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“When persons in good health are suddenly seized with pains in the head, and straightway
are laid down speechless, and breathe with stertor, they die in seven days.”

Hippocrates 460-37-BC, Aphorismi



1. Einleitung

1.1 Allgemeines zu hamorrhagischen Schlaganfallen

Der Begriff Schlaganfall beschreibt allgemein den pathologischen Untergang von Nervenzel-
len des Gehirns, Rlickenmarks oder der Retina aufgrund einer zellularen Minderversorgung
mit Sauerstoff mit begleitendem neurologischem Defizit.* Dabei unterscheidet man anhand der
Ursache ischamische von hamorrhagischen Schlaganfallen. Innerhalb der hdmorrhagischen
Subgruppe wird weiter zwischen intrazerebralen Blutungen (ICB) und Subarachnoidalblutun-
gen (SAB) unterschieden.

Jahrlich erleiden in Deutschland circa 250.000 Personen einen Schlaganfall,® wobei die ge-
naue Anzahl von Studie zu Studie variiert. Von der Gesamtzahl dieser Schlaganfélle entfallen
rund 80% auf die ischamische und 20% auf die hamorrhagische Unterform.” Trotz geringerer
Inzidenz versterben in Deutschland dabei nahezu genauso viele, weltweit sogar mehr Men-
schen an einem hamorrhagischen als an einem ischamischen Schlaganfall.® Auch gemessen
an den ,Disability-adjusted life-years®, einer die Krankheitslast widerspiegelnden Einheit, ge-
hen hamorrhagische Schlaganféalle mit einer schlechteren Prognose einher als ischdmische
Insulte.®

Diese Arbeit befasst sich mit pathophysiologischen Veranderungen der zerebralen Mikrozirku-
lation nach Subarachnoidalblutung sowie einer potenziellen pharmakologischen Manipulation
zur Verbesserung der resultierenden Strukturschaden und neurologischen Defizite.

1.2 Die Subarachnoidalblutung

1.2.1 Anatomische Grundlagen

Drei Hirnhaute (Meningen) umgeben das Gehirn und Rickenmark und sorgen flir dessen
Schutz, Versorgung und Verankerung (Abb. 1). Die aul3ere harte Hirnhaut wird als Dura mater
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Ren, welche in das Parenchym eindringen und das Gehirn mit Blut versorgen (,piale Gefalke®).

Im von Arachnoidea mater und Pia mater begrenzten Subarachnoidalraum zirkuliert der Liquor
cerebrospinalis, der Subarachnoidalraum zahlt somit zu den aulieren Liquorrdumen. Er wird
durchzogen von arteriellen und vendsen Gefallen, welche auch als piale Gefalle bezeichnet
werden. Kommt es zu einer Blutung aus einem dieser Gefalie, spricht man von einer Subara-
chnoidalblutung.

1.2.2 Atiologische Einteilung

Subarachnoidalblutungen werden zunachst unterteilt in traumatische und nicht-traumatische
Formen. Traumatische SABs treten bei in bis zu 60% aller Schadelhirntraumata auf,®* sie stel-
len insgesamt die haufigste Form der SABs dar.®"! Ihnen gegeniiber stehen nicht-traumati-
sche bzw. spontan auftretende Subarachnoidalblutungen. Haufigste Ursache innerhalb dieser
Gruppe ist die spontane Ruptur eines arteriellen Aneurysmas, seltenere Ursachen sind unter
anderem die Ruptur vaskularer Malformationen, Vaskulitiden und die zerebrale Amyloid-Angi-
opathie.'>™

Gegenstand dieser Arbeit ist die Gruppe der aneurysmatischen Subarachnoidalblutungen,
nachfolgend sind deswegen nur diese mit dem Begriff Subarachnoidalblutung bezeichnet.

1.2.3 Epidemiologie und Risikofaktoren

Subarachnoidalblutungen stellen circa 5% aller Schlaganfalle dar.""® Die Inzidenz wird regi-
onsabhangig auf 9-10/100.000 Einwohner geschatzt, wobei regional auch Inzidenzen von Uber
20/100.000 Einwohner beschrieben werden.'”'® Der Haufigkeitsgipfel liegt um das sechste
Lebensjahrzent,'® Frauen sind etwas haufiger betroffen als Manner.'>?%?' Zu den Risikofak-
toren fur das Auftreten von intrakraniellen Aneurysmen zahlen familiare Vorbelastung, weibli-
ches Geschlecht, arterielle Hypertonie, exzessiver Alkoholkonsum, Rauchen, héheres Le-
bensalter, sowie einige Bindegewebserkrankungen (Ehlers-Danlos-Typ IV, Marfan-Syndrom,
Autosomal-dominante polyzystische Nierenerkrankung).'*'>"2* Dabei sind arterielle Hyperto-
nie, weibliches Geschlecht und hoheres Lebensalter zusatzlich Risikofaktoren flir die Ruptur
eines bestehenden intrakraniellen Aneurysmas, ebenso wie eine vorangegangene Subarach-
noidalblutung, eine irregulare Aneurysmaform, gréRere Aneurysmagrofe sowie die Lokalisa-
tion eines Aneurysmas in der posterioren Strombahn.?+26

1.2.4 Pathophysiologie der aneurysmatischen Subarachnoidalblutung

In 85% der Falle ist die Ruptur eines arteriellen Aneurysmas der intrakraniellen Arterien ur-
sachlich fiir eine spontane SAB."®?” Anatomisch werden Aneurysmen anhand ihrer Form in
die Kategorien sakkular, fusiform, dissezierend und mykotisch unterschieden, wobei einer SAB
am haufigsten sakkulare Aneurysmen zugrunde liegen.""? Aneurysmen bilden sich insbeson-
dere an Gefallgabelungen aus, sind meist an der Schadelbasis lokalisiert und werden anhand
ihrer Lokalisation weiter in Aneurysmen der vorderen und hinteren Strombahn unterschie-
den."? Dabei finden sich rund 35% der Aneurysmen im Stromgebiet der A. communicans
anterior, 30% entlang der A. carotis interna, 22% an der A. cerebri media und rund 30% der
Patienten mit intrakraniellen Aneurysmen weisen diese in mehr als zwei Lokalisationen auf
(Abb. 2 A).? Bei Ruptur eines solchen Aneurysmas kommt es zum Austritt von Blut in den



Subarachnoidalraum, wobei es je nach Lokalisation des Aneurysmas zu einer typischen Ver-
teilung des Bluts im Subarachnoidalraum kommt (Abb. 2 B)."" Der plétzliche Blutaustritt fihrt

A. cerebri media A. communicans anterior

aneurysm

A. communicans
posterior

: © Mayfield Clinic
blood in”
subarachnoid
space

A. basilaris

A. inferior posterior cerebelli

Abbildung 2: A. Graphische Darstellung des Circulus arteriosus willisi an der Schadelbasis. Markiert sind die haufigsten
Lokalisationen fiir intrakranielle Aneurysmen. Aus Gijn, J. van, Kerr, R. S. & Rinkel, G. J. Subarachnoid haemorrhage. Lancet 369,
306-318 (2007). B. Darstellung einer Subarachnoidalblutung aus einem Aneurysma an der Schddelbasis mit Blutvertei-
lung im Subarachnoidalraum. Abdruck mit freundlicher Genehmigung durch Mayfield Clinic (,Printed with permission from Ma-
yfield Clinic”). Aneurysm: Aneurysma; stroke area: Infarktgebiet; blood in subarachnoid space: Blut im Subarachnoidalraum

zu einem rapiden Anstieg des intrakraniellen Drucks (Intracranial Pressure, ICP), begleitet von
einem Abfall der zerebralen Durchblutung (Cerebral Blood Flow, CBF) sowie des zerebralen
Perfusionsdrucks (Cerebral Perfusion Pressure, CPP) bis hin zu transienter oder permanenter
globaler zerebraler Ischamie.*

1.2.5 Klinische Prasentation und Einteilung

Das klinische Korrelat des massiven intrakraniellen Druckanstiegs findet sich im Hauptsymp-
tom der SAB wieder: ein plétzlich auftretender heftigster Kopfschmerz, der entsprechend sei-
ner akuten und ausgepragten Prasentation als Vernichtungskopfschmerz bezeichnet wird. Ty-
pische weitere Symptome sind Ubelkeit und Erbrechen, Meningismus, Bewusstseinsverlust,
fokal neurologische Defizite und epileptische Anfalle.?®*-3% Weiterhin ist eine kardiovaskulére
Beteiligung typisch mit kardialer systolischer Dysfunktion,** Herzrhythmusstérungen und EKG-
Veranderungen,®" aber auch im Rahmen des bereits im Jahr 1901 beschriebenen Cushing-
Reflex. Letzterer beschreibt eine bei SAB beobachtete Trias aus arterieller Hypertonie,
Bradykardie und erhéhtem intrakraniellem Druck.*®% In bis zu 43% der Falle finden sich in der
Vorgeschichte von SAB-Patienten prodromale Kopfschmerzattacken aufgrund sogenannter
,sentinel bleeds* nur wenige Tage vor dem eigentlichen Ereignis,*® meist interpretiert als Zei-
chen der Instabilitat eines Aneurysmas.*'

Die Einteilung des Schweregrads einer SAB kann anhand verschiedener Skalen erfolgen. Viel-
fach verwendet sind die Hunt und Hess-Skala, die Fisher-Skala und der World Federation of
Neurological Surgeons (WFNS) Scale. Die Beurteilung nach Hunt und Hess erfolgt anhand
klinischer Parameter des Patienten,*? die Fisher Skala beschreibt Blutverteilung und -volumen
im CT,** der WFNS Score vereint den Glasgow Come Score mit dem Vorhandensein von



fokal-neurologischen Defiziten.* Eine ausfiihrliche Diskussion der Vor- und Nachtteile der ein-
zelnen Graduierungssysteme steht nicht im Fokus dieser Arbeit, kann jedoch in der Literatur
nachgelesen werden.*>*’

1.2.6 Therapie der Subarachnoidalblutung

Die Behandlung von SAB-Patienten befasst sich einerseits mit der Stabilisierung und Versor-
gung der Akutsituation, andererseits mit der Pravention von Sekundarschaden. Aufgrund der
Schwere dieses Krankheitsbild sollte die Versorgung dabei in speziellen Zentren mit intensiv-
medizinischer Ausstattung und Erfahrung erfolgen.*®*! In der Akutphase stehen die Sicher-
stellung einer adaquaten Oxygenierung, die Aufrechterhaltung einer adaquaten systemischen
und intrakraniellen Perfusion, die Kontrolle und Behandlung von erhéhten ICP-Werten sowie
ein friihzeitiger Beginn einer Vasospasmusprophylaxe im Vordergrund.®>*® Da das Risiko fiir
eine erneute Blutung aus derselben Blutungsquelle innerhalb der ersten 24 Stunden am
hdchsten ist,**%" sollte friihzeitig eine Versorgung des Aneurysmas mittels endovaskuldrem
Coiling oder mikrochirurgischem Clipping erfolgen. Welche der beiden Methoden Uberlegen
ist, ist aktuell Gegenstand zahlreicher Studien und wird vielfach in der Literatur diskutiert. So
scheint das 1-Jahres-Outcome nach endovaskularem Coiling verbessert zu sein, jedoch
kommt es nach neurochirurgischem Clipping zu einer geringeren Zahl an Re-Blutungen.®*!
Die Wahl der Methode sollte patientenindividuell und abhangig von den anatomischen Gege-
benheiten der Blutungsquelle getroffen werden.

Nach Stabilisierung des Patienten sowie Sicherung der Blutungsquelle in der akuten Phase
stehen die Prophylaxe sowie Therapie von Folgekomplikationen im Vordergrund. Zu den all-
gemeinen MalRnahmen zahlen die Vermeidung von Hyperglykéamie, Hyperthermie sowie aus-
gepragter systolischer Hypo- oder Hypertension. Weitere Mallnahmen umfassen die nicht-
medikamentdse Thromboseprophylaxe, etwa mit intermittierender pneumatischer Kompres-
sion oder Kompressionsstrimpfen, die Behandlung epileptischer Anfalle und im Falle eines
Hydrocephalus die Versorgung mittels einer extraventrikularen Ventrikeldrainage, Lum-
baldrainage oder Lumbalpunktion.®>%3%263 Eine zusétzlich gefirchtete Komplikation stellen die
pathophysiologischen Veranderungen im Rahmen der Early Brain Injury (EBI) sowie eine ver-
zogert auftretende zerebrale Ischamie (delayed cerebral ischemia, DCI) dar. Auf Pathophysi-
ologie und aktuelle Behandlungsmoglichkeiten dieser beiden Phanomene soll unter den Punk-
ten 1.3 und 1.4 genauer eingegangen werden.

1.2.7 Mortalitdt und Outcome

Die Subarachnoidalblutung stellt noch immer ein sehr schwerwiegendes Krankheitsbild dar.
Dank zunehmender intensivmedizinsicher Behandlung ist es zwar gelungen, die Mortalitat der
Subarachnoidalblutung tber die letzten Jahrzehnte deutlich zu senken.'®'®?® Dennoch ver-
sterben noch immer bis zu 21% der Patienten vor Erreichen einer medizinischen Einrichtung.?°
Rund ein Drittel der hospitalisierten Patienten verstirbt innerhalb der ersten 48 Stunden,54%°
die 30-Tage-Mortalitatsrate der hospitalisierten Patienten betragt je nach Studie zwischen 22%
und 50%.'2546 von den (iberlebenden Patienten tragen rund ein Drittel dauerhafte Behinde-
rungen davon.'"®’



1.3 Verzogert auftretende zerebrale Ischamie (Delayed Cerebral Is-
chemia)

Unter dem Begriff Delayed Cerebral Ischemia (DCI) werden neu auftretende fokal-neurologi-
sche Defizite oder eine Abnahme des GCS um mindestens 2 Punkte zusammengefasst, die
sich typischerweise einige Tage nach der initialen Blutung manifestieren, fir mindestens eine
Stunde bestehen und nicht durch eine andere Ursache, beispielsweise einen Hydrozephalus
als SAB-Komplikation, erklaren lassen.®® Der Haufigkeitsgipfel fiir das Auftreten einer DCI liegt
hierbei bei 5-14 Tagen nach der initialen Blutung.®® Als noch immer fiinrende Ursache fiir post-
SAB-Mortalitat und Morbiditat’® lag der allgemeine Forschungsfokus lange auf Charakterisie-
rung der Pathophysiologie sowie Pravention und Behandlung der DCI.

Bereits 1949 wurden von Robertson sekundare zerebrale Infarkte nach Subarachnoidalblu-
tung beschrieben, die fur die neurologische Verschlechterung im Rahmen einer DCI verant-
wortlich gemacht wurden.”' Sekundar auftretende Ischamien lassen sich mit modernen bild-
gebenden Methoden in 25-80% der SAB-Patienten nachweisen.”” Einige Jahre nach
Robertson wurden zerebrale Spasmen der an der Schadelbasis gelegenen Arterien beschrie-
ben, welche sich liblicherweise 3-14 Tagen nach SAB manifestieren.”>’® Unter anderem auch
aufgrund der zeitlichen Korrelation beider Ereignisse wurden Makrovasospasmen lange als
urséchlich fiir zerebrale Infarkte und DCI nach SAB gesehen.**"":"® Mehrere neuere Studien-
ergebnisse stellen diese Korrelation jedoch zunehmend in Frage.

So konnten auch in jingeren Studien bei rund 70% der SAB-Patienten arterielle Gefallspas-
men 3-14 Tage nach SAB mittels Angiographie nachgewiesen werden. Dennoch entwickeln
nur 20-30 % dieser Patienten ein manifestes neurologisches Defizit.”*%° Weitere Studien zeig-
ten, dass nicht alle Patienten mit Makrovasospasmen einen in der Bildgebung nachweisbaren
Infarkt entwickeln, gleichzeitig lagen nicht bei allen Patienten mit nachgewiesenen Infarkten
Makrovasospasmen vor.®"®3 Ebenso korrelieren zerebrale Infarkte im Rahmen einer DCI hin-
sichtlich der Lokalisation nicht immer mit dem von Makrovasospamen betroffenen Territo-
rium.®28* Untermauert wird diese Diskrepanz von Vorliegen von Makrovasospasmen und Ma-
nifestation einer DCI mit schlechterem Outcome durch zwei pharmakologische Beobachtun-
gen: So verbessert der im Rahmen der SAB-Therapie standardmaRig eingesetzte L-Kalzium-
kanal-Antagonist Nimodipin die Prognose von Patienten, zeigt jedoch keine signifikante Re-
duktion von Vasospasmen.®®® Der in den CONSCIOUS-Studien untersuchte Endothelin-1A-
Rezeptorantagonist Clazosentan hingegen konnte trotz signifikanter Verhinderung von Vasos-
pasmen keine Verringerung der Infarktraten oder eine Verbesserung der Prognose herbeifiih-
ren.87,88

Die Kausalitat von Makrovasospasmen zu DCI wird somit nach mehreren Jahrzehnten zuneh-
mend in Frage gestellt und viel mehr eine multifaktorielle Genese der DCI angenommen.®
Ebenso findet ein Paradigmenshift statt, hin zu der Annahme, dass bereits unmittelbar nach
Ruptur des Aneurysmas pathophysiologische Vorgange angestof3en werden, deren gemein-
same Endstrecke im Verlauf moglicherweise die DCI darstellt.*>*



1.4 Frihe posthamorrhagische Hirnschadigung (Early Brain Injury,
EBI)

1.4.1 Pathomechanismen der EBI

Die akut auftretenden Veranderungen innerhalb der ersten 72 Stunden nach SAB werden seit
2004 unter dem Begriff Early Brain Injury (EBI) zusammengefasst (Abb. 4).%? Zu Beginn dieser
frihen posthamorrhagischen Hirnschadigung stehen die mechanischen/pathophysiologischen
Veranderungen mit einem Anstieg des ICPs, einem Abfall des CBFs und CPPs, einer gestor-
ten Autoregulation sowie der mechanischen Kompression durch die Formation eines Hama-
toms im Subarachnoidalraum.®® Diese Faktoren bedingen eine transiente oder permanente
globale zerebrale Ischamie und fiihren zusammen mit den pathologischen Blutabbauproduk-
ten im Subarachnoidalraum zu einem zerebralen metabolischen Versagen, einer gestorten
zerebralen Autoregulation, einer gestérten lonen-Hamostase, oxidativem Stress,
Zellapoptose, mikrozirkulatorischer Dysfunktion und einer Vielzahl an inflammatorischen Vor-
géngen_64,90,94-96

1.4.2 Storung der Mikrozirkulation

Bereits kurz nach dem Blutungsereignis sinkt in den meisten Fallen der pathologisch erhéhte
intrakranielle Druck wieder ab und der zerebrale Perfusionsdruck steigt wieder an. Dennoch
zeigt sich trotz normalisiertem CPP in verschiedenen Tiermodellen und in klinischen Studien
ein fortdauernder Ischamiezustand mit erniedrigter zerebraler Durchblutung.®”*° Da Vasos-
pasmen der grol’en Gefalle erst mit einigen Tagen Verzogerung auftreten, scheint eine Sto-
rung auf Ebene der Mikrozirkulation ursachlich fur diesen frih auftretenden Ischamiezustand
zu sein, 100101

Bereits 1975'%? wurden in Tierversuchen Vasospasmen der pialen Arteriolen unmittelbar nach
Induktion einer experimentellen Subarachnoidalblutung nachgewiesen. Das Auftreten solcher
mikrozirkulatorischen Vasospasmen innerhalb weniger Stunden nach SAB konnte in mehreren
experimentellen Studien reproduziert werden.'®*'%” Klinisch konnten Vasospasmen der Mikro-
zirkulation von SAB-Patienten mittels direkter orthogonaler polarisierter spektraler Mikroskopie
bereits wahrend des Aneurysmen-Clippings und somit ebenfalls in der Phase der Early Brain
Injury nachgewiesen werden (Abb. 3 A, 3B)."? Interessanterweise zeigen die GefaRe dabei
keine uniforme spastische Verengung, sondern repetitive punktuelle Konstriktionen, die den
Gefalten ein Perlenketten-ahnliches Aussehen verleihen . Diese ,pearl-string-like-constric-
tions“ wurden erstmalig systematisch nach experimentell induzierter SAB im Mausmodell be-
schrieben (Abb. 3 C).® Die mittels endovaskuldrem Perforationsmodell ausgeléste SAB fiihrte
bereits nach drei Stunden zu Mikrovasospasmen (MVS) in Uber 70% der Arteriolen, welche
morphologisch den von Uhl et al." in Patienten beobachteten dhneln. Mikrovaskulare Konstrik-
tionen waren in 30% mit Mikrothromben assoziiert und betrafen ausschlieRlich das arterielle
Stromgebiet. Auch Pennings et al.? fanden nach Subarachnoidalblutung in Patienten Mikro-
vasospasmen ausschliel3lich in den Arteriolen, nicht den Venolen.



Abbildung 3: Vasospasmen der Mikrozirkulation (Arteriolen) nach Subarachnoidalblutung. Darstellung der Vasospasmen
mit ,pearl-string-like-constrictions” mittels direkter orthogonaler polarisierter spektraler Mikroskopie bei je einem Patienten nach
SAB durch Uhl et al.” (A) und Pennings et al.? (B), sowie experimentell im Maus-Modell nach SAB mittels 2-Photonen-Mikroskopie
durch Friedrich et al.® (C). MaRstab Bild links: Balken entspricht 100 um.

Arterielle Mikrothromben scheinen zur posthdmorrhagischen Mikrozirkulationsstérung beizu-
tragen. Diese wurden sowohl in tierexperimentellen Studien'®'%® als auch in Patienten'®
nachgewiesen und werden mit sekundarer zerebraler Ischamie in Verbindung gebracht.”*® In
Tiermodellen zeigt sich eine Haufung der Formierung von Mikrothromben bereits zehn Minuten
nach SAB und erneut nach 24 Stunden,'®'"" sowie ein nahezu ausschlieBliches Vorkommen
der Thromben in von Mikrovasospasmen betroffenen GefaRen.® Da das Vorhandensein von
Mikrothromben mit der Spasmenstarke korreliert, scheinen zum einen lokale Flussverlangsa-
mung die Thrombenbildung pathologisch zu beglinstigen,® zum anderen werden auch eine
gestérte endotheliale antithrombotische Funktion,''? sowie Veranderungen der Thrombozy-
tenaggregations-Faktoren''>""* als begiinstigende Faktoren angenommen. Die Konzentration
von Stickstoffmonoxid (NO), einem physiologischen Inhibitor der Thrombozytenaggregation,
ist nach SAB erniedrigt, was ebenfalls die Mikrothrombenbildung beglinstigen zu scheint.'*®
Dennoch ergab sich in zwei groRen Metaanalysen, die den Einsatz plattchenhemmender Me-
dikamente nach SAB untersuchten, lediglich eine nicht-signifikante Verbesserung des neuro-
logischen Zustands, '"®""" sodass die Mikrothrombenbildung nur einen Teil der Pathophysio-
logie der Early Brain Injury darzustellen scheint.

Eine Stérung der zerebralen Autoregulation tritt ebenfalls im Rahmen der friihen Mikrozirkula-
tionsstérung nach SAB auf.'"® Normalerweise fiihrt eine Kombination aus neurogenen, myo-
genen und metabolischen Faktoren zu einer standigen Anpassung des GefalRwiderstands, um
die kontinuierliche zerebrale Durchblutung Uber eine Spannweite verschiedener zerebraler
Perfusionssituationen, somit indirekt auch systemischer Blutdruckschwankungen, aufrechtzu-
erhalten. Der Verlust dieser zerebralen Autoregulation scheint sowohl zur Entwicklung eines

Hirnddems als auch der im Verlauf gefiirchteten globalen zerebralen Ischamie beizutragen.''®-
122

Cortical Spreading Depolarizations (CSD), sich langsam Uber den Kortex bewegende Depola-
risationswellen,'? treten gehauft nach SAB auf und gehen zeitlich haufig einer DCI voraus.'**
126 Bej intakten Kompensationsmechanismen 16st eine CSD eine reaktive Hyperamie aus, um
den erhohten Sauerstoff- und Glukosebedarf der neuronalen Depolarisation zu decken. Dies
ist gefolgt von einer Phase der neuronalen Repolarisation mit verminderter Perfusion (Depres-
sion).'?" Selbst wiederholte CSDs mit konsekutiven Phasen der neuronalen Depression filhren
im gesunden Gehirn zu keinem neuronalen Schaden.'”® Nach SAB kommt es jedoch vermut-
lich aufgrund einer beeintrachtigen neurovaskularen-Kopplung mit gestorter cerebraler Auto-
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regulation anstatt zu der nétigen reaktiven Hyperamie zu einer Vasokonstriktion mit pathologi-
scher Hypoamie.'"'?° Der Corticalen Spreading Depolarization folgt somit eine pathologische
sich Uber den Kortex ausbreitende Ischamie (cortical spreading ischemia) mit neuronaler Zell-
schadigung.'

Im Rahmen der Mikrozirkulationsstérung nach SAB ist auch die Integritat der Bluthirnschranke
(Blood Brain Barrier, BBB) beeintrachtigt. Mehrere Studien im experimentellen und klinischen
Setting beschreiben den zeitlichen Verlauf der BBB-Stérung nach SAB, wobei bereits drei
Stunden nach SAB erste Veranderungen zu sehen sind und sich das Maximum der BBB-St6-
rung in nahezu allen Studien innerhalb der ersten 72 Stunden nach SAB zeigte."®'"'** Die Pa-
thophysiologie der BBB-Schadigung beruht auf einer Vielzahl an Faktoren, darunter proin-
flammatorische Zytokine, Transmembranproteine, Matrix Metalloproteinasen, oxidativer
Stress und viele mehr."3*"3° Gemeinsame Endstrecke stellt ein zunehmendes vasogenes
Odem dar, welches (iber Erhéhung des ICPs und weitere Kompression der Mikrozirkulation
zur globalen zerebralen Ischamie beitragt.'"!

é )

ICP 1, CBF |, CPP |
Storung der zerebralen Autoregulation
Mechanische Kompression (Himatom)

\ y
!

Transiente globale cerebrale Ischdmie
" v

I| ‘I
Metabolisches Apopt Gestorte lonen- Infl i Toxische
Versagen poptose Héamostase nifammation Blutabbauprodukte
y T A T A

Mikrozirkulationsstorung

Mikrovasospasmen

Mikrothromben W
Cortical spreading Depolarizations
Blood Brain Barrier Break Down

Abbildung 4: Mechanismen der Early Brain Injury nach Subarachnoidalblutung mit Stérung der Mikrozirkulation.
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1.5 Stickstoffmonoxid und die Iosliche Guanylatzyklase in zerebra-
len GefaRen

Die zerebrale Gefalregulation wird mafdgeblich vom starken endogenen Vasodilator Stick-
stoffmonoxid (nitric oxide, NO) und der I6slichen Guanylatzyklase (soluble Guanylate Cyclase,
sGC) beeinflusst. Entsprechend wird diesem Reaktionsweg im Rahmen der Mikrozirkulations-
stérung nach SAB zunehmend Aufmerksamkeit gewidmet.'*

1.5.1 Stickstoff-Monoxid-vermittelte Requlation des GefalRtonus

Die vasodilatatorische Wirkung von NO wurde bereits 1980 beschrieben,' jedoch erst sieben
Jahre spater wurde das zunachst als endothelium-derived relaxing factor (EDRF) bezeichnete
Signalmolekiil als NO identifiziert."*>'*3 NO ist ein geruchs- und farbloses gasférmiges Signal-
molekul, das frei durch Zellmembranen diffundieren kann und in der Regulation einer Vielzahl
von biologischen Funktionen involviert."* Endogenes NO wird von den Unterformen der
Isoenzymgruppe der NO-Synthasen (NOS) gebildet: Der dauerhaft bzw. konstitutiv exprimier-
ten endothelialen (eNOS) und der neuronalen NO-Synthase (NNOS), sowie von der induzier-
baren NO-Synthase (iNOS).'

Fir die zerebrale Gefalregulation spielt insbesondere das von eNOS synthetisierte NO eine
wichtige Rolle."*¢%° Nach Synthese in den vaskuldren Endothelzellen diffundiert NO in die
umliegenden glatten Muskelzellen (Smooth Muscle Cells, SMCs), bindet dort an den NO-Re-
zeptor I8sliche (soluble) Guanylatzyklase, was die die Bildung von zyklischem Guanosin-3',5'-
Monophosphat (Cyclic Guanosine Monophosphate, cGMP) aus Guanosin-5‘-triphosphat
(GTP)"™" induziert (fir Details siehe Kapitel 1.6.1). cGMP als intrazellularer sekundérer Boten-
stoff vermittelt dann Gber die cGMP-abhangigen Proteinkinasen (PKG), geringer auch Uber die
cAMP-abhangigen Proteinkinasen (PKA), eine weitere Phosphorylierung nachgeschalteter
Signalkaskaden und kann zudem direkt zyklische nukleotid-gesteuerte Kanale (Cyclic Nucle-
otide—Gated ion channels, CNG-Kanile) aktivieren.'®*'% Die im Rahmen der GefaRregulation
stattfindende Vasodilatation mit Relaxation der SMCs wird zum einen Uber eine durch cGMP-
induzierte und vermutlich tGber den Rho/Rho-Kinase-Weg vermittelte Aktivitatssteigerung der
Myosin Leichtketten-Phosphatase (Myosin Light Chain Phosphatase, MLCP) hervorgerufen.
Hierdurch kommt es zu einer verminderten Myosin Light Chain Phosphorylierung mit reduzier-
ter Ca*'-Sensitivitit von Myosin und entsprechend erhdhter Kontraktilititsschwelle der
SMCs."**1%* (ber ein komplexes Zusammenspiel aus Phosphorylierung multipler am Ca?*-
Haushalt beteiligter Enzyme, lonenkanale und Rezeptoren senkt cGMP zudem das freie intra-
zellulare Ca** und verringert so weiter die Kontraktion glatter Muskelzellen. %>

Der eNOS-NO-sGC-cGMP-Signalweg wird einerseits passiv durch Abdiffundieren von NO
von sGC beendet, wodurch das auslésende Signal terminiert wird. Aktiv wird der Signalweg
von Phosphodiesterasen (PDEs) beendet, die von cGMP in einer negativen Rickkopplungs-
schleife aktiviert werden und dieses in seine inaktive 5 -GMP-Form hydrolysieren.'*

Neben der Gefaliregulation wird auch die Thrombenbildung von NO beeinflusst. Die throm-
bozyteneigene NO-Synthase zahlt ebenfalls zur Gruppe der eNOS, unterscheidet sich von der
in Endothelzellen exprimierten eNOS jedoch insbesondere hinsichtlich der Aktivierung: Sie
wird Uber Phosphorylierung reguliert und ist Ca?*-unabhéngig.’ Nach Synthese durch die
thrombozytare eNOS induziert NO auch hier Uber cGMP die Proteinkinasen PKG und PKA,
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welche multiple Substrate innerhalb der Thrombozyten phosphorylieren. Diese kénnen in sog.
Signaling Regulatoren und Actin-Binding-Proteins (ABPs) eingeteilt werden und umfassen un-
ter anderem verschiedene Glykoproteine, Hitzeschockproteine, G-Proteine, Caldesmon und
Vasodilatator-stimuliertes Phosphoprotein.’® Uber Phosphorylierung dieser Signaling Regu-
latoren und ABPs werden Plattchen-Aktivierung und -Adhésion, Sekretion der Thrombozyten-
granula und Plattchen-Aggregation beeinflusst.'®"'%®

Neben der zerebralen Gefalregulation ist NO auch an neuronaler Proliferation und Differen-
zierung, vaskuldrem Remodelling und Anigogenese, sowie an der Modulation von Lernen und
Erinnerung, Angst, Reproduktionsverhalten und Schlaf- sowie Essverhalten beteiligt.'*'%!

