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1 Einleitung

1.1 Klinische Problematik

Der ischamische Hirnschaden ist die haufigste Ursache fir eine bleibende kérperliche Behinderung in
der Bevdlkerung [185]. Als Ischdmie bezeichnet man dabei die Abnahme der Durchblutung eines Ge-
webes. Je nach AusmalB der Minderperfusion kommt es zuerst zu einer Hemmung der Funktion, ge-
folgt von einer Hemmung des Metabolismus und zuletzt einer Schadigung der Struktur. Dabei wird
zwischen einer globalen und einer fokalen zerebralen Ischdmie unterschieden [43, 95]. Bei der globa-
len Ischamie betrifft die Durchblutungsabnahme das gesamte ZNS oder den grofiten Anteil beider
Hemisphéren. Sie resultiert z.B. aus einem Herz-Kreislaufstillstand oder einer Hypotension in Folge
von schweren Blutungen bei Polytrauma, Narkosezwischenfallen oder Herzrhythmusstérungen. Im
Gegensatz dazu ist bei der fokalen Ischdmie nur ein bestimmter Bereich des Gehirns betroffen. Bei
einem Schlaganfall handelt es sich in 85% der Falle um eine akute fokale zerebrale Ischamie, verur-
sacht durch den Verschluss einzelner Hirnarterien durch Thrombose oder Embolie. Selten wird die
Minderperfusion auch durch eine Verlegung von Hirnvenen oder den groRen vendsen Blutleitern (Si-
nus) hervorgerufen. In 15% der Félle ist der Schlaganfall Folge einer spontanen intrazerebralen oder
subarachnoidalen Blutung. In Deutschland erleiden pro Jahr etwa 180 Patienten pro 100.000 Einwoh-

ner einen Schlaganfall, die 1-Jahres-Uberlebens-Rate liegt unter 65% [79].

Neben dem priméren Gewebeschaden kommt es sekundar zu einer entziindungsbedingten Schéadigung
des Gewebes [24, 72]. Da der primare Schaden aufgrund des eingeschrénkten Regenerationspotentials
des Gehirns nicht therapierbar ist, kommt der Hemmung des sekundéren Hirnschadens eine besondere
Bedeutung zu. Um eine zielgerichtete Therapie zu ermdglichen, ist dazu das genaue Verstandnis der

pathophysiologischen Ablaufe notwendig.

1.2 Pathophysiologie des ischamischen Sekundarschadens

Die einzelnen Mechanismen, die zur Ausbildung des sekundéren Hirnschadens fiihren, sind bisher nur
unzureichend verstanden. Eine Reifung (,,maturation phenomenon*) nach zerebraler Ischdmie wurde
1975 erstmals von Ito et al. beschrieben [62]. In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass nach zerebraler
Ischdmie Neurone in selektiv vulnerablen Hirnarealen wie dem Hippocampus nicht unmittelbar,
sondern erst nach einem gewissen Zeitraum zugrunde gehen. Das Prinzip der Reifung wurde auch
beim Schadel-Hirntrauma, der Subarachnoidalblutung und zahlreichen anderen Erkrankungen des

zentralen Nervensystems beschrieben [4, 106, 163].



Die initiale Minderversorgung mit Sauerstoff und Néahrstoffen fiihrt zu einer direkten Schadigung der
Neurone. Dabei kommt es zu einem Abfall der ATP-Konzentration im ischamischen Parenchym.
Diesem folgt eine verminderte Aktivitat der Na/K-ATPase, es kommt zu einer Membrandepolarisation
durch einen Abfall der intrazellularen Kalium-Konzentration und einem Anstieg der intrazelluldaren
Natrium-Konzentration. Eine erhéhte Ausschittung verschiedener Neurotransmitter, wie z.B.
Glutamat oder Dopamin, fuhrt direkt zu einer Nervenschédigung. Ein Anstieg der intrazelluldaren
Calcium-Konzentration bewirkt die Aktivierung verschiedener Proteasen und die Bildung freier
Radikale und fiihrt dadurch zum ischdmischen Zelltod [87, 95].

Zusdtzlich treten Veranderungen der Mikrozirkulation auf, welche die kardinalen Symptome der Ent-
ziindungsreaktion widerspiegeln. So kommt es zu einer Vasodilatation zerebraler Gefale, verzégert zu
einer Erhéhung der GefaBpermeabilitat und zur Ausbildung eines vasogenen Hirnédems. Aufgrund
der anatomischen Verhaltnisse des Gehirns resultiert daraus ein erhéhter intrakranieller Druck. Dieser
wiederum flhrt zu einer Abnahme des Perfusionsdrucks und einer weiteren Abnahme der Blutversor-
gung des Gehirns [44-46].

Einen weiteren Schadigungsmechanismus stellt die Aktivierung von Leukozyten in der Mikrozirkula-
tion dar. In zahlreichen Organsystemen, Spezies und bei verschiedenen Krankheitsbildern wurden
Leukozyten-Endothelinteraktionen nachgewiesen. Durch vermehrte Expression von Adhdsionsmole-
kilen (darunter ICAM-1, P-Selektin und E-Selektin) auf der Oberflache der Endothelzellen kommt es
zu einer Adhésion von neutrophilen Granulozyten am GefaRendothel. Man unterscheidet mehrere
Schritte. Als Margination wird der Vorgang bezeichnet, bei dem die Leukozyten den Zentralstrom
einer postkapilldren Venole verlassen. Vermittelt durch Selektin-Rezeptoren folgt das Rollen der Zel-
len entlang der Gefalwand, eine intermittierende Interaktion der Leukozyten mit dem Gefalendothel.
Durch die verringerte Distanz zwischen Endothelzelle und Leukozyt kdnnen nun Mediatoren, darunter
Platelet-activating factor (PAF), Interleukin 8, Leukotrien B4 und Bradykinin, zu einer Aktivierung
der Zellen flhren [1, 27, 58, 198]. Daraus resultiert eine Konformationsverdnderung von Membranmo-
lekilen, den Integrinen, auf den Leukozyten, die eine Interaktion mit Rezeptoren auf der Endothelzelle
eingehen und zu einer festen Bindung der Leukozyten am Endothel fiihren kénnen. In der Folge
kommt es zur Extravasation der Zellen in das perivaskuldre Parenchym, wo sie zur Bildung toxischer

Mediatoren und zu einer zusatzlichen Schadigung des Gewebes beitragen [30, 87].

Neben der Aktivierung von Leukozyten gibt es zunehmend Hinweise auf eine Rolle der Thrombozy-
ten im Rahmen von Entziindungsreaktionen. Dabei kommt es, wie bei den Leukozyten, zu Interaktio-
nen zwischen Thrombozyten und Endothelzellen. Auch hier vermitteln endotheliale Selek-
tin-Rezeptoren (v.a. P-Selectin) zuerst ein Rollen der Thrombozyten entlang der Gefdwand mit dar-

auf folgender Aktivierung und Adhérenz [38, 70, 98]. Aktivierte Thrombozyten tragen zur Bildung



von reaktiven Sauerstoffspezies, Eikosanoiden, Chemokinen und Wachstumsfaktoren bei, wodurch
auch sie eine Gewebsschadigung hervorrufen [21, 37, 128, 156, 187].

Unter experimentellen Bedingungen konnte durch eine Hemmung der Leukozyten- und Thrombozy-
ten-Endothelinteraktionen durch Antikérper oder pharmakologische Inhibitoren bei verschiedenen
Krankheitshildern, wie z.B. Ischdmie oder Trauma, und verschiedenen Organsystem eine Protektion
erzielt werden [15, 22, 52, 88, 89, 112, 124, 139, 146, 147, 157, 162]. Diese Mechanismen stellen also

viel versprechende Mdglichkeiten zur Therapie verschiedener Krankheitsbilder dar.

Aufgrund der groBen Heterogenitat des GefaRendothels abhangig von Gefaltyp, Organ und Spezies
sind Ergebnisse, die in einem Bereich erzielt wurden, nicht auf einen anderen ibertragbar. Viele der
erwahnten Mechanismen der Leukozyten-Endothelinteraktionen sind in der zerebralen Mikrozirkulati-
on bestatigt worden. So wurde eine gesteigerte Expression von Adhésionsmolekiilen auf dem Gefa-
Rendothel des Gehirns histologisch nachgewiesen [170, 196]. Welche Adhésionsmolekiile und Media-
toren in vivo beteiligt sind, ist bisher jedoch nicht geklart. Auch bezuglich der Thrombozy-
ten-Endothelinteraktion in der zerebralen Mikrozirkulation gibt es bisher nur wenige Daten. Eine be-
sondere Bedeutung kommt dabei der Untersuchung der einzelnen Mediatoren zu. Diese spielen beim
Ablauf einer Entzlindungsreaktion eine zentrale Rolle, da haufig durch einen einzelnen Mediator eine
Vielzahl an Prozessen in Gang gesetzt wird. Hierzu gehért u.a. das Bradykinin, eine Substanz, die zum

Kallikrein-Kinin System gehort.

1.3 Das Kallikrein-Kinin System und seine Bedeutung ftr den ischami-

schen Sekundarschaden

Das Kallikrein-Kinin System besteht unter anderem aus den Kininen, den aktiven Metaboliten dieses
Systems, die aus natiirlich vorkommenden Proteinen, den Kininogenen, enzymatisch freigesetzt wer-
den. Die Aktivierung des Kallikrein-Kinin Systems lauft in mehreren Schritten ab. Eine Aktivierung
von Hageman Faktor (Faktor XII des plasmatischen Gerinnungssystems) durch Kontakt von Blut mit
negativ geladenen Oberflachen flihrt zur Aktivierung des Enzyms Kallikrein durch Spaltung des inak-
tiven Proenzyms Prékallikrein. Man unterscheidet ein in der Leber gebildetes plasmatisches (p) Kal-
likrein von verschiedenen im Gewebe vorkommenden (tissue, t) Kallikreinen. Kallikrein fuhrt zur
Spaltung der inaktiven Vorstufen der Kinine, den Kininogenen, wodurch die Kinine freigesetzt wer-
den. Das Nonapeptid Bradykinin wird dabei durch p-Kallikrein aus High Molecular Weight Kininogen
(HMWHK) freigesetzt, das Dekapeptid Kallidin durch t-Kallikrein aus Low Molecular Weight Kinino-
gen (LMWK) (siehe Abbildung 1). Die Kinine wirken an zwei verschiedenen Rezeptoren, dem Kinin
B: Rezeptor und dem Kinin B, Rezeptor. Bradykinin und Kallidin sind die Hauptagonisten am Kinin

B, Rezeptor. Zahlreiche Peptidasen, darunter Angiotensin Converting Enzyme, Kininasen | und I,

3



fiihren zu einer enzymatischen Spaltung der Kinine. Daraus resultieren meist inaktive Peptide. Eine
Spaltung durch Kininase | fiihrt zum Verlust des C-terminalen Arginins der Kinine. Es entstehen
des-Arge-Bradykinin und des-Arge-Kallidin, die beiden Hauptagonisten am Kinin B; Rezeptor [7,
141].

Faktor XII (Hagemann Faktor)

[Lasion ———o—p l

(Ischimie, Trauma...)
Faktor XIIa
I
I

Prakallikrein — Kallikrein
|
I

Kininogen — Kallidin
<+ --- Aminopeptidase
\ 4

BradyKkinin

Kininasen === -»

\ /

Abbauprodukte

Abbildung 1: Schema zur Aktivierung des Kallikrein-Kinin Systems und Freisetzung von Bradykinin.
Kommt es in einem Organ, durch eine Lasion verursacht, zu einer Aktivierung von Hagemann Faktor
(Faktor XII), aktiviert dieser wiederum Prakallikrein. Das entstandene Kallikrein spaltet nun Kinino-
gen, wodurch Kallidin freigesetzt wird. Durch eine enzymatische Spaltung von Kallidin durch Amino-
peptidasen entsteht Bradykinin, welches durch verschiedene Kininasen weiter gespalten werden kann.
(Durchgezogene Linien: Freisetzung einer Substanz aus der Vorstufe; gestrichelte Linien: Enzym,
welches zu einer Spaltung fuhrt).

Im zentralen Nervensystem verschiedener Spezies konnte sowohl die Existenz der verschiedenen Be-
standteile des Kallikrein-Kinin Systems als auch deren Rolle bei verschiedenen pathophysiologischen
Vorgéangen nachgewiesen werden [137]. Kinine sind an der Eréffnung der Blut-Hirnschranke und der
Odembildung nach Trauma und Ischamie beteiligt [66, 169, 182, 183]. Lehmberg et al. konnten zei-
gen, dass eine Antagonisierung der Kinin Rezeptoren nach globaler zerebraler Ischdmie zu einer Re-
duktion der Leukozyten-Endothelinteraktionen fuhrt [90]. Auch in anderen Organsystem, wie zum
Beispiel dem Pankreas von Ratten oder der Haut von Mé&usen gibt es Hinweise fur eine Rolle des Kal-
likrein-Kinin Sytems bei der Aktivierung von Leukozyten [1, 56]. Shigematsu et al. konnten zeigen,
dass im Mesenterium der Ratte die lokale Applikation von Bradykinin zu einer konzentrationsabhéan-
gigen Initiierung von Leukozyten-Endothelinteraktionen flihrt [161]. Ob dies auch fur die zerebrale
Mikrozirkulation gilt ist bisher unklar. Ebenfalls nicht geklért ist ein moglicher Einfluss des Kal-

likrein-Kinin Systems auf Thrombozyten-Endothelinteraktionen.



Durch Hemmung des Kallikrein-Kinin Systems durch Kinin B, Rezeptor-Antagonisten bei zerebraler
Ischdmie konnte eine Reduktion des sekundaren Hirnschadens erzielt werden [99, 145]. Diese Daten
sprechen fiir eine zentrale Rolle des Kallikrein-Kinin Systems bei der Entwicklung des sekundéaren
Hirnschadens. Die Detailmechanismen sind dabei weitgehend unbekannt, deren Verstandnis ist fiir

eine zielgerichtete Therapie jedoch unbedingt nétig.

1.4 Fragestellung

Zielsetzung der vorliegenden Arbeit war es daher, den Einfluss von Bradykinin auf die zerebrale
Mikrozirkulation unter besonderer Berlcksichtigung der Leukozyten- und Thrombozyten-
Endothelinteraktion im experimentellen Tiermodell zu untersuchen. Mittels intravitalmikroskopischer

Techniken sollten folgende Fragestellungen beantwortet werden:

1. Fuhrt Bradykinin zu Veranderungen in der zerebralen Mikrozirkulation mit Verdnderungen
der regionalen Perfusion, der funktionellen Kapillardichte, der GefaBdurchmesser und der Ge-
falpermeabilitat?

2. Kommt es durch Bradykinin ~ zur  Auslésung  von Leukozyten-  und
Thrombozyten-Endothelinteraktionen in der zerebralen Mikrozirkulation?

3. Findet sich eine Dosis-Wirkungsbeziehung und

4. konnen die Bradykinin-induzierten Effekte durch die Gabe spezifischer Kinin-

Rezeptorantagonisten gehemmt werden?






2 Methodik

Die Untersuchungen wurden von 2001 bis 2004 am Institut fir Chirurgische Forschung der Lud-
wig-Maximilians-Universitat Miinchen (Kommissarischer Leiter: Prof. Dr. med. A. Baethmann) mit
Genehmigung der Regierung von Oberbayern (Tierversuchsvorhaben AZ. 211-2531-16/98) durchge-
fuhrt.

2.1 Versuchstiere

Als Versuchstiere dienten 96 mannlichen Gerbils — mongolische Wistenrennméuse (Meriones ungui-
culatus). Die Tiere wurden im Tierstall des Instituts fur Chirurgische Forschung geziichtet (Stamm-
zucht der Firma Janvier Elevage, Le Genest — St-Isle, Frankreich). Die Haltung der Wistenrennmause
erfolgte in Macrolonkéfigen Typ 3 bei 22°C Raumtemperatur, 60 % Luftfeuchtigkeit und einem kunst-
lichtgesteuerten zwolf Stunden Tag/Nachtzyklus. Zur Versorgung standen beliebig Trinkwasser und
Futter (Trockenfutter, SSniff Spezialdiaten, Soest, mit 18.000 I.E./kg Vit. A, 1280 I.E./kg Vit. D3 und
120 mg/kg Vit. E) zur Verflgung. Bei Durchflihrung der Versuche hatten die Tiere ein Mindestalter
von 12 Wochen und ein Kdérpergewicht von 65 — 75g.

2.2 Experimentelles Modell

2.2.1 Anasthesie

Die Narkose der Versuchstiere wurde mit den Inhalationsanasthetika Halothan (Halocarbon Laborato-
ries, River Edge, New Jersey, USA) und Lachgas durchgefiihrt. Das verwendete Gasgemisch bestand
aus Lachgas mit Anreicherung von 27% Volumenanteil Sauerstoff und Halothan. Der inspiratorische
Sauerstoffgehalt wurde oximetrisch (Oxidig, Dragerwerke AG, Liibeck) kontrolliert. Ein abgeschnit-
tener und gepolsterter Spritzenkopf (20 ml Spritze, Braun Melsungen AG, Melsungen) wurde iber die
Schnauze der Versuchstiere gesetzt. Zwei in den Spritzenkopf eingepasste Gummischlauche dienten
zur Einleitung und Absaugung des Narkosegases, das zugefiihrte Volumen des Gasgemisches betrug
dabei 0,5 I/min. Durch die wéhrend des gesamten Versuchsablaufs bestehende Spontanatmung der
Versuchstiere war eine Intubation unnétig.

Der Volumenanteil von Halothan im Gasgemisch wurde wéhrend der Einleitung auf 4%, fur den Zeit-
raum der chirurgischen Préparation auf 1,5% und wahrend der Intravitalmikroskopie auf 0,6 — 0,8%
eingestellt. Dadurch wurde zu jedem Zeitpunkt eine ausreichend tiefe Narkose und eine konstant stabi-

ler mittlerer arterieller Blutdruck (MAP) erreicht.



2.2.2 Temperatur

Die Korpertemperatur der Versuchstiere wurde durch eine untergelegte Heizplatte (Effenberger, Pfaf-
fing) bei 37°C konstant gehalten, wobei die Temperatur Uber eine rektale Temperatursonde automa-
tisch geregelt wurde. Die Kalotte und das kranielle Schéadelfenster wurden mit einer auf 37°C erwarm-

ten Kochsalzlésung superfundiert, um eine lokale Hypothermie zu verhindern.

2.2.3 Chirurgische Préaparation
2.2.3.1 Arterieller und venoser Katheter

Die kontinuierliche Messung des arteriellen Blutdrucks erfolgte Uber einen Kunststoffkatheter in der
linken A. femoralis. Der Katheter hatte einen Auflendurchmesser von 0,61 mm und einen Innen-
durchmesser von 0,28 mm (Fa. Portex, Hythe, England). Durch eine Perfusorpumpe (Perfusor secura,
B.Braun, Melsungen) wurde der Katheter kontinuierlich mit isotoner Kochsalzlésung (0,2 mi/h, Fre-
senius, Bad Homburg) gespiilt. An den Katheter war ein Druck-Transducer (DTX Plus, Fa. Spectra-
med, Dusseldorf) angeschlossen, welcher zur Erfassung des arteriellen Blutdrucks mit einem Mess-
aufnahmesystem (Plugsys System, Hugo Sachs Elektronik, March-Hugstetten) verbunden war. Die
Daten wurden fir die gesamte Versuchsdauer durch einen Computer mit Hilfe der Software DASY-
Lab (DASYLab V 5.02.20, Datalog GmbH, Moénchenglattbach) erfasst und aufgezeichnet.

Die Fluoreszenzfarbstoffe und Inhibitoren wurden Uber einen vendsen Zugang infundiert. Zu diesem
Zweck wurde ein Kunststoffkatheter (Dimensionen s.o., Fa. Portex, Hythe, England) in die linke V.

femoralis eingesetzt.

2.2.3.2 Karotiskatheter

Ein weiterer Kunststoffkatheter (Dimensionen s.o., Fa. Portex, Hythe, England) wurde, um die lokale
Infusion von Bradykinin in die A. carotis interna zu ermdéglichen, in die A. carotis externa implantiert.
Zu diesem Zweck wurde die Haut zwischen Unterkiefer und Unterhautfettgewebe mobilisiert. Darauf-
hin wurden die linke A. carotis communis in ihrem Verlauf entlang der Trachea bis zur Bifurkation
und der proximale Anteil der A. carotis interna und externa dargestellt. Nach Abklemmung der A.
carotis externa an der Bifurkation wurde diese mobilisiert und ca. 2 mm distal der Bifurkation durch-
trennt. In dem so entstandenen Gefalstumpf wurde der Katheter fixiert. Danach wurde die GefaR-
klemme entfernt und die Katheterspitze bis zur Bifurkation vorgeschoben. Dabei wurde genau darauf
geachtet, dass die Katheterspitze nicht in das GefaBlumen der A. carotis communis oder der A. carotis

interna hineinragte. Durch eine weitere Perfusorpumpe (SP100i Syringe Pump, World Precision In-



struments Inc, Sarasota, USA) wurde auch dieser Katheter fortlaufend mit isotoner Kochsalzlésung
(0,12 ml/h, Fresenius, Bad Homburg) gesplilt.

Wahrend der gesamten Praparation wurde besonders auf die Schonung der umliegenden Strukturen,
wie z.B. den Truncus vagosympathicus und den N. phrenicus, und eine kontinuierliche Durchblutung

der A. carotis interna geachtet.

2.2.3.3 Transdurales Schadelfenster

Bei der Durchfiihnrung der bisher beschriebenen Praparationsschritte befand sich das Versuchstier in
Rickenlage. Zur Anlage des transduralen Schadelfensters wurde das Tier in Bauchlage in eine stereo-
taktische Halterung (Mod. 51600, Stoelting Co., Wood Dale, IL, USA) eingespannt. Die Galea der
parietalen Kalotte wurde (iber eine Lange von ca. 2,5 cm aufgeschnitten und die Hautrdnder mit Sei-
denfaden (Starke 3 — 0, Fa. Ethicon, Nordersted) zur Seite gezogen. Nach Ldsung des Periosts von der
linken parietalen Kalotte, wurde in diesem Areal die Schadeldecke mit einem elektrischen Bohrer
(Rewatronik, Miinchen), in dessen Bohrfutter ein Rosenbohrer (Durchmesser der Spitze 0,6 mm, Fa.
Aesculap, Tuttlingen) eingespannt war, unter kontinuierlicher Kiihlung rechteckig bis auf die Lamina
interna abgefrast. Hierdurch entstand ein 5 x 5 mm messender Knochendeckel, welcher vorsichtig mit
einer Pinzette von der Dura mater abgehoben wurde. Bei Verletzungen der Dura mater wurde das Tier
vom Versuch ausgeschlossen. AnschlieBend wurden die Hautfaden tber ein Widerlager gespannt und

der dadurch entstandene Trichter von ca. 1 cm Hohe mit Kochsalz gefillt.

Spulldsung
Objektiv

N

:} Schidelknochen

Hirngewebe

Dura mater

Abbildung 2: Schematische Darstellung des Schadelfensters mit geschlossener Dura mater in Seiten-
ansicht.

2.2.4 Laserdoppler-Fluxmetrie

Die mikrovaskuldre Perfusion wurde mit dem Laser-Doppler Flowmeter PeriFlux 4001 Master (Peri-
med, Stockholm, Schweden) bestimmt. Die Wellenldnge des von einer Halbleiterlaserdiode erzeugten
monochromatischen, kohadrenten Lichts betrug 770 — 790 nm. Durch eine Glasfaseroptik (Fiberop-
tik-Sonde, Probe 4/5 — 2/0, Perimed, Stockholm, Schweden) wurde das Laserlicht zum Gewebe und
das reflektierte Streulicht zum Photodetektor geleitet, welcher aus den Photonen ein elektrisches Sig-
nal produziert. Mit Hilfe jeweils einer Messsonde auf der parietalen Kalotte beidseits wurde der korti-

kale Flux beider Hemispharen wahrend der gesamten Dauer der intravitalmikroskopischen Untersu-
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chungen ermittelt und entsprechend den Blutdruckwerten lber das Messaufnahmesystem am Compu-

ter aufgezeichnet.

2.2.5 Markierung durch Fluoreszenzfarbstoffe

2.2.5.1 Kontrastverstarkung des Plasmas

Die Darstellung der pialen Gefale unter dem Mikroskop wurde durch die intravendse Injektion von
0,3 ml einer 0,5% L&sung des Fluoreszenzfarbstoffs Texas Red Dextran mit einem Molekulargewicht
von 70.000 Dalton erreicht (Molecular Probes, Inc., Eugene, OR, USA). Die Applikation des Farb-

stoffs erfolgte einmal zu Beginn des Untersuchungszeitraums als Bolus.

2.2.5.2 Invivo Markierung der Leukozyten

Um die Leukozyten in der pialen Mikrozirkulation darzustellen, wurde der Fluoreszenzfarbstoff Rho-
damin 6G (CysH31CIN,O3, Molekulargewicht: 497.02, Merck, Darmstadt) intravends injiziert. Dieser
Farbstoff gelangt in die Zellen, wo er in Abhangigkeit vom Membranpotential in den Mitochondrien
akkumuliert (Horobin et al. 1990 und Rashid et al. 1990). Wahrend des gesamten Versuchs wurde 1
ml einer 0,02% L&sung verabreicht. Die Gabe des Farbstoffs erfolgte als Bolus zu Beginn der intravi-
talmikroskopischen Untersuchungen und zusétzlich jeweils zur Bestimmung der arterio-vendsen Tran-

sitzeit.

