); die erfolgreiche Auslésung der SAB wird
durch einen massiven Abfall der zerebralen Durchblutung (unter 20% des Ausgangswerts) und einen
raschen Anstieg des intrakraniellen Drucks angezeigt (siehe Abbildung 7B fiir exemplarische
Messkurven). Der Faden wird anschlieend sofort wieder in den Externastumpf zurlickgezogen, die
Inzision ligiert. Hiernach erfolgt der Wundverschluss mit Einzelknopfnaht. Nach Antagonisierung der
Anésthesie (mit Atipamezol 2,5 mg/kg KG, Flumazenil 0,5mg/ kg KG, Naloxon 1,2 mg/ kg KG) wird das
Tier so lange nachbeatmet, bis wieder ausreichender Atemantrieb und Spontanmotorik vorhanden ist,
um eine Extubation zu ermoglichen; hiernach werden die Tiere bis 24h nach Operation in einem auf
34°C erwarmten Inkubator gehalten, um eine Hypothermie zu vermeiden. Die MCA-Perforation fiihrt
zu einer deutlichen basalen SAB (Abbildung 7C). Zur Durchfiihrung der Intravitalmikroskopie wird eine

erneute Narkose und Intubation eingeleitet, hiernach das kranielle Fenster (siehe unten) prapariert.

3.1.3 Schadel-Hirn-Trauma — Controlled Cortical Impact-Modell

30 Minuten vor Beginn chirurgischer Mallnahmen erhalten die Tiere zur peri- und intraoperativen
Analgesie eine Injektion (subkutan) von Buprenorphin. Zunachst werden die Tiere ca. 30 Sekun-den
lang in einer Isoflurankammer betdubt (3%), bis die Schutzreflexe erloschen sind. Die Narkose wird
dann mit einem Gemisch aus 1,2% Isofluran, 30% Sauerstoff und 69% Luft, das liber eine Ge-
sichtsmaske appliziert wird, aufrechterhalten. Als Traumamodell wurde das Controlled Cortical Impact
Modell (CCl) der Maus verwendet, das fir verschiedene Spezies etabliert ist und eine verlasslich
reproduzierbare Kontusion erzielt. Das Gerat zur CCl-Applikation (Baujahr 2000, L. Kopacz, Johannes-
Gutenberg-Universitat Mainz, Abbildung 8A) besitzt einen pressluftgetriebenen Stempel
(Durchmesser 3mm), bei dem mit einer Mikrometerschraube die Eindringtiefe genau eingestellt
werden kann. Die Geschwindigkeit und die Kontaktzeit Gberpriift ein Sensor im unteren Teil des Gerats
unmittelbar vor Auftreffen des Bolzens auf die Dura. Fir die Versuche wurde zunachst unter penibler
Schonung der Dura mater mit einem Diamantbohrer (GD890R, Durchmesser 0,6mm, Aesculap,
Tuttlingen) rechts parietal kraniotomiert, die Knochenplatte an der Medianlinie belassen und zunachst
zur Mitte hin hochgeklappt (siehe Abbildung 8B fiir eine schematische Darstellung der Kraniotomie
und der Platzierung der unterschiedlichen Messsonden). Hiernach wurde der CCl-Applikator genau
senkrecht auf die intakte Dura mater aufgesetzt und das Trauma mit einer Endringtiefe von 1mm, einer

Geschwindigkeit von 8 m/s und einer Kontaktzeit von 150 ms appliziert. Direkt nach Ausldsung des
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Traumas wurde die Kraniotomie mit Gewebekleber (vetbond, 3TM Animal care products, St. Paul, MN,

USA) verschlossen. Hiernach erfolgte der Wundverschluss mit Einzelknopf-Naht mit monofilem

Abbildung 8. Das CCI-Modell des Schadel-Hirn-Traumas. A. CCl-Maschine. B. Schematische Darstellung der
Kalotte mit Anbringung der unterschiedlichen Sonden zur Messung des intrakraniellen Drucks, der zerebralen

Durchblutung in Relation zur rechts parietalen Kraniotomie. C. Koronarer Nissl-Schnitt 24h nach CCI.

Nahtmaterial (Ethibond Excel 5/0, Ethicon, Briissel, Belgien). Zur Schmerztherapie bei chronischen
Versuchen erhielten die Tiere in den ersten drei postoperativen Tagen alle 8 Stunden eine Injektion
von Buprenorphin (100mg/kg Kérpergewicht). Das CCI-Modell fiihrt zu einer gut standardisierbaren
und reproduzierbaren Kontusion, die histologisch zu unterschiedlichen Zeitpunkten mittels
Histomorphometrie an seriellen koronaren Schnitten bestimmt werden kann (Abbildung 8C zeigt ein

Beispiel 24 h nach CCl).

3.2 Intravitalmikroskopie

Zur direkten Visualisierung der zerebralen Mikrozirkulation wird ein kranielles Fenster angelegt,
welches mit einem Diamant-Bohrer unter Schonung der Dura mater prapariert wird. Dieses wird flr
das SAB- und das Ischdmie-Modell links parietal tiber dem Media-Stromgebiet angelegt (Abbildung
9A), fur das CCl-Modell anterior zur CCl-Trepanation rechts parietal. Das Versuchstier wird in einer
stereotaktischen Halterung hiernach unter dem Mikroskop platziert; der OP-Tisch ist mit einem
computergesteuerten Mikromanipulator verbunden, der das millimetergenaue Mand6vrieren und
Positionierung unter dem Mikroskop erlaubt und somit ermdglicht, die zu untersuchenden Regionen
innerhalb des kraniellen Fensters repetitiv mit hoher Genauigkeit anzusteuern. Zur direkten
Visualisierung der Gefalle wird ein Plasmamarker (Fluorescin-Isothiocyanate-Dextran, FITC Dextran,
Merck, Darmstadt; 70 kD, Exzitations-Maximum 490 nm, Emissions Maximum 520 nm) intravenos als

Bolus appliziert. Zu Beginn des Habilitationsprojekts wurde zur Intravitralmikroskopie ein mit einer
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Kamera verbundenes Auflicht-Fluoreszenz-Mikroskop (MST 49, Leica, Wetzlar) zur Visualisierung der
pialen GefdRe verwendet, mit dem GefdRe der obersten 30-50 um der Hirnoberflache dargestellt
werden konnen (Abbildung 9B, C). Ab 2014 stand ein 2-Photonen-Mikroskop (2-PM, Zeiss LSM-7 MP,
Oberkochen, mit Li:Ti-Laser, Chameleon, Coherent, USA) zur Verfligung; diese neue Technik erlaubt
eine deutlich hohere Eindringtiefe in das Gewebe (bis 1000 um) bei verringerter Phototoxizitat
(Helmchen et al., 2005;Rubart, 2004), hierdurch wird die Darstellung der Mikrozirkulation bis in eine
Tiefe von ca. 700 um und somit die dreidimensionale Darstellung der zerebraler GefaRnetzwerke in
hoher VergréRerung ermoglicht (Abbildung 9D, E). Das Bildmaterial wurde digital aufgezeichnet und
offline mittels Bildbearbeitungsprogrammen analysiert und ausgewertet. Bewertet werden unter
anderem die GefdRweite von arteriellen und vendsen GefdRen unterschiedlicher Durchmesser,
Vorhandensein und Anzahl von zerebralen Mikrovasospasmen (Friedrich et al., 2012) sowie die Dichte

des Kapillarnetzwerkes.

A

MCA
Territorium

Abbildung 9. Die Intravital-Mikroskopie. A. Lokalisation des kraniellen Fensters (MCA Okklusions- und —
Perforationsmodell). B. Darstellung der zerebralen Zirkulation nach FITC-Gabe mittels der Epifluoreszenz-
Mikroskopie in UbersichtsvergréBerung und in groRerer VergréRerung (C.) mit Nachweis von perlschnurartigen
Mikrovasospasmen 3h nach experimenteller SAB. Die 2-Photonen-Mikroskopie (D: UbersichtsvergréRBerung, E:
Detail) bietet eine deutlich bessere Auflésung und erméglicht das Mikroskopieren in eine Tiefe bis tiber 500 pm

mit der Moglichkeit der Herstellung eines 3D-Datensatzes.
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4. Ergebnisse und Diskussion

4.1 Rolle und therapeutisches Potential des Stickstoff-Monoxid-Metabolismus nach

zerebralen Insulten

4.1.1 Manuskript 1: Stickstoff-Monoxid reduziert den ischamischem Hirnschaden und
verbessert das neurologische Outcome nach experimentellem ischamischen

Schlaganfall durch selektive Verbesserung der Kollateraldurchblutung

Wie oben beschrieben besteht bereits kurz nach Beginn der zerebralen Ischdmie ein lokaler Mangel an
endogen produziertem Stickstoffmonoxid in der zerebralen Zirkulation. In experimentellen Studien
konnte gezeigt werden, dass die externe Supplementierung von NO (durch Gabe des NO-Vorlaufers L-
Arginin oder NO-Donoren (Greco et al., 2007;Morikawa et al., 1992;Morikawa et al., 1994)) die
zerebrale Durchblutung nach ischamischem Schlaganfall verbessern und somit den postischamischen
Hirnschaden senken kann. Diese vielversprechenden Ergebnisse konnten bisher noch nicht erfolgreich
auf die Therapie von Patienten Ubertragen werden, da die systemische Gabe dieser Substanzen nicht
nur einen dilatierenden Effekt auf zerebrale GefiaBe auslibt, sondern zu einer systemischen
Vasodilatation mit konsekutiver systemischer Hypotension fiihrt (Thadani et al., 2006), die den
zerebralen Perfusionsdruck und somit die Hirndurchblutung senkt und somit letztlich keinen positiven
Effekt auf das neurologische Outcome zeigt; deswegen sind laut der aktuellsten Metaanalyse aus 2017
NO-Donoren bzw. L-Arginin-Analoga nicht zur Therapie des Schlaganfalls empfohlen (Bath et al., 2017).
Eine weitere Applikationsart flir NO ist die inhalative Gabe (inhalatives NO, iNO). Diese Therapieform
wurde in den 1990er Jahren entwickelt zur Behandlung von Lungenerkrankungen mit pulmonaler
Vasokonstriktion (Dupuy et al., 1992;Fratacci et al., 1991;Frostell et al., 1991;Frostell et al., 1993). Es
konnte gezeigt werden, dass iNO schnell und potent arterielle LungengefaRe dilatiert und somit u. a.
effektiv pulmonalen Hypertonus beim Neugeborenen oder Erwachsenen reduziert. Als Haupt-Vorteil
gegeniliber anderen NO-basierten Therapieformen bot die NO-Inhalation keine offensichtlichen
Nebenwirkungen, insbesondere keine Beeinflussung der systemischen Zirkulation, iNO zeigte keinen
Effekt auf den arteriellen Blutdruck oder die Perfusion anderer (extrapulmonaler) Organe. Initial wurde
deswegen postuliert dass das eingeatmete NO in der Lunge sofort mit Oxy-Hamoglobin reagiert und
hierdurch inaktiviert wird (Fratacci et al., 1991;Frostell et al., 1993;Hillman et al., 1997;Krasuski et al.,
2000;Pepke-Zaba et al., 1991;Rimar et al., 1993). Als sich nach einigen Jahren die (experimentellen)
Hinweise mehrten, dass sich doch iNO-Wirkungen in peripheren GefdBbetten aulRerhalb der Lunge
nachweisen lieRen (Fox-Robichaud et al., 1998;Neye et al., 2012;Nishida et al., 1994), erfolgte auch die
genauere Untersuchung einer moéglichen iNO-Wirkung in der zerebralen Zirkulation; es konnte jedoch
wahrend der Anwendung von iNO bei pulmonalen Problematiken kein Einfluss auf die zerebrale

Durchblutung nachgewiesen werden (Kuebler et al., 2003;Meurs et al., 1997); eine Studie wies zwar
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eine Steigerung des intrazerebralen Blutvolumens (engl. cerebral blood volume, CBV) unter iNO nach
(Kuebler et al., 2003), die jedoch nicht erklart werden konnte.