1.5.2 Struktur und Aktivitat der endothelialen NO-Synthase (eNOS)

Die endotheliale NO-Synthase besteht aus einer N-terminalen Oxygenase-Domane und einer
C-terminalen Reduktase-Domane, getrennt durch eine Calmodulin-Binding Doméane (Abb.
5).%2 Nach Homodimerisation zweier NO-Synthasen zur Gewéhrleistung des nétigen Elektro-
nentransfers sowie Expression relevanter Bindungsstellen werden aus L-Arginin in Gegenwart
von Nicotinamidadenindinukleotidphosphat (NADPH) und Sauerstoff (O2) Uber eine zweistu-
fige 5-Elektronen-Redox-Reaktion L-Citrullin und NO synthetisiert.'®? Aktiviert wird die dauer-
haft exprimierte eNOS durch einen Anstieg des intrazellularen Calciums (Ca®"),'® die NO-Syn-
these aus L-Arginin erfolgt unter Bindung der weiteren Co-Substrate Calmodulin, Ham, (6R)-
tetrahydrobiopterin (BH4), Flavinmononukleotid und Flavin-Adenin-Dinukleotid."®*

Oxygenase-Domane Reduktase-Domane

@ 0 @

FMN| |FMN FAD| |NADPH COOH

NH, Zn?* |Ham||L-Arg|| BH,4

Abbildung 5: Lineare Darstellung der Domédnen-Struktur der eNOS. Abwandlung nach Billaud, Marie et al. “Regulation of
cellular communication by signaling microdomains in the blood vessel wall.” Pharmacological reviews vol. 66,2 513-69. 26 Mar.
2014

Die enzymatische Aktivitat von eNOS wird neben der Verfugbarkeit von Substrat und Co-Fak-
toren insbesondere durch posttranslationale Modifikationen moduliert.'®>"*®Hierbei spielt vor-
rangig die Phosphorylierung verschiedener Serin-, Tyrosin- und Threonin-Reste eine Rolle. So
fuhrt eine Phosphorylierung an Ser1177, Ser615 oder Tyr81 zu einer Enzymaktivierung, Phos-
phorylierung von Ser114 oder Thr495 zu einer Inhibition der eNOS-Enzymaktivitat'®”'"° Diese
regulierenden posttranslationalen Modifikation der eNOS werden selbst durch eine Vielzahl
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verschiedener Signalwegen reguliert. So fuhrt beispielsweise eine erhéhe Scherspannung der
Endothelzellen zu einer Aktivierung der Kinasen PKA, Akt und Calmodulin Kinase |l mit Phos-
phorylierung von Ser1177 und Ser633 und konsekutiver NO-vermittelter Vasodilatation. """

1.5.3 Struktur und Aktivitat der I6slichen Guanylatzyklasen (sGC)

Losliche Guanylatzyklasen sind Heterodimere, die aus einer groReren a- und einer kleineren
B-Untereinheit bestehen.''* Sie sind im Zytoplasma lokalisiert und finden sich in nahezu
allen Zellen von Saugetieren. Mehrere Isoformen der beiden Untereinheiten sind beschrieben,
in menschlichen Zellen existieren die Isotypen ai, az, B1 und B2."*® Jede sGC-Untereinheit be-
steht aus vier Domanen: Der Hdm-NO-Oz-bindenden Domane (H-NOX), der Per-ARNT-Sim
(PAS)-Domane, der coiled-coil signaling-Helix (CC) und der katalytischen Cyclase-Doméane
(Abb. 6).""°

A H-NOX PAS CC Katalytische Doméne (KAT)
al N C
B1 N c
B
X
ol H-NOX

Abbildung 6: Struktur der sGC.
A. Lineare Darstellung (oben) und Tertiarstruktur
(unten) der Doménen beider Untereinheiten der
sGC. N-Terminal befindet sich die H-NOX-Doméne,
gefolgt von den beiden Transducer-Doménen PAS
und Coiled Coil Helix. C-Terminal befindet sich die
katalytische Doméne.
B. Kryo-Elektronenmikroskopische Darstellung
der sGC mit dreidimensionaler Veranschaulichung
der Anordnung der einzelnen Domé&nen beider Un-
tereinheiten zueinander. Abwandlung nach Camp-
. : 0 bell, M. G., Underbakke, E. S., Potter, C. S., Car-
Bl KAT Sy N ragher, B. & Marletta, M. A. Single-particle EM re-
veals the higher-order domain architecture of soluble
guanylate cyclase. Proc National Acad Sci 111,
2960-2965 (2014).
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Die H-NOX-Domane befindet sich am N-Terminus jeder Untereinheit, hier kommt es zur NO-
Ham-vermittelten Aktivierung des Enzyms.'’®"'"® Die B-H-NOX-Domane bindet ber einen
His105-Liganden Ham in seiner Fe?*-reduzierten Form."”® Durch Bindung von NO wird der so
5-koordinierte His-Fe?*-Komplex zu einem 6-koordiniertem His-Fe?*-NO-Komplex (Abb. 7).

5 CO
|

His

@ NO 2 NG NO ) - NO 4’@

His His NO His NO

Abbildung 7: Him-Bindungsmechanismus der sGC. 1) Im inaktiven Zustand ist die reduzierte Hdm-Gruppe (iber Fe** an
den His105-Liganden der B-Untereinheit gebunden. 2) Bindung von NO fiihrt zuné&chst zu einem 6-c-His- Fe2+-NO-Komplex,
3 und 4) Bindung eines weiteren NO-Moleklils fiihrt zur Spaltung der Fe2+-His105-Bindung mit Bildung eines 5-c-Fe2+-NO-
Komplex. 5) Alternativ kann die Hdm-Gruppe auch CO als Aktivator binden. Abwandlung nach Girvan, H. M. & Munro, A. W.
Heme Sensor Proteins. J Biol Chem 288, 13194—13203 (2013).

Durch den starken O-trans-Effekt von NO kommt es zur Spaltung der Fe?*-His105-Bindung mit
Bildung eines 5-c-Fe?*-NO-Komplex und Induktion von Konformationsanderungen, welche auf
die katalytische Domane Ubertragen werden.'®®'8! Die genaue Beteiligung der a-H-NOX-Do-
mane ist noch nicht endgultig bekannt, es wird eine Regulierung der Aktivitat von sGC uber
die Affinitat fir NO und Kohlenstoffmonoxid (CO) vermutet.'®2

Das in der H-NOX-Domane gebundene Ham besitzt in seiner reduzierten Form eine hohe
Affinitat zur Bindung von NO, kann in geringerem Male jedoch auch CO binden.'®® Im Gegen-
satz zu an Myoglobin oder Hamoglobin gebundenem Ham besitzt es jedoch keine Bindungs-
affinitat gegentiber Sauerstoff.'®' Da Sauerstoff in Organismen in signifikant héheren Konzent-
rationen als NO vorkommt, ist diese Selektivitat der sGC fur NO und gegen O fiir ihre Funktion
als NO-Rezeptor unerlasslich." Die Bindung von NO fiihrt zu einer 200-fachen Aktivierung
der sGC, die Bindung von CO nur zu einer vierfachen Aktivierung.'® Dabei ist nicht nur das
Ausmald der Enzymaktivierung, gemessen an Bildung des 6-c-His- Fe2+-NO-Komplex, von
der NO-Konzentration abhangig, sondern auch die Aktivierungsgeschwindigkeit, gemessen an
der Konversion des 6-cHis- Fe2+-NO-Komplex zum 5c- Fe2+-NO-Komplex.'®® Dass dieser
zweite Reaktionsschritt ebenfalls von der NO-Konzentration abhangig zu sein scheint, fiihrte
zu der Hypothese, dass die sGC eine zweite NO-Bindungsstelle besitzt.'®'% Dabei wurde
insbesondere eine Bindung an die proximale Seite des Hdms und das Vorhandensein einer
zweiten nicht-Ham-abhangigen Bindungsstelle diskutiert.®”'%* Eine endgliltige Lokalisierung
der Bindungsstelle fur ein zweites NO-Molekul war bislang noch nicht erfolgreich, eine zweite
nicht-Ham-abhangige Bindungsstelle scheint jedoch wahrscheinlich.'® Cary et al'® und Russ-
wurm et al'®* schlagen so jeweils ein mehrstufiges Aktivitatsmodell der sGC vor: Basale toni-
sche sGC-Aktivitat bei Vorhandensein von einfach aquivalenten NO-Konzentrationen und
100% Enzymaktivitat bei Vorhandensein eines NO-Uberschusses.
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Die PAS und die CC-Doméane sind beide an der Dimerisierung zweier sGC-Untereinheiten
beteiligt und leiten die durch NO-Bindung induzierten Konformationsénderungen an die kata-
lytische Doméne fort."9>"97

Fir die katalytische Aktivitat der sGC ist die Dimerisierung zweier Untereinheiten nétig.'#-2%

In den meisten Formen kommt es zur Dimerisierung einer a- und einer 3-Untereinheit, es sind
jedoch auch selten vorkommende und enzymatisch-aktive a-/a- und B-/B-Homodimere be-
schrieben.?”' Diese Dimerisierung ist nétig, da die endgiiltige Substrat-Bindungsstelle und ka-
talytische zyklische Domane der sGC sich erst aus den Bestandteilen beider Untereinheiten
zu einer funktionellen Gesamtdomane zusammensetzt.'®?%? Nach Aktivierung der sGC durch
NO wird in der katalytischen Domane aus Guanosin-5‘-triphosphat (GTP) der sekundare Bo-
tenstoff Guanosin-3',5'-Monophosphat (cGMP) synthetisiert.'®

1.5.4 Pathologische Verdnderung des eNOS-NO-sGC-cGMP-Signalwegs nach SAB

Bereits zehn Minuten nach SAB kommt es zu einer Reduktion der zerebralen NO-Konzentra-
tion.?®® Je nach Studie ist diese Reduktion der NO-Level auch 48 Stunden bis hin zu sieben
Tage nach SAB nachweisbar?®*2% und wird als mafRgeblich an der Entstehung von Vasospas-
men beteiligt gehalten.?” Mehrere Vorgange scheinen an der NO-vermittelten Genese von
Vasospasmen beteiligt zu sein (Abb. 8). So werden NO-inaktivierende Effekte von nach SAB
vorhandenem extravasalem Hamoglobin sowie Hyperoxiden (O2") vermutet (sog. Scavenging),
die zu einer lokalen Reduktion der NO-Konzentrationen fiihren.'4%203208 Oxidativer Stress
durch Hyperoxide fuhrt zusatzlich zu einer pathologischen Oxidierung der sGC, wodurch diese
ihre Funktion verliert."”*2%° Weiterhin wird eine Stérung der eNOS-Funktion mit Entkopplung
der oben beschriebenen NO-Produktion beschrieben:?'® Eine zunéchst durch reduzierte ad-
ventitiale nNOS-Expression hervorgerufene Vasokonstriktion?'! fiihrt (ber Erhéhung der
Scherspannung zu einer Aktivierung der eNOS, das gleichzeitig vermehrt exprimiert wird.2%¢-212
Trotz vermehrter Expression und Aktivitdt von eNOS finden sich reduzierte cGMP-Level in den
GefalRwanden,?”® reduzierte NO-Level, erhdhte Hyperoxid-Konzentrationen und fortbeste-
hende Vasospasmen, sodass eine Dysfunktion der endothelialen NO-Synthase vorzuliegen
scheint.??®2' Diese eNOS-Dysfunktion wird maglicherweise durch den endogenen eNOS-In-
hibitor asymmetrisches Dimethylarginin (ADMA) hervorgerufen.?'* Die ADMA-Liquorkonzent-
ration korrelierte nach SAB in experimentellen und klinischen Studien positiv mit dem Vorhan-
densein von Vasospasmen und negativ mit NO-Konzentration und klinischer Prognose.?'>2"
Ebenfalls wird eine pathologisch gesteigerte Hydrolyse von cGMP mit resultierender vorzeiti-
ger Beendigung des NO-sGC-cGMP-Signalwegs durch PDE diskutiert.?®
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Abbildung 8: Darstellung der endothelialen Dysfunktion wdhrend Ischdmie. Oxidativer Stress und Entkopplung der eNOS
fiihren zu einer verminderten NO- und gesteigerten Superoxid-Produktion. Vermehrter oxidativer Stress fiihrt zu Oxidation und
Funktionsverlust der I6slichen Guanylatzyklase (sGC). Abgewandelt nach Lundberg, J. O., Gladwin, M. T. & Weitzberg, E. Stra-
tegies to increase nitric oxide signalling in cardiovascular disease. Nat Rev Drug Discov 14, 623-641 (2015).

1.5.5 Therapeutische Modulation der NO-Konzentration nach SAB

Mehrere experimentelle und klinische Studien, die die NO-Spiegel nach SAB modifizierten,
unterstitzen die Hypothese, dass das NO-sGC-System eine wichtige Rolle bei der posthamor-
rhagischen Mikrozirkulationsstérung spielt. So fuhrte die Applikation des NO-Donors N-nitroso-
Glutathion in Ratten erfolgreich zu einer Reduktion der Vasospasmen nach SAB.'%2" Die
intravendse Verabreichung von Natriumnitirit sowie die intracarotidale Verabreichung von NO
zeigte ebenfalls experimentell eine Reduktion der Vasospasmen nach SAB.??°??? Durch trans-
dermale Applikation von niedrig-dosiertem Nitroglycerin als NO-Donor konnte in einem SAB-
Rattenmodell ebenfalls eine positive Wirkung auf Vasospasmen nachgewiesen werden.??® Kli-
nisch zeigte sich nach intrathekaler Gabe von Natrium-Nitroprussid die Flussgeschwindigkeit
in zerebralen GefaRen angiographisch und im transkraniellen Doppler gebessert.??*??° Ein
haufiges Problem dieser NO-basierten Therapien stellen jedoch systemische Nebenwirkungen
mit Abfall des systemischen Blutdrucks dar.'®" Bei bereits eingeschrankter Hirndurchblutung
nach SAB ist eine systemische Hypotension mit konsekutiver Verringerung des zerebralen
Perfusionsdruckseine gefiirchtete Komplikation.
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Diese nachteilige systemische Nebenwirkung von NO-Donoren zeigte sich interessanterweise
nicht in mehreren tierexperimentellen Studien bei Verwendung von inhalativem NO (iNO).%*
228 |In einer Studie zur Untersuchung des Effekts von iNO auf die zerebrale Zirkulation nach
ischamischem Schlaganfall im Schaf- und Mausmodell wurde zunachst in gesunden Tieren
gezeigt, dass iNO unter physiologischen Bedingungen keinen Effekt auf die zerebrale Durch-
blutung und den Durchmesser zerebraler Arteriolen hat®?®, Es zeigte sich jedoch eine dosis-
abhangige Dilatation der zerebralen Venolen durch iNO. Da diese Dilatation durch eine vor-
hergehende Gabe des irreversiblen und hochselektiven sGC-Inhibitors ODQ (1H-[1,2,4]oxadi-
azolo[4,3-a]quinoxalin-1-one) vollstandig verhindert werden konnte, scheint eine Aktivierung
des sGC-cGMP-Signalwegs die Grundlage dieser Gefaldilatation zu sein. Mittels in vivo Flu-
oreszenzmikroskopie von NO-Oxidierungsprodukten in der zerebralen Mikrozirkulation sowie
Quantifizierung von NO-Transportmolekilen im Blut konnten die Autoren zudem indirekt eine
iNO-abhangige Mehranreicherung von NO in zerebralen Gefal3en und einen Anstieg der NO-
Transportmolekule im Blut zeigen. Inhalatives NO scheint somit in der Lunge in den Blutkreis-
lauf Gberzutreten, um anschliefend gebunden an NO-Transportmolekiile systemisch im Blut-
strom transportiert und lokal freigesetzt zu werden. Die lokale Freisetzung von NO scheint
dabei sauerstoffabhangig zu erfolgen: Unter mittels Abbindens beider Carotiden induzierten
ischamischen Bedingungen, wahrend der sich pH, Sauerstoffpartialdruck (pO2) und Kohlendi-
oxidpartialdruck (pCO-) in Arteriolen und Venolen aneinander annahern, zeigte sich die iNO-
vermittelte Dilatation nicht nur in den Venolen, sondern auch in den Arteriolen. Dieser Effekt
wurde in einem ischamischen Schlaganfall-Modell reproduziert. Nach Okklusion der A. cerebri
media mit anschlielender Reperfusion zeigte sich unter iINO-Therapie eine selektive Vasodi-
latation der Arteriolen und Venolen in der hypoxischen Penumbra, nicht jedoch im gesunden
Gewebe oder im Infarktkern. Diese Vasodilatation in der Penumbra resultierte in einer signifi-
kanten Steigerung der zerebralen Durchblutung und Verbesserung der neurologischen Defi-
zite der mit iNO-therapierten Versuchstiere.

Auch in einem murinen Tiermodell zur Subarachnoidalblutung wurde die Wirkung von iNO
untersucht (Abb. 9). 22" Mittels in vivo Mikroskopie konnte hier unter INO-Therapie eine Reduk-
tion der spastischen Gefalte der zerebralen Mikrozirkulation um 80% erzielt werden, in den
verbleibenden 20% der spastischen Gefalde zeigte sich der Schweregrad der Spasmen signi-
fikant gebessert. Diese Verbesserung der Stérung der Mikrozirkulation resultierte in einer ge-
steigerten zerebralen Durchblutung, einer Verbesserung der neurologischen Defizite und einer
deutlich verringerten Mortalitat der Versuchstiere. Auch hier zeigte sich keine systemische Va-
sodilatation bei wahrend NO-Inhalation stabil bleibenden Blutdruckwerten. Auf Basis dieser
tierexperimentellen Daten konnte in einer klinischen Pilotstudie mit sieben SAB-Patienten mit

Abbildung 9: Wirkung von exoge-
nem inhalativen NO auf die Mikrozir-
kulation drei Stunden nach experi-
menteller SAB. Wéhrend NO-Inhala-
tion (,During iINO®) kommt es zu einer
Vasodilatation,  Verringerung  der
Mikrovasospasmen und einer Steige-
rung des CBFs. ,Before iNO*: Vor NO-
Inhalation. Aus Terpolilli, N. A. et al. Ni-
tric oxide inhalation reduces brain
damage, prevents mortality, and im-
proves neurological outcome after
Subarachnoid hemorrhage by resolv-
ing early pial microvasospasms. J
Cereb Blood Flow Metabolism 36,
2096-2107 (2015).

Before iNO During iNO

18



persistierender DCI trotz ausgeschépfter Standardtherapie gezeigt werden, dass die zusatzli-
che Gabe von iNO sicher ist und eine positive Auswirkung auf die cerebrale Durchblutung
hat.??° Ein erhéhter Katecholamin-Bedarf wurde bei ausbleibender kompensatorischer Hyper-
tension nach Beendigung der iNO Gabe im Rahmen der intensivierten Narkose diskutiert.

Diese Studien legen nahe, dass inhalatives NO unter lokalen pathologischen Veranderungen
eine Vasodilatation der betroffenen zerebralen Mikrozirkulation und somit eine Steigerung der
zerebralen Durchblutung erzielt. Aufgrund der selektiven Freisetzung des an Transportmole-
kile gebundenen NOs unter hypoxischen Bedingungen zeigt sich trotz inhalativer und damit
systemischer Applikation keine generalisierte Vasodilatation. Diese therapeutisch sehr attrak-
tiven Eigenschaften von iNO stehen jedoch der technisch aufwendigen Anwendung gegen-
uber. Dennoch scheint eine Aktivierung des NO-sGC-cGMP-Signalwegs ein erstrebenswertes
therapeutisches Ziel zur Verbesserung der Mikrozirkulation in der frihen posthamorrhagischen
Phase nach stattgehabter Subarachnoidalblutung zu sein.

1.6 Pharmakologische Stimulatoren und Aktivatoren von sGC

Bereits 1994 wurden erste sGC-stimulierende Substanzen entwickelt, die zunachst jedoch
eine Lichtsensitivitat in ihrer Wirkungspotenz zeigten, was sie als potenzielle Pharmaka aus-
scheiden lieR."* Noch im selben Jahr wurde das Indazol-Derivat YC-1 entwickelt, welches
sich als NO-unabhangiger Ham-abhangiger sGC-Stimulator erwies und keine Lichtabhangig-
keit zeigte.?®® Zahlreiche weitere sGC-Agonisten wurden in den folgenden Jahren entwickelt
und in Studien untersucht.'* Im Jahr 2013 erhielt der erste sGC-Stimulator Riociguat die FDA-
Zulassung zur Therapie der chronischen thrombembolischen pulmonalen Hypertension und
der pulmonalen arteriellen Hypertonie, nachdem in mehreren Zulassungsstudien ein signifi-
kanter Benefit hinsichtlich der klinischen Endpunkte nachgewiesen werden konnte.?*"%%? |n
den folgenden Jahren wurde eine Vielzahl an sGC-Stimulatoren und -Modulatoren entwickelt,
die sich in verschiedenen Stadien der klinischen Studien zur Therapie von Herz-Kreislauf-Er-
krankungen, Sichelzellanamie, Systemische Sklerose, Offenwinkelglaukom, aber auch neuro-
logischen Erkrankungen wie der Alzheimer Demenz befinden.?*?

Innerhalb der NO-unabhangigen sGC-Agonisten werden anhand des Wirkmechanismus zwei
verschiedene Gruppen unterschieden (Abb. 10):

sGC-Stimulatoren sind Hdm-abhéngige sGC-Agonisten.'” Sie binden vermutlich an die a-Un-
tereinheit der sGC***?*® und stimulieren diese NO-unabhéngig, zeigen aber zusétzlich einen
starken synergistischen Effekt mit NO, in dem sie die die Sensitivitat der sGC zugunsten ge-
ringer Konzentrationen an verfligbaren NO erhdhen.'”*?% Sie sind auf das Vorliegen von re-
duziertem Ham in der H-NOX-Domane angewiesen, sie zeigen keine Wirkung auf die oxidierte
oder Ham-freie sGC.""*?% Entsprechend eignen sie sich insbesondere bei einer dem NO-sGC-
Signalweg vorgeschalteten-Pathologie mit reduzierten endogenen NO-Konzentrationen bei er-
haltener sGC-Funktion.?**2% Zu den sGC-Stimulatoren z&hlen unter anderem YC-1, Bay 63-
2521 (Riociguat) und Bay 41-2272 234238

sGC-Aktivatoren sind Hdm-unabhéngige sGC-Agonisten.'* Sie binden sowohl an die a- als
auch die B-Untereinheit?*° und besetzen die Hdm-Bindestelle der H-NOX-Domane.?® Gleich-
zeitig konkurrieren sie mit oxidiertem Ham um die H-NOX-Bindungsstelle und kdnnen dieses
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aufgrund der deutlich reduzierten Bindungsaffinitat der oxidierten Ham-Form verdrangen.'
Sie aktiveren somit sowohl Ham-freie als auch oxidierte sGC. Im Gegensatz zum NO-syner-
gistischen Effekt der sGC-Stimulatoren zeigen sie dabei einen additiven Effekt.?*° |hr Einsatz
ist somit insbesondere im Rahmen von Pathologien mit erhdhtem oxidativem Stress und pa-
thologischer Veranderung der sGC von Bedeutung. Der Vertreter mit der initial hochsten be-
schriebenen Wirkpotenz innerhalb dieser Gruppe ist Bay 58-2667, weiterhin zahlen zu dieser
Gruppe unter anderem HMR-1766 und Bay 60-2770.174:240

Oxidierte Reduzierte
sGC sGC

Ham-abhangige
sGC Stimulatoren

g}‘;@Reduziertes Ham

< Oxidiertes Hdm
Ham-unabhangige

sGC Aktivatoren @ NO

——» Aktivierung

Abbildung 10: Darstellung der Wirkmechanismen von sGC-Aktivatoren und sGC-Stimulatoren. Aktivatoren sind Hdm-
unabhéngig und kénnen sowohl oxidiertes als auch hdm-freies sGC aktivieren. Stimulatoren sind Hdm-abhéngig, sie sensibili-
sieren reduzierte sGC fiir niedrigere NO-Level und zeigen einen synergistischen Effekt. Abgewandelt nach Evgenov, O. V. et

al. NO-independent stimulators and activators of soluble guanylate cyclase: discovery and therapeutic potential. Nat Rev Drug
Discov 5, 755-768 (2006).
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1.7 Zielsetzung der vorliegenden Studie

Die Phase der Early Brain Injury mit ihren pathophysiologischen Veranderungen der zerebra-
len Mikrozirkulation riickt zunehmend in den Forschungsfokus bei SAB. Experimentelle in-
vivo-lmaging Studien erlauben bereits die direkte Untersuchung der fir die EBI charakteristi-
schen Gefalkveranderungen sowie Effekte von Interventionsstudien auf Ebene der Mikrozirku-
lation. Eine gezielte Untersuchung der Mikrozirkulation hinsichtlich pathologischer Verande-
rungen auf Proteinebene gestaltet sich bislang jedoch technisch schwierig, meist werden stell-
vertretend besser zugangliche Gefalle des Circulus Willisii oder Gesamthirn-Lysate unter-
sucht.?*'?*> |m Rahmen dieser Arbeit soll durch Kombination von zwei vorbeschriebenen Me-
thoden?*¢?*” ein Protokoll zur gezielten Isolation der zerebralen Mikrozirkulation gegeniiber
den extrakortikalen pialen GefalRen etabliert werden, um auch biochemische Analysen direkt
auf Ebene der zerebralen Mikrozirkulation zu ermdglichen. Dieses Protokoll soll anschlie3end
verwendet werden, um mittels Westernblot-Analysen Veranderungen des eNOS-NO-sGC-Sig-
nalwegs innerhalb der zerebralen Mikrozirkulation im zeitlichen Verlauf der Early Brain Injury
nach SAB zu charakterisieren und gezielt mit Veranderungen in pialen Gefalen zu verglei-
chen.

In einem zweiten Teil soll der Effekt einer pharmakologischen Modulation des sGC-cGMP-
Signalwegs auf die zerebrale Durchblutung nach experimenteller Subarachnoidalblutung im
Mausmodell untersucht werden; hierfur wird die Wirkung des sGC-Aktivators Bay 60-2770 und
des sGC-Stimulators Bay 41-2272 auf die frihe posthamorrhagische Schadigung der Mikro-
zirkulation untersucht. sGC-Stimulatoren und -Aktivatoren werden zunehmend in klinischen
Studien im Zusammenhang mit diversen Pathologien untersucht. Diese gut charakterisierten
Substanzen stimulieren mutmalflich denselben Signalweg wie inhalatives NO und sollten so-
mit ebenfalls zu einer zerebralen Vasodilatation mit Reduktion der Mikrovasospasmen nach
SAB fihren. Der Fokus des zweiten Teils der vorgelegten Studie liegt auf der direkten Be-
obachtung der zerebralen Mikrozirkulation mittels in-vivo Zweiphotonen-Mikroskopie nach
pharmakologischer Manipulation der sGC.
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2. Material und Methoden

2.1 Tiermodell

2.1.1 Versuchstiere

Alle Tierexperimente wurden am Institut fir Schlaganfall- und Demenzforschung zwischen Au-
gust 2015 und Dezember 2017 durchgefuhrt. Alle Experimente stehen in Einklang mit den
aktuellen Richtlinien zur Durchfihrung von Tierversuchen und wurden vorab von der Regie-
rung fur Oberbayern genehmigt (AZ 027-15, AZ 220-14). Ergebnisse werden entsprechend
der ARRIVE-Guideline®*® berichtet. Alle Experimente wurden an ménnlichen, 6-8 Wochen al-
ten C57/BL6N Mausen der Mauslinie durchgefiihrt. Sdmtliche Mause wurden von Charles Ri-
ver Laboratories (Kisslegg, Deutschland) bezogen.

Die Mause wurden in einzelventilierten Standardkafigen in der Core Facility des Centrums fur
Schlaganfall- und Demenzforschung gehalten. Gemaf der EU-Richtlinie 2010/63/EU wurden
abhangig vom Gewicht maximal funf Tiere in einem Kafig gehalten. Jeder Kafig enthielt Ein-
streu, Nistmaterial, ein rotes Kunststoffhduschen als Nisthohle sowie ein Nageholzchen. Was-
ser und Alleinerhaltungsfutter standen ad libitum zur Verfigung.

Im Tierstall herrschte konstant eine Umgebungstemperatur von 22 +/-2 °C bei einer Luftfeuch-
tigkeit von 45-55% relativer Feuchte. Mittels einer Zeitschaltung war nach den Empfehlungen
der GV-SOLAS ein circadianer Tageslichtrhythmus vorgegeben mit 12h Licht- und 12h Nacht-
phase mit jeweils 30-mindtiger Dammerungsphase.

Der Gesundheitszustand jeder Maus wurde einmal taglich von einer ausgebildeten Tierpflege-
rin kontrolliert.

2.1.2 Endovaskulares Perforationsmodell

Im Rahmen dieser Arbeit wird das endovaskulare A. cerebri media- Perforationsmodell nach
Vorlage von Biihler et al**® verwendet.

Zur adaquaten Schmerztherapie erhalten alle Mause 30 Minuten vor Operationsbeginn 4
mg/kg Carprofen subkutan. Anésthesie sowie Uberwachung der Vitalparameter erfolgt in An-
lehnung an ein bereits publiziertes Protokoll.?*® Zur Narkoseinduktion wird das jeweilige Ver-
suchstier in eine abgeschlossene Induktionskammer gesetzt und der Kammer 4% Isofluran
(Isofluran CP 1 ml/ml, CP-Pharma, Burgdorf) in Raumluft zugefiihrt. Nach Erléschen des Um-
dreh-Reflexes erhalt das Tier die anhand des Gewichts berechnete Kombination aus Fentanyl
(0.05 mg/kg, Jansen-Cilag, Neuss), Midazolam (5 mg/kg, Braun, Melsungen) und Medetomidin
(0.5 mg/kg, Pfizer, Karlsruhe) intraperitoneal. Eine Stunde nach Injektion wurde ein Drittel der
Induktionsdosis zur Narkoseaufrechterhaltung nachinjiziert. Bis Wirkungseintritt werden die
Tiere in einem Warmeinkubator (MediHeat Veterinary Recovery Chamber, Peco Services Ltd,
Cumbria, UK; Temperatur 28°C, Luftfeuchtigkeit 30%) gehalten.

Nach Erléschen der Schutzreflexe werden die Tiere unter Sicht intubiert und beatmet. Die O,-
Zufuhr wird mithilfe eines Sauerstoff-Sensors (Oxydig®, Drédger Medical, Liibeck) kontrolliert
und bei 33% anteilig am Gesamtluftgemisch gehalten. Als Tubus wird ein peripherer Venen-
verweilkatheter (Introcan® Safety-W 1,10 x 32 mm G 20 rosa, FEP, B. Braun, Melsungen)
verwendet. Eine adaquate Ventilation wird mittels eines Beatmungsgerats fur Nager (MiniVent
VentilatorModel 845, Hugo Sachs Elektronik, March-Hungstetten) entsprechend der GréRe der
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Maus mittels Atemfrequenz und Atemvolumen eingestellt. Uber ein seitlich am Tubus einge-
bohrtes Loch wird eine Kapnometrie-Sonde (Capnograph for Small Rodents, Type 340 Hugo
Sachs Elektronik, Harvard Apparatus, March-Hugstetten) angeschlossen, der Intubationser-
folg so gesichert und die Atemkurve unter Aufzeichnung des endexpiratorischen CO, (exCO2)
in dem Programm LabChart (ADInstruments, New South Wales, Australien) dargestellt. An-
hand des exCO- erfolgt eine Feinabstimmung der Ventilation mit einem Zielwert von 20-
35mmHg exCO:..

Nach erfolgreicher Intubation und Beginn der Ventilation wird das Versuchstier in Bauchlage
auf eine Heizplatte (Heating Pad, FHC, Bowdoin, ME, USA) gesetzt und ein damit verbunde-
nes rektales Thermometer eingefiihrt. Mittels einer Riickkopplung zwischen dem Thermome-
ter und dem Heizfeld wird die Korperkerntemperatur des Versuchstiers konstant bei 37,0
0,5°C gehalten.

Um ein Austrocknen von Augen und Mundbereich zu verhindern, werden diese mit einer Au-
gencreme (Bepanthen®, Bayer Vital, Leverkusen) bedeckt.

Im nachsten Schritt wird der Kopf der Maus in einer stereotaktischen Halterung (Model 921-E
Mouse Head Holder, Kopf Instruments, Tujunga, USA) mittels einer Gaumenklemme fixiert,
um bei den anschlieRenden Bohrarbeiten kein Vibrationstrauma durch den Bohraufschlag zu
verursachen. Nach Rasur der Kopfbehaarung entlang der Schadelmittellinie erfolgt ein Haut-
schnitt von Stirn bis Nacken. Nach sorgfaltiger Er6ffnung der darunterliegenden Faszien wird
links und rechts der obere Ansatz des jeweiligen Musculus temporalis mit einer kleinen Inzision
vom Schéadel abgetrennt und der restliche Muskel sanft mit einer Pinzette vom Schéadel gelost.
Am rechten parietookzipitalen-temporalen Ubergang erfolgt anschlieRend eine Bohrlochtrepa-
nation zur Anlage der ICP-Sonde (CODMAN MICROSENSOR® ICP Transducer, CODMAN
ICP Express, Integra LifeSciences, New Jersey, USA; zum Zeitpunkt der Experimente vertrie-
ben durch Johnson & Johnson Medical Limited, Berkshire, UK), welche nach Kalibrierung mit-
tels Zahnzement (SPEIKO Carboxylatzement, SPEIKO-Dr. Speier GmbH, Miinster) fixiert
wird. Bei einem Anstieg des ICPs tiber 7 mmHg muss davon ausgegangen werden, dass durch
das Legen der Sonde ein Trauma verursacht wurde, dessen Schaden das nachfolgende Ex-
periment durch reaktive Veranderungen des Gehirngewebes beeinflussen kdnnte. In diesem
Fall wird das Experiment vorzeitig terminiert.