2.2.5.3 Invitro Markierung der Thrombozyten

Zur lIsolation und Farbung der Thrombozyten in vitro wurden 1,5 ml Vollblut durch Herzpunktion
eines syngenen Spendertieres gewonnen. Das Blut wurde auf zwei Polypropylen-Réhrchen (10 ml,
Becton Dickinson, Heidelberg, Germany) mit jeweils 0,4 ml eines ACD-Stabilisators
(ACD-Stabilisator nach U.S.P. Form B: 23 mM Zitronensaure, 53 mM Trinatriumzitrat, 74 mM Glu-
kose), 20 ul Prostaglandin E; (PGE;, Serva, Heidelberg) und 0,5 ml D-PBS (Dulbecco phophate buffe-
red saline, Pan Systems, Aidenbach) verteilt. Das Blut wurde im Anschluss fiir 10 min bei 130 g
zentrifugiert. Daraufhin wurde das thrombozytenreiche Plasma aus den beiden Polypropy-
len-Rohrchen in jeweils ein neues Réhrchen mit 0,6 ml des ACD-Stabilisators, 40 ul PGE; (Serva,
Heidelberg) und 1 ml D-PBS (Pan Systems, Aidenbach) gegeben. Nach Hinzufligung des Fluoreszenz-
farbstoffes CFDA-SE (aminoreactive succinimidylester carboxyfluorescein-diacetat, Molecular Pro-
bes, Eugene, OR) wurde das thrombozytenreiche Plasma bei 1430 g fur weitere 10 min zentrifugiert.
Das resultierende Pellet wurde in 0,5 ml D-PBS (Pan Systems, Aidenbach) aufgeldst. AnschlielRend

wurden die Konzentration der Thrombozyten und die Reinheit der Suspension durch den Coulter A°T
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Counter (Coulter, Miami, Florida, USA) untersucht. Vor Beginn der intravitalmikroskopischen Unter-
suchungen wurden dem Versuchstier 200 x 10° fluoreszenzmarkierte Thrombozyten intravends inji-

ziert.

2.2.5.3.1 Kontrolle der Thrombozytenfunktion in vitro

Die Funktionsfahigkeit der Thrombozyten wurde in vitro durch die Durchflusszytometrie Uberprift.
Dazu wurden mit dem Durchflusszytometer FACSort (Becton Dickinson, Heidelberg) wiederholt
Messungen der Thrombozytensuspension unterschiedlicher Spendertiere durchgefiihrt. Die Messungen
erfolgten nach Isolation der Thrombozyten im Vergleich zu Thrombozyten im Vollblut und nach Sti-
mulation der Thrombozytensuspension mit ADP (200 uM, Sigma, Deisenhofen) und Thrombin (hu-

man thrombin, 1 U/ml, Sigma, Deisenhofen).

2.2.5.3.2 Kontrolle der Thrombozytenfunktion in vivo

Die Untersuchung der Thrombozytenfunktion in vivo erfolgte bei vier Versuchstieren mit Hilfe der
Intravitalmikroskopie. Bei der Préparation dieser Tiere wurde auf die Anlage eines Karotiskatheters
verzichtet, der Versuchsaufbau war identisch mit den Untersuchungen nach Bradykinin-Infusion (sie-
he unten). Zur Initiierung der Thrombozyten-Endothelinteraktionen wurde das Prinzip der Photo-
thrombose angewandt. Dazu wurde zu Beginn der Intravitalmikroskopie der Farbstoff Photosan
(2mg/kg KG, Haematoporphyrin-Equivalent, Seehof-Laboratorium, Wesselburenerkoog) intravends
verabreicht. Es folgte darauf die Untersuchung verschiedener arterioldrer und venolarer Gefalab-
schnitte von 100 um Lé&nge. Insgesamt wurden 14 Arteriolen und 16 Venolen untersucht. Nach Auf-
zeichnung des GefaRdurchmessers mit dem TX-2-Filterblock folgte eine kontinuierliche Beleuchtung
und gleichzeitige Aufnahme des jeweiligen GefaRsegments mit dem L3-Filterblock tber 8 Minuten.
Die Videoaufnahmen wurden zu einem spateren Zeitpunkt offline ausgewertet, wobei die Anzahl der
rollenden und adhdrenten Thrombozyten (ber einen Zeitraum von 30 Sekunden 0, 2, 4 und 6 Minuten

nach Beginn der Beleuchtung ermittelt wurde.

2.2.5.4 Kontrolle der Blut-Hirnschranke

Zur Untersuchung der Integritat der Blut-Hirnschranke wurden am Ende des Akutversuchs 0,3 ml
einer 0,2 % Lo6sung des Fluoreszenzfarbstoffes Na'-Fluoreszein (CyH1,0s, Molekulargewicht:
332.31) intravends injiziert. Im Anschluss an die Injektion des Farbstoffes und 20 min danach wurde
eine intravitalmikroskopische Aufnahme angefertigt. Bei Schadigung der Blut-Hirnschranke tritt der

Farbstoff aus den Blutgefalien aus und farbt das Hirnparenchym an.
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Farbstoff Markierung Exzitationsmaximum Emissionsmaximum

Texas Red Dextran Plasma 595 nm 615 nm

Rhodamin 6G Leukozyten 528 nm 551 nm

CFSE Thrombozyten 494 nm 518 nm

Na*-Fluoreszein Blut-Hirnschranken- 494 nm 520 nm
Integritat

Tabelle 1: In der Intravitalmikroskopie eingesetzte Fluoreszenzfarbstoffe, deren Exzitations- und
Emissionsmaximun und die durch den jeweiligen Farbstoff markierte Struktur.

2.2.6 Bestimmung des kleinen Blutbildes

Vor und nach Injektion der fluoreszenzmarkierten Thrombozyten in das Versuchstier und am Ende des
gesamten Versuchs wurden jeweils bei dem Versuchstier iber den arteriellen Katheter 50 ul Vollblut
in heparinisierte Réhrchen (MultiCap, Bayer, 473823, 60 ul, 130 — 200 I.E./mL Na/Li/Ca Heparin
titriert mit KCI) entnommen. Es folgte die Bestimmung des kleinen Blutbildes der Proben durch einen
Coulter A°T Counter (Coulter, Miami, FL). Folgende Parameter wurden dabei ermittelt:

- Anzahl der Leukozyten

- Anzahl der Thrombozyten

- Hamoglobin

2.2.7 Intravitalmikroskopie

2.2.7.1 Aufbau des Intravitalmikroskops

Der Arbeitsplatz der Intravitalmikroskopie bestand aus einem Orthoplan-Epiilluminationsmikroskop
(Fa. Leitz, Wetzlar), welches auf einer 300 kg schweren Granitplatte montiert war. Die gesamte
Einheit stand auf einem Metallunterbau mit pneumatischen FuRen. Die stereotaktische Halterung mit
dem Versuchstier wurde auf einem Tisch mit Kugelgelenk fixiert, wodurch die Orientierung des
Mikroskopieareals ermdglicht wurde. Der Kipptisch war auf einem Kreuztisch (Fa. Leitz, Minchen)
montiert, welcher durch einen elektrisch steuerbaren Schrittmotor (IXEC, Phytron, Grobenzell)
Bewegungen auf horizontaler Ebene in 25 pm Intervallen ermdglichte. Dadurch konnten pro Versuch
mehrere regions of interest (ROI) ausgewahlt und nach Protokollierung der x-y-Koordinaten zu den
verschiedenen Messzeitpunkten exakt wieder angesteuert und analysiert werden. Eine 75 Watt
Xenon-Gasentladungslampe (XBO 75 W/2, Fa. Leitz, Minchen) wurde als Anregungslichtquelle
eingesetzt. Das Licht durchlief zuerst ein 7 mm dickes Hitzefilter (Fa. Leitz, Miinchen) und eine

variable lIrisblende, daraufhin wurde es durch eine Filterkombination gelenkt. Der Einsatz der
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Auflicht-Fluoreszenzeinrichtung Ploemopak (Fa. Leica, Wetzlar) ermdglichte dabei den wechselnden
Einsatz  verschiedener  Filterkombinationen durch eine  Schnellschaltvorrichtung.  Diese
Filterkombinationen waren in austauschbaren Filterblocken untergebracht und bestanden aus einem
jeweils aufeinander abgestimmten Anregungs-, Reflexions-Kurzpass- und Sperrfilter. Dadurch war die

separate Darstellung mit unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen gefarbter Strukturen méglich.

Filterblock  Fluoreszenzfarbstoff ~ Anregungsfilter Teilerspiegel  Sperrfilter

L3 CFSE BP 450 -490nm RKP510nm  BP 525/20 nm
Na*-Fluoreszein

N3 Rhodamine 6G BP 546/12 nm RKP 565 nm  BP 600/40

TX?2 Texas Red Dextran BP 560/40 nm RKP 595 nm  BP 645/75

Tabelle 2: Spektren der Ploemopak-Auflichtilluminatoren. BP: Bandpassfilter, RKP: Reflexi-
ons-Kurzpalfilter.

Durch verschiedene Objektive (Salzwasser-Immersionsobjektiv 25x 0,6 numerische Apertur oder Ob-
jektiv 10x 0,22 numerische Apertur, Leitz GmbH, Wetzlar) wurde das Licht auf die Praparation gelei-
tet. Das 25x Objektiv wurde zur Untersuchung der Mikrozirkulaton verwendet, zur Uberpriifung der
Blut-Hirnschrankenintegritat das 10x Objektiv. Dabei wirkte das jeweilige Objektiv gleichzeitig als
Kondensor, in dem es das durch die Anregung emittierte Fluoreszenzlicht zum Reflexi-
ons-KurzpaRfilter Ubertrug. An diesem wurde es aufgrund seiner groBeren Wellenldnge abgelenkt und
gelangte Uber den Sperrfilter und einen weiteren Spiegel zum Okular (Periplan 10x, Leitz GmbH,
Wetzlar) oder (ber einen C-Mount-Adapter zu einer Videokamera. Bei der Videokamera handelte es
sich um eine hochauflésende Silizium Intensified Target (SIT) Restlichtkamera (C2400-08, Fa. Ha-
mamatsu Photonics, Herrsching) mit einer Sensitivitat von 50 pA/uW im Wellenldngenbereich von
400 - 650 nm. Die generierten Videosignale wurden durch einen Videorekorder (AG-7350, Panasonic,
Miinchen) mit einer Frequenz von 50 Halbbildern/Sekunde auf S-VHS Videobéndern (H471S, SVHS,
SE 180, Fuji Photo Film Co., LTD. Tokyo, Japan) aufgenommen, tber einen Videozeitgenerator
(VTG-33, FOR-A-Company Ltd., Japan) wurden zusdtzlich das Datum und die Uhrzeit (2/100
sec.-Schritte) eingespielt. Die Betrachtung der Versuchsszenen in Echtzeit wurde in 930-facher Ver-

groRerung durch einen Trinitron Farbmonitor (PVM-2730 QM, Sony, Kéln) ermdéglicht.

2.2.7.2 Mikroskopieareal

Nach Abschluss der chirurgischen Préparation wurde das Versuchstier unter dem Intravitalmikroskop
positioniert und das transdurale Schadelfenster in der horizontalen Ebene ausgerichtet. Danach wurden
mit dem 10x Objektiv geeignete Bereiche der parietalen Hirnrinde fir die Intravitalmikroskopie ermit-

telt. Besonders wurde darauf Wert gelegt, dass die pialen Gefalte nicht von gréReren GefalRen der Dura
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mater (berdeckt wurden und die zu untersuchenden GefaRe in einer Fokusebene lagen. AnschlieRend
wurden mit dem 25x Objektiv die verschiedenen ROIs ausgewéhlt und deren Koordinaten protokol-
liert. Bei den Versuchstieren wurden jeweils zwei Gebiete mit einer Arteriole und einer Venole in
Nachbarschaft zueinander, zwei Gebiete mit einer Arteriole, zwei Gebiete mit einer Venole und zwei
Gebiete mit vorwiegend kapillaren GefaRen untersucht. Die ROIs mit den Arteriolen und den Venolen
wurden jeweils 10 Sekunden mit dem TX-2-, 30 Sekunden mit dem N3- und 30 Sekunden mit dem
L3-Filterblock aufgezeichnet, die ROIs mit den kapillaren GefaRen wurden 10 Sekunden mit dem

TX-2- und 30 Sekunden mit dem N3-Filterblock aufgezeichnet.

2.2.7.3 Quantitative Auswertung der Intravitalmikroskopie

Die auf Videoband aufgezeichneten intravitalmikroskopischen Versuchszenen wurden nach dem Ver-
such quantitativ ausgewertet. Die folgenden Parameter wurden dabei untersucht:

- GefaRdurchmesser von Arteriolen und Venolen [um]

- Leukozyten-Endothelinteraktionen [n x 100um™ x min™]

- Thrombozyten-Endothelinteraktionen [n x 100um™ x min™]

- funktionelle Kapillardichte [cm™]

- arterio-vendse Transitzeit [sec]
Die Wiedergabe der Versuchszenen erfolgte tber einen Videorekorder (AG-7350, Panasonic, Min-
chen) auf einem Videomonitor (Sony Trinitron PVM-2130QM, Kd&ln), an welchem die Leukozyten-
und Thrombozyten-Endothelinteraktionen ermittelt wurden. Durch eine an den Videorekorder ange-
schlossene Videokarte (PXC 200 Frame Grabber, Imagenation Corporation, Portland, Oregon, USA)
konnten einzelne Bilder digitalisiert werden. In den digitalisierten Bildern wurden die GefaRdurch-
messer und die Kapillardichte mit der Bildverarbeitungssoftware Caplmage (Version 7.3, Ingenieurbii-
ro Dr. Zeintl, Heidelberg) bestimmt. Dabei lag bei dem verwendeten Computersystem mit 19 Zoll
CRT-Monitor (N110S, Auflésung: 1024x768 pixel, V7 Videoseven, Ingram Micro Distribution

GmbH, Heisenbergbogen, Dormach) eine 630-fache VergréRerung vor.

2.2.7.3.1 GefaRdurchmesser

Die arterioldaren und venolaren Gefaldurchmesser wurden in den digitalisierten Videobildern mit der
Software Caplmage (Ingenieurbiiro Dr. Zeintl, Heidelberg) bestimmt. Es wurden dafiir Versuchszenen
mit dem TX-2-Filterblock ausgewéhlt. Der Wechsel von hellem, mit Texas Red Dextran gefarbtem
Plasma zum ungeférbten Endothel galt als GefaBgrenze. Zur Messung des Durchmessers wurde zuerst
ein Punkt am Rand des zu messenden GefaRes mit dem Cursor markiert, darauf wurde ein zweiter
Punkt méglichst senkrecht zum GefaBverlauf am gegeniberliegenden Gefalirand markiert. Das Bild-

verarbeitungsprogramm summiert daraufhin die Anzahl der Pixel zwischen beiden Punkten und ermit-
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telt die dazwischen liegende Strecke. Alle Messungen wurden dreifach durchgefiihrt und der Mittel-
wert der Messungen wurde als Durchmesser [um] dokumentiert. Es wurde besonders Wert darauf
gelegt, dass die Messungen zu den verschiedenen Zeitpunkten immer an denselben Gefasegmenten

durchgefiihrt wurden.
2.2.7.3.2 Kapillardichte

Zur Bestimmung der Kapillardichte wurden Videobilder untersucht, die mit dem N3-Filterblock auf-
gezeichnet wurden. Die Messung erfolgte nach Kontrastierung der Gefae mit Rhodamin 6G. Dabei
wurde davon ausgegangen, dass nur perfundierte Kapillaren durch die Rhodamin-Injektion dargestellt
wurden. Kapillaren, die z.B. durch einen Leukozyten verlegt waren, wurden nicht durch das Kon-
trastmittel abgebildet. Nach Digitalisierung der Videobilder wurden die Kapillaren im Bildverarbei-
tungsprogramm per Hand in einem Areal von 0,072802 mm? nachgezeichnet, woraus die Software die

Lange der Kapillardichte pro Flache [cm™] errechnete.

2.2.7.3.3 Rollen von Leukozyten und Thrombozyten

Die Auswertung der rollenden Leukozyten und Thrombozyten in postkapillaren Venolen erfolgte
quantitativ am Videomonitor. Die Anzahl der rollenden Zellen wurde dabei in einem GefaRabschnitt
von 100 pm Léange und Gber 30 Sekunden als n x 100 pm™ x min™ protokolliert. Als Kriterien fiir das
Rollen der Zellen galten folgende Definitionen: Ein rollender Leukozyt oder Thrombozyt hat Kontakt
mit der GefaBwand. Die Geschwindigkeit eines rollenden Leukozyten oder Thrombozyten ist im Ver-
gleich zur Geschwindigkeit des Zentralstroms deutlich reduziert. Ein rollender Leukozyt oder Throm-

bozyt dreht sich um die eigene Achse.

2.2.7.3.4 Adharenz von Leukozyten und Thrombozyten

Analog zur Anzahl rollender Leukozyten und Thrombozyten wurde auch die Anzahl adharenter Leu-
kozyten und Thrombozyten in postkapillaren Venolen bestimmt. Dabei galt als Kriterium, dass eine
Zelle mindestens 20 Sekunden an der GefaRwand haften musste, ohne sich zu bewegen. Die Auszah-
lung erfolgte in demselben GefaRabschnitt wie bei den rollenden Leukozyten und Thrombozyten ber

einen Zeitraum von 30 Sekunden. Die Ergebnisse werden als n x 100 pm™ x min™ wiedergegeben.

2.2.7.3.5 Arterio-vendse Transitzeit

In Erganzung zur Laserdoppler-Fluxmetrie wurde die arterio-vendse Transitzeit zur Bestimmung der

mikrovaskuldaren Durchblutung herangezogen. Diese Methode ermdglicht die lokale Untersuchung der
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Durchblutung in den Arealen der Intravitalmikroskopie. Dabei ist die Zeit, die ein intravends verab-
reichter Indikator bendétigt, um vom arteriellen in den vendsen GefalRabschnitt zu gelangen, die arte-
rio-venodse Transitzeit (AVTT). Diese ist umgekehrt proportional zur Durchblutung und kann somit als

MaR fiir die lokale Perfusion des Gewebes dienen.

VolumenV 1
Durchblutun = Durchblutun =
8¢ Zeitt 80 AVTT

Gleichung 1: Die regionale Durchblutung des Gewebes als Funktion der arterio-vendsen Transitzeit
(AVTT).

Bei der Durchfiihrung der Versuche wurde ein Bolus von 30 ul Rhodamin 6G (Konzentration s.0) zu
den jeweiligen Untersuchungszeitpunkten in die V. femoralis injiziert und eine intravitalmikroskopi-
sche Aufnahme eines Areals mit einer Arteriole und einer Venole wahrend des gesamten Zeitraums
von Anfluten bis Auswaschen des Indikators in Arteriole und Venole angefertigt.

Die Videosequenzen wurden nach dem Versuch mit einem Computer digitalisiert und mit Hilfe der
Bildanalysesoftware KS400 (Carl Zeiss AG, Gottingen) analysiert. Die Software untersuchte dabei
uber einen Zeitraum von 6 Sekunden der Videosequenz alle 273 Millisekunden ein Bild. Jeweils ein
Messfenster mit einer GréRe von 40 x 40 Pixel wurde Uber die Arteriole und die Venole gelegt. Die
Software ermittelte darauf von jedem der insgesamt 22 Bilder die Indikatorintensitat als mittleren
Grauwert der Pixel in den Messfenstern. Die Ergebnisse wurden anschlieBend in Tabellenform
ausgegeben. Zur weiteren Bearbeitung wurden die Daten in ein Tabellenkalkulationsprogramm (Excel,
Microsoft, Seattle, USA) importiert, in welchem aus den Grauwerten die arterio-vendse Transitzeit
berechnet wurde. Dies wurde durch eine spezielle Rechenmatrize, die pro Aufnahmesequenz ca. 800
Rechenschritte durchfuihrte, bewerkstelligt. Die einzelnen Rechenschritte basieren auf der
Integral-Differenz-Methode, die 1993 von Rovainen et al. vorgestellt wurde [150] und sind in Abb. 3
erklart. Das Prinzip der Methode ist der Vergleich der zusétzlichen Verzdgerung der Anflutung und

der Auswaschung eines Farbstoffes in einer Vene zu einer gepaarten Arterie.
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Abbildung 3: Schritte zur Berechnung der arterio-vendsen Transitzeit (AVTT). Kurve 1 stellt die
Rohwerte der Messung dar. Dabei entspricht jeder Punkt der Kurve dem mittleren Grauwert aller
Pixel im Messbereich zu einem bestimmten Zeitpunkt. Die Werte der Arteriole sind schwarz darge-
stellt, die Werte der Venole grau. Die jeweiligen Werte entsprechen der Farbstoffintensitat zu diesem
Zeitpunkt. Kurve 2 zeigt die Werte nach Subtraktion der vor Bolusgabe bestimmten Fluoreszenzinten-
sitat, die dargestellten Werte entsprechen nur dem Anfluten und Auswaschen des Farbstoffbolus. In
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dieser Kurve zeigt sich zunachst ein rascher Anstieg des mittleren Grauwertes, darauf fallt der Wert
wieder ab, durch die Rezirkulation des Kontrastmittels wird jedoch der Abfall auf Ausgangswerte
verhindert. Durch Logarithmieren (Kurve 3) ergibt sich ein Kurvenverlauf, der ohne Rezirkulation
einen linearen Verlauf beim Abfall der Farbintensitat zeigen wiirde. Aus dem linearen Anfangsteil
dieses Abfalls der Farbintensitat ist die Berechnung eines Verlaufs mit linearer Kinetik moglich (Kur-
ve 4). Durch Delogarithmieren (Kurve 5) lasst sich eine Kinetik fir Anfluten und asymptotischer, ge-
gen Null strebender Auswaschung ohne Stdérung durch Rezirkulation darstellen. Durch Integration
erhalt man die Flache unter der Kurve, darauf wird die Flache fur die Arteriole und die Venole in
einer Normierung gleich 1 gesetzt (Kurve 6). Die Summierung der Teilflachen unter der Kurve ergibt
den asymptotischen Verlauf der Flachenzunahme (Kurve 7). Eine Integration dieser Kurve erméglicht
die Berechnung der Flache unter der Kurve mit der Dimension fraktionelle Anderung x Sekunde. Zu-
letzt werden die Flachen fir Arteriole und Venole von einander subtrahiert, man erhalt die arterio-
vendse Transitzeit.

2.2.8 Histologie

Die Aktivierung von Leukozyten wurde zusétzlich in Arealen, die der Intravitalmikroskopie nicht
zugangig sind, histologisch untersucht. Die Farbung der Hirnschnitte mit der Granulozy-
ten-spezifischen Esterase ermdéglichte dabei die selektive Darstellung und Quantifizierung von Granu-

lozyten in tieferen Hirnschichten und nach Emigration in das Parenchym.

2.2.8.1 Fixation

Zur Vorbereitung der histologischen Untersuchung wurden die Versuchstiere bei Beendigung des
Akutversuches mit 4% Phosphat-gepufferter (pH 7,4) Paraformaldehydldsung perfusionsfixiert. Der
Thorax der Versuchstiere, die sich weiterhin in Halothannarkose befanden, wurde zu diesem Zweck
eroffnet, eine Kanile (20 G) im linken Herzventrikel fixiert und der rechte Vorhof inzidiert. Zuerst
wurde das Geféallsystem mit physiologischer Kochsalzlésung und bei einem Druck von 120 cm H,O
gespllt, bis das Effluat aus dem rechten Atrium Kklar war. AnschlieBend wurde die 4%
Paraformaldehydldsung unter gleichem Druck tber 15 min infundiert. Nach Entfernung der Kalotte
wurden die Nervi olfactorii und optici durchtrennt, das Gehirn entnommen und in 4%
Paraformaldehydl6sung Uber 24 Stunden eingelegt. Anschliefend wurde das Gehirn in eine mit
Bleistift beschriftete Megakassette (GréRe: 40 x 28 x 12 mm, medite GmbH, Burgdorf) gelegt, weitere
24 Stunden in 70% Ethanol eingelegt und zuletzt in 90% Ethanol aufbewahrt.

2.2.8.2 Préaparatherstellung

Zur Einbettung der Gehirne wurden diese 24 h in 96% Ethanol, nachfolgend 9 h in 100% Ethanol und
17 h in Aceton eingelegt. Zuletzt wurden die Gehirne 30 h in Paraffin eingelegt und darauf in einer

vorgewarmten Metallform mit Paraffin ausgegossen. Nach Erkalten des Paraffins wurde der entstan-
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dene Paraffinblock fur das Anfertigen der Schnitte vorbereitet. Es wurden im Abstand von 500 pm
jeweils 16 Schnitte mit einer Dicke von 4 um angefertigt.
Zur Darstellung der Granulozyten in den Schnitten wurden diese mit der Naphthol AS-D Chloroaceta-

te Esterase (Naphthol AS-D Chloroacetate Esterase Kit, Fa. Sigma) angeféarbt.

2.2.8.3 Auswertung der Histologie

Die Auswertung der Histologie erfolgte an einem Durchlichtmikroskop (Axiophot, Zeiss, Oberko-
chen) mit einem 10x-Objektiv. Fir jedes Versuchstier wurde ein Schnitt aus dem Bereich ca. 1,7 mm
kaudal des Bregmas untersucht. Dabei wurde jeweils die Anzahl der positiv gefarbten Zellen in beiden

Hemisphéren ermittelt.

2.2.9 Versuchsprotokoll

Bei den durchgefiihrten Versuchen handelt es sich ausschlieBlich um Akutversuche. Nach Einleitung
der Narkose und chirurgischer Praparation folgte die Untersuchung durch die Intravitalmikroskopie.
Eine detaillierte Ubersicht iiber den zeitlichen Ablauf und die einzelnen Messzeitpunkte bietet Abbil-
dung 4. Am Ende der Intravitalmikroskopie wurden die Versuchstiere in Narkose flr die Histologie

perfusionsfixiert.

Entnahme

Priiparation Intravitalmikroskopie des Gehirns
Videoaufnahmen
Infusion

T T T T 1
120 30 S50 30 60 90 150 210

Zeit [min]

Abbildung 4: Versuchsprotokoll. Nach 90 miniitiger Praparation wurde mit der Untersuchung der
Mikrozirkulation begonnen. Dabei wurden insgesamt sieben verschieden Zeitpunkte fur die Intravi-
talmikroskopie ausgewahlt. Nach Ende der intravitalmikroskopischen Untersuchungen wurde das
Versuchstier durch Perfusion fixiert und das Gehirn zur histologischen Aufbereitung entnommen. In
der Abbildung wurde zum Zeitpunkt 0 Minuten mit der Infusion von Bradykinin begonnen. Das Proto-
koll war fir alle Versuchsgruppen identisch. Bei den Versuchsgruppen, die Ki-
nin-Rezeptorantagonisten erhielten, erfolgte zusatzlich zum Zeitpunkt -30 Minuten bis zum Ende des
Versuchs die Infusion des jeweiligen Antagonisten.
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2.3 Bradykinin und Bradykinin-Antagonisten

2.3.1 Bradykinin

Bradykinin, das aktive Peptid des Kallikrein-Kinin Systems, besteht aus neun Aminosduren (siehe
Abbildung ). Die molekulare Struktur setzt sich wie folgt zusammen: Arginin-Prolin-Prolin-Glycerin-
Phenylalanin-Serin-Prolin-Phenylalanin-Arginin.

