Aus der neurochirurgischen Klinik und Poliklinik
der Universitat Wirzburg
Direktor: Professor Dr. med. Ralf-Ingo Ernestus

Neuroprotektion in der Frihphase nach Subarachnoidalblutung:
Untersuchung potenzieller Therapieformen im Tiermodell.

Inaugural - Dissertation
zur Erlangung der Doktorwirde der
Medizinischen Fakultét
der
Julius-Maximilians-Universitat Wirzburg
vorgelegt von
Jasmin Hartmann

aus Aachen

Wiurzburg, September 2016



Referentenblatt

Referent: Priv.-Doz. Dr. med. Thomas Westermaier
Korreferenten: Prof. Dr. med. Claudia Sommer, Prof. Dr. med. Andreas Rosenwald
Dekan: Prof. Dr. Matthias Frosch

Tag der mindlichen Prifung: 19.07.2017

Die Promovendin ist Arztin.



Inhaltsverzeichnis

I 1LY 1 - 1
1.1  Thema der Arbeit........uuuuiuiii e 2
1.2 Pathophysiologische Grundlagen ..........cce.ciiiieeiiiiierciiiercr e enee e s rene s e s enanes 6
O T - T- 1Ty =] | 1T V- 15

2  Material und Methoden ........cccuciiiiiiiiiiiiiiiiiii s 16
2.1 Allgemeine Versuchsdurchflhrung.......c..cccceeiiiiiieiiiiiinciiiiiicniiniensees. 17
2.2 Laser-Doppler Flowmetrie und Hirndruckmessung......ccccceeeereeereenciienceinecerennenennerennees 18
2.3 INAUKEION der SAB.........euttii s 19
2.4  EXperimentelle GrUPPEN ... v iieeiiieeierenireeereeeeetnseeenserenserensessnssssnsesenssesassessasessnsans 20

D 0 N \ P Y {4 T8 o Vg T A o] o W £ o USRIt 20
D Ny R V- 1= V=T [0 s T ] = U USRRt 20
2.4.3  ClazZOSENTAN. .. .ei ittt ettt sttt bbbt b e e sttt et e e be e sheesaeesanena 21
2.5 Quantifizierung der ischdmischen SChadiguNg .........ccoveeeiiiiieeiiiiiiiiirrer e, 21
2.5.1  fUuNKEioNelle DEFiZIte ....covueiiuiiiiiiieeiee ettt st 21
T8 S V] 1 =1 €1 oo f USSRt 21
2.5.1.2  Modifizierter BEAErSON-SCOIE .......covuiiriiriiierieeittt ettt ettt ettt e b e saeesbeeesaeeeaee 22
2.6  morphologische SChAdigUNE........ccceiiiiieiiiiiiiiiirii e re s s srenesssssenenas 23
P A & 1 o] [ =TT OO 23
2.8 Immunhistochemie........cccoiiiiiiiiiiiicc s 24
2.9 SEAtiStiK ..o s 25

T =01 ¢ 1LY = 27

3.1 Natriumnitroprussid .....ccceceeeereieeiiieierieiiieerieeterensereerereaseernsesensseressesessersnsessasessnsesses 28

3.1.1 PhysiologisChe Parameter ......coccuiiiiiciiieecciiie ettt e e e e e e are e e s saaee e 28
3.1.2  Laser-Doppler FIOWMELIIE .....ccouciiiiieiiie ettt e e s e e e e s saaee e 30
3.1.3 Funktionelle Defizite und Gewichtsentwicklung .........cccceeciiiiiiiiiiiiiiii e, 32
3.1.4 Makroskopisches Ausmald der BIULUNG ........oeeeiiiiiiiiiiiiee e e 33
3.1.5 Zelluldre Schadigung im HippoCampPuUS........ccueeeeeiiiieiiiiiieeee et e e e evrere e e e 34
3.2 MagnesSiumSUIat......... .ot rree e s e rene e e reea s e s eennsseseennsseseennsseseennnnnes 36
3.2.1 PhysiologisChe Parameter .........uuiiiiiiie ettt e e e brer e e e e 36

3.2.2  Laser-Doppler FIOWMELIIE ... ettt e e e e e e e e 38



3.2.3 Funktionelle Defizite und Gewichtsentwicklung .......ccccceveiieiiriiiiiiiiiieec e, 40

3.2.4 Makroskopisches Ausmald der BIULUNE ........oovviiiiiiiiiiiiieciieec e 41
3.2.5 Zellulare Schadigung im HippOCamPUS......c.eeeeeiiieeeeiiieeeeciieeeesre e e eeive e e e sare e e eenaeeeea 42

3.3 ClazoSeNntan .......ccciiiiiiiiiiiiiiii s 43
3.3.1 PhysiologisChe PAarameter ......ccccueiiiiiiiie ettt e e s aae e e e s e e e e enaeeeean 43
I T A - Y b ToT o o [Tl ol T 1Yy =T o o R 46
3.3.3 Funktionelle Defizite und Gewichtsentwicklung ........cccccoeciviiiiiiiiiiiicec e, 48
3.3.4 Makroskopisches Ausmald der BIULUNG ........coeeviiieiieiiiieeeciieee e 50
3.3.5 Zellulare Schadigung im HippOCamMPUS......c..eeeeeiiieeeeiiieeeeiiteeeesre e e ssire e e e sareeesenneeeeas 50

4 DiSKUSSION ccueueuennnnnennnnnnnnnnennteeeeeeaessuiatssssssasassssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnns 53
4.1 Diskussion der Methodik ...........cceeeiieiiiiiiiiiiiiiiieiiiiieinieinieiiiiieieieieeeeeiereeeereeereeeeereeeee 54
4.1.1 Fadenmodell der SAB ....... .ottt st st bbb 54
4.1.2 Laser-Doppler FIOWMELrie (LDF)......cccoccieieiiiieee ettt e e itee e e avee e e ree e e e 56
4.1.3  Modifizierter BEAerson-SCOIE .......ceiiiiiiriiriiieieiee sttt ettt be b 57
4.1.4 morphologische SChAdIGUNG......cccvviiieiiiii e e e 57

4.2  Diskussion der Ergebnisse ........u.ciiieeeiiiiiieieiieincerreineeseenneeseennsseseensssesernsssssesnnsssnenns 59
oy O - 1 a 100 e TR o] o] (U1 SRR 59
4.2.2  MagnesSiumMSUIFAt .....coii i e e s e araeas 64
4.2.3  ClazZOSENTAN....ccctiitieieeree ettt et et e r e st s r e nes 70

5 ZUSAMMENTASSUNG ... cceuueieenereanerreneereanerennnereaseereaseesessessassessnsessnssssenssssnsesenssessnnans 77
6 Abbildungsverzeichnis .........ccoiiiiieiuuiiiiiiiiiiiiic e 80
7 Tabellenverzeichnis ......cccccceiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiirrrererereeer e 81

8  LiteratUrVerzZeiChNiS ..cuceeeeireieireirereereirereeteireeeerasreseesasresesssssesssssssessssassessssassessssassens 81



1 Einleitung



1.1 Thema der Arbeit

Unter einer Subarachnoidalblutung (SAB) versteht man eine Blutung in den Raum
zwischen Arachnoidea und Pia mater. In diesem mit Liquor cerebrospinalis gefullten
Raum befinden sich die groBen konduktiven hirnversorgenden GefaRe. Eine SAB
bedeutet fur die Betroffenen noch immer ein hohes Risiko zu versterben. Die
Gesamtmortalitat betragt ungefahr 50 Prozent, wobei ein Teil der Patienten bereits auf
dem Weg in die Klinik verstirbt. Aber selbst unter den hospitalisierten Patienten liegt
die Mortalitat noch bei 25 Prozent. [21, 32, 42, 89, 90] Falls die Blutung tberlebt wird,
drohen langfristige kdrperliche und kognitive Defizite.[1, 21, 111, 130]

Zwar sind in den vergangenen Jahren Fortschritte im klinischen Management
insbesondere an spezialisierten Zentren erzielt worden, sodass die Letalitatsrate
reduziert werden konnte.[1, 47, 89, 90, 132] Auf pathophysiologischer Ebene ist unser
Wissen uber das konkrete Zusammenspiel der ablaufenden Schéadigungsmechanismen
und deren jeweiliger Beitrag zur Gesamtpathologie allerdings noch begrenzt, obwohl in
den vergangenen Jahrzehnten eine Vielzahl an experimentellen und Kklinischen
Untersuchungen zu deren Klarung durchgefiihrt wurde. Die Forschung fokussierte sich
dabei allerdings vor allem auf Genese und Therapie des sekundaren VVasospasmus, ein
Ph&nomen, das einige Tage nach der SAB auftritt. Typischerweise zwischen Tag 4 und
10 nach der Blutung koénnen bei ungefahr 70 Prozent der Patienten Spasmen der
hirnversorgenden Gefalle festgestellt werden. Einige dieser Patienten erleiden in dieser
Phase neue neurologische Defizite, bei einigen entwickeln sich sekundéare Hirninfarkte.
Diese Komplikationen begriindeten intensive Forschungsbemihungen bezlglich der
GefaBRspasmen. Insbesondere die Freisetzung von Endothelin-1 (ET-1) in den
Liguorraum wurde als pathogenetisch relevanter Faktor fir die Entstehung dieser
Spasmen identifiziert.[126] Denn gerade das Patientenkollektiv, das GeféRspasmen
entwickelt, scheint verstarkt ET-1 aus Endothelzellen freizusetzen und
Endothelinrezeptoren (ET-Rezeptoren) zu exprimieren: In einer experimentellen Studie,
die der Fragestellung nachging, welchen Effekt der Liquor von SAB-Patienten mit
Vasospasmus und ohne Vasospasmus im zerebralen GefélRsystem von Ratten
hervorruft, fand sich eine stérkere VVasokonstriktion solcher GeféaRe, die mit Liquor von