Nach Ausharten des Zements der ICP-Sonde wird in der zuvor geschaffenen Muskeltasche
des linken M. temporalis die LDF-Sonde (Straight Microtip, PeriFlux System 5000, PERIMED
Instruments GmbH, Rommerskirchen) angebracht. Hierbei ist darauf zu achten, die Sonde im
Bereich der A. cerebri media bei einem ausreichend hohem Ausgangswert anzubringen, um
spater den Abfall der Durchblutung exakt zu verfolgen.
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Nach Anbringen der Sonden wird die Maus aus der stereotaktischen Halterung ausgespannt
und in Rickenlage gedreht. Nach Rasur des Brustbereiches erfolgt ein Hautschnitt von Kinn
bis zum Oberrand des Sternums. Unter vorsichtigem Beiseiteschieben des darunterliegenden
Drisengewebes wird die in der Tiefe liegende A. carotis communis mit ihrer Gabelung in A.
carotis interna und A. carotis externa und die A.
thyroidea dargestellt. Als nachstes erfolgt die

Abbindung der A. thyroidea superior und még- MCA
lichst hoch der A. carotis externa. Zur spateren
Fixierung des Perforationsfilaments wird ein Fi- MCA
xierungsfaden locker um den Abgang der A. ca- ACI
rotis externa aus der A. carotis communis ge-
schlungen. Zum blutlosen Einflhren des Fila- ﬂ
ments wird im nachsten Schritt die A. carotis PCA
ACI
communis und die A. carotis interna mit Clips O Q

kurzzeitig verschlossen. Nun wird zlgig mittels SCA
einer GefalRschere eine kleine Offnung unter- BA .
halb der Ligation der A. carotis externa geschaf- \ \/
fen, das Perforationsfilament (Prolene 5-0, RB- ACE \
1, Ethicon, Norderstedt) entgegen der eigentli-
chen Flussrichtung des Bluts eingefuhrt, mit
dem bereits vorbereiteten Fixierungsfaden fi-
xiert und dabei das Gefall um das Filament
: : Abbildung 11: Schematische Darstellung der en-

herum abgebunden' Anschliefend werden die dovaskuldren Perforation am Abgang der A. cerebri
Zuvor gesetzten Clips wieder entfernt und die media (MCA). ACC: A. carotis communis, ACE: A. carotis

. . . externa, ACI: A. carotis. Interna, ACA: A. cerebri anterior,
DurCthUtung der A. carotis communis und in- PCA: A. cerebri posterior, SCA: A. cerebelli superior, BA:
terna wiederhergestellt Das Perforationsfila- A. basilaris. Ubersetzt und abgewandelt nach Biihler,

. ] ] Dominik et al. “Protocol for the induction of subarachnoid
ment ragt nun von der A. carotis externa in die hemorrhage in mice by perforation of the Circle of Willis

A. carotis communis. Zur Induktion der SAB wird ;”;t:r;”vﬁ{?dgfgiz‘gﬂ'j; 2‘;‘2 Snt'” franstational stroke re-
das Filament von der A. carotis communis in die

A. carotis interna umgeschwenkt und zlgig weiter vorgeschoben, bis ein plotzlicher Anstieg
des ICPs verzeichnet wird. Dies markiert die anatomisch bedingte Perforation des Circulus
Willisii am Abgang der A. cerebri media (Abb. 11). Nach Anstieg des ICPs wird das Filament
wieder bis in den Bereich der A. carotis communis zuriickgezogen. Bei einem Anstieg des
ICPs Uber einen Wert von 60 mmHg kann die SAB-Induktion als erfolgreich angesehen wer-
den. Sollte dieser Wert nicht tberschritten werden, muss das Filament erneut vorgeschoben
werden, bis es zu einem weiteren ICP-Anstieg kommt. Nach Uberschreiten der 60 mmHg
Grenze wird das Filament aus dem Gefalisystem entfernt und der Abgang der A. carotis ex-
terna mit dem Fixierungsfaden komplett abgebunden, um Blutungen aus dem Einfiihrungsloch
zu verhindern. Im Falle einer Sham-Operation wird das Filament ebenfalls bis in die A. carotis
interna umgeschwenkt und unter Sicht eine geringe Strecke vorgeschoben, jedoch vor Perfo-
ration des Circulus willisi wieder zuriickgezogen und entfernt. Das Gewebe oberhalb der Ge-
falle wird wieder vorsichtig an seinen alten Platz zuriickgezogen, der Hautschnitt mit Einzel-
knopf-Nahten verschlossen und die Uberwachung des Versuchstieres fiir 15 Minuten fortge-
setzt. Nach Beendigung der Uberwachungszeit werden die LDF- und ICP-Sonde entfernt und
der Kopfschnitt mit Punktnahten verschlossen.

ACA U

OP-Gebiet
ACC

Je nach Art des Versuches wird die Maus anschliel3end entweder unter Aufrechterhaltung der
Narkose perfundiert, um Gewebeproben zu gewinnen oder die Narkose flir anschlielende
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Imaging- oder Uberlebensversuche antagonisiert. Fiir Letzteres werden der Maus intraperi-
toneal Atipamezol (2,5 mg/kg; Laboratorios SYVA, Leon, Spain), Flumazenil (0,5 mg/kg; Syn-
thon BV, Nijmegen, Netherlands) und Naloxon (1,2 mg/kg; B.Braun Melsungen AG, Melsun-
gen) gespritzt. Sobald das Versuchstier anschlieRend erwacht, wird es von Tubus und Rek-
talthermometer befreit und in einen Warmeinkubator (MediHeat Veterinary Recovery Cham-
ber, Peco Services Ltd, Cumbria, UK; Temperatur 28°C, Luftfeuchtigkeit 30%) gesetzt.

Bei Uberlebensversuchen werden die Versuchstiere wahrend der ersten 24 Stunden nach
Auslésen der SAB im Warmeinkubator Uberwacht. Wasser sowie angeweichtes Trockenfutter
werden ad libitum zur Verfigung gestellt. Alle 8h wird den Tieren 0,1 mg/kg Buprenorphin
(Temgesic®, Reckitt Benckiser, Berkshire, UK) zur Analgesie intraperitoneal gespritzt. Im An-
schluss werden die Tiere in Standardkafigen gehalten.

2.1.3 Invasive Blutdruckmessung

Als Grundlage des Gefalkatheters wird ein Feintubusschlauch verwendet (AuRendurchmes-
ser: 0,61 mm; Innendurchmesser: 0,28 mm. Fine Bore Polythene Tubing, Smiths Medical In-
ternational Ltd., Keene, USA), der Uber einer Flamme erhitzt und zur Verdinnung manuell
ausgezogen wird. Die A. femoralis wird kandliert, der Katheter eingebracht und mittels einer
Ligatur (Braided Suture Non-Steril, 7/0, Pearsalls Limited, Taunton, UK) und Gewebe-Kleber
(vetbond, 3TM Animal care products, St. Paul, MN, USA) fixiert. Das andere Ende des Kathe-
ters wird an einen zuvor mit einem Manometer (Delta-Cal™ Pressure transducer simulator/tes-
ter, ADInstruments, New South Wales, Australien) geeichten Drucktransducer (Deltran® Dis-
posable Pressure Transducer, Utah Medical shield, Utah, USA) angeschlossen. Unter konti-
nuierlicher Spulung mit 0,9% NaCl -Lésung Uber einen Perfusor (Volumenflussgeschwindig-
keit 0,4ml/h; Perfusor secura, B.Braun Melsungen AG, Melsungen) werden die arteriellen Blut-
druckwerte gemessen.

2.1.4 Monitoring und Auswertung der Vitalparameter

Die kontinuierliche Aufzeichnung der Vitalparameter erfolgt Uber das Programm LabChart (A-
Dinstruments Pty Ltd, New South Wales, Australia). Aufgezeichnet werden Korperkerntempe-
ratur, pCO2, exCO2, Atemfrequenz, mittlerer arterieller Blutdruck, intrakranieller Druck und
zerebrale Durchblutung. Zur Auswertung der Vitalparameter wird das Programm LabChart Vie-
wer (ADInstruments Pty Ltd, New South Wales, Australia) verwendet. Fur die Darstellung des
Verlaufs von intrakraniellem Druck und zerebraler Durchblutung wahrend und nach Induktion
der Subarachnoidalblutung werden ICP- und CBF-Werte jeweils Uber eine Minute gemittelt.
Wahrend der Therapiephase mit Infusion von Testsubstanz oder Vehikel werden zur Darstel-
lung von mittlerem arteriellem Blutdruck (MAP) und zerebraler Durchblutung die MAP- und
CBF-Werte jeweils Uber einen zehn-minutigen Abschnitt gemittelt.

2.1.5 Beurteilung der neurologischen Defizite bei Uberlebensversuchen

Im Rahmen von Uberlebensversuchen wird alle 24h ein Neuro-Score zur Verlaufsevaluation
erhoben (Abb. 12). Dieser Score setzt sich aus den Kategorien Allgemeines Verhalten, Hirn-
nervenstatus, Motorik, Koordination und dem Bederson-Score zusammen und beurteilt die
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durch die SAB ausgeloste zentrale Beein- i g vesaiie
. . . . Aufmerksamkei Normales Suchverhalten = () Punkte
trachtigung der Tiere (Minimalwert = 0 [ ‘ Wach, aber passive T
. . " Keine Spontanbewegung (komatds) = 2 Punk
Punkte, Maximalwert = 31 Punkte; ein hohe-  |s i P ‘ '
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rologischen Beeintrachtigung). Bei einem in- Ohx Bewegungen = [Pk
Nicht vorhanden = 2 Punkte
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Gelihmt = 2 Punkte
Hinterbeine: Rechtsbewegung  Normal = 0 Punkte
Samtliche Perfusionen erfolgen unter Nar- el ey
kose der Versuchstiere mit Medetomidin, Mi- 2 e
dazolam und Fentanyl nach oben beschrie- it = 04 Panke
Kriterien: 0 Punkte: normal Bewegung/ kein Ausfall
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2 Punkte: bleibt sitzen/ bleibt auf dem Balken stehen
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. 3 Bodengreiftest: Beide Vorder- Mgglich = 0 Punkte
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perfundiert werden. Gruppeninterne Vorver-
suche ergaben bei dieser Maschine einen
optimalen  Perfusionsdruck  von 125
mmHg.%"

Abbildung 12: Neuroscore fiir Uberlebensversuche. An-
hand von fiinf Kategorien wird ein neurologisches Assessment
vor und im 24h-Takt nach SAB-/'Sham-Operation durchgefiihrt.

Fur die Perfusion wird das Versuchstier zunachst mittels 4,5% Isofluran (Isofluran CP 1 ml/ml,
CP-Pharma, Burgdorf) betaubt. Anschlie®end erfolgt die gewichtsabhangige intraperitoneale
Injektion von 0,2 - 0,4 ml der oben beschriebenen Dreifach-Narkose aus Fentanyl, Midazolam
und Medetomidin. Nach Erléschen der Schutzreflexe wird das Tier in Rickenlage fixiert. Im
nachsten Schritt erfolgt ein Hautschnitt kaudal des unteren Rippenbogens mit Eréffnung des
Peritoneums. Unter leichtem Anhaben des Sternums erfolgt die Er6ffnung des Brustkorbs von
der Bauchhdhle aus mit je einem Schnitt nach kranial durch ventrolaterale Durchtrennung der
Rippen. Anschlielend wird das Zwerchfell vom Brustkorb abgesetzt. Fir einen optimalen Zu-
gang zur Brusthohle wird das Xiphoid mit einer Greifklammer leicht nach oben gezogen,
wodurch das Herz optimal zur Darstellung kommt. Die Perfusionsnadel wird Uber die Herz-
spitze in die linke Herzkammer des Tieres eingebracht und mit einer Klemme fixiert. Im letzten
Schritt wird die Leber mehrfach eingeschnitten, um den Perfusionskreislauf zu eréffnen. Der
Perfusor wird gestartet und das Versuchstier wird mit auf 4°C temperierter 0,9% physiologi-
scher Kochsalzlésung (NaCl-Lésung, isotone Kochsalz-Lésung 0,9%, B. Braun, Melsungen)
perfundiert. Bei Versuchstieren mit anschlieRender Gefalisolation nach unten beschriebenem
Protokoll erfolgt anschlieend zur Darstellung der nun blutleeren Gefalte die Perfusion mit
einprozentiger, auf 4°C gekuhlter Evans Blue - Losung (Evans Blue, E2129, Sigma Aldrich,
Miinchen) mit unmittelbar anschlieRender mechanischer GefaRisolation (siehe Kapitel 2.2).
Bei Versuchstieren ohne anschlieRendem GefaRisolationsprotokoll wird das Gehirn nach Per-
fusion mit 0,9% NaCl-Lésung entnommen und bei -80°C eingelagert.
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2.2 Etablierung der GefaR-Isolation

Ziel der Gefalk-Isolation ist die Gewinnung von unterschiedlichen Gewebefraktionen, um diese
separat untersuchen zu kénnen: Die dem Kortex oberflachlich aufliegenden pialen Gefale, die
intraparenchymalen Gefal3e (beginnend ab der Penetration der pialen Gefale in den Kortex)
sowie gefalfreies Kortexparenchym. Hierzu wurden im Rahmen dieser Doktorarbeit zwei vor-
beschriebene Isolationsmethoden?*¢?*” kombiniert und ein Protokoll mit einer Kombination aus
mechanischen und chemischen Isolationsvorgangen etabliert (Abb. 13).

Im ersten Schritt werden die pialen Gefalie isoliert. Diese Isolation erfolgt in Anlehnung an das
Protokoll nach Bowyer et al.?*® Das Versuchstier wird nach dem unter 2.1.6 beschriebenen
Protokoll mit auf 4°C temperierter 0,9% physiologischer Kochsalzlésung (NaCl-Lésung, iso-
tone Kochsalz-Lésung 0,9%, B. Braun, Melsungen) perfundiert. Zur Darstellung der dann blut-
leeren Gefalle wird im Anschluss mit einprozentiger, auf 4°C gekuihlter Evans Blue - Losung
(Evans Blue, E2129, Sigma Aldrich, Miinchen) perfundiert. Nach Abschluss der Perfusion wird
das Gehirn entnommen und fir 9 Minuten in 4°C kalter physiologischer Kochsalzlésung ge-
kahlt. Alle weiteren Schritte werden auf Eis und unter einem Auflichtmikroskop durchgefuhrt.
Das Gehirn wird in eine mit 4°C kalter NaCl-Lésung geflllte Petrischale transferiert und mit
dinnen Nadeln Uber den Bulbus olfactorius und das Kleinhirn fixiert. Der Circulus arteriosus
willisi wird mit Pinzetten durchtrennt. Von der Gehirnbasis beginnend werden Dura mater und
Arachnoidea zusammen mit den pialen GefalRen abgehoben und in Kochsalzlésung (4°C) ge-
sammelt. Die GefalRe werden bei 4°C fir 10 Minuten bei 7000 Umdrehungen abzentrifugiert,
der NaCl-Uberstand abpipettiert und das tibrigbleibende Gewebekonvolut (Pellet), das die Ge-
falle enthalt, mittels Trockeneis schockgefroren und anschlie3end bei — 80°C gelagert.

Nach Entfernen der gesamten pialen Gefalte wird das Gehirn entlang der Fissura longitudina-
lis cerebri mit einem Skalpell in beide Hemispharen geteilt. Mit Gewebescheren wird der Kortex
beider Hemispharen vom Marklager getrennt und auf Trockeneis fir die weitere Isolation ein-
gefroren und bei — 80°C gelagert.

Im zweiten Schritt werden in Anlehnung an Zellner et. al ?*” aus dem gewonnenen Kortexpa-

renchym die intrakortikalen Gefale isoliert. Alle Schritte werden auf Eis durchgefiihrt. Der ge-
frorene Kortex wird in eine Petrischale gegeben und mit 1 ml Minimum Essential Medium
(MEM 1X w/o L-Glut, Gibco™, life technologies, Darmstadt) angetaut. AnschlieRend wird er
mit dem Skalpell in maximal 5 x 5 mm messende Stiicke zerkleinert. Die Kortex-Praparate und
das MEM werden in einen Gewebehomogenisator (Gewebehomogenisatoren Typ Potter-El-
vehjem, 10ml, 432-0202/-0208, VWR, Darmstadt) transferiert und unter Zugabe von weiteren
9 ml MEM homogenisiert. Im nachsten Schritt wird eine Ficoll-Dichtezentrifugation durchge-
fuhrt, um das Myelin von den restlichen Gewebebestandteilen abzutrennen. Hierfur wird das
Homogenisat mit weiteren 5 ml MEM in ein Zentrifugationsrohrchen (Falcon 50 ml, VWR In-
ternational GmbH, Darmstadt) Uberfuhrt und mit 15 ml 30%iger Ficoll-in-MEM-L&sung (Ficoll®
400 BioChemica, A2252,0100, PanReac AppliChem ITW Reagents) vermischt. Im Anschluss
erfolgt die Ultrazentrifugation bei 4°C und einer Beschleunigung von 6000 x g fur 20 Minuten.
Hierbei trennen sich entsprechend des Prinzips der Dichte-Gradienten-Zentrifugation die un-
terschiedlichen Gewebefraktionen. Nach Ultrazentrifugation wird die obenauf schwimmende
Myelin-Schicht vorsichtig abpipettiert und der restliche Uberstand abgegossen. Im verbleiben-
den Pellet befinden sich nun die intrakortikalen GefalRe sowie myelinfreies Parenchym. Dieses
Pellet wird in 1%iger Rinder-Albumin-Lésung (Bovine Serum Albumin, BSA, A3912, Sigma
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Aldrich, Miinchen) re-suspendiert und in ein Nylon Mikrosieb mit 40 ym grof3en Poren (Strai-
ner, Falcon® 40 um Cell Strainer, 352340, Corning, Kaiserslautern) gegeben. Entsprechend
der Porengrolie des Mikrosiebs werden bei dem nachfolgenden Waschgang mit PBS die Ge-
fale zurtickgehalten, wahrend Parenchymzellen in das darunterliegende Reaktionsgefald (Fal-
con 50 ml, VWR International GmbH, Darmstadt) ausgewaschen werden. Die im Mikrosieb
aufgefangenen Gefalle werden in ein separates Reaktionsgefald (Falcon 50 ml, VWR Interna-
tional GmbH, Darmstadt), welches zuvor mit 1% Rinder-Albumin-Lésung benetzt und anschlie-
Rend zweimalig mit PBS gewaschen wurde, ausgesplult. Sowohl das Parenchym-beinhaltende
als auch das Gefalie-beinhaltende Falcon-Reaktionsgefaldwerden fir 5 min bei 4°C und einer
Beschleunigung von 3000x g abzentrifugiert. Die so erhaltene Gefalt- und Parenchym-Fraktion
werden unter Verwendung einer mit 1% Rinder-Albumin-Lésung benetzten und anschlieRend
zweimalig mit PBS gewaschenen Pipettenspitze in ein flr Proteinprobenriickgewinnung opti-
miertes Mikroreaktionsgefal’ (Protein LoBind® Tubes 1,5 mil, Eppendorf AG, Hamburg) Uber-
fihrt und bis zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert.

Die zuvor mechanisch isolierten pialen Gefalke werden demselben Protokoll unterzogen, um
einen mdglichen Einfluss des zweiten Isolationsschritts auf Proteinstabilitat und-konzentration
in den jeweiligen Gefaliproben fiir die nachfolgenden Analysen Uber alle Proben konstant zu
halten.

!
&
¢

7 77\ Extrakortikale
.~ Gefille

\ Y %\ —>
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- <
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Abbildung 13: Schematische Darstellung der einzelnen Protokollschritte zur GefédBisolation. Nach Perfusion mit 0,9% NaCl-
Lésung und 1% Evans Blue Lésung (a) werden mechanisch die oberfléachlichen extrakortikalen Gefél3e entfernt (b) und der Kortex
isoliert (c). AnschlieBend werden mittels chemomechanischem Isolationsprotokoll die intrakortikalen Gefdl3e inklusive Mikrozirku-
lation aus dem Kortex gewonnen und das verbleibende Parenchym aufgefangen (d, f). Parallel werden die oberfldchlichen Gefél3e
demselben Isolationsprotokoll unterzogen, um eine aufgereinigte piale Gefd3fraktion zu erhalten und mégliche Einflussfaktoren des
Isolationsprotokolls auf anschlieBende Analysen konstant zu halten (d, e). Modifiziert nach http://jove.com/video/4285
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2.3 Gel-Elektrophorese und Westernblot

2.3.1 Theoretische Grundlagen von Gel-Elektrophorese und Westernblot

Der Westernblot ist seit seiner Entwicklung vor vierzig Jahren noch immer eines der meistver-
wendeten Verfahren zur Protein-Analyse.?*? Grundlage ist eine vorab durchgefiihrte Gel-Elekt-
rophorese (Sodium Dodecyl Sulfate PolyAcrylamide Gel Electrophoresis, SDS-Page), mittels
der eine Auftrennung von Proteinen anhand ihrer Molekiilmasse erzielt wird:2%32%°

Proteinproben werden mit dem Detergens Natriumdodecylsulfat (Sodium Dodecyl Sulfate,
SDS) versetzt, welches sich an jeweils zwei Aminosauren anlagert und so die Eigenladung
eines Proteins durch die eigene Negativladung Uberdeckt. Die AbstoRRkrafte zwischen diesen
Negativladungen flihren zusammen mit einer thermischen Denaturierung bei 95°C zu einem
Aufbrechen von Sekundar- Kathode ()
und Tertiarstruktur der Pro-
teinprobe. Die so linear vor- ) a Gly Gly Gh'; ,
liegenden und durch die An- cr\ G"V_\'G’
lagerung von SDS negativ C"C"C'c'n-C"C'C',,cfc:CT
geladenen Proteine konnen Elektrophorer

nun nach Anlegen einer
elektrischen Spannung
elektrophoretisch anhand ih-

rer Kettenlange aufgetrennt

werden. Zur Optimierung der v
Trennscharfe werden bei der Anode (4)
SDS-Page ein Sammelgel == Deastuiet
und ein Trenngel verwendet.

Diese unterscheiden sich Abbildung 14: Schematische Darstellung der SDS-Page. Nach Anlegen elektrischer
hinsichtlich Porengrbfge, pH Spannung werden im Sammelgel die Proteine durch Chiorid-lonen (Cl-) und Glycin
(Gly) gebiindelt. Nach Ubertritt in das Trenngel mit héherem pH (iberholt Glycin auf-
und lonenzusammenset-  grund seiner nun ionisierten Form die denaturierten Proteine und diese werden freige-
zung Das Sammelgel soll geben. Nun kann die Auftrennung der Proteine anhand der jeweiligen Molekiilgréf3e
’ erfolgen.
dabei die aufzutrennenden
Proteine am Ubergang in das Trenngel konzentrieren, so dass nach gesammeltem Ubertritt in
das Trenngel die Auftrennung der Proteine beginnen kann. Dieser Sammeleffekt wird durch
Glycin und Chlorid aus den jeweiligen Pufferldsungen vermittelt (Abb. 14). Chlorid wandert
aufgrund seiner negativen Ladung und kleinen Gré3e sehr schnell in Richtung Anode, es wird
zum fuhrenden® lon. Glycin liegt bei pH des Sammelgels (pH = 6,8) als Zwitterion vor und
wandert entsprechend der fehlenden Ladung langsamer durch das Gel, es ist das ,folgende”
Molekil. Zwischen diesen beiden Fronten finden sich die durch SDS negativ geladenen Pro-
benproteine und werden durch diese beiden Fronten gestapelt. Mit Erreichen des Trenngels
steigt der pH-Wert (pH = 8,8) an und die PorengroRe verringert sich. Glycin liegt aufgrund der
pH-Anderung nun als ionisiertes Molekiil vor, iberholt die Probenproteine und wird zu einem
fiihrenden Molekiil. Die Probenproteine, gesammelt am Ubergang zum Trenngel, werden frei-
gegeben zur elektrophoretischen Auftrennung. Da alle Probenproteine denaturiert linear und
durch SDS negativ geladen vorliegen, ist ihre jeweilige Laufgeschwindigkeit von der dem Wi-
derstand des Gels entgegengesetzten MolekllgroRe abhangig. Die elektrophoretische Auf-
trennung der Probenproteine erfolgt somit anhand der MolekuilgroRie.

Sammelgy
Tren ngel
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Nach Abschluss der Gel-Elektro-

phorese werden im Westernblot- Produkt L
Verfahren®®2%" die Proteine durch mekUncamntikompat
Anlegen von elektrischer Spannung HRP —

auf eine Membran Ubertragen

(siehe unten). Die so an der Memb- Substrat

ran gebundenen Zielproteine koén-
nen gezielt von gegen sie gerichtete
Primarantikérper gebunden werden Primarantikorper
(Abb. 15). Anschlieffend wird ein
gegen den Primarantikdrper gerich-
teter Sekundarantikérper zugege-
ben, der an ein Immunokonjugat,
hier Meerretichperoxidase (horser-
addish peroxidase, HRP)’ gekOp_ Abbildung 15: Graphische Darstellung des Westernblot-Prinzips. Ein
pelt ist. Zur Quantiﬁzierung verwen- zielgerichteter Priméarantikorper bindet an das gesuchte Protein. Ein an HRP-
gekoppelter sekundérer Antikérper richtet sich gegen den Primé&rantikérper.
det man das Verfahren der Chemo- Die Aktivierung von HRP fiihrt zu einem Chemilumineszenzsignal, welches
lumineszenz: HRP setzt Luminol aufgezeichnet werden kann und eine Quantifizierung des vorhandenen ge-

. . L suchten Proteins erméglicht.
(CgH7N30-) in seine oxidierte Form

3-aminophthalate um, welches Licht bei 425 nm emittiert. Dieses Signal kann mit einem licht-
empfindlichen Halbleiterelement (charge-coupled device, CCD) aufgezeichnet und dargestellt
werden. Da je ein Sekundarantikérper an einen an ein Zielprotein gebundenen Primarantikor-
per detektiert, kann das so erhaltene Signal mit der vorliegenden Proteinmenge korreliert wer-
den.

Gesuchtes Protein

2.3.2 Praktische Durchfihrung von SDS-Page und Westernblot

2.3.2.1 Proteinaufreinigung aus isolierten GefaRen

Die gefrorenen zuvor isolierten Gefal3- oder Parenchympellets werden in 100 pl SDT-Puffer
(4% SDS, 100 mM Tris-HCI pH 7,6, 100 mM DTT, Protease-Inhibitor (1 Tablette cOmplete
Tablets EDTA-free, EASYpack Protease Inhibitor Cocktail Tablets, Roche), Phosphatase-In-
hibitor (1 Tablette PhosSTOP EASYpack Phosphatase Inhibitor Cocktail Tablets, Roche) re-
suspendiert und flir 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die Suspensionen werden an-
schlie3end in Precellys® 0,5 ml Gefalde transferiert (Precellys® 0.5 mL Soft Tissue Homogeni-
zing (CK14), Bertin Technologies, Montigny Le Bretonneux, France) und mittels des Precel-
lys® Evolution Systems (Precellys® Evolution, PO00062-PEVOO0-A, Bertin Technologies, Ber-
tin Technologies, Montigny Le Bretonneux, France) in einem festgelegten Zyklus mit 10.000
rpm fir 5 x 30 Sekunden, unterbrochen von jeweils 30-sekiindigem Pausenintervall, homoge-
nisiert. Im Anschluss werden die Proben fir finf Minuten auf 95°C erhitzt und anschlief3end
zur besseren Durchmischung fur funf Minuten Uberkopf-rotiert (E/Imi ROTAMIX RM1, 30 rpm,
Programm F1). Die Proben werden in regulare 1,5 ml Eppendorf-Gefalte (Eppendorf Safe-lock
Tubes, Eppendorf Quality™, Hamburg) transferiert, Probenreste aus dem Precyllis-Gefals wer-
den mit weiteren 50ul SDT-Puffer ausgewaschen und in das 1,5ml Eppendorf-Gefal} transfe-
riert. Zur Optimierung der Proteinisolation werden die Proben im Kuhlraum mittels Ultraschalls
fur je 5 x 30 Sekunden mit jeweils dazwischen 30-seklndiger Kuihlperiode auf Eis weiter ho-
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mogenisiert (VialTweeter UP200St, Hielscher Ultrasonics GmBH, Teltow; Geréteeinstellun-
gen: 100% power, 50% cycle). Nach anschlieltender 30-minttiger Zentrifugation bei 18.000 x
g und 15°C wird der Uberstand mit den isolierten Proteinen abpipettiert und bis zur weiteren
Analyse bei -20 °C gelagert.

2.3.2.2 Vorbereitung der Gelelektrophorese-Proteinprobe

Das vorbereitete Proteinextrakt wird mit 4x Laemmli-Puffer (4x Laemmli Sample Buffer
#1610747, Bio-Rad Laboratories, Feldkirchen) und 2.5M DTT im Verhaltnis 8:3:1 versetzt, fur
funf Minuten bei 95°C erhitzt und anschlieRend auf Eis abgekiihlt.

Vorbereitung der Gelelektrophoresegele: Trenn- und Sammelgel werden entsprechend der
Zusammensetzung in Tabelle 2 hergestellt, um die jeweils notwendigen unterschiedlichen pH-
Werte der beiden Gele zu generieren

Trenngel (10%) Sammelgel (4%)
Tris-HCI 1,5 M pH 8,8 3 ml -
Tris-HCI 0,5 M pH 6,8 - 1,02 ml
AcrylamidBis (30%) 4 ml 555 pl
Wasser (Millipore) 4,88 ml 2,94 ml
Ammonium-Persulfat (APS, 10%) 100 pl 45 pl
Tetramethyletyhlendiamin (TEMED) 10 pl 4,5 pl

Tabelle 1: Zusammensetzung der Trenn- und Sammelgele der Gelelektrophorese, Mengenangaben fiir jeweils zwei Trenn- und
zwei Sammelgele

Durchfiihrung der SDS-Page: Das Elektrophoresekammersystem (Mini-PROTEAN® Vertical
Electrophoresis Cell, Bio-Rad Laboratories, Inc., Feldkirchen) wird mit den vorbereiteten Gelen
zusammengesetzt und mit Laufpuffer (25 mM Tris, 192 mM Gilycin, 1% SDS) beflllt. Die Pro-
bentaschen werden mit 15 ul SDS-Proteinprobe (Gefaliproben) oder 10 ul SDS-Proteinprobe
(Parenchymproben) beflllt, in eine der Taschen werden 6-8 pl Proteinstandard (Precision Plus
Protein™ Standard, Bio-Rad Laboratories, Inc., Feldkirchen) geladen. Nach Beflllen mit Run-
ning-Buffer wird die Gelelektrophorese bei 100 Watt Leistung und konstanter Spannung ge-
startet.

Westernblot: Zu Beginn wird die hier verwendete Polyvinylidenfluorid-Membran (Immobilon-
PSQ Membran, PVDF, 0,2 um, Millipore, Darmstadt) kurz mit 100% Methanol (Methanol,
>99,9%, Blotting Grade, Carl Roth, Karlsruhe) aktiviert und anschlie3end mit Whatman-Papier
und den Schwammen flir zehn Minuten im Transferpuffer (25 mM Tris, 192 mM Glycin, 20%
Methanol) getréankt. Nach Lagerung im Kihlraum werden die Komponenten des Westernblots
zusammengesetzt (Abb. 16): Beginnend von der Kathode werden ein Druckschwamm, What-
man-Papier, das SDS-Page-Gel, die PVYDF-Membran, eine weitere Lage Whatman-Papier und
ein weiterer Druckschwamm zusammengesetzt, fixiert und mit Kiihlakkus in die Blot-Kammer
positioniert. Fir 90 Minuten wird im Kihlraum bei 100 V Spannung der Transfer durchgefuhrt.
Die Membran wird mit 4% Milch (4% Skim Milk Pulver in TBST) fur 1h bei Raumtemperatur
(RT) geblockt und tber Nacht mit dem jeweiligen Primarantikérper inkubiert. Art und Konzent-
ration der verwendeten Antikorper listet Tabelle 3 auf. Am nachsten Morgen wird der Primaran-
tikdrper entfernt und die Membran fir 1h RT mit dem jeweiligen Sekundarantikérper inkubiert.
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Waschschritte zwischen den einzelnen Arbeitsschritten werden mit TBST (10 mM Tris-HCI pH
8,0, 150 mM NaCl, 0,05% Tween 20) durchgeflhrt. Die Entwicklung der Membranen erfolgt
mit 1 ml Luminollésung (Immobilon ECL detection reagent, Merck Millipore, Darmstadt) mit
anschlielender Detektion des Chemolumineszenzsignals und Darstellung der Proteinbanden
durch einen Fusion Fx7 Imager ausgestattet mit einer 4.2/10 Mio. Pixel CCD Kamera (Pegqlab,
Erlangen; Software: Fusion imager, Peqlab, Erlrangen). Die Quantifizierung der Protein-
bandenintensitat erfolgt mittels der Software Image J (public domain, Open source).

Die folgenden Antikdrperpaare werden jeweils nacheinander auf derselben Membran inkubiert
und analysiert: 1) AQP4 und

GFAP, 2) MAP-2 und VE-Cad- Anode (+)
herin, 3) sGC, p-Ser1177-e- 4
NOS und eNOS. Aufgrund
Uberlappender Proteinbanden
von p-Ser1177-eNOS und e-
NOS werden Membranen mit
dieser Antikérperkombination
nach Inkubation und Analyse
von sGC und p-Ser1177-eNOS
und vor Inkubation und Analyse
von eNOS vollstandig von allen
Primar- und Sekundarantikor-
pern gereinigt (,Stripping“).

Hierzu werden sGCl/p-

i ; _ Abbildung 16: Graphischer Aufbau eines Westernblot-Sandwichs. Begin-
Ser1177-inkubierte Membra nend von der Kathode werden nacheinander angeordnet: Druckschwamm, Fil-
nen fur 30 Sekunden mit einem terpapier (Whatman Papier), SDS-Page-Gel, PVDF-Membran, Filterpapier und

. .. Druckschwamm. Der Transfer erfolgt von Kathode zu Anode und entsprechend
Strlpplng-Puf‘fer geremlgt von SDS-Gel zur PVDF-Membran

(Roti®-Free Stripping Buffer

2.0 ready-to-use, Carl RothGmbH + Co. KG, Karlsruhe) und anschlieRend erneut fir 1h bei
Raumtemperatur mit 4% Milch geblockt. Der Strippingerfolg wird durch erneute Inkubation mit
dem gegen sGC und p-Ser1177-eNOS gerichteten Anti-Rb-Sekundarantikérper kontrolliert.
Nur bei vollstandigem Fehlen eines Signals des Sekundarantikdrpers wird von einem erfolg-
reichen Stripping ausgegangen und mit der Inkubation und Analyse von eNOS fortgefahren.