Zur Durchfiihrung der vorgestellten Versuche wurde Bradykinin-Azetat (Sigma, Deisenhofen) ent-

sprechend den gewiinschten Konzentrationen mit isotoner Kochsalzlésung verdiinnt.
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Abbildung  5:  Strukturformel von  Bradykinin  (Bildquelle:  PubChem  Compound
http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

2.3.2 Bradykinin B1-Antagonist

Die Blockade des Bradykinin B1-Rezeptors erfolgte durch den Antagonisten B 6929 (Sigma, Deisen-
hofen). Die Struktur des Peptids unterscheidet sich von der des Bradykinin. VVor der Aminosaure Argi-
nin an der ersten Position wurde Lysin angehangt. Phenylalanin an Position 8 wurde durch Leucin
ersetzt und Arginin an Position 9 entfernt (siehe Abbildung 6). Durch diese Strukturverdnderungen
wurde eine selektive Bindung an den Bradykinin B1-Rezeptor erreicht. So konnte eine tber 10.000-

fach hohere Selektivitat fir eine Bindung dieses Antagonisten an den Bradykinin B1-Rezeptor im
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Vergleich zum Bradykinin B2-Rezeptor gezeigt werden [197]. Neben der hohen Selektivitat gilt B
6929 auch aufgrund seiner fehlenden Beeinflussung der Wirkung von Bradykinin auf den B2-Rezeptor
als einer der potentesten Antagonisten [34]. Die pECs, (effective dose 50%, pA;) lag in unterschiedli-
chen Spezies zwischen 8,0 und 7,0. Aufgrund seiner Eigenschaften wurde der Antagonist haufig fur
die Charakterisierung, Klassifizierung und ldentifizierung der unterschiedlichen Bradykinin Rezepto-
ren sowie zur Untersuchung deren Rolle bei physiologischen und pathophysiologischen Vorgangen
angewandt [143].

In der vorliegenden Arbeit wurden 18 pg/kg KG geldst als Bolus 15 min vor Bradykinin-Infusion
intravends injiziert, darauf folgte eine kontinuierliche Infusion von 300 ng/kg/min bis zum Versuch-

sende.

e 0

]

N
N—d/
!

Abbildung 6: Strukturformel des Bradykinin B1-Rezeptorantagonisten B 6929 (Bildquelle: PubChem
Compound http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

2.3.3 Bradykinin B2-Antagonist

Die Blockade des Bradykinin B2-Rezeptors erfolgte durch den Antagonisten Hoe 140 (Sigma, Dei-
senhofen). Dieser unterscheidet sich von Bradykinin durch die folgende Struktur: D-Arginyl-L-
Arginyl-L-Prolyl-Trans-4-Hydroxy-L-Prolylglycyl-3-(2-Thienyl)-L-Alanyl-L-Seryl-D-1,2,3,4-

Tetrahydro-3-1soquinolinecarbonyl-L-(2a, 3B, 7ap)-Octahydro-1H-Indole-2-Carbonyl-L-Arginine
(siehe Abbildung 7). Durch diese Strukturveranderungen konnte eine hohe Spezifitat verbunden mit

einer hohen Wirksamkeit sowie eine hohe Rezeptoraffinitat in verschiedenen Spezies erzielt werden.
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Es wurde eine Wirkungsdauer von tber 60 Minuten festgestellt, die aus dem strukturbedingt geringe-
ren enzymatischen Abbau resultiert. Die pECsy (effective dose 50%, pA,) lag in unterschiedlichen
Spezies zwischen 8,3 und 9,2 [143]. Auf Grund dieser Eigenschaften wurde Hoe 140 in zahlreichen in
vivo Untersuchungen zur Antagonisierung von exogenem Bradykinin verwendet [91, 192].

Auch bei diesem Antagonisten wurden in der vorliegenden Arbeit initial 18 pg/kg KG geldst als Bolus
15 min vor Bradykinin-Infusion intravends injiziert, und es folgte darauf eine kontinuierliche Infusion

von 300 ng/kg/min bis zum Versuchsende.

Abbildung 7: Strukturformel des Bradykinin B2-Rezeptorantagonisten Hoe140 (Bildquelle: PubChem
Compound http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

2.4 Versuchsgruppen

Die Untersuchung der Dosis-Wirkungsbeziehung der intraarteriellen Bradykinininfusion wurde mit
sechs Versuchsgruppen durchgefiihrt. Sechs Tiere erhielten eine Infusion von 0,2 ml der Tragersub-
stanz NaCl. Jeweils sechs Versuchstiere erhielten 0,2 ml einer von fiinf verschiedenen Dosierungen
einer Bradykinin-L6ésung (10* M, 10° M, 102 M, 2,5 x 10% M, 10" M Bradykinin, Tragersubstanz
NacCl).

Zur Blockade der Bradykinin-Rezeptoren erhielten jeweils sechs Versuchstiere zusatzlich zur effek-
tivsten Bradykinin-Dosierung den Bradykinin-B2-Rezeptorantagonisten HOE 140 bzw. den Bradyki-
nin-B1-Rezeptorantagonisten B 6929.
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2.5 Statistik

Die Darstellung der Ergebnisse erfolgt als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes (MW = SEM).
Die statistische Analyse der Daten wurde mit dem Programm Sigma Stat 3.0 (Jandel Scientific, Erk-
rath, Germany) durchgefiihrt. Aufgrund der geringen Tierzahlen in den einzelnen Versuchsgruppen
war davon auszugehen, dass die Daten nicht normalverteilt sind. Zur Analyse moglicher Unterschiede
zwischen dem Ausgangswert und folgenden Messungen wurde der Rangsummentest ANOVA nach
Friedman angewandt. Im Falle eines Unterschiedes wurde anschlieBend mit dem Test nach Dunnett
gepruft. Unterschiede zwischen der Kontrollgruppe und den Bradykinin-Gruppen und zwischen der
Gruppe mit der effektivsten Bradykinin-Dosierung und den Gruppen, die einen Bradyki-
nin-Rezeptorantagonisten erhielten, wurden mit dem Rangsummentest nach Kruskal-Wallis gepruft.
Hier wurde im Falle eines Unterschiedes nachfolgend ebenfalls der Dunnett-Test verwendet. Das Sig-

nifikanzniveau wurde auf p<0,05 festgelegt.
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3 Ergebnisse

3.1 Thrombozytenfunktion

3.1.1 Thrombozytenfunktion in vitro

Die Durchflusszytometrie der Thrombozyten im Vollblut (Abbildung 8A) zeigte eine homogene
Gruppe von Messwerten entsprechend den einzelnen Zellmessungen. Die zirkulare Form der Mess-
wolke ist dabei Ausdruck fir die gleichméBige GréRe und Granularitit der einzelnen Thrombozyten.
Die lIsolation der Thrombozyten (Abbildung 8B) und ihre Farbung mit CFDA-SE (Abbildung 8C)
hatten keinen Einfluss auf die GroRe und die Granularitit. Die Hinzugabe des schwachen Thrombozy-
tenstimulators ADP (200 uM) zeigte eine elliptisch verdnderte Form der Messwolke, welche die Ver-
anderungen von GroRe und Granularitdt der Thrombozyten und Thrombozytenaggregation repréasen-
tiert (Abbildung 8D). Durch den starken Thrombozytenstimulator Thrombin (1000 U/I) wurde dieses
Phanomen verstarkt ausgeldst (Abbildung 8E).
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Abbildung 8: Durchflusszytometrische Untersuchung der Thrombozytenfunktion. Die Abbildungen
A - E zeigen exemplarisch die Ergebnisse der FACS-Untersuchung eines Experiments. Die einzelnen
Messwerte sind exponentiell jeweils beziiglich ihrer GroRe (FSC-H) und ihrer Granularitat (SSC-H)
dargestellt.

3.1.2 Thrombozytenfunktion in vivo

Zu Beginn der Beleuchtung der jeweiligen GefdRabschnitte wurden rollende Thrombozyten in pialen
Arteriolen nur selten beobachtet, eine Adhdrenz von Thrombozyten am GefaRendothel trat zu diesem
Zeitpunkt nicht auf. Die Anzahl rollender Thrombozyten betrug 2,6 + 1,3 x 100 pm™ x min™ zu Be-
ginn und 29,0 + 7,7 x 100 pm™ x min™ nach 6 Minuten Beleuchtung. Der Unterschied im Vergleich
zum Ausgangswert war nach 2 Minuten signifikant erhoht. Eine signifikante Steigerung der Anzahl
adharenter Thrombozyten wurde nicht beobachtet. Diese betrug zu Beginn 0,0 = 0,0 x 100 pm™ x

min™* und nach 6 Minuten Beleuchtung 1,7 = 0,6 x 100 pm™ x min™,
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Thrombozyten-Endothelinteraktionen in Arteriolen

—&— Rollende Thrombozyten
—A— Adhiirente Thrombozyten

1
)
L

10

Thrombozyten [n*100 pm" *min™ ]

[S8]
-

6

Zeit [min]

Abbildung 9: Rollende und adharente Thrombozyten in pialen Arteriolen zu verschiedenen Zeitpunk-
ten nach Beginn der Beleuchtung zur Initiierung der Photothrombose. Die Anzahl rollender Thrombo-
zyten stieg ab 2 Minuten signifikant an, bei der Anzahl adharenter Thrombozyten ergab sich kein sig-
nifikanter Unterschied zwischen den einzelnen Zeitpunkten. * p < 0,05 vs. 0 Minuten (Ausgangswert
zu Beginn der Beleuchtung). MW + SEM. Friedman Test mit Dunnett-Prozedur.

Die Interaktion der Thrombozyten mit dem GefdlRendothel verhielt sich in den Venolen ahnlich wie in
den Arteriolen. Zu Beginn der Beleuchtung betrug die Anzahl rollender Thrombozyten in den Venolen
3,9 = 0,8 x 100 pm™ x min™, nach 6 Minuten Beleuchtung 36,6 = 5,2 x 100 pum™ x min™*. Die Anzahl
der adhérenten Thrombozyten belief sich zu Beginn der Beleuchtung auf 0,0 = 0,0 x 100 pm™ x min™
und nach 6 Minuten Beleuchtung auf 13,8 + 2,2 x 100 um'l x min. Nach 6 Minuten Beleuchtung kam

es in den Gefallen zur Bildung eines Abscheidungsthrombus, der das jeweilige GefaR zuletzt vollstan-

dig verschloss.

27



Thrombozyten-Endothelinteraktionen in Venolen
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Abbildung 10: Rollende und adharente Thrombozyten in postkapillaren Venolen zu den verschiede-
nen Messzeitpunkten nach Beginn der Beleuchtung zur Initiierung der Photothrombose. Die Anzahl
rollender Thrombozyten stieg ab 2 Minuten signifikant an, die Anzahl adharenter Thrombozyten war
nach 6 Minuten signifikant erhoht. * und # p < 0,05 vs. 0 Minuten (Ausgangswert zu Beginn der Be-
leuchtung). MW + SEM. Friedman Test mit Dunnett-Prozedur.
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3.2 Dosisfindung

Die Durchfiihrung der Versuche zeigte, dass es sich bei der héchsten Bradykinin Dosis (10M Brady-
kinin) um eine letale Dosis handelt. Drei von sechs Versuchstieren in dieser Gruppe verstarben wah-
rend der Bradykinin-Infusion. Die Ergebnisse dieser Versuchsgruppe werden im Folgenden nicht dar-

gestellt.
3.2.1 Makrohdmodynamik, Narkosefihrung und Temperatur

Der mittlere arterielle Blutdruck blieb in der Kontrollphase in allen Versuchsgruppen konstant. In der
Kontrollgruppe und den Versuchsgruppen mit den Bradykinin-Infusionen von 10*M und 10°*M Bra-
dykinin blieb der mittlere arterielle Blutdruck wahrend des gesamten Versuchsverlaufs stabil. Die
Infusion von 10?M Bradykinin fiihrte wahrend der Infusion zu einem kurzzeitigen Blutdruckabfall im
Vergleich zur Kontrollgruppe, die Infusion von 2,5%102M Bradykinin filhrte zu einem Blutdruckabfall
im Vergleich zum Ausgangswert. In beiden Versuchsgruppen erreichte der Blutdruck nach Ende der

Infusion wieder héhere Werte.
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Abbildung 11: Der mittlere arterielle Blutdruck vor, wahrend und nach Bradykinin-Infusion (grauer
Balken). In der Kontrollgruppe und den Versuchsgruppen mit niedrigdosierter Bradykinin-Infusion
blieb der Blutdruck wahrend des gesamten Versuchsverlaufs konstant. In den beiden héher dosierten
Versuchsgruppen kam es wahrend der Bradykinin-Infusion zu einem Blutdruckabfall. Dabei war der
Wert fiir die Gruppe mit 2,5*10M Bradykinin signifikant niedriger als der Ausgangswert, der Wert
fiir die Gruppe mit 10°M Bradykinin signifikant niedriger als der Wert der Kontrollgruppe zum selben
Zeitpunkt. Nach der Infusion erholten sich in diesen Gruppen die Blutdruckwerte wieder. * p < 0,05
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vs. Kontrollgruppe (Rangsummentest nach Kruskal-Wallis mit Dunnett Prozedur). # p < 0,05 vs. Aus-
gangswert (Rangsummentest ANOVA nach Friedman mit Dunnett Prozedur). MW + SEM.

Die Konzentration von Halothan im dem Gasgemisch, das den Versuchstieren zugefiihrt wurde, betrug
in der Kontrollphase 0,9%, wahrend der Bradykinin-Infusion 0,8% und nach der Infusion 0,7%. Die

rektale Kdrpertemperatur wurde durch die riickgekoppelte Warmeplatte konstant auf 37°C gehalten.
3.2.2 Blutwerte von Leukozyten, Thrombozyten und Hamoglobin

Aufgrund des geringen Korpergewichts der Versuchstiere wurden bei jedem Versuchstier nur 3 Blut-
proben zur Bestimmung der Leukozyten- und Thrombozyten-Anzahl im Vollblut und des Hamoglo-
binwertes untersucht. Die Anzahl der Leukozyten blieb in der Kontrollgruppe konstant, in den Ver-
suchsgruppen mit Bradykinin-Infusion kam es zu einem Anstieg der Leukozytenzahl, der Unterschied
war statistisch nicht signifikant. Zwischen den Versuchsgruppen bestand zu den verschiedenen Mess-

zeitpunkten kein Unterschied.

Vor Infusion der Thr. Nach Infusion der Thr. Versuchsende
Leukoz. [10°/1] Leukoz. [10°/1] Leukoz. [10°/1]
Kontrollgruppe 10,4+1,8 10,6+2,7 11,1+1,3
10™*M Bradykinin 6,9+1,3 9,7£1,2 11,7£1,2
10°*M Bradykinin 7,6+0,9 9,2+0,8 11,1£2,1
10°°M Bradykinin 6,8+1,4 8,1£1,4 10,6+0,7
2,5%10°M Bradykinin ~ 6,2+1,0 7,117 9,7£1,5

Tabelle 3: Anzahl der Leukozyten im Vollblut [10%/1] in den einzelnen Versuchsgruppen vor und nach
Infusion der CFDA-SE-markierten Thrombozyten sowie am Versuchsende. In der Kontrollgruppe
blieb die Anzahl der Leukozyten konstant. Bei den Versuchsgruppen, die eine Bradykinin-Infusion
erhielten, kam es zu einem leichten Anstieg der Leukozytenanzahl, dieser Unterschied war jedoch
nicht signifikant. Zwischen den einzelnen Versuchsgruppen bestand ebenfalls kein signifikanter Unter-
schied.

Die Anzahl der Thrombozyten im Vollblut blieb im Verlauf des gesamten Versuchs weitgehend kon-

stant, die Werte der einzelnen Gruppen unterschieden sich nicht signifikant voneinander.
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Vor Infusion der Thr. Nach Infusion der Thr. Versuchsende

Thr. [10°/1] Thr. [10°/1] Thr. [10°/1]
Kontrollgruppe 131,3+38,7 174,0+102,0 173,8+48,2
10™*M Bradykinin 284,5+49,6 292,6+53,3 236,2+48,7
10°M Bradykinin 360,8+47,2 309,2+57,9 264,6+19,4
10”M Bradykinin 253,5+56,5 312,5+39,1 304,3+42,0
2,5%10°M Bradykinin  304,0+27,0 258,3+54,9 225,0+44,2

Tabelle 4: Anzahl der Thrombozyten im Vollblut [10%1] in den einzelnen Versuchsgruppen vor und
nach Infusion der CFDA-SE-markierten Thrombozyten sowie am Versuchsende. Zwischen den ver-
schiedenen Untersuchungszeitpunkten der einzelnen Gruppen und zwischen den Versuchsgruppen gab
es keine signifikanten Unterschiede.

Die Hamoglobinwerte der einzelnen Versuchsgruppen zeigten keine signifikanten Unterschiede zu den

verschiedenen Messzeitpunkten. Auch zwischen den Versuchsgruppen bestand kein Unterschied.

Vor Infusion der Thr.  Nach Infusion der Thr. Versuchsende
Hb. [g/dl] Hb. [g/dl] Hb. [g/dl]
Kontrollgruppe 9,6+0,6 10,2+1,2 9,0+0,7
10™*M Bradykinin 9,1+0,5 8,9+0,2 8,8+0,8
10°*M Bradykinin 8,9+0,3 9,2+0,4 8,3+0,3
10°°M Bradykinin 8,5+0,4 8,7£0,4 9,0+0,3
2,5%10°M Bradykinin  8,40,4 8,5+0,4 8,6+0,5

Tabelle 5: Hamoglobinwerte [g/dl] in den einzelnen Versuchsgruppen vor und nach Infusion der
CFDA-SE-markierten Thrombozyten sowie am Versuchsende. Es bestand kein signifikanter Unter-
schied zwischen den einzelnen Untersuchungszeitpunkten der jeweiligen Versuchsgruppe oder zwi-
schen den verschiedenen Versuchsgruppen.

3.2.3 Gefalldurchmesser

In jeder Versuchsgruppe wurden bei den 6 Versuchstieren die Durchmesser von insgesamt 24 Arterio-
len und 24 Venolen analysiert. Wahrend der Infusion von Bradykinin kam es in den beiden Gruppen
mit der héheren Bradykinin-Dosierung zu einer geringfligigen, nicht signifikanten Abnahme der arte-
rioldaren Gefaldurchmesser, nach der Infusion erholten sich die Werte wieder. In der Kontrollgruppe
und den Gruppen mit niedrig dosierter Bradykinin-Infusion blieben die arteriolaren GefaRdurchmesser

konstant.
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Arterioldre GefiaBdurchmesser
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Abbildung 12: Arteriolare GefaRdurchmesser vor, wahrend und nach Infusion von Bradykinin (grau-
er Balken). Der arteriolare GefaBdurchmesser verringerte sich in den beiden héher dosierten Brady-
kinin-Gruppen wahrend der Infusion geringfuigig, danach erreichte er wieder héhere Werte. In der

Kontrollgruppe und den beiden niedrig dosierten Bradykinin-Gruppen blieb der Durchmesser der
Arteriolen konstant. MW + SEM.

Die GefalRdurchmesser der untersuchten Venolen blieben in allen Versuchsgruppen wéhrend des ge-

samten Versuchszeitraumes konstant.
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Venoliare GefaBdurchmesser
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Abbildung 13: GefaBdurchmesser der pialen Venolen vor, wahrend und nach Bradykinin-Infusion

(grauer Balken). In den einzelnen Versuchsgruppen blieben die Durchmesser der Venolen wahrend
des Untersuchungszeitraumes konstant. MW + SEM.

3.2.4 Leukozyten-Endothelinteraktionen

Leukozyten-Endothelinteraktionen wurden in allen Versuchen nur in den postkapillaren Venolen beo-
bachtet. Wie bei der Bestimmung der GefaRdurchmesser wurden in jeder Versuchsgruppe insgesamt
24 Venolen untersucht. Die Anzahl der rollenden Leukozyten stieg im Verlauf des Versuches an und
erreichte bei allen Versuchsgruppen 210 Minuten nach Infusions-Beginn ihr Maximum mit 12,7 = 3,7
x100 pm™ x min™ in der Kontrollgruppe, 13,8 = 4,9 x 100 um™ x min™ in der Gruppe mit 10“*M Bra-
dykinin-Infusion, 54,5 = 14,3 x 100 pm™ x min* in der Gruppe mit 10°*M Bradykinin-Infusion, 55,8 +
10,5 x 100 pm™ x min™ in der Gruppe mit 10°M Bradykinin-Infusion und 40,9 = 12,5 x 100 pm™ x
min™ in der Gruppe mit 2,5%102M Bradykinin-Infusion. Dabei unterschieden sich die Werte der
Gruppen mit der Dosierung von 10°M und 10*M Bradykinin 90 Minuten nach Beginn der Infusion
signifikant von der Kontrollgruppe. Dieser Unterschied blieb bis zum Versuchsende erhalten. In der
Kontrollgruppe und der Gruppe mit der Infusion von 10™“M Bradykinin war die Anzahl rollender Leu-
kozyten 150 Minuten nach Beginn der Infusion signifikant im Vergleich zum Ausgangswert erhoht. In
den ubrigen Versuchsgruppen trat ein signifikanter Unterschied bereits 90 Minuten nach Beginn der

Infusion auf.
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Rollende Leukozyten
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Abbildung 14: Anzahl rollender Leukozyten vor, wahrend und nach Infusion von Bradykinin (grauer
Balken). In den Versuchsgruppen mit der Infusion von 10°M und 10M Bradykinin war die Anzahl
rollender Leukozyten 90 Minuten nach Beginn der Infusion im Vergleich zu Kontrollgruppe signifikant
erhoht. In allen Versuchsgruppen kam es im Verlauf des Versuchszeitraumes zu einer signifikanten
Steigerung der rollenden Leukozyten im Vergleich zum Ausgangswert. * p < 0,05 vs. Kontrollgruppe

(Rangsummentest nach Kruskal-Wallis mit Dunnett Prozedur). # p < 0,05 vs. Ausgangswert (Rang-
summentest ANOVA nach Friedman mit Dunnett Prozedur). MW = SEM.

In der Kontrollgruppe und den beiden niedrig dosierten Bradykinin-Gruppen stieg die Anzahl der ad-
héarenten Leukozyten kontinuierlich wahrend des Versuchsablaufes an und erreichte den hdchsten
Wert 210 Minuten nach Beginn der Infusion mit 1,9 = 0,6 x 100um™ x min™ in der Kontrollgruppe,
2,3 0,8 x100 um™ x min™ in der Gruppe mit 10*M Bradykinin und 2,9 = 0,7 x100 pm™x min™* in der
Gruppe mit 10°M Bradykinin. In den beiden héher dosierten Bradykinin-Gruppen kam es zu einem
Anstieg der Anzahl der adhérenten Leukozyten, gefolgt von einem spateren Abfall, die Hochstwerte
wurden 90 Minuten nach Infusionsbeginn beobachtet mit 4,0 = 1,0 x 100 pm™ x min™ in der Gruppe
mit 10°M Bradykinin und 4,2 = 2,0 x 100 um™ x min™ in der Gruppe mit 2,5*10*M Bradykinin. Sig-

nifikante Unterschiede zwischen den verschiedenen Versuchsgruppen bestanden nicht.
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Abbildung 15: Anzahl adharenter Leukozyten vor, wahrend und nach Bradykinin-Infusion (grauer
Balken). In allen Gruppen stieg die Anzahl der adharenten Leukozyten im Vergleich zum Ausgangs-
wert an, der Hochstwert wurde bei der Kontrollgruppe und den niedrig dosierten Bradykinin-Gruppen
210 Minuten nach Beginn der Infusion beobachtet, bei den héher dosierten Bradykinin-Gruppen kam
es zu einem starkeren Anstieg mit hochstem Wert 90 Minuten nach Beginn der Infusion. Anschlieend

nahm die Anzahl der adharenten Leukozyten wieder ab. # p < 0,05 vs. Ausgangswert (Rangsummen-
test ANOVA nach Friedman mit Dunnett Prozedur). MW = SEM.

3.2.5 Thrombozyten-Endothelinteraktionen

Thrombozyten-Endothelinteraktionen wurden in allen Versuchen nur in den postkapillaren Venolen
beobachtet. Die Anzahl rollender Thrombozyten betrug am Anfang der Versuchszeit in allen Ver-
suchsgruppen 0,0 = 0,0 x 100 pm™ x min™. In der Kontrollgruppe und den beiden Versuchsgruppen
mit niedrig dosierter Bradykinin-Infusion kam es im Versuchsverlauf zu einem langsamen Anstieg der
Anzahl rollender Thrombozyten, die hochsten Werte wurden am Ende der Versuchszeit beobachtet mit
0,7 = 0,3 x 100 um™ x min™ in der Kontrollgruppe, 1,3 = 0,7 x 100 pm™ x min™* in der Gruppe mit
10™*M Bradykinin und 4,3 = 1,3 x 100 pm™ x min™* in der Gruppe mit 10°M Bradykinin. In den Ver-
suchsgruppen mit hoherer Bradykinin-Infusion kam es zu einem ausgepragten Anstieg der Anzahl
rollender Thrombozyten nach Beginn der Infusion, die Hochstwerte wurden in diesen beiden Gruppen
90 Minuten nach Beginn der Infusion erreicht mit 7,1 = 3,3 rollenden Thrombozyten x 100 um'l X

min™* in der Gruppe mit 10”M Bradykinin und 10,8 = 5,0 rollenden Thrombozyten x 100 pm™ x min™*
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in der Gruppe mit 2,5 * 10°M Bradykinin. Adhérente Thrombozyten wurden in den einzelnen Ver-

suchsgruppen wahrend der gesamten Versuchsdauer nicht beobachtet.
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Abbildung 16: Rollende Thrombozyten in postkapillaren Venolen vor, wahrend und nach Bradyki-
nin-Infusion (grauer Balken). In der Kontrollgruppe und den beiden niedrig dosierten Bradyki-
nin-Gruppen kam es zu einem geringen Anstieg der rollenden Thrombozyten bis zum Versuchsende. In
den Versuchsgruppen mit hoher dosierter Bradykinin-Infusion kam es nach Beginn der Infusion zu
einem Anstieg der rollenden Thrombozyten mit Hochstwert 90 Minuten nach Beginn der Infusion. Ein
signifikanter Unterschied im Vergleich zur Kontrollgruppe wurde nur in diesen Gruppen beobachtet.