In der vorliegenden Arbeit konnte erstmalig gezeigt werden, dass es durch die NO-Inhalation zu einer
selektiven Zunahme der Durchblutung in minderperfundierten bzw. ischdmischen Hirnarealen kommt.
Wir verwendeten eine Dosierung von 50 parts per million (ppm), was einer mittleren
(Erwachsenentherapie) bis hoheren Dosis (Neugeborenentherapie) entspricht. Unter physiologischen
Bedingungen fiihrt die NO-Inhalation zu keiner Anderung der zerebralen Durchblutung (Abbildung
10A) und - wie aufgrund des CBF-Befundes zu erwarten — zu keiner Anderung des Durchmesser
zerebraler Arteriolen (Abbildung 10B); es ist jedoch unter iNO eine selektive Dilatation zerebraler
Venen nachweisbar (Abbildung 10C). Die NO-Freisetzung scheint also nach Inhalation an einen
Sauerstoff-Partialdruck-abhangigen Mechanismus gekoppelt zu sein, der eine Freisetzung des NO in
GefdRen mit niedriger Oxygenierung (unter physiologischen Bedingungen also im vendsen
Stromgebiet) beglinstigt. Wird eine zerebrale Minderdurchblutung induziert (durch Drosselung der
Durchblutung der Karotiden auf 30% des Ausgangswerts), sinkt der Grad der Oxygenierung bereits im
arteriellen Schenkel der Mikrozirkulation. Wird unter diesen Bedingungen die NO-Inhalation
angewendet, findet die NO-Freisetzung bereits bei Arteriolen statt, was sich direkt mit einem NO-
sensitiven Farbstoff nachweisen ldsst: es kommt es zu einem deutlich stirkeren Anstieg der NO-

Konzentration in der Wand der Arteriolen (Abbildung 11A); auf die GefaBweite bezogen zeigt sich
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Abbildung 10. Effekt der NO-Inhalation unter physiologischen Bedingungen. A. iNO flihrt zu keiner Veranderung
der zerebralen Durchblutung, da der Durchmesser zerebraler Arteriolen (B) unbeeinflusst bleibt. Allerdings zeigt

sich eine signifikante venose Vasodilatation (C).

wie unter Normalbedingungen eine Dilatation von vendsen GefaRen (Abbildung 11B); unter
hypoxischen Bedingungen fihrt iNO aber nun auch in arteriellen GefaRen zur Vasodilatation

(Abbildung 11C), wahrend sich in normal durchbluteten Gehirnarealen kein Effekt zeigt (d. h. in
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Arealen, in welchen die arteriellen Gefalle keine Hypoxie aufweisen und wo folglich NO nicht im

arteriellen Schenkel freigesetzt wird). Wird die NO-Inhalation nach MCA-Okklusion angewendet zeigt

sich eine selektive Durchblutungssteigung in der (hypoxischen) Penumbra (Abbildung 11D); im Infarkt-

Core, wo die Durchblutung sistiert hat (und wohin das NO also nicht transportiert werden kann), ist

ebenso wenig ein Effekt nachweisbar wie im normal perfundierten Gewebe auBerhalb des Ischamie-

Territoriums oder kontralateral (,,normal brain“). Diese selektive Durchblutungssteigerung fihrt zu

einer signifikanten Reduktion der InfarktgroRe (Abbildung 11E) und zu einer Verbesserung der

neurologischen Funktion nach zerebraler Ischdmie in erwachsenen (Abbildung 11F) und neonatalen

Mausen, die auch 7 Tage nach Beendigung der Therapie noch nachweisbar ist. Das hohe translationale

Potential dieses Therapieansatzes wird durch Bestatigung der Kleintier-Ergebnisse in
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Abbildung 11. Effekt der NO-Inhalation nach zerebraler Ischamie. A. Direkte in vivo Visualisierung der NO-

Konzentration in der GefaBwand mittels des NO-sensitiven Farbstoffs DAF-FM. Unter Normalbedingungen zeigt
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sich nur eine geringe NO-Fluoreszenz, die sich durch iNO (mittleres Panel) gering erhoht; wird jedoch eine
Minderperfusion ausgel6st (unteres Panel) zeigt sich ein signifikanter Anstieg der NO-Konzentration in den
ischdmischen Gebieten. Unter diesen Bedingungen zeigt sich nicht nur die bekannte venése Vasodilatation (B),
sondern es ldsst sich auch eine arterielle Vasodilatation nachweisen (C). D. Nach MCA-Okklusion zeigt sich eine
signifikante Steigerung der zerebralen Durchblutung spezifisch in minderperfundierten Arealen: Wahrend in der
Penumbra der CBF signifikant ansteigt, ist die Durchblutung im normalen Gehirn und im Infarkt Core
unbeeinflusst. Dies flihrt zu einer signifikanten Reduktion des Infarktvolumens (E) und einem verbesserten

neurologischen Outcome (F).

einem GroRtier- Modell unterstrichen (Abbildung 12): Bei Schafen wird mittels seriellen MRT- und
HsO-PETs direkt nachgewiesen, dass es nach MCA-Infarkt bei iNO-behandelten Tieren selektiv zu einer
Verbesserung der Durchblutung in der Penumbra kommt, wodurch der Anteil normal perfundierten
Gehirngewebes im Vergleich zu unbehandelten Kontrolltieren ansteigt.

Die Studie belegt somit erstmalig direkt eine iINO-spezifische Wirkung auf zerebrale GefaRe, die bisher
nur indirekt vermutet wurde (Kuebler et al., 2003); die Besonderheit ist, dass die NO-Freisetzung
bevorzugt in minderperfundierten Arealen stattfindet und somit selektiv dort zu einer
Durchblutungssteigerung fihrt. Im Gegensatz zur Gabe von NO-Vorlaufern oder NO-Donoren, die zwar
experimentell den postischamischen Hirnschaden senken konnten, zeigten sich durch iNO in der
vorliegenden Studie keine potentiell neurotoxischen Nebenwirkungen im Nager- und GroRtier-Modell,
die selektive Wirkung der NO-Inhalation in ischdmischen Hirnarealen ohne Beeinflussung normal

perfundierter Abschnitte der Mikrozirkulation lassen iNO als einen idealen Vasodilator fiir die
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Abbildung 12: Effekt der NO-Inhalation im Schaf-Modell des ischamischen Infarkts. A. Serielle PET Scans vor,
unter und nach iNO. B. Quantifizierung. Unter iNO nimmt die Penumbra (rosa) zu Gunsten normal perfundierten

Hirngewebes (blau) ab.

zerebrale Ischamie erscheinen. Zudem ist die NO-Inhalation zur klinischen Therapie zugelassen, sodass
eine erfolgreiche Translation auf die humane Pathologie moglich erscheint. AuRerdem unterstreichen
die Ergebnisse die entscheidende Rolle der NO-Depletion fiir die pathophysiologischen Vorgange in
der Penumbra, da die selektive Zuflihrung von NO das progressive Absterben der Penumbra und somit

das Fortschreiten der Infarktentwicklung entscheidend verbessern.

4.1.2 Manuskripte 2 und 3: Stickstoff-Monoxid-Inhalation reduziert den sekundaren
Hirnschaden nach experimentellem Schadel-Hirn-Trauma durch Verbesserung der
posttraumatischen Ischamie und verbessert somit das posttraumatische neurologische
Outcome

Die zerebrale Ischdamie spielt eine wichtige Rolle bei der Pathophysiologie des Schadel-Hirn-Traumas.

Fiir das das weit verbreitete Controlled Cortical Impact Modell der Maus konnte in einer von der
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Antragstellerin als Koautorin publizierten Arbeit (Manuskript 2) der genaue Verlauf und das raumliche
Verteilungsmuster der Ischamie nach experimentellem Trauma genau beschrieben werden. Hierzu
kam die C**-Autoradiographie, eine Radionuklid-basierte Methode zur absoluten Quantifizierung der
zerebralen Durchblutung, zum Einsatz. Die Werte, die hierbei im Kortex vor und nach Trauma erhoben
wurden, waren niedriger als von anderen Gruppen erhobene Befunde, im Gegensatz zu vielen
vorangegangenen Studien waren die Versuchstiere jedoch intubiert und kontrolliert beatmet; eine
systemische Hypoxie, wie sie nach Trauma bei Maskenbeatmung aufgrund reduzierten Atemantriebs
bei Maskenbeatmung auftreten kann und die die zerebrale Durchblutung relevant beeinflussen kann,
ist somit ausgeschlossen. Zudem erfolgte die Narkosefiihrung mit einer Kombination aus Fentanyl,
Medetomidin und Midazolam, ein Narkoseprotokoll, das im Gegensatz zu in anderen Studien
verwendeten Isofluran zu keiner Beeinflussung der zerebralen Durchblutung fiihrt. Bereits kurz nach
Trauma kommt es zu einem signifikanten Abfall der zerebralen Durchblutung in allen untersuchten
Hirnarealen um ca. 50%; um die Kontusion - den Primarschaden - herum zeigen sich die Werte
besonders reduziert, um mehr als 90% gegeniiber dem Ausgangswert gefallen (Abbildung 13).