Vasospasmus-Patienten inkubiert worden waren. Fir diese Studie war den Tieren zuvor
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die Arteria basilaris entnommen worden, sodass es sich hierbei um ein ex vivo Model
der SAB handelte. Vor und nach Inkubation des Patientenliquors mit den Arterien
wurde die ET-1-Konzentration mittels ELISA bestimmt. Die Arbeitsgruppe fand
daraufhin eine verstarkte Konzentration an ET-1 im Kulturmedium, wenn die Geféle
mit Liquor von Vasospasmus-Patienten inkubiert worden waren. Ebenso konstatierten
die Autoren hier eine deutlichere Kontraktilitat bereits bei geringerer Konzentration an
ET-1 verglichen mit solchen GefaRen, die mit Liquor von Patienten ohne Vasospasmus
oder Kontrollliquor inkubiert worden waren. Fur die konstriktorische GefaRreaktion war
ein intaktes Endothel notwendig.[4]

ET-1, ein aus 21 Aminosduren bestehendes Peptid, gilt als einer der starksten heute
bekannten Vasokonstriktoren.[158, 159] Die Freisetzung von ET-1 aus Endothelzellen
folgt auf verschiedene Reize, beispielsweise Gefalwandspannung und Ischédmie.[83,
135] Auch einige endogene Faktoren wie Thrombin und Angiotensin 2 kdnnen die
Sekretion stimulieren.[7, 161] Inzwischen ist die ET-1-vermittelte Wirkweise am
Endothelin-A-(ETa)-Rezeptor glatter GefaBmuskelzellen, an deren Ende letztlich die
Vasokonstriktion steht, relativ genau untersucht. Dieser vasokonstriktorische Effekt
kann sowohl Kalzium-(Ca2*)-vermittelt als auch Ca?*-unabhangig erzielt werden.[48]
Auf ein ischdmisches Ereignis folgt zundchst die Synthese von ET-1 aus seinen
Vorstufen Preproendothelin-1 und Big Endothelin-1. Eine Speicherung des
Peptidhormons in Endothelzellen findet nicht statt. Nach der Aktivierung des ETa-
Rezeptors und der konsekutiven Stimulierung der Phospholipase C und nachfolgenden
Synthese von Inositoltrisphosphat (IPs) werden nun Ca?*-lonen aus intrazellularen
Speichern freigesetzt. Der entstehende Ca2*-Calmodulin-Komplex initiiert schlieBlich
iiber die Myosin-Leichte-Kette die Vasokonstriktion.[48, 135] Die Ca?*-unabhingige
Vasokonstriktion erfolgt Uber die Synthese von Diacylglycerin (DAG) und der daraus
resultierenden Hemmung der Myosin-Leichte-Ketten-Phosphatase durch
Phosphorylierung. Eine solche Blockade kann zudem durch die Aktivierung der Rho-
Kinase (ROCK) erfolgen.[48]
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Von ET-1 existieren zwei Isoformen, Endothelin-2 (ET-2) und Endothelin-3 (ET-3).
Die Endotheline aktivieren Rezeptoren aus der Familie der G-Protein-gekoppelten
Rezeptoren, von denen bisher zwei Typen mit jeweils unterschiedlicher Affinitat zu den
drei Isoformen bekannt sind. Der ETa-Rezeptor zeigt eine hohere Affinitat zu ET-1 und
ET-2 als zu ET-3, wéhrend der Endothelin-B-(ETg)-Rezeptor von samtlichen Liganden
gleich stark stimuliert wird.[81] Der auf glatten Gefallmuskelzellen lokalisierte ETa-
Rezeptor vermittelt eine Vasokonstriktion, wéhrend fiir den von Endothel- und glatten
Muskelzellen exprimierten ETg-Rezeptor ein gefaRerweiternder Effekt, den er lber die
Produktion von NO und Prostacyclin entfaltet, nachgewiesen ist.[48] Ihm wird
weiterhin eine Clearance-Funktion fir ET-1 aus der Zirkulation zugesprochen.[81]
Zusétzlich zu seiner schon langer bekannten vasodilatorischen Wirkung konnte fiir den

ETgs-Rezeptor inzwischen auch die Fahigkeit zur Vasokonstriktion gezeigt werden.[20]

1 Mechanisms of Disease: roles of nitric oxide and endothelin-1in delayed cerebral
vasospasm produced by aneurysmal subarachnoid hemorrhage. Agustinus
Suhardja. Nature Clinical Practice Cardiovascular Medicine.2004
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In experimentellen Studien fand sich sowohl eine verstarkte Expression des ETa-
Rezeptors als auch des ETg-Rezeptors nach SAB, was als Indiz flr die pathogenetische
Relevanz beider Rezeptoren gedeutet wurde.[4, 51, 59] Inzwischen wurde die
Hypothese formuliert, dass nach SAB eine funktionelle Interaktion, ein sogenannter
»cross-talk, zwischen dem ETa-Rezeptor und dem ETg-Rezeptor stattfinden konnte,
der die auf den ETa-Rezeptor zuruickgefuhrte Vasokonstriktion verstarken und das
bisher nicht zufriedenstellende Outcome nach selektiver ETa-Rezeptor-Blockade
teilweise erkldren konnte.[4, 107] In einer grolen Multicenter-Studie, die die
Wirksamkeit eines selektiven ETa-Antagonisten in der Behandlung von SAB-Patienten
untersuchte, zeigte sich namlich, dass dieser zwar in der Lage war, effektiv die
verzogerten Vasospasmen in den groReren hirnversorgenden GefaRen zu behandeln,
aber nur in geringem Malie die Entwicklung von sekundar auftretenden Infarkten zu
verbessern. Das neurologische Outcome nach 3 Monaten konnte in dieser Studie durch
Gabe des Medikaments tberhaupt nicht verbessert werden.[77-79]

Immer mehr wandte man sich nach diesem und weiteren eher enttduschen Ergebnissen
in der Vasospasmus-Forschung neben den Spatkomplikationen auch der Frihphase nach
SAB zu, da bereits die initial und in den ersten Stunden nach SAB einsetzenden
Schédigungsprozesse erheblichen Einfluss auf das klinische Outcome der Patienten
nehmen konnten.[24, 123] Insbesondere die Tatsache, dass der initiale neurologische
Status der beste Pradiktor fur den Verlauf der Erkrankung ist, betont die Relevanz
pathophysiologischer Vorgange in den ersten Stunden nach dem Blutungsereignis. Der
Umstand, dass einige der bereits in der Friihphase einsetzenden Ereignisse nicht
reversibel sind oder Sekunddrmechanismen einleiten, die zu einem sekundaren
Hirnschaden fuhren kdnnen, betont weiterhin die Dringlichkeit, in der Frihphase
therapeutisch zu intervenieren, um einen derartigen Sekundarschaden zu verhindern.
Dieses akute Handeln ist in der klinischen Praxis allerdings hdufig nicht méglich.
Besonders erschwerend kommt hinzu, dass bislang nur wenig Information tber die

Pathophysiologie in diesem friihen Zeitraum existiert.



1.2 Pathophysiologische Grundlagen

Pathophysiologisch betrachtet werden nach einer SAB diverse komplexe Prozesse in
Gang gesetzt, die teilweise sofort, teilweise mit einer Latenz von mehreren Tagen
auftreten. Es  lassen  sich  daher  akute, subakute und  chronische
Schadigungsmechanismen differenzieren.[18, 75, 123]

Der Austritt von Blut aus einem rupturierten Aneurysma hat zur Folge, dass der
intrakranielle Druck (ICP) innerhalb weniger Sekunden drastisch ansteigt, was
wiederum den zerebralen Perfusionsdruck (CPP = mittlerer arterieller Blutdruck — ICP)
und damit den zerebralen Blutfluss kompromittiert.[8, 9, 18] Diese akute Reduktion des
zerebralen Blutflusses verursacht eine temporare globale Ischamie des Hirngewebes bis
hin zum voribergehenden kompletten zerebralen Zirkulationsstillstand.[100, 149]

Der erhohte ICP und die eingeschrankte Hirndurchblutung haben zusammen mit einer
bereits nach wenigen Sekunden einsetzenden GeféalRkonstriktion und der Aktivierung
der Gerinnungskaskade im Bereich des rupturierten Gefales bzw. Aneurysmas zur
Folge, dass die Blutung unterbunden wird und der ICP sukzessive wieder absinkt.[9,
100, 121, 124] Im Rahmen dieser VVorgange erreicht auch der CPP innerhalb weniger
Minuten wieder ein annédhernd dem Ausgangswert entsprechendes Niveau.[9]

Trotz dieser relativ schnellen Normalisierung des ICP und des CPP bleibt eine
vollstandige Erholung der Hirndurchblutung aus.[35, 46, 65, 98] Klinisch manifestiert
sich diese anhaltende zerebrale Minderdurchblutung in einem schlechteren initialen
neurologischen Status. Wie oben bereits erwahnt ist dieser der starkste prognostische
Faktor fir das langfristige Outcome des Patienten.[21, 39]