*p < 0,05 vs. Kontrollgruppe (Rangsummentest nach Kruskal-Wallis mit Dunnett Prozedur). # p <
0,05 vs. Ausgangswert (Rangsummentest ANOVA nach Friedman mit Dunnett Prozedur). MW = SEM.

3.2.6 Funktionelle Kapillardichte

In der Kontrollgruppe und den beiden Versuchsgruppen mit niedrig dosierter Bradykinin-Infusion
blieb die Kapillardichte wéahrend des Untersuchungszeitraumes konstant. Die Werte lagen zwischen
147,1 + 5,2 cm/cm? und 156,4 + 10,2 cm/cm? in der Kontrollgruppe, 137,3 = 10,7 cm/cm? und 153,7 =
4,8 cm/cm? in der Gruppe mit 10“*M Bradykinin und 135,3 + 7,4 cm/cm? und 152,9 = 5,2 cm/cm? in
der Gruppe mit 10°M Bradykinin. In den beiden hoher dosierten Bradykinin-Gruppen fiel die Kapil-
lardichte nach Bradykinin-Infusion ab. Die Werte in diesen Gruppen lagen zwischen 130,4 + 6,6
cm/cm? und 165,2 = 7,0 cm/cm? in der Gruppe mit 10°M Bradykinin und 134,6 = 10,0 cm/cm? und
166,1 + 10,8 cm/cm? in der Gruppe mit 2,5*10°M Bradykinin.

Signifikante Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen bestanden zu keinem Zeitpunkt.
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Abbildung 17: Kapillardichte vor, wahrend und nach Bradykinin-Infusion (grauer Balken). In der
Kontrollgruppe und den beiden Gruppen mit niedrig dosierter Bradykinin-Infusion blieb die Kapillar-
dichte wahrend des gesamten Versuchszeitraums konstant. In den beiden hoher dosierten Gruppen
kam es zu einem Abfall der Kapillardichte. In der Versuchsgruppe mit 10 M Bradykinin-Infusion wa-
ren die Werte 90 und 150 Minuten nach Beginn der Infusion im Vergleich zum Ausgangswert signifi-
kant erniedrigt. Unterschiede zwischen den einzelnen Versuchsgruppen wurden nicht festgestellt. # p
< 0,05 vs. Ausgangswert (Rangsummentest ANOVA nach Friedman mit Dunnett Prozedur). MW =+
SEM.

3.2.7 Laser-Doppler-Fluxmetrie

Bei der Messung der mikrovaskuldren Durchblutung der linken Hemisphédre durch die La-
ser-Doppler-Fluxmetrie blieben die Werte der Kontrollgruppe wahrend des Versuchszeitraums kon-
stant. In den Versuchsgruppen mit niedriger Bradykinin-Infusion blieben die Werte zundchst unveran-
dert. Erst 90 Minuten nach Infusionsbeginn stiegen sie leicht an. Dieser Anstieg war bei der Gruppe
mit 10°M Bradykinin im Vergleich zum Ausgangswert signifikant erhéht, mit dem Héchstwert von
119,7 + 6,6 % des Ausgangswertes 150 Minuten nach Beginn der Infusion. In den beiden Gruppen mit
hoher dosierter Bradykinin-Infusion kam es wahrend der Infusion zu einem Abfall des La-
ser-Doppler-Flows, nach Ende der Infusion erholten sich die Werte wieder. In der Gruppe mit
2,5%10°M Bradykinin war der Wert wahrend der Infusion im Vergleich zur Kontrollgruppe mit 65,3

+ 7,5 % des Ausgangswertes signifikant erniedrigt.
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Abbildung 18: Laser-Doppler-Fluxmetrie der linken Hemisphéare vor, wahrend und nach Bradyki-
nin-Infusion (grauer Balken). Die Werte der Kontrollgruppe blieben wahrend des Versuchszeitraumes
konstant. In den beiden Gruppen mit niedriger Bradykinin-Infusion waren die Werte zu Beginn kon-
stant, 90 Minuten nach Infusionsbeginn kam es zu einem leichten Anstieg. In den beiden Gruppen mit
hoher dosierter Bradykinin-Infusion kam es wahrend der Infusion zu einem Abfall des La-
ser-Doppler-Flows, nach Ende der Infusion erreichten die Werte wieder das Ausgangsniveau. * p <

0,05 vs. Kontrollgruppe (Rangsummentest nach Kruskal-Wallis mit Dunnett Prozedur). # p < 0,05 vs.
Ausgangswert (Rangsummentest ANOVA nach Friedman mit Dunnett Prozedur). MW = SEM.

Bei der Laser-Doppler-Fluxmetrie der rechten Hemisphére blieben die Werte der Kontrollgruppe und
der Gruppe mit 10M Bradykinin wéhrend des gesamten Versuchsverlaufs konstant. In der Versuchs-
gruppe mit 10™M Bradykinin blieben die Werte zu Beginn konstant, 90 Minuten nach Infusionsbeginn
stiegen die Werte signifikant im Vergleich zum Ausgangswert an, mit dem Hochstwert von 125,0 =
6,0 % des Ausgangswertes 210 Minuten nach Beginn der Infusion. Bei den Versuchsgruppen mit ho-
her dosierter Bradykinin-Infusion kam es analog zur Gegenseite wahrend der Infusion zu einem Abfall
des Laser-Doppler-Flows, nach Infusionsende stiegen die Werte wieder an und erreichten bis zum
Versuchsende das Ausgangsniveau. Dabei unterschied sich der Wert der Gruppe mit 2,5*10M Bra-
dykinin 20 Minuten nach Beginn der Infusion mit 70,0 = 4,9 % des Ausgangswertes signifikant von

der Kontrollgruppe.
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Abbildung 19: Laser-Doppler-Fluxmetrie der rechten Hemisphéare vor, wahrend und nach Bradyki-
nin-Infusion (grauer Balken). Die Werte der Kontrollgruppe und der Gruppe mit 10°M Bradykinin
blieben wahrend des gesamten Versuchsverlaufs konstant. Die mikrovaskulare Durchblutung der
Gruppe mit 10™“M Bradykinin blieb zuerst konstant, 90 Minuten nach Infusionsende stiegen die Werte
an. In den beiden héher dosierten Bradykinin-Gruppen kam es wahrend der Infusion zu einem Abfall
der Werte, bis zum Ende des Versuchs erholten sie sich wieder. * p < 0,05 vs. Kontrollgruppe (Rang-
summentest nach Kruskal-Wallis mit Dunnett Prozedur). # p < 0,05 vs. Ausgangswert (Rangsummen-
test ANOVA nach Friedman mit Dunnett Prozedur). MW = SEM.

3.2.8 Arterio-venose Transitzeit

Die arterio-vendse Transitzeit blieb in der Kontrollgruppe und den beiden Gruppen mit niedrig dosier-
ter Bradykinin-Infusion wahrend des gesamten Versuchsablaufs konstant. In der Gruppe mit 102M
Bradykinin stieg die arterio-vendse Transitzeit signifikant im Vergleich zum Ausgangswert an, nach
Infusionsende sanken die Werte kontinuierlich ab und erreichten bis zum Ende des Versuchs das Aus-
gangsniveau. In der Versuchsgruppe mit 2,5*10”M Bradykinin stieg die arterio-vendse Transitzeit
ebenfalls wahrend der Infusion an, zu diesem Zeitpunkt bestand ein signifikanter Unterschied im Ver-
gleich zum Ausgangswert und zur Kontrollgruppe. Auch in dieser Gruppe sanken die Werte nach In-

fusionsende wieder.
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Abbildung 20: Arterio-vendse Transitzeit vor, wahrend und nach Bradykinin-Infusion (grauer Bal-
ken). In der Kontrollgruppe und den beiden niedrig dosierten Bradykinin-Gruppen blieben die Werte
konstant. In den beiden héher dosierten Bradykinin-Gruppen kam es zu einem Anstieg der Werte wah-
rend der Infusion, nach Ende der Infusion erreichten die Werte wieder das Ausgangsniveau. * p <

0,05 vs. Kontrollgruppe (Rangsummentest nach Kruskal-Wallis mit Dunnett Prozedur). # p < 0,05 vs.
Ausgangswert (Rangsummentest ANOVA nach Friedman mit Dunnett Prozedur). MW = SEM.

3.2.9 Histologie

Die Auswertung der mit Esterase gefarbten Hirnschnitte zeigte in der Kontrollgruppe eine Anzahl von
6,7 = 1,2 Zellen im ausgewdhlten Schnitt der linken Hemisphére und 5,8 = 0,8 Zellen im gleichen
Schnitt in der rechten Hemisphare. In den Gruppen mit Bradykinin-Infusion war die Anzahl der Este-
rase-positiven Zellen héher als in der Kontrollgruppe, die Unterschiede zur Kontrollgruppe waren
nicht signifikant. Die hochsten Werte wurden in der Gruppe mit 10?M Bradykinin erreicht, mit 19,7 =

5,0 Zellen in der linken Hemisphére und 15,0 + 4,1 Zellen in der rechten Hemisphare.
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Abbildung 21: Die Anzahl Esterase-positiver Zellen in der rechten und linken Hemisphére in den
einzelnen Versuchsgruppen. Durch Bradykinin-Infusion zeigte sich ein dosisabhangiger Anstieg der
Anzahl der Esterase-positiven Zellen in den Hemispharen, die Unterschiede waren im Vergleich zur
Kontrollgruppe nicht signifikant. MW = SEM.
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3.3 Bradykininrezeptor-Antagonisierung

Als effektivste Dosis wurde die Versuchsgruppe mit der Bradykinin-Infusion von 10M ausgewahlt.
Die folgenden Ergebnisse zeigen eine Gruppe, die zusétzlich zur Infusion von 102M Bradykinin den
Bradykinin-B1-Rezeptorantagonisten erhielt, und eine Gruppe, die zusétzlich zur Infusion von 10°M
Bradykinin den Bradykinin-B2-Rezeptorantagonisten erhielt, im Vergleich zu einer Kontrollgruppe

die nur 10*M Bradykinin erhielt.

3.3.1 Makrohdmodynamik, Narkosefihrung und Temperatur

Der mittlere arterielle Blutdruck blieb in allen Versuchsgruppen wahrend der Kontrollphase konstant.
In der Kontrollgruppe und der Gruppe mit dem B1-Rezeptorantagonisten kam es wahrend der Brady-
kinin-Infusion zu einem Abfall des Blutdrucks. Nach Ende der Infusion stiegen die Werte wieder,
erreichten aber nicht das Ausgangsniveau. In der Gruppe mit dem B1-Rezeptorantagonisten kam es
am Ende des Beobachtungszeitraums zu einem erneuten Abfall des Blutdrucks, der Wert zu diesem
Zeitpunkt war im Vergleich zum Ausgangswert signifikant erniedrigt. In der Gruppe, die den
B2-Rezeptorantagonisten erhielt, kam es ebenfalls wahrend der Bradykinin-Infusion zu einem Blut-

druckabfall, die Werte erreichten aber nach Infusions-Ende das Ausgangsniveau.
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Abbildung 22: Mittlerer arterieller Blutdruck vor, wahrend und nach Bradykinin-Infusion (grauer
Balken) und Gabe verschiedener Bradykinin-Rezeptorantagonisten. Wahrend der Infusion kam es bei
allen Gruppen zu einem nicht-signifikantem Abfall des Blutdrucks, nach Infusionsende wurden wieder
hohere Werte erreicht. In der Gruppe, die den B2-Rezeptorantagonisten erhielt, erreichten die Werte
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nach Ende der Infusion wieder das Ausgangsniveau. In der Gruppe mit B1-Antagonist kam es bei der
letzten Messung 210 Minuten nach Beginn der Infusion zu einem signifikantem Abfall des Blutdrucks
im Vergleich zum Ausgangswert. # p < 0,05 vs. Ausgangswert (Rangsummentest ANOVA nach Fried-
man mit Dunnett Prozedur). MW + SEM.

3.3.2 Blutwerte von Leukozyten, Thrombozyten und Hamatokrit

Die Anzahl der Leukozyten im Vollblut stieg in allen Gruppen wahrend der gesamten Versuchsdauer
leicht an. In der Versuchsgruppe mit dem Bradykinin-B1-Rezeptorantagonisten war der Wert am Ver-
suchsende im Vergleich zum Ausgangswert signifikant erhéht. Zwischen den Versuchsgruppen be-

standen keine Unterschiede.

Vor Infusion der Thr. Nach Infusion der Thr. Versuchsende
Leukoz. [10°/1] Leukoz. [10°/1] Leukoz. [10°/1]
10°°M Bradykinin 6,8+1,4 8,1£1,4 10,6+0,7
10”M BK + B1-Ant. 6,9+1,9 8,9+1,0 13,2+0,8 #
10”M BK + B2-Ant. 7,3£1,3 9,1+0,7 10,0£2,7

Tabelle 6: Anzahl der Leukozyten im Vollblut [10%1] vor und nach Infusion der fluoreszenzmarkierten
Thrombozyten sowie am Ende des Beobachtungszeitraums. In der Versuchsgruppe, die den Bradyki-
nin-B1-Rezeptorantagonisten erhielt, kam es im Versuchsverlauf zu einer signifikanten Erhéhung der
Leukozytenanzahl im Vergleich zum Ausgangswert. # p < 0,05 vs. Ausgangswert. MW + SEM.

Die Anzahl der Thrombozyten im Vollblut blieb in den Versuchsgruppen wéhrend des Versuchsab-

laufs konstant. Signifikante Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen bestanden nicht.

Vor Infusion der Thr. Nach Infusion der Thr. Versuchsende
Thr. [10°/1] Thr. [10°/1] Thr. [10°/1]
10°°M Bradykinin 253,5+56,5 312,5+39,1 304,3+42,0
10”M BK + B1-Ant. 365,5+28,5 360,3+37,7 251,8+40,0
10”M BK + B2-Ant. 309,0£63,9 268,8+38,0 313,0+22,6

Tabelle 7: Anzahl der Thrombozyten im Vollblut [10%1] vor und nach Infusion der
CFDA-SE-markierten Thrombozyten sowie am Ende des Beobachtungszeitraums. Die Werte blieben
in allen Gruppen konstant. MW = SEM.

Der Hamoglobinwert in den einzelnen Versuchsgruppen blieb wahrend des gesamten Versuchs kon-

stant. Zwischen den einzelnen Versuchsgruppen bestanden keine signifikanten Unterschiede.
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Vor Infusion der Thr. Nach Infusion der Thr. Versuchsende

Hb. [g/dI] Hb. [g/dI] Hb. [g/dI]
10M Bradykinin 8,5:0,4 8,7+0,4 9,00,3
10°M BK + B1-Ant.  8,6+03 8,4+0,6 9,5+0,3
10°M BK + B2-Ant.  8,9+0,2 9,30,9 8,7+0,6

Tabelle 8: Hamoglobinwerte [g/dl] vor und nach Infusion der fluoreszenzmarkierten Thrombozyten
und am Ende des Beobachtungszeitraums. Die Werte blieben wahrend des gesamten Versuchsverlaufs
konstant, es gab keine Unterschiede zwischen den Gruppen. MW + SEM.

3.3.3 Gefalldurchmesser

Wie in den Versuchen zur Dosisfindung wurden in jeder Versuchsgruppe insgesamt 24 Arteriolen und
24 Venolen untersucht. Die Durchmesser der Arteriolen blieben in allen Versuchsgruppen wahrend

des Beobachtungszeitraums konstant.
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Abbildung 23: Arteriolare GefalRdurchmesser vor, wahrend und nach Bradykinin-Infusion (grauer

Balken) und Gabe verschiedener Bradykinin-Rezeptorantagonisten. Die Durchmesser der Arteriolen
blieben in allen Versuchsgruppen wahrend des Beobachtungszeitraums konstant. MW + SEM.

Die Durchmesser der Venolen blieben ebenfalls in allen Versuchsgruppen wahrend des gesamten Ver-

suchszeitraums konstant.
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Durchmesser Venolen

80

—&— 10”°M Bradykinin (n=6)
70 —&— 10°M Bradykinin + B2-Antagonist (n=6)
—A— 10”°M Bradykinin + B1-Antagonist (n=6)

60 +

50 A @ § E i z é -

e
S
L
177]
s 0] FT—35 3 ——= > > &
s = g ——8——— 8 —+=&
S
= 30 A
o
20
10 4
0 T T T T T T T
=30 -5 20 60 90 150 210

Zeit [min)]

Abbildung 24: Venolare GefaRdurchmesser vor, wahrend und nach Bradykinin-Infusion und Gabe
verschiedener Bradykinin-Rezeptorantagonisten. Die Durchmesser blieben in allen Versuchsgruppen
wahrend des gesamten Beobachtungszeitraums konstant. MW + SEM.

3.3.4 Leukozyten-Endothelinteraktionen

Wie in den Versuchen zur Dosisfindung wurden auch in diesen Versuchen Leukozy-
ten-Endothelinteraktionen nur in postkapillaren Venolen beobachtet. Zu Beginn des Versuches konn-
ten rollende Leukozyten in den einzelnen Versuchsgruppen nur gelegentlich nachgewiesen werden.
Die Anzahl der rollenden Leukozyten stieg nach Beginn der Bradykinin-Infusion kontinuierlich an
und erreichte 210 Minuten nach Beginn der Infusion den Maximalwert mit 55,8 + 10,5 Zellen x 100
um™ x min™ in der Gruppe, die nur 10M Bradykinin erhielt, 45,0 = 3,3 Zellen x 100 pm™ x min™ in
der Gruppe, die zusatzlich den Bradykinin-B1-Rezeptorantagonisten erhielt, und 12,8 = 2,7 Zellen x
100 pm®* x min® in der Gruppe, die zusitzlich zur Bradykinin-Infusion den Bradyki-
nin-B2-Rezeptorantagonisten erhielt. Dabei waren die Werte in den drei Versuchsgruppen 90 Minuten
nach Beginn der Infusion im Vergleich zum Ausgangswert signifikant erhéht. Die Anzahl der rollen-
den Leukozyten war in der Gruppe, die den Bradykinin-B2-Rezeptorantagonisten erhielt, 150 und 210
Minuten nach Beginn der Infusion im Vergleich zur Gruppe, die nur Bradykinin erhielt, signifikant
erhéht.
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Abbildung 25: Anzahl rollender Leukozyten vor, wahrend und nach Bradykinin-Infusion (grauer Bal-
ken) und Gabe verschiedener Bradykinin-Rezeptorantagonisten. Die Anzahl der rollenden Leukozyten
stieg nach Beginn der Bradykinin-Infusion in allen Gruppen an. 150 und 210 Minuten nach Beginn
der Infusion waren die Werte in der Gruppe mit Bradykinin-B2-Rezeptorantagonist signifikant niedri-
ger als in der Gruppe, die nur die Bradykinin-Infusion erhielt. * p < 0,05 vs. Kontrollgruppe (Rang-
summentest nach Kruskal-Wallis mit Dunnett Prozedur). # p < 0,05 vs. Ausgangswert (Rangsummen-
test ANOVA nach Friedman mit Dunnett Prozedur). MW = SEM.

Adhérente Leukozyten wurden bis zum Beginn der Bradykinin-Infusion nicht beobachtet, danach kam
es zu einem Anstieg der Anzahl am Endothel fest haftender Leukozyten in allen Gruppen. Der Maxi-
malwert wurde in der Gruppe, die 10°M Bradykinin erhielt, mit 4,6 + 2,2 adhéarenten Leukozyten x
100 pm™ x min™* und in der Gruppe, die zusétzlich den Bradykinin-B2-Rezeptorantagonisten erhielt,
mit 1,2 =+ 0,4 adhérenten Leukozyten x100um'1 x min™ 90 Minuten nach Beginn der Infusion erreicht.
In der Gruppe, die den Bradykinin-B1-Rezeptorantagonisten erhielt, wurde der Hochstwert 210 Minu-

ten nach Beginn der Infusion mit 5,0 + 0,7 adhdrenten Leukozyten x100um'1x min* erreicht.
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Abbildung 26: Anzahl adharenter Leukozyten vor, wahrend und nach Bradykinin-Infusion (grauer
Balken) und Gabe verschiedener Bradykinin-Rezeptorantagonisten. In allen Gruppen kam es 90 Minu-
ten nach Beginn der Infusion zu einem signifikantem Anstieg der fest am Endothel haftenden Leukozy-
ten. # p < 0,05 vs. Ausgangswert (Rangsummentest ANOVA nach Friedman mit Dunnett Prozedur).
MW = SEM.

3.3.5 Thrombozyten-Endothelinteraktionen

Zu Beginn des Beobachtungszeitraumes wurden in den drei Versuchsgruppen keine Thrombozy-
ten-Endothelinteraktionen beobachtet. Wéhrend der gesamten Versuchsdauer kam es zu keiner Adha-
renz von Thrombozyten am GefaRendothel. Die Anzahl rollender Thrombozyten erreichte in der Ver-
suchsgruppe ohne Bradykinin-Rezeptorantagonist den Hochstwert mit 7,1 + 3,3 Thrombozyten x 100
um™ x min™ 90 Minuten nach Beginn der Bradykinin-Gabe, in der Gruppe, die zusétzlich den Brady-
kinin-B1-Rezeptorantagonisten erhielt, wurde der Hochstwert mit 7,2 + 1,4 Thrombozyten x 100 um'l
x min™* 150 min. nach Beginn der Bradykinin-Infusion erreicht und in der Gruppe, die zusétzlich den
Bradykinin-B2-Rezeptorantagonisten erhielt, mit 1,5 = 0,7 Thrombozyten x 100 pm™ x min™ 210 min.
nach Beginn der Bradykinin-Infusion. Dabei unterschied sich der Wert der Gruppe mit
B2-Rezeptorantagonist 210 Minuten nach Beginn der Infusion signifikant von der Gruppe, die keinen

Antagonisten erhielt.
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Abbildung 27: Anzahl rollender Thrombozyten in postkapillaren Venolen vor, wahrend und nach
Bradykinin-Infusion (grauer Balken) und Gabe verschiedener Bradykinin-Antagonisten. In der Grup-
pe ohne Bradykinin-Rezeptorantagonist und der Gruppe mit Bradykinin-B1-Rezeptorantagonist kam
es nach der Bradykinin-Infusion zu einem Anstieg der Anzahl rollender Thrombozyten. In der Gruppe,
die den Bradykinin-B2-Rezeptorantagonist erhalten hatte, kam es zu keiner signifikanten Steigerung
der Thrombozyten-Endothelinteraktionen. * p < 0,05 vs. Kontrollgruppe (Rangsummentest nach

Kruskal-Wallis mit Dunnett Prozedur). # p < 0,05 vs. Ausgangswert (Rangsummentest ANOVA nach
Friedman mit Dunnett Prozedur). MW = SEM.

3.3.6 Funktionelle Kapillardichte

In der Gruppe mit dem Bradykinin-B2-Rezeptorantagonisten blieb die Kapillardichte wéhrend des
gesamten Versuchszeitraums konstant. Die Werte lagen zwischen 135,2 + 6,2 cm/cm? und 1195 =
10,2 cm/cm?. In der Gruppe ohne den Bradykinin-Rezeptorantagonisten kam es zu einem Abfall der
Kapillardichte nach Ende der Bradykinin-Infusion mit einem darauf folgendem Anstieg der Kapillar-
dichte mit Werten zwischen 165,2 + 7,0 cm/cm? und 130,4 = 6,6 cm/cm?. In der Gruppe, die den Bra-
dykinin-B1-Rezeptorantagonisten erhielt, kam es nach Beginn der Bradykinin-Infusion zu einem Ab-

fall der Kapillardichte mit Werten zwischen 152,2 + 11,0 cm/cm? und 52,4 + 19,5 cm/cm?.
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Abbildung 28: Kapillardichte vor, wahrend und nach Bradykinin-Infusion (grauer Balken) und Gabe
von Bradykinin-Rezeptorantagonisten. In der Gruppe mit B2-Antagonist blieb die Kapillardichte wah-
rend des gesamten Beobachtungszeitraums konstant. In der Gruppe ohne Rezeptorantagonist kam es
90 Minuten nach Beginn der Infusion zu einem Abfall der Kapillardichte mit darauf folgendem Wie-
deranstieg, in der Gruppe mit B1-Rezeptorantagonist kam es nach Beginn der Bradykinin-Infusion zu
einem stetigen Abfall der Werte. * p < 0,05 vs. Kontrollgruppe (Rangsummentest nach Kruskal-Wallis

mit Dunnett Prozedur). # p < 0,05 vs. Ausgangswert (Rangsummentest ANOVA nach Friedman mit
Dunnett Prozedur). MW = SEM.

3.3.7 Laser-Doppler-Fluxmetrie

In der Laser-Doppler-Flowmetrie kam es bei Messung der linken Hemisphare in der Kontrollgruppe
und der Gruppe, die den Bradykinin-B1-Rezeptorantagonisten erhielt, zu einem Abfall der Werte wéh-
rend der Bradykinin-Infusion gefolgt von einem Anstieg bis auf das Ausgangsniveau. Die Werte lagen
in der Kontrollgruppe zwischen 79,2 = 5,4 % und 104,0 = 8,8 % vom Ausgangswert und der Gruppe
mit Bradykinin-B1-Rezeptorantagonist zwischen 77,7 + 4,7 % und 101,2 = 4,5 % vom Ausgangswert.
In der Gruppe mit Bradykinin-B2-Rezeptorantagonist blieben die Werte wahrend der Bradyki-
nin-Infusion konstant, nach der Infusion kam es zu einem Anstieg der Werte. In dieser Gruppe lagen
die Werte zwischen 99,7 + 4,7 % und 123,5 = 11,1 % vom Ausgangswert.
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Abbildung 29: Laser-Doppler-Fluxmetrie (LDF) der linken Hemisphére vor, wahrend und nach Bra-
dykinin-Infusion (grauer Balken) und Gabe verschiedener Bradykinin-Antagonisten. In der Kontroll-
gruppe und der Gruppe mit dem Bradykinin-B1-Rezeptorantagonisten kam es wahrend der Bradyki-
nin-Infusion zu einem Abfall des Laser-Doppler-Flows mit einem darauf folgenden Anstieg. In der
Gruppe mit Bradykinin-B2-Antagonist blieb der Laser-Doppler-Flow wahrend der Infusion konstant
und stieg nach Ende der Infusion an. * p < 0,05 vs. Kontrollgruppe (Rangsummentest nach

Kruskal-Wallis mit Dunnett Prozedur). # p < 0,05 vs. Ausgangswert (Rangsummentest ANOVA nach
Friedman mit Dunnett Prozedur). MW = SEM.