24 Stunden nach CCl waren die CBF-Werte weitestgehend normalisiert, ausgenommen im Bereich der
Kontusion, die sich im Rahmen des sekundadren Nekrosewachstums vergroert hatte. Dies deutet
darauf hin, dass in der traumatischen Penumbra, der Zone deutlich reduzierter Durchblutung
perikontusionell, die friihe Ischamie eine wichtige Rolle spielt, héchstwahrscheinlich, indem dort durch

die Hypoperfusion sekundare Vorgange induziert werden, diese flihren dann in der Folge trotz
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Abbildung 13. Zeitlicher und rdumlicher Verlauf der posttraumatischen Durchblutungsstérung nach CCI. A,

Schematische Darstellung der untersuchten Hirnregionen nach Cl14-Autoradiographie. B. Bereits 15 Minuten
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nach CCl zeigt sich eine ausgepragte Hypoperfusion, die nicht nur auf die traumatisierte Hemisphare beschrankt

ist. Der CBF erholt sich jedoch im Verlauf der nachsten 24h in nahezu allen ROls auf Normalwerte.

Normalisierung der Durchblutung zum Gewebsuntergang. Analog zum ischamischen Schlaganfall
spricht man von der ,traumatischen Penumbra“. Fir diese perikontusionelle Ischamie scheint eine
lokale NO-Depletion eine wichtige Rolle zu spielen, die u. a. durch die Minderperfusion sowie die
Aktivitatsminderung/ reduzierte Expression der konstituitiven NO-Synthasen bedingt ist (Kader et al.,
1993). In einer nachfolgenden Studie (Manuskript 3) Uberpriften wir deswegen, ob auch beim
posttraumatischen Hirnschaden die selektive Durchblutungsverbesserung bzw. die selektive NO-Gabe
zur Aufflllung eines lokalen NO-Defizits durch die NO-Inhalation neuroprotektiv ist. Die Gabe von iNO
verhinderte die direkt nach dem Trauma auftretende Durchblutungsreduktion und verringerte
signifikant den Anstieg des intrakraniellen Drucks (Abbildung 14A, B, C). Wenn die NO-Inhalation
innerhalb einer Stunde nach CCl begonnen und fiir 24 Stunden durchgefiihrt wurde, verringerte iNO
signifikant das Nekrosevolumen (Abbildung 14D), eine spatere Gabe, eine kiirzere Gabe bzw. eine
intermittierende Gabe von iNO verringerte den posttraumatischen Hirnschaden nur leicht. Relevante
Nebenwirkungen der prolongierten iNO-Gabe fanden sich fiir die verwendete Dosis 50 ppm jedoch
nicht, es zeigten sich keine Auswirkungen der 24h iNO Gabe auf die Autoregulation, die endogene NOS-
Expression; zudem konnten oxidative Gewebeschadigung, Met-Hamoglobin-Bildung sowie ein

negativer Einfluss auf den systemischen Blutdruck ausgeschlossen werden.
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Abbildung 14. NO-Inhalation nach experimentellem SHT. iNO verringerte signifikant den posttraumatischen
Durchblutungsabfall (A) sowie (B) die intrakranielle Hypertension, sodass die Mehrzahl der gemessenen ICP/CBF-
Paare sich in der fir die Prognose gilinstigen ,high CBF, low ICP“-Kategorie (rechter unterer Quadrant, C)
befanden. D. Der posttraumatische Hirnschaden ist signifikant reduziert, wenn die iNO-Therapie innerhalb von
einer Stunde begonnen wird; diese Neuroprotektion ldsst sich auch bis 7 Tage nach CCl und 6 Tage nach Ende

der iNO Therapie nachweisen (E). F. Das neurologische Outcome ist nach iNO nachhaltig gebessert.

Die Reduktion des Kontusionsvolumens durch 24h iNO fihrte auch langerfristig (bis 7 Tage nach SHT)
zu einem verringerten strukturellen Hirnschaden (Abbildung 14E), zudem zeigten die Tiere ein
verbessertes neurologisches Outcome in einem multivariaten Neuroscore (Abbildung 14F).

Wie in Manuskript 2 herausgearbeitet ist beim SHT wahrscheinlich nicht allein die Ischdamie
ausschlaggebend fiir das sekundire Nekrosewachstum. Uber die durchblutungsverbessernde Wirkung
herausgehend zeigte sich in der vorliegenden Studie, dass beim experimentellen Trauma nach iNO-

Gabe die Hirnodementstehung signifikant reduziert war. Hierbei war einerseits der Hirn-
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Abbildung 15. Effekt der NO-Inhalation auf Odementstehung und Blut-Hirn-Schranken-Stérung. iNO reduziert A.
den posttraumatischen Hirnwassergehalt, der ein Mal fiir das Hirnédem ist sowie die Evans Blue Extravasation

(B), was eine verringerte Dysfunktion bzw. Leckage der BBB anzeigt.

Wasser-Gehalt, der ein Mal vor allem fiir das zytotoxische Hirnddem ist (Abbildung 15A), reduziert,
was darauf hindeutet, dass die durch iNO-induzierte Verbesserung der posttraumatischen
Durchblutung zu einer Verringerung der sekundaren Mechanismen fiihrt, die letztendlich eine
Zellschwellung verursachen wiirden. Zudem war auch die Stérung der Blut-Hirn-Schranken-Integritat

(gemessen anhand der Evans Blue-Extravasation, Abbildung 15B) reduziert; hierbei spielt
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wahrscheinlich eine Rolle, dass das durch die Inhalation zugefiihrte NO die Blut-Hirn-Schranken-
Permeabilitat verringert (Khan et al., 2009;Mark et al., 2004), iNO also auch zur Reduktion des
vasogenen Hirnddems beitragen kann. Zusammenfassend zeigt sich auch beim experimentellen SHT
eine positive Wirkung der NO-Inhalation, welche wahrscheinlich hauptsachlich auf eine selektive
Durchblutungsverbesserung in der traumatischen Penumbra zurtickgefiihrt werden kann. Zudem zeigt
sich eine positive Wirkung auf die Hirnddementstehung. Wie im Falle des ischamischen Infarkts hat
eine potentielle INO-Therapie den Vorteil, dass weder in der vorliegenden Untersuchung noch in den
bisherigen experimentellen und klinischen Studien relevante Nebenwirkungen auftraten, die
potentiell neurotoxisch sind. Weitere positive iNO-Wirkungen wie z. B. die Verringerung von
Mikrothrombosen, die eine Rolle beim sekunddren Nekrosewachstum spielen (Maeda et al.,
1997;Schwarzmaier et al., 2010) oder die Reduktion inflammatorischer Vorgange sind denkbar und in
anderem Kontext nachgewiesen (Adrie et al., 1996;Fox-Robichaud et al., 1998), missen jedoch im

Zusammenhang mit dem SHT noch abschlieBend untersucht werden.

4.1.3 Manuskript 4: Stickstoff-Monoxid-Inhalation  reduziert die frihe
posthamorrhagische Storung der  Mikrozirkulation nach  experimenteller

Subarachnoidalblutung und verbessert das Outcome nach SAB

In den letzten Jahren zeigt sich zunehmend, dass bereits friih nach Subarachnoidalblutung auftretende
pathophysiologische Vorgange zu einer Stérung der zerebralen Mikrozirkulation fihren, deren Ausmaf3
wahrscheinlich mafRgeblich die neurologische Prognose der SAB-Patienten bestimmt. Zu den Ursachen
der mikrozirkulatorischen Dysfunktion zahlen unter anderen Verengungen von arteriellen
MikrogefdaRen, sogenannte Mikrovasospasmen. Sie lassen sich sowohl bei Patienten (Pennings et al.,
2004;Uhl et al., 2003) als auch im Mausmodell (Friedrich et al., 2012;Sun et al., 2009) nachweisen. Die
genauen Ursachen des Phdanomens und seine Relevanz fur das posthdmorrhagische Outcome sind
jedoch bisher unbekannt; es gibt jedoch deutliche Hinweise, dass auch fiir diese Pathologie ein NO-
Defizit verantwortlich sein kénnte. Wird 3 Stunden nach Induktion der Subarachnoidalblutung (d. h.
zum Zeitpunkt, an dem die MVS bereits maximal ausgepragt sind (Friedrich et al., 2012) mit der NO-
Inhalation begonnen, kommt es innerhalb weniger Minuten zu einer arteriellen Vasodilatation
(Abbildung 16A), die Anzahl der Mikrovasospasmen sinkt signifikant (Abbildung 16B); nach 20
Minuten iNO ist die Gesamtzahl der MVS um ca. 80% im Vergleich zum Ausgangswert reduziert. Anders
als beim ischamischen Infarkt und beim Schadel-Hirn-Trauma, wo der iNO-Effekt auf die zerebralen
Gefalle bereits kurz nach Beendigung der Inhalation riicklaufig war, ist bei der Subarachnoidalblutung
ein bleibender positiver Effekt auf die Mikrovasospasmen nachweisbar (zumindest fiir bis zu 30

Minuten nach Beendigung der Inhalation). Wird die NO-Inhalation fiir 24 Stunden durchgefihrt, hat
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dies einen deutlichen Effekt auf die posthdamorrhagische Mortalitdt: Wahrend in der Kontrollgruppe
eine fur das MCA-Perforations-Modell typische Mortalitdt von 30% Uiber 7 Tage auftritt, Gberlebten
alle Tiere der iINO-Gruppe (Abbildung 16C); die liberlebenden Tiere zeigten zudem deutlich bessere
Leistungen in einem SAB-spezifischen Neuroscore (Abbildung 16D), iNO fiihrte also auch zu einer
signifikanten Verbesserung des neurologischen Outcomes. Hiermit kann erstmalig direkt
nachgewiesen werden, dass eine lokale NO-Depletion ein wichtiger kausaler Faktor in der
Pathophysiologie des MVS und somit beim early brain injury (Ostrowski et al., 2006;Sabri et al.,
2013;Sehba et al., 2012) ist. Mogliche Ursachen fiir die reduzierte NO-Konzentration sind ein direktes
Scavenging von NO durch subarachnoidales Blut, das sich entlang der Mikrogefal3e ausbreitet, sowie
ein von Sehba indirekt nachgewiesener Abfall der endothelialen NO-Produktion durch eNOS-
Dysfunktion (Sehba et al., 2000;Sehba et al., 2004). Zudem betonen die Ergebnisse der Studie die
Bedeutung des frihen Mikrozirkulationsstorung und der Mikrovasospasmen fiir das
posthamorrhagische Outcome: durch eine iNO-induzierte Reduktion der mikroarterioldren
Konstriktion und der MVS kann eine signifikante Reduktion sowohl der Mortalitdt als auch des

neurologischen Defizits erzielt werden.