_Tl

| A | | i Protein

w 4— Membran
A
N

Plastik-Kassette
Drcukschwamm
Filterpapier

o

lF

Kathode (-)

Far die relative Proteinquantifizierung wird jede Membran in einem letzten Schritt mit einem
anti-R-Actin-HRP-konjugiertem Antikdrper fur 20 Minuten bei RT inkubiert und analysiert. 3-
Actin zahlt zu den sogenannten ,Housekeeping® Proteinen. Hiermit werden Proteine bezeich-
net, die unabhangig von Zell- oder Gewebetyp eine ubiquitare Expression zeigen und somit
als Normalisierungsreferenz fur die in einer Probe jeweils enthaltene Proteinkonzentration ver-
wendet werden. Zur Berechnung der relativen Proteinkonzentration eines jeden Zielproteins
innerhalb einer Probe wird die jeweilige Bandenintensitat des Zielproteins zur Bandenintensitat
des Housekeeping-Proteins R-Actin normalisiert und somit als relative Proteinkonzentration
angegeben. Ausgenommen hiervon ist p-Ser1177-eNOS, dessen Bandenintensitat zur eNOS-
Bandenintensitat derselben Probe normalisiert wird, um den relativen Anteil an p-Ser1177-
aktivierter eNOS zu bestimmen.
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Priméarantikorper Firma Produkt-Nr. Gattung Verdiinnung :ﬁ:::g:;;
MAP-2(AP20) Santa Cruz sc-32791 Maus 1:2.000 l:\'::?_ I\%—
PDGFRR R+D Systems |  AF1042 Ziege 1:200 'li'z_gts
VE-Cadherin Abcam ab33168 Kaninchen 1:500 HAEE—ISJ
GFAP Sigma 3893 Maus 1:750 v SST
AQP 4 Millipore AB2218 Kaninchen 1:1.000 HAEE—ISJ
sGC B1 Cayman 160897 Kaninchen 1:200 Rb ot
eNOS Abcam Ab76198 Maus 1:200 l:j::il\%-
pSerli/" Thermo Fi- | PA517917 | Kaninchen 1:200 Rb ot
HRP-R-Actin Sigma A3854 Maus 1:30.000 -
Sekund;i;fntikér- Firma Produkt-Nr. Gattung Verdiinnung
HRPM%?fS‘La”t" Cfe"ci'rf’c’)]ig;g 7076 Ziege 1: 7500
FRP Mouse anti Maus 1:7500
HRP Goat}if‘””'Rab' Th‘:;fgr':i' 31464 Ziege 1:7500

Tabelle 2: Ubersicht der fiir die Westernblots verwendeten Primér- und Sekundérantikérper.

2.4 Intravitalmikroskopie

2.4.1 Technischer Hintergrund

Die intravitale Mikroskopie ist eine der derzeit wichtigsten biomedizinischen Verfahren zur in
vivo Darstellung von Gewebestrukturen sowie funktioneller Zusammenhange in biologischen
Systemen und Tiermodellen.?*®*° Dabei hat sich innerhalb der Intravitalmikroskopie insbeson-
dere die Multiphotonenmikroskopie aufgrund ihrer zahlenreichen Vorteile gegentber der her-
kémmlichen Konfokalmikroskopie zunehmend etabliert.?6°-262

Grundlage der Intravitalmikroskopie ist die Generierung eines Fluoreszenzsignals durch Ab-
sorption von Photonen.?**2%2 Dabei trifft ausgesandtes Licht auf ein Fluoreszenzmolekiil und
fuhrt zu einer kurzzeitigen Anhebung eines Elektrons auf ein hdheres Energieniveau, voraus-
gesetzt, das ausgesandte Photon besitzt die hierfur notwendige und vom jeweiligen Zielmole-
kil abhangige Energie.?"2%32%* Wenn das so erregte Elektron wieder in seinen Ursprungszu-
stand zurlickfallt, kann es zum Aussenden eines Photons kommen.?®*%%"%4 Dieses ausge-
sandte Photon ist von geringerer Energie und damit langerer Wellenlange als das zur Anre-
gung absorbierte Photon (Stokes Shift).?*° Die Detektion dieser Photonen erlaubt die bildliche
Darstellung der angeregten Zielstrukturen.
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Zur Erzeugung dieser Fluoreszenz werden lineare von nicht-linearen optischen Verfahren un-
terschieden. Bei den linearen optischen Verfahren, wie der Konfokalmikroskopie, wird ein Pho-
ton zur Erzeugung der Fluoreszenz verwendet, entsprechend ist das erzeugte Signal linear
abhangig von der verwendeten
Lichtintensitat.?®° Bei den nicht-linea- 4
ren Verfahren werden zwei oder mehr x x
Photonen verwendet, das generierte
Signal verhalt sich damit supralinear ¢
zur Photonendichte und damit zur — L ?
Lichtintensitat  (vgl. Jablonski-Dia-
gramm, Abb. 17).2%°

Im Rahmen dieser Arbeit ist die Dar-
stellung intraparenchymaler Gefalie
von malgeblicher Bedeutung. Um
diese darstellen zu kdnnen, wird eine
entsprechende Eindringtiefe bendtigt
(deep tissue imaging). Die Konfokal-
mikroskopie ist hierfur ungeeig-
net, 292 gje eignet sich insbesondere
zur Darstellung von Zellen oder dun- S . '
nem Gewebe.?*® Dies liegt an der zu- ¥, & K

Q@ ¢ .9 ~

S

Energie

\ 4

nehmend auftretenden Streuung so- gfé?
wie Absorption mit steigender Ein- é“‘ﬁg’a‘g S&4
dringtiefe ins Gewebe.?®*?** Da bei der \ oz,g' = s & <
Konfokalmikroskopie ein einzelnes bt

Photon ausreicht, um ein Elektron des

Fluoreszenzmolekiils anzuregen,

kommt es auch Uber- und unterhalb
d Fok kt A Abbildung 17: Jablonski-Diagramm. Grundlage der Multiphotonenmik-
es OKUSPUnKis  zu nregung von roskopie. Zur Anregung auf dasselbe Energieniveau kénnen statt eines

Fluoreszenzmolekilen und somit Sig_ einzelnen hochenergetischen Photons auch zwei simultan auftreffende
niedrigenergetische Photonen dienen, um Fluoreszenz bei der erneuten

nalerzeugung (Abb. 188).260 Um die Freisetzung der so gewonnen Energie zu erzeugen.

damit erzeugte Unschéarfe zu reduzie-

ren, werden bei der Konfokalmikroskopie Lochblenden benutzt, die dieses aulerhalb des Fo-
kuspunkts generierte Signal herauszufiltern.?®® Hierdurch werden jedoch auch Photonen, die
aus dem Fokuspunkt entstammen aber durch Streuung abgelenkt werden, herausgefiltert, es
kommt zur Signalreduktion.?*®

Bei der Zwei-Photonen-Mikroskopie (2PM) mussen zwei Photonen nahezu zeitgleich, inner-
halb einer Attosekunde®® (108 s), auf dasselbe Molekiil treffen, um ein Fluoreszenzmolekdll
anregen zu koénnen. Entsprechend wird eine hohe Photonendichte benétig,t?®® welche durch
sogenannte gepulste Laser erreicht wird.?%2¢1:2%64 Diese Laser senden kurze Pulse im Fem-
tosekunden-Bereich?®* mit hoher Frequenz aus, sodass bei insgesamt geringer Durchschnitts-
energie hohe Spitzen-Intensitaten mit hohen Photonendichten erreicht werden kdnnen.?>°264
Dabei entsteht nur im Fokuspunkt ein ausreichend hoher Photonenfluss, aul3erhalb des Fo-
kuspunkt nimmt der Photonenflux zum Quadrat des Abstands zum Fokuspunkt ab und reicht
zur Fluoreszenz-Erzeugung nicht mehr aus.?*®?®" Das erzeugte Fluoreszenzsignal beschrankt
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sich somit auf ein kleines fokales
a) linear b)  nicht-linear Volumen im Fokuspunkt (Abb.
18b).2°%2%% Entsprechend bedarf es
im Gegensatz zur Konfokalmikro-
skopie keiner Lochblenden zum Fil-
tern einer aullerhalb des Fokus-
punkts erzeugten Fluoreszenz, es
kénnen im Gegenteil auch durch
Streuung abgelenkte Photonen zur
Bildgenerierung beitragen, da diese
aus dem Fokuspunkt entspringen
miissen.?**?%® Zudem wird durch
das kleine Exzitationsvolumen das
Ausmall an Phototoxizitat deutlich
reduziert.26°'261'264

Ein weiterer Vorteil der Zweiphoto-
nenmikroskopie liegt in der Verwen-

Abbildung 18: Darstellung der durch lineare und nicht-lineare Metho- dung von Licht im Nahe-Infrarot-Be-
den erzeugten Fluoreszenz. a) Bei linearen Methoden besitzt jedes Photon .
ausreichend Energie zur Signalerzeugung, es wird auch oberhalb und unter- reich (NIR)' Im Gegensatz zu dem

halb des Fokuspunkt ein Fluoreszenzsignal generiert. b) Bei nicht-linearen hei der Konfokalmikroskopie ver-
Verfahren, wie der Zwei-Photonenmikroskopie, reicht der Photonenflux nur . .
im Zentrum aus, um ein Fluoreszenzsignal zu generieren. Es kommt zur lo- wendeten kurzwelllgen Ultraviolett-

kalen Biindelung des Fluoreszenzsignal im Fokuspunkt. Licht unterliegt das Iéngerwellige
NIR-Licht einer geringeren Streuung und wird geringer von Gewebe absor-
biert.2°82%926 Da im NIR-Wellenlangenbereich Wasser nahezu der einzige intrinsische Absor-
ber im Gewebe ist, spricht man auch vom ,Optischen Fenster,?¢°2%2 in dem es aufgrund der
geringen Absorption zu einer héheren Eindringtiefe und gleichzeitig geringerer Phototoxizitat

im Gewebe kommt.?%

258-260,263,264

Die Zweiphotonenmikroskopie erlaubt also aufgrund héherer Eindringtiefe, geringerer Photo-
toxizitat und fokussierter Fluoreszenzerzeugung die hochauflésende bildliche Darstellung
auch von tieferliegendem vitalem Gewebe bei gleichzeitig geringerer Phototoxizitat.?60261.264

2.4.2 Praktische Durchfiihrung der Zwei-Photonen-Mikroskopie

Die Tiere werden 120 Minuten vor Mikroskopie-Beginn wie oben beschrieben narkotisiert. Al-
ternativ wird die Intravitalmikroskpie unmittelbar nach SAB-Induktion unter Aufrechterhaltung
der bereits laufenden Narkose durchgefihrt. Alle Tiere sind wahrend der Intravitalmikroskopie
narkotisiert, analgesiert, intubiert und mechanisch ventiliert. Weiterhin wird mittels Rektal-
sonde sowie Heizfeld wie oben beschrieben eine konstante Kérperkerntemperatur zwischen
36,5 £ 0,5°C aufrechterhalten.

2.4.2.1 Vorbereitende Prozeduren: Fensterpraparation, Durchblutungsmessung, Injek-
tionskatheter

Zunachst werden jedem Tier ein Katheter in die Arteria und Vena femoralis (Au3endurchmes-
ser: 0,61 mm; Innendurchmesser: 0,28 mm. Fine Bore Polythene Tubing, Smiths Medical In-
ternational Ltd., Keene, USA) gelegt. Uber den arteriellen Katheter wird wie oben beschrieben
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der MAP kontinuierlich gemessen, Uber den vendsen Katheter erfolgt die spatere Gabe von
Fluoreszenzfarbstoff sowie der Testsubstanzen.

Zur Darstellung der pialen und intraparenchymalen GefalRe mittels Zweiphotonenmikroskopie
muss zunachst der Schadel-

knochen (Uber dem ge- Bone flap

winschten Areal mittels Kra- Midline
niektomie entfernt werden f
(Abb. 19). Die Intravitalmikro-

f : :
' \ ‘
skopie wird Gber dem zur Ge- 2
falBperforation ipsilateralen < 1
A. cerebri media (MCA) a y

Stromgebiet  durchgefihrt

(Abb. 20). Zur Untersuchung }

. . . Abbildung 19: Schematische Darstellung des Knochenfensters. Uber dem Ver-
dieses Gebiets wird der sorgungsgebiet der MCA seitlich der Mittellinie (midline) wird mittels Kraniektomie ein
Schadel des narkotisierten Knochendeckel (,Bone flap*) entfernt und der freigelegte Bereich gro3ziigig mit steri-

ler NaCl-Lésung (sterile saline) bedeckt gehalten.

Sterile saline

Versuchstiers in der stere-
otaktischen Halterung fixiert. Es erfolgt ein Hautschnitt von nuchal entlang der Sutura sagittalis
bis zur Sutura coronaria. Die Haut wird an beiden Seiten nach lateral aufgeklappt und darunter
liegende Faszien mit Pinzetten vorsichtig durchtrennt. Um ein Austrocknen des Gewebes und
Hitzebildung durch den Bohrvorgang zu verhindern, wird die gesamte Flache kontinuierlich mit
0,9% NaCl-Flissigkeit be-
deckt gehalten. Anschlie-
Rend wird mit einem Prazisi-
ons-Bohrer (Rewatronik Pro-
ducts, Wald Michelbach) und
einem Diamant-Bohrkopf
(Bohrkopf GD890R, Durch-
messer 0.6 mm, Aesculap,

Stromgebiet
A. cerebri media

Tuttlingen) unter kontinuierli- ;.- T :
cher Spiilung mit Kochsalzlo- Knochenfenster B ‘

sung zwei Millimeter lateral
Abbildung 20: Schematische Darstellung der Lokalisation sowie in-vivo-Auf-

der Sutura sagittalis eine jahme eines Knochenfensters iiber dem Versorgungsgebiet der MCA. Schema-
: _  tische Darstellung links abgewandelt von Friedrich, B., Miiller, F., Feiler, S., Schéller,
circa 5x5mm messende Kra K. & Plesnila, N. Experimental subarachnoid hemorrhage causes early and long-las-
niektomie durchgeflihrt. Der ting microarterial constriction and microthrombosis: an in-vivo microscopy study. J
haff K hend Cereb Blood Flow Metabolism Official J Int Soc Cereb Blood Flow Metabolism 32,
SO geschariene nnochende- 447 55 (2011).
ckel wird vorsichtig mit einer
Pinzette vom umliegenden Schadel gelést und entfernt. Das darunter liegende Hirnparenchym

wird unverzuglich mit 0,9% NaCl-Lésung bedeckt und kontinuierlich feucht gehalten.

Zur Uberwachung der zerebralen Durchblutung wahrend der Mikroskopie erfolgt nach durch-
gefuhrter Kraniektomie die Anlage eine LDF-Sonde wie oben beschrieben. Zu beachten ist
hierbei, dass die Anlage der LDF-Sonde ipsilateral zum kranialen Fenster erfolgt, um die
Durchblutungsdaten mit den Bilddaten des untersuchten Areals korrelieren zu kénnen.
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2.4.2.2 Erhebung der Bilddaten

Die Zwei-Photonen-Mikroskopie wird an einem LSM 7MP Axio Examiner-Multiphotonenmikro-
skop (Carl Zeiss Microscopy Deutschland GmbH, Oberkochen)mit einem W Plan-Apochromat
20x/1.0 DIC-Objektiv (Carl Zeiss Microscopy Deutschland GmbH, Oberkochen) durchgefihrt.
Um ein ausreichendes Flissigkeitsreservoir iber dem kranialen Fenster zu schaffen, wird die
Haut des Versuchstiers Uber beiden Schadelhalften mittels Hochnaht angehoben, und der so
entstandene Raum mit 0,9% physiologischer Kochsalz-Losung gefiillt. Anschliefend wird das
Versuchstier unter Beibehaltung des Operationssettings unter das 2PM-Mikroskop transferiert.
Uber den vendsen Femoraliskatheter wird direkt vor Aufzeichnung 0,1 ml 0,5% Fluoreszein-
isothiocyanate-(FITC)-Dextran (0,5% in NaCl-Losung; FITC, Merck, Darmstadt) als Fluores-
zenzfarbstoff verabreicht. Das Exzitationsmaximum von FITC-Dextran liegt bei 492 nm, das
Emissionsmaximum bei 518 nm. Es erfolgt das manuelle Aufsuchen und Einstellen des ge-
winschten Hirnareals. Es werden 4 aneinandergrenzende Einzelbildblécke (im Format 2x2)
von je 300 uym Tiefe, 400 um Kantenlange und 3 um Schichtabstand pro Einzelblockbild ak-
quiriert (Gesamtmessdauer fur vier Bildblocke circa acht Minuten).

2.4.3 Bildanalyse

Alle Bilder werden mit der Zen 2.3 SP1 Black Software (Carl Zeiss Microscopy Deutschland
GmbH, Jena) ausgewertet. Mittels Softwarerendering werden die vier Einzelbildbldcke fir die
Auswertung zu einem Gesamtbildblock (2x2) mit circa 300 um Tiefe, 800 um Gesamtkanten-
ldnge und 3 ym Schichtabstand zusammengefigt (Abb. 21).

A Einzelbildblock Gesamtbildblock

3um {
x4
300 ym ——
Software-Rendering

400 pm

Abbildung 21: Darstellung der generierten 2PM-Aufnahmen. A) Schematische Darstellung eines Einzelbildblocks
sowie der mittels Software-Rendering generierten Gesamtbildblécke. B) Darstellung einer 2-Photonen-Mikroskop-
Aufnahme eines Einzelbildblocks (links oben), einer Frontalaufnahme eines 2x2 Gesamtbildblocks nach Bildrendering
(links unten), sowie 3D-Darstellung eines 2x2-Gesamtbildblocks nach Bildrendering (rechts).
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AnschlieRend werden alle Gefalde eines so entstandenen Gesamtbildblocks auf vorhandene
Vasospasmen untersucht sowie der mittlere Durchmesser der Gefalke an nicht spastischen
GefaRabschnitten bestimmt (Abb. 22).

3h nach SAB

Abbildung 22: Beispielhafte 2-Photonen-Mikroskopie-Aufnahmen eines intraparenchymalen GefdBBes im MCA-Stromge-
biet drei Stunden nach Shamoperation (links) sowie drei Stunden nach SAB-Induktion (rechts). Wéhrend sich nach Sham-Opera-
tion die Gefél3e glatt bewandet und bildmorphologisch ohne pathologische Verdnderungen darstellen, zeigen die Gefél3e drei
Stunden nach SAB-Induktion bereits typische perlschnurartige pathologische Konstriktionen.

Als Spasmus wird jede punktuelle GefaRverengung mit einer Verringerung des Gefaldurch-
messers auf unter 90% des Durchmessers des restlichen Gefales definiert. Zur Bestimmung
des Baseline-Gefaldurchmessers erfolgt unmittelbar vor und nach einer Engstelle eine Mes-
sung des Durchmessers, der Mittelwert beider Messungen wird als Normwert fiir den Durch-
messer des jeweiligen Gefalles festgelegt. AnschlieRend wird der GefalRdurchmesser an der
engsten Stelle des Spasmus bestimmt und prozentual zum zuvor ermittelten mittleren Ge-
faldurchmesser berechnet (Abb. 23).

Abbildung 23: Beispielhafte GefdBauswertung einer 2-Photonen-Mikroskopieaufnahme drei Stunden nach SAB-Induktion.
Als Baseline-Durchmesser eines Gefal3es werden vor und nach einer optisch verengten Stelle die Durchmesser ausgemessen
und deren Mittelwert bestimmt (hier 1 und 2). Dann wird der Durchmesser der verengten Stelle bestimmt (hier 3) und ins Verhéltnis
zum aus 1 und 2 bestimmten Mittelwert gesetzt.

Mittels der so berechneten prozentualen Einengung wird der jeweilige Spasmus anhand des
verbleibenden Gefalldurchmessers in folgende Schweregrade kategorisiert (aufsteigend von
starkster zu geringster Auspragung): ,< 10%", ,10 — 20%", ,20 — 30%", ,30 — 40%", ,40 — 50%",
,90 — 60%", ,60 — 70%", ,70 — 80%"“ und ,80 — 90%"“ des mittleren GefalRdurchmessers. Wei-
terhin werden die GefalRe und ihre Spasmen in eine piale und eine intraparenchymale Gruppe
eingeteilt. Hierfiir werden optisch die oberflachlichen dem Kortex aufliegenden pialen Gefalte
verfolgt, bis sie ihren Verlauf andern und das Parenchym nahezu senkrecht penetrieren. Alle
nach der Penetrationsstelle abgehenden GefalRe werden als intraparenchymale Gefalie defi-
niert. Auf diese Weise werden alle Gefalie eines jeden Gesamtbildblocks ausgewertet.
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2.5 Testsubstanzen

2.5.1 sGC-Aktivator Bay 60-2770

Der sGC-Agonist Bay 60-2770 zahlt zu den oben beschriebenen NO- und Ham-unabhangigen
sGC-Aktivatoren (fur Strukturformel siehe Abb. 24). Er zeichnet sich durch eine zehnfach ho-
here Wirkungsaktivitdt gegentber Bay 58-2667 aus und ist somit ein hochpotenter sGC-Ago-
nist.?*° Experimentell wird Bay 60-2770 bereits seit vielen Jahren in einer Vielzahl an Patholo-
gien getestet, darunter Herz-Kreislauf-Erkrankungen,®®?’° pulmonale arterielle Hyperten-
sion,?”’ Asthma bronchiale,?”? Leberfibrose,?”*?* Sichelzellanamie,?’® erektile Dysfunktion?’®-
278 ynd dem Overactive-Bladder-Syndrom.?"%-28

Drei Eigenschaften machen die Substanz fir die vorliegende Studie besonders interessant:
Bay 60-2770 zeigt die in der Wirkstoffgruppe zu erwartende vasodilatative Wirkung,?’*?"" ins-
besondere auch im Zusammenhang mit der Hamoglobin-vermitteltem NO-Inaktivierung.?
Weiterhin zeigt Bay 60-2770 eine erhaltene bis sogar gesteigerte Wirkfunktion unter oxidativen
Stress-Bedingungen?¢276.279.283-285 ng f{jhrt ber Aktivierung der in Thrombozyten lokalisier-
ten sGC zu einer Inhibition der Plattchenaggregation und -adhasion.?®* Sowohl NO-Scaven-
ging, oxidativer Stress als auch Mikrothrombenbildung spielen im Rahmen der Early Brain In-
jury eine bedeutende Rollte (vgl. Kapitel 1.4 und 1.5).

Zusatzlich scheint Bay 60-2770 einen positiven Effekt auf postischamische Inflammation und
Mitochondrienpathologie zu haben?72% und (iber eine Stabilisierung der sGC-Expression und

Hemmung der sGC-Untereinheiten-Degradation den sGC-cGMP-Signalweg zu stabilisie-
r.en.279,281

O
OH

I

Abbildung 24: Strukturformel von Bay 60-2770:
CssHs3FsNOs; 4-[((4-Carboxy-butyl)-{2-[5-fluoro-2-
(4-trifluoromethyl-biphenyl-4-ylmethoxy)-phenyl]-

ethyl}-amino)-methyl]-benzoic acid);
F F Molekulargewicht: 623,63 g/mol.

2.5.2 sGC-Stimulator Bay 41-2272

Bay 41-2722 gehort zur Wirkstoffklasse der sGC-Stimulatoren und ist somit ein NO-unabhan-
giger, Hdm-abhangiger Agonist der sGC (fur Strukturformel siehe Abb. 25). Auch Bay 41-2272
wurde bereits experimentell in einer Vielzahl von Pathologien getestet, darunter kardiovasku-
lare Erkrankungen,?°28 pulmonale arterielle Hypertension,?®® Asthma bronchiale,?’? chronisch
obstruktive Lungenerkrankung,?°?% Lungenfibrose,?' Sichelzellandmie,?’® erektile Dysfunk-
tion,?*? benigne Prostatahyperplasie?®® und ebenfalls Overactive Bladder Syndrome.?®° Dabei
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zeigt auch Bay 41-2272 wiederholt die erwartete und gewinschte vasodilatative Wir-
kung?7:2882% nd scheint ferner (iber Suppression von Leukozyten- und insbesondere T-Lym-
phozytenfunktion antiinflammatorisch zu wirken.?’>?% Im Gegensatz zum sGC-Aktivator Bay
60-2770 verliert Bay 41-2272 entsprechend seiner Wirkstoffklasse seine Funktion in der Um-
gebung von oxidativem Stress.?68:269.29329% Bay 41-2722 filhrt auRerdem Uber eine Inhibition
der Phosphodiesterase 5 (PDE5) zu einer Steigerung der cGMP-Konzentration,?*® auch wenn
dieser Effekt im Vergleich zur sGC-Stimulation nur eine untergeordnete Rolle zu spielen
scheint.?%

Abbildung 25: Strukturformel von Bay 41-2272:
C20H17FNs; 3-(4-Amino-5-cyclopropylpyrimidin-2-
yl)-1-(2-fluorobenzyl)-1H-pyrazolo[3,4-b]pyridine;
Molekulargewicht 360,39 g/mol.

2.5.3 Aufbereiten der Testsubstanzen

Die Testsubstanzen Bay 60-2770 sowie Bay 41-2272 werden in Polyethylenglycol (PEG, Bio
Ultra, 88440, Sigma Aldrich, Miinchen) und Ethanol 100% (EtOH, Ethanol absolut zur Analyse
EMSURE® ACS, ISO, Merck, Darmstadt) gelost. Zunachst wird eine Stammlésung hergestellt,
von der ausgehend die jeweiligen Zielkonzentrationen hergestellt werden kdnnen. Fir die Bay
60-2770-Stammlésung werden 10 mg Bay 60-2770 (in Pulverform vorliegend) in einer Mi-
schung aus 10 ml reinem PEG und 10 ml 100% Ethanol gelést und im Ultraschallbad bei 35°C
komplett in Suspension gebracht. Die Bay 60-2770-Konzentration dieser Stammlésung betragt
CBay 60-2270 stammissung= 0,5 mg/ml. Fur die Bay 41-2272-Stammlésung werden 30 mg Bay 41-
2272 (in Pulverform vorliegend) in einer Mischung aus 10 ml reinem PEG und 10 ml 100%
Ethanol gel6ést und im Ultraschallbad bei 35°C komplett in Suspension gebracht. Die Bay 41-
2272-Konzentration dieser Stammldsung betragt Caay 41-2272 stammissung= 1,5 mg/ml. Um die PEG
und Ethanol-Konzentration zu senken, um unerwunschte Storfaktoren zu vermeiden (u.a. Wir-
kung von PEG auf GefaRpermeabilitat und -durchmesser)?*®2% erfolgt die weitere Dilution bis
zur jeweiligen Zieldosis mit Phosphatgepufferter Salzldsung (phosphate buffered saline, PBS,
Sigma Aldrich, Miinchen).

In den Experimenten wird ein Infusionsvolumen von 50 ul verwendet. Die Zieldosis fir Bay 60-
2770 betragt 10 pg/kg Koérpergewicht (siehe 2.5.4. Dosisfindung). Bei einem durchschnittlichen
Koérpergewicht von 25 g pro Versuchstier missen somit in den verwendeten 50 pl Infusions-
volumen insgesamt 0,25 ug Bay 60-2770 enthalten sein. Dies entspricht einer Konzentration
von 5 ug/ml. Entsprechend muss 1 ml der Stammlésung (¢ = 0,5 mg/ml) mit 99 ml PBS ver-
dunnt werden.
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Fir die Bay 41-2272-Versuche werden als Zieldosen die Konzentration 10 pg/kg KG, 50 pg/kg
KG und 300 pg/kg KG definiert. Diese sollen im selben Versuchstier schrittweise durch kumu-
lative Gabe von drei aufeinanderfolgenden Infusionen erreicht werden. Entsprechend werden
Infusionslésungen mit den Verabreichungskonzentration 10 pg/kg KG, 40 ug/kg KG und 250
Mg/kg KG bendtigt. Bei einem Infusionsvolumen von 50 pl missen somit Verdiinnungen von
1:300, 1:75 und 1:12 aus der Stammldsung (c = 1,5 mg/ml) hergestellt werden (Tabelle 1).

A Ziel- Infusi- | Korper- I?1 ?::iﬂ?]tse. Konzentra- | Verdiin-
konzentra- | ons-volu- | gewicht tion Stamm- | nungs- Verdiinnung
konzentra-
tion men (KG) tion I6sung faktor
10 ug/kg KG | 10 pg/kg KG 50ul| 25g 5ug/ml| 1,5 mg/ml 1300 1ml is;az’gg'“r"‘l’lsl‘,‘gg
50 pglkg KG | 40 pglkg KG 50 pl 259 20 pg/ml 1,5 mg/ml 175 1m Sit:’;‘:‘r"‘l’lsl‘,‘gg
300 pg/kg KG | 250 pglkg KG 50 pl 259 125 pg/ml 1,5 mg/ml 112 1m Sit:’;‘;“r"‘l’lsl‘,‘gg

Tabelle 3: Kumulative Zielkonzentrationen der Bay 41-2272-Versuchsreihe. Hiervon ausgehend werden die noti-
gen Verdiinnungen der Stammlésung berechnet.

Fir die Vehikel-Lésungen wird jeweils analog eine Stammldsung bestehend aus einer Mi-
schung aus 10 ml reinem PEG und 10 ml 100% Ethanol hergestellt, jedoch ohne Zusatz einer
Testsubstanz. Diese Stammlésung wird identisch zum Verdinnungsprotokoll der jeweiligen
Testsubstanz-Konzentrationslésung mit PBS verdinnt.
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2.5.4 Dosisfindung

Zur Ermittlung der Wirkdosis wurden unterschiedliche Dosierungen der Testsubstanzen in stei-
genden Konzentrationen getestet und hinsichtlich ihrer Wirkung auf die zerebrale Durchblu-
tung (Abb. 26) sowie auf den systemischen mittleren arteriellen Blutdruck untersucht (Abb.
27).
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Abbildung 26: Zerebrale Durchblutung (CBF) von gesunden Tieren unter steigenden Dosen von Bay 60-2770 (BAY
60), Bay 41-2272 (BAY 41) sowie Vehikel. In gesunden Tieren mit unbeeintrdchtigter physiologischer zerebraler Durchblutung
zeigt sich ein leichter Anstieg des CBF-Signals erst ab einer kumulativen Zieldosis von 100ug/kg BAY 60 oder BAY 41, jedoch
ohne statische Signifikanz.

Diese Daten wurden freundlicherweise von Burcu Seker zur Verfiigung gestellt.
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Abbildung 27: Mittlerer arterieller Blutdruck (MAP) von gesunden Tieren unter steigenden Dosen von Bay 60-2770
(BAY 60), Bay 41-2272 (BAY 41) sowie Vehikel. Bis zu einer kumulativen Zieldosis von 10 ug/kg BAY 60 zeigt sich kein
signifikanter Abfall des MAP gegentiber einer Vehikel-Infusion (griiner Kasten). Aber einer kumulativen Zieldosis von 50 ug/kg
BAY 60 zeigt sich ein signifikanter Abfall des MAP gegeniiber Vehikel-behandelten sowie BAY 41 behandelten Tieren. Auch
unter einer kumulativen Zieldosis von 300 ug/kg BAY 41 zeigt sich kein signifikanter MAP Abfall gegeniiber Vehikel behandel-
ten Tieren. *#: p < 0,05; *: BAY 60 vs. Vehikel; #: BAY 60 vs. BAY 41.

Diese Daten wurden freundlicherweise von Burcu Seker zur Verfiigung gestellt.
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Aufgrund dieser Dosisfindungsversuche wurde flr diese Arbeit fir Bay 60-2770 eine Zieldosis
von 10 ug/kg, fur Bay 41-2272 die Zieldosen 10 ug/kg, 50 ug/kg und 300 pg/kg definiert: Unter
diesen Dosen zeigen gesunde Versuchstiere jeweils keine systemischen Nebenwirkungen im
Sinne eines Abfalls des mittleren arteriellen Blutdrucks, wahrend die zerebrale Durchblutung
stabil gehalten wird. Ahnlich zu den oben beschriebenen Versuchen mit inhalativem Stickstoff-
monoxid soll mit beiden Versuchsstoffen, bei fehlender systemischer Nebenwirkung im Sinne
eines MAP Abfalls, vorrangig eine Vasodilatation in pathologischen Gefaf3stromgebieten indu-
ziert werden, aufgrund des hier vermuteten vermehrten Vorliegens von Ham-freier oder oxi-
dierter sGC nach SAB.