Analog zur linken Hemisphare kam es bei der Messung des Laser-Doppler-Flows der rechten Hemi-
sphare in der Kontrollgruppe und der Gruppe, die den Bradykinin-B1-Rezeptorantagonisten erhielt, zu
einem Abfall der Werte wahrend der Infusion von Bradykinin mit einem darauf folgenden Wideran-
stieg, dabei wurde in der Gruppe mit dem B1-Antagonisten das Ausgangsniveau nicht wieder erreicht.
Die Werte lagen zwischen 79,2 = 8,3 % und 100,0 + 0,0 % vom Ausgangswert in der Kontrollgruppe
und 78,2 + 6,9 % und 103,4 = 2,4 % vom Ausgangswert in der Gruppe, die den Bradyki-
nin-B1-Rezeptorantagonist erhielt. In der Gruppe mit Bradykinin-B2-Rezeptorantagonist kam es nicht
zu einem Abfall der Werte wahrend der Bradykinin-Infusion, im Verlauf des Beobachtungszeitraums
stiegen die Werte kontinuierlich an und lagen zwischen 97,8 = 2,5 % und 125,1 + 9,4 % vom Aus-

gangswert.
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Abbildung 30: Laser-Doppler-Fluxmetrie (LDF) der rechten Hemisphare vor, wahrend und nach
Bradykinin-Infusion (grauer Balken) und Gabe verschiedener Bradykinin-Rezeptorantagonisten. Wie
in der linken Hemisphare kam es in der Kontrollgruppe und der Gruppe mit Bradyki-
nin-B1-Rezeptorantagonist zu einem Abfall des Laser-Doppler-Flows wahrend der Bradyki-
nin-Infusion mit darauf folgendem Anstieg der Werte. In der Gruppe die den Bradyki-
nin-B2-Rezeptorantagonist erhielt stiegen die Werte kontinuierlich an. * p < 0,05 vs. Kontrollgruppe.
#p < 0,05 vs. Ausgangswert. MW + SEM.

3.3.8 Arterio-venodse Transitzeit

Die Werte der arterio-vendsen Transitzeit verhalten sich umgekehrt proportional zur Durchblutung. In
der Kontrollgruppe kam es wahrend der Bradykinin-Infusion zu einem Anstieg der AVTT mit darauf
folgendem Abfall auf Ausgangsniveau. Die Werte lagen in dieser Gruppe zwischen 0,43 + 0,08 und
1,17 = 0,41 Sekunden. In der Gruppe, die den Bradykinin-B1-Rezeptorantagonisten erhielt, kam es
wahrend der Bradykinin-Infusion zu einem Anstieg der AVTT, die Werte fielen nach Ende der
Infusion ab, stiegen aber bis zum Ende des Beobachtungszeitraums wieder an. In dieser Gruppe lagen
die Werte zwischen 0,48 =+ 0,03 und 166 =+ 0,36 Sekunden. In der Gruppe mit
Bradykinin-B2-Rezeptorantagonist blieben die Werte wahrend des Beobachtungszeitraums konstant
und lagen zwischen 0,46 = 0,07 und 0,79 = 0,27 Sekunden.
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Abbildung 31: Arterio-vendse Transitzeit vor, wahrend und nach Bradykinin-Infusion (grauer Bal-
ken) und Gabe verschiedener Bradykinin-Rezeptorantagonisten. In der Kontrollgruppe kam es wah-
rend der Bradykinin-Infusion zu einem Anstieg der AVTT, nach Ende der Infusion fielen die Werte
wieder ab und erreichten das Ausgangsniveau. In der Gruppe mit dem Bradyki-
nin-B1-Rezeptorantagonisten kam es wahrend der Infusion zu einem Anstieg der AVTT, nach Ende der
Infusion wurde das Ausgangsniveau nicht wieder erreicht. In der Gruppe mit dem
B2-Rezeptorantagonisten blieben die Werte wahrend dem Beobachtungszeitraum konstant. * p < 0,05
vs. Kontrollgruppe (Rangsummentest nach Kruskal-Wallis mit Dunnett Prozedur). # p < 0,05 vs. Aus-
gangswert (Rangsummentest ANOVA nach Friedman mit Dunnett Prozedur). MW = SEM.

3.3.9 Histologie

In der Kontrollgruppe fanden sich 19,6 + 5,0 Esterase-positive Zellen in der linken Hemisphére und
15,0 + 4,1 Esterase-positive Zellen in der rechten Hemisphdre. In der Gruppe die den Bradyki-
nin-B1-Rezeptorantagonisten erhielt, fanden sich in der linken Hemisphdre 33,5 = 6,6 Estera-
se-positive Zellen und in der rechten Hemisphare 35,5 + 7,6 Esterase-positive Zellen. Der Unterschied
zwischen beiden Versuchsgruppen war beztglich beider Hemisphéren signifikant. In der Gruppe mit
Bradykinin-B1-Rezeptorantagonist betrug die Anzahl Esterase-positiver Zellen in der linken Hemi-
sphare 10,5 = 2,6 Esterase-positive Zellen und in der rechten Hemisphére 7,5 + 1,2 Esterase-positive

Zellen. Die Werte unterschieden sich dabei nicht signifikant von der Kontrollgruppe.
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Abbildung 32: Die Anzahl Esterase-positiver Zellen in der linken und rechten Hemisphéare in den
Versuchsgruppen. In der Gruppe mit dem Bradykinin-B1-Rezeptorantagonisten war die Anzahl Este-
rase-positiver Zellen signifikant hoher als in der Kontrollgruppe. In der Gruppe, die den
B2-Rezeptorantagonisten erhielt, war die Anzahl der Esterase-positiven Zellen niedriger als in der
Kontrollgruppe, dieser Unterschied war nicht signifikant. * p < 0,05 vs. Kontrollgruppe. MW + SEM.

3.4 Intravitalmikroskopische Aufnahmen

Als Beispiel fiir die Untersuchung der zerebralen Mirkozirkulation mit der Intravitalmikroskopie wer-
den hier einige Bilder gezeigt. Abbildung 33 zeigt eine Aufnahme aus den Versuchen zur Photo-
thrombose. Nach Beleuchtung des abgebildeten GefaRabschnitts kam es hier nach wenigen Minuten
zu einer erhdhten Anzahl von Thrombozyten-Endothelinteraktionen.

Die Abbildungen 34 — 36 zeigen denselben GefaRabschnitt einer postkapillaren Venole mit den unter-
schiedlichen Fluoreszenzfiltern. Abbildung 34 zeigt dabei eine Aufnahme mit dem Texas Red Filter
zur Darstellung des Intravasalraums. Bei Abbildung 35 handelt es sich um eine Aufnahme mit dem
Rhodamin Filter und wurde zur Beurteilung der Leukozyten-Endothelinteraktion verwendet. Dabei
sind frei flieRende Leukozyten wegen ihrer hohen Geschwindigkeit nicht zu erkennen. Schnell rollen-
de Leukozyten ziehen einen hellen Streifen hinter sich her, was durch die langsame Bildwiederho-
lungsrate der Restlichtkamera bedingt ist. Langsam rollende und fest adhédrente Leukozyten sind als
helle Punkte zu erkennen. Abbildung 36 zeigt eine Aufnahme mit dem Fluoreszein Filter zur Beurtei-
lung der Thrombozyten-Endothelinteraktionen. Dabei stellen sich die Thrombozyten &hnlich wie die
Leukozyten dar, sind jedoch wesentlich kleiner.

Abbildung 37 zeigt eine Aufnahme mit dem Rhodamin Filter zur Beurteilung der funktionellen Kapil-

lardichte nach Gabe eines Rhodamin-Bolus.
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Abbildung 33: Postkapillare Venole nach Photothrombose. Bei den weillen Punkten handelt es sich
um CFDA-SE geféarbte Thrombozyten. MaRstab = 50 um.

Abbildung 34: Postkapillare Venole zu Beginn der intravitalmikroskopischen Untersuchungen in den
Versuchen zur Dosisfindung bei intraarterieller Bradykinin-Infusion. Die Aufnahme erfolgte mit dem
Texas Red Filter. Durch intraventse Applikation des Farbstoffs wird das Lumen im Vergleich zur
Umgebung dargestellt. MalRstab = 50 um.
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Abbildung 35: Identischer GefaBabschnitt wie in Abbildung 33, 20 Minuten nach Beginn der Brady-
kinin-Infusion. Die Aufnahme erfolgte mit dem Rhodamin Filter und zeigt einzelne am GefaRendothel
adharierende Leukozyten. MaRstab = 50 um.

I0- 18 20 4k 43.68

Abbildung 36: Identischer GefaRabschnitt wie in Abbildung 33 und 34. Die Abbildung wurde mit dem
Fluoreszein Filter angefertigt und erfolgte 60 Minuten nach Beginn der Bradykinin-Infusion. Es zeigt
sich ein am Endothel entlang rollender Thrombozyt als weier Punkt (siehe Pfeil). MaRstab = 50 um.
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Abbildung 37: Kapillargebiet zu Beginn der intravitalmikroskopischen Untersuchungen. Nach Gabe
eines Rhodamin-Bolus lassen sich die einzelnen Kapillargefélie von der Umgebung durch die Fluores-
zenz des Farbstoffs unterscheiden, wodurch offline die Beurteilung der Kapillarlange pro Fléache er-
moglicht wird. Malistab =50 um.

3.5 Histologische Aufnahmen

Abbildung 38 zeigt exemplarisch die Aufnahme eines Esterase-gefarbten Schnittes aus dem Thalamus
der Wistenrennmaus. Der Pfeil zeigt auf einen Esterase-positiven Leukozyten, der das GefaRendothel
transmigriert hat. Die Esterase-positiven Zellen unterschieden sich durch die spezifische Farbung deut-
lich vom umgebenden Gewebe und den Zellen, welche durch die Esterase nicht markiert werden kon-

nen.
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Abbildung 38: Schnitt aus dem Thalamus der Wistenrennmaus. Der Pfeil zeigt auf einen Granulozy-
ten, der das Endothel transmigriert hat (Esterase-Farbung, Malstab = 10um).
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4 Diskussion

4.1 Experimentelles Modell

4.1.1 Verwendung eines Tiermodells

Der Grofteil des heutigen Wissens (iber pathophysiologische Vorgénge bei zerebralen Insulten wie
z.B. Ischdmie oder Trauma stammt aus experimentellen Untersuchungen in unterschiedlichen Tiermo-
dellen [11, 107]. Griinde, pathophysiologische Mechanismen in Tiermodellen zu untersuchen, sind die
gute Standardisierbarkeit der Untersuchungsbedinungen sowie der auslésenden Faktoren und die Mdg-
lichkeit der Anpassung eines Modells an eine bestimmte Fragestellung. Untersuchungen beim Men-
schen sind aufgrund der groRen Heterogenitat der Vorgange beziiglich Atiologie, anatomischer Loka-
lisation und Auspragung der Schadigung sehr schwer durchzufihren. Im Gegensatz zu experimentel-
len Bedingungen, wie Sie nur im Tierversuch mdglich sind, erlauben die variablen Vorgange beim
Menschen nur geringe Aussagen Uber die pathophysiologischen Ablaufe.

Auch in vitro Untersuchungen, Zellkulturen oder Gewebeschnitte werden h&ufig fir bestimmte Frage-
stellungen angewandt. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind jedoch nicht immer auf den Men-
schen Ubertragbar. Dies trifft vor allem auf komplex regulierte Systeme wie z.B. die Mikrozirkulation

ZU.

4.1.2 Auswahl des Versuchstiers

Fir die Forschung an der zerebralen Ischamie oder dem Neurotrauma sind Nagetiere die am

haufigsten verwendeten Versuchstiere. Durch Inzucht haben sie eine groRe Homogenitat innerhalb der

eigenen Spezies bei gleichzeitig hohem Grad an genetischen Homologien zu hdheren Saugetieren. Die

ethische Akzeptanz der Nutzung von Nagetieren ist im Vergleich zu Hunden, Katzen oder

subhumanen Primaten groBer. Durch mikrochirurgische Operationstechniken ist eine genaue

Préparation moglich.

Die Experimente der vorliegenden Arbeit wurden mit Mongolischen Wistenrennmausen durchgefiihrt

(Ordnung: Nagetiere (Rodentia); Unterordnung: Mauseverwandte (Myomorpha); Familie: Lang-

schwanzmduse (Muridae); Unterfamilie: Rennmduse (Gerbillinae); Gattung: Sandmdause (Merionus);

Wissenschaftlicher Name: Merionus unguiculatus).

Dabei waren folgende Eigenschaften der Spezies von Vorteil:

- In verschiedenen Perfusionsstudien konnte gezeigt werden, dass bei Gerbils der Circulus arte-

riosus Willisii unvollstdndig ausgebildet ist. Sie besitzen keine Aa. communicantes posterio-
res, sondern lediglich kleine Arteriolen mit einem Durchmesser von max. 30 — 60 um als Ver-

bindung zwischen dem vorderen, durch die Aa. carotides internae versorgten, und dem hinte-
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ren, vertebrovasilaren Hirnkreislauf [65, 92, 93]. Aufgrund dieser anatomischen Besonderheit
ist eine beinahe komplette Ischdmie des GroBhirns durch Okklusion beider Aa. carotides bei
erhaltener Durchblutung des Hirnstamms moéglich. So wurden Gerbils wiederholt in Untersu-
chungen zur globalen zerebralen Ischdmie eingesetzt [60-62, 118, 119]. In Untersuchungen
aus unserer Arbeitsgruppe wurden Gerbils ebenfalls zur Beurteilung der zerebralen Mikrozir-
kulation bei globaler zerebraler Ischamie verwendet [90, 176], so dass eine gute Vergleichbar-
keit mit vorangegangenen Untersuchungen besteht.

- Weitere Vorteile sind die diinne Dura mater und der schmale Subarachnoidalraum der Tiere.
Dies ermdglicht die Epifluoreszenzmikroskopie der Gefalle der Hirnoberflache bei intakter
Dura mater nach Entfernung der Schadelkalotte. Bei gréReren Versuchstieren wie z.B. Ratten
ist dies nicht moglich, so dass ein offenes oder sekundar geschlossenes Schadelfenster prapa-
riert werden muss [32]. Diese Verfahren kénnen allein durch die Praparation zu einer Schadi-
gung der Gehirnoberflache fiihren. So konnte nach Erdffnung der Dura mater bei der Ratte
schon in der Kontrollphase eine Leukozytenaktivierung beobachtet werden [26]. Bei unserem
Modell mit intakter Dura mater kam es lediglich nach unbeabsichtigter Beriihrung der Dura
mater wahrend der Praparation oder nach Auftreten kleiner Blutungen aus DuragefaBen zu ei-
ner Leukozytenaktivierung, so dass eine Aktivierung von Leukozyten in der Kontrollphase vor
Bradykinin-Infusion als Ausschlusskriterium festgelegt und diese Tiere in die weiteren Unter-

suchungen nicht einbezogen wurden.

4.1.3 Anasthesie

Zur Untersuchung der zerebralen Mirkozirkulation war eine Narkotisierung der Versuchstiere iber
einen Zeitraum von ca. sechs Stunden von Beginn der Préaparation bis zur Fixationsperfusion nétig.
Die Durchfiihrung einer maschinellen Beatmung ist bei Untersuchungen der Mikrozirkulation in
Kleintieren von Nachteil, da regelméBige Blutgasanalysen aufgrund des geringen Blutvolumens der
Versuchstiere zu Stérungen der Hamodynamik fiihren kénnen.

Aus diesem Grund wurde fir die vorliegenden Versuche ein volatiles Anésthetikum ausgewahlt, wo-
durch eine Spontanatmung der Versuchstiere bei guter Steuerbarkeit der Narkosetiefe moglich war.
Halothan wurde ausgewahlt, da es relativ schnell an- und abflutet und einfach zu handhaben ist.

Ein Nachteil volatiler Anésthetika ist deren Beeinflussung mikrozirkulatorischer Parameter. Dies trifft
z.B. auf die zerebrale Durchblutung aber auch die Leukozytenaktivierung zu.

So beschrieben Koénig und Mitarbeiter eine Dilatation pialer Arterien bei Ratten nach lokaler Ha-
lothan-Gabe um 10 — 25 % im Vergleich zum Ausgangswert [78]. Verschiedene Untersuchungen be-
schrieben entsprechend diesen Ergebnissen eine Steigerung der Durchblutung unter Narkose mit Ha-

lothan und anderen volatilen Anésthetika wie zum Beispiel Isofluran [50, 83]. Hansen und Mitarbeiter
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konnten zeigen, dass die Steigerung der Durchblutung durch Halothan vor allem den Neocortex be-
trifft [51].

Des Weiteren beschrieben Miletich und Mitarbeiter bereits 1976 einen Verlust der Autoregulation
unter Narkose mit Halothan in der Ziege [108]. Dieses Phanomen wurde spéater ebenfalls fiir andere
Spezies beschrieben, es gibt jedoch keine Daten fiir die Wustenrennmaus [9, 115].

Neben der Beeinflussung der Vasomotorik wurde auch eine Einwirkung volatiler Anésthetika auf die
Aktivierung von Leukozyten berichtet. Moudgil und Mitarbeiter beschrieben eine Hemmung der
Chemotaxis neutrophiler Granulozyten durch Enfluran, Halothan, Methoxyfluran und Lachgas in vitro
[117]. Auch im Rahmen von in vivo Experimenten wurde eine Reduktion der Leukozytenaktivierung
gefunden [80, 110]. Dabei war das Ausmal der verminderten Leukozytenaktivierung in den unter-
schiedlichen Untersuchungen fiir die einzelnen Anésthetika wechselnd. Im Gegensatz dazu konnten
Erskine und James sowie Nunn und O’Morain keinen Hinweis auf eine Beeinflussung der Chemotaxis
neutrophiler Granulozyten durch Halothan feststellen [33, 127]. Morisaki und Mitarbeiter beschrieben
eine Induktion von Leukozyten-Endothel Interaktionen in der mesenterialen Mikrozirkulation der Rat-
te unter Halothan-Narkose, flihrten diese jedoch auf eine geringe Durchblutung des Mesenteriums
zuriick [114].

Insgesamt ist die genaue Wirkung der volatilen Anésthetika auf die Mikrozirkulation bisher unklar
und besonders im Hinblick auf die zerebrale Mikrozirkulation gibt es bisher wenige Daten. Bei der
Untersuchung mikrozirkulatorischer Parameter ist jedoch ein mdglicher Einfluss der Narkose zu be-

riicksichtigen.

4.1.4 Bradykinin-Infusion

Der Mediator Bradykinin wird nach seiner Freisetzung aus Kininogen innerhalb kurzer Zeit durch

unterschiedliche Proteasen gespalten (siehe Abbildung 39).

BRAIN ENDOPEPTIDASE

CONVERTING ENZYME or
KININASEII

CHYMOTRYPSIN

Y
H-ARG-PRO-PRO-GLY-PHE-SER-PRO-PHE-ARG-OH

¢

CARBOXYPEPTIDASE N or
KININASE
PROLIDASE |
IMIDOPEPTIDASE
IMIDOPEPTIDASE CARBOXYPEPTIDASE B

Abbildung 39: Primére Struktur von Bradykinin und mdgliche Angriffspunkte proteolytischer Enzyme
(Modifiziert nach Regoli und Barabe [141]).
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Unter anderem bedingt durch die zahlreichen Abbauvorgénge ergibt sich flir Bradykinin eine sehr
kurze Halbwertezeit. Kariya und Mitarbeiter beschrieben nach intrazerebroventrikulérer Injektion von
Bradykinin bei der Ratte eine Halbwertszeit von 26,6 = 3,6 Sekunden [68]. Daten zur Halbwerteszeit
von Bradykinin im Plasma sind bisher nicht verfligbar, es ist jedoch von einer dhnlich kurzen Halb-
wertszeit auszugehen.

Auf Grund der kurzen Halbwertszeit und methodischer Probleme ist die Bestimmung physiologischer
Bradykinin-Konzentrationen schwierig. Duncan und Mitarbeiter entwickelten eine Methode basierend
auf einem Radioimmunoassay zur Bestimmung von Bradykinin-Konzentrationen und fanden eine
Konzentration von < 1 fmol/ml im arteriellen und 2,7 + 0,9 fmol/ml im vendsen Blut des Menschen
[29]. Kamiya und Mitarbeiter untersuchten den Anstieg der Bradykinin-Konzentration im Gewebe und
im Plasma nach 3-stiindiger zerebraler Ischamie. In Ihren Untersuchungen fanden sich Werte von ma-
ximal 486,7 = 136,1 pg/ml (ca. 460 fmol/ml) Bradykinin im Plasma 30 Minuten nach Ende der Isché-
mie [66].

In den vorliegenden Versuchen erfolgte die intraarterielle Bradykinin-Infusion in verschiedenen
Konzentrationen zur Analyse einer mdglichen Dosis-Wirkungsbeziehung und zur Festlegung der
effektivsten Bradykinin-Konzentration. Als niedrigste Dosis wurde die Applikation von 2 ml einer 10™
molaren Losung Uber 30 Minuten gewahlt. Dabei ist durch einen Verdiinnungseffekt von einer
erheblich niedrigeren Konzentration am Wirkungsort auszugehen. So konnten Unterberg und
Mitarbeiter bei Untersuchungen an Katzen nach intraarterieller Infusion einer 10 molaren Lésung mit
einer Infusionsgeschwindigkeit von 1 ml/min eine Kinin-Konzentration von 4 — 6 x 10° M im Sinus

sagittalis superior feststellen [180].

4.2 Untersuchung der Mikrozirkulation

Die Auswirkung einer lokalen Bradykinin-Infusion auf die zerebrale Mikrozirkulation wurde durch
die Intravitalmikroskopie untersucht. Bisher gab es nur indirekte Hinweise fiir eine Rolle von Brady-
Kinin bei der Initiierung von Leukozyten- und Thrombozyten-Endothel Interaktionen in der zerebralen
Mikrozirkulation. Die Intravitalmikroskopie wurde zur Untersuchung der Fragestellung gewahlt, da
diese Methode eine Beurteilung verschiedener Parameter zur gleichen Zeit und deren dynamische
Entwicklung tber einen bestimmten Zeitraum erméglicht.

So kann die quantitative Analyse von Mikrovasomotorik, Leukozyten- und Thrombozy-
ten-Endothelinteraktionen und der funktionellen Kapillardichte sowie die semiquantitative Analyse
der lokalen Durchblutung und die qualitative Bestimmung der Permeabilitat in zeitlichen Verlauf be-
stimmt werden. VVon den einzelnen Schritten der Leukozyten-Endothelinteraktion mit Margination,
Rollen, Adhérenz und Transmigration ist durch die Intravitalmikroskopie in der zerebralen Mikrozir-
kulation eine Differenzierung rollender und adhérenter Leukozyten mdoglich, jedoch bezogen auf die

zerebrale Mikrozirkulation nicht die Analyse der Leukozytenmigration. Indirekt kdnnen emigrierte
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Leukozyten durch die Bestimmung der Myeloperoxidaseaktivitdt nachgewiesen werden [105]. Histo-
logisch ist ebenfalls der direkte Nachweis von Leukozyten im Hirnparenchym méglich [42, 48]. Die
histologische Untersuchung der Mikrozirkulation mit Verwendung von Hirnschnitten erlaubt aller-
dings keine Beurteilung dynamischer Veranderungen, weswegen wir uns primar fir die Intravital-
mikroskopie entschieden und die Histologie zusatzlich zur Beurteilung des Anteils extravasierter Leu-
kozyten nach Versuchsende angewandt haben.

Mikroskopische Beobachtungen der Hirnoberflache sind grundsétzlich mit Durch- und Auflicht
mdoglich. Pawlik und Mitarbeiter untersuchten 1981 kortikale Kapillaren in Transilluminationstechnik
[131], Yamakawa und Mitarbeiter stellten 1987 ihre Arbeiten zum Verhalten weier Blutzellen bei
Katzen mit hdmorrhagischer Hypotension, ebenfalls in Durchlichttechnik, vor [194]. Diese Technik
machte jedoch den Einsatz einer mikrochirurgisch in den Kortex vorgeschobenen Lichtquelle nétig,
wodurch es zu einer Verletzung von Hirnparenchym mit Stérung der Blut-Hirnschranke,
Odembildung, Blutung und lokaler Warmeproduktion kam. Diese Komplikationen fiinren zu einer
Beeintrachtigung der Untersuchungsergebnisse und treten bei der in der vorliegenden Arbeit
eingesetzten Epiilluminationsmikroskopie nicht auf.

Eine weitere Technik, die eine in vivo Untersuchung der Mikrozirkulation ermdglicht, ist die konfoka-
le Laser-Scanning-Mikroskopie. Zur in vivo Beobachtung der zerebralen Mikrozirkulation wurde sie
erstmals 1989 wvon Villringer et al. bei Ratten angewandt [181]. Die konfokale La-
ser-Scanning-Microscopie hat im Vergleich zur konventionellen Lichtmikroskopie eine bessere raum-
liche Auflésung sowie eine groRere Eindringtiefe mit bis zu 300 um in vivo. Dies wurde von Lorenzl
und Mitarbeitern bei der Pneumokokkenmeningitis bei Ratten gezeigt [97]. Auf der anderen Seite
bietet diese Methode im Vergleich zur konventionellen Lichtmikroskopie ein geringeres zeitliches
Auflésungsvermdgen, da die durchschnittliche Aquirierung eines zweidimensionalen Bilds bei voller
Auflésung eine Sekunde dauert. Eine Reduktion der Anzahl der Bildpunkte kann diesen Zeitraum auf
1/16 Sekunde verringern, ermdglicht jedoch nicht die Beurteilung der Dynamik der Leukozyten- oder
Thrombozyten-Endothelinteraktion. Deswegen wurde der konventionellen Lichtmikroskopie der Vor-
zug gegeben.