A Before iNO During iNO

10 N=7-10 sach. mean - SEM -
*p<0.05

Q- saH-IN0

sels (Ybaseline)

Neuroscore (points)

Surviving animals (n)

Number of spastic microves:

030 3040 4050 5060 6070  70-100 0 1 2 3 4 5 6 7 2 0 2 4 8
Time (min) Time after SAH (days) Days after SAH

Abbildung 16. NO-Inhalation nach experimenteller SAB. A. Unter NO-Inhalation zeigt sich in diesem
exemplarischen IVM-Bild eine signifikante arterielle Vasodilatation. B. Die Zahl der Spasmen nimmt unter iNO

signifkant ab; der Effekt bleibt auch bis zu 30 Minuten nach Ende der NO-Therapie bestehen. Nach 24-stiindiger
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iNO-Gabe Uberlebten alle Tiere der Gruppe; zudem boten sie eine deutlich schnellere neurologische Erholung

und eine deutlich bessere Leistung in neurologischen Testverfahren.

4.1.4 Manuskript 5: NO-Synthase-Inhibition reduziert den posttraumatischen
Hirnschaden, insbesondere das posttraumatische Hirnédem, nach experimentellem
Schadel-Hirn-Trauma

Nach Trauma kommt es nach einem kurzfristigen Aktivitats-Peak direkt nach dem traumatischen Insult,
der wenige Sekunden bis Minuten anhilt, bereits nach wenigen Minuten zu einer Aktivitdtsminderung
der konstituitiven NO-Synthasen, die zu einem lokalen NO-Mangel fiihrt, dessen Abmilderung, z. B.
durch die NO-Inhalation, neuroprotektiv ist. In der Folgezeit nach SHT kommt es zu einer deutlichen
Induktion der induzierbaren NO-Synthase (iNOS), die zu einem im Verlauf auftretenden zweiten Peak
der NO-Konzentration nach Stunden bis Tagen fihren kann (siehe Abbildung 4, Einleitung); hierzu
muss die unter physiologischen Bedingungen im Hirngewebe nicht aktive iNOS zunachst neu
synthetisiert werden und dimerisieren. Absolut betrachtet ist die NO-Konzentration nach Trauma
jedoch langerfristig reduziert (Cherian et al., 2004). Das von iNOS synthetisierte NO scheint in Bezug
auf das sekundare Nekrosewachstum eine negative Rolle zu spielen: Genetische Elimination (Foley et
al., 2008;Gahm et al., 2006) oder pharmakologische Inhibierung (Jafarian-Tehrani et al., 2005;Stoffel
et al, 2000) der iNOS sind mit deutlicher Neuroprotektion nach Schadel-Hirn-Trauma
vergesellschaftet. 4-amino-tetrahydro-L-biopterin (VAS203) ist ein neuartiger nicht-kompetitiver NO-
Synthase-Inhibitor, der das NOS-Molekdil nicht an der Substrat (d. h. NO-) - Bindungsstelle, sondern an
der Bindungsstelle des essentiellen Kofaktors Tetrahydrobiopterin (BH4) bindet und hochspezifisch fir
NOS ist. In vitro hemmt VAS203 alle NOS-Isoformen gleich potent. Durch seine Wirkungsweise
inhibitiert VAS203 jedoch in vivo nahezu ausschlieBlich neu synthetisierte NOS-Molekiile, da sich die
NOS-Molekiile Gber BH4 zu Dimeren zusammenschlieRen missen, um ein funktionelles NO-Molekil zu
bilden (Abbildung 17A). Da in vivo die konstituitiven Isoformen, d. h. die neuronale und endotheliale
NOS, bereits als Dimer bzw. aktiv vorliegen, ist VAS203 also in vivo ein relativ spezifischer iNOS
Inhibitor, auf die Situation nach Trauma bezogen ist eine nahezu ausschlieflliche iNOS-Hemmung zu
erwarten, da die konstituitiven Isoformen nNOS und eNOS in Aktivitdt und Expression gehemmt sind
und nur iINOS-Molekile aktiviert und neu synthetisiert werden. Eine weitere positive Eigenschaft von
VAS203 besteht darin, dass auch die Bildung freier Radikale, die durch Entkoppelung der NOS-
Molekiile (engl. uncoupling) entstehen, verhindert wird. In der vorliegenden Studie kann gezeigt
werden, dass VAS203 nach experimentellem Schadel-Hirn-Trauma dosisabhangig zu einer Reduktion
der intrakraniellen Hypertension fiihrt, ohne dass substanzbedingte, potentiell neurotoxische

Nebenwirkungen nachgewiesen werden konnten. Der Effekt setzt rasch nach Beginn der Infusion ein
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(Abbildung 17B) und fiihrt zu einer deutlichen Reduktion des intrakraniellen Drucks nach 3 und 24
Stunden (Abbildung 17C). Zudem zeigt sich eine signifikante Reduktion der Hirnédementstehung
(Abbildung 17D). Immunhistochemisch kann zudem eine Reduktion nitrosylierter Proteine im
Gehirnparenchym nachgewiesen werden, was auf eine Reduktion der Bildung reaktiver Sauerstoff-
und Nitrosoverbindungen, hindeutet. Diese kdnnten einerseits durch eine Reduktion des Uncoupling
begriindet sein, allerdings verringert die iNOS-Hemmung auch den relativen, iNOS-bedingten NO-
Anstieg und somit auch die oxidativen Folgeschaden der im Verlauf freigesetzten NO-Molekiile.

Dies ist die erste Studie, die in vivo zeigte, dass die neue Klasse der BHs-Analoga erfolgreich den
sekundaren Hirnschaden nach experimentellem SHT reduzieren kann; mechanistisch wird dies
wahrscheinlich durch iNOS-Hemmung erzielt. Die Mehrheit der experimentellen und klinischen
Studien weist darauf hin, dass iNO den posttraumatischen Hirnschaden negativ beeinflusst; es gibt
jedoch auch vereinzelt Hinweise, dass die iNOS in der spateren Phase nach Trauma an
Regenerationsvorgangen beteiligt ist, sich eine Hemmung der iNO also potentiell auch negativ
auswirken konnte (Levy et al., 2001;Sinz et al., 1999); diese Vorgidnge spielen sich jedoch in der
chronischen Phase nach SHT ab und sind nicht relevant fiir den akuten Hirnschaden bzw. Phdanomene
wie die intrakranielle Hypertension und die Hirnddementstehung in der Akutphase (erste 24 Stunden

nach Trauma), in der das Medikament in der vorliegenden Studie zum Einsatz kommt.
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Abbildung 17. 4-amino-tetrahydro-L-biopterine (VAS203) nach experimentellem SHT. A. Schematische
Darstellung der Wirkungsweise der BHs-Analoga zur nicht-kompetitiven NOS-Hemmung. Nach CCl senkt VAS203
den ICP (B), der bis zu 24 h nach Trauma in der VAS203-Gruppe signifikant niedriger ist (C). D. Der Hirn-Wasser-

Gehalt ist 24h nach SHT ebenfalls signifikant erniedrigt.

Die Ergebnisse der Studie spiegeln auch die komplexe Rolle und die differentielle Regulierung des NO-
Stoffwechsels nach SHT wieder. Wie in Manuskript 3 beschrieben ist die Gabe von NO zur Deckung der
lokalen Depletion neuroprotektiv; hierbei scheint vor allem das Defizit, das durch die eNOS-
Dysfunktion entsteht, ausgeglichen zu werden; dies deckt sich auch mit anderen Untersuchungen
(Cherian et al., 2003;Hlatky et al., 2003). iNOS-produziertes NO, das mit Verzégerung nach Trauma
synthetisiert wird (da iNOS erst exprimiert und aktiviert werden muss) und zu einem verzégerten NO-
Anstieg (Abbildung 4) fiihrt, wiederum scheint — zumindest in der Akutphase nach Trauma -

neurotoxisch zu sein (Foley et al., 2008;Jafarian-Tehrani et al., 2005;Louin et al., 2006).

4.1.5 Manuskript 6: Die initiale Vasodilatation nach Schadel-Hirn-Trauma wird durch

die endotheliale NO-Synthase vermittelt

Nach Trauma kommt es zu einer kurz andauernden voriibergehenden Dilatation von arteriellen
Gefallen in der zerebralen Mikrozirkulation (DeWitt et al., 1986;Schwarzmaier et al., 2010;Thomale et
al., 2002;Wei et al., 1980). Das Phanomen wird mit dem sich schnell entwickelnden Anstieg des
intrakraniellen Drucks nach Trauma in Zusammenhang gebracht und als ,vascular engorgement”
bezeichnet. Die Ursache dieser Dilatation ist bisher unklar, es wird jedoch vermutet, dass sie in
Zusammenhang mit dem kurz andauernden Anstieg der NO-Konzentration, der sich direkt nach
Trauma nachweisen lasst (Cherian et al., 2000;Cherian et al., 2004), stehen kdnnte. In der vorliegenden
Studie konnte gezeigt werden, dass die frilhe Vasodilatation, die sich in den ersten 30-60 Minuten in
unserem Mausmodell nachweisen lasst, in eNOS-knock out Mausen komplett ausbleibt. In nicht-
transgenen Tieren kann sie durch NOS-Hemmung mit VAS203 verhindert werden (Abbildung 18). Diese
Studie liefert einen erstmaligen Hinweis darauf, dass die friihe Vasodilatation NO-bedingt ist und mit
hoher Wahrscheinlichkeit durch eNOS vermittelt wird; zudem kann so die nahezu sofort nach Trauma
einsetzende ICP-senkende Wirkung von VAS203, die in der vorherigen Studie nachgewiesen wurde,
besser erklart werden: eine rasch einsetzende Vasokonstriktion fiihrt zu einer schnellen Senkung des
intrakraniellen Blutvolumens und somit zu einer Reduktion des intrakraniellen Drucks. Im weiteren
Verlauf normalisiert sich in der vorliegenden Studie die GefaRweite unabhangig von der Weiterfiihrung
der VAS203-Therapie, passend zur Tatsache, dass es durch das Trauma zu einer zunehmenden eNOS-

Dysfunktion/ -Inaktivierung kommt. Im weiteren Verlauf dominiert dann am ehesten die iNOS-
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inhibierende Wirkung von VAS203, die wahrscheinlich hauptsachlich fir die Verringerung des

posttraumatischen Hirnschadens (siehe Manuskript 5) verantwortlich ist.
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4.1.6 Zusammenfassung und Beurteilung der Manuskripte 1 bis 6