Das anhaltende Perfusionsdefizit konnte unter anderem auf einer einsetzenden
Vasokonstriktion beruhen.[9, 35, 37, 98, 117, 136, 139] Perlschnurartige Verengungen
Kleiner GeféaRe konnten sowohl im Tierexperiment als auch am Menschen in der
Frihphase der SAB nachgewiesen werden.[35, 98, 136, 139] Im Gegensatz zu dem erst
einige Tage nach SAB bei ungefdhr 70 Prozent der Patienten angiografisch
nachweisbaren Vasospasmus grofierer Geféale verengen sich in der Akutphase der SAB
wahrscheinlich vornehmlich kleinere Arterien und Arteriolen. Unter physiologischen

Bedingungen stellen diese die addquate Versorgung des Gehirns mit Nahrstoffen und



Sauerstoff sicher, indem sie ihr Gefalikaliber autoregulativ veréndern.[61, 96] Diese
sogenannte zerebrale Autoregulation ist in der akuten Phase der SAB gestort.[66, 108]
Als eine Ursache fir die akute Vasokonstriktion kommt ein entstehendes
Ungleichgewicht zwischen vasokonstriktiven und vasodilatativen Substanzen in
Betracht. So konnte ein Absinken der NO-Konzentration innerhalb von zehn Minuten
nach Einsetzen der Blutung im Tierversuch gezeigt werden. Normwerte wurden erst
nach 180 Minuten wieder gemessen.[125] Da NO ein besonders potenter Mediator der
GefaRrelaxation ist, konnte sich die Reduktion seiner Gewebeverfiligbarkeit
entsprechend stark auf den Gefalitonus auswirken: in einer Studie mit dem NO-Donor
S-nitrosoglutathion konnten Sehba et al. zeigen, dass die Infusion des NO-Donors 15
Minuten nach Auslésen der SAB den zerebralen Blutfluss (CBF) sofort auf tber 50
Prozent des Ausgangswertes vor SAB und nach 60 Minuten auf Giber 80 Prozent anhob,
wohingegen die Hirndurchblutung in der Kontrollgruppe ohne die Infusion nach 60
Minuten weniger als 40 Prozent des Ausgangswertes betrug. In derselben Arbeit konnte
ein protektiver Einfluss des NO-Donors in der Akutphase der SAB auf die Integritét
kleiner GeféalRe und deren Permeabilitat gezeigt werden.[121] Neben seiner Funktion als
gefaRrelaxierender Faktor konnte NO weitere protektive Eigenschaften aufweisen, die
im Rahmen der Sekundérschadigung nach einer SAB von Bedeutung sind. So deuten
Studien beispielsweise auf eine antithrombotische Wirkung hin.[105, 120, 121]

Die akute NO-Reduktion wird primar auf die Bindung an freigewordenes Hamoglobin,
das wegen seiner Ham-Gruppe eine hohe Affinitat zu NO aufweist, zurtickgefihrt.
Diese These wird unter anderem durch die Beobachtung untermauert, dass im
Tierversuch die NO-Konzentration in den Hirnarealen mit den groRten
Blutansammlungen besonders stark reduziert ist im Vergleich zu Gebieten mit
geringerer Exposition gegentiber Hamoglobin.[119, 121, 125]

Neben der Vasokonstriktion setzt eine Reihe weiterer Prozesse ein, die ebenfalls eine
ischdmische Schadigung des Gehirns in der Friihphase bewirken kdnnen. Dazu zéhlt die
Aktivierung von Thrombozyten mit nachfolgender Bildung von Mikrothromben, die
insbesondere in bereits verengten Geféallen den Blutfluss weiter einschranken.[37, 124]
Die aktivierten Thrombozyten setzen zudem vasoaktive Substanzen frei, die die
Konstriktion weiterer GeféaRe fordern.[35-37, 50, 124]



Neben Vasokonstriktion und Bildung von Mikrothromben im Lumen der GefaRe,
konnen diese auch direkt geschadigt werden, und zwar durch Entziindungsreaktionen
und Bildung freier Radikale.[5, 50] Die Bezeichnung ,freie Radikale* wird auf
Molekiile oder Atome mit einem ungepaarten Elektron angewandt. Unter den
sogenannten reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) fasst man von Sauerstoff abstammende
freie Radikale zusammen. Es wird vermutet, dass ROS bereits in einem friihen Stadium
nach SAB vermehrt gebildet werden und Zellschadigung und -untergang beférdern.
Denn nach SAB, so die Hypothese, kénne das unter physiologischen Bedingungen fein
austarierte Gleichgewicht zwischen der Bildung freier Radikale und deren Abbau durch
enzymatische und nicht-enzymatische Abwehrsysteme nicht aufrechterhalten
werden.[5] Die normalerweise permanent, beispielsweise wahrend der Zellatmung in
den Mitochondrien, anfallenden freien Radikale werden unter physiologischen
Bedingungen durch zelluldre Schutz- und Reparaturmechanismen unschadlich gemacht.
Diese Schutzsysteme werden allgemein unter dem Begriff der ,,Antioxidantien®
zusammengefasst, wobei hier samtliche Mechanismen subsumiert werden, die einen
durch oxidativen Stress verursachten Zellschaden verhindern oder reversibel machen
konnen. Besondere Bedeutung unter diesen protektiven Substanzen kommt aufgrund
ihrer Effektivitdt verschiedenen Enzymkomplexen wie den Superoxiddismutasen,
Katalasen und Glutathionperoxidasen zu. Bekannt ist auch die antioxidative Wirkung
von Ascorbinsaure und Vitamin E. Nach einer SAB wird die Kapazitat dieser protektiv
wirksamen Systeme scheinbar tberlastet.

Das zellschadigende Potential freier Radikale liegt in ihrer F&higkeit, mit Lipiden,
Proteinen und Nukleinséuren zu reagieren, wobei insbesondere die Lipidperoxidation,
die funktionelle Modifikation von Proteinen und das Induzieren von Strangbriichen in
DNA schédigend auf die Zelle wirken. Auf diese Weise kénnen ROS den apoptotischen
Zelltod verursachen.[155]

Gerade Neuronen sind gegenuber oxidativem Stress besonders vulnerable Zellen. Diese
Anfalligkeit gegenuiber oxidativen Prozessen geht einerseits auf die relativ gering
ausgepragte neuronale Ausstattung mit antioxidativ wirksamen Schutzsystemen zurtick,
andererseits erklart sie sich durch die den Neuronen eigene Funktion der
Neurotransmission. Denn diese ist mafgeblich von der Fluiditdt und Integritét

neuronaler Membranen abhangig. Ein zentrales Kennzeichen neuronaler Membranen ist
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schlieBlich der im Vergleich zu anderen Zelltypen besonders hohe Anteil an Lipiden.
Werden diese durch ROS modifiziert, kann eine uneingeschrénkte Neurotransmission
nicht mehr stattfinden.[11]

Nach einer SAB konnten durch das vermehrte Anfallen an ROS auf GefélRebene
mehrere denkbare Effekte eintreten. So konnte durch einen ROS-vermittelten
Endothelschaden die Integritat der Blut-Hirn-Schranke verletzt werden, was die Gefahr
der Entwicklung eines vasogenen Hirnddems in sich birgt. Zusétzlich kénnten durch
Membranschédigung nach Lipidperoxidation vasoaktive Substanzen freigesetzt werden,
die wiederum ein ohnehin bestehendes Ungleichgewicht zwischen geféRerweiternden
und -verengenden Faktoren nach SAB zugunsten der Letzteren verstarken konnten.[5,
134] Es existieren unterschiedliche Erklarungsmodelle, wieso nach SAB verstarkt
oxidativer Stress auftreten konnte. Ein Ansatz ist die bereits genannte Inflammation
nach SAB, da ROS auch von Leukozyten, v.a. neutrophilen Granulozyten und
Makrophagen, generiert werden. So entstehen beispielsweise bei der unter ,,oxidativem
Burst“ bekannten Reaktion, katalysiert durch die NADPH-Oxidase, Superoxidanionen
in hoher Konzentration.[155] Auch das durch Hamolyse anfallende Hamoglobin kénnte
hier von Bedeutung sein. Denn das freigesetzte Eisen in seiner zweiwertigen Form
katalysiert die Bildung von ROS, ein als ,Fenton-Reaktion“ bekannter
Mechanismus.[63] Auch geschédigte Mitochondrien sind bereits als Quelle eines
gesteigerten ROS-Anfalls nach SAB genannt worden. Bestimmte Faktoren wie eine
mitochondriale Ca?*-Uberladung oder ein unphysiologisch hohes Glutamatlevel sollen
den Prozess der mitochondrialen ROS-Produktion nach ischdmischen Ereignissen
zusatzlich stimulieren kdnnen.[14, 82, 128] Eine weitere These besagt, dass nicht nur
eine verstarkte Bildung von ROS stattfindet, sondern gleichzeitig die zelluldaren
Schutzmechanismen zur Eliminierung der ROS ineffizient werden.[5, 14, 57, 80]

Die Problematik der ROS-Produktion nach SAB legt die Evaluierung einer
Antioxidantiengabe als maogliche Therapiemanahme nahe. Dass dies ein
aussichtsreicher Ansatz sein konnte, legt eine kirzlich veroffentlichte tierexperimentelle
Studie mit dem antioxidativ wirksamen Carotinoid Astaxanthin nahe. Im Rahmen dieser
Studie wurde das Injektionsmodell der SAB angewandt, wobei die Forschergruppe
sowohl Ratten autologes Blut in die Optikuszisterne als auch Kaninchen autologes Blut

in die Cisterna magna injizierten. Um den Einfluss der Substanz auf die Integritat der
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Blut-Hirn-Schranke darstellen zu kénnen, wurde den Tieren 24 und 72 Stunden nach
SAB ein Farbstoff injiziert und dessen Passage Uber die Blut-Hirn-Schranke mittels
Spektrofotometer analysiert. Zur Beurteilung des Hirnddems bedienten die Autoren sich
einer Formel, die das Trockengewicht des Gehirns in Relation zum direkt nach
Entnahme gewogenen Wert setzte.