Zur intravitalmikroskopischen Beobachtung der zerebralen Mikrozirkulation ist die Praparation eines
Schédelfensters notig. Bei der Praparation eines offenen Schadelfensters bei kleinen Versuchstieren ist
die Herniation von Hirngewebe nach Eréffnung der Kalotte und Inzision der Dura mater eine bedeu-
tende Komplikation.

Infolgedessen wird fir diese Experimente haufig ein geschlossenes Schédelfenster angewandt. Dabei
wird der er6ffnete Fensterbereich durch ein Deckglas mit Zahnzement oder Histoacryl versiegelt
[113]. Aufgrund des geschlossenen Systems ist eine Messung des intrakraniellen Drucks méglich.

Uhl und Mitarbeiter konnten in diesem Modell die Liqguorhomdostase analysieren und durch Superfu-
sion der exponierten Hirnoberflache mit dem Entziindungsmediator PAF dessen Auswirkung auf die

Mikrozirkulation untersuchen [177, 178]. Ein Nachteil dieses Verfahrens ist, dass es durch Eréffnung
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der Dura mater schon nach kurzer Zeit zu einer Schadigung der Blut-Hirnschranke kommen kann
[129]. Eine Senkung des Liquordrucks auf 0 mmHg ber 10 Minuten kann bereits zu einer Eréffnung
der Blut-Hirnschranke fuihren.

In der vorliegenden Arbeit wurde das geschlossene Schéadelfenster beim Gerbil verwendet, welches
ermdglicht, derart aufwendige Préparationen zu vermeiden. Die Dura mater blieb wahrend des gesam-
ten Untersuchungszeitraums geschlossen, eine Herniation des Gehirns fand nicht statt. In Folge dessen
blieb der Subarachnoidalraum intakt, wodurch auf eine Superfusion des Gehirns mit kiinstlichem Li-
quor verzichtet werden konnte. Ferner mussten die BlutgefaBe der Dura mater nicht durchtrennt oder
verddet werden. Im Gegensatz zu Modellen mit Entfernung der Dura mater konnte beim geschlosse-
nen Schadelfenster beim Gerbil eine Aktivierung von Leukozyten- oder Thrombozy-
ten-Endothelinteraktionen durch die Praparation vermieden werden.

Zur Beurteilung des Intravasalraums wurde hochmolekulares, Texas-Red markiertes Dextran mit ei-
nem Molekulargewicht von 70.000 Dalton injiziert. Es konnte gezeigt werden, dass hochmolekulares
Dextran nicht zu einer Veranderung der Blutviskositat fiihrt, jedoch hemmende Eigenschaften auf
Leukozyten-Endothelinteraktionen besitzt und die funktionelle Kapillardichte verbessern kann [166,
167]. Diese Effekte miissen bei den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit berticksichtigt werden, fih-
ren jedoch eher zu einer Unterschétzung der Aktivierung von Leukozyten und Thrombozyten, als zu
einer Uberschitzung. Die Emmissionsintensitit des markierten Plasmas blieb nach einmaliger Gabe
des Farbstoffs zu Beginn der intravitalmikroskopischen Untersuchungen wéhrend des gesamten
Untersuchungszeitraums ausreichend hoch. Eine Extravasation des Farbstoffs ins Hirnparenchym war
auch am Ende des Experiments nicht zu beobachten.

Die Fluoreszenzmarkierung von Leukozyten wurde in vivo durch die intravendse Injektion des Farb-
stoffs Rhodamin 6G erreicht. Eine ex vivo Markierung der Leukozyten fiihrt zu dem erheblich hohe-
ren Risiko einer extrakorporalen Aktivierung der Zellen mit Expression von Integrinen [49] und Ver-
anderung der rheologischen Eigenschaften [75, 123]. Rhodamin 6G wurde zu jedem Beobachtungs-
zeitpunkt als Bolus injiziert, wodurch von einer ausreichenden Farbung des Grofiteils aller Leukozyten
zu den einzelnen Messzeitpunkten auszugehen ist [6].

Die Fluoreszenzmarkierung der Thrombozyten erfolgte ex vivo durch den Farbstoff CFDA-SE. Ein
Farbstoff, welcher nach intravendser Injektion zu einer spezifischen Férbung von Thrombozyten flhrt,
ist bislang nicht verfligbar. Ishikawa und Mitarbeiter untersuchten das Verhalten von Thrombozyten in
der zerebralen Mikrozirkulation nach intravendser Injektion von Rhodamin 6G [59]. Da dieser Farb-
stoff vor allem zu einer Farbung der Leukozyten fiihrt und diese aufgrund ihres gréeren Zellvolu-
mens Thrombozyten (berstrahlen koénnen, war eine quantitative Analyse der Thrombozy-
ten-Endothelinteraktionen und eine Unterscheidung zwischen Thrombozyten und Leukozyten in die-
sem Modell nicht mdglich. Khandoga und Mitarbeiter untersuchten  Thrombozy-
ten-Endothelinteraktionen in der Mikrozirkulation der Leber nach ex vivo Farbung der Thrombozyten

mit Rhodamin 6G [73]. Eine gleichzeitige Beurteilung von Leukozyten- und Thrombozy-
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ten-Endothelinteraktionen konnte nicht erfolgen und durch einen schnellen Abfall der Emmissionsin-
tensitat der gefarbten Thrombozyten waren die Untersuchungszeitraume stark eingeschrankt. Im Ge-
gensatz hierzu ermoglicht die ex vivo Farbung von Thrombozyten mit CFDA-SE eine Analyse der
Thrombozyten-Endothelinteraktionen  (ber  mehrere  Stunden.  AuBerdem  konnen  die
CFDA-SE-gefarbten Thrombozyten leicht von Rhodamin 6G-gefarbten Leukozyten unterschieden
werden. Die Methode wurde zuerst von Manegold und Mitarbeitern zur Beurteilung von Thrombozy-
ten-Endothelinteraktionen in der Rickenhautkammer der Maus beschrieben [101], das Protokoll der
Thrombozyten Farbung fiihrte jedoch bei den Thrombozyten des Gerbil zu einer Zellaktivierung. Nach
Modifikation des Protokolls konnte die Farbung der Thrombozyten ohne Aktivierung der Zellen er-
reicht werden. Die Beurteilung der Thrombozyten-Endothelinteraktionen war wéhrend des gesamten
Versuchsablaufs ohne merkbare Verringerung der Emmissionsintensitat moglich.

Um phototoxische Effekte und das Ausbleichen der Farbstoffe zu reduzieren, wurde die Belichtungs-
zeit auf 60 Sekunden pro Messgebiet und Messzeitpunkt verkiirzt [140]. Durch die
SIT-Restlichtkamera in Verbindung mit einem 25 x Salzwasserimmersions-Objektiv war die Verwen-
dung von Erregerlicht geringer Intensitdat moglich. Die einzelnen Parameter wurden offline analysiert.
Durch den computergesteuerten Mikrometertisch konnten die regions of interest zuverldssig wieder
gefunden werden, ohne eine unnétige Lichtexposition hervorzurufen. Eine Schadigung der
Blut-Hirnschranke, wie sie durch phototoxische Effekte beschrieben wurde [109], konnte in keinem
Versuch nachgewiesen werden.

Aufgrund der begrenzten Tiefenscharfe war es nicht mdglich, in groReren Venolen (>50 pm) alle Zel-
len zu erfassen, die mit dem Endothel interagierten, ebenso gelang die simultane Darstellung der ge-
samten Endotheloberflache nicht. Aus diesem Grund wurde die Anzahl der interagierenden Zellen als
Anzahl pro 100 um langem GefélRsegment und Minute angegeben und nicht als Zellen pro GeféRober-
flache wie in anderen Publikationen beschrieben. Ebenfalls konnten aus diesem Grund der Leukozy-

tenflux und der Mikroleukokrit nicht berechnet werden.

4.2.1 Leukozyten-Endothelinteraktionen

Eine groBe Anzahl verschiedener Ursachen fiihrt zu einer Aktivierung von Leukozyten in der
zerebralen Mikrozirkulation mit darauf folgender Extravasation der Zellen in das Parenchym. Dies
trifft vorwiegend auf Entziindungsreaktionen im Rahmen von Infektionen zur Abwehr der
Krankheitserreger, wie z.B. bei einer Meningitis zu. Aber auch andere Mechanismen wie z.B. eine
zerebrale Ischamie oder ein Schadel-Hirn Trauma filhren zu einer Entzlindungsreaktion mit einer
daraus resultierenden Aktivierung von Leukozyten. Die aktivierten Leukozyten koénnen im
Hirnparenchym durch Freisetzung freier Radikale oder Proteasen nicht nur an der Abwehr von
Erregern teilnehmen oder nekrotisches Gewebe abrdumen sondern auch gesundes Gewebe zerstdren

[30, 81, 87, 154]. Zur Extravasation der Leukozyten in das Parenchym ist eine Kaskade von vier
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Schritten noétig. Dazu gehoéren die Margination, das Rollen, die feste Adhdrenz und die
Transmigration. Margination bedeutet, dass der Leukozyt den Zentralstrom innerhalb des GefaRes
verlasst und in der Néhe des Endothels flieSt. Auf Grund des gréReren Durchmessers im Vergleich zu
anderen Blutzellen tendieren Leukozyten dazu, bei héheren FlieRgeschwindigkeiten im Zentralstrom
des Gefdlles zu flieRen. Bei niedrigen Geschwindigkeiten kommt es zu einer Agglutination von
Erythrozyten, deren Gréfle nimmt zu und Leukozyten werden an den Rand des GefaRes verdrangt
[125]. Dies ermdglicht einen Kontakt der Leukozyten mit dem GefaBendothel. Durch verschiedene
Adhésionsmolekiile wird nun ein Rollen der Leukozyten am GefaRendothel ermdglicht, wobei den
Selektinen eine besondere Bedeutung zukommt. Eine Ubersicht iiber die beteiligten Rezeptoren gibt

Abbildung 40.

Rollen

Integrin

Aktivierune Feste Adhdrenz

? v
e H
g P-Selektin 3 E-Selektin ? [.-Selektin A Chemokine Integrin
? ! |
= e NS = MAACAN Chemokine ICAMs
— PSGI.-1 \% ESL-1 = MAdCAM-1 |/_\] Rezeptor VCAM

Abbildung 40: Die Emigration von Leukozyten in das Gewebe wird durch eine Kaskade multipler
molekularer Interaktionen kontrolliert. Die Selektine initiieren das Anheften der Leukozyten am
GefalRendothel. Dies erméglicht das Entlangrollen der Leukozyten am Endothel, wodurch Leukozyten
in der Lage sind, Chemokine auf der Endotheloberflache zu registrieren. Daraus resultiert eine
Aktivierung der Integrin-Rezeptoren auf Leukozyten, welche, durch Bindung an Rezeptoren der
Immunglobulin-Superfamilie, eine feste Adhdrenz der Rezeptoren am Endothel ermdglichen. Die
Adhéasion der Leukozyten ist die Voraussetzung fur die Emigration der Zellen in das Parenchym.
Zahlreiche Hinweise deuten auf eine Aktivierung der Integrin-Rezeptoren durch Selektine neben den
Chemokinen hin. (Modifiziert nach Ebnet und Vestweber [30])

Wahrend des Rollens wirken verschiedene Molekiile wie z.B. TNF, IL-1b, PAF, Bradykinin und

Endothelin auf die Leukozyten ein [1, 165]. Diese Substanzen werden vom Parenchym und vom
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GefalRendothel synthetisiert und freigesetzt und flihren zu einer Konformationsverdnderung
verschiedener Oberflachenmolekiile der Leukozyten, wie zum Beispiel den Integrinen, wodurch diese
Oberflachenmolekiile in der Lage sind, Endothelrezeptoren zu binden. Durch Bindung der Integrine an
Molekiile der Ig-Superfamilie kommt eine feste Adhésion der Leukozyten an das Endothel zustande.
Mit Hilfe dieser Bindung wird dem Leukozyten ermdglicht, durch die Endothelschicht hindurch zu

treten und in das Gewebe auszuwandern [164].

4.2.2 Thrombozyten-Endothelinteraktionen

Die bekannteste Funktion der Thrombozyten besteht in der Aufrechterhaltung der natirlichen Blutzir-
kulation. Dazu tragen sie bei, indem sie die Unversehrtheit der Gefalle bewahren und nach Verletzun-
gen von Gefédllen an der Hamostase beteiligt sind. Thrombozyten reagieren sehr schnell auf Verande-
rungen am GefaRendothel. Kommt es zum Beispiel zu einer Offenlegung des Subendothels, heften
sich einzelne Thrombozyten fest an den Bereich der Lasion. Weitere Thrombozyten interagieren mit
den bereits aktivierten und adharenten Thrombozyten, wodurch ein Thrombus entsteht. Die initiale
Interaktion der Thrombozyten mit dem GefaBendothel wird als Adhasion bezeichnet, die weitere Ver-
groRerung des Thrombus durch Thrombozyten-Thrombozyten Interaktionen als Aggregation [151].
Fur die Adhésion von Thrombozyten an der Gefalwand sind zwei Vorraussetzungen nétig: Auf der
einen Seite fihren Agonisten, welche im Rahmen der L&sion freigesetzt werden, zu einer Aktivierung
von Thrombozyten. Dadurch sind diese in der Lage, mit Adhdsionsmolekiilen zu interagieren. Auf der
anderen Seite reagieren aktivierte Thrombozyten nur mit Molekilen, die bei GefaBwandverédnderun-
gen exponiert werden. Dies ermdglicht eine Kontrolle der Thrombusbildung.

Auf molekularer Ebene kommen verschiedene Komponenten des Subendothels, wie Kollagen, Fibro-
nektin oder von Willebrand Faktor, fir die Adhésion der Thrombozyten in Betracht. Die Adhésion

erfolgt dabei durch spezifische Membranrezeptoren (siehe Abbildung 41).
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Abbildung 41: Thrombozytenadhadsion und Thrombusbildung. Die Thrombozytenadhdsion an der
geschadigten GefalBwand wird durch das Rollen der Thrombozyten am Subendothel initiiert. Dies
geschieht durch die Bindung des Thrombozytenrezeptors GP Ib-V-X am von Willebrand-Faktor (VWF)
(linke Abbildung). Nach Aktivierung der Thrombozyten durch diese Bindung und verschiedene Aktive-
rungsmediatoren (ADP, Thrombin etc.) kommt es zu einer Konformationsverdnderung des In-
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tegrin-Rezeptors oypf33, welcher eine feste Adhésion an vVWF ermdglicht (mittlere Abbildung). Durch
Bindung des Integrin-Rezeptors o3 an Fibrinogen entsteht ein wachsender Thrombus (rechte Ab-
bildung).

Neben der klassischen Interaktion von Thrombozyten mit dem Subendothel und Ihrer Bedeutung bei
der Kontrolle der Hamostase gibt es zunehmend Hinweise auf eine Rolle der Thrombozyten bei Ent-
ziindungsreaktionen. Nach Aktivierung von Endothelzellen im Rahmen einer Entziindung kommt es
dabei zu Thrombozyten-Endothelinteraktionen. Vermittelt durch endotheliales P-Selectin rollen die
Thrombozyten dabei initial entlang des Endothels. [38, 103]. In einer Studie zur Untersuchung der
Endotoxin-induzierten Thrombozyten-Endothelinteraktion an Ratten konnten Katayama und Mitarbei-
ter zeigen, dass die Bindung an endotheliales P-Selectin durch den Thrombozytenrezeptor GP Iba
erfolgt [70]. Nach Aktivierung der Thrombozyten kommt es zu einer festen Adharenz der Thrombozy-
ten an den Endothelzellen. Ein méglicher Mechanismus ist dabei die Bindung von Fibrinogen an den
endothelialen Rezeptor ICAM-1 mit der darauf folgenden Bindung der Thrombozyten an Fibrinogen
[73, 104]. Die aktivierten Thrombozyten kénnen daraufhin durch Freisetzung von Sauerstoffradikalen,
Eikosanoiden, Chemokinen und Wachstumsfaktoren zu einer Gewebsschadigung und zur Rekrutie-
rung von Leukozyten beitragen [21, 37, 128, 156, 187].

4.2.3 Funktionelle Kapillardichte

Neben einer direkten Schadigung des Gehirnparenchyms durch die Freisetzung von freien Radikalen
oder proteolytischen Enzymen, kdnnen Leukozyten nach ihrer Aktivierung auch das Lumen von Ka-
pillargefaBen verschlielen und dadurch zu einer Minderversorgung des Gewebes mit Sauerstoff und
Nahrstoffen fiihren.

Ames und Mitarbeiter beschrieben 1968 eine Okklusion zahlreicher Kapillaren wahrend der Reperfu-
sion nach zerebraler Ischdmie [3]. Bei diesen Versuchen wurden in verschiedenen Versuchsgruppen
nach 2,5, 5, 7,5, 10 und 15 Minuten Ischdmie die Aa. carotides kandiliert und Tinte injiziert. Nach his-
tologischer Aufbereitung wurden in den Hirnschnitten dunkle, also perfundierte, Areale mit hellen
Arealen, in welche keine Tinte gelangt war, verglichen. Es zeigte sich, dass mit zunehmender Dauer
der Ischdmie der Anteil der nicht perfundierten Areale deutlich zunahm. Wurde das Gehirn vor Induk-
tion der Ischamie mit Kochsalzlésung perfundiert, zeigte sich kein Perfusionsausfall in der histologi-
schen Untersuchung. Aus diesem Grund wurden Blutzellen fir dieses Phdnomen verantwortlich ge-
macht, welches im Folgenden ,,no-reflow* Phdnomen genannt wurde.

Neben der genannten Hypothese kommen als Ursache flr die Kapillarokklusion auch eine Verminde-
rung der Kapillardurchmesser durch Schwellung von Endothelzellen, eine Bildung von Protrusionen
der Endothelzellmembranen oder eine Schwellung von Gliazellen in Betracht [14, 71]. Die Ergebnisse
von Ames und Mitarbeitern wurden teilweise kontrovers diskutiert. De la Torre und Mitarbeiter wie-

derholten aus diesem Grund die Versuche und zeigten, dass nur die Infusion der Tinte in die Karotiden
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nach Thorakotomie Perfusionsdefekte erzeugt, nicht jedoch die intravendse Gabe des Farbstoffs in
vivo [19]. Daraus schlossen die Autoren, dass es sich beim ,,no-reflow* Phdnomen um ein methodi-
sches Artefakt handeln misse.

Eine Untersuchung von Theilen und Mitarbeitern zeigte nach 15-minltiger globaler Ischdmie bei
Ratten in der Reperfusionsphase eine normale Perfusion aller Kapillaren, nach 30 Minuten war die
Dichte der perfundierten Kapillaren in einigen Arealen reduziert [174]. Mori und Mitarbeiter
untersuchten die Rolle polymorphkerniger Leukozyten in der zerebralen Mikrozirkulation nach fokaler
zerebraler Ischamie [112]. Die Autoren fanden eine Reduktion der kapillaren Durchblutung in der
Reperfusionsphase, welche sich durch Hemmung der Leukozyten-Endothelinteraktionen durch den
monoklonalen CD18-Antikérper B4 signifikant verbessern lies und schlossen daraus auf eine
Beteiligung der Leukozyten am ,,no-reflow* Phanomen.

Insgesamt scheint das ,,no-reflow* Phdnomen von der Dauer oder Tiefe der Ischdmie abhéngig zu
sein. In der vorliegenden Arbeit erfolgte die Beurteilung der kapillaren Durchblutung durch die Be-
stimmung der funktionellen Kapillardichte zu den jeweiligen Messzeitpunkten. Die Intravital-
mikroskopie ermdglicht dabei die Messung der Kapillardichte zu beliebigen Zeitpunkten innerhalb

eines Experiments und damit eine Beurteilung dynamischer Veranderungen dieses Parameters.

4.2.4 Quantifizierung der mikrovaskularen Durchblutung

Zur Quantifizierung der Hirndurchblutung wurde eine Reihe von Methoden im Tierversuch ange-
wandt. Bei den Indikator-Auswaschmethoden, wie z.B. der Wasserstoff- oder Heliumclearance, erfolgt
die Bestimmung der regionalen zerebralen Durchblutung (rCBF) durch Implantation von Indikator-
messsonden [5, 35]. Dabei wird nach Applikation eines Indikators und Erreichen einer gewiinschten
Steady-state Konzentration dieser, abhangig von der Durchblutung, aus dem Hirngewebe ausgewa-
schen. Die Bestimmung der Kinetik der Konzentrationsanderung durch die Indikatormesssonde er-
mdoglicht die quantitative Berechnung der Durchblutung. Hierdurch werden multiple Messungen der
regionalen Durchblutung mdglich, es ist jedoch die unter Umstanden verletzende Platzierung einer
Sonde nétig. Durch die *C-Autoradiographie [64, 152] oder durch Injektion von radioaktiven [55]
oder fluoreszierenden [55] Mikrospharen ist die gleichzeitige Messung der regionalen Durchblutung
verschiedener Hirnareale mdglich. Diese Methoden zeichnen sich durch ihre hohe Standardisierung
aus und ergeben absolute Werte (z.B. ml/100g*min). Allerdings ist zur Durchfihrung der Versuche
das Toten des Versuchstieres flr die Aufbereitung des Gehirns notig.

Aufgrund des geringen Gehirnvolumens von Nagetieren wie dem Gerbil ist der Einsatz von Magnetre-
sonanztomographie, Positronenresonanztomographie [85] oder der **Xenon-Clearance [28] mit exter-

ner Messung der radioaktiven Strahlung so gut wie unmdéglich.
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4.2.4.1 Laser-Doppler-Fluxmetrie

Die Laser-Doppler-Fluxmetrie erlaubt die kontinuierliche Bestimmung der regionalen Durchblutung
mit guter zeitlicher und raumlicher Auflésung. Fir die zerebrale Mikrozirkulation wurde dies erstmals
von Stern 1975 [168] und von Williams und Mitarbeitern 1980 [191] gezeigt. Dabei ist einer der Vor-
teile, dass die Messsonde auf der Dura mater bzw. der Schadelkalotte platziert werden kann und somit
das Hirnparenchym nicht verletzt oder irritiert. Das Messvolumen bezogen auf das Hirnparenchym
betragt etwa 1 mm® bei einer maximalen Eindringtiefe des Lasers von etwa 1,5 mm. Die Untersuchun-
gen beschrénken sich dadurch wie bei der Intravitalmikroskopie auf die Hirnoberflache. Eine Veréande-
rung der Durchblutung durch die Messung tritt nicht auf. Die Anwendung der Methode ist sehr ein-
fach, es ist jedoch beim Aufbringen der Sonde darauf zu achten, dass sich keine gréfReren Arteriolen
oder Venolen im Messfeld befinden. Borgos berichtete, dass im Hirnparenchym das physikalische
Doppler-Prinzip bei Untersuchungen mit dem Laser nur fiir Gefae mit weniger als 200 um Durch-
messer gltig ist [8].

Nachteile der Methode sind das Fehlen genauer Kenntnisse iber das Messvolumen des Parenchyms,
die Abhéngigkeit des Signals von den optischen Gewebeeigenschaften (z.B. Zelldichte, Wasser- oder
Cytochromgehalt), Messfehler durch geringe rdumliche Verénderungen und Unklarheit, von welchen
GefaRen der Mikrozirkulation das Signal ausgeht. Eine quantitative Bestimmung der Durchblutung ist
mit diesem Verfahren nicht moéglich. Es wurde jedoch eine enge Korrelation des (relativen)
LDF-Messwerts mit der durch Autoradiographie mit *C-Jodantipyrin quantitativ bestimmten Durch-
blutung des Gehirns von Ratten mit fokaler zerebraler Ischamie [25] sowie der radioaktiven Mikro-

spharenmethode gefunden [74].

4.2.4.2 Arterio-vendse Transitzeit

Auch in der Intravitalmikroskopie ist eine Beurteilung der regionalen Hirndurchblutung auf mikro-
vaskularer Ebene mdéglich. So kann durch Bestimmung der GefaRdurchmesser und der Strdmungsge-
schwindigkeit von roten Blutkérperchen die Perfusion eines Gefdlles quantitativ erfasst werden. Die
Untersuchung der funktionellen Kapillardichte erméglicht die Beurteilung der nutritiven Versorgung
des Gewebes [126]. Wie bereits erwahnt, war in den vorliegenden Versuchen die Bestimmung der
Geschwindigkeit von Erythrozyten nicht moglich. Ersatzweise ist die Bestimmung der Stromungsge-
schwindigkeit der im axialen Blutstrom flieRenden Leukozyten zur Ermittlung der Durchblutung mog-
lich, war jedoch ebenfalls in den vorliegenden Versuchen nicht durchfihrbar. Dass diese Methoden
nicht zum Einsatz kommen konnten, liegt daran, dass die Geschwindigkeit des Blutes in den pialen
Avrteriolen und Venolen so hoch ist, dass eine Messung mit dem vorhandenen Auswertesystem und
somit auch die zeitliche Korrelationsmethode — Dual-slit — nach Wayland und Johnson per Videoden-

sitometrie nicht durchgefihrt werden konnte [186].
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Zusdtzlich zur Laser-Doppler-Fluxmetrie wurde in den vorliegenden Versuchen zur Bestimmung der
Durchblutung des Kortex die arterio-vendse Transitzeit (AVTT) ermittelt. Diese Methode erlaubt kei-
ne Aussage Uber absolute Durchblutungswerte, ermdglicht aber eine Aussage Uber Durchblutungsver-
anderungen im Vergleich zu einem Ausgangswert. Zur Bestimmung der AVTT wurde eine Farbstoff-
bolus (Rhodamin 6G) injiziert. Aufgrund der hohen Lipophilie und des geringen Molekulargewichts
des Farbstoffes kam es auch nach mehrmaliger Applikation nur zu einem geringen Anstieg der Strah-
lungsintensitat im Hintergrund. Dadurch waren wiederholte Messungen mdglich. Die Werte der
AVTT lagen, wie bereits von Rovainen und Mitarbeitern [150] beschrieben, bei 0,6 Sekunden. Vortei-
le der Methode sind u.a. die Unabhangigkeit des Ergebnisses von der Menge, Art und Injektionsge-
schwindigkeit des Farbstoffbolus. Allerdings steht eine Validierung der Methode im Vergleich zu

einer Referenzmethode zur Quantifizierung der Durchblutung noch aus.