In den vorliegenden 6 Manuskripten wird die komplexe Rolle von Stickstoff-Monoxid in der
Pathophysiologie zerebraler Insulten genauer untersucht. Nach Insult ist ein kurzer NO-Peak
nachweisbar (Cherian et al., 2004;Dalkara et al., 1994;Hanggi et al., 2006;Kader et al., 1993); dieser
kurze Anstieg ist moglicherweise der akuten mechanischen Gewebeverletzung geschuldet (Aufprall
beim SHT, GefaRruptur im Rahmen der SAB). Beim SHT wird er in Zusammenhang mit einer kurz
andauernden Vasodilatation direkt nach Trauma gebracht, die in experimentellen (Schwarzmaier et
al., 2010;Wei et al., 1980) und klinischen (Kelly et al., 1996) Studien nachgewiesen werden konnte und
die direkt nach Trauma zur Hyperamie und somit zum schnellen Anstieg des intrakraniellen Drucks
fihren kann. In Manuskript 6 konnte erstmalig gezeigt werden, dass diese Vasodilatation eNOS-
bedingt ist. Die Phase der erhdhten NO-Konzentration und der Vasodilatation dauert jedoch nur kurz
an (Schwarzmaier et al., 2010;Schwarzmaier et al., 2015b). Bereits wenige Minuten nach Insult kommt
es — unabhangig von der Art des Insults - zu einem lokalen Mangel von Stickstoff-Monoxid, der mit
hoher = Wahrscheinlichkeit  durch  die  Aktivitditsminderung  bzw. Inaktivierung  der
Hauptproduktionsquelle endogenen NOs, der endothelialen NO-Synthase — begriindet ist; auch die
neuronale NOS ist in Aktivitdt und Expression vermindert und tragt zur NO-Depletion bei (Dalkara et
al., 1994;Faraci et al., 1994;ladecola et al., 1994;Jiang et al., 2002;Kader et al., 1993;Santizo et al.,
2000;Wada et al., 1998), die Bedeutung der nNOS scheint jedoch fiir den akuten Sekundarschaden
eher untergeordnet zu sein. Der NO-Mangel ist in den Hirnregionen, die nach Insult kritisch durchblutet
sind, am relevantesten. Beim ischdmischen Schlaganfall und bei (kontusionellen) Schadel-Hirn-Trauma
lasst er sich insbesondere in der Penumbra um den Primar-Insult herum nachweisen; NO-Depletion ist
dort ein wichtiger Faktor, der den sekundaren Hirnschaden vorantreibt. Bei der Subarachnoidalblutung
ist die Zone der Mangeldurchblutung raumlich-anatomisch nicht so klar definiert, da sich das Blut

entlang der Gefalle im Subarachnoidalraum weiter ausdehnen kann, aber auch hier liegt mit hoher
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Wahrscheinlichkeit ein eNOS-bedingter NO-Mangel vor (Park et al., 2001;Sehba et al., 2000), der durch
die Durchblutungsminderung verursacht werden kann. Allerdings kann bei der SAB der NO-Mangel
durch Inaktivierung von NO durch Blutbestandteile noch verscharft werden. In den vorliegenden
Manuskripten kann nun fir alle drei untersuchten Pathologien gezeigt werden, dass ein Anheben der
NO-Konzentration zu einer signifikanten Verbesserung der eingeschrankten Mikrozirkulation fiihrt und
dass dies den sekundaren (strukturellen) Hirnschaden verringert und das neurologische Outcome
verbessert. Der Nachweis erfolgt direkt, d. h. durch Visualisierung der Mikrozirkulation und durch
direkte in vivo NO-Fluoreszenz (erstmalige Beschreibung der dynamischen NO-Fluoreszenz-Messung),
was im Gegensatz zu vorangegangenen Untersuchungen eine eindeutige rdaumlich-anatomische
Zuordnung erlaubt: Bei der Ischdmie und beim SHT ist die perildsionelle Zone, die Penumbra, am
starksten vom NO-Mangel betroffen, bei der SAB die kleinsten (bis 25 um Durchmesser) GefaRe der
Mikrozirkulation im MCA-Territorium. Neuartig ist auch die in Manuskript 1 beschriebene Methode
der NO-Inhalation zur Therapie eines zerebralen NO-Mangels. Seit ihrer Einfihrung vor ca. 20 Jahren
hat sich die NO-Inhalation als effektive und sichere Therapie zur Behandlung pulmonaler Erkrankungen
etabliert; als groBer Vorteil wurde postuliert, dass die arterielle Vasodilatation aufgrund der
Applikationsart rein auf LungengefaRe beschrankt bleibt. Tatsachlich fanden sich in Studien wahrend
der Anwendung von iNO zur Lungentherapie keine Hinweise auf eine Beeinflussung der zerebralen
Zirkulation. In den Publikationen der Antragstellerin (v. a. Manuskript 1) konnte nicht nur direkt
nachgewiesen werden, dass inhaliertes Stickstoff-Monoxid im Gehirn transportiert und dort freigesetzt
wird, es konnte zudem gezeigt werden, dass die Freisetzung auf minderperfundierte/ hypoxische
Areale beschrankt ist. Hierdurch erkldren sich einerseits die negativen Befunde in vorangegangenen
Untersuchungen (da nie Patienten mit zerebraler Ischamie untersucht wurden), zudem hat die
selektive iNO-Wirkung entscheidende Vorteile gegeniliber anderen NO-basierten Therapieansatzen:
NO-Donoren/ NO-Analoga hatten sich zwar in vielen experimentellen Untersuchungen als
neuroprotektiv nach zerebralen Insulten erwiesen, die systemische Gabe ist jedoch wegen der
ubiquitdren Freisetzung mit einer systemischen Vasodilatation vergesellschaftet, fiihrt also zu
systemischer Blutdruck-Senkung und somit zu einer Senkung der globalen Hirnperfusion, was die
Durchblutung in kritisch hypoxischen Arealen wie der Penumbra oder der posthamorrhagischen
Mikrozirkulation eher verschlechtert und so wahrscheinlich die in experimentellen Studien
dokumentierten positiven lokalen Effekte zunichtemacht. Zudem férdern diese Therapeutika den
sogenannten ,Steal-Effekt”: HirngefdRe in normoperfundierten Arealen reagieren auf
vasodilatierende Stimuli haufig normal, wahrend Gefalle in ischdmischen Parenchymbereichen die
Fahigkeit hierzu oft verlieren. Dadurch kommt es bei globaler zerebraler Vasodilatation zu einer
Umverteilung des Blutvolumens zugunsten gesunder Hirnareale, eine lokale Ischdmie kann so verstarkt

werden (Hudetz et al., 1993;Symon, 1969). Durch selektive Vasodilatation in ischamischen Arealen,
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wie sie durch iNO erreicht werden kann, kann der Steal-Effekt nicht nur vermieden, sondern sogar in
einen sog. ,Robin-Hood-Effekt” umgewandelt werden, d. h. das Blut wird umverteilt von
normoperfundierten Arealen (in denen es zu keiner GefdaRreaktion kommt) zum Tissue at risk (wo
Vasodilatation erfolgt).

Die Manuskripte 1,3 und 4 zeigen also neben einem besseren Einblick in die pathophysiologische Rolle
der friihen NO-Depletion nach zerebralem Insult die NO-Inhalation als therapeutische Strategie auf,
die sich in unterschiedlichen Modellen und auch im Groftier-Versuch als protektiv gezeigt hat und
somit ein hohes translationales Potential hat. Aufbauend auf den Ergebnissen der drei iNO-Studien
wurde eine erste klinische Studie bei Patienten mit therapierefraktiarer neurologischer
Verschlechterung nach Subarachnoidalblutung initiiert (Universitat Bern, Schweiz); erste Ergebnisse
werden Mitte 2018 erwartet.

Die Ergebnisse der vorliegenden Manuskripte zeigen jedoch auch, dass die die Bedeutung von NO sich
im Verlauf der Entwicklung des sekundaren Hirnschadens wandelt. Die NO-Supplementierung fiihrt
nur dann zu einer signifikanten Verbesserung des Outcome, wenn sie frih nach Insult (d. h. im
Tiermodell innerhalb 2 Stunden) begonnen wird. Dies deckt sich mit den Ergebnissen anderer
Untersucher und bestétigt das aus der Lyse bzw. Rekanalisationstherapie des Schlaganfalls bekannte
knappe Zeitfenster, in dem sekundare Schadigungskaskaden in der Penumbra durch Verbesserung der
Durchblutung erfolgreich aufgehalten werden kénnen (beim Menschen 4,5 bis 6 Stunden). Wird iNO
spater begonnen, zeigt sich keine Reduktion des strukturellen Hirnschadens, da die sekundoéren
Kaskaden bereits irreversibel angestofRen wurden. In hoher Dosierung (>100 ppm iNO) kann sich der
Sekundarschaden sogar vergroRRern, d. h. eine NO-Supplementierung in zu hoher Dosierung wirkt eher
neurotoxisch.

Endogen kommt es Minuten bis Stunden nach zerebralem Insult zu einer Aktivierung der unter
Normalbedingungen nicht vorhandenen induzierbaren NO-Synthase (Berra et al., 2007;Foley et al.,
2008;ladecola et al., 1995a;ladecola et al., 1996;Petrov et al., 2000;Sayama et al., 1998;Sehara et al.,
2006), was im Verlauf von Stunden zu einem relativen Anstieg der NO-Konzentration fihrt. iNOS-
produziertes NO ist mit einer Reihe von neurotoxischen Prozessen (Bildung freier Sauerstoff-Radikale,
Nitrosylierung von Proteinen, Induktion inflammatorischer Vorgédnge, Bildung von neurotoxischen
Nitroso-Verbindungen, induktion von Zelltod-Vorgangen) assoziiert und verstarkt den sekundaren
Hirnschaden (Garry et al., 2015). Eine genetische oder pharmakologische Hemmung der iNOS zeigte
bereits in vielen klinischen Untersuchungen einen neuroprotektiven Effekt nach zerebralen Insulten
(Berra et al., 2007;Foley et al., 2008;ladecola et al., 1995b;Jafarian-Tehrani et al., 2005;Louin et al.,
2006;Parmentier et al., 1999;Sayama et al., 1999), viele der verwendeten Inhibitoren sind jedoch nicht
isoform-spezifisch, mit Nebenwirkungen behaftet und/ oder aufgrund ihrer Anwendungsweise