2.5.5 Applikation der Testsubstanzen

Die intravendse Infusion von je 50 ul der Testsubstanzen oder des Vehikels erfolgt mittels
einer Prazisions-Mikroinjektionspumpe (Two-Syringe Microdialysis Pump, SP1011Z, World
Precision Instruments, Sarasota, USA) Gber 30 Minuten mit einer Volumenflussgeschwindig-
keit von 1,67 pl/min. Zur Infusion wurde vorab die linke V. femoralis mit einem heparinisierten
Katheter (AuRendurchmesser: 0,61 mm; Innendurchmesser: 0,28 mm. Fine Bore Polythene
Tubing, Smiths Medical International Ltd., Keene, USA) kanlliert.

2.6 Versuchsreihen

2.6.1 Validierung des Gefalisolation-Protokolls

Zur Charakterisierung der isolierten Gefal3- und Parenchymproben werden funf naive Tiere
dem Protokoll unterzogen. Die so gewonnen Proben werden mittels Westernblot hinsichtlich
neuronaler, endothelialer, astrozytarer und perizytarer Marker untersucht. Hierflr werden An-
tikdrper gegen MAP2-(Mikrotubuli-assoziiertes Protein 2) als neuronaler, gegen VE-(Vaskular-
endotheliales)-Cadherin als endothelialer, gegen AQP4 (Aquaporin 4) und GFAP (Saures Gli-
afaserprotein, engl. Glial Fibrillary Acidic Protein) als astrozytare und gegen PDGFRR (Plate-
let-derived Growth Factor Rezeptor ) als perizytarer Marker verwendet.

2.6.2 Standardisierungsreinhe SAB-Induktion

Zur Gewahrleistung von Reproduzierbarkeit sowie interner Validitat wurde vor Versuchsbeginn
eine Standardisierungsreihe zur Induktion einer SAB durchgefuhrt. Hierfur wurde bei 8 Tieren
in Folge eine SAB ausgeldst und der Verlauf von ICP und LDF fir 15 Minuten Gberwacht. Wie
oben beschrieben gilt eine SAB als erfolgreich ausgeldst, wenn der ICP auf mindestens 60
mmHg ansteigt und der LDF Wert auf unter 20% des vorab gemessenen Ausgangswerts ab-
fallt. Dabei darf der Ausgangswert des ICP nach Legen der ICP Sonde einen Wert von 7 mmHg
nicht Ubersteigen. Erst nach erfolgreicher Standardisierung wird mit den nachfolgenden Tier-
versuchsreihen begonnen.
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2.6.3 Charakterisierung von Enzymreqgulationen des eNOS-NO-sGC-Signalwegs nach SAB

Zur Untersuchung von Veranderungen des eNOS-NO-sGC-Signalwegs innerhalb der zereb-
ralen Mikrozirkulation wahrend der Early Brain Injury Phase nach SAB werden finf Versuchs-
gruppen (Gruppengrole jeweils n =5 Versuchstiere) festgelegt (Abb. 28): Als Referenzgruppe
zur Bestimmung der physiologischen Ausgangswerte der in den Gefal3proben enthaltenden
Proteine wird eine Gruppe naiver Tiere untersucht. Um den Einfluss von Narkose und Opera-
tion zu beurteilen, eine weitere Gruppe sechs Stunden nach Sham-Operation; zudem wird die
zerebrale Mikrozirkulation in einer Gruppe jeweils 3, 24 und 72 Stunden nach SAB-Induktion
untersucht. Alle Versuchstiergruppen werden dem Gefalisolations-Protokoll unterzogen. Mit-
tels Westernblot wird die Proteinexpression von eNOS und sGC in der isolierten intrakortikalen
Mikrozirkulation gegenuber den groRen pialen Gefaflen untersucht. Zur Charakterisierung der
eNOS-Aktivitat wird der Anteil an Ser1177-phosphoryliertem eNOS (aktiviertes eNOS) an Ge-
samt-eNOS in den jeweiligen GefalRproben bestimmt.

- |Naiv
!!. 3h nach SAB
Qualitéts-
2 24h nach SAB Zerebrale
1 \ GefaR- — bl Gezielte Charakterisierung sGC
72h nach SAB == \/E-Cadherin,
’w 1 /_ isolation MAP2, GFAP, Westernblot
AQP4, PDGFRR
! > 6h nach Sham '

Abbildung 28: Schematische Darstellung der Versuchsreihe zur Charakterisierung von endothelialen Enzymregulationen
nach SAB. Zu den gegebenen Zeitpunkten werden Gefal3- sowie Parenchymproben isoliert und anschlieBend mittels Westernblot
hinsichtlich der gewlinschten Enzymkonzentrationen untersucht. Der Vergleich der jeweiligen Enzymkonzentration Uber die ver-
schiedenen Zeitpunkte hinweg erlaubt einen Riickschluss auf dessen Up- oder Down-Regulation nach SAB in den verschiedenen
Gewebeproben. Gruppengréf3e jeweils n=5.

2.6.4 Randomisierung und Verblindung der Bay 60-2770 und Bay 41-2272 Versuche

Alle nachfolgend beschriebenen Versuchstierreihen wurden randomisiert und fir den Unter-
sucher verblindet durchgefiihrt. Die Zufliihrung der einzelnen Versuchstiere zu Sham- oder
SAB-Operation erfolgte intraoperativ per Los erst unmittelbar vor Perforation des Circulus Wil-
lisi oder Zurtickziehen des Filaments. Fir jede Versuchsreihe wurden die jeweiligen Testsub-
stanzen und Vehikel von einer unabhangigen und weder an Durchfiihrung noch Auswertung
der Experimente beteiligten Person zufallig per Los einer aufsteigenden Zahlenfolge zugeord-
net. Die Verabreichung der Infusion sowie die Auswertung der Bilddaten erfolgte somit ohne
Kenntnis der Zugehorigkeit zur Testsubstanz- oder Vehikel-behandelten Versuchstiergruppe,
ausschlieB3lich unter Verwendung der verblindeten Versuchstiernummer. Die Kodierungsliste
einer jeden Versuchsreihe wurde bis Abschluss samtlicher Experimente und Auswertungen
verschlossen aufbewahrt. Erst nach Auswertung aller Daten erfolgte die Entschlisselung der
einzelnen Versuchstiere mit Zuordnung in die mit Testsubstanz und mit Vehikel behandelte
Versuchstiergruppe.
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2.6.5 Akut-Versuche Bay 60-2770 3h nach SAB — In-vivo Quantifizierung der Mikrozirkulation
mittels Zweiphotonen-Mikroskopie

Zur Untersuchung des Einflusses von Bay 60-2770 auf die frihe Mikrozirkulationsstérung nach
SAB wird eine Versuchsreihe mit einer Versuchstierzahl n = 24 konzipiert (Abb. 29). Zwanzig
Versuchstiere werden einer SAB-Operation unterzogen und erhalten drei Stunden nach SAB-
Induktion verblindet eine intravendse Infusion Uber eine Zeitdauer von 30 Minuten mit entwe-
der Bay 60-2770 (Infusionsvolumen 50 pl, Zieldosis 10 pug/kg KG) oder Vehikel (Infusionsvo-
lumen 50ul). Weitere finf Tiere erhalten eine Sham-Operation und drei Stunden nach Sham-
Operation eine intravendse Infusion Uber 30 Minuten mit Bay 60-2770 (Infusionsvolumen 50
ul, Zieldosis 10 pg/kg KG).

Da sich bereits drei Stunden nach Induktion einer SAB mittels Fadenperforation deutliche Va-
sospasmen in der Mikrozirkulation zeigen,® wird hier die Mikrozirkulation zu diesem Zeitpunkt
in vivo mittels Zweiphotonen-Mikroskopie untersucht wird. Hierflir werden die Tiere 2,5 Stun-
den nach Auslésung der SAB erneut narkotisiert und intubiert.

Insgesamt werden zu acht Zeitpunkten (3 Stunden/180 Minuten bis 4h10m/250 Minuten nach
SAB) Bildaufnahmen mit je 2 x 2 aneinandergrenzen Bildblécken im Abstand von jeweils zehn
Minuten akquiriert. Zum Zeitpunkt 20 und 10 Minuten vor Beginn der Infusion werden Aus-
gangs-Aufnahmen t = -20 min, t = -10 min) erstellt, die zur Quantifizierung der Gefaldurch-
messer und Spasmenanzahl vor Infusion dienen. Nach diesen beiden Aufnahmen wird die
verblindete Infusion von Testsubstanz oder Vehikel begonnen, unter Infusion werden drei Auf-
nahmen im Abstand von jeweils zehn Minuten angefertigt (t = 0 min, t = 10 min, t = 20 min).
Zur Untersuchung eines moglichen andauernden oder erst verzogert auftretenden Effekts wer-
den weitere drei Bildaufnahmen nach Abschluss der Infusion erstellt (t = 30 min, t = 40 min, t
= 50 min). Nach Abschluss des Beobachtungszeitraums wird das Versuchstier wie oben be-
schrieben perfundiert und das Experiment beendet.

SAB/
Sham

Wach- Vorbereitung in-vivo- Perfusion und
Phase Mikroskopie Hirnentnahme
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

1h 2h -20min -10min Omin 10 min 20 min 30 min 40 min 50 min 60 min

Abbildung 29: Zeitlicher Versuchsablauf der Akutversuche mit verblindeter Gabe von Bay 60-2770/Vehikel drei Stunden
nach SAB (2-Photonen-Mikroskopie). Mittels 2-Photonen-Mikroskopie wird die Wirkung von Bay 60-2770 auf friihe Vasospas-
men der Mikrozirkulation nach SAB evaluiert.

2.6.6 Akut-Versuche Bay 60-2770 3h nach SAB — Quantifizierung der Hirndurchblutung

Zur genaueren Untersuchung der zerebralen Durchblutung nach Gabe von Bay 60-2770 wird
eine zweite Versuchsreihe mit n = 18 Versuchstieren durchgefuhrt (Abb. 30). Die Tiere werden
randomisiert einer SAB (n = 14) oder Schein-Operation (n = 4) unterzogen und erhalten drei
Stunden nach SAB-Induktion verblindet eine Infusion von Bay 60-2770 oder Vehikel. Drei
Stunden nach SAB erfolgt die MAP- und CBF-Messung uber 80 Minuten. Die Werte flr Blut-
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druck und Hirndurchblutung werden analog zu den Imaging-Versuchen alle 10 Minuten zu ei-
nem Wert gemittelt. Nach Abschluss des Experiments erfolgt die Perfusion und anschlief’ende
Hirnentnahme.

SAB/
Sham Testsubstanz/Vehikel
| e s | R

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
2h 1h -20min -10min Omin  10min 20 min 30min 40 min 50 min 60 min

Abbildung 30: Zeitlicher Versuchsablaufs der Akutversuche mit verblindeter Gabe von Bay 60-2770/Vehikel drei Stun-
den nach SAB (MAP und CBF). Zur genaueren Untersuchung der Wirkung von Bay 60-2770 auf CBF und MAP werden Tiere
ohne Einfluss von 2-Photonen-Mikroskopie untersucht.

2.6.7 Akut-Versuche Bay 41-2272 3h nach SAB ohne in vivo Mikroskopie

Zur explorativen Untersuchung des Einflusses von Bay 41-2272 auf die zerebrale Durchblu-
tung wird eine Versuchsreihe mit n = 6 Versuchstieren durchgefuhrt (Abb. 31). Bei allen Ver-
suchstieren wird eine SAB induziert; drei Stunden nach SAB- Induktion erfolgt eine 20 minutige
Baseline-Messung von CBF und MAP, anschlieBend wird die 30-mindtige Infusion von 10
pg/kg KG Bay 41-2272 gestartet und CBF und MAP kontinuierlich weiter iberwacht. Fir Eva-
luation von verzdgerten oder andauernden Therapieeffekten wird das Monitoring fur weitere
dreiBig Minuten nach Beenden der Infusion fortgesetzt. Um die Wirkung von Bay 41-2272 in
gesteigerter Dosis auszutesten wird unter Uberwachung von CBF und MAP im Anschluss mit-
tels Kurzinfusion die kumulative Gesamtdosis auf 50ug/kg KG Bay 41-2272 und nach weiteren
zehn Minuten auf eine finale Gesamtdosis von 300 ug/kg KG gesteigert. Zusatzlich wird zur
explorativen supramaximalen Bay 60-2770-Stimulation im Anschluss ein Bolus mit 300 ug/kg
KG Bay 60-2770 gegeben.

Am Ende des Experiments wird das Tier nach obigem Protokoll perfundiert, das Gesamthirn
entnommen und dieses bei -80°C gelagert.

Bay 41-2272

SAB 10 pg/kg KG

Perfusion und
Hirnentnahme

l Wach-Phase Vorbereitung

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
2h 1h -20min -10min Omin 10 min 20 min 30 min 40 min 50 min 60 min 70 min 80 min 90 min

Abbildung 31: Zeitlicher Versuchsablauf der Akutversuche mit Gabe von Bay 41-2272 drei Stunden nach SAB zur Untersu-
chung der Wirkung von Bay 41-2272 auf CBF und MAP. Vor Beendigung des Versuchs wird zusétzlich eine supramaximale Stimu-
lation mit 300 pg/kg Bay 60-2770 durchgefiihrt.
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2.7 Statistische Auswertung

Zur statistischen Auswertung wurde die Software GraphPad Prism 9.0.2 (GraphPad Software,
San Diego, USA) verwendet. Alle Werte sind als Mittelwert + Standardabweichung (MW +
STABW) dargestellt, sofern nicht anderweitig angegeben. Zur Testung der Normalverteilung
wurde der Shapiro-Wilk Test, bzw. bei GruppengréRen mit n < 5 die visuelle Inspektion der
QQ-Plots verwendet. Bei gegebener Normalverteilung wurden Gruppenvergleiche zwischen
zwei unabhangigen Gruppen mittels des Zweistichproben-t-Tests fur unabhangige Stichpro-
ben (,unpaired student t-test*) durchgefiihrt, bei ungleicher Varianz zwischen den beiden
Gruppen wurde der Welch-Test verwendet. Normalverteilte abhangige Stichproben wurden
mittels des gepaarten t-Test (,paired t-test®) verglichen. Zum Vergleich von zwei nicht-normal-
verteilten Gruppen wurde fir unabhangige Gruppen der Mann-Whitney-U-Test (,Mann-Whit-
ney test“) verwendet, flr abhangige Gruppen der Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test (,Wilcoxon
matched-pairs signed rank test®). Zum Vergleich von drei oder mehr Gruppen wurde bei Nor-
malverteilung eine einfaktorielle ANOVA (,ordinary one-way ANOVA) verwendet, bei nicht-
normalverteilten Gruppen der Kruskal-Wallis-Test. Als statistisch signifikant wurden alle p-
Werte < 0,05 definiert.
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3. Ergebnisse

3.1 Etablierung des GefaBisolationsprotokolls

3.1.1 Isolation extrakortikaler und intrakortikaler GefalRe

Mittels Auflichtmikroskopie wird der Erfolg der Gefal3isolation optisch beurteilt. Zunachst stellt
sich das Gehirn durch die Evan’s-Blue-Perfusion blaulich durch die Anfarbung der extrakorti-
kalen GefalRe dar (Abb. 32 A). Nach Dissektion der Hirnhaute mit Entfernen der extrakortikalen
Gefalde sowie anschliefiender anatomischer Abtrennung des Kortex der beiden Hemispharen
stellen sich diese wie in Abb. 32 B dar. Es durfen sich keine verbleibenden extrakortikalen
Gefalte mehr zeigen, ebenso missen die Hemispharen frei von Plexus choroideus sein. Ab-
geldste und in Meningen eingebettete extrakortikale Gefalle stellen sich wie in Abb. 32 C dar
und kdnnen makroskopisch gesammelt werden.

Abbildung 32: Auflichtmikroskopie eines entnommenen Gehirns nach Perfusion mit 1%-Evan’s Blue Lésung (A, vgl. Abb.
13 a)) sowie einer im Anschluss gewonnenen Kortexhélfte (B, vgl. Abb. 13c)) nach mechanischer Entfernung (Isolation) der ext-
rakortikalen Gefél3e (C, vgl. Abb. 13 b)).

Nach mechanochemischer Isolation der intrakortikalen GefalRe aus den zuvor gewonnenen
Kortexhemispharen (vgl. Kapitel 2.2) stellen sich diese wie in Abb. 33 c-g dar. Parallel zur
Isolation der intrakortikalen Gefaf3e werden auch die extrakortikalen Gefalke dem mechano-
chemischen Isolationsprotokoll unterzogen, um auch hier eine optimale Aufbereitung der Ge-
fale zu erreichen und um gleichzeitig eventuelle Einflisse des Isolationsprotokoll auf alle Pro-
benarten konstant zu halten (Abb. 33 a). In der mikroskopischen Kontrolle wird der Erfolg der
Isolation optisch insbesondere auf das ungewunschte verbliebene Vorliegen von Parenchym-
zellen in der Probe kontrolliert. Es zeigte sich optisch eine nahezu vollstandige Aufreinigung
der GefalRproben mit nur einzelnen verbliebenen Parenchymzellen. Bei den extrakortikalen
Gefalen zeigen sich an vereinzelten GefalRen verbliebene Reste der Meningen (Abb. 33 a)
Im Gegenzug zeigen sich in der bei Isolation der intrakortikalen GefalRe parallel gewonnenen
Parenchymprobe keine verbleibenden Gefalie (Abb. 33 b).
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Abbildung 33: Auflichtmikroskopie der gewonnenen Gefdl3fraktionen sowie des verbleibenden Parenchyms nach voll-
stdndigem GefaBisolationsprotokoll. a) Extrakortikales Gefél3 mit verbleibenden Resten der Meningen, b) nach der Isolation
verbleibendes gel6stes Parenchymgewebe, c-g)Beispiele isolierter intrakortikaler Gefal3e.

3.1.2 Charakterisierung der isolierten Gefal- und Parenchymproben mittels Westernblot

Zur genaueren Charakterisierung der gewonnenen Gefaf- und Parenchymproben wurden die
Proben hinsichtlich des Vorhandenseins von endothelialen, neuronalen, astrozytaren und pe-
rizytaren Markern untersucht.

VE-Cadherin als Marker fur vaskulare Endothelzellen zeigte sich jeweils in der extrakortikalen
und der intrakortikalen Gefalprobe signifikant erhéht gegeniber der Parenchymprobe (Abb.
34 A, p<0,01).

Der neuronale Marker MAP2 zeigte in den Parenchymproben ein signifikant héheres Signal
im Vergleich zu beiden GefalRproben (Abb. 34 B, p < 0,01 vs. intrakortikale Gefalke, p < 0,001
vs. extrakortikale Gefale).

Als astrozytare Marker wurden Primarantikbrper gegen GFAP und AQP4 verwendet (Abb. 35).
In der Parenchymprobe zeigte sich flir GFAP ein signifikant hdheres Signal als in der intrakor-
tikalen Gefaliprobe (p < 0,05), wahrend die extrakortikale Gefalprobe ein signifikant héheres
Signal als die Parenchymprobe zeigte (p < 0,05). Im Gegensatz zu GFAP zeigte sich das
AQP4-Signal sowohl in der intrakortikalen als auch der extrakortikalen GefalRprobe signifikant
erhoht gegentber der Parenchymprobe (p < 0,01).
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Abbildung 34: Charakterisierung der isolierten Gefd3- und Parenchymproben fiir VE-Cadherin und MAP 2. A. Fiir den
endothelialen Marker VE-Cadherin zeigt sich ein signifikant erhéhtes Signal in der jeweils untersuchten Gefédl3probe gegeniiber
der Parenchymprobe. B. Fiir den neuronalen Marker MAP2 zeigt sich jeweils ein signifikant erhéhtes in der Parenchymprobe
gegeniiber der jeweiligen Gefél3probe (**: p < 0,01; ***: p < 0,001).
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Abbildung 35: Charakterisierung der isolierten Gefdaf3- und Parenchymproben fiir GFAP und AQP4. A. Flir den astrozytéren
Marker GFAP zeigt sich ein signifikant erhbhtes Signal in der extrakortikalen GefédBprobe gegeniiber der Parenchymprobe, wéah-
rend sich GFAP in der Parenchymprobe signifikant erh6ht gegeniiber der intrakortikalen Gefél3probe zeigt. B. Flir den astrozytéren
Marker AQP4 zeigt sich in der jeweiligen Gefél3probe ein signifikant erh6htes Signal gegentiber der Parenchymprobe (*: p < 0,05;

**.p < 0,01).
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Der Perizyten-Marker PDGFRI} zeigte sich in beiden Gefaliproben, den extra- und intrakorti-
kalen Gefalden, signifikant erhéht gegentber der Parenchymprobe (Abb. 36, p < 0,01).

PDGFRRB PDGFRRB
1000 n=4 600 =4
° "ok o - ok
& 800 NE E
E £ 400
G 6004
§ : 5
S 400- S
E E 200
il
[ o
oL L 11 PO
< e
& & & &
NG ) & )
g o A2 &
& éo & ,,&e’o
& Q & Q Abbildung 36: Charakterisierung der isolier-
<" ® ten GefdB- und Parenchymproben fiir
= =¥ F - - PDGFRRB. Fiir den perizytdren Marker PDGFR
R | W ; > ‘ . . o .. ; ;
PoerR | .i . we | LA L zeigt sich ein signifikant erhéhtes Signal in der
B-Actin —— | jeweils untersuchten Gefé3probe gegeniiber der
Extrakortikale Parenchym Intrakortikale Parenchym Parenchymprobe (**" p< 0'01)

GefiRe GefiRe

3.2 Standardisierungsreihe endovaskulare SAB-Induktion

Der ICP Ausgangswert lag bei 4,5 + 2,0 mmHg (Abb. 37 A). Nach SAB Induktion stieg dieser
auf einen durchschnittlichen Maximalwert von 67,5 + 4,2 mmHg an. Nach Erreichen dieses
Spitzenwerts fiel der ICP wieder ab, um sich dann bei Werten von 20 mmHg einzupendeln.
Zeitgleich fiel der CBF auf einen durchschnittlichen Minimalwert von 38,1 £ 19 % des Aus-
gangswerts ab, um sich anschlielend wieder nahezu auf Ausgangsniveau zu erholen (Abb.
37 B). Anhand des Verlaufs dieser beider Parameter kann die Standardisierungsreihe als er-
folgreich betrachtet und von einer suffizienten Reproduzierbarkeit ausgegangen werden.
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Abbildung 37: ICP- und LDF-Messwerte der Standardisierungsreihe. Jeweils (iber 30 Sekunden gemittelte ICP-Werte (A)
und LDF-Werte (B) vor, wéhrend und bis 15 Minuten nach Auslésen der SAB. Es zeigt sich der charakteristische sprunghafte
ICP-Anstieg bei parallelem Abfall des LDF-Signals unmittelbar nach SAB-Induktion. Wéhrend die ICP-Werte bis Ende der
Uberwachungsperiode signifikant gegeniiber den Ausgangswerten erhéht bleiben, kommt es zu einer raschen Erholung der
LDF-Werte innerhalb weniger Minuten auf Ausgangsniveau (***: p < 0,001; ****: p < 0,0001).

Anmerkung: Wéhrend fiir jedes Tier die erreichten ICP-Maximalwerte (iber 60 mmHg und LDF-Minimalwerte unter 20% liegen
(Aufzeichnungsfrequenz 1Hz), sind hier jeweils (ber 30 Sekunden gemittelte Werte dargestellt, sodass diese Grenzwerte
graphisch nicht abgebildet werden.
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3.3 Charakterisierung endothelialer Enzymveranderungen des e-
NOS-NO-sGC-Signalwegs nach experimenteller SAB

3.3.1 Induktion der Subarachnoidalblutung

Anhand des geplanten Zeitpunkts der Hirnentnahme nach SAB zur GefaRisolation werden die
Gruppen nachfolgend wie folgt benannt: SAB-3h entspricht der Versuchstiergruppe mit ge-
planter Perfusion und Hirnentnahme 3h nach Induktion der SAB, SAB-24h entspricht der Ver-
suchstiergruppe mit geplanter Hirnentnahme 24h nach SAB, SAB-72h entspricht der Ver-
suchstiergruppe mit geplanter Hirnentnahme 72h nach SAB.

Der ICP-Ausgangswert vor Induktion der SAB oder Sham-Operation lag in allen Untersu-
chungsgruppen bei unter 8 mmHg (Sham: 5,8 + 1,1 mmHg, SAB-3h: 4,7 £ 1,4 mmHg, SAB-
24h: 5,5 + 1,9 mmHg, SAB-72h: 6,0 + 1,7 mmHg, siehe Abb. 38 A). Unmittelbar nach SAB-
Induktion stieg der ICP in allen drei SAB-Gruppen auf durchschnittliche Maximalwerte Giber 60
mmHg an (SAB-3h: 75,4 + 7,7 mmHg, SAB- 24h: 73,1 + 9,0 mmHg, SAB-72h: 85,0 + 15,5
mmHg; p vs. Sham jeweils < 0,0001) mit anschlieBendem Abfall auf Werte um 20 mmHg (t =
15 min; SAB-3h: 23,8 + 7,0 mmHg, SAB- 24h: 24,1 + 4,7 mmHg, SAB-72h: 25,9 1+ 6,2 mmHg;
p vs. Sham jeweils < 0,001). Zwischen den SAB-Gruppen zeigte sich kein signifikanter Unter-
schied. In allen drei SAB-Gruppen fiel die CBF auf unter 20% des Ausgangswerts (durch-
schnittliche Minimalwerte: SAB-3h: 12,5 + 5,8%, SAB-24h: 6,5 + 6,4 %, SAB-72h: 6,3 + 2,3%,
p vs. Sham jeweils < 0,001, siehe Abb. 38 B) mit anschlieRender Erholung auf Ausgangswerte.
Auch hier zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen den SAB-Gruppen. Innerhalb
der Sham-Gruppe verblieben ICP und CBF Uber den Verlauf stabil (t = 15min: ICP =4,5+ 0,5
mmHg, LDF = 107,0 £ 10,7 %).
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Abbildung 38: ICP- und LDF-Messwerte der Versuchstiergruppen wdhrend der SAB-/Sham-Operation zur spéteren
Charakterisierung endothelialer Enzymverdnderungen nach SAB. Jeweils (iber 30 Sekunden gemittelte ICP-Werte (A)
und LDF-Werte (B) vor, wéhrend und bis 15 Minuten nach Auslésen der SAB oder Sham-Operation. Wéhrend die ICP-Werte
ab SAB-Induktion bis Ende der Uberwachungsperiode dauerhaft signifikant gegeniiber der Sham-Gruppe erhéht sind, kommt
es in allen drei Gruppen zu einer raschen Erholung der LDF-Werte innerhalb weniger Minuten gegeniiber der Sham Gruppe
(*:p <0,05 **:p <0,01, **: p< 0,001, ****: p < 0,0001 jeweils fiir jede SAB-Gruppe vs. Sham).

52



3.3.2 Vergleich des eNOS-NO-sGC Signalwegs zwischen intrakortikaler Mikrozirkulation und
extrakortikaler Gefalle

Zum Vergleich der sGC-, eNOS-Expression und der Ser1177-Aktivierung zwischen den iso-
lierten Mikrozirkulations-GefaRen (nachfolgend als kleine intrakortikale GefalRe benannt) und
den pialen extrakortikalen Gefal3e zu verschiedenen Zeitpunkten nach experimenteller SAB
wurden zunachst die intrakortikalen und extrakortikalen Gefalproben aller Versuchstiere einer
Versuchstiergruppe auf jeweils einem Westernblot pro Gruppe analysiert (Abb. 39 - 41).

Dabei zeigte sich in allen Versuchsgruppen die sGC (Abb. 39) und eNOS-Expression (Abb.
40) in den kleinen intrakortikalen Gefal3en gegenlber den pialen extrakortikalen Gefallen er-
héht. Wahrend dieser Unterschied bei naiven Tieren nur einen Trend zeigte (p = 0,055 fur
sGC; p = 0,105 fur eNOS), war dieser Unterschied in der Sham-, SAB-3h, SAB-24h und SAB-
72h-Gruppe signifikant (sowohl sGC als auch NO: intrakortikal vs. extrakortikal: p < 0,05 fur
Sham, SAB-24h und SAB-72h; p < 0,01 fir SAB-3h).

6=
MW+ STABW . . . .
nproGruppe =5 1 T 1 r 1 T 1
* p<0,05
**p < 0,001 <o
2
5 4
o
&
°
<
=
3 2-
n
*
Al =[] )
0 T T T T T T T T * T . .
N A N A N A NS N A Abbildung 39: Vergleich der s(
¥ & & & RN ; ; ; -
S £ L L L L S £ L £ Proteinexpression zwischen in
& & & & & & & & & & und extrakortikalen GefaBen. In
& 8 < ¥ <& S <& < und extrakortikale GeféRe einer \
\;,3\4 \g},\“ & & 679 97?’ %Y?’ %\& 6‘3’ %v‘p suchstiergruppe wurde zusamn
2 6“% & & S S S & einheitlich auf einem Westernblot a
o & & & & ;
G, & & & lysiert.
& & T g B 4
47 mws sTaBw * ** * *
npro Gruppe =5 " | r " T . r 1
* p<0,05 <o
*%p < 0,001 A
o 37
-
©
o
£
< 2
2
7]
] * * |k
z
[ 1- 0
iEi | i l | iVi % *
0
\' \' \' \' \' \' \' \' \' \' Abbildung 40: Vergleich der eNOS Pro-
P &\‘? & &‘.’0 (&“'b (s“'b &\‘? &‘? &‘? teinkonzentration zwischen intra- und
O O ) ‘9 3 ) *O O ‘.0 *.O . . Int d
& @ & @ & & & @ & @ extrakortikalen Gefifien. Intra- un
<& < F <& F <& <& extrakortikale GefaBe einer Ver-
‘\;,\4 éé}"‘ ‘\,,é‘ ‘\o‘“ (ov?? ,’\3’ r,Vg’ ,ng’ 6& c_,vfb suchstiergruppe wurde zusammen
. (}:’ S & & & & & einheitlich auf einem Westernblot
o & & & <& ;
SR < \ & analysiert.
SIS N I P v

53



Gemessen anhand des relativen Anteils von p-Ser1177-eNOS (Abb. 41) zeigten kleine intra-
kortikale Gefalte zusatzlich hdhere eNOS-Aktivierungswerte bei naiven Tieren, 6 Stunden
nach Sham- und 3 Stunden nach SAB-Operation, wobei die beiden letztgenannten Werte sta-
tistische Signifikanz erreichten (intrakortikale vs. extrakortikal: Sham: p < 0,05, SAB-3h: p <
0,01). In der 24h- und der 72-Stunden-SAB Gruppe zeigten sich kein signifikanter Unterschied
(24h: p <0,74; 72h p = 0,108).
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Um besser fur die Interblot-Variabilitdt zu korrigieren, generierten wir explorativ einen Index
pro Versuchstiergruppe, der die Protein-Expression bzw. Aktivierung innerhalb der intrakorti-
kalen Gefalde relativ zu den extrakortikalen GefalRen angibt (Abb. 42):

Auf 3Actin normalisierter Protein — Wert;,irakortikale GefiRe

Indexsgcenos or p-ser1177 = ; — ;
ENDS orpTser Auf RActin normalisierter Protein — Wertaytrakortikale GefiRe

Hier zeigte sich fur die pSer1177-vermittelte eNOS Aktivierung eine erhdhte Aktivierung in der
3h-SAB Gruppe gegenuber der Sham-6h Gruppe (p <0,05) mit anschliefend kontinuierlicher
und jeweils signifikanter Abnahme der eNOS-Aktivierung in der 24h-SAB (p vs. Sham < 0,05,
p vs. 3h-SAB < 0,001) und 72h-SAB Gruppe (p vs. Sham < 0,001, p vs. 3h-SAB < 0,0001, p
vs. 24h-SAB < 0,05). Fur sGC- und eNOS-Proteinexpression wurde keine signifikanten Unter-
schiede zwischen den Gruppen beobachtet.
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Abbildung 42: Relative Verdnderung des Verhéltnisses von sGC- und eNOS Proteinexpression sowie der pSer1177-
vermittelten eNOS Aktivierung von intra- zu extrakortikalen Gefd3en.
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3.3.3 Untersuchung der Verdnderungen des eNOS-NO-sGC Signalwegs wihrend der Early
Brain Injury Phase nach SAB

Zur besseren Charakterisierung der zeitabhangigen Veranderungen der eNOS-, sGC-Expres-
sion und pSer1177-vermittelten eNOS-Aktivierung wahrend der EBI-Phase wurde jeweils fur
einen Zeitpunkt ein Tier auf demselben Blot geblottet, um auf jedem Blot eine entsprechende
Zeitreihe zu generieren (Abb. 43).

In den kleinen intrakortikalen Gefal3en zeigte sich 24h nach SAB eine signifikante Zunahme
der sGC-Expression im Vergleich zu naiven Tieren und der Sham-6h Gruppe (p < 0,05, Abb.
43 A). In den grof3en extrakortikalen Gefal3en zeigten sich keine signifikanten Veranderungen
der sGC-Expression Uber die verschiedenen Zeitpunkte und Gruppen hinweg.

Die eNOS-Expressionswerte zeigten in den kleinen intrakortikalen GefaRen 24 Stunden nach
SAB einen Trend zur Hochregulation gegentiber der 6h-Sham Gruppe (p = 0,09, Abb. 43 B).
nicht jedoch gegentber naiven Tieren (p = 0,14). In den gro3en extrakortikalen GefalRen zeigte
sich hingegen 24h nach SAB ein Trend zu reduzierten eNOS-Expressionswerten, jedoch
ebenfalls ohne statistische Signifikanz (p = 0,06 vs. naive Tiere).