4.3 Histologie

Aufgrund der fehlenden Moglichkeit zur Beurteilung einer Auswanderung aktivierter Leukozyten in
das Gehirnparenchym in der Intravitalmikroskopie wahlten wir zur Quantifizierung intraparenchyma-
ler Leukozyten die Histologie aus. Dabei erfolgte die Farbung der einzelnen Schnitte durch Naphthol
AS-D Chloracetat. Dabei handelt es sich um eine histochemische Reaktion, bei der eine zelleigene
Esterase Naphthol AS-D Chloracetat zu einer Naphtolverbindung hydrolytisch spaltet. Diese Naphtol-
verbindung reagiert mit einem Diazoniumsalz zu einem wasserunldslichen rotvioletten Azofarbstoff.
Die Esterase wird spezifisch in Knochenmarkszellen exprimiert und farbt dadurch vorwiegend
neutrophile Granulozyten an. Es kommt zu keiner Farbung von Knochenmarksstammzellen, eosi-
nophilen Granulozyten, Monozyten, Plasmazellen, Megakaryozyten, Erythrozyten oder Erythrozyten-
vorlduferzellen. Allerdings zeigen auch Histiozyten und Makrophagen eine starke Esterase-Aktivitat.
Ein weiterer Vorteil der Methode ist ihre Anwendungsmdglichkeit bei unterschiedlichen Spezies
[111]. Aufgrund der einfachen Handhabung und der hohen Spezifitat wird diese Methode routinema-
Rig in der Diagnostik hamatologischer Erkrankungen angewandt [86].

Eine immunhistochemische Farbung kam in den vorliegenden Versuchen nicht in Betracht, da fur den

Gerbil keine spezifischen Antikorper verfligbar waren.
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4.4 Ergebnisse

4.4.1 Thrombozytenfunktion

4.4.1.1 Thrombozytenfunktion in vitro

Zur Féarbung der Thrombozyten ist es nétig, diese aus dem Plasma zu isolieren, da andernfalls samtli-
che Zellen des gewonnen Plasmas mit dem ausgewéhlten Farbstoff gefarbt werden wiirden. Aufgrund
der leichten Aktivierbarkeit von Thrombozyten ist es schwierig, eine Aktivierung wahrend der Isolati-
on und Farbung der Zellen zu vermeiden und dabei eine spatere Aktivierbarkeit aufrecht zu erhalten
[199].

Der Einfluss der Isolierung und Farbung auf die Funktion der Thrombozyten wurde in vitro durch die
FACS Analyse untersucht. Dabei wurde die Aktivierbarkeit durch die Agonisten ADP und humanes
Thrombin Uberpriift. Dabei gilt ADP als schwacher Agonist und Thrombin als starker Agonist. Die
FACS Analyse ermdglicht dabei die Beurteilung der Formveranderung der Thrombozyten wéhrend
der Aktivierung, der Aggregation und der Sekretion unterschiedlicher Granula im Rahmen der Akti-
vierung (Gemessen am Abfall des Zellvolumens) [57]. Die Ergebnisse der Untersuchungen zeigten,
dass die Thrombozyten durch Isolation und Férbung nicht aktiviert wurden und die geférbten Throm-

bozyten sowohl durch Stimulierung mit ADP als auch Thrombin Aggregate formen konnten.

4.4.1.2 Thrombozytenfunktion in vivo

Neben der in vitro Untersuchung der Thrombozytenfunktion nach Stimulation mit den Agonisten ADP
und Thrombin wurde die Funktion in vivo intravitalmikroskopisch untersucht. Dazu wurde das Modell
der Photothrombose verwendet. Dabei erfolgt die Initiierung der Thrombose durch Beleuchtung eines
Geféales nach systemischer Injektion eines photosensibilisierenden Farbstoffes. Die Methode wurde
zum ersten Mal 1977 von Rosenblum und El-Sabban beschrieben [149]. Diese zeigten in zerebralen
Geféalen der Maus eine Thrombusbildung nach der Injektion von Natrium-Fluoreszein. Die Thrombo-
zytenaggreate traten dabei nur in den beleuchteten Arealen auf. Elektronenmikroskopisch fand sich ein
geschadigtes GefaBendothel sowie Aggregate die vorwiegend aus Thrombozyten verschiedener Akti-
vierungstufen bestanden. Verschiedene Arbeitsgruppen verwendeten dieses Modell mit unterschiedli-
chen photosensibiliserenden Farbstoffen und Lichtquellen [23, 63, 116]. Futrell und Riddle beschrie-
ben ebenfalls eine Schadigung des Endothels mit Offenlegung des Subendothels und Ausbildung eines
Thrombus nach Beleuchtung eines GefaRabschnitts in einer Untersuchung an der Arteria carotis bei
der Ratte [41]. Ein mdglicher Mechanismus der Photothrombose liegt in der Sensibilisierung des En-
dothels auf Lichteinwirkung durch den applizierten Farbstoff. Hieraus resultiert eine Schadigung des
Endothels, wobei Sauerstoffradikale moglicherweise eine Rolle bei der Entstehung des Endothelscha-

dens spielen [148]. Die genaueren Mechanismen sind bisher jedoch nicht bekannt.
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In den vorliegenden Versuchen flihrte die Injektion des photosenbilisierenden Farbstoffs Photosan zu
einer progredienten Initiierung von Thrombozyten-Endothelinteraktionen mit anschlielender Throm-
busbildung. Die Beurteilung einzelner Thrombozyten und ihrer Interaktion mit dem GefaBendothel
war sehr einfach méglich. Schon zwei Minuten nach Beginn der Beleuchtung und Injektion des Farb-
stoffs kam es zu einem signifikanten Anstieg der rollenden Thrombozyten in Arteriolen und Venolen.
Nach 8 Minuten wurden in den Venolen signifikant erhdhte Zahlen adharenter Thrombozyten festge-
stellt. Der Anstieg der adhédrenten Thrombozyten in den Arteriolen war nicht signifikant. Dies lasst
sich moglicherweise durch die héheren Flussgeschwindigkeiten des Blutes in den Arteriolen erklaren.
Diese Ergebnisse zeigen, dass die vorgestellte Methode der Thrombozytenisolierung und —farbung
eine quantitative Analyse der Thrombozyten-Endothelinteraktion ermdglicht. Die Thrombozyten be-

halten durch das Verfahren ihre Aktivierbarkeit sowohl in vitro als auch in vivo.

4.4.2 Wirkung von Bradykinin auf die zerebrale Mikrozirkulation
4.4.2.1 Das Kallikrein-Kinin System im zentralen Nervensystem

In Saugetieren sind zwei verschiedene Aktivierungswege des Kallikrein-Kinin Systems bekannt. Einer
dieser Aktivierungswege lauft im Plasma, der andere im Gewebe ab. Bei der plasmatischen Aktivie-
rung des Kallikrein-Kinin Systems wird der inaktive Hageman-Faktor durch Bindung an negative
Oberflachen aktiviert. Die negativen Oberfladchen entstehen zum Beispiel durch Schadigung des
GefalRendothels mit daraus resultierender Freilegung der Basalmembran. Der aktivierte
Hageman-Faktor spaltet Plasmakallikrein von Prakallikrein ab, dieses setzt Bradykinin aus
hochmolekularem Kininogen frei. Im Gewebe wird aus dem Gewebeprékallikrein durch proteolytische
Spaltung Gewebekallikrein freigesetzt. Dieses setzt wiederum das Decapeptid Lys-BK aus
niedermolekularem Kininogen frei.

Um eine Beteiligung von Bradykinin bei verschiedenen zerebralen Pathologien untersuchen zu kon-
nen, ist es wichtig zu wissen, ob dieses System mit all seinen Bestandteilen im Zentralnervensystem
vorhanden ist.

So konnte die Existenz von Gewebskallikrein und Plasmakallikrein im zentralen Nervensystem ver-
schiedener Spezies nachgewiesen werden [10, 12, 76, 100, 155]. Die Existenz der aktiven Kallikrein-
formen lasst auf die Existenz der Prakallikreine und der Proteasen, welche zu deren Aktivierung fiih-
ren, schlieen. Auch das Vorkommen der Kinine im Zentralnervensystem konnte von vielen Arbeits-
gruppen gezeigt werden [16, 68, 69, 132, 159, 193], woraus sich auch die Existenz der Kininogene
ableiten l&sst.

Die Wirkung der Kinine erfolgt Uber die Aktivierung der Kinin Rezeptoren. Dabei unterscheidet man
zwischen dem Kinin B; und dem Kinin B, Rezeptor. Der Kinin B, Rezeptor ist konstitutiv exprimiert

und wurde mehrfach in Gehirnen von Menschen [20, 136, 138] und unterschiedlichen Tieren nachge-
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wiesen [13, 39, 40, 121, 122, 158]. Am Kinin B, Rezeptor wirken hauptsachlich die Peptide Bradyki-
nin und Kallidin. Im Gegensatz zum Kinin B, Rezeptor wird der Kinin B;Rezeptor kaum konstitutiv
sondern erst nach Stimulation exprimiert [100, 102, 136, 141] und vorwiegend durch die Peptide
des-Arg-Bradykinin und des-Arg-Kallidin stimuliert. Diese Kinine werden durch Abspaltung des
C-terminalen Arginin durch Kininase | gebildet und stellen Degradationsprodukte von Bradykinin und
Kallidin dar (siehe Abbildung 31). Auch die einzelnen Enzyme, die zu einer Degradation der Kinine
fiihren, sind im ZNS nachgewiesen worden [67, 130].

Das Kallikrein-Kinin System hat im zentralen Nervensystem sowohl eine physiologische Bedeutung
als auch eine Funktion bei pathophysiologischen Prozessen. Physiologisch scheint es eine Rolle bei
der zentralen Blutdruckregulation zu spielen. Dies geschieht méglicherweise durch Modulation sym-
pathischer Zentren [94, 135]. AuBerdem ist das Kallikrein-Kinin System an der Thermoregulation [2]
und der Ausschittung von GnRH [158] beteiligt.

Wie bereits eingangs erléutert spielt das Kallikrein-Kinin System eine bedeutende Rolle bei der Ent-
zundungsreaktion. Als Entziindungsmediatoren filhren die Kinine im Gewebe zu den Entziindungszei-
chen Rubor, Calor, Tumor und Dolor [18]. In diesem Zusammenhang beeinflusst das Kallikrein-Kinin
System zahlreiche Krankheitshilder des Zentralnervensystems, darunter die zerebrale Ischamie, das
Schéadel-Hirn Trauma, die Meningitis oder auch die Epilepsie.

So konnten erhéhte Konzentrationen an Kininogen und Kinin in der interstitiellen Flissigkeit des Spi-
nalmarks nach traumatischer Kalteldsion und im Gehirn nach Fluid percussion injury nachgewiesen
werden [31, 193]. Auch eine dreistiindige Okklusion der beiden Aa. carotides der Ratte flihrte zu einer
stark erhéhten Konzentration von Bradykinin in Plasma und Gewebe [66]. Unterberg und Mitarbeiter
konnten zeigen, dass eine Hemmung des Enzyms Kallikrein durch Aprotinin oder Soybean Trypsin
Inhibitor bei der fokalen Kélteldsion am Kaninchen zu einer Verminderung des Hirnddems fihrt
[179]. Dies konnte auch fiir die zerebrale Ischamie nachgewiesen werden [66].

Eine Reihe von Untersuchungen weisen daraufhin, dass fir diese Vorgédnge der Kinin B, Rezeptor
verantwortlich ist. So fuhrte die Hemmung des Kinin B, Rezeptors mit den selektiven Antagonisten
CP0597 oder LF 16-0687Ms bei der transienten fokalen Ischamie bei der Ratte zu einer Verminderung
des Infarktvolumens und des Hirnédems [145, 195]. Diese Protektion durch Blockade des Kinin B,
Rezeptors konnte auch beim Schédel-Hirn Trauma [47, 133] und der Pneumokokkenmeningitis [96]
gezeigt werden. Welche Mechanismen fir die schadigende Wirkung des Kallikrein-Kinin Systems
verantwortlich sind, ist weitgehend unklar. Zahlreiche Untersuchungen weisen darauf hin, dass eine
Aktivierung des Kallikrein-Kinin Systems zu Veranderungen der Mikrozirkulation fiihrt, welche einen

priméren Schaden verstarken kdnnen.
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4.4.2.2 GefaBRdurchmesser

Seit seiner Entdeckung wurde das Kallikrein-Kinin System mit der Regulation des Herz-Kreislauf
Systems in Verbindung gebracht. Nach intravendser Injektion von Bradykinin bei Saugetieren kommt
es zu einem Abfall des systemischen Blutdrucks, vermittelt durch eine Dilatation von Arterien und
eine daraus resultierende Reduktion des systemischen GefaBwiederstands [141]. Verschiedene Unter-
suchungen zeigten, dass Bradykinin nicht nur zu einer Vasodilatation, sondern auch zu einer Vaso-
konstriktion fuhren kann. Die Wirkung des Kallikrein-Kinin Systems auf die Vasomotorik ist dabei
abhangig von der untersuchten Spezies, der Gefaliregion und dem Versuchsprotokoll.

Regoli und Mitarbeiter untersuchten als eine der ersten Arbeitsgruppen 1977 die Wirkung verschiede-
ner Kinine auf die Aorta und die V. jugularis des Kaninchens [142]. Dabei konnten sie eine unter-
schiedliche Wirkung der einzelnen Kinine auf die GefaRsegmente feststellen, LysdesArg®Bradykinin
fuhrte zu einer Kontraktion der Aorta, [TyrMe®]Bradykinin und Bradykinin fiihrten zu einer Kontrak-
tion der V. jugularis. Die Aktivitat der Substanzen war dabei fir beide GefalRe gegensatzlich. Aus
diesen Ergebnissen resultierte die Entdeckung des Kinin B; und des Kinin B, Rezeptors und der typi-
schen Agonisten an diesen Rezeptoren. Darauffolgende Untersuchungen fiihrten zur Aufdeckung der
zugrunde liegenden Mechanismen der Kinin-vermittelten GeféRkontraktion (siehe Abbildung 42)
[144].

Glatte GefaBmuskelzelle

Abbildung 42: Schematische Darstellung der Mechanismen der Gefalkontraktion durch Aktivierung
von Kinin B; oder B, Rezeptoren. Nach Bindung eines Kinins an den jeweiligen Kinin Rezeptor kommt
es (ber Phospholipase C zu einer Freisetzung von Inositol-3-Phosphat (IP3). Dieses fiihrt zur Erho-
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hung der intrazellularen Kalziumkonzentration und erméglicht so die Kontraktion der Zelle. Dieser
Mechanismus gilt in der Aorta des Kaninchens, der V. jugularis des Kaninchens und des Hundes und
der V. umbilicalis des Menschen (Abbildung modifziert nach Regoli et al. 1996).

Zur Untersuchung der vasodilatativen Eigenschaften der Kinine wurde in zahlreichen Studien die A.
carotis des Hundes verwendet. Dieses GefaR hat die Eigenschaft nach Kontraktion, z.B. durch No-
radrenalin, diese Kontraktion gleichbleibend aufrecht zu erhalten, ferner kann die Kontraktion durch
Vasodilatatoren relaxiert werden. Couture und Mitarbeiter untersuchten in diesem Modell die Wirkung
der Kinine und von Substanz P und stellten bei diesen Substanzen eine konzentrationsabhédngige Dila-
tation des untersuchten GeféRes fest [17]. Auch hier wurden in darauf folgenden Untersuchungen ver-
schiedene Mechanismen aufgedeckt (siehe Abbildung 43).

Im zentralen Nervensystem wurde gezeigt, dass Bradykinin zur Relaxation der A. cerebri media von
Katzen [189], der A. basilaris von Kaninchen [189] und der humanen Aa. basilares [188] durch die
Aktivierung des Kinin B, Rezeptors fiihrt. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass eine mehrmalige
intermittierende Gabe von Bradykinin (ber zehn Stunden zu einer Kontraktion der A. basilaris von
Kaninchen fuhrt und diese Antwort durch Hemmstoffe der Proteinbiosynthese reduziert werden konn-
te. Diese Ergebnisse legen nahe, dass fiir diese Reaktion eine de novo Synthese von Kinin B; Rezepto-
ren notig ist [189].

Glatte Muskelzelle  Relaxation

NO (EDRF)

Endothelzelle

Glatte GefaBmuskelzelle

Abbildung 43: Schematische Darstellung zweier Mechanismen die nach Aktivierung von Kinin Re-
zeptoren zu einer Vasodilatation fiihren. In der A. carotis des Hundes flihrt eine Aktivierung des endo-
thelialen Kinin B, Rezeptors zu einer NO-Produktion. NO diffundiert zu den glatten Muskelzellen und
fihrt durch Aktivierung der Guanylatzyklase zu einer Relaxation. In der A. renalis des Hundes fuhrt
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zusatzlich zum oben genanten Mechanismus eine Aktivierung von Kinin B; oder B, Rezeptoren zu ei-
ner erhdhten Synthese von Prostaglandin-Derivaten (PG). BK: Bradykinin, DBK: desArg-Bradykinin,
ER: endoplasmatisches Retikulum, GTP: Guanosyltriphosphat, cGMP: cyclisches Guanosinmo-
nophosphat. (Abbildung modifziert nach Regoli et al. 1996)

In unterschiedlichen Studien fiihrte nur eine perivasale Applikation oder Superfusion des Kortex mit
Bradykinin zu einer GefaBreaktion. Die intravasale Applikation von Bradykinin flhrte zu keiner
messbaren Veranderung der GefdRdurchmesser [180, 189]. Die Autoren erklarten die Ergebnisse
durch die Theorie, dass Kinin B, Rezeptoren nicht auf dem Endothel, sondern auf der glatten GefaRi-
muskulatur vorhanden sind. Eine Bindung von Bradykinin an den Kinin B, Rezeptor der glatten Ge-
faBmuskulatur fihrt dabei zu einer GefaRdilatation.

In den eigenen Versuchen zur Dosisfindung kam es in der Kontrollgruppe wéhrend des gesamten Un-
tersuchungszeitraums zu keiner Veranderung der GefaRdurchmesser in den Arteriolen. Dies zeigt, dass
die Untersuchungsbedinungen die Vasomotorik der pialen Arteriolen nicht beeinflussen. In den beiden
Gruppen mit der niedrigeren Bradykinin-Infusion blieben die Durchmesser der Arteriolen ebenfalls
wahrend des Untersuchungszeitraums konstant. Lediglich die Infusion der hoéheren Bradyki-
nin-Konzentrationen fuhrt zu einer geringen Verminderung der arterioldren Gefaldurchmesser wéah-
rend der Infusion mit einer darauf folgenden Dilatation in den Normbereich. Dieser Ergebnisse erkla-
ren sich durch eine reaktive Kontraktion der GefaRe aufgrund des zeitgleich auftretenden Abfalls des
mittleren arteriellen Blutdrucks in diesen Versuchsgruppen. Eine direkte Wirkung von Bradykinin auf
die Gefalmotorik ist dabei eher unwahrscheinlich, da die Veranderungen nur in den Versuchen auftra-
ten, in denen es auch zu einem Abfall des mittleren arteriellen Blutdrucks kam. Die hier erwahnten
Durchmesserverdanderungen waren jedoch statistisch nicht signifikant. Die Durchmesser der Venolen
blieben in allen Versuchsgruppen konstant.

In den Versuchen mit Gabe der Kinin Rezeptor-Antagonisten fiihrte die Gabe des Kinin B; Rezep-
tor-Antagonisten wie bei der Gruppe ohne Antagonisten zu einer Abnahme der arterioldren GefaR-
durchmesser wéhrend der Bradykinin-Infusion mit darauf folgender Relaxation. Bei der Gruppe, die
den Kinin B, Rezeptor-Antagonisten erhielt, trat diese Abnahme der arterioldaren GefaRdurchmesser
nicht auf. Diese Ergebnisse lassen sich ebenfalls durch eine geringe Beeinflussung des mittleren arte-
riellen Blutdrucks bei den Versuchstieren, die den Kinin B, Rezeptor-Antagonisten erhielten, erklaren.
Die Tatsache, dass der mittlere arterielle Blutdruck wahrend der Bradykinin-Infusion auch bei Gabe
des Kinin B, Rezeptor-Antagonists diskret abfiel, lasst sich durch eine systemische Vasodilatation
durch den Kinin B; Rezeptor erklaren [153].

Die Unterschiede der arteriolaren GefaBdurchmesser waren statistisch nicht signifikant. Auch konnte
bei diesen Versuchen keine Verdnderung der venolaren Gefaldurchmesser beobachtet werden.

Die Ergebnisse unterstiitzen die Untersuchungen von Unterberg und Mitarbeitern, dass eine intravasa-
le Applikation von Bradykinin die Vasomotorik nicht beeinflusst. Lehmberg und Mitarbeiter unter-
suchten die Wirkung verschiedener Kinin Rezeptor-Antagonisten auf GefaBdurchmesser vor, wahrend

und nach globaler zerebraler Ischdmie bei der Wiistenrennmaus. Hier fiihrte die Gabe eines Kinin B,
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Rezeptor-Antagonisten in der Reperfusionsphase zu einer signifikanten Verringerung der arterioldren
Durchmesser [90]. Die Autoren postulierten als Mechanismus eine Freisetzung von Bradykinin in der
Reperfusionsphase mit Wirkung an endothelialen Kinin B, Rezeptoren und daraus resultierender Va-
sodilatation. Da diese Ergebnisse im Rahmen eines pathologischen Ereignisses erhoben wurden, kdn-

nen sie nicht mit den vorgestellten Ergebnissen verglichen werden.

4.4.2.3 Gefallpermeabilitat

In einer Studie an Katzen untersuchten Unterberg und Mitarbeiter mit Hilfe der Intravitalmikroskopie
die Wirkung von Bradykinin auf die GefdRpermeabilitét in der zerebrale Mikrozirkulation [180]. Die
Untersuchungen zeigten, dass sowohl eine intra- als auch eine extravasale Applikation von Bradykinin
zu einer, vermutlich Kinin B2-Rezeptor vermittelten, Extravasation von Natrium-Fluoreszein, nicht
aber von groReren Molekilen wie FITC-Dextran oder FITC-Albumin, fuhrt. Die Autoren schlossen
aus diesen Ergebnissen, dass Bradykinin zu einer selektiven Offnung der Blut-Hirn Schranke fiihrt.

In der peripheren Mikrozirkulation konnte eine Reduktion der Bradykinin-induzierten Permeabilitats-
erhdhung durch den Betarezeptorenblocker Isoproterenol erzielt werden [171, 172]. Es wurde vermu-
tet, dass Isoproterenol eine Bradykinin-vermittelte Permeabilitatserh6hung durch Relaxation von En-
dothelzellen, welche durch Bradykinin kontrahiert werden, inhibiert. Fir die zerebrale Mikrozirkulati-
on wurde als méglicher Mechanismus eine Offnung der ,tight junctions* der Blut-Hirn Schranke ver-
mittelt durch eine erhohte intrazellulare Calcium-Konzentration und eine Kontraktion der Endothelzel-
len postuliert [184].

Bei den vorliegenden Untersuchungen konnte weder eine Extravasation des Farbstoffes Texas
Red-Dextran wéhrend des Versuchsablaufs, noch des Farbstoffs Natrium-Fluoreszein am Ende des
Untersuchungszeitraums beobachtet werden. Diese Ergebnisse waren unabhéngig von der infundierten
Bradykinin-Konzentration. Diese Ergebnisse stehen in einem Widerspruch zu den Ergebnissen von
Unterberg und Mitarbeitern nach intravasaler Applikation von Bradykinin [180]. Eine mdgliche Erkla-
rung liegt darin, dass Unterberg und Mitarbeiter die Extravasation des Farbstoffs 1, 15 und 30 Minuten
nach Beginn der insgesamt 30 mindtigen Bradykinin-Applikation bestimmten. In den vorgestellten
Untersuchungen erfolgte die Gabe des Farbstoffs Natrium-Fluoreszein mit darauffolgender Beurtei-
lung einer méglichen Extravasation 3 Stunden nach Ende der Bradykinin-Infusion. Eine Permeabili-
tatsstorung konnte also aufgetreten sein, sich aber zum untersuchten Zeitpunkt wieder zuriick gebildet
haben. Genauere Daten iiber eine zeitliche Abhingigkeit einer Bradykinin-vermittelten Offnung der
Blut-Hirn Schranke sind zum aktuellen Zeitpunkt leider nicht verfiigbar.

Des Weiteren war die Extravasation von Natrium-Fluoreszein bei den Versuchen von Unterberg und
Mitarbeitern abhangig von der Infusionsgeschwindigkeit. So filhrte zwar die Infusion einer 10° M
Bradykinin-Lésung mit einer Geschwindigkeit von 1 ml/min zu einer Extravasation von Natri-

um-Fluoreszein, nicht aber die Infusion derselben Konzentration mit 0,1 - 0,5 ml/min. In den eigenen
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Versuchen erfolgte die Infusion der unterschiedlichen Bradykinin-Konzentrationen mit einer Ge-
schwindigkeit von 0,4 ml/h, so dass von wesentlich geringeren lokalen Bradykinin-Konzentration

auszugehen ist.

4.4.2.4 Leukozyten-Endothelinteraktionen

Neben der Wirkung auf die Vasomotorik und die Permeabilitdt von Gefdlen scheint das Kal-
likrein-Kinin System auch eine Rolle bei der Leukozyten-Aktivierung zu spielen. Dabei ist es von
Bedeutung, dass einzelne Komponenten des Kallikrein-Kinin Systems, darunter Hagemann Faktor,
Préakallikrein, high molecular weight kininogen usw., an der Oberflache von neutrophilen Granulozy-
ten gebunden vorliegen und so eine Freisetzung von Bradykinin ermdglichen (siehe Abbildung 44)
[36, 54]. Das entstandene Bradykinin kann einerseits an Kinin-Rezeptoren des Endothels binden, an-

dererseits auch an Kinin-Rezeptoren der Granulozyten selbst.