(topisch, intrazerebroventrikular) nicht fir den klinischen Einsatz geeignet, weswegen es bisher keinen
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zur klinischen Therapie zugelassenen iNOS-Inhibitor gibt. 4-amino-tetrahydro-L-biopterin (VAS203),
ein in Manuskript 5 und 6 untersuchter, nicht-kompetitiver NOS-Inhibitor ist in vivo aufgrund seiner
Wirkungsweise ein relativ spezifischer iNOS-Inhibitor, der experimentell eine rasche und anhaltende
ICP-senkende Wirkung zeigte und nach 24-stiindiger Therapie eine langanhaltende Neuroprotektion
verursachte. Es zeigte sich eine Reduktion der oxidativen Verdnderungen, was einerseits auf eine
Reduktion iNOS-produzierten NOs zurlickgefiihrt werden kann, andererseits stabilisiert VAS203 die
inaktiven konstituitiven NOS-Dimere, deren Entkopplung auch freie Sauerstoff-Radikale produzieren
kann (Bevers et al., 2006;Cholet et al., 1997;Landmesser et al., 2003;Pall, 2007). Unklar blieb nach der
ersten Studie mit VAS203, wieso die ICP-senkende Therapie des Medikaments nahezu sofort nach
Beginn der Behandlung (zum Zeitpunkt 30 Minuten nach Trauma) einsetzte, da zu diesem Zeitpunkt
die iINOS-Aktivierung noch nicht ihr Maximum erreicht haben diirfte (Gahm et al., 2000); die direkte
Visualisierung der zerebralen Gefil3e zeigt, dass die nach CCl auftretende transiente Vasodilatation
durch VAS203 verhindert wird, was eine kurzfristige Reduktion des intrazerebralen Blutvolumens und
— konsekutiv — des intrakraniellen Drucks zur Folge hat. Nachdem das Phanomen der Vasodilatation
jedoch nur kurze Zeit (unter 60 Minuten nach SHT) anhalt und der VAS203-Effekt auf die GefaRweite
sich innerhalb von 20 Minuten verliert, bestatigt sich die iNOS-Inhibition als der vorherrschende
neuroprotektive Wirkmechanismus des Medikaments.

Aufbauend auf den Ergebnissen der Manuskripte 5 und 6, die von der Antragstellerin als Erst- bzw. als
Koautorin publiziert wurden, wurde eine Phase 1 klinische Studie initiiert, die den positiven, ICP-
senkenden Effekt des Compounds VAS203 nach schwerem Schadel-Hirn-Trauma bestatigen konnte,
zudem war bei Patienten nach VAS203-Therapie ein verbessertes neurologisches Outcome
nachweisbar (Stover et al., 2014). Seit Mitte 2016 wird eine klinisch kontrollierte, multizentrische
Phase-lll-Studie in Patienten mit schwerem Schaddel-Hirn-Trauma durchgefiihrt (NOSTRA-III), erste
Ergebnisse werden Ende 2018 erwartet. Bei dieser Studie handelt es sich um die einzige derzeit

durchgefiihrte pharmakologische Studie zum SHT.

4.2 Molekulare Mechanismen der Hirnédementstehung nach experimentellem

Schadel-Hirn-Trauma als mogliches therapeutisches Target

4.2.1 Manuskript 7: Gain-of-function Mutationen im spannungsabhangigen Cav2.1.
Calcium-Kanal flihren zu einer massiven Steigerung des posttraumatischen Hirnédems

und sind mit einem schlechten neurologischen Outcome assoziiert

Familidre hemiplegische Migraine Typ | (FHM 1), eine seltene, autosomal dominant vererbte Form der
Migraine, wird durch Punktmutationen im CACNAla Gen (Chromosom 19) verursacht, das den

neuronalen, spannungsabhangigen Ca,2.1-Kalzium-Kanal kodiert (Barrett et al., 2008;Ferrari,
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1998;Stam et al., 2008). Neben den typischen halbseitigen pulsierenden Kopfschmerz-Attacken, die
von transienten neurologischen Symptomen wie der namensgebenden Hemiplegie begleitet werden,
kénnen Patienten besonders schwerwiegende Verlaufe nach leichtem Schéadel-Hirn-Trauma
aufweisen: Einzelfallberichte schildern Falle von FHM1-Patienten, die nach milden Kopf-Verletzungen
ein massives, therapierefraktares Hirnodem mit schwerem klinischen Verlauf entwickeln (Debiais et
al., 2009;Stam et al., 2009), in einem der Fallberichte sogar mit todlichem Ausgang (Kors et al., 2001).
Insbesondere scheint dieser schwere Phanotyp mit der S218L Mutation vergesellschaftet zu sein
(Austausch Serin mit Leucin an Position 218), andere Mutationen wie die R192Q-Mutation sind mit
einem klinisch etwas weniger schwer ausgepragtem Krankheitsverlauf vergesellschaft. Die Ursachen
des FHM1-assoziierten gesteigerten posttraumatischen Hirnschadens sind unklar. An speziell fir
dieses Projekt generierten Knock-in Tieren, welche die menschliche S218L-Mutation tragen, wird in
der von der Antragstellering als Erstautorin veroffentlichten Arbeit gezeigt, dass die Punktmutationen
zu einer gesteigerten Empfindlichkeit gegeniiber kortikalen Streudepolarisationen fiihren, die
wiederum die gesteigerte Odembildung bedingen. Die S218L-Mutation fiihrt gen-dosis-abhiangig zu
einem sogenannten ,gain of function” des Ca,2.1 Kanals, d. h. er 6ffnet sich bereits bei niedrigeren
Ausldseschwellen, zudem wird pro Kanal-Offnung mehr Neurotransmitter (Glutamat) freigesetzt
(quantal content, Abbildung 19A). Kortikale Streudepolarisationen kénnen deswegen ebenfalls gen-
dosis-abhéngig mit geringeren Stromstarken (niedrigere Ausloseschwelle, engl. threshold) ausgel6st
werden (Abbildung 19B) und breiten sich schneller aus (Abbildung 19C); zudem kénnen mit einem
elektrischen Stimulus in hoheren Reizstarken multiple CSDs ausgeldst werden, was bei Wildtyp-Tieren
(WT) oder bei der zu einer milderen Dysfunktion filhrenden R192Q Mutation nur sehr selten auftritt
(Abbildung 19D). Nach sehr mildem SHT kommt es zu einem signifikant héheren Anstieg des
Hirnwassergehalts in $218L-mutanten Tieren, vereinbar mit deutlich héherer Hirnédementwicklung
(Abbildung 19E). In dieser Studie werden die Folgen der S281L Mutation erstmalig in vivo untersucht.
CSDs sind ein anerkanntes pathophysiologisches Korrelat fiir Migraine-Auren- und -Attacken (Bowyer
et al.,, 2001), ihre Rolle bei der Entstehung des posttraumatischen Hirnédems ist noch nicht
abschlieRend geklart. Es ist bekannt, dass eine (mechanisch/ elektrisch induzierte) CSD zu einem
transienten (lokalen) Anstieg des Hirn-Wassergehalts fihren kann (Gursoy-Ozdemir et al., 2004), der
unter physiologischen Bedingungen jedoch nur kurzfristig andauert. Anhaltende CSDs kénnen jedoch
zu einer Ischdamie fiihren (Takano et al.,, 2007), da nicht die Rekompensation nach CSD ein
energieaufwandiger Prozess ist, der in vorgeschadigten/ minderperfundierten Gewebe wie der
traumatischen Penumbra nicht zur Ganze erfolgen kann; in diesem Fall kann sich eine Gewebeischdamie
sogar verstarken und somit den sekundéaren Hirnschaden verstdrken (Chase, 2014). Der bei der FHM1
betroffene Ca,2.1-Kanal wurde bisher noch nicht in Zusammenhang mit dem posttraumatischen

Hirnédem und dem sekundaren Hirnschaden gebracht; die Erforschung der genauen Mechanismen
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und die Auslotung eines moglichen therapeutischen Potentials durch medikamentdse Beeinflussung

des Kanals sind Gegenstand einer aktuellen experimentellen Untersuchung der Antragstellerin.
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Abbildung 19. Pathophysiologie der S218L-Mutation im Gehirn. Die S18L-Mutation fiihrt zu A. einer hdheren
Neurotransmitter-Freisetzung; wie alle folgenden Ergebnisse zeigt sich hier ein Gen-Dosis-Effekt: Die
Veranderungen sind in heterozygot transgenen Tieren weniger stark ausgepragt als in homozygoten. B. Die
Ausloseschwelle fiir elektrisch induzierte CSDs ist in transgenen Tieren signifikant erniedrigt, in der
schwerwiegenden S218L Mutation wie in der R192Q Mutation, die mit einem milderen Phanotyp
vergesellschaftet ist. Auch die Propagationsgeschwindigkeit der CSDs (C) ist in mutanten Tieren signifikant
erhoht. D. IN diesem Experiment wird repetitiv elektrisch stimuliert; dies fiihrt ab einer bestimmten Frequenz

und Stromstéarke bei Wildtyp-Tieren (linke Panels) zu einem CSD-Ereignis (griin), selten und nur bei sehr hohen
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Starken zu multiplen Depolarisationswellen (rot). Bei transgenen Tieren ist es sowohl in der S218L- als auch in
der R192Q-Mutation signifikant haufiger. E. Nach mildem SHT zeigt sich — erneut gen-dosis-abhdngig — eine

signifikant gesteigerte Hirnddementstehung.
4.2.2 Manuskript 8: Vasopressin 1a-Rezeptoren spielen eine wichtige Rolle bei der
Entstehung des posttraumatischen Hirnédems

Vasopressin, auch antidiuretisches Hormon oder Arginin-Vasopressin (AVP) genannt, ist ein zyklisches
Nonapeptid, das im Hypothalamus gebildet und in der Neurohypophyse gespeichert wird. Es ist
hauptverantwortlich flir die Aufrechterhaltung der Blutdruck-(vaskuldre V1a-Rezeptoren), Wasser-
und Elektrolythomoostase (renale V2 Rezeptoren). Im zentralen Nervensystem wirkt Vasopressin als
Neurotransmitter und Neuromodulator (Buijs, 1978;Raggenbass, 2008;Sofroniew, 1983), beeinflusst
die Permeabilitdat zerebraler Kapillaren (Doczi, 1993), die lonenhoméostase (Cserr et al.,
1992;DePasquale et al., 1989), das Astrozytenvolumen (Latzkovits et al., 1993), die Durchblutung des
Plexus choroideus und die Liquorproduktion (Faraci et al., 1988). Im Gehirn sind unter physiologischen
Bedingungen hauptsachlich V1a-Rezeptoren exprimiert (u. a. auf Neuronen, Astrozyten und zerebralen
Gefallen) (Brinton et al., 1984;Pearimutter et al., 1988;Szmydynger-Chodobska et al., 2004). AVP-
Rezeptor-Antagonisten konnten in vorangegangenen experimentellen Studien den Hirnschaden nach
zerebraler Ischamie (Kleindienst et al., 2006;Vakili et al., 2005) oder SHT (Trabold et al., 2010)
reduzieren; die verwendeten, meist peptidischen Inhibitoren sind jedoch nicht komplett
rezeptorspezifisch und mussen intrazerebroventrikuldr verabreicht werden, weswegen eine genaue
Differenzierung der Rolle der einzelnen Rezeptor-Subtypen V1a und V2 fiir die Hirnédementstehung
nicht mit letzter Sicherheit moglich ist. In der vorliegenden Studie wurden deswegen V1,-Rezeptor
transgene Tiere (V1,7) verwendet. V1,” Méiuse zeigten eine signifikant geringere Hirnédem-
Entwicklung (Abbildung 20A); konsekutiv war ein deutlich verringerter posttraumatischer Hirnschaden

nachweisbar (Abbildung 20B); zudem war die neurologische
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Abbildung 20. Vasopressin 1a-Rezeptor-Defizienz nach experimentellem SHT. A. V1,7 Tiere bieten nach Trauma

einen signifikant geringeren Hirn-Wasser-Gehalt, vereinbar mit geringerem posttraumatischen Hirnédem. B. Dies
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fihrt zu einem signifikant geringerem posttraumatischen Hirnschaden, die neurologische Erholung (C) ist

signifikant schneller und vollstandiger als in nicht-transgenen Geschwistertieren.