Hinsichtlich der p-Ser1177-eNOS-Aktivierung in den grof3en Pialgefalen zeigten sich keine
signifikanten Veranderungen zwischen den verschiedenen Gruppen (Abb. 43 C). Abneh-
mende Werte fur p-Ser1177-eNOS ab 24 Stunden nach SAH erreichten im Vergleich zu naiven
Tieren ebenfalls keine statische Signifikanz (72h SAB vs. naiv: p = 0,12).
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Abbildung 43: Vergleich der Expression von sGC und eNOS sowie der pSer-1177-vermittelten eNOS-Aktivierung in intra-
kortikalen und extrakortikalen Gefifilen wiihrend der Early Brain Injury Phase nach SAB. Pro Westernblot wurde je ein Tiel
einer Versuchsgruppe analysiert, um pro Blot eine Zeitreihe zu generieren.
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Um den Effekt der Inter-Blot-Variabilitdt besser kontrollieren zu kénnen, wurden in ein einer
explorativen Analyse nachfolgend die absoluten Protein-Signalmessungen (normalisiert auf 3-
Actin als Housekeeping-Gen) durch relative Werte ersetzt (Abb. 44): Das normalisierte Pro-
tein-Signal der GefalRprobe des Naiv-Tiers eines jeden Blots wurde als Referenzwert (Wert =
1) gesetzt und die normalisierten Protein-Signale der Gefal3proben der jeweils anderen Ver-
suchstiere (6h-Sham, 3h-SAB, 24h-SAB, 72h-SAB) als Prozentsatz des gemessenen Wertes
des naiven Tieres ausgedruckt.

In dieser explorativen Analyse zeigten sich die weiterhin die zuvor beobachteten Trends (de-
skriptive Beschreibung bei kinstlich normalisierten Werten): sGC und eNOS zeigten 24 Stun-
den nach der SAB eine Hochregulierung in kleinen intrakortikalen GefaRen im Vergleich zu
naiven Sham-operierten Tieren, wobei eNOS 24 Stunden nach SAB in groRen pialen Gefalien
hierzu gegenlaufig eine Tendenz zur Herunterregulierung zeigte. Die p-Ser1177-vermittelte
eNOS-Aktivierung zeigt in den kleinen intrakortikalen Gefallen ab 24h nach SAB eine kontinu-
ierliche Abnahme.
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Abbildung 44: Relative Expression von sGC und eNOS sowie p-Ser1177-vermittelte eNOS-Aktivierung in intra- und
extrakortikalen GefdBen widhrend der EBI gegeniiber naiven Tieren.
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3.4 Effekt von Bay 60-2270 und Bay 41-2272 nach experimenteller
SAB

3.4.1 Bay 60-2770

3.4.1.1 Induktion der Subarachnoidalblutung

Bei allen drei Versuchstiergruppen lag der ICP-Ausgangswert vor Induktion der SAB bei unter
8 mmHg (SAB-Bay60: 5,5 + 2,6 mmHg, SAB-Vehikel: 7,5 £+ 4,5 mmHg, Sham-Bay60: 6,2 +
0,4 mmHg, Abb. 45). Direkt nach Induktion der SAB zeigte sich der charakteristische Anstieg
auf Uber 60 mmHg (durchschnittliche Maximalwerte ICP: SAB-Bay60: 82,9 + 20,9 mmHg,
SAB-Vehikel: 82,5 + 12,5 mmHg; p vs. Sham jeweils < 0,0001) mit anschlieendem Abfall auf
Werte um 20 mmHg (t = 15 min; SAB-Bay 60: 22,7 + 3,9 mmHg, p vs. Sham < 0,001; SAB-
Vehikel: 28,3 + 4,8 mmHg; p vs. Sham < 0,0001). Dabei zeigte sich kein signifikanter Unter-
schied hinsichtlich der absoluten ICP Werte oder deren Dynamik zwischen den beiden SAB
Gruppen (p = 0,55). Weiterhin zeigte sich bei beiden SAB Gruppen der typische Abfall des
CBF auf unter 20% des Ausgangswerts (durchschnittliche Minimalwerte LDF: SAB-Bay60:
12,1 £ 5,3 %, SAB-Vehikel: = 15,8 £ 10,1 %; p vs. Sham jeweils < 0,0001) mit anschlieRendem
erneutem Anstieg auf Ausgangswerte. Auch hier zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwi-
schen den beiden SAB Gruppen (p = 0,30). Innerhalb der Sham-Gruppe verblieben ICP (9,1
+ 0,9 mmHg) und CBF (LDF: 81,1 £ 18,4 %) wahrend der Nachbeobachtungszeit stabil und
zeigten sich im Verlauf unverandert.

Induktion SAB Induktion SAB
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Abbildung 45: Mittlere ICP- und LDF-Werte der Bay 60-2770-Versuchstiergruppen vor, wéhrend und bis 15 Minuten
nach Induktion der SAB, bzw. Sham-Operation, jeweils drei Stunden vor (verblindeter) Gabe von Bay 60-2770 oder Vehikel.

3.4.1.2 Mittlerer arterieller Blutdruck (MAP)

Bei Beginn der In-vivo-Mikroskopie (t = -20 min) lag der mittlere arterielle Blutdruck bei 76,7 +
11,6 mmHg (SAB + Bay60), 74,5 + 6,7 mmHg (SAB + Vehikel) und 75,7 + 7,3 mmHg (Sham
+ Bay60). Es bestand kein signifikanter Unterschied zwischen den MAP-Ausgangswerten
(Kruskal-Wallis-Test: p = 0,997, Abb. 46). Wahrend der Infusion (Zeitpunkte t = 0 bis t = 20
min) sowie in der anschliefenden Postinfusionszeit (Zeitpunkte t =30 — 50 min) zeigte sich im
Verlauf in allen drei Gruppen ein signifikanter MAP-Abfall gegenuber den gruppeneigenen
Ausgangswerten, in der Sham-operierten Gruppe kam es bereits wahrend der beiden Base-
line-Messungen, somit vor Beginn der Bay 60-2770-Infusion, zu einem signifikanten Abfall (p
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< 0,05). Die gruppeninternen MAP-Mittelwerte der einzelnen Zeitpunkte mit zugehorigen Sig-
nifikanzen gegenuber den Ausgangsmessungen sind in Tabelle 4 summiert. Zwischen den
drei Versuchsgruppen zeigte sich weder nach Ende der Infusion (t = 30 min; SAB + Bay60:
72,3 £ 14,0, SAB + Vehikel: 71,0 £ 7,0 mmHg, Sham + Bay60: 66,9 + 2,7 mmHg; ordinary one-
way ANOVA p = 0,49) noch am Ende der gesamten Messperiode (t = 50 min; SAB + Bay60:
71,0+ 12,7, SAB + Vehikel: 69,6 £ 7,1 mmHg, Sham + Bay60: 68,6 + 3,5 mmHg; ordinary one-
way ANOVA p = 0,81) ein signifikanter Unterschied.

MAP Zeitpunkt t
Gruppe -20 min | -10 min | 0 min 10 min | 20 min | 30 min | 40 min | 50 min
SAB + 3 )
Bay 60-2770 767 | 7140 74,8 73,5 71,4 723 | 722 71,1
SAB + Vehicle 74,5 73,7 74,3 74,3 72,2 71,0t# 70,41# 69,6T#
Sham + + 4 . , . ” )
Bay 60-2770 5.7 74,5 72,0 68,9 67,4 66,9 | 67,0 68,6

Tabelle 4: Mittlerer arterieller Blutdruck der drei Versuchstiergruppen (ber die Dauer des Experiments

hinweg. Alle Werte in mmHg. #p < 0,05 vs. t =-20 min; 1 p < 0,05 vs. t =- 10 min (paired t test)
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Abbildung 46: Graphische Darstellung des mittleren arteriellen Blutdrucks der Bay 60-2770-Versuchs-
reihe wéhrend (verblindeter) Infusion von Bay60-2770 oder Vehikel. In allen drei Versuchsgruppen kam
es Uber den Verlauf des Experiments zu einem signifikanten MAP-Abfall im Vergleich zum gruppeninternen
Ausgangswert. Zwischen den Versuchstiergruppen zeigte sich kein signifikanter Unterschied.
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3.4.1.3 Analyse der Mikrovasospasmen
3.4.1.3.1 Anzahl der Spasmen

In der SAB-Gruppe mit Bay 60-2770-Applikation zeigten sich in den Ausgangs-Aufnahmen vor
Infusion von Bay 60-2770 insgesamt 75 (t = -20 min), bzw. 74 GefalRspasmen (t = -10 min).
Wahrend der 30-minUtigen Infusion von Bay 60-2770 stieg diese Zahl auf 85 Gefalispasmen
(t =30 min) an, am Ende des Beobachtungszeitraums (30 min nach Ender der Infusion, t = 50
min) waren 87 Gefalkspasmen nachweisbar (Abb. 47). Dies entspricht einem prozentualen
Anstieg auf 113% wahrend und 116% nach Infusion. Dieser Anstieg zeigte sich ab dem Zeit-
punkt t = 10 min an jedem der Zeitpunkte gegenuber beiden Ausgangs-Aufnahmen signifikant
(p < 0,05). In den Baseline-Aufnahmen der SAB-Vehikel-Kontrollgruppe fanden sich vor Infu-
sion des Vehikels 144 (t = -20 min) bzw. 145 GefaRspasmen (t = -10 min). Uber den Verlauf
der Infusion sowie auch in der Postinfusionsperiode zeigte sich die absolute Gefallspasmen-
zahl stabil mit diskreten Schwankungen zwischen 142 (t = 50 min) bis 150 (t = 30 min) Spas-
men. Dies entspricht einer prozentualen Schwankung von 98,6 bis 104,2%. Hierbei zeigte sich
innerhalb der Vehikelgruppe zu keinem Zeitpunkt ein signifikanter Unterschied zu den Aus-
gangswerten (t = 30 min: p vs. (-20 min) = 0,19, p vs. (-10 min) = 0,27; t = 50 min: p vs. (-20
min) = 0,78, p vs. (-10 min) = 0,78).

Zwischen den beiden SAB-Gruppen (Bay 60-2770 und Vehikel) zeigte sich zu keinem Zeit-
punkt ein signifikanter Unterschied hinsichtlich der absoluten Spasmenanzahl (p-Werte zwi-
schen 0,59 (t = 0 min) und 0,95 (t = 50 min))
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Abbildung 47: Prozentuale Verdnderung der GefdBspasmenanzahl unter Infusion von Bay 60-2770 bzw.
Vehikel, gezahlt (iber alle Imagingaufnahmen aller Tiere der jeweiligen Versuchsgruppe hinweg. Zusétzlich ein-
gefigt ist die absolute Gefdl3spasmenzahl zum jeweiligen Untersuchungszeitpunkt, ebenfalls gezéhlt iber alle
Tiere der jeweiligen Versuchsgruppe.

3.4.1.3.2 Analyse des Konstriktionsgrads der Spasmen

Als nachstes wurde untersucht, ob und inwieweit sich der Konstriktionsgrad einzelner Spas-
men Uber die Zeit unter Therapie mit Bay 60-2770 im Vergleich zur Infusion der Kontrollsub-
stanz verandert (Abb. 48). Als Ausgangswert wurde hierflr der Durchmesser des jeweiligen
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Gefallspasmus zum Zeitpunkt t = -20 min an seiner engsten Stelle verwendet; der Durchmes-
ser dieses Spasmus an allen folgenden Zeitpunkten wurde dann hierzu ins Verhaltnis gesetzt.
Dabei zeigt sich in der Bay 60-2770-Gruppe keine signifikante Veranderung der Spasmen-
starke vor (t = -10 min), wahrend (Zeitpunkte t = 0 bis t = 20 min) oder nach (Zeitpunkte t = 30
bis t = 50 min) der Infusion von Bay 60-2770 mit einer maximalen Fluktuation der Konstriktion
zwischen 98,9 + 14,1 % (t = 30 min; p vs. t = - 20 min: 0,41) und 102,5 £ 18,0% (t = 10 min; p
vs. t=-20 min: 0,49) des Ausgangswerts . In der Kontroll-(SAB + Vehikel)-Gruppe zeigten sich
die GefalRspasmen hinsichtlich ihres Konstriktionsgrads ebenfalls vor (t = -10 min), wahrend
(Zeitpunkte t = 0 bis t = 20 min) oder nach (Zeitpunkte t = 30 bis t = 50 min) der Infusion
weitestgehend gleichbleibend mit maximaler Fluktuation der Konstriktion zwischen 98,6 + 17,9
% (t =30 min; p vs. t =-20 min: 0,16) und 102,3 + 14,1 % (t = 0 min; p vs. t = - 20 min: 0,07)
des Ausgangswerts.
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Abbildung 48: Anderung des relativen Konstriktionsgrads der MVS im Verlauf im Vergleich zum Aus-
gangswert. In beiden Gruppen zeigt sich im Verlauf keine relevante Anderung der Ausprédgung des Konstrikti-
onsgrads.

In einem nachsten Schritt wurde der Schweregrad der Mikrovasospasmen bestimmt, indem
der geringste Gefallddurchmesser im Bereich des Spasmus ins Verhaltnis zum nicht-spasti-
schen GefalRdurchmesser des Tragergefalies gesetzt wurde. Alle gemessenen Spasmen wur-
den in acht Schweregrade eingeteilt (Einengung auf 80-90%, 70-80%, 60-70%, 50-60%, 40-
50%, 30-40%, 20-30% und 10-20% des nicht-spastischen Durchmessers): Dabei entspricht
die Gruppe ,80-90%" der mildesten Kategorie mit einem verbleibenden Gefaldurchmessers
zwischen 80 und 90% des initialen Durchmessers beziehungsweise einer Verengung des Ge-
fakes um 10 - 20%. Die Gruppe ,, 10-20%“ entspricht in dieser Einteilung der starksten Spas-
men-Kategorie mit einem verbleibenden GefalRdurchmesser von 10 - 20 % und einer Einen-
gung des Gefalkes um 80-90%.

In der Bay 60-2770 sowie der Vehikel-Gruppe liel3 sich der grofite Anteil der Spasmen der
mildesten Kategorie, ,80-90%“ zuordnen (Abb. 49). Insgesamt nahm die Anzahl der registrier-
ten Spasmen mit steigendem Schwergrad ab, schwere Spasmen zeigten sich also seltener
als milde Spasmen.
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In der mit Bay 60-2770 therapierten Gruppe kam es zu einer diskreten Zunahme der absoluten
Vasospasmenzahl in den Gruppen ,,20% - 30%", ,30% - 40%", ,40% - 50%", ,,60-70%" sowie
»,80-90%"“ bei Abnahme der Vasospasmenzahl in den Gruppen ,50-60“ und ,,70-80%“ (Abb.
49A). Insgesamt zeigte sich dabei keine eindeutige Verschiebung der Spasmenverteilung (de-
skriptive Statistik).

In der mit Vehikel behandelten Gruppe kam es zu einer diskreten Zunahme der absoluten
Vasospasmenzahl in den Gruppen ,10-20%", ,30-40%", ,40-50%", ,50-60%" sowie ,70-80%".
In den Gruppen ,20-30%"“ und ,60-70%" blieb die Anzahl der Vasospasmen lber den Ver-
suchsablauf hinweg konstant. In der Gruppe ,80-90%" zeigte sich eine diskrete Abnahme der
Vasospasmenanzahl (Abb. 49 B). Auch hier zeigte sich keine eindeutige Verschiebung des
Konstriktionsgrades der Vasospasmen.
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Abbildung 49: Ausprdgung der Vasospasmenschwere innerhalb der Bay 60-2770- und der Vehikel-behandelten
Gruppe liber den zeitlichen Verlauf hinweg. Legendenerlduterung: ,80-90%"“ entspricht der mildesten Spasmenkategorie
mit verbleibendem Gefél3durchmesser zwischen 80 und 90% des initialen Durchmessers, entsprechend einer Verengung des
Gefélles um 10 - 20%. Restliche Kategorien folgend derselben Logik.

3.4.1.4 Effekt von Bay 60-2770 auf den nicht-spastischen GefaBdurchmesser

Zur Beurteilung des Einflusses von Bay 60-2770 auf den Durchmesser nicht-spastischer ze-
rebraler Gefalte nach SAB wurden zu allen Untersuchungszeitpunkten alle Gefalde der Ver-
suchstiere innerhalb einer Gruppe an Spasmen-freien Stellen vermessen und der Wert zum
Zeitpunkt t = -20 min als Ausgangswert gesetzt. Innerhalb der Bay 60-2770-SAB-Gruppe
zeigte sich kein signifikanter Unterschied des mittleren GefalRdurchmessers wahrend (t = 0
min: 98,7 + 4,0%, t = 10 min: 96,6 + 6,5%, t = 20 min: 96,3 £ 5,4%) oder nach (t = 30 min: 96,6
+5,1%, t =40 min: 96,0 £ 5,1%, t = 50 min: 96,3 + 5,7%) Infusion von Bay 60-2770 (Abb. 50).
Auch in der Vehikel-SAB-Gruppe zeigte sich der mittlere GefalRdurchmesser wahrend (t = 0
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min: 98,6 + 3,1%, t = 10 min: 98,1 £ 3,4%, t = 20 min: 97,3 £ 3,9%) oder nach (t = 30 min: 96,8
+ 4,0%, t = 40 min: 97,4 + 3,5%, t = 50 min: 96,5 £ 3,8%.) Infusion der Vehikel-L6sung nicht
signifikant verandert. In der Sham-operierten Gruppe zeigte sich der mittlere Gefalldurchmes-
ser wahrend (t = 0 min: 99,6 + 3,1%, t = 10 min: 98,6 + 2,5%, t = 20 min: 98,6 + 3,5%) und
nach (t = 30 min: 98,1 + 3,9%, t = 40 min: 98,0 £ 4,3%, t = 50 min: 99,9 + 5,2%.) Infusion von
Bay 60-2770 ebenfalls stabil.
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Abbildung 50: Verdnderung des allgemeinen GefdBdurchmessers zerebraler Gefdl3e unter Infusion von

Bay 60-2770 oder Vehikel. Dargestellt ist hier die relative Verdnderung des Gefédl3durchmessers von nicht-spas-
tischen Gefél3en lber die Dauer des Experiments hinweg.

3.4.1.5 Zerebrale Durchblutung im A. cerebri media Stromgebiet

Die zerebrale Durchblutung im linken Media-Stromgebiet wurde 20 Minuten vor bis 30 Minuten
nach Infusion kontinuierlich mittels LDF gemessen. Wahrend der Intravitalmikroskopie zeigte
sich jedoch eine Interferenz des Lasers des 2-Photonenmikroskops mit dem photosensitiven
Messsignal der LDF, sodass lediglich kurze Abschnitte zwischen den einzelnen 2-PM-Aufnah-
men ausgewertet konnten (siehe Abb. 51 fir exemplarische Versuchsaufzeichnung).
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Abbildung 51: Exemplarischer Ausschnitt der intraexperimentellen LDF-Datenaufzeichnung mittels LabChart (orange).
Wéhrend der 2PM kommt es durch die Aufnahme der vier Einzelbildblécke (siehe Methodenteil, Kapitel 2.2.2.2; jeweilige Einzel-
bildblock-Aufzeichnung exemplarisch markiert mit B1-4) zu einer Verfélschung der photosensitiven LDF-Messung. Es verbleiben
nur kurze auswertbare Messabschnitte zwischen den einzelnen 2PM-Messungen (schwarze Pfeile).
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In der Analyse der auswertbaren Abschnitte der CBF-Messung zeigte sich in innerhalb beider
SAB-Gruppen keine relevante Anderung der zerebralen Durchblutung vor (t = -10 min), wah-
rend (t = 0 min bis t = 20 min) oder nach (t = 30 bis t = 50 min) der Infusion von Bay 60-2770
oder Vehikel (Abb. 52). So fiel der relative Wert bis Zeitpunkt t = 50 min in der SAB-Bay 60-
2770-Gruppe auf 97,4 + 25,0%, innerhalb der SAB-Vehikel-Gruppe auf 87,4 £ 21,6% ab ohne
signifikanten Unterschied zwischen beiden Gruppen (p = 0,22). In der Sham-operierten
Gruppe zeigte sich nach Beginn der Infusion von Bay 60-2770 ein kontinuierlicher und im Ver-
gleich zu beiden SAB-Gruppen signifikanter Anstieg der zerebralen Durchblutung auf 130,7
19,4 % des Ausgangswerts (t = 50 min; p vs. SAB + Bay60 < 0,05, p vs. SAB + Vehikel <

0,01).
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Abbildung 52: Zerebrale Durchblutung wéhrend (verblindeter) Behandlung mit Bay 60-2770 oder Vehikel,
gemessen mittels LDF. Zur Auswertung standen nur eingeschrdankt Messwerte zur Verfligung (siehe Abb. 51).

Aufgrund der technischen Interferenz der Durchblutungsmessung mittels LDF mit der 2-Pho-
tonen-Mikroskopie wurde nachfolgend in einer separaten Versuchsserie ohne in-vivo-Mikro-
skopie gezielt die Hirndurchblutung vor, wahrend und nach Gabe von Bay 60-2770 oder Ve-

hikel evaluiert.
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3.4.1.6 Evaluation der zerebralen Durchblutung ohne in-vivo-Mikroskopie

3.4.1.6.1. Induktion der Subarachnoidalblutung

Der ICP-Ausgangswert lag nach Platzieren der intrakraniellen Messsonde in allen drei Ver-
suchsgruppen unter 7 mmHg (SAB + Bay60: 5,3 + 1,5 mmHg, SAB + Vehikel: 5,6 + 1,6 mmHg,
Sham + Bay60: 5,0 + 1,3 mmHg, Abb. 53). In beiden SAB-Gruppen zeigte sich bei Induktion
der SAB der charakterisierende ICP-Anstieg auf Werte tber 60 mmHg (durchschnittliche ICP-
Maximalwerte: SAB-Bay60: 81,4 £ 10,0 mmHg, SAB-Vehikel: 86,4 + 12,8 mmHg; p vs. Sham
jeweils < 0,0001) mit anschlieendem Abfall auf Werte um 30 mmHg (t = 15 min; SAB + Bay60:
p vs. Sham < 0,01; SAB + Vehikel: p vs. Sham < 0,01). Dabei zeigte sich kein signifikanter
Unterschied hinsichtlich der ICP-Werte zwischen den beiden SAB-Gruppen (t = 1 min: p =
0,83; t =15 min: p = 0,48). In der Durchblutungs-Messung zeigte sich in beiden SAB-Gruppen
bei Induktion der SAB ein Abfall der CBF-Werte auf unter 20% des Ausgangswertes (durch-
schnittliche LDF-Minimalwerte: SAH-Bay60: 2,4 £ 1,1 %, SAH-Vehikel: 6,9 £ 6,3 %; p vs. Sham
jeweils < 0,0001) mit anschlieRender Erholung dieser Werte in Richtung Ausgangswert. Auch
hier zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden SAB-Versuchsgruppen (t
=1 min: p =0,09; t = 15 min: p = 0,38). In der Sham-Gruppe zeigten sich ICP (Maximalwert:
6,1+ 1,3 mmHg) und CBF (Minimalwert: 92,4 + 3,4 %) tiber den 15-minitigen Uberwachungs-
zeitraum unverandert stabil.

Induktion SAB 150 Induktion SAB
80 Hekkk

125+

100
-O- SAB +Bay60-2770,n=7
-@- SAB +Vehikel,n=7

-O- Sham +Bay60-2770,n=4
MW + STABW

*%k

ICP [mmHg]

LDF [% Ausgangswert]
(3] ~
o 3]
1 1

p <0,01 vs. Sham
p <0,0001 vs. Sham

N
3]
1

*hkk

o

Zeit [min] Zeit [min]

Abbildung 53: Mittlere ICP- und relative LDF-Werte der drei Versuchstiergruppen vor, wéhrend und bis 15 Minuten
nach Induktion der SAB, bzw. Sham-Operation, jeweils drei Stunden vor Infusion.

3.4.1.6.2 Mittlerer arterieller Blutdruck (MAP)

Der MAP betrug in der SAB-Bay-60 2770-Gruppe zu Beginn 84,5 + 9,0 mmHg und zeigte sich
vor (t =-10 min), wahrend (t = 0 min bis t = 20 min) und nach (t = 30 min bis t = 50 min) Infusion
von Bay 60-2770 stabil mit einem Endwert von 79,8 £ 8,3 mmHg (p vs. t = -20 min: 0,24, Abb.
54). In der SAB-Vehikel-Gruppe lag der MAP-Ausgangwert bei 78,1 + 8,9 mmHg. Im Verlauf
zeigte sich der MAP-Wert vor (t = -10 min), wahrend (t = 0 min bis t = 20 min) und nach (t = 30
min bis t = 50 min) Vehikel-Infusion ebenfalls stabil mit einem Endwert von 74,7 + 19,3 mmHg
(p vs. t=-20 min: 0,51). Der Ausgangwert der Sham-Gruppe lag bei 83,1 + 10,5 mmHg. Wah-
rend der Infusion kam es ab t = 10 min zu einem signifikanten Abfall auf einen Endwert von
68,6 + 6,9 mmHg (t = 50 min; ab t = 10 min: p < 0,05 vs. t =-20 min und t = -10 min).
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Zwischen den MAP-Werten der drei Versuchsgruppen zeigte sich zu keinem Untersuchungs-
zeitpunkt ein signifikanter Unterschied.
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Abbildung 54: Mittlerer arterieller Blutdruck (MAP) der drei Versuchstiergruppen wahrend (verblindeter)
Infusion von Bay 60-2770 oder Vehikel ohne begleitende 2PM.

3.4.1.6.3 Durchblutung im A. cerebri media-Territorium

Die zerebrale Durchblutung zeigte sich in der LDF in allen drei Versuchsgruppen vor (t =-10
min), wahrend (t = 0 min bis t = 20 min) und nach (t = 30 min bis t = 50 min) der Infusion von
Bay 60-2770 oder Vehikel stabil (Abb. 55). Dabei stieg der Wert der SAB-Bay 60-2770 Gruppe
im Verlauf auf 107,6 + 9,7% des Ausgangswerts, der Wert der SAB-Vehikel-Gruppe auf 105,1
+ 5,9%. Dabei zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen (p =
0,13). Der Wert der Sham-Bay 60-2770-Gruppe betrug zum Versuchsende 99,9 + 3,3%, eben-
falls ohne signifikanten Unterschied zu den anderen Gruppen (p vs. SAB + Bay60: 0,19; p vs.
SAB + Vehikel: 0,07).

150
]
3
[72)
g’ 100 OM:Q:H:é -O- SAB +Bay60-2770,n=7
] -@®- SAB +Vehikel,n=7
g -O- Sham +Bay60-2770,n=4
é’ 0. MW + STABW
=,
(18
3 Infusion
0 T T T T 1
-20 0 20 40 60
Zeit [min]

Abbildung 55: Zerebrale Durchblutung wéhrend (verblindeter) Behandlung mit Bay 60-2770 oder Vehikel,
gemessen mittels LDF, ohne begleitende 2PM. Zur Auswertung standen nun die vollstdndigen lber die Dauer
des Experiments hinweg kontinuierlich erfassten LDF-Werte zur Verfligung.

65



3.4.2 Bay 41-2272 Versuche

3.4.2.1 Induktion der Subarachnoidalblutung

Der ICP-Ausgangswert lag zu Beginn bei 5,1 £ 0,7 mmHg. Nach Induktion der SAB zeigte sich
bei allen Tieren der charakteristische schlagartige Anstieg auf iber 60 mmHg (durchschnittli-
cher Maximalwert 86,7 £ 14,2 mmHg, p vs. -2 min < 0,001) mit anschlieendem Abfall des
ICPs auf Werte um 30 mmHg (p vs. -2 min < 0,001). Gleichzeitig dokumentierte sich im Rah-
men der CBF Messung ein korrelierender Abfall der zerebralen Durchblutung im MCA-Gebiet
auf LDF-Werte unter 20 % der Ausgangsdurchblutung (durchschnittlicher Minimalwert: 14,80
+ 5,3 %) mit anschlieender Erholung auf nahezu Normwerte (Abb. 56).
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Abbildung 56: ICP und LDF-Werte der Bay 41-2272 Versuchsgruppe wéhrend Induktion der SAB.

3.4.2.2 Mittlerer arterieller Blutdruck (MAP)

Zu Beginn lag der mittlere arterielle Blutdruck (MAP) in der Bay 41-2272 Versuchsgruppe bei
90,8 £ 7,7 mmHg (Abb. 57). Mit Beginn der ersten Dosis von 10 ug/kg KG Bay 41-2272 stieg
der MAP im Laufe der 30-mindtigen Infusion nicht-signifikant auf 95,93 + 10,14 mmHg (t = 20
min; p vs. - 20 min: 0,30). In der anschlieBenden Uberwachungsphase (t = 30 — 50 min) sank
der MAP ebenfalls nicht-signifikant auf 88,09 + 11,84 mmHg ab (t = 50 min; p vs. - 20 min:

0,63).
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Wahrend der anschlieBenden Bolus-Dosissteigerung auf 50 ug/kg KG sowie 300 ug/kg KG
Bay 41-2272 mit anschlieRender Uberwachung tber je zehn Minuten kam es ebenfalls zu kei-
ner signifikanten Veranderung der MAP-Werte (t = 70 min, 50 pyg/kg KG: 87,96 + 12,42 mmHg,
p vs. - 20 min: 0,61; t = 80 min, 300 pg/kg KG: 87,18 + 12,40 mmHg, p vs. - 20 min: 0,36).

3.4.2.3 Durchblutung im A. cerebri media-Territorium

Die zerebrale Durchblutung im untersuchten linksseitigen Media-Territorium blieb vor, wah-
rend und nach der Infusion von 10 ug/kg KG Bay 41-2272 stabil (100,8 + 9,2 % des Ausgangs-
werts bei t=30 min, Abb. 58). Auch unter Dosissteigerung von Bay41 auf 50 ug/kg KG sowie
300 pg/kg KG kam es zu keiner relevanten Veranderung der gemessenen CBF-Werte (50ug:
98,7 + 12,2%, 300 pg: 98,7 £ 12,7% des Ausgangswerts).
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4. Diskussion

4.1 Diskussion der Methodik

4.1.1 Modell der experimentellen Subarachnoidalblutung

Zahlreiche Tiermodelle wurden in der experimentellen Forschung zur Subarachnoidalblutung
seit der Beschreibung der ersten Injektions- und Perforationsmodelle®**3°" in den 70er Jahren
entwickelt. Derzeit werden vorrangig zwei Tiermodelle verwendet: Das endovaskulare Perfo-
rationsmodell und das Injektionsmodell.3%2*% Dabei wird das Injektionsmodell gegeniiber dem
Perforationsmodell insgesamt haufiger angewendet,**23% speziell im Mausmodell hat sich je-
doch insbesondere das endovaskulére Perforationsmodell etabliert.>*

Das endovaskulare Perforationsmodell beruht auf dem intravasalen Vorschieben eines Fila-
ments in der ACI bis zur Ruptur des Circulus arteriosus willisii an der Basis der MCA.3:249:302:305
Die genaue Durchfiihrung dieser Methode ist in Kapitel 2.1.2 ausfuhrlich beschrieben.