Die Gabe dieses Carotinoids 30 Minuten nach Ausldsung einer SAB fihrte zu einer
signifikanten Verbesserung des Outcomes der Tiere, gemessen am Auftreten von
kortikalem Neuronenuntergang, Hirnédem und Integritat der Blut-Hirn-Schranke. Der
molekulare Wirkmechanismus ist allerdings unklar. Ebenso ist unbekannt, ob das
verbesserte Outcome tatsachlich allein auf antioxidativen Eigenschaften der Substanz
beruhte.[160]

Zytotoxisch kann sich nach SAB zudem eine intrazellulare Akkumulation von Ca?*-
lonen auswirken.[27, 56] Zellen halten ihre zytosolische Ca®*-Konzentration unter
physiologischen Bedingungen auf einem verglichen mit dem extrazelluldren Level sehr
geringen Niveau. Betragt die extrazellulare Ca?*-Konzentration normalerweise circa 1-2
mmol, so liegt der entsprechende Wert fiir die frei im Zytosol befindlichen Ca?*-lonen
nur zwischen 10-100 nmol, sodass zwischen zytosolischem und extrazellularem Milieu
ein immenser Ca?*-Gradient herrscht. Dieser Gradient tber die Zellmembranen wird
unter physiologischen Bedingungen von verschiedenen Ca?*-Transportsystemen
gewahrleistet. Dazu zéhlen die in der Zellmembran lokalisierte Ca?*-ATPase und der
Na*/Ca?*-Austauscher sowie spannungsabhingige und Ligand-regulierte Ca?*-Kanile.
Intrazelluldre Ca?*-lonen sind hauptsachlich im Endoplasmatischen Retikulum (ER)
und den Mitochondrien sequestriert.

Unter ischdamischen Bedingungen, bei denen die Zelle einen Energiemangel erleidet,
kann diese die normale Ca?*-Homdostase, d.h. die geringe Ca?*-Konzentration im
Zytosol, nicht aufrechterhalten. Das Resultat einer Ca?*-Uberladung der Zellen ist der
nekrotische oder apoptotische Zelltod, zunéchst in selektiv vulnerablen Hirnregionen.
Zu den besonders gefahrdeten Neuronen zéhlen beispielsweise die cerebelldren
Purkinjezellen sowie Neurone der Schichten 3, 5, 6 im Neokortex und vor allem der
CAl-Region des Hippocampus.[19] Die Ischamie-induzierte zellulare Ca?*-
Akkumulation basiert auf unterschiedlichen Prozessen. Ca?*-lonen kénnen einerseits

aus dem ER sowie Uber spannungsgesteuerte Ca?*-Kanile und den Na'/Ca®*-
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Austauscher in das Zytosol der Zellen gelangen. Beispielsweise lieR sich in einer
experimentellen Studie an kultivierten humanen Astrozyten eine Ca®*-Freisetzung aus
dem ER nachweisen, die nach Inkubation der Zellen mit blutigem Liquor
cerebrospinalis einsetzte. Dieser Liquor stammte von Patienten, die eine
intraventrikulare Blutung erlitten hatten. Die resultierende Ca?*-Uberladung der
Astrozyten fiihrte, vermittelt durch die Mitochondrien, zum nekrotischen Zelltod. Diese
Studie weist auf die Bedeutung des ER als Quelle der zytosolischen Ca?*-Uberladung
nach intrazerebralen Blutungsereignissen hin.[56]

Besondere Bedeutung fiir eine mogliche zellulare Ca?*-Uberladung kommt daneben
einem weiteren Mechanismus zu, ndmlich der Depolarisation neuronaler Membranen
mit Freisetzung exzitatorischer Neurotransmitter, beispielsweise Glutamat. Diese
Depolarisation ~ der  Zellmembranen  resultiert aus dem  entstehenden
lonenungleichgewicht, das sich aufgrund des ischamisch bedingten Substratmangels der
in der Zellmembran lokalisierten lonentransporter entwickelt. Daneben werden
sogenannte ,,Spreading Depolarizations® (SD), ein Phdnomen, das den zeitweiligen
Verlust des lonengleichgewichts tber die Zellmembranen beschreibt, als mdéglicher
Mechanismus der Depolarisation von Zellmembranen nach SAB diskutiert.[30, 113] SD
konnen als sich aus eigenem Antrieb fortpflanzende Wellen kortikaler Depolarisation
verstanden  werden und  resultieren in  einer transienten  neuronalen
Funktionsstorung.[94] Dabei handelt es sich nicht um einen auf geschadigtes
Hirngewebe limitierten Prozess. SD lassen sich elektrophysiologisch ebenso in
gesundem Gewebe nachweisen. Der wesentliche Unterschied liegt in der zeitlichen
Dauer der SD: wéhrend diese normalerweise kurzfristig wieder sistieren, kdnnen sie in
ischamischem Gewebe deutlich langer detektiert werden.[30] Nach zerebraler Ischdmie
besteht die Problematik der SD in der eingeschrankten Fahigkeit des Gehirns, den aus
den SD erwachsenden vermehrten Energiebedarf zu decken. Eine gesteigerte
Bereitstellung von Substraten ware aber notwendig, um das aus den Fugen geratene
lonengleichgewicht Gber die Zellmembranen wiederherstellen zu kdnnen. So besteht in
ischdmisch vorgeschadigten Hirnregionen die Gefahr einer zusatzlichen Zellschadigung
durch SD.[30]

Die bereits oben angesprochene verstérkte Freisetzung von Glutamat und seine

nachfolgende Akkumulation im synaptischen Spalt sowie die Aktivierung metabotroper
11



und ionotroper Glutamatrezeptoren hat wiederum potenziell neurotoxische Effekte, ein
Ph&nomen, das als Exzitotoxizitat beschrieben wird.[22] Die Aufnahme sowie das
Recyclen von Neurotransmittern zéhlen zu den besonders energieaufwendigen
Prozessen, sodass Neurone diese bei Substratmangel nicht suffizient leisten kénnen. Die
Hypothese, dass eine anhaltende Stimulation von Glutamatrezeptoren den neuronalen
Zelluntergang fordert, wurde bei verschiedenen Erkrankungen des zentralen
Nervensystems gestellt. Zu nennen sind hier sowohl neurodegenerative Erkrankungen
wie der Morbus Alzheimer und die HIV-Enzephalopathie als auch akute Ereignisse,
insbesondere der Schlaganfall.[22, 27, 73] Eine zentrale Bedeutung soll dem N-Methyl-
D-Aspartat-Rezeptor (NMDA-Rezeptor) zukommen. Nach Aktivierung dieses
ionotropen Rezeptors bei Stimulation durch seinen Liganden und gleichzeitige
Membrandepolarisation wird der Rezeptor permeabel fiir Ca?*-lonen. Aber auch
Kainat- und a-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazol-propionsaure-Rezeptoren
(AMPA-Rezeptor) konnten bei konstanter Aktivierung zytotoxisch wirken, indem sie

einen unphysiologisch hohen loneneinstrom in Neuronen vermitteln.

Endoplasmic
g, reticulum

Abbildung 2 Exzitotoxische Schadigung von

Neuronen?
NOS

Die Bindung von Glutamat an seinen

aaaaa f Rezeptor (GR) bewirkt den Einstrom von

= fNa GR
fcaupa.n Calcium (Ca?*) und Natrium (Na*) in die
+ Zelle.  Infolgedessen  werden  diverse

< Ca2+
az+ zytotoxische Mechanismen in Gang gesetzt,
NOS *ATP die letztlich den apoptotischen oder
\KNC? o nekrotischen Zelltod beférdern. (nach Dong et
ROS . .
Y pump al. Mechanisms of Disease. Vol. 1:405-434.
[Apoptosis] [Necrosis|

Feb.2006)

Ein rapider und massiver Anstieg intrazellularer Ca?*-lonen kann sich (iber
verschiedene Mechanismen schadigend auf die Zelle auswirken und letztlich den

Zelltod induzieren. Eine besondere Rolle beim Ca%*-vermittelten Zellschaden nehmen