Erholung der Tiere nach experimentellem SHT im Vergleich zu nicht-transgenen Geschwistertieren
deutlich rascher und besser (Abbildung 20C). Hiermit kann die wichtige Rolle der V1a-Rezeptoren fiir

die Hirnodementstehung bestatigt werden.

4.2.3 Manuskript 9: CYLD-Defizienz schiitzt vor oxidativer Schadigung und reduziert
signifikant die posttraumatische Hirndédementstehung

Das Tumor-Supressor-Gen Cylindromatosis (CYLD) ist eine Deubiquitinase (Bignell et al., 2000), die
Uberall im Korper vorkommt und eine wichtige Regulator-Funktion bei der Zellproliferation und
inflammatorischen Vorgangen spielt. Zudem wurde CYLD als ein Mediator der Nekroptose identifiziert,
einer Form des programmierten Zelltodes, die von Todes-Rezeptoren (engl. death receptors, z. B.
Tumor-Nekrose-Faktor a, TNFa) induziert wird und die eine wichtige Rolle bei inflammatorischen
Vorgangen spielt (Newton et al., 2016;Pasparakis et al., 2015). Die Nekroptose, auch als , kontrollierte
Nekrose” bezeichnet, wird hauptsachlich Gber die Bildung des sogenannten Nekroptosom, eine
Komplexbildung aus den Receptor-Interacting-Protein-Kinasen (RIP) 3 und RIP-1 sowie deren
nachgeschalteter Substrat Mixed Lineage Kinase like Protein (MLKL) vermittelt wird. CYLD fihrt zu
Zelltod, indem es RIP1 deubiquitiniert; eine Hemmung dieses Vorgangs verbessert das Zellliberleben
(Bertrand et al., 2008;Vanlangenakker et al., 2011), zudem scheint CYLD ein negativer Regulator des
Transkriptionsfaktors Kappa-B (engl. nuclear factor k B, NFkB) zu sein (Kovalenko et al., 2003). Die Rolle
von Nekroptose beim posttraumatischen Hirnschaden ist bisher kaum bekannt, zudem sind die
Mechanismen unklar. Nach experimentellem Trauma steigt die Expression von Nekroptose-
Mediatoren wie RIP1, MLKL und nachgeschalter pro-inflammatorischer Zytokine an (Liu et al., 2016);
der RIP1-Inhibitor Necrostatin-1 reduziert den posttraumatischen Hirnschaden (Wang et al., 2012;You
et al., 2008). Dieser Inhibitor ist jedoch wenig spezifisch, zudem sind die Ergebnisse inkonsistent. Die
vorliegenden experimentellen Studien liefern zudem keine mechanistische Erklarung fir die
beobachtete Protektion. In Manuskript 9, das von der Antragstellerin als gleichberechtige Erstautorin
veroffentlicht wurde, wurde erstmalig die Rolle des nekroptotischen Zelltods bei der neuronalen
Schéadigung in vitro und in vivo untersucht. Die Herunterregulation von CYLD (engl. knock down) mittels
inhibitorischer RNA-Fragmente (engl. small inhibitory RNA, siRNA) schitzt neuronale Zellen vor
Glutamat-Toxizitat (Abbildung 21A) und hypoxischer Zellschadigung bzw. oxidativem Schaden. Dieser
Effekt wird nicht durch eine CYLD-bedingte Alteration der NFkB-Aktivitat bedingt, CYLD knock down
erhoht vielmehr die RIP1-Ubiquitinierung und fuhrt zu einer Reduktion der RIP1/RIP3-Komplexbildung

(Abbildung 21B), was vermuten lasst, dass dies der Hauptmechanismus der CYLD-vermittelten
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Neuroprotektion ist. In vivo fliihrt CYLD-Defizienz zu einer signifikanten Reduktion des Hirn-Wasser-
Gehalts nach experimentellem Schadel-Hirn-Trauma (Abbildung 21C). Diese verringerte
Hirnédementstehung fuhrt zu einer Reduktion des posttraumatischen Hirnschadens (Abbildung 21D),
die sich bis sieben Tage nach experimentellem SHT nachweisen lasst (Abbildung 21E). Somit kann
erstmalig die Schlisselrolle von CYLD beim neuronalen Zellschaden nachgewiesen werden, zudem wird
gezeigt, dass die neuroprotektive Wirkung von CYLD Uber RIP1/ RIP3 vermittelt wird. CYLD kdnnte ein
Target flr eine neuroprotektive Therapie sein, pharmakologische Substanzen zur therapeutischen

CYLD-Inhibition sind bei den Kollaborationspartnern der vorliegenden Studie in Entwicklung.
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Abbildung 21. Effekt von CYLD auf den neuronalen Schaden in vitro und nach in vivo. A. CYLD siRNA schiitzt HT-
22 vor Glutamat-induzierter Neurotoxizitat, wahrscheinlich durch Reduktion der RIP1/RIP3-Komplex-Bildung (B).
C. In vivo fuhrt dies zu einer signifikanten Reduktion des Hirn-Wasser-Gehalts 24h nach CCl, was sich in einer
signifikanten Reduktion des sekundaren posttraumatischen Hirnschadens (D) bemerkbar macht. Die Protektion

Iasst sich bis 7 Tage nach CCl nachweisen (E).

4.2.4 Zusammenfassung und Beurteilung der Manuskripte 7 bis 9
In den vorliegenden Manuskripten werden unterschiedliche pathophysiologische Kaskaden
untersucht, die zur Entstehung des posttraumatischen Hirnddems beitragen. Der spannungsabhangige

neuronale Ca,2.1-Kalzium-Kanal und die Ubiquitinase CYLD werden erstmalig in Zusammenhang mit
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der posttraumatischen Hirnddementstehung gebracht. Die relevante Rolle von Vasopressin-la-
Rezeptoren beim posttraumatischen Hirnddem wurde zwar bisher schon beschrieben, aufgrund bisher
verwendeter nicht komplett spezifischer Inhibitoren ermoglicht Manuskript 8 jedoch erstmalig durch
Verwendung von Rezeptor-Subtyp-spezifischen transgenen Méausen die genaue Charakterisierung der
Vasopressin — Wirkung am V1,-Rezeptor.

Das posttraumatische Odem ist ein zentraler Faktor in der Pathogenese des SHT und bestimmt die
neurologische Prognose maligeblich mit. Bisher beschrdanken sich die Therapieoptionen sich auf
symptomatische MalRnahmen (Carney et al., 2017): die Aufrechterhaltung eines ausreichenden
Perfusionsdrucks sowie die Senkung des zerebralen Energiebedarfs (durch Sedativa bis hin zum
Barbiturat-Koma) zur Vermeidung von Ischdmien, osmotische Diurese (mit hyperosmotischen
Reagentien wie Mannitol oder hypertoner Kochsalzldsung); als sehr effektive chirurgische Methode
zur raschen ICP-Senkung steht zudem die Entlastungstrepanation zur Verfligung, auf die jedoch
aufgrund der Komplexitat des Themas hier nicht ndher eingegangen werden soll. Eine kausale Therapie
zur Reduktion des Hirnddems, und konsekutiv, des sekundaren Hirnschadens, existiert bisher nicht.
Die Manuskripte liefern drei Ansatzpunkte fiir eine mogliche therapeutische Beeinflussung einzelner
Komponenten der Pathophysiologie des sekundaren posttraumatischen Hirnschadens, die bisher noch
nicht in diesem Zusammenhang untersucht wurden.

AulRerdem konnten die Erkenntnisse helfen, Patienten zu identifizieren, die moglicherweise einen
besonders schweren Krankheitsverlauf nach Schadel-Hirn-Trauma erleiden kénnten: Bisher gibt es
lediglich einen bekannten (genetischen) Risikofaktor, der mit einem schweren Krankheitsverlauf sowie
einer verlangsamten Erholung nach SHT in Zusammenhang gebracht wird: das Vorliegen des ApoE4-
Allels (Alexander et al., 2007;Zhou et al., 2008). Die migraine-assoziierten S218L- und R192Q-
Mutationen sind zwar in der Bevdlkerung relativ selten, Ca,2.1-Mutationen kdnnten jedoch auch in
Zusammenhang mit einfacher Migraine stehen und deswegen einen weitaus groBeren Patientenkreis

betreffen (May et al., 1995;Nyholt et al., 1998;Terwindt et al., 2001).