Leukozyt

Endothel

Abbildung 44: Das Kallikrein-Kinin System und Leukozyten. Alle flir die Freisetzung von Bradykinin
(BK) wichtigen Komponenten des Kallikrein-Kinin Systems sind an neutrophile Granulozyten gebun-
den. Aktivierter Hagemann Faktor (XII) fuhrt zur Freisetzung von Kallikrein aus Prakallikrein (PK).
Kallikrein flhrt wiederum zur Freisetzung von Bradykinin aus high molecular weight kininogen (HK).
Gewebskallikrein (tKal) kann Bradykinin aus low molecular weight kininogen (LK) oder high molecu-
lar weight kininogen freisetzen. Auch Faktor Xl kann Kinine aus high molecular weight kininogen
freisetzen. Das freigesetzte Bradykinin kann an B2-Rezeptoren des Endothels oder direkt an Leukozy-
ten binden. (Abbildung modifiziert nach Henderson und Mitarbeitern [54])

Bezliglich der Wirkung des Kallikrein-Kinin Systems auf die einzelnen Schritte der Leukozy-
ten-Aktivierung konnte gezeigt werden, dass interstitiell appliziertes Bradykinin im Gehirn eine Che-
motaxis von Granulozyten bewirkt [190]. Lehmberg und Mitarbeiter untersuchten die Wirkung von

Kinin By, B, oder B1/B, Rezeptor Antagonisten auf Leukozyten-Endothelinteraktionen bei der globa-
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len zerebralen Ischamie des Gerbils [90]. In dieser Untersuchung fand sich eine Reduktion der Anzahl
rollender und adhéarenter Leukozyten durch alle Kinin Rezeptor Antagonisten.

Als moglicher Mechanismus fur die Kinin vermittelte Interaktion zwischen Leukozyten und Gefalen-
dothel kommt eine erhéhte Expression von Adhésionsmolekilen auf Endothelzellen oder Leukozyten
in Frage. So beschrieben Tayeh und Scicli in vitro eine erhéhte Expression von P-Selektin auf Endo-
thelzellen (HUVEC) nach Zugabe von Bradykinin zum Kulturmedium [173].

Nach ihrer Aktivierung und der Interaktion mit den Endothelzellen kénnen Leukozyten auf unter-
schiedliche Weise zu einer Progression einer Gewebsschadigung bei Entziindungsvorgédngen fiihren.
Zum Beispiel durch Steckenbleiben in GefaRen, Freisetzen vasokonstriktiver Substanzen und Verursa-
chung von Thrombosen kénnen sie die Durchblutung herabsetzen oder direkt nach Transmigration in
das Parenchym durch Freisetzung von hydrolytischen Enzymen, Mediatoren oder reaktiven Sauer-
stoffspezies zu einer Schadigung der Blut-Hirn Schranke oder des Hirnparenchyms fihren [77].

Neben der Wirkung auf die Leukozyten-Endothelinteraktion konnte auch gezeigt werden, dass Brady-
Kinin zu einer Freisetzung von proinflammatorischen Substanzen aus Leukozyten fiihrt. So konnte bei
Makrophagen durch Bradykinin eine Freisetzung von Interleukin-1 und TNF hervorgerufen werden
[175].

Bei den vorgestellten Versuchen fiihrte die Infusion von Bradykinin in den Dosierungen von 102 und
10 M zu einer signifikanten Steigerung der Anzahl am Endothel rollender Leukozyten 90 Minuten
nach Beginn der Infusion im Vergleich zur Kontrollgruppe. Es kam ebenfalls zu einem signifikanten
Anstieg der Anzahl adharenter Leukozyten mit einem Maximum 90 Minuten nach Beginn der Infusion
im Vergleich zum Ausgangszeitpunkt. Die Unterschiede waren dosisabhangig, wobei die effektivste
Dosis 10% M Bradykinin war. Es bestand jedoch kein signifikanter Unterschied zwischen den ver-
schiedenen Gruppen beziiglich der Adhérenz von Leukozyten.

In den Versuchen mit Hinzugabe der Kinin Rezeptor Antagonisten konnte durch Hinzugabe des Kinin
B, Rezeptor Antagonisten HOE 140 eine signifikante Verringerung der Anzahl rollender Leukozyten
150 Minuten nach Beginn der Infusion im Vergleich zur Gruppe ohne Antagonisten erzielt werden.
Die Anzahl der adharenten Leukozyten war in dieser Gruppe im Vergleich zur Kontrolle ebenfalls
reduziert, unterschied sich jedoch nicht signifikant. Die Gabe des Kinin B; Rezeptor Antagonisten
B6292 fiihrte zu keinem Unterschied bezliglich der Anzahl rollender Leukozyten im Vergleich zur
Kontrollgruppe, die Anzahl der adhédrenten Leukozyten war 150 und 210 Minuten nach Beginn der
Bradykinin-Infusion hoher als in der Kontrollgruppe, unterschied sich jedoch nicht signifikant.

Aus diesen Ergebnissen lasst sich schlussfolgern, dass Bradykinin zu einer dosisabhangigen Erhohung
der Leukozyten-Endothelinteraktionen fiihrt und dieser Effekt durch den Kinin B, Rezeptor vermittelt
wird.

Diese Ergebnisse bestétigen eine Untersuchung von Shigematsu und Mitarbeitern [161]. Die Autoren
untersuchten dabei die Wirkung von Bradykinin auf die Mikrozirkulation im Mesenterium der Ratte.

Hierbei flhrte die Superfusion von Bradykinin in verschiedenen Konzentrationen zu einer erhdhten
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Anzahl rollender und adhérenter Leukozyten. Dieser Effekt war ebenfalls Dosisabhangig und konnte
durch den Kinin B, Rezeptor Antagonisten HOE 140 gehemmt werden.

Andererseits stehen diese Ergebnisse im Widerspruch zu einer Untersuchung derselben Arbeitsgruppe
nach Ischdmie und Reperfusion des Mesenteriums der Ratte [160]. Hier fuhrte eine Superfusion des
Mesenteriums mit Bradykinin in sehr niedriger Dosierung (10 nM Bradykinin) nach Ischamie und
Reperfusion zu einer Reduktion der Anzahl rollender und adhérenter Leukozyten. Der Effekt lieR sich
dabei durch den Kinin B, Rezeptor Antagonisten HOE 140 oder den NO-Synthase Hemmer L-NAME
reduzieren. Im Gegensatz zu diesen Untersuchungen zeigten Lehmberg und Mitarbeiter, wie bereits
weiter oben erwahnt, eine Reduktion der Leukozyten-Endothelinteraktionen nach globaler Ischdamie in
der zerebralen Mikrozirkulation durch Gabe von Kinin B,, B; und B,/B, Rezeptor Antagonisten [90].
Da in den Versuchen von Shigematsu und Mitarbeitern die Wirkung des Kinin B, Rezeptor Antago-
nisten auf die Leukozyten-Endothelinteraktionen nach Ischdmie und Reperfusion nicht ohne Zugabe
von Bradykinin untersucht wurde, sind diese Ergebnisse nicht zu vergleichen. Die Zugabe eines Ent-
zundungsmediators wie Bradykinin zu einem pathologischen Ablauf wie der Ischamie/Reperfusion
erhoht die Komplexitét der einzelnen Mechanismen, so dass eine Beurteilung der einzelnen Abldufe
schwierig erscheint. Die Wirkung des endogenen Kallikrein-Kinin Systems wurde in diesen Untersu-
chungen nicht berticksichtigt. Shigematsu und Mitarbeiter erklarten dabei die Unterschiede ihrer eige-
nen Untersuchungen durch die Hypothese, dass Bradykinin in niedriger Dosierung zu einer Kinin B,
Rezeptor vermittelten Produktion NO fihrt, welches fur seine hemmende Wirkung auf die Leukozy-
ten-Aktivierung bekannt ist [82, 84]. In héherer Dosierung flihrt Bradykinin zur Freisetzung weiterer
Mediatoren, wie zum Beispiel PAF (platelet activating factor), welche dann Leukozy-
ten-Endothelinteraktionen verstéarken.

Bei den vorgestellten Versuchen konnte eine hemmende Wirkung von Bradykinin in niedrigen Dosie-
rungen auf die Leukozyten-Endothelinteraktion nicht festgestellt werden, da unter Kontrollbedingun-

gen nur sehr geringe Interaktionen feststellbar waren.

4.4.2.5 Thrombozyten-Endothelinteraktionen

Ahnlich wie bei der Leukozyten-Endothelinteraktion fiihrte die Infusion von Bradykinin zu einer do-
sisabhdngigen Initiierung von Thrombozyten-Endothelinteraktionen. In den beiden Gruppen mit nied-
rig dosierter Bradykinin-Infusion kam es zu einer erhéhten Anzahl rollender Thrombozyten im Ver-
gleich zur Kontrollgruppe, die Unterschiede waren jedoch nicht signifikant. In den beiden Gruppen
mit hoher dosierter Bradykinin-Infusion war die Anzahl der rollenden Thrombozyten 90 und 210 Mi-
nuten nach Beginn der Bradykinin-Infusion signifikant erhoht. Als moglicher Mechanismus kommt
ein Rollen der Thrombozyten auf endothelialem P-Selectin in Frage. Wie bereits weiter oben erwéhnt
konnte gezeigt werden, dass Bradykinin zu einer Hochregulation von P-Selectin auf Endothelzellen

fuhrt. Ferner konnten Frenette und Mitarbeiter in einer intravitalmikroskopischen Untersuchung an
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Mausen zeigen, dass Thrombozyten durch einen P-Selectin abhédngigen Mechanismus auf Endothel-
zellen rollen kdnnen [38]. Dieser Vorgang wird vermittelt durch endotheliales P-Selectin und ist unab-
héngig von einer Thrombozytenaktivierung. Auch andere Arbeitsgruppen konnten diese Ergebnisse
bestétigen [70, 103]. Der Rezeptor auf den Thrombozyten, welcher P-Selectin bindet, ist bisher unklar.
Diskutiert wurde unter anderem der Glycoprotein-Receptor Iba [70].

Wie bereits bei der Leukozyten-Endothelinteraktion konnte die Anzahl rollender Thrombozyten durch
den Kinin B, Rezeptor HOE 140 verringert werden. Dies lasst darauf schlieBen, dass eine als Ursache
mdgliche P-Selectin-Hochregulation Kinin B, Rezeptor abhangig ist. Daten aus anderen Studien sind
beziiglich der Initiierung von Thrombozyten-Endothelnteraktionen durch Bradykinin bisher nicht ver-
fligbar.

Wie weiter oben beschrieben flihrte die Infusion von Bradykinin zu einer Initiierung von Leukozy-
ten-Endothelinteraktionen mit erhdhten Zahlen am Endothel rollender und adhéarenter Leukozyten. Im
Gegensatz dazu fihrte die Bradykinin-Infusion nur zur Erhohung der am Endothel rollenden Throm-
bozyten, nicht aber zur Adhdrenz von Thrombozyten. Eine méglicher Erklarung fiir diese Ergebnisse
bieten Untersuchungen von Massberg und Mitarbeitern [104]. Sie zeigten in einer intravitalmikrosko-
pischen Studie am Mesenterium der Maus nach Ischdmie und Reperfusion eine vermehrte Adhérenz
von Thrombozyten am venoldren GefdlRendothel. Diese Interaktionen waren abhédngig von einer Ex-
pression des endothelialen Rezeptors ICAM-1 und einer Fibrinogen-Bindung an diesen Rezeptor. Fer-
ner postulierten die Autoren, dass der, nur nach Thrombozytenaktivierung bindungsfahige, Thrombo-
zytenrezeptor oy pB3 Integrin fur die Adhédrenz verantwortlich sei.

Unterschiedliche Studien konnten zeigen, dass Bradykinin und seine Metabolite eine Hemmung der
Thrombin-abhangigen Thrombozytenaktivierung verursachen und somit als Antithrombine gelten [53,
134]. Somit ware es denkbar, dass Bradykinin durch Hochregulation endothelialer Rezeptoren wie
z.B. P-Selektin ein Rollen von Thrombozyten am GeféBRendothel vermittelt, aufgrund der fehlenden
Aktivierung der Thrombozyten jedoch eine feste Adhérenz nicht folgen kann.

Zusammenfassend weisen die vorgestellten Ergebnisse darauf hin, dass Bradykinin zum Rollen von
Thrombozyten am Gefalendothel fiihren kann, eine feste Adhdrenz der Thrombozyten am Endothel
jedoch durch die aktivierungshemmende Eigenschaft von Bradykinin und seinen Metaboliten verhin-

dert werden kann.

4.4.2.6 Funktionelle Kapillardichte

Die Infusion von Bradykinin in den verschiedenen Dosierungen fiihrte lediglich in der Gruppe mit
10"*M Bradykinin zu einem Abfall der funktionellen Kapillardichte 90 und 150 Minuten nach Beginn
der Bradykinin-Infusion mit darauf folgendem Anstieg der Kapillardichte. Ein Unterschied zwischen

den einzelnen Gruppen bestand dabei nicht.
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Allerdings fiihrte die Gabe des Kinin B; Rezeptor-Antagonisten zu einem zunehmenden Abfall der
funktionellen Kapillardichte nach Beginn der Bradykinin-Infusion. In der Versuchsgruppe mit dem
Kinin B, Rezeptor-Antagonisten blieb die funktionelle Kapillardichte wéahrend des gesamten Beobach-
tungszeitraums konstant. Diese Ergebnisse legen die Schlussfolgerung nahe, dass Bradykinin durch
einen Kinin B, Rezeptor-abhéngigen Mechanisums zu einer Reduktion der funktionellen Kapillardich-
te fihren und diesem Effekt eine Aktivierung des Kinin B; Rezeptors entgegen wirkt. Die genaueren
Mechanismen dieser Beobachtung sind dabei unklar. Wahrend der Untersuchung der Kapillardichte
konnten in den einzelnen Versuchen keine Leukozyten, Thrombozyten oder Aggregate dieser Zellen in
den Kapillargefalen beobachtet werden. Mdglicherweise steht der Abfall der funktionellen Kapillar-
dichte auch mit einem Abfall des systemischen Blutdrucks, welcher ebenfalls in diesen Versuchsgrup-
pen beobachtet wurde, in Zusammenhang. Als weitere Ursachen kommen wie bereits weiter oben
erwahnt, eine Verminderung der Kapillardurchmesser durch Schwellung von Endothelzellen, eine

Bildung von Protrusionen der Endothelzellmembranen oder eine Schwellung von Gliazellen in Frage.

4.4.2.7 Mikrovaskulare Durchblutung

Sowohl die Daten der arterio-vendsen Transitzeit als auch der Laser-Doppler Fluxmetrie ergaben ei-
nen Abfall der mikrovaskuldren Durchblutung wahrend der Bradykinin-Infusion mit Erholung der
Werte in den Bereich des Ausgangswertes nach Ende der Infusion in den Versuchsgruppen mit der
Infusion von 2,5*10% und 102 M Bradykinin im Vergleich zur Kontrollgruppe. Zum gleichen Zeit-
punkt kam es auch zu einem Abfall des systemischen Blutdrucks. Die mikrovaskulare Durchblutung
blieb in den Versuchsgruppen mit niedriger dosierter Bradykinin-Infusion wahrend der Infusion kon-
stant, es kam jedoch bei diesen Versuchen zu einerm Anstieg der Durchblutungswerte in der La-
ser-Doppler Fluxmetrie bis zum Ende des Versuchs. Diese Ergebnisse bestétigen eine Untersuchung
von Muraishi und Mitarbeitern [120]. Nach Infusion verschiedener Bradykinin-Konzentrationen in die
A. carotis des Kaninchens konnte in diesen Experimenten ein initialer Abfall der Durchblutung nach
Beginn der Infusion mit darauf folgender Erholung der Werte festgestellt werden.

Im Gegensatz zum Kinin B; Rezeptor Antagonisten konnte bei Gabe des Kinin B, Rezeptor Antago-
nisten ein Abfall der mikrovaskularen Durchblutung wahrend der Bradykinin-Infusion nicht beobach-
tet werden.

Diese Ergebnisse legen den Schluss nahe, dass eine lokale Bradykinin-Applikation durch einen Kinin
B, Rezeptor abhdngigen Mechanismus zu einem kurzzeitigen Abfall der Durchblutung fihrt, welcher
reversibel und moglicherweise durch einen systemischen Blutdruckabfall, verursacht durch eine Kinin
B: Rezeptor vermittelte systemische Vasodilatation, mit bedingt ist. Der Abfall der Durchblutung ge-
gen Ende des Untersuchungszeitraums durch Gabe des Kinin B; Rezeptor Antagonisten kénnte mogli-

cherweise eine Folge der weiter oben beschriebenen Reduktion der Kapillardichte sein.
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4.4.2.8 Histologie

Die Infusion Bradykinin in die A. carotis fiihrte in den vorgestellten Experimenten zu einer dosisab-
héngigen Auswanderung von Granulozyten in das Hirnparenchym. Die Unterschiede waren jedoch
nicht signifikant. Auch dieser Parameter zeigt eine Hemmung der Einwanderung der Granulozyten
durch den Kinin B, Rezeptor Antagonisten, welche ebenfalls nicht signifikant war. Die Gabe des Ki-
nin B; Rezeptor Antagonisten flihrte zu einer signifikant erhohten Anzahl ausgewanderter Granulozy-
ten im Vergleich zur Kontrollgruppe. Die Ergebnisse unterstiitzen die Beobachtung, dass eine Aktivie-
rung von Leukozyten in der zerebralen Mikrozirkulation durch den Kinin B, Rezeptor vermittelt wird.
Der Kinin B; Rezeptor scheint einen protektiven Effekt zu haben, wobei die exakten Mechanismen
unklar sind. Dieser Effekt scheint aber im Bereich der Extravasation der Leukozyten zu liegen, da die

Anzahl rollender und adhérenter Leukozyten durch den Kinin B; Rezeptor nicht beeinflusst wurde.
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5 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde die Wirkung von Bradykinin auf die zerebrale Mikrozirkulation
untersucht. Von besonderer Bedeutung war hierbei die Beurteilung der Interaktion von Leukozyten
und Thrombozyten mit dem Gefalendothel. Die verschiedenen Schritte der Leukozyten-Aktivierung
wurden bei vielen verschiedenen Krankheitshildern nachgewiesen und tragen durch eine Verstarkung
einer initialen Entzlindungsreaktion zu einer zusatzlichen Schadigung des Gewebes bei. Zunehmend
gibt es auch Hinweise fur eine Beteiligung der Thrombozyten an der sekundéaren Gewebsschadigung
z.B. nach Ischdmie und Reperfusion unterschiedlicher Organsysteme.

Die einzelnen Mechanismen, die zur Initilerung von Leukozyten- und Thrombozy-
ten-Endothelinterkationen fiihren sind nur unzureichend verstanden. Untersuchungen an unterschiedli-
chen Organen und bei unterschiedlichen Krankheitsbildern weisen auf eine Rolle des Kallikrein-Kinin
Systems bei der Aktivierung von Leukozyten hin. Die genauen Abldaufe und die verantwortlichen Re-
zeptoren des Kallikrein-Kinin Systems wurden in der zerebralen Mikrozirkulation bisher nicht unter-
sucht. Das Ziel der vorliegenden Arbeit war deshalb, die Wirkung von Bradykinin auf die zerebrale
Mikrozirkulation und die dafiir verantwortlichen Rezeptoren in einem in vivo Modell mit Hilfe der
Fluoreszenz-Intravitalmikroskopie zu untersuchen. Die Beurteilung der Mirkozirkulation sollte dabei
in vivo erfolgen mit Zuhilfenahme der Histologie zur Beurteilung einer méglichen Extravasation von

Leukozyten in das Hirnparenchym.

Zur Durchfliihrung der Untersuchungen wurde erstmals eine Methode zur Fluoreszenzfarbung von
Thrombozyten in der Mongolischen Wistenrennmaus etabliert. Dies ermdglichte in dem bereits etab-
lierten Tiermodell des geschlossenen Schéadelfensters die Untersuchung der einzelnen Schritte der
Thrombozyten-Endothelinteraktion in vivo. Zur Farbung der Thrombozyten war deren Isolation nétig,
wobei die Aufrechterhaltung der Funktion der Thrombozyten in vitro und in vivo nachgewiesen wur-
de. In dem verwendeten Modell war somit die Beurteilung von Leukozyten- und Thrombozy-
ten-Endothelinteraktionen, arteriellen und vendsen GefalRdurchmessern, der funktionellen Kapillar-

dichte, der mikrovaskularen Durchblutung und der Stérung der Blut-Hirnschranke maglich.
Um eine mdgliche Rolle des Kallikrein-Kinin Systems bei pathologischen Vorgangen der zerebralen

Mikrozirkulation zu untersuchen, erfolgte die intravasale Applikation von Bradykinin in verschiede-

nen Konzentrationen Uber einen Zeitraum von 30 Minuten in die A. carotis interna.
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Wahrend der Bradykinin-Infusion kam es zu einem dosisabhangigen Abfall des Blutdrucks sowie der
mikrovaskuldaren Durchblutung. Diese Werte erholten sich nach Ende der Infusion wieder und erreich-
ten teilweise das Ausgangshiveau. Als méglicher Mechanismus fiir den Abfall des Blutdrucks und der
Durchblutung kommt eine systemische Vasodilatation in Frage. Eine Veranderung der zerebralen Ge-
faldurchmesser konnte nicht festgestellt werden. Die Blockade des Kinin B, Rezeptors fiihrte zu einer
Verringerung des Blutdruckabfalls wéhrend der Bradykinin-Infusion sowie zu einem héheren Anstieg
des Blutdrucks bis zum Ende des Beobachtungszeitraums. Auflerdem flihrte die Kinin B, Rezep-
tor-Blockade zu einer geringeren Reduktion der mikrovaskuldaren Durchblutung wéhrend der Bradyki-
nin-Infusion. Im Gegensatz dazu fuhrte die Blockade des Kinin B; Rezeptors zu einer ausgepragteren
Reduktion der mikrovaskuldren Durchblutung wéhrend der Infusion sowie am Ende des Beobach-

tungszeitraums.

Bradykinin induziert einen dosisabhangigen Anstieg der Anzahl rollender und adhéarenter Leukozyten.
Die Anzahl rollender Leukozyten nahm bis zum Ende des Beobachtungszeitraums stetig zu, die An-
zahl adhérenter Leukozyten erreichte den Hochstwert eine Stunde nach Ende der Bradykinin-Infusion.
Analog zu den Untersuchungen aus der Intravitalmikroskopie fand sich in der histologischen Untersu-
chung mit Hilfe der Esterase-Féarbung eine erhdhte Anzahl von Leukozyten im Hirnparenchym. Diese
Ergebnisse legen nahe, dass Bradykinin Leukozyten-Endothelinteraktionen initiieren kann und an
allen Schritten der Aktivierung bis zur Emigration in das Gewebe beteiligt ist. Diese Vorgénge schei-
nen durch den Kinin B, Rezeptor vermittelt zu werden, da eine Blockade desselben die Leukozy-
ten-Aktivierung verringern konnte. Die Blockade des Kinin B; Rezeptors flihrte zu keiner signifikan-

ten Veranderung der Leukozyten-Endothelinteraktionen.

Analog zur Wirkung auf die Leukozyten-Endothelinteraktion fiihrte Bradykinin zu einer Initiierung
von Thrombozyten-Endothelinteraktionen. Allerdings konnte lediglich eine erhéhte Anzahl rollender
Thrombozyten beobachtet werden, adhédrente Thrombozyten wurden nicht beobachtet. Eine mdgliche
Erklarung bieten Untersuchungen, die zeigen konnten, dass Bradykinin eine Thrombozy-
ten-Aktivierung hemmen kann. Da diese fir die Adhédrenz der Zellen am Gefalendothel nétig ist, kann
Bradykinin zwar durch Hochregulation endothelialer Adhdsionsmolekiile ein Rollen der Zellen am
Endothel bewirken, jedoch eine feste Adhdrenz verhindern. Wie bereits bei den Leukozy-
ten-Endothelinteraktionen fuhrte die Gabe des Kinin B, Rezeptorantagonisten zu einer Verringerung

der rollenden Thrombozyten.

Die funktionelle Kapillardichte anderte sich durch Infusion von Bradykinin ohne Rezeptorantagonisie-
rung nur voriibergehend. Allerdings flihrte eine Blockade des Kinin B; Rezeptors zu einem stetigen
Abfall der funktionellen Kapillardichte bis zum Ende des Beobachtungszeitraums. Die verantwortli-

chen Mechanismen sind dabei unklar, eine erhéhte Anzahl von adhéarenten Leukozyten oder ein Ver-
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schluss der untersuchten GefaRabschnitte durch Thrombozytenaggregate konnte nicht beobachtet wer-

den.

Insgesamt weisen die vorgestellten Versuche auf eine Beteiligung des Kallkrein-Kinin Systems bei der
Aktivierung von Leukozyten und Thrombozyten in der zerebralen Mikrozirkulation hin. Dieser Me-
chanismus scheint durch den Kinin B,-Rezeptor vermittelt zu werden und wird méglicherweise durch
eine Hochregulation endothelialer Adhésionsmolekiile vermittelt. Die Aktivierung des Kinin B; Re-
zeptors konnte eine protektive Wirkung gegen die Mangelperfusion von Kapillaren mit Abnahme der

nutritiven Durchblutung haben.

Diese Ergebnisse bieten eine mdégliche Erklarung fiir den protektiven Effekt von Kinin B, Rezeptoran-
tagonisten in unterschiedlichen Modellen zerebraler Insulte. Eine protektive Wirkung des Kinin B;
Rezeptors wurde haufig postuliert, es gibt jedoch bisher wenige Untersuchung zur Wirkung von Kinin
B: Rezeptoragonisten bei pathologischen Prozessen des Gehirns. Die vorliegenden Ergebnisse kdnnen
die Grundlage fiir weitere Untersuchungen zu Veranderungen der Mikrozirkulation bei verschiedenen
Krankheitshildern des zentralen Nervensystems bilden. Nur eine genaue Kenntnis der komplexen und
multifaktoriellen pathophysiologischen Prozesse wird eine effektive Therapie dieser Erkrankungen

ermdglichen.
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