2 Calcium in cell injury and death. Dong et. al. Annual Review of Pathology:
Mechanisms of Disease.Vol.1:405-434. Feb. 2006
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die Mitochondrien ein, die neben dem ER zentral an der Regulation der zellularen Ca?*-
Homoostase beteiligt sind. Auch sie sind unter physiologischen Bedingungen eine Art
Puffersystem.[62, 93] Wesentlich im Hinblick auf einen moglichen Ca?*-vermittelten
apoptotischen oder nekrotischen Zelltod ist allerdings die den Mitochondrien inharente
Funktion der Regulation des Zelltods.[88] Es ist inzwischen bekannt, dass eine
Dysregulation der mitochondrialen Ca?*-Homg@ostase auf verschiedene Weise einen
ersten Schritt hierfur darstellen kann. Ein Mechanismus, Gber den Ca?*-lonen in den
iiber Mitochondrien vermittelten Zelltod eingreifen konnen sollen, ist die Offnung der
sogenannten Permeabilitats-Transitionspore der Mitochondrien (MPT), was in der
Konsequenz eine verstarkte Durchléssigkeit der Membran fiir Molekile mit einer Grolie
<1,5 kDa bedeutet. Eine erhéhte Ca®*- Konzentration, insbesondere in Kombination mit
ROS, soll die Formation und permanente Offnung dieser Pore stimulieren kénnen.[27,
71, 82] Als an der Formation der MPT beteiligte Strukturen konnten der
spannungsabhangige Anionenkanal (VDAC), Cyclophilin D und einige andere Proteine
identifiziert werden. Zudem ist bekannt, dass die MPT zwar eine von der inneren
mitochondrialen Membran ausgehende Struktur darstellt, die &ufere mitochondriale
Membran allerdings an der Regulation der Offnung beteiligt sein kann und sich
Kontaktstellen finden lassen. Die anhaltende Offnung dieser Pore hat gravierende
Folgen: die Voraussetzung fur die oxidative Phosphorylierung ist die Integritat der
inneren mitochondrialen Membran als Basis eines Protononengradienten, der die
treibende Kraft der ATP-Synthese darstellt. Die MPT bewirkt, dass Protonen aus der
mitochondrialen  Matrix  entweichen konnen wund so das mitochondriale
Membranpotential sowie der pH-Gradient (ber die Membran nicht aufrechterhalten
werden konnen. Da keine selektive Permeabilitat geschaffen wird, sondern Molekile
bis zu einer Grofle von <1,5 kDa iiber die Membran gelangen kénnen, wird zudem
vermutet, dass aufgrund eines entstehenden osmotischen Ungleichgewichts die
mitochondriale Matrix schwellen und daraufhin die duRere mitochondriale Membran
ebenfalls permeabel werden kdénnte. Dies konnte beispielsweise die Freisetzung des
proapoptotischen Proteins Cytochrom c¢ ermoglichen.[12, 27, 44, 93] Im Zytosol
befindliches Cytochrom ¢ kann einen Komplex mit einem Apaf-1 (apoptosis-activating
factor-1) genannten Protein bilden. Aus diesem Zusammenschluss geht das sogenannte

»Apoptosom* hervor, ein die Procaspase-9 bindendes und aktivierendes Gebilde, dem
13



somit eine Schlisselfunktion innerhalb der zur Apoptose fiihrenden Signaltransduktion
zukommt.[14, 110] Caspasen sind Cysteinproteasen, deren Aktivierung die Endstrecke
des programmierten Zelltods markiert. Initiatorcaspasen wie die Caspase-9 werden von
Effektorcaspasen wie Caspase-3 unterschieden. Diese sind wesentlich fur die
Degradierung diverser zelluldrer Strukturen.[67] Die aktivierte Caspase-9 stimuliert
wiederum Caspase-3, fir die mehrere Studien eine zentrale Rolle insbesondere fir den
apoptotischen Zelltod nach zerebraler Ischdmie gezeigt haben .[87, 106]

Die Akkumulation von Ca?*-lonen kann sich zudem iber eine enzymatische
Aktivierung zellschadigend auswirken. Zu nennen sind hier insbesondere
Phospholipasen, Endonukleasen und Calpaine. So existieren einige Isoformen unter den
Phospholipasen, die direkt von Ca?*-lonen aktiviert werden. In der Folge setzt die
Hydrolyse von in zellularen Membranen befindlichen Phospholipiden ein, was die
zellul&re Integritat massiv beeintréchtigt. Das entstehende osmotische Ungleichgewicht
kann eine Zellschwellung und damit einen Funktionsverlust der Zelle nach sich ziehen.
Der zellschédigende Effekt wird durch die Akkumulation
der Phospholipidabbauprodukte verstarkt. Diese konnen sich beispielsweise in
Membranen einlagern und so deren Fluiditdt und Stabilitat weiter beeintrachtigen.
Zudem konnen freie Fettsduren als Signaltransduktoren wirken und auf diese Weise
zellschadigende Prozesse vorantreiben.[11, 63]

Auch die Stimulation Ca?*-abhingiger Endonukleasen wurde bereits als moglicher
Mechanismus fiir den Ca?*-vermittelten Zellschaden genannt. Der konkrete Beitrag, den
eine Aktivierung Ca®*-abhangiger Endonukleasen zur Gesamtpathologie beitragt, ist
allerdings nicht bekannt. Calpaine, eine Gruppe Ca?"-regulierter Cystein-
Endopeptidasen, haben mehrere potentiell schadigende Funktionen inne. Im Geflige der
zur Apoptose fuhrenden Kette sollen Calpaine das im Zytosol lokalisierte Protein BID
(Bcl-2 interacting domain) aktivieren, das wiederum in der dufReren
Mitochondrienmembran weitere proapototischen Proteine wie Bak, Bax und Bad
stimuliert. Diese kdnnten daraufhin Kandle in der mitochondrialen Membran formen
und so proapoptotischen Faktoren wie Cytochrom c den Austritt in das Zytosol
ermoglichen[14, 101] Daneben wird vermutet, dass Calpaine als Stimulatoren
bestimmter Procaspasen fungieren kdénnen.[86] Weitere Zielstrukturen der Calpaine

sind zudem am Aufbau des Zytoskeletts beteiligte Proteine wie Spektrin.[142]
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Insgesamt betrachtet bewirkt die Pathophysiologie in der Akutphase der SAB eine
ischdmische Schadigung neuronaler und vaskulérer Strukturen, die deren Zelltod
bewirken und fur den Patienten je nach AusmaR langfristig kognitive oder kdrperliche

Einschrankungen bedeuten kann.[130]

1.3 Fragestellung

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine mogliche therapeutische Beeinflussbarkeit des
Perfusionsdefizits in der akuten Phase nach SAB untersucht. Hierzu wurde an einem
etablierten Tiermodell innerhalb eines Zeitraums von 15 bis 180 Minuten nach
Auslosen der Blutung entweder der Endothelin-1-Rezeptorantagonist Clozosentan in
unterscheidlicher ~ Dosis, der NO-Donor  Natriumnitroprussid  oder  der
Kalziumantagonist Magnesiumsulfat verabreicht und jeweils mit einer Kontrollgruppe
verglichen.

Neben der Beeinflussbarkeit der akuten Minderperfusion durch die genannten Stoffe
wurde untersucht, ob sich eine eventuelle Verbesserung der Durchblutung in dieser
Phase in einem besseren klinischen Outcome manifestiert. Dazu wurde der
neurologische Zustand der Tiere 24 Stunden nach Blutung anhand eines Scores
eingeschatzt.

Zusétzlich stellt sich die Frage, ob die Gabe eines oder mehrerer dieser Stoffe eine
neuroprotektive Wirkung zeigt. Um diese Frage zu beantworten wurden die Gehirne der
Versuchstiere entnommen und histologisch in definierten Hirnarealen auf vitale und

geschadigte Neurone hin untersucht.
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2 Material und Methoden
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2.1 Allgemeine Versuchsdurchfihrung

Die Versuche erfolgten im Rahmen eines von der Regierung von Unterfranken
genehmigten Tierversuchsantrags (AZ 55.2-2531.01-16/10).

Fur samtliche Versuche wurden ménnliche Sprague-Dawley Ratten mit einem Gewicht
von 270-460 Gramm (Charles River Laboratories, Sulzfeld, Deutschland) verwendet.
Die Einleitung der Narkose erfolgte in einem Behélter mit 4 Vol% Isofluran (Isofluran
CP 1ml/ml, CP Pharma, Burgdorf, Deutschland).

AnschlieRend wurden die Versuchstiere orotracheal intubiert. Als Tubus wurde ein
16G-Venenverweilkatheter verwendet, der unter Sichtkontrolle mit Hilfe eines OP-
Mikroskops (Zeiss Contraves, Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland) eingeflhrt
wurde. Nach der Intubation wurden die Ratten mit einem Kleintierrespirator (Animal
Respirator 4600, Rhema Labortechnik, Hofheim/Ts., Deutschland) druckkontrolliert mit
einer Frequenz von etwa 100 Atemziligen pro Minute mechanisch beatmet. Die Narkose
wurde wahrend der weiteren chirurgischen Praparationsphase mit 2,5 Vol% Isofluran
aufrechterhalten.

Um die Hirntemperatur zu ermitteln, wurde ein Temperatursensor (Sonderanfertigung,
Fa. Thermocoax, Stapelfeld, Deutschland) an der Sch&delbasis unterhalb des M.
temporalis platziert.[16] Uber eine Feedback-kontrollierte Warmelampe wurde die
Hirntemperatur wiahrend des gesamten Versuchs bei 37°C konstant gehalten.

Zur kontinuierlichen Messung des arteriellen Blutdrucks diente ein Katheter in der
Schwanzarterie der Ratten. Um diesen einbringen zu konnen, erfolgte zunédchst eine
mediane Inzision des Schwanzes. Die Schwanzarterie wurde unter mikroskopischer
Sicht freiprépariert und proximal temporar mit einem Clip versorgt und daraufhin
inzidiert. Uber diese Inzision wurde ein Polyethylenkatheter mit einem
Innendurchmesser von 0,58 mm (Fa. A. Hartenstein, Laborbedarf GmbH, Wirzburg,
Deutschland) in die Arterie eingeflihrt und mittels einer Ligatur fixiert. Anschlielend
wurde der temporéare Clip entfernt. Die kontinuierliche Blutdruckmessung erfolgte tber
einen Uberwachungsmonitor (Hellige Servomed, Fa. Hellige, Freiburg im Breisgau,
Deutschland).