Beim autologen Injektionsmodell wird dem Versuchstier Eigenblut, bevorzugt aus der A. femo-
ralis entnommen, und direkt in den Subarachnoidalraum gespritzt.>*2% Dabei existieren so-
wohl hinsichtlich Injektionsort als auch Frequenz verschiedene Modelle. So kann die Injektion
einmalig®®®31% oder zweimalig, mit 24-48 Stunden Zeitabstand zwischen beiden Injektio-
nen, 30630730931 nd |okalisationsbezogen entweder in die Cisterna magna®*®='" oder prachias-
matische Cisterna®%23%9319312 grfolgen. Eine entsprechende Heterogenitat beziiglich der Ver-
teilung von Blut im Subarachnoidalraum als auch der induzierten Vasospasmen ist beschrie-
ben.302,310

Anforderung an ein optimales experimentelles Tiermodell zur Forschung an Subarachnoidal-
blutung wurden bereits 2000 von Schwartz et al definiert:*"

1) Einheitliche Blutablagerung im Subarachnoidalraum

2) GleichmaRiges Schwereausmal’ der Subarachnoidalblutung

3) Ein einer Aneurysmaruptur moéglichst nahekommender Mechanismus zur Induktion der
SAB

4) Gleiche Blutverteilung im Subarachnoidalraum wie bei einer aneurysmatischen SAB

5) Leichte Durchfiihrbarkeit

6) Vertretbarer Aufwand

Unter diesen Aspekten werden die Vor- und Nachteile beider Modelle deutlich:

Der wohl gréBte Vorteil des Injektionsmodells ist dessen niedrige Mortalitatsrate,306:308:310314.315

sodass mit vertretbarem Aufwand genligend Versuchstierzahlen und Daten generiert werden
kénnen. Durch die Volumen- und/oder Geschwindigkeit-gesteuerte Injektion wird eine einheit-
liche Blutablagerung und ein gleichmafiges Schwereausmall der SAB erreicht, ebenso ist
durch Injektion von Kochsalz-Lésung als Sham-Operation eine getrennte Untersuchung der
Relevanz der ICP-Steigerung sowie der Blutablagerung im Subarachnoidal-Raum fur patho-
physiologische Veranderungen nach SAB mdglich.20%308310315 7,dem ist das Modell leicht zu
etablieren und kostengiinstig durchzufiihren. 307310
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Nachteil des Injektionsmodells ist die fehlende Gefalruptur, damit fehlt eine wichtige patho-
physiologische Komponente der aneurysmatischen Subarachnoidalblutung. Entsprechend
sind die Induktion der SAB und der konsekutive ICP-Anstieg unabhangig vom MAP und wer-
den kunstlich durch die verwendeten Infusionsvolumina und -geschwindigkeiten be-
stimmt.292313318 Dabei werden meist geringere ICP-Anstiege erreicht im Vergleich zu Studien
mit endovaskularen Perforationsmodell. Dies entspricht einem geringeren Blutvolumen im
Subarachnoidalraum mit entsprechend geringerer zerebraler Schadigung und einem nicht der
klinischen Realitat entsprechenden guten bis sehr guten funktionellen Outcome.3%¢:314-31¢ Die
verwendeten Volumina und Geschwindigkeiten unterscheiden sich zudem zwischen den ein-
zelnen Studien und fiihren zu einer deutlichen Heterogenitat der Studienergebnisse.302313:316
Ein weiterer Nachteil der Methode ist die im hinteren Stromgebiet betonte Haufung von Va-
sospasmen. Durch die Injektion in die Cisterna magna kommt es zur vermehrten Verteilung
des Blutes um die Arteria basilaris und nur geringer um das A. cerebri anterior oder media-
Stromgebiet, zusatzlich kommt es zum Ubertreten von Blut in den Spinalkanal.*%3'® Auch wird
haufig eine ausreichende Induktion von Vasospasmen nur bei zweimaliger Injektion erreicht.%

Das endovaskulare Perforationsmodell zeichnet sich vor allem durch die genauere Imitation
der Pathophysiologie aus. So kommt es durch die Perforation zu einer Gefaliruptur ahnlich
der einer Aneurysmaruptur und einer vom Blutdruck abhangigen Subarachnoidalblutung mit
entsprechend hohem und pathophysiologisch dem klinischen Verlauf beim Menschen entspre-
chenden ICP-Anstieg und begleitend ausgepragtem Hirnddem,249:302:305.306:315317-319 Eo kommt
zu einer Verteilung des Blutvolumens insbesondere im vorderen und Media-Stromgebiet und
einer der humanen Klinik gleichenden Phase der Early Brain Injury mit begleitender Vasos-
pasmenformierung.®302314

Dieser dem klinischen Verlauf einer SAB sehr ahnliche pathophysiologische Ablauf der aus-
geldsten Subarachnoidalblutung bedingt auch die Nachteile dieses Modells. Da die Subarach-
noidalblutung MAP-abhéngig verlauft, ist sie schwer zu steuern, fiihrt zum Ubertritt eines nicht
vorhersehbaren Blutvolumens in den Subarachnoidalraum und resultiert in einer starken ze-
rebralen Schadigung mit entsprechend schlechtem funktionellen Outcome und hoher Mortali-
tat. 306308315 Entsprechend muss neben dem hohen technischen Aufwand dieser Methode auch
mit héheren Versuchstierzahlen gerechnet werden.

Aufgrund der genaueren pathophysiologischen Ablaufe und gleichartigen resultierenden ze-
rebralen GefalRschaden besitzt das endovaskulare Perforationsmodell insbesondere hinsicht-
lich der Untersuchung von Early Brain Injury einen hoheren translationalen Stellenwert®*'* und
wird trotz des héheren technischen Aufwands in dieser Arbeit verwendet.

4.1.2 Verwendung organischer Losungsmittel

Das vom Hersteller empfohlene Lésungsmittel fir Bay 60-2770 und Bay 41-2272 ist Dimethyl
Sulfoxid (DMSO0).*%32" In mehreren Publikationen wurden hiermit zufriedenstellende Losungs-
ergebnisse fir Bay 60-2770 und Bay 41-2272 erzielt und beide Substanzen in verschiedenen
Krankheitsmodellen erfolgreich eingesetzt.?76:233322:323

Bereits 1975 zeigten jedoch De la Torre et al*** in einem Affenmodell eine direkte Wirkung von
DMSO auf den intrakraniellen Druck (ICP). Weitere Studien bestatigten eine ICP-senkende
Wirkung insbesondere nach Schadelhirntrauma und zerebralen Blutungen, sowohl im Tiermo-
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dell*532¢ gls auch an Patienten.*?’*% Ebenso konnte experimentell als auch klinisch eine Stei-

gerung der Hirndurchblutung und des zerebralen Perfusionsdrucks unter DMSO-Therapie ge-
zeigt werden,325:330,331

Da in der vorliegenden Arbeit der intrakranielle Druck als Zielparameter der ausgelésten SAB
verwendet wird und eine Erhéhung der Hirndurchblutung ein Zielparameter der pharmakologi-
schen Intervention ist, eignet sich DMSO aufgrund eines moglichen intrinsischen pharmakolo-
gischen Effekts, der die Ergebnisse abfalschen kdnnte, nicht als Lésungsmittel. Es wurde ein
alternatives, oben beschriebenes Lésungsprotokoll mit Ethanol und PEG etabliert. Fir PEG
wurde in mehreren tierexperimentellen Arbeiten ein membranstabilisierender und somit poten-
tiell neuroprotektiver Effekt nach traumatischer ZNS-Verletzung beschrieben, jedoch ohne un-
mittelbaren Zusammenhang mit den funktionellen Hauptendpunkten der hier vorliegenden Stu-
die ICP, CBF und MAP.**2333 Einzelne Arbeiten zeigen jedoch einen Effekt von PEG auf Ge-
faRpermeabilitat sowie -durchmesser,??®2% sodass in dieser Arbeit nur der initiale Lésungs-
schritt mit PEG durchgefuhrt wurde, alle anschlieBenden Verdlinnungsschritte mit PBS, und
den potentiellen Einfluss von PEG mdglichst gering zu halten. Zusatzlich zeigte sich in den
Vorversuchen in der Vehikel-Kontroll-Gruppe kein Anhalt fir einen Eigeneffekt dieser Lo-
sungsmittelkombination, sodass nicht davon auszugehen ist, dass die beiden verwendeten
Substanzen in der angewendeten Konzentration die Ergebnisse der hier vorliegenden Studie
relevant verfalscht haben.

4.1.3 Autorequlationsvorgidnge als mogliche Stérquelle

Das Gehirn ist ein hoch stoffwechselaktives Organ, das aufgrund fehlender eigener Energie-
speichermdglichkeiten auf eine kontinuierliche Zufuhr von Sauerstoff und Energie angewiesen
ist.>343% Dieser hohe und kontinuierliche Energiebedarf spiegelt sich in der Verteilung des
Herzzeitvolumens wider: Wahrend das Gehirn nur 2% des Gesamtkdrpergewichts ausmacht,
bedarf es 15-20% des Herzzeitvolumens. 33433

Um diese konstante Durchblutung auch wahrend verschiedener systemischen Perfusionssitu-
ationen aufrechterhalten zu kénnen, findet eine konstante GefalRautoregulation statt. Dabei ist
der zerebrale Perfusionsdruck (CPP) abhangig vom mittleren arteriellen Blutdruck (MAP) so-
wie dem diesem entgegengesetzten intrakraniellen Druck (ICP) und Iasst sich wie folgt mathe-

matisch darstellen;33338:3%9

CPP = MAP — ICP

Die zerebrale Durchblutung (CBF) wird bestimmt vom CPP und dem zerebralen GefalRwider-

stand (cerebral vascular resistence, CVR):%*
CPP . MAP-ICP
CBF = R somit CBF = VR

Anhand dieser Gleichung wird deutlich, dass zum Erhalt einer konstanten zerebralen Durch-
blutung sich der vaskulare Widerstand gleichférmig zu einer Anderung im Perfusionsdruck
verandern muss. Bei einem Anstieg des MAPs oder Abfall des ICPs muss es zu einem Anstieg
des CVRs kommen und umgekehrt. Uber diesen Mechanismus kann der CBF insbesondere
in einem Bereich von 50 — 160 mmHg konstant gehalten werden.3**%37-*3 QOberhalb und unter-
halb dieses Bereichs versagt eine Regulation des CVRs und der CBF verhalt sich annahernd
linear proportional zum MAP (Abb. 59).3%
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Der zerebrale GefalRwiderstand wird im Wesentlichen durch vier Kompartimente beeinflusst:
Myogene sowie neurogene Gefallsteuerung, metabolische Einflisse sowie endotheliale Sig-

nalkaskaden:3®

Myogen kann bei Veranderung der Wandspannung eine kompensatorische Gegenregulation
durch Aktivierung der das Gefall umgebenden glatten GefalBmuskelzellen ausgelodst wer-
den.3*® Bei erhéhtem intravasalem Druck, etwa durch schnelle intravasale Injektion oder arte-
rielle Hypertension, kdnnen so durch gegenreaktive Vasokonstriktion Schwankungen im ze-
rebralen Perfusionsdruck ausgeglichen und eine kontinuierliche zerebrale Durchblutung ge-
wahrleistet werden.®%

Die endotheliale GefaRregulation mit NO als ihrem Hauptmediator und dem nachfolgenden
sGC-cGMP-Signalwegs wurde bereits zu Beginn der Arbeit ausfihrlich diskutiert.

Ebenso wie periphere werden auch zerebrale Blutgefalte sympathisch, parasympathisch und
sensorisch innerviert.**® Der Einfluss dieser neurogenen Komponente ist in der Literatur viel-
fach diskutiert, da eine komplette sympathische oder parasympathische Denervierung der Ge-
falke keine relevante Beeintrachtigung der GefaRautoregulation nach sich zieht 3333

Auch die metabolischen Parameter pO., pCO,, Wasserstoffionen (H*), Kalium (K*) und Ade-
nosin nehmen Einfluss auf den zerebralen GefalRwiderstand und erlauben eine Anpassung
des CBFs an lokale oder systemische Stoffwechselbediirfnisse.33*338:339

Far die vorliegende Arbeit von besonderem Interesse sind dabei 1) die myogene Komponente
aufgrund der intravendsen Verabreichung der Substanzen mit Veranderung des intravasalen
Volumens sowie die 2) endotheliale Regulation aufgrund des zugrundeliegenden Wirkmecha-
nismus der verwendeten Substanzen.

Insbesondere die myogene Komponente des zerebralen vaskuldaren Widerstands (engl. cere-
brovascular resistance, CVR) ist hinsichtlich der hier durchgeflihrten intravendsen Volumenin-
fusion von Bedeutung. Bei beeintrachtigter Autoregulation der zerebralen Gefalie kann eine
zu rapide und grof3volumige Infusion zu einem intravasalen Druckanstieg und damit verander-
tem transmuralen Druckgradienten flhren, der méglicherweise nicht mehr kompensiert wer-
den kann. Als Resultat bestiinde die Gefahr, unter Infusion eine vermeintlich pharmakologisch-
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induzierte Vasodilatation zu beobachten, welcher jedoch eine gestérte Autoregulation der ze-
rebralen Gefalle nach SAB zugrunde liegt.

Um diesem Effekt vorzubeugen, wahlten wir zum einen ein sehr geringes Infusionsvolumen
von 50 ul. Dies entspricht bei einem durchschnittlichen Blutvolumen von 1,5 — 1,875 ml der
Versuchstiere (Referenzwert fiir 25g schwere Versuchstiere®°) einem prozentualen Infusions-
volumen von 2,7 — 3,3 % des gesamtzirkulatorischen Volumens. Zur weiteren Vermeidung
einer infusionsinduzierten Vasodilatation wahlten wir einen Infusionszeitraum von 30 Minuten,
um die Volumenbelastung weiter zu verteilen. Passend hierzu zeigte sich in den mit Vehikel-
behandelten SAB-Versuchstiergruppen (siehe Ergebnis-Teil 3.4.1.5 und 3.4.1.6.3) kein signi-
fikanter Anstieg des CBFs und somit keine infusionsinduzierte Vasodilatation.

4.1.4 Mittlerer arterieller Blutdruck, Narkoseprotokoll

Das endovaskulare Perforationsmodell bedarf aufgrund seiner chirurgischen Invasivitat einer
adaquaten Anasthesie und Analgesie. Verschiedene Narkoseprotokolle wurden in der experi-
mentellen SAB-Forschung etabliert, insbesondere Protokolle mit der Verwendung von Isoflu-
ran, Sevofluran, Barbituraten, Chloralhydrat, Ketamin/Xylazin oder Medetomidin/Mida-
zolam/Fentanyl (MMF),**'3%2 Diese unterschiedlichen Narkoseprotokolle zeigen deutliche Un-
terschieden hinsichtlich der Pathophysiologie und der physiologischen Parameter nach expe-
rimenteller Subarachnoidalblutung.®*' So kommt es bei Verwendung von Isofluran und Barbi-
turaten zu einem Verlust der Autoregulation zerebraler Gefale sowie zu systemischer Vasodi-
latation mit konsekutiv erniedrigten MAP-Werten, ebenso ist ein Anstieg des ICPs unter Isof-
luran beschrieben.>*'3433% Die Verwendung von Chloralhydrat fiihrt ebenso wie Isofluran zu-
satzlich zu erniedrigten MAP-Werten zu einem Verlust des Cushing-Reflex nach SAB-Induk-
tion.3*'

Beide hier verwendeten Substanzen, Bay 60-2770 und Bay 41-2272, haben das Potential den
systemischen Blutdruck zu beeinflussen.?®#%” Um diese Wirkung der beiden Substanzen bei
den hier durchgefiihrten Experimenten als pharmakologische Nebenwirkung sicher beurteilen
zu kénnen, muss der Effekt des verwendeten Narkoseprotokolls auf den MAP als potenzieller
zusatzlicher Einflussfaktor moglichst geringgehalten werden. Entsprechend der oben genann-
ten hierfur relevanten Nebenwirkungen volatiler Anasthetika wurde im Rahmen der vorliegen-
den Studie eine Injektionsanasthesie gewahlt. Da fir die Dreifach-Kombination von Medetomi-
din/Midazolam/Fentanyl (MMF) ein nur geringer Einfluss auf MAP sowie ein Erhalt des physi-
ologischen Cushing-Reflex nach SAB beschrieben wurde und dieses bereits vielfach erfolg-
reich im hier verwendeten endovaskularen SAB-Modells verwendet wurde,??"34"** wurde das
MMF-Protokoll im Rahmen dieser Arbeit verwendet.

Ein weiterer zentraler Faktor fir die zerebrale Autoregulation ist der arterielle CO,-Partialdruck
(pCO2). So fuhrt eine Hyperkapnie mit Anstieg des pCO- zu einer reaktiven Vasodilatation und
Steigerung der zerebralen Durchblutung, eine Hypokapnie mit Abfall des pCO- fuhrt zu einer
Vasokonstriktion mit Reduktion der zerebralen Durchblutung.*¢2*” Sowonhl fiir Medetomidin,
Midazolam als auch Fentanyl ist eine atemdepressive Wirkung beschrieben.***3%° Um eine
Beeinflussung der Untersuchungsergebnisse der zerebralen Mikrozirkulation durch eine nar-
kose-bedingte Hypoventilation mit folgender Hyperkapnie zu vermeiden, wurden alle Ver-
suchstiere intubiert und mit einem physiologischen Ziel-Wert des endexpiratorischen CO, von
30 mmHg konstant ventiliert.
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4.1.5 Messung der zerebralen Durchblutung mittels Laser-Doppler-Flowmetrie und Einfluss
der Zweiphotonenmikroskopie

Sowohl die Laser-Doppler-Flowmetrie als auch die Zweiphotonenmikroskopie sind lichtba-
sierte Verfahren. Im Rahmen der in vivo Mikroskopie-Versuche mit Bay 60-2770-Intervention
zeigte sich eine deutliche Stérung der Laser-Doppler-Flowmetrie (LDF) durch den Laser der
Zweiphotonenmikroskopie, sodass die LDF-Messung bei diesen Versuchen nur eingeschrankt
auswertbar ist. Zu den bekannten allgemeinen Nachteilen der LDF zahlen die begrenzte Ein-
dringtiefe, die eingeschrankte raumliche Auflésung sowie die Empfindlichkeit gegenuber Be-
wegungsartefakten und Veranderungen der Gewebetemperatur.®*'%? Die Messmethode
selbst beruht auf dem Doppler-Effekt, also der Veranderung einer Wellenfrequenz durch die
Bewegung des jeweiligen Zielobjekts. Bei der Laser-Doppler-Flowmetrie wird das ausge-
sandte Laserlicht von den sich bewegenden Erythrozyten absorbiert und abhangig der Bewe-
gungsgeschwindigkeit der flieRenden Erythrozyten mit veranderter Wellenlange reflektiert.
Dieses Doppler-verschobene Laserlicht wird zusammen mit nicht-Doppler-verschobenem La-
serlicht von der LDF-Sonde detektiert und analysiert.?*®* Da die 2PM ebenfalls auf Emission
von Laserlicht basiert und die Detektion der LDF-Sonde nicht selektiv flir das von ihr selbst
ausgesandte Laserlicht ist, ist eine Beeinflussung des detektierten LDF-Signals durch das La-
serlicht der 2PM denkbar.

Entsprechend wurde eine zweite Versuchsreihe mit ausschliellicher LDF-Messung und Bay
60-2770-Intervention durchgeflihrt, so dass eine durchgehende LDF-Messung mdglich war.
Zudem kann diese zweite Versuchsreihe als interne Kontrolle mit Reproduktion der Ergebnisse
der ersten Versuchsreihe gesehen werden. Somit wird die Aussagekraft der durchgefiihrten
Intervention erhoht.

4.1.6 Westernblot-Verfahren

Alle Western Blots wurden nach einem standardisierten Methodenprotokoll durchgefiihrt mit
Verwendung Gel-Zusammensetzungen, identischer Antikdrperkonzentrationen, Blockierungs-
und Antikdrper-Inkubationszeiten sowie Belichtungszeiten. Dennoch ist eine perfekte Ver-
gleichbarkeit zwischen zwei Western-Blots bei nie véllig ausschliefbaren, wenn auch nur ge-
ringsten, Differenzen in den genannten Faktoren nicht erreichbar. Entsprechend ist der direkte
Vergleich gemessener Proteinexpressionen von Proben auf unterschiedlichen Western-Blots
nur eingeschrankt maéglich (nachfolgend als Interblot-Variabilitat bezeichnet). Um fur diese zu
adjustieren, wurden in explorativen Analysen relative Expressionsquotienten der auf einem
Blot analysierten Proben gebildet (Verhaltnis von intra- zu extrakortikalen Proteinexpressio-
nen, Veranderungen der Proteinexpression relativ zu einem Naiv-Tier), um eine bessere Ver-
gleichbarkeit zu erreichen. Zusatzlich wurden die Proben zweifach analysiert: 1) Verteilung je
einer gesamten Versuchstiergruppe pro Westernblot zur gezielten Darstellung der Unter-
schiede zwischen intra- und extrakortikalen Gefalken zum entsprechenden Zeitpunkt sowie 2)
Verteilung der Versuchstiergruppen Uber die Blots hinweg mit einem Versuchstier jeder
Gruppe pro Blot zur besseren Darstellung der Veranderungen Uber den zeitlichen Verlauf nach
SAB hinweg.
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4.2. Diskussion der Ergebnisse

4.2.1 Erfolgreiche Etablierung eines Protokolls zur zerebralen GefaRisolation

Eines der Hauptziele der hier vorgelegten Studie war die Etablierung eines GefaRisolations-
protokolls zur gezielten Isolation der intrakortikalen Mikrozirkulation gegenuber den extrakor-
tikalen GefaRen durch Kombination zweier vorbeschriebener Methoden.?*¢2*" Mittels des ers-
ten Protokolls erfolgte die mechanische Isolation der extrakortikalen pialen Gefalke, gefolgt
von einem kombinierten chemisch-mechanischen Protokoll zur Isolation der intrakortikalen
Gefalle von Hirnparenchym.

In einem ersten Schritt konnte bereits durch mikroskopische Begutachtung die erfolgreiche
Auftrennung zwischen GefalRen und Parenchymproben verifiziert werden. Zur Validierung des
Inhalts der gewonnenen Gefal3- und Parenchymproben wurde eine Western-Blot-Analyse flr
neuronale, endotheliale, perizytare und astrozytare Marker durchgefihrt.

Es fanden sich stark angereicherte Signale fur MAP2, ein neuronales Phosphoprotein und
Bestandteil des neuronalen Zytoskeletts,*** in den Parenchymproben, wéhrend in den Gefalk-
proben kaum bis kein Signal nachweisbar war, was auf eine feine Trennung von neuronalem
Gewebe von Gefalen hinweist. Gleichzeitig zeigte sich VE-Cadherin, ein hochspezifischer
Marker fir interzelluldre Adharens-Verbindungen zwischen GefaRendothelzellen,**® nach voll-
standig durchgefuhrtem GefaRisolationsprotokoll sowohl in der extra- als auch der intrakorti-
kalen GefalRprobe gegenliber der Parenchymprobe stark erhéht, was die erfolgreiche Anrei-
cherung und damit Trennung von GefalRen zu Parenchym in den jeweiligen Fraktionen unter-
streicht.

Zur weiteren Charakterisierung der erhaltenen Gefal3- und Parenchymproben wurden alle Pro-
ben auch auf astrozytare und perizytare Marker untersucht. AQP4, ein Wasserkanal-Protein
vorranging in astrozytaren EndfiiRen mit direktem Kontakt zu BlutgefaRen exprimiert,3*¢ war
nahezu ausschlief3lich in Gefal- und nicht in Parenchym-Proben nachweisbar. PDGFRRB, ein
Perizyten-spezifischer Antikdrper,®’ zeigte sich in GefaRproben ebenfalls stark angereichert,
in Parenchymproben zeigte sich nur ein geringes Signal.

Astrozytare EndfiRe und Perizyten bilden einen integralen Bestandteil der neurovaskularen
Einheit, welche maRgeblich an der Regulation der zerebralen Durchblutung beteiligt ist.>*® Im
Rahmen der SAB-Pathophysiologie konnten mehrere Studien zeigen, dass es nach SAB zu
einer friihen Beeintrachtigung der Funktion der neurovaskuléaren Einheit kommt.'393%9%" Dgs
nahezu ausschlief3liche Signal fur astrozytare EndfiiRe sowie das stark angereicherte Signal
fur Perizyten in beiden Gefalproben deutet auf eine nahezu vollstandige Erhaltung der neu-
rovaskularen Einheit wahrend des GefaRisolationsprotokolls hin, wobei anscheinend einige
Perizyten wahrend des Protokolls in die parenchymalen Proben ausgewaschen wurden. An-
gesichts der starken Beteiligung an verschiedenen Krankheitspathophysiologien macht die Er-
haltung der neurovaskularen Einheit diese angereicherten Gefaliproben noch wertvoller fur
weitere Analysen von funktionellen Veranderungen, z. B. in Proteinexpressionsanalysen.

Wahrend AQP4 vorrangig im Bereich astrozytarer EndfulRe exprimiert wird, ist GFAP ein In-
termediarfilament und kommt vorrangig im Zytoplasma von Astrozyten, aber auch anderen
Gliazellen des Nervensystems, vor.>*® Nach Durchfiihrung des GefaRisolationsprotokoll
konnte GFAP hierzupassend deutlich in der Parenchymprobe nachgewiesen werden, zusatz-
lich jedoch auch in allen Gefalproben.

74



Da GFAP im Gegensatz zu AQP4 im gesamten astrozytaren Zellkdrper exprimiert wird, ist es
nicht Uberraschend, dass das GFAP-Signal nicht nur in der parenchymalen Probe, sondern
auch in den GefalRproben mit darin enthaltenen astrozytaren EndfiiRen nachgewiesen wurde.
Interessanterweise zeigte sich das GFAP-Signal jedoch in der extrakortikalen Gefalprobe
deutlich gegenuber der Parenchymprobe erhoht. Eine mdgliche Erklarung kdnnte die GFAP-
Expression von meningealen Fibroblasten sein. Wahrend GFAP im Allgemeinen eher als spe-
zifischer Marker fiir Astrozyten angesehen wird, konnten Hainfeller et al. zeigen,*®? dass auch
Fibroblasten GFAP exprimieren kénnen, einschliellich der meningealen Fibroblasten. Diese
erhohten Signale kénnten daher eine Kombination aus an der neurovaskularen Einheit noch
anhangenden Astrozyten mit und meningealen Fibroblasten sein.

Nach Durchfihrung des hier prasentierten Gefalisolationsprotokolls zeigen sich somit in der
gewonnenen intrakortikalen Gefal3probe somit VE-Cadherin, PDGFRR und AQP4 als Marker
fur Endothelzellen, Perizyten und astrozytare Endflu3e angereichert, was den typischen Be-
standteilen der Blut-Hirn-Schranke entspricht.®®®* Auch in den extrakortikalen GefaRen zeigen
sich diese Marker angereichert im Vergleich zur Parenchymprobe, zusatzlich zeigt sich hier
jedoch auch GFAP im Vergleich zur Parenchymprobe angereichert. Im Gegensatz zu den Ge-
falBproben ist die Parenchymprobe durch eine signifikante Anreicherung von MAP2 als neuro-
nalen Marker, ebenso findet sich ein deutliches GFAP-Signal als ubiquitarer Astrozytenmarker.
Dies unterstreicht zusatzlich die erfolgreiche Isolation von Gefalten gegenliber Parenchymge-
webe, insbesondere gegenlber neuronalen Bestandteilen.

Zusammenfassend ermdglicht dieses neu etablierte kombinierte Gefalisolationsprotokoll eine
bessere Trennung von kleinen intrakortikalen, groRen extrakortikalen Gefaflen und Pa-
renchym. Dies eréffnet die Mdglichkeit der gezielteren Untersuchung von Stérungen innerhalb
der intrakortikalen Mikrozirkulation bei einer Vielzahl an zerebralen Pathologien ohne Einfluss
von Veranderungen oder gemessenen Normwerten innerhalb der extrakortikalen GefalRe oder
parenchymhaltigen Proben.

Trotz der hier durchgefihrten Charakterisierung der erhaltenen Gefal- und Parenchymproben
mussen jedoch auch die Limitationen des etablierten Protokolls bedacht werden. So erfolgt die
Auftrennung in die extrakortikale und intrakortikale GefalRprobe zu Beginn des Protokolls durch
mechanisches Entfernen der Meningen mit den darin enthaltenen Gefaflten. Durch diesen rein
mechanischen Schritt kann keine scharfe Trennlinie gezogen werden, bis zu welchem Ge-
fakdurchmesser somit Proben in welche Gefaliprobe isoliert werden.

Eine Moglichkeit, dies weiter einzugrenzen, ware die zusatzliche Darstellung der isolierten Ge-
fale mittels Immunhistochemischer Farbung zur gleichzeitig morphologischen Darstellung der
Gefale mittels endothelialer, neuronaler und glialer Marker. Insbesondere in Kombination mit
Markern flr glatte Muskelzellen sowie kann so eine genauere Differenzierung der Gefalde in
Arterien, Arteriolen oder Kapillaren, ebenso in Venolen und Venen erfolgen.*®* Dennoch er-
laubt die hier prasentierte Methode die bereits deutlich selektivere Untersuchung von enzyma-
tischen Veranderungen der Mikrozirkulation, weshalb diese im nachfolgenden Schritt zur Un-
tersuchung der Veranderungen des eNOS-sGC Signalwegs in der Mikrozirkulation nach SAB
verwendet wurde.
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4.2.2 Charakterisierung der Veranderungen des vaskularen NO-sGC-Signalwegs nach expe-
rimenteller SAB

4.2.2.1 Methodisch-bedingte Unterschiede zwischen intra- und extrakortikalen Gefa-
Ren

Eine Dysfunktion des eNOS-NO-sGC Signalwegs wird als relevanter Mechanismus der Pa-
thophysiologie der Early Brain Injury nach SAB betrachtet.”® Wahrend experimentelle in-vivo
Imaging-Studien bereits die direkte Untersuchung der fir die EBI charakteristischen Mikro-
vasospasmen auf Ebene der Mikrozirkulation erlauben, wurden Untersuchungen zu mikrozir-
kulatorischen Gefalveranderungen auf proteinchemischer Ebene meist stellvertretend an
besser zuganglichen pialen Gefalken (insb. A. basilaris) oder Gesamthirn-Lysaten unter-
sucht.?*'?** Eine Untersuchung der Veranderungen solcher proteinchemischer Veranderun-
gen gezielt in der Mikrozirkulation gestaltete sich bislang jedoch technisch schwierig.

Mit Etablierung des neuen Gefalisolationsprotokolls konnte im Rahmen der hier vorgelegten
Studie Veranderungen des eNOS-NO-sGC Signalwegs in intrakortikalen Gefallen durchge-
fuhrt werden, ohne auf stellvertretende Grof3gefalle, wie die A. basilaris, oder Gesamthirn-
Lysate mit beigemengtem Parenchym zurlickgreifen zu mussen.

Hierbei zeigte sich unabhangig der gewahlten Versuchsgruppe eine deutlich héhere Protein-
konzentration flir sGC und eNOS in den intrakortikalen Gefallen gegenuber den extrakortika-
len GefalRen. Dies ist am ehesten durch die zu erwartende hohere Dichte an Kapillaren und
Arteriolen in der intrakortikalen GefalRprobe zu erklaren, wohingegen sich in der extrakortikalen
Gefaliprobe mikroskopisch sichtbar vorrangig groRlumige GefalRe sowie begleitend menin-
geale Strukturen befinden. Wahrend Arteriolen und Kapillaren primar aus Endothelzellen, Pe-
rizyten, im Bereich des Gehirns im Rahmen der neurovaskularen Einheit zusatzlich astrozyta-
ren EndfiRen und wenigen glatten GefalRmuskelzellen (Arteriolen) bestehen, nimmt mit zu-
nehmender GefalRgroRe der relative Anteil an GefalBmuskelzellen und insbesondere elasti-
schem Bindegewebe zu.3** Die beobachtete relativ geringere eNOS und sGC Konzentration
in der extrakortikalen Gefal3probe ist somit zu einem Anteil auch auf einen relativ h6heren
Anteil an elastischem GefalRbindegewebe und meningealen Strukturen gegeniber der intra-
kortikalen Gefal3probe zurtickzuflhren, unterstreicht jedoch die erreichte Mehranreicherung
intrakortikaler und mikrozirkulatorischer Gefale in der intrakortikalen GefaRprobe und den
hiermit erreichten Mehrgewinn hinsichtlich der gezielten Analyse der Mikrozirkulation anhand
des neu etablierten Gefalisolationsprotokolls.

Hinsichtlich der pSer1177-vermittelten eNOS-Aktivierung fand sich keine allgemeine Erho-
hung in den intrakortikalen gegentber den extrakortikalen Gefaen. Diese wird jedoch auch
nicht auf die Gesamtproteinkonzentration normalisiert (3-Actin), sondern auf die jeweilige in
der Probe vorhandene eNOS. Ein ahnlicher Effekt wie oben beschrieben ist somit nicht zu
erwarten.

4.2.2.2 Spezifische Veranderungen des eNOS-NO-sGC Signalwegs nach SAB in intra-
und extrakortikalen GefalRen

Trotz der allgemeinen Erhéhung von eNOS und sGC in intrakortikalen Gefalproben zeigte
sich diese 3h und 24h nach SAB deutlicher ausgepragt. Um die Veranderungen nach SAB in
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der Mikrozirkulation deutlicher darzustellen und gleichzeitig fur die Interblot-Variabilitat bei je-
weils einer gesamten Versuchsgruppe pro Western-Blot zu korrigieren, analysierten wir die
relative sGC- und eNOS-Proteinexpression in intrakortikalen Gefalien im Verhaltnis zu den
jeweiligen extrakortikalen GefalRen. Hier zeigte sich bei 24 h nach SAB eine relative, jedoch
nicht signifikante, Erhéhung der sGC-Expression in den intrakortikalen Gefal3en. Zusatzlich
zeigte sich zunachst eine Zunahme der relativen pSer1177-vermittelten eNOS-Aktivierung in
intrakortikalen GefalRen 3h nach SAB gegenuber Sham-operierten Tieren, gefolgt von einer
signifikanten und progredienten Abnahme 24 bis 72 Stunden nach SAB.

Eine Dysfunktion der eNOS im Rahmen der EBI nach SAB wurde bereits in mehreren Studien
diskutiert, als mdgliche Ursachen wurden unter anderem oxidativer Stress und Mangel an Ko-
Faktoren diskutiert.2°6?'° Der deutliche Abfall des Anteils an pSer1177-eNOS in den intrakor-
tikalen GefalRen in dieser Studie zeigt zusatzlich eine Stérung der aktivierenden Phosphory-
lierung von eNOS als Pathomechanismus der eNOS-Dysfunktion wahrend EBI an.

Zur gezielteren Darstellung des zeitlichen Verlaufs der sGC-, eNOS-Expression und eNOS-
Aktivierung nach SAB wurden die Gefalproben im nachsten Schritt entsprechend im Sinne
von Zeitreihen (pro Western-Blot ein Versuchstier aus jeder Versuchsgruppe) aufgetragen.
Hier zeigte sich eine signifikante Erhéhung der sGC-Proteinkonzentration in intrakortikalen
Gefalten 24h nach SAB gegenlber naiven und Sham-operierten Tieren. Ein ahnlicher, jedoch
geringerer Effekt zeigte sich fur eNOS. Auch nach explorativer Korrektur fir die Interblot-Vari-
abilitat zeigte sich eine relative Erhéhung der sGC- und eNOS-Proteinexpression in intrakorti-
kalen Gefalen 24h nach SAB.