4.3 Rolle von Endothelin-1a Rezeptoren fir die friihe Mikrozirkulationsstorung nach

Subarachnoidalblutung

4.3.1 Manuskript 10

Die Ursachen der frithen Mikrozirkulationsstérung nach Subarachnoidalblutung sind bisher nicht
abschlieRend geklart. Wir konnten in der Vergangenheit zeigen, dass es bereits kurz nach SAB zu lang
anhaltenden mikroarteriellen Verengungen und Mikrovasospasmen kommt (Friedrich et al., 2012),
und dass eine Reduktion der Mikrovasospasmen mit einer signifikanten Verbesserung des

posthamorrhagischen Outcome einhergeht (Manuskript 4) (Terpolilli et al., 2016). Obwohl die NO-
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Inhalation zu einer signifikanten Reduktion der Spasmen fihrt, lassen sich auch unter iNO residuale
Spasmen und arterioldre Verengungen nachweisen, sodass neben einer lokalen NO-Depletion weitere
Pathomechanismen beteiligt sein muissen. Eine Moglichkeit ist die gesteigerte Produktion von
vasokonstriktiven Substanzen. Endothelin-1 ist ein starker endogener Vasokonstriktor, der nach SAB
vermehrt produziert und freigesetzt wird (Hansen-Schwartz et al., 2003;Isotani et al., 1996;Lei et al.,
2015) und der in Zusammenhang mit verzogert auftretenden Spasmen der Circulus willisii-Gefal3e
gebracht wird (Armstead, 1996;Juvela, 2002;Lin et al., 2004). Die ET-1-Konzentration ist nach
Subarachnoidalblutung sowohl bei Patienten (Juvela, 2002) als auch bei Versuchstiere (Lei et al., 2015)
erhoht, in einigen Studien bereits nach 30 Minuten (Josko et al., 2000); die vasokonstriktive Wirkung
von ET-1 wird nach SAB hauptsachlich iber den ET1x-Rezeptor (ETaR) (Salom et al., 1995;Schilling et
al., 1995). Eine Hemmung der Endothelin-15» Rezeptoren mit dem potenten Inhibitor Clazosentan
verhindert diesen verzogert auftretenden Makrovasospasmus nahezu komplett (Macdonald et al.,
2008;Macdonald et al., 2011;Vatter et al., 2005a;Vatter et al., 2005b). Ob Endothelin auch eine Rolle
beim Mikrovasospasmus spielen kénnte ist jedoch unbekannt.

In unserer Studie bewirkte die Gabe des ETaR-Blockers Clazosentan keine Anderung von Zahl und
Schwere der Mikrovasospasmen (Abbildung 22A) oder der mikroarteriolaren Verengung nach
experimenteller SAB (Abbildung 22B). Ein Effekt auf das neurologische Outcome Uber 3 Tage liel8 sich
ebenfalls nicht feststellen (Abbildung 22C). Endothelin-1,-Rezeptoren scheinen also nicht in
relevantem Ausmal’ an der Formierung von Mikrovasospasmen oder am posthdmorrhagischen early
brain injury beteiligt zu sein. Die Ergebnisse dieser Untersuchung untermauern auch eine weitere
Hypothese zur Pathophysiologie nach Subarachnoidalblutung, ndmlich die, dass nicht die

angiographisch nachweisbaren, verzogert auftretenden Vasospasmen die Prognose der Patienten
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Abbildung 22. Effekt der Endothelin-1a-Rezeoptorblockade durch Clazosentan auf die Mikrozirkulation nach
experimenteller SAB. A. Drei Stunden nach SAB zeigen sich ausgepragte MVS. Die 30-min(tige Clazosentan-Gabe

hat keinen Effekt auf die Anzahl der Spasmen. B. Der Durchmesser zerebraler Arteriolen (Durchmesser 9.5-25
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um) bleibt ebenfalls unverdndert. C. Auch die langerfristige Clazosentan-Therapie lber 24 Stunden zeigt keinen

Einfluss auf das neurologische Outcome.

bestimmen, sondern die Vorgange in der Mikrozirkulation, der als early brain injury zusammengefasst
werden (Cabhill et al., 2006;Fujii et al., 2013;0strowski et al., 2006;Sabri et al., 2013;Sehba et al., 2012).
Die Ergebnisse der klinischen Studien zu Clazosentan hatten gezeigt, dass der verzégert auftretende,
angiographisch nachweisbare posthamorrhagische Vasospasmus der Circulus willisii Gefaf3e durch das
Medikament nahezu vollstandig aufgehoben werden kann. Dennoch zeigte sich keine signifikante
Reduktion ischamischer Veranderungen und auch keine Verbesserung der neurologischen Outcome
(Macdonald et al., 2011). In der vorliegenden Studie konnten wir nun direkt zeigen, dass ETaR-Blockade
keinen Einfluss auf die GefdaRe der Mikrozirkulation hat, was einerseits eine moégliche Erklarung fur die
negativen Ergebnisse der klinischen Studien liefert und zudem nahelegt, dass Spasmen der
MikrogefaBe durch andere Mechanismen verursacht werden als Spasmen der grofReren zerebralen

Gefalle.

4.3.2 Zusammenfassung und Beurteilung der Manuskripte 4 und 10

Beide Manuskripte beschéftigen sich mit der Pathogenese und den Mechanismen des friih nach
Subarachnoidalblutung auftretenden Mikrovasospasmus. Dieser wurde von unserer Klinik erstmalig
beschrieben, zunachst in Patienten (Uhl et al., 2003), spater systematisch im Mausmodell der SAB
(Friedrich et al., 2012) nachgewiesen; er gehort zu einer Reihe weiterer Pathomechanismen, die
insgesamt zu einer ausgepragten Stérung der Mikrozirkulation und somit friih zur Minderperfusion
und Schadigung des Hirnparenchyms fiihren (sog. early brain injury, EBI); in der Diagnostik sind die
durch EBI verursachten Parenchymschdden oft erst mit Verzogerung als ischdmische Areale (sog.
delayed cerebral ischemia, DCI) sichtbar. Man geht inzwischen davon aus, dass EBI das
Gewebellberleben, die Entstehung der DCI und somit die neurologische Prognose des Patienten
mafRgeblich bestimmt (Cahill et al., 2006;Fujii et al., 2013;Ostrowski et al., 2006;Sabri et al., 2013;Sehba
et al., 2012). Verzogert (d. h. nach mehreren Tagen) auftretende Spasmen der groReren zerebralen
Gefalle, die in Doppler-Sonographie und Angiographie nachgewiesen werden kénnen und die man
lange fiir die ausschlaggebende Ursache von DCI hielt, scheinen nur eine nachgeordnete Rolle zu
spielen (Ayling et al., 2016;Macdonald et al., 2007;Terpolilli et al., 2015). Die genauen Mechanismen
des EBI sind bisher noch nicht abschlieBend geklart, relevante Phidnomene sind neben
Mikrovasospasmen (Terpolilli et al., 2015) unter anderem die Formierung von Mikrothrombosen (Sabri
et al.,, 2012;Sehba et al., 2005), Leukozyten-Endothel-Interaktionen (Tso et al., 2013), ein (lokaler)
Mangel an Stickstoff-Monoxid (Sehba et al., 2000), apoptotische Mechanismen (Hasegawa et al., 2011)

und inflammatorische Vorgange (Zheng et al., 2017).
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Bisher ist unklar, wie und warum Mikrovasospasmen, die im Verlauf auch von anderen Gruppen
nachgewiesen wurden (Pennings et al., 2004;Pennings et al., 2009;Sun et al., 2009), entstehen und
welche Relevanz sie fiir die neurologische Prognose nach SAB sie haben. Ausgehend von der Kenntnis
Uber die Mechanismen des verzogert auftretenden Spasmus wurden folgende Moglichkeiten in
Betracht gezogen, die hauptsachlich Folge des subarachnoidalen Blutaustritts mit Freiwerden von
Hamoglobin sind: Vasokonstriktion aufgrund eines Mangels an Vasodilatatoren (insbesondere NO),
aufgrund eines Uberschusses an Vasokonstriktoren, aufgrund direkter GefaRschadigung (z. B. durch
freie Sauerstoffradikale) oder aufgrund verringerter Vasomotilitat bei perivaskuldren Nervenschaden
(Kolias et al., 2009).

Ein sehr friiher Abfall der NO-Konzentration nach SAB konnte bereits vor Langerem experimentell
nachgewiesen werden (Sehba et al., 2000;Sehba et al., 2011a) und wurde in Zusammenhang mit dem
akuten posthamorrhagischen Durchblutungsabfall gebracht (Schwartz et al., 2000;Sun et al., 2003). In
Manuskript 4 wird direkt durch in vivo Mikroskopie nachgewiesen, dass die Zufiihrung von NO rasch
zu einer Verringerung der mikrovaskuldren Konstriktion und einer drastischen Reduktion der Zahl der
Mikrovasospasmen fiihrt, womit sich eine klare Kausalitdt bestatigt. Zudem wird klar ein
Zusammenhang zwischen einer Verbesserung der Perfusion der Mikrozirkulation und einem
gebesserten Outcome gezeigt. Zur Untersuchung der zweiten Hypothese, die eines Uberschusses von
Vasokonstriktoren als Ursache fiir MVS, wurde in der Folge Endothelin-1, ein sehr starker
Vasokonstriktor, dessen Konzentration nach SAB bereits friih ansteigt und dessen GefaR-Wirkung nach
SAB potenziert wird, untersucht. Ein Effekt auf zerebrale Mikrogefde konnte jedoch nicht
nachgewiesen werden, was konsistent mit Ergebnissen anderer Gruppen ist, die bei anderen Faktoren
des EBI (u. a. Mikrothrombosen (Pisapia et al., 2012)) ebenfalls keinen Einfluss der Endothelin-
Rezeptor-Blockade feststellen konnten.

Die Ergebnisse der Antragstellerin helfen also einerseits dabei, die Mechanismen der
Mikrovasospasmen-Bildung besser zu verstehen und — im Fall der NO-Depletion — ggf. sogar
therapeutisch zu nutzen (NO-Inhalation); andererseits erweist sich in Manuskript 10 die Hypothese,
dass Spasmen in zerebralen MikrogefdRen den gleichen Mechanismen unterliegen wie die gut
erforschten Spat-Vasospasmen, als falsch. Somit ergibt sich ein deutlicher Erkenntnisgewinn lber den

posthamorrhagischen Mikrovasospasmus nach Subarachnoidalblutung.

45



Kumulative Habilitationsschrift Dr. med. Nicole Angela Terpolilli

5. AbschlieRende Zusammenfassung und Ausblick

Im Rahmen des vorliegenden Habilitationsprojekts konnten die Rolle des NO-Stoffwechsels nach
zerebralen Insulten sowie verschiedene molekulare Mechanismen der Hirnédem-Entstehung nach
Schadel-Hirn-Trauma genauer aufgeklart werden. Mit der NO-Inhalation sowie der NOS-Hemmung mit
Tetrahydrobiopterin-Analoga wurden zudem zwei vielversprechende Therapieansatze erfolgreich
experimentell untersucht, die sich aufgrund der gewonnenen Ergebnisse nun in der klinischen
Erprobung befinden.

Zu diesem Themenkomplex wurden von der Antragstellerin 7 Arbeiten als verantwortlicher Autor
publiziert, bei 6 Arbeiten ist die Antragstellerin Koautorin. Insgesamt hat die Antragstellerin bisher 8

Arbeiten sowie 2 Ubersichtsartikel als Erstautorin sowie 8 Arbeiten als Koautorin verdffentlicht.
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