Der Katheter ermdglichte zusétzlich zur Blutdruckmessung die Entnahme von

arteriellen Blutproben zur Analyse des arteriellen pH-Werts sowie des arteriellen
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Sauerstoff- (PaO.) und Kohlendioxidpartialdrucks (PaCQO>). Die erste Bestimmung von
arteriellen Blutgasen erfolgte unmittelbar nach Anlage des arteriellen Katheters
(Blutgasanalysegerat RapidLab 248, Bayer Health Care, Leverkusen, Deutschland).
AnschlieBend wurde je nach Ergebnis der Blutgasanalyse die Beatmungseinstellung
ggf. modifiziert. Die Zielwerte waren ein pH-Wert von 7,36 - 7,44, ein PaCO2 von 36 —
44 mm und ein PaO2 von 80 — 120 mmHg. Eine weitere Blutgasanalyse wurde
unmittelbar vor Ausldésen der SAB durchgefiihrt. Falls die oben genannten Zielwerte
nicht erfullt waren, wurden die Beatmungsparameter erneut adaptiert und vor Auslésen
der SAB eine erneute Blutgaskontrolle durchgefuhrt. Nach SAB erfolgten
Blutgasanalysen in 60-minutigen Abstdnden mit bedarfsweiser weiterer Modifizierung

der kontrollierten Beatmung.

2.2 Laser-Doppler Flowmetrie und

Hirndruckmessung

Zur Messung und Aufzeichnung der Hirndurchblutung wurde das Tier in Bauchlage
gedreht und zunéchst Gber einen medianen Schnitt die Schadelkalotte freigelegt, sodass
dann jeweils einen Millimeter dorsal und funf Millimeter lateral des Bregmas auf
beiden Seiten Bohrlocher angelegt werden konnten. Bei der Praparation dieser Lécher
wurde darauf geachtet, dass die Dura mater keinen Schaden nahm. Um den Hirndruck
im Verlauf des Versuchs zu ermitteln, wurde ein separates rechts frontales Bohrloch
drei Millimeter lateral und einen halben Millimeter rostral des Bregmas angelegt. Bei
der Anlage des Bohrlochs wurde die Dura mater punktuell eroffnet. Nach Anlage der
Bohrlocher wurden die Tiere wieder in Ruckenlage gedreht und im stereotaktischen
Rahmen mit stumpfen, atraumatischen Ohrfixierungen (,,non-perforating earbars*) zum
Schutz der Trommelfelle fixiert. In die beiden hinteren Bohrlocher wurden mit Hilfe
eines Mikromanipulators bilateral Laser-Doppler-Sonden (Sonde P5b, Moor
Instruments, Axminster, UK) eingesetzt. Uber einen Laser-Doppler-Monitor (MBF3D
Laser-Doppler Flowmeter, Moor Instruments, Axminster, UK) wurde nun der regionale
zerebrale Blutfluss (rCBF) bilateral von 30 Minuten vor bis 180 Minuten nach Auslésen

der SAB im Versorgungsgebiet der A. cerebri media kontinuierlich gemessen und
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aufgezeichnet (Frequenz: 2 Hz). Als ipsilateraler Laser-Doppler Flow (LDF) galt dabei
der (ber der rechten Hemisphere abgeleitete zerebrale Blutfluss, da hier die
GefaRperforation durchgefiihrt wurde.

Nach der Fixierung des Tieres im stereotaktischen Rahmen wurde mit einem weiteren
stereotaktischen Mikromanipulator eine intraparenchymale Hirndrucksonde (Typ
Camino, Integra Life Sciences, Plainsboro, NJ, USA) platziert, tiber die der Hirndruck
kontinuierlich aufgezeichnet werden konnte.

Die ermittelten Messwerte (arterieller Mitteldruck, Hirndruck, Laser-Doppler-Flow)
wurden online auf einen Apple PowerMac G3 Rechner tbertragen und mit der LabView
Software (Version 3.0, Fa. National Instruments, Minchen, Deutschland) aufgezeichnet

und ausgewertet.

2.3 Induktion der SAB

Zur Auslosung der SAB wurde das Fadenmodell bei Ratten angewandt, das 1995
erstmalig beschrieben wurde.[8, 144] Zundchst wurden die A. carotis communis, die
zervikale Carotisbifurkation, die A. carotis interna und die A. carotis externa
freiprapariert. Dazu erfolgte eine rechts paramediane Langsinzision am Hals und im
Anschluss daran ein Auseinanderspreizen des Platysmas. Die Speicheldriise wurde nun
nach lateral mobilisiert und die Mm. sternocleidomastoideus, digastricus und
sternohyoideus mittels Hakensperrer beiseite gehalten. Die A. carotis externa wurde an
ihrem distalen Ende mit einem 7-0 Vicryl-Faden (7-0 Vicryl, Ethicon/Johnson &
Johnson, Norderstedt, Deutschland) ligiert. A. carotis communis und A. carotis interna
wurden temporéar mit einem Clip verschlossen. Ungefahr sechs Millimeter distal der
Karotisgabel wurde nun die A. carotis externa inzidiert. Uber diesen Schnitt wurde ein
monofiler Kunstofffaden (3-0 Prolene, Ethicon/Johnson & Johnson, Norderstedt,
Deutschland) in das Lumen der Arterie eingebracht und mit Hilfe einer weiteren 7-0
Vicryl GeféaBligatur gesichert. Daraufhin wurde die A. carotis externa distal der Inzision
abgeschnitten und mit dem inserierten Faden nach kaudal geklappt. Die temporaren
Clips auf der A. carotis communis und der A.carotis interna wurden daraufhin wieder
entfernt und der Faden Uber die A. carotis interna nach intrakraniell vorgeschoben.

Anhand eines Abfalls des Laser-Doppler-Flusses auf der entsprechenden Seite konnte
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die korrekte Lage des Fadens in der A. carotis interna vor dem Abgang der A. cerebri
media verifiziert werden. Durch ein weiteres VVorschieben des Fadens wurde dann eine
SAB im Bereich der intrakraniellen Carotisbifurkation bzw. der proximalen der A.
cerebri anterior ausgeldst. Diese konnte durch den Anstieg des Hirndrucks sowie einen
beidseitigen Abfall der Hirndurchblutung objektiviert werden. Nach erfolgter SAB
wurde der Faden wieder zurtickgezogen, um eine rasche vollstandige Perfusion der A.
carotis interna zu gewahrleisten.

Im Anschluss an die Auslosung der SAB wurde zur Infusion der jeweils verabreichten
Losung ein zentraler Venenkatheter angelegt. Dazu wurde lateral der Speicheldrise die
Vena jugularis externa freiprapariert. Die Vene wurde nun distal vollstandig ligiert,
wahrend sie weiter proximal mit einem Faden unterminiert wurde, der als Ligatur
vorgelegt wurde, um anschlieBend den eingelegten Katheter zu fixieren. Knapp
unterhalb dieses Fadens wurde ein temporérer Clip gesetzt. AnschlieBend wurde die
Vene angeschnitten, und ein Polyethylen-Katheter mit einem Innendurchmesser von
0,28 mm (Fa. A. Hartenstein, Wirzburg, Deutschland) eingefuhrt und die Ligatur

zugezogen.

2.4 Experimentelle Gruppen

2.4.1 Natriumnitroprussid

10 Versuchstiere erhielten Natriumnitroprussid (UCB Pharma, Monheim, Deutschland).
Das Natriumnitroprussid befand sich in Losung mit 5 % Glukose. Diese Losung enthielt
pro Milliliter 60 pg Natriumnitroprussid. Die Gabe wurde mit 0,2 pg/kg/min der
Losung begonnen und in finfmindtigen Abstanden auf eine Erhaltungsdosis von 1,0
pg/kg/min gesteigert. Als Vergleichsgruppe dienten 10 Kontrolltiere, denen Uber den
gleichen Zeitraum eine 5% Glukosel6sung in entsprechender Menge infundiert wurde.

2.4.2 Magnesiumsulfat

12 Versuchstiere erhielten Magnesiumsulfat in einer Anfangsdosis von 1mmol/kg tber
15 Minuten zur Aufséttigung des Serumspiegels, gefolgt von einer Dauerinfusion von

0,5 mmol/kg/min zur Aufrechterhaltung des Serumspiegels.[147] Als Losungsmittel fur
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Magnesiumsulfat diente isotone Ringerlésung. Zehn Tiere dienten als Kontrolltiere.
Diesen wurde ber den gleichen Zeitraum isotone Ringerldsung in entsprechender

Menge Uber den zentralen Venenkatheter infundiert.

2.4.3 Clazosentan

Insgesamt 23  Versuchstiere erhielten den Endothelin-1-Rezeptorantagonisten
Clazosentan. Die Tiere wurden in randomisierter Form einer von drei Gruppen
zugeteilt, denen unterschiedliche Dosierungen verabreicht wurden:

Clazosentan 0,1ug (n=8)

Clazosentan 1,0ug (n=8)

Clazosentan 10,0ug (n=7)

11 Tiere dienten als Kontrollgruppe. Diesen Tieren wurde tber den gleichen Zeitraum

die gleiche Menge des Losungsmittels (isotone Ringerlésung) infundiert.