Die hier ausschlief3lich in intrakortikalen Gefalken beobachtete signifikante Erh6hung der sGC-
Proteinkonzentration zusammen mit dem begleitend beobachteten Trend einer erhdhten e-
NOS-Expression 24 Stunden nach SAB zeigt eine kompensatorische Hochregulierung dieser
beiden Enzyme insbesondere in der intrakortikalen Mikrozirkulation, nicht jedoch in den extra-
kortikalen GefalRen im Rahmen der Early Brain Injury nach SAB an. Diese wahrend der EBI
selektiv in den intrakortikalen GefalRen beobachtete Veranderung ist gut vereinbar mit den
Ergebnissen von in-vivo Imaging Studien,??®%*° die wahrend EBI ebenfalls vorrangig eine Sto-
rung der Mikrozirkulation nachweisen konnten bei bekannter erst spater auftretender Vasos-
pasmus-Formation der grol3en extrakortikalen Gefalde.

Zusammenfassend konnte im Rahmen dieser Studie erstmalig mittels proteinchemischer Me-
thoden gezeigt werden, dass es nach SAB wahrend EBI zu Veranderungen der sGC- und
eNOS-Proteinexpression speziell in den intrakortikalen Gefalden, jedoch noch nicht in den ext-
rakortikalen GefalRen kommt. Dies unterstreich die Relevanz der gezielten Untersuchung der
intrakortikalen Mikrozirkulation, sowohl fiir pathophysiologische Prozesse als auch fir thera-
peutische Ansatze nach SAB. Ebenso konnte eine reduzierte Aktivierung der eNOS durch
pSer1177-Phosphorylierung als weiterer Pathomechanismus der eNOS-Dysfunktion in intra-
kortikalen GefalRen nach SAB identifiziert werden.

Einschrankend muss erwahnt werden, dass die Analyse von sGC und eNOS mittels Western-
blot zunachst lediglich eine Aussage Uber die Proteinexpression als solche zulasst, nicht je-
doch Uber deren jeweilige Funktionalitat. Mit der Analyse von pSer1177 konnte der Anteil an
pSer1177-aktiviertem eNOS untersucht werden, inwieweit dieser Anteil der eNOS jedoch auch
funktionell aktiv ist, kann nicht mit abschlie3ender Sicherheit gesagt werden. Hierfiir musste
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eine Analyse der produzierten NO-Level erganzt werden. Zudem besitzt eNOS multiple akti-
vierende sowie deaktivierende Phosphorylierungsstellen, welche sich zusatzlich auf die Akti-
vitat der eNOS auswirken kdnnen.'®”'"° Die Veranderung dieser zusatzlichen Phosphorylie-
rungsstellen wahrend EBI sollte weiter untersucht werden.

Da es nach SAB aufgrund vermehrten oxidativen Stresses®® zu einer vermehrten Degradation
von sGC kommen kann,*®%37 kann trotz Nachweis von sGC mittels Untereinheiten-spezifi-
scher sGC Antikérper im Westernblot die gesamte sGC moglicherweise bereits funktionslos in
Untereinheiten degradiert vorliegen. Zum Funktionsnachweis konnte beispielsweise die Ver-
anderung der cGMP-Konzentration in den intra- und extrakortikalen GefalRen nach SAB mit
etablierten ELISAs untersucht werden.

4.2.3 Effekt der sGC nach experimenteller Subarachnoidalblutung

4.2.3.1 Erwarteter Wirkmechanismus der sGC-modulierenden Substanzen nach experi-
menteller Subarachnoidalblutung

Beide in dieser Studie eingesetzten Substanzen fuhren zu einer Stimulation der I6slichen Gu-
anylatzyklase: Wahrend Bay 60-2770 als sGC-Aktivator insbesondere auf die oxidierte und
somit inaktive Form der sGC wirkt, fuhrt Bay 41-2272 zu einer Stimulation der physiologisch
reduzierten sGC.?%2%° Erfolgreiche Stimulation der sGC fiihrt (iber Synthese von cGMP mit
anschliellender cGMP-vermittelter Phosphorylierung und Aktivierung multipler nachgeschal-
teter intrazellularer Signalwege unter anderem zur im Rahmen dieser Studie untersuchten Va-
sodilatation notwendigen Relaxation der glatten Muskelzellen. Nach SAB kommt es jedoch
durch Stérung des NO-sGC-cGMP-Signalwegs zu Vasokonstriktion mit Formierung von Mikro-
vasospasmen in Form von perlschnurartigen Mikrovasospasmen.'®?°” Die Abhangigkeit die-
ser Mikrozirkulationsstérung insbesondere vom Vorliegen eines NO-Mangels konnte bereits in
zahlenreichen tierexperimentellen Studien nachgewiesen werden, ebenso die mutmalliche
Verbesserung der Mikrozirkulation durch NO-Zufuhr, 227368370

Da oxidativer Stress ein Bestandteil der frihen posthdmorrhagischen Hirnschadigung nach
SAB ist** und entsprechend von einem vermehrten Vorliegen oxidierter sGC auszugehen ist,
wurde der Grofteil dieser Studie mit einem sGC-Aktivator durchgefihrt. Hierfir wurde mit Bay
60-2770 ein potenter Aktivator®®® zur Generierung moglichst eindriicklicher Effekte ausge-
wahlt. Es wurde dennoch auch der sGC-Stimulator Bay 41-2272 untersucht, um den Anteil der
Stimulation noch im physiologisch reduzierten Zustand vorliegender sGC nach SAB mitbeur-
teilen zu kdnnen.

Eine erfolgreiche Stimulation der sGC sollte &hnlich zu der von Terpolilli et al.?*” beobachteten
Vasodilatation nach Gabe von inhalativem NO zu einer Reduktion der Vasospasmen mit Va-
sodilatation fihren. Das funktionelle Korrelat sollte durch Verbesserung der Mikrozirkulations-
storung eine beobachtbare Zunahme der zerebralen Durchblutung sein.

4.2.3.2 Wirkung des sGC-Aktivators Bay 60-2770 auf die Mikrozirkulationsstérung
nach experimenteller SAB

Gruppeninterne Vorversuche ergaben die Zieldosis von 10 pg/kg KG fir eine intravendse Ver-
abreichung von Bay 60-2770 Unter hdheren Dosen wurde in gruppeninternen Vorversuchen
in gesunden Tieren ein systemisch relevanter vasodilatativer Effekt mit Abfall des mittleren
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arteriellen Blutdrucks verzeichnet, welche diese Dosierung fiir die Pharmakotherapie bei SAB
aufgrund der Gefahr einer systemischen Hypotension mit folglich reduziertem zerebralem Per-
fusionsdruck ausschlief3en. Unter der entsprechend gewahlten Dosis von 10 g/kg KG, verab-
reicht Uber 30 Minuten, zeigte sich keine quantitative Verbesserung der Mikrovasospasmen
drei Stunden nach SAB bei fehlender signifikanter Veranderung der absoluten und relativen
Spasmenanzahl, sowohl innerhalb der Interventionsgruppe als auch im Vergleich zur Vehikel-
Kontrollgruppe. Qualitativ zeigte sich ebenfalls keine Verbesserung der Mikrovasospasmen im
Sinne einer Verschiebung der Spasmenstéarke hin zu einem geringeren Schweregrad.

Eine generalisierte Vasodilatation als therapeutischer Effekt kann bei ausschlief3licher Aus-
wertung der punktuellen Einengungen der Mikrovasospasmen durch eine erhaltene Konstrik-
tions-/Baselinedurchmesser-Ratio kaschiert werden. Daher fiihrten wir eine Analyse des all-
gemeinen GefalRdurchmessers mit Verlaufsbeobachtung unter Infusion von Bay 60-2770 oder
Vehikel durch. Hier zeigte sich ebenfalls kein signifikanter Unterschied bei der mit Bay 60-2770
behandelten SAB-Gruppe, weder im zeitlichen Verlauf innerhalb der Gruppe noch im Vergleich
zur Vehikel-kontrollierten SAB-Gruppe. Somit zeigt Bay 60-2770 in der verabreichten Dosis
auch in Hinblick auf eine allgemeine Vasodilatation nach SAB keine therapeutische Wirkung.
Interessanterweise zeigte sich auch der mittlere arterielle GefaRdurchmesser in der Sham-
operierten-Kontrollgruppe unter Bay 60-2770-Therapie unverandert, so dass die fehlende the-
rapeutische Wirkung nicht primar im Zusammenhang mit der SAB-Pathologie zu stehen
scheint.

Bei Interferenz durch die laserbasierte Zweiphotonenmikroskopie wurde in einer zweiten se-
paraten Versuchsreihe mittels Laser-Doppler-Flowmetrie die zerebrale Durchblutung als phy-
siologisches Korrelat einer moglichen Verbesserung der Mikrozirkulation gemessen. Auch hier
zeigte sich keine signifikante Veranderung im zeitlichen Verlauf innerhalb der SAB-Gruppe
unter oder nach der Bay 60-2770-Infusion. Da sich auch kein signifikanter Unterschied zur
Vehikel-behandelten SAB-Gruppe zeigte, kann auch nicht von einem protektiven Effekt von
Bay 60-2770 im Sinne einer Stabilisierung oder eines Erhalts der zerebralen Durchblutung
ausgegangen werden. Da auch in dieser zweiten Versuchsreihe die Sham-operierte Gruppe
keine signifikante Veranderung unter Bay 60-2770-Therapie zeigte, scheint erneut nicht die
SAB-Pathologie ursachlich fur die fehlende therapeutische Wirkung zu sein.

Im Rahmen der friihen posthamorrhagischen Hirnschadigung nach SAB ist eine gestorte Au-
toregulation der zerebralen GefaRe bekannt.***"" Eine durch sGC-Aktivierung induzierte sys-
temische Vasodilatation mit Abfall des mittleren arteriellen Blutdrucks kénnte so zu einer feh-
lenden oder zu geringen Reaktion der zerebralen Gefalle flihren. Dies kdnnte sich in einem
trotz sGC-Stimulation unveranderten CBF bzw. bildmorphologisch gleichbleibende Vasokon-
striktion auBern und einen vorhandenen zerebralen Wirkeffekt kaschieren. Hiergegen spre-
chen jedoch einerseits die konstanten Werte des MAP-Monitorings wahrend Infusion von Bay
60-2770 in der SAB-Gruppe, ebenso der fehlende Effekt auf den CBF der Sham-operierten
Gruppe mit Bay 60-2770-Therapie. Die zerebrale Autoregulation der Sham-operierten Gruppe
sollte intakt sein und einen vorhandenen zerebralen Wirkeffekt von Bay 60-2770 aufzeigen.

Somit zeigt sich in dieser Studie sowohl bildmorphologisch als auch in einer zweiten Versuchs-
reihe mittel CBF-Messung kein therapeutischer Effekt der verabreichten Bay 60-2770-Dosis
auf die Mikrozirkulationsstérung nach SAB.
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Mehrere potenzielle Ursachen muissen hierfir diskutiert werden. So musste die initial ange-
strebte Dosis von 50 ug/kg KG Bay 60-2770 in dieser Studie aufgrund von Vorversuchen mit
hierunter deutlich induzierter arterieller Hypotension auf 10 ug/kg KG reduziert werden. Diese
reduzierte Dosis ist moglicherweise zu gering, um eine ausreichende Wirkung auf zerebrale
Gefale zu zeigen. Da jedoch auch klinisch eine arterielle Hypotension mit konsekutiver CPP-
Minderung eine gefiirchtete und zu vermeidende Komplikation nach SAB ist,*"? limitiert diese
Nebenwirkung nicht nur diese Studie, sondern auch einen potenziellen klinischen Einsatz.

Weiterhin fiihrt oxidativer Stress, wie im Rahmen der Early Brain Injury vorkommend,*®® zu
einer Verschiebung des sGC-Redox-Equilibriums hin zu einem zunehmenden Vorliegen oxi-
dierter sGC.?*® Oxidierte und Ham-freie sGC werden vermehrt tiber das Ubiquitin-Proteasom-
System abgebaut,**%%7 vermutlich vermittelt (iber die Ubiquitin E3 Ligase ,C-terminus of
Hsc70-interacting protein“ (CHIP).>"*37* Die Kinetik dieser sGC-Degradation nach experimen-
teller SAB ist noch nicht hinreichend untersucht, konnte jedoch eine mdgliche pharmakologi-
sche Intervention beeintrachtigen. Eine in-vitro-Studie der durch radikale Sauerstoffspezies
(ROS)-induzierten sGC-Degradation in urethralen glatten Muskelzellen zeigte interessanter-
weise einen stabilisierenden Effekt von Bay 60-2770 auf den ROS-induzierten sGC-Abbau,?”®
was einen friheren Interventionszeitpunkt nach experimenteller SAB zur Diskussion stellt.

Im Gehirn werden vor allem die beiden sGC-Isoformen a2 (NO-GC 1) und a2B2 (NO-GC 2)
exprimiert.3”>*"® Dabei ist eine unterschiedliche Verteilung sowohl neuronal hinsichtlich Préa-
und Postsynapse bekannt,*”*" als auch hinsichtlich der Expression in verschiedenen Hirnre-
gionen. So findet sich NO-GC 1 betont in Striatum und Cerebellum, NO-GC 2 insbesondere
im Hippocampus.3#? In vaskuldrem Gewebe wiederum ist insbesondere NO-GC 1 exprimiert.®®
Ob dies auch auf die zerebrale Mikrozirkulation Gbertragbar ist, oder auch hier regionsspezifi-
sche Unterschiede bestehen, ist bislang nicht bekannt. Zusatzlich besteht eine deutliche He-
terogenitat innerhalb der sGC-Untereinheiten mit unterschiedlichen Splicing-Varianten in ver-
schiedenen humanen Geweben als Grundlage gewebespezifischer sGC-Aktivitat.®** Welche
Isoform und in welcher Splicing Variante sGC in der zerebralen Mikrozirkulation vorliegt, ist
also nicht abschlieRend bekannt und kénnte einen mdglichen Einfluss auf die Ergebnisse die-
ser Studie haben. Wahrend fir manche sGC-Agonisten eine Selektivitat hinsichtlich der sGC-
Isoformen bekannt ist,*®? werden von Bay 60-2770 und auch Bay 41-2272 beide sGC-Isofor-
men stimuliert.*?3% Trotz der in verschiedenem Gewebe bestehenden sGC-Heterogenitét
sollte diese also keinen Einfluss auf einen potenziellen Wirkungseffekt innerhalb dieser Studie
haben.

4.2.3.3 Wirkung des sGC-Stimulators Bay 41-2272 auf die zerebrale Durchblutung nach
experimenteller SAB

Bay 41-2272 zeigt neben der Uber sGC-Stimulation vermittelten vasodilatatorischen Wir-
kung®®"?* auch antiinflammatorische Effekte?’>?% und scheint zusétzlich, wenn auch in gerin-
gerem AusmaR,?’ tiber Inhibition von PDE5 zu einer Erhéhung der cGMP-Konzentration zu
fihren.?®® Im Gegensatz zu Bay 60-2770 wirkt Bay 41-2272 jedoch nur auf die reduzierte
sGC,268.269.29 gtimuliert jedoch ebenfalls beide sGC-Isoformen, NO-GC 1 und NO-GC 2.%2 Ex-
ploratorisch fiihrten wir einen Therapieversuch mit Bay 41-2272 durch, auch zur Mitbeurteilung
der Stimulation noch im reduzierten Zustand vorliegender sGC nach SAB. Dabei zeigte sich
unter der Infusion von 10 ug/kg KG Bay 41-2272 keine Veranderung der zerebralen Durchblu-
tung im Stromgebiet der A. cerebri media. Auch unter Steigerung der Dosis auf 50 pg/kg KG
und einer Maximaldosis von 300 ug/kg KG zeigte sich keine signifikante Verbesserung der
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zerebralen Durchblutung. Der systemische Blutdruck zeigte sich unter allen drei Dosen eben-
falls konstant. In den gruppeninternen Vorversuchen zeigte sich in gesunden Kontrolltieren
jedoch eine Steigerung der zerebralen Durchblutung unter der Maximaldosis. Das fehlende
Ansprechen auf die Infusion scheint somit durch die SAB-Pathologie bedingt zu sein, vermut-
lich aufgrund eines vermehrten Vorliegens von oxidierter sGC. Dies steht weiterhin im Einklang
mit einer nur untergeordneten Rolle der PDE5-Inhibition®” als Wirkmechanismus. Einschran-
kend ist jedoch zu sagen, dass diese Versuchsreihe exploratorisch ohne Sham-Bay41-2272-
oder SAB-Vehikel-kontrollierte Vergleichsgruppen durchgefihrt wurde.

4.2.3.4 Alternativer NO-vermittelte Signalwege zur Vasodilatation

Neben Dosislimitation der eingesetzten Substanzen sowie friihzeitiger sGC-Degradation nach
SAB muss auch ein alternativer cGMP-unabhangiger Wirkungsweg des inhalativen NOs nach
SAB?% (iberlegt werden.

Wie bereits unter 1.5.1 beschrieben fiihrt der NO-sGC-cGMP-Signalweg Uber verschiedene
Regulationsmechanismen zu einer verminderten Kontraktilitat der glatten Muskelzellen mit re-
sultierender Vasodilatation. Neben dem oben beschriebenen Myosin Leichtketten Signalweg
sind auch verschiedene lonenkanale an der Kontraktilitdt der SMCs beteiligt, die teilweise
ebenfalls cGMP abhangig sind.

Bereits 1994 untersuchten Bolotina et al.**® einen direkten Effekt von NO auf Ca?*-abhangige
K*-Kanale (BK-Kanale) vaskularer glatter Muskelzellen. Dabei zeigten sie einen persistierend
signifikanten vasodilatativen Effekt von NO auch unter Inhibition von sGC durch Methylenblau.
Diese wahrend sGC-Blockade durch NO weiterhin induzierte Vasodilatation konnte durch Ein-
satz von Charybdotoxin, einem BK-Kanal-spezifischen Inhibitor, aufgehoben werden. Ahnliche
Ergebnisse konnten unter Blockade von sGC durch 1H-[1,2, 4]Joxadiazolo[4,3,-a]quinoxalin-1-
one (ODQ) gezeigt werden,*®® so dass eine direkte und cGMP-unabhangige Stimulation der
an der Vasodilatation beteiligten BK-Kanale durch NO diskutiert wird.*®” Neben dieser direkten
Stimulation der BK-Kanale scheint auch eine Inhibition von 20-Hydroxyeicosatetraensaure
(20-HETE) durch NO eine Rolle bei der BK-Aktivitat zu spielen. 20-HETE wird von glatten
Muskelzellen Cytochrom-P450-vermittelt aus Arachnoidonsaure synthetisiert und fuhrt Gber
Inhibition von BK-Kanalen zu Vasokonstriktion.*®® Unter sGC-Blockade konnten mehrere Stu-
dien experimentell einen inhibitorischen Effekt von NO auf 20-HETE zeigen, der zu einer
cGMP-unabhéngigen NO-vermittelten Vasodilatation flihrte.3%-3%'

Insgesamt fuhrt NO somit Gber drei mégliche Signalwege zu der an einer Vasodilatation betei-
ligten BK-Kanal-Aktivierung (vgl. Abb. 60):3%

1) sGC-cGMP-PKG vermittelte Phosphorylierung der BK-Kanale
2) Direkte NO-vermittelte Aktivierung der BK-Kanale
3) NO-vermittelte Inhibition von 20-HETE mit Disinhibition der BK-Kanale

81



Dabei scheint NO nicht selektiv einen dieser Signalwege zu bedienen, sondern Gber eine Kom-
bination dieser zu wirken. So konnte insbesondere auch in zerebralen GefalRen mit Untersu-
chung der A. cerebri media von Ratten und Hasen sowohl in vitro als auch in vivo eine gleich-
zeitig stattfindende cGMP-abhangige und cGMP-unabhangige BK-Kanal-vermittelte Vasodila-
tation nachgewiesen werden.**' Der unter inhalativem NO gesehene vasodilatative Effekt
nach SAB%?" beruht méglicherweise also, wenn auch nur teilweise, auf einem sGC-cGMP-
unabhangigem Mechanismus.

eNOS eNOS
L-Arginin L-Citrullin L-Cltrullm L-Arginin Endothelzellen

(\m- - )

HETE cGMP

+ +—J\\S§

Abbildung 60: Mégliche Wirkmechanismen von NO auf BK-Kanéle mit resultierender vasodilatatorischer Wirkung:
NO kann sGC-cGMP-abhéngig liber eine Aktivierung der PKG zur Phosphorylierung und Aktivierung von BK-Kanélen fiihren.
Uber eine Hemmung der 20-HETE-Synthese aus

BK-Kanal

K+
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5. Zusammenfassung und Ausblick

Die Subarachnoidalblutung (SAB) zahlt zu den hamorrhagischen Schlaganfallen und ist durch
eine hohe Letalitat sowie eine schlechte funktionelle Prognose bei Uberlebenden gekenn-
zeichnet. Urséachlich ist haufig die Ruptur eines Aneurysmas eines intrakraniellen arteriellen
GefaRes.*® Hierbei kommt es in der Regel zu einem plétzlichen Anstieg des intrakraniellen
Drucks, Abfall des zerebralen Perfusionsdrucks sowie der zerebralen Durchblutung (CBF) mit
Gefahr der globalen zerebralen Ischamie, gestorter GefaR-Autoregulation sowie mechani-
scher Kompression durch Hamatombildung. Die innerhalb der ersten 72 Stunden anschlie-
Rend auftretenden Veranderungen werden unter dem Begriff der Early Brain Injury (EBI) zu-
sammengefasst und umfassen morphologische Gefaliveranderungen, metabolisches Versa-
gen, eine gestorte lonen-Homaoostase, oxidativen Stress, Zellapoptose und inflammatorische
Vorgange. 92939

Als ein wesentlicher Bestandteil der Pathophysiologie der EBI wurden in den letzten Jahren
Vasospasmen der Mikrozirkulation des Gehirns identifiziert. Wahrend Vasospasmen der gro-
Ren intrakraniellen GefaRe erst ab Tag 3-14 nach SAB beobachtet werden,’®"® treten diese
Mikrovasospasmen bereits frih nach der initialen Blutung auf und konnten in mehreren expe-
rimentellen und klinischen Studien nachgewiesen werden.'®'%” Es wird vermutet, dass eine
Dysfunktion des eNOS-NO-sGC Signalwegs zur Ausbildung dieser Mikrovasospasmen bei-
tragt, da eine experimentelle Erhéhung der NO-Spiegel in mehreren tierexperimentellen Stu-
dien zu einer Verbesserung der Durchblutung der zerebralen Mikrozirkulation und der verblei-
benden neurologischen Defizite fihrte. Eine dedizierte proteinchemische Untersuchung der
Veranderungen des eNOS-NO-sGC in den Gefalden der Mikrozirkulation war bislang technisch
nicht moglich, bisherige Untersuchungen griffen meist stellvertretend auf die Untersuchung
grol3er, extrakortikaler Gefale oder auf Gesamthirn-Lysate inklusive Parenchyms zurlck.

Dennoch deuten diese Erkenntnisse darauf hin, dass eine Aktivierung des eNOS-NO-sGC-
Signalwegs ein vielversprechender therapeutischer Ansatz zur Verbesserung der Mikrozirku-
lation und zur Reduktion der Schaden nach einer SAB sein kdnnte.

Im Rahmen der hier vorgelegten Doktorarbeit wurde zunachst ein neues mechanochemisches
Protokoll zur gezielten Isolation der intrakortikalen Gefalke inklusive der Mikrozirkulation etab-
liert. Die dabei gewonnenen Proben mit intrakortikalen Gefalen, extrakortikalen Gefalken und
abgetrenntem Parenchym wurden anschlieRend im Westernblot-Verfahren mittels endothelia-
ler, neuronaler, perizytarer und astroglialer Marker charakterisiert und validiert. In den Proben
der intrakortikalen und extrakortikalen Gefalie zeigte sich dabei eine erfolgreiche Isolation der
gesamten neurovaskularen Einheit bestehend aus vaskularen Endothel-Zellen, Perizyten und
Astrozyten-EndfiiRen, bei nur gering nachweisbaren verbleibenden neuronalen Parenchym-
zellen. Eine erhdhte Expression von GFAP, einem vorrangig astrozytaren Parenchymmarker,
in der extrakortikalen Gefal3probe ist vermutlich auf Ko-Expression von GFAP durch menin-
geale Fibroblasten zu erklaren.

Passend zur erfolgreichen Isolation von GefalRproben konnten in der Parenchymprobe bei
deutlichem Nachweis neuronaler und astroglialer Zellen kaum mehr vaskulare Strukturen
nachgewiesen werden.

Nach Etablierung des GefaRisolations-Protokolls wurde im murinen endovaskularen SAB-Per-
forationsmodell die Veranderung der eNOS- und sGC-Expression sowie der eNOS-Aktivierung
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innerhalb der ersten 72 Stunden nach SAB speziell in der intrakortikalen Mikrozirkulation un-
tersucht. Hier zeigte sich 24 Stunden nach SAB eine Hochregulierung von sGC und eNOS
ausschlieBlich in den intrakortikalen, nicht jedoch in den gro3en extrakortikalen GefalRen. Nach
einer initial vermehrten eNOS-Aktivierung 3 Stunden nach SAB zeigte sich eine anschlielend
kontinuierliche Abnahme der eNOS-Aktivierung bis 72 Stunden nach SAB, ebenfalls aus-
schlie3lich in den intrakortikalen Gefal3en. Diese Ergebnisse unterstreichen zum einen die Be-
teiligung des eNOS-NO-sGC Signalwegs an der Pathophysiologie der Mikrovasospasmen im
Rahmen der Early Brain Injury nach SAB. Zum anderen unterstreicht dies deutlich die Rele-
vanz der gezielten Untersuchung der intrakortikalen Mikrozirkulation, sowohl fir das bessere
Verstandnis pathophysiologischer Vorgange als auch zur Testung therapeutische Ansatze
wahrend der EBI nach SAB.

In Tiermodellen konnte durch Zufuhr exogenen NOs eine Besserung der Mikrozirkulationssto-
rung mit Steigerung des CBFs bei gleichzeitiger Reduktion der Mikrovasospasmen gezeigt
werden.??” Da NO (iber den NO-sGC-cGMP-Signalweg zu einer physiologischen Vasodilata-
tion fihrt, 42143151183 gq|ite eine Stimulation mit direkter Modulation von sGC zu einem &hnli-
chen Effekt fuhren.

Im Rahmen dieser Studie wurde der Effekt des sGC-Aktivators Bay 60-2770 und des sGC-
Stimulators Bay 41-2272 auf die Mikrozirkulationsstérung 3 Stunden nach experimenteller
SAB im Mausmodell untersucht. Dabei zeigte sich weder bildmorphologisch in der in-vivo
Zweiphotonen-Mikroskopie der Mikrozirkulation noch in der biophysiologischen Darstellung
anhand des CBFs mittels Laser-Doppler-Flowmetry-Messung eine signifikante Besserung der
Mikrozirkulation nach Infusion der beiden Substanzen. Die maximal verabreichbare Dosis war
jedoch aufgrund einer systemischen Vasodilatation mit begleitender arterieller Hypotonie bei
héheren Konzentrationen der beiden Testsubstanzen eingeschrankt, sodass eine nicht aus-
reichbare Dosierung als Ursache fiir den fehlenden Therapieeffekt in Frage kommt.

Neben primar pharmakologischen Ursachen dieses fehlenden sGC-vermittelten Therapieef-
fekts muss jedoch auch eine fehlende Funktionalitat der sGC diskutiert werden. Moglicher-
weise kommt es im Rahmen der EBI trotz Hochregulierung der sGC zu einer vorzeitigen Pro-
teindegradierung, sodass diese fir eine Stimulation mittels sGC-Aktivatoren oder -Stimulato-
ren nicht mehr zuganglich ist. Eine Untersuchung der in den Gefal3proben enthaltenen cGMP-
Konzentrationen im zeitlichen Verlauf nach SAB, beispielsweise mittels eines ELISAs, wiirde
in der Zukunft zu einem besseren Verstandnis der verbleibenden Funktionalitat von sGC nach
SAB und der mikrozirkulatorischen Pathophysiologie wahrend der EBI beitragen.

Zusammenfassend konnte die Relevanz der gezielten Untersuchung der Mikrozirkulation fur
das Verstandnis der Pathophysiologie und zur Entwicklung neuer Therapieansatze wahrend
der ersten 72 Stunden nach SAB gezeigt werden. Die erfolgreiche Etablierung des neuen Ge-
faRisolationsprotokolls kann in Zukunft maf3geblich dazu beitragen, diese Veranderungen ge-
zielt zu untersuchen. Trotz mittels dieses Protokolls gezeigter Hochregulation von sGC und
eNOS in der intrakortikalen Mikrozirkulation nach SAB, verblieb eine pharmakologische Mo-
dulation von sGC mit dem sGC-Aktivator Bay 60-2770 und dem sGC-Stimulator Bay 41-2272
ohne therapeutischen Erfolg. Zukunftige Forschung sollte sich auf die detaillierte Untersu-
chung der Mikrozirkulation und des eNOS-NO-sGC-Signalwegs konzentrieren, um neue phar-
makologische Ansatze zu entwickeln und deren Wirksamkeit in klinischen Studien zu testen,
um die Versorgung und Therapie der Subarachnoidalblutung zu verbessern.
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6. Englische Zusammenfassung

Subarachnoid hemorrhage (SAH) belongs to the group of hemorrhagic strokes characterized
by high mortality and poor functional prognosis among survivors. Rupture of an intracranial
arterial aneurysm is one of the most common causes for SAH.*® This often results in a sudden
increase in intracranial pressure, a decrease in cerebral perfusion pressure and in cerebral
blood flow (CBF), with the risk of global cerebral ischemia, disrupted vascular autoregulation,
and mechanical compression due to hematoma formation. The initial 72 hours following SAH,
known as Early Brain Injury (EBI), encompass a series of pathophysiological changes including
vascular morphological alterations, metabolic breakdown, disrupted ion homeostasis, oxida-
tive stress, cellular apoptosis, and inflammation.®%*° Despite recent studies highlighting the
role of microcirculatory vasospasms and dysfunction of the eNOS-NO-sGC signaling pathway
during EBI,'%% 3 dedicated protein-chemical examination of changes in the eNOS-NO-sGC
signaling pathway specifically within the microvasculature has not been technically feasible.
Many studies therefore have used large extracortical vessels or whole brain lysates as proxy
for their investigations due to these technical limitations.

In this doctoral thesis, a novel mechanochemical protocol for the targeted isolation of intracor-
tical vessels including the microcirculation was established in a mouse model. Using endothe-
lial, neuronal, pericyte, and astroglial markers, Western blot characterization of these samples
demonstrated successful isolation of small intracortical vessels, as well as separated large
extracortical vessels. Western blot analysis further showed successful isolation of the entire
neurovascular unit, consisting of vascular endothelial cells, pericytes and astrocytic endfeet,
within these vessel fractions with minimal neuronal parenchymal cells remaining.

This successfully established isolation protocol was then applied to an endovascular perfora-
tion SAH mouse model, allowing for the detailed characterization of changes in eNOS and
sGC expression and eNOS activity specifically in intracortical vessels including the microcir-
culation. Within the first 24 hours post-SAH, a significant upregulation of sGC and eNOS was
detected in intracortical vessels, which did not occur in larger extracortical vessels. After an
initial increase in eNOS activity 3 hours post-SAH, again seen exclusively in intracortical ves-
sel, a continuous decrease in eNOS activity was observed in these vessels. These results not
only highlight the importance of the eNOS-NO-sGC signaling pathway regarding the patho-
physiology of EBI after SAH but also show the importance of the separate investigation of
changes in the microvasculature compared to large extracortical arteries.

In a second step, the effect of the sGC-activator Bay 60-2770 and the sGC-stimulator Bay 41-
2272 on microvascular dysfunction three hours after SAH was investigated in an endovascular
perforation SAH mouse model. Using 2-Photon-Microscopy in-vivo imaging and laser doppler
flowmetry (LDF), neither morphological changes in the microvasculature, i.e. reduction in mi-
crovasospasms, nor improvement in functional representation, i.e. an increase in CBF, were
detected following infusion of the two substances. This may be either due to insufficient dosing,
as systemic vasodilation and arterial hypotension at higher concentrations limit the use of
higher dosages, or due to premature protein degradation of sGC, despite upregulated expres-
sion levels in the microvasculature, preventing its activation.

In summary, this thesis shows the importance of targeted investigation of changes in the mi-
crocirculation to better understand the pathophysiology and potential treatment targets during
EBIin SAH. The successful establishment of the new vessel isolation protocol can significantly
contribute to specifically investigating these microcirculatory changes in the future. Despite the
demonstrated upregulation of sGC and eNOS in the intracortical microcirculation during EBI
using this protocol, a first pharmacological intervention using the sGC activator Bay 60-2770
and the sGC stimulator Bay 41-2272 remained without therapeutic success. Future research
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should focus on the detailed examination of the microcirculation and the eNOS-NO-sGC sig-
naling pathway to develop novel pharmacological approaches and test their effectiveness in

clinical trials to improve the management and treatment of subarachnoid hemorrhage during
EBI.
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