2.5 Quantifizierung der ischamischen

Schadigung

2.5.1 funktionelle Defizite

Die Einschatzung des klinischen Outcomes der Tiere erfolgte im Rahmen dieser Arbeit
auf Basis zweier Scores. Anhand eines Aktivitatsscores wurde zunéchst der allgemeine
klinische Zustand der Tiere bewertet. In Anschluss wurden die Tiere mit Hilfe des
modifizierten Bederson-Scores auf eventuelle neurologische Defizite hin untersucht.
Die Bewertung erfolgte durch einen Untersucher durchgefiihrt, der bezlglich der

Versuchsgruppe verblindet war.

2.5.1.1 Aktivitatsscore

Um eine Aussage uber den klinischen Zustand der Versuchstiere 24 Stunden nach der
SAB treffen zu kdnnen, wurde deren Aktivitdt anhand einer einfachen funfstufigen
Skala bewertet. An Tiere, die eine normale Spontanaktivitt zeigten, wurden vier
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Punkte vergeben. Fur eine nur leicht reduzierte Spontanaktivitat erhielten sie drei
Punkte. Tiere, die keine Spontanaktivitat zeigten, sich aber bei Manipulation zu
Aktivitat bewegen lielen, bekamen zwei Punkte. Falls die Tiere auch auf verschiedene
Reize, inklusive Schmerzreize, hin nicht reagierten, wurde ein Punkt vergeben. Tote

Tiere erhielten keinen Punkt.

Aktivitat Punkte
Normale Spontanaktivitat 4
Leicht reduzierte Spontanaktivitat 3
Aktivitat auf Manipulation 2
Keine Aktivitat 1
Tod 0

Tabelle 1 Aktivitatsscore

2.5.1.2 Modifizierter Bederson-Score

Zusétzlich wurde 24 Stunden nach der Blutung untersucht, ob die Tiere ein
neurologisches Defizit aufwiesen. Dazu wurde je nach Verhaltensmuster eine
bestimmte Anzahl an Punkten vergeben. Der hierzu verwendete Test basierte auf einer
1986 von Bederson et al. entworfenen Methode, die 1999 von Schmid-Elsaesser zu
einem sechsstufigen Score weiterentwickelt wurde. [10, 115]

Tiere, die keine Spontanaktivitat zeigten, erhielten keinen Punkt. Ein Tier, das im Kreis
lief, wenn man es sich spontan bewegen lieB, erhielt einen Punkt. Tiere, die hingegen
gerade liefen, wurden am Schwanz gehalten. An solche Tiere, die daraufhin im Kreis
liefen, wurden zwei Punkte vergeben. Auf Tiere, die weiterhin gerade liefen, wurde
seitlicher Druck ausgetibt (,,lateral push*). Bei verminderter Resistenz erhielten sie drei
Punkte. Tiere, die dem Druck standhielten, wurden am Schwanz hochgehalten. Bei
Beugung der kontralateralen VVorderpfote erhielten sie vier Punkte. Die volle Punktzahl
von funf Punkten erreichten Tiere, die stattdessen beide Vorderpfoten streckten, also
keine Fokalneurologie aufwiesen. Festzuhalten ist also, dass es sich bei diesem

Testverfahren um ein aufeinander aufbauendes Punktesystem handelt.
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Aktion Punkte

Streckt beide VVorderpfoten 5
Beugt kontralaterale VVorderpfote 4
Verminderte Resistance 3
(lat. Push)

Circling bei Halten am Schwanz 2
Spontanes Circling 1
Keine Aktivitat 0

Tabelle 2 modifizierter Bederson-Score

2.6 morphologische Schadigung

24 Stunden nach der SAB wurden die Tiere nach vorheriger Narkose mit Isofluran
getotet. Dazu wurde den Tieren 50mg Natriumpentothal verabreicht. Zur
Perfusionsfixierung der Hirne wurde den Tieren dann 4Vol% Paraformaldehyd
transkardial injiziert.

Nach Entnahme der Gehirne wurde die makroskopisch sichtbare Blutung anhand einer
Skala beurteilt, die sich an der klinisch gebréuchlichen Einteilung nach Fisher

orientierte.[33]

Abbildung 3 Grad 0 (links) und 3 (rechts) in Analogie zum Klinisch gebrauchlichen Fisher-Score

2.7 Histologie

Danach wurden die Hirne in einer aufsteigenden Alkohollésung tber mehrere Stunden
hinweg dehydriert, um im n&chsten Schritt in Paraffin eingebettet werden zu konnen.
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Nach dieser Vorbereitung konnten 4 um dicke Schnitte in einem Abstand von 400 pum
angefertigt und die Praparate mit Hdmatoxylin-Eosin geféarbt werden.

Die histologische Auswertung dieser Schnitte orientierte sich an einem Hirnatlas der
Autoren Paxinos und Watson. [Paxinos, G, Watson, C: The Rat Brain in Stereotaxic
Coordinates. Academic Press 2004] Anhand des Atlas wurden drei Praparate der CAl-
Region im Hippocampus (Bregma -3,24, -4,92, -6,129) zur Analyse, die durch einen
verblindeten  Auswerter erfolgte, ausgewéhlt. Dazu wurde unter 40-facher
lichtmikroskopischer VergrofRerung die Zahl vitaler und geschadigter Neurone pro
Gesichtsfeld (0,2 mal 0,3mm) ermittelt. Als vital galten dabei Neurone, die basophiles
Zytoplasma und intakte Nuclei zeigten. Geschadigte Neurone wiesen hingegen

eosinophiles Zytoplasma und pyknotische Nuclei auf.[131]

2.8 Immunhistochemie

Neben der H&E-Féarbung als morphologische Nachweismethode apoptotischer Zellen
im Hippocampus wurde zur spezifischeren Detektion des apoptotischen Zelluntergangs
als weitere Technik die Immunhistochemie angewandt. Die hierbei verwendete Farbung
richtete sich gegen aktivierte Caspase-3 als Zielantigen.

Die fur diese immunhistochemische Farbung notwendigen Schritte richteten sich nach
folgendem Protokoll:

1. Entparaffinieren der Schnitte

Xylol 1x5 min

Ethanol 100% 2x5min

Ethanol 50% 2x5min

Wasser 2x5min

2. Schnitte in Citrat-Puffer geben

3x in der Mikrowelle aufkochen

Im Puffer abkuhlen lassen

3.2%10 min in PBS waschen

4. Blockierung der Schnitte mit 10% Horse-Serum in PBS mit 0,2% Triton X

4800ul PBS

500ul Horse-Serum (10%)
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100p Triton X

1h bei Raumtemperatur in die feuchte Kammer geben

5. Losung abkippen

6. Antikorper auftragen (entsprechende Verdinnung mit PBS/Horse-Serum/Triton X
herstellen)

Bezeichnung des Primarantikorpers: Cleaved Caspase-3 Antikorper Aspl75 (Cell
Signalling Technology, Cambridge, UK), Verdinnung 1:300

4800ul PBS

100l Horse-Serum (2%)

100pl Triton X

Inkubation iber Nacht im Kihlschrank

7. Antikdrper abkippen

8. 2x10 min in PBS waschen

9. 2. Antikorper in entsprechender Verdiinnung auftragen

Ansatz: 990ul PBS + 15ul Horse-Serum + 2. Antikérper

Bezeichnung des Sekundarantikdrpers: Cy3 Konjugat goat and rabbit IgG (Jackson
Immunoresearch Laboratories Inc., Suffolk, UK)

1h in der feuchten Kammer inkubieren

10. 2x10min mit PBS waschen

11. mit Mowiol und Dabi eindeckeln

Die Fluoreszenz der Zellen wurde unter einem Fluoreszenzmikroskop (Leica DMI
3000B, Leica Micosystems, Wetzlar, Deutschland) visualisiert. Die Bilder wurden unter
40-facher VergroRerung mit Hilfe der zum Mikroskopiesystem gehdrenden Software
(Leica Application Suite 4.5) eingescannt. Anschlielend wurden nicht fluoreszierende

und fluoreszierende Zellen im CA1-Feld des Hippocampus ausgezéahlt.

2.9 Statistik

Bei den drei Versuchsreihen handelt es sich um getrennte Versuchsreihen mit jeweils
einer eigenen Kontrollgruppe. Fur die Versuche mit Natriumnitroprussid und

Magnesiumsulfat wurden deshalb zur statistischen Auswertung Vergleiche zwischen
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zwei Gruppen durchgefuhrt. Fur parametrische Daten kam ein t-Test flr unabhangige
Stichproben zur Anwendung. Fir nicht parametrische Daten wurde ein Mann-Whitney-
U-Test verwendet. Bei den Versuchen mit Clazosentan wurden drei Therapiegruppen
mit einer Kontrollgruppe verglichen. Fir parametrische Daten wurde eine
Varianzanalyse (one-way ANOVA) verwendet, gefolgt von einer post-hoc Analyse mit
einem Dunnett’s Test. Fiir nicht parametrische Daten wurde ein Kruskal-Wallis-Test
verwendet, gefolgt von einer post-hoc Analyse mit einem Dunn’s Test. Ein p < 0,05

wurde als statistisch signifikant erachtet.
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3 Ergebnisse
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3.1 Natriumnitroprussid

3.1.1 Physiologische Parameter

Die Tiere der Nitroprussid-Gruppe wiesen einen tendenziell niedrigeren mittleren
arteriellen Blutdruck (MABP) ab Beginn der Nitroprussid-Infusion auf. Dieser
Unterschied war 90 Minuten nach SAB signifikant. Fir die Tiere der Nitroprussid-
Gruppe wurde 15 Minuten nach SAB ein Minimalwert von 63,10 + 23,67 mmHg
aufgezeichnet. Die Kontrolle zeigte nach 15 Minuten den niedrigsten Wert. Dieser
betrug 77,80 + 20,70 mmHg. Nach einer Stunde wurde fur die mit Nitroprussid
behandelten Tiere ein Wert von 66,10 + 8,48 mmHg ermittelt. Der Messwert der
Kontrollgruppe betrug 78,40 £ 20,51 mmHg. 90 Minuten nach Auslésen der SAB
wurde fir die Nitroprussid-Gruppe ein Wert von 68,40 + 13,75 mmHg aufgezeichnet,
wahrend die Kontrollgruppe einen Wert von 83,60 + 16,04 aufwies. Der Unterschied
war zu diesem Zeitpunkt signifikant. Am Ende des Versuchs wurde fiir die
Nitroprussid-Gruppe ein Wert von 80,30 = 17,83 mmHg gemessen, verglichen mit
81,10 + 14,08 mmHg in der Kontrollgruppe.
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Abbildung 4 Mittlerer arterieller Blutdruck (MABP): Dynamische Veranderungen des MABP der
Niroprussid-Gruppe (SNP) verglichen mit der Kontrolle 30 Minuten vor bis 180 Minuten nach SAB. Bei
den Werten handelt es sich um Durchschnittswerte (% des Ausgangswertes, MW + SD) Das
Signifikanzniveau wurde 90 Minuten nach SAB erreicht (* p < 0,05).

28



Nach Induktion der Blutung stieg der Hirndruck (ICP) bei den mit Nitroprussid
behandelten Tieren innerhalb der ersten Minute auf einen Wert von 74,40 = 29,12
mmHg. Die Kontrolltiere zeigten einen Wert von 74,70 + 33,40 mmHg. Nach 60
Minuten wurde ein Wert von 24,50 + 8,78 mmHg fiir die Nitroprussid-Gruppe und von
28,80 £ 23,57 mmHg fur die Kontrolltiere ermittelt. Am Ende des Versuchs wiesen die
mit Nitroprussid behandelten Tiere einen Messwert von 23,35 + 10,26 mmHg auf. Der
Messwert der Kontrollgruppe betrug 17,80 + 11,43 mmHg. Das Signifikanzniveau

wurde zu keinem Zeitpunkt erreicht.
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Abbildung 5 Intrakranieller Druck (ICP): Dynamische Veréanderungen des ICP der Nitroprussid-Gruppe
(SNP) verglichen mit der Kontrolle 30 Minuten vor bis 180 Minuten nach SAB. Bei den Werten handelt
es sich um Durchschnittswerte (% des Ausgangswertes, MW * SD). Ein signifikanter Unterschied
zwischen beiden Gruppen bestand zu keinem Zeitpunkt (* p < 0,05).

Der zerebrale Perfusionsdruck (CPP) fiel eine Minute nach Induktion der SAB in der
mit Nitroprussid behandelten Gruppe auf 8,90 £ 12,77 mmHg ab. Die Kontrolltiere
wiesen einen Wert von 11,20 = 15,95 mmHg auf. Nach einer Stunde wurde fir die mit
Nitroprussid behandelte Gruppe ein Wert von 41,60 + 11,92 mmHg ermittelt. Der
Messwert der Kontrolle betrug 49,60 + 24,17 mmHg. Am Ende des Versuchs wurde ein
Wert von 56,95 + 18,73 mmHg fir die Nitroprussid-Gruppe und von 63,30 + 21,31
mmHg fur die Kontrolle aufgezeichnet. Der Unterschied war zum Zeitpunkt 90 Minuten
nach SAB signifikant.
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Abbildung 6 Zerebraler Perfusionsdruck (CPP): Dynamische Veranderungen des CPP der Nitroprussid-
Gruppe (SNP) verglichen mit der Kontrolle 30 Minuten vor bis 180 Minuten nach SAB. Die dargestellten
Werte sind Durchschnittswerte (% des Ausgangswertes, MW + SD). Das Signifikanzniveau wurde 90
Minuten nach SAB erreicht (* p < 0,05).

3.1.2 Laser-Doppler Flowmetrie

Der ipsilaterale lokale zerebrale Blutfluss (LCBF), gemessen per Laser-Doppler
Flowmetrie, zeigte bei den Versuchstieren der Nitroprussid-Gruppe einen ausgepréagten
Abfall direkt nach Einsetzen der SAB. Funf Minuten nach Auslosen der SAB wies diese
Gruppe einen Mittelwert von 10,71 + 5,25 Prozent des Ausgangswerts auf. Hierbei
handelte es sich um den Minimalwert. Fir die Kontrolle wurde ein Minimalwertwert
von 14,93 + 20,31 Prozent eine Minute nach Ausldsen der Blutung aufgezeichnet. Eine
Stunde nach Induktion der SAB hatte sich der Wert bei den Tieren der mit Nitroprussid
behandelten Gruppe auf 49,56 + 27,94 erholt und bei den Kontrolltieren auf 44,58 +
24,88. Nach 180 Minuten wies die Nitroprussid-Gruppe einen Wert von 121,70 + 94,62
auf. Fur die Kontrolle wurde zu diesem Zeitpunkt ein Wert von 52,16 + 32,50
aufgezeichnet. Signifikante Unterschiede zwischen beiden Gruppen ergaben sich nach
150 und 180 Minuten.
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Abbildung 7 Laser-Doppler Flowmetrie (LDF): Dynamische Veranderungen des ipsilateralen lokalen
zerebralen Blutflusses (LCBF) 30 Minuten vor bis 180 Minuten nach SAB der Nitroprussid-Gruppe
(SNP) verglichen mit der Kontrolle. Bei den Werten handelt es sich um Durchschnittswerte (% des
Ausgangswertes, MW + SD) (* p < 0,05).

Der kontralaterale LCBF fiel in der Nitroprussid-Gruppe nach finf Minuten auf einen
Wert von 26,21 + 21,64 ab. Fur die Kontrolle wurde eine Reduktion auf 23,27 + 18,5
eine Minute nach SAB registriert. Nach 60 Minuten wurde fur die Nitroprussid-Gruppe
ein Wert von 71,17 + 44,33 ermittelt. Die Kontrolle wies einen Messwert von 47,82 +
21,27 auf. Am Ende des Versuchs wurde eine Regeneration des LCBF innerhalb der
Nitroprussid-Gruppe auf einen Wert von 109,52 + 61,35 beobachtet, wahrend fur die
Kontrollgruppe ein Messwert von 65,44 + 32,37 aufgezeichnet wurde. Signifikante
Unterschiede zeigten die nach 120, 150 und 180 Minuten gemessenen Werte.
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Abbildung 8 Laser-Doppler-Flowmetrie (LDF): Dynamische Veranderungen des kontralateralen lokalen
zerebralen Blutflusses (LCBF) 30 Minuten vor bis 180 Minuten nach SAB der Nitroprussid-Gruppe
(SNP) verglichen mit der Kontrolle. Bei den Werten handelt es sich um Durchschnittswerte (% des
Ausgangswertes, MW + SD (* p < 0,05))

3.1.3 Funktionelle Defizite und

Gewichtsentwicklung

Die analog zum Aktivitatsscore ermittelten Werte waren nicht signifikant. Der Median
der Nitroprussid-Gruppe betragt 3,5. Fir die Kontrolle ergibt sich ein Wert von 3. Das
erste Quartil der mit Nitroprussid behandelten Tiere ist 2,25, das der Kontrolle 1,5. Die
Werte fur das dritte Quartil sind 4 in der Nitroprussid-Gruppe bzw. 3,75 in der
Kontrollgruppe.

Die auf Basis des modifizierten Bederson-Scores erhobenen Daten waren nicht
signifikant. Der Median der Nitroprussid-Gruppe betragt 5, derjenige der Kontrolle 4.
Die Werte fir das erste und dritte Quartil sind 3,5 bzw. 5 in der Nitroprussid-Gruppe
und 3,25 bzw. 4,75 in der Kontrollgruppe.
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Abbildung 9 Aktivitatsscore: Klinisches Outcome der mit Nitroprussid-Gruppe (SNP) verglichen mit der
Kontrolle 24 Stunden nach SAB, basierend auf dem Aktivitatsscore. Das Signifikanzniveau wurde nicht
erreicht (* p < 0,05).

Gewichtsentwicklung

Die Tiere der Nitroprussid-Gruppe wogen vor Beginn des Versuchs durchschnittlich
339,17 + 58,53 Gramm, nach Beendigung der Monitoringphase waren es 326,50 +
60,82 Gramm. Relativ zum vor der SAB gemessenen Gewicht betrug das Gewicht
dieser Tiere also 96,11 + 2,12 Prozent. Die Kontrolltiere wogen vor Beginn des

Versuchs 369,17 + 54,80 Gramm, hinterher waren es 349,00 + 56,76 Gramm. Der
relative Wert flr diese Gruppe betragt 94,42 + 3,18 Prozent.

3.1.4 Makroskopisches Ausmald der
Blutung

In der Beurteilung der makroskopisch sichtbaren Blutungsdimension ergab sich
zwischen beiden Gruppen kein signifikanter Unterschied. Der Medianwert betragt fir
beide Gruppen 2,5. Ebenfalls gleiche Werte ergeben sich fur das erste und dritte Quartil.
Diese betragen jeweils 2 bzw. 3.
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3.1.5 Zellulare Schadigung im

Hippocampus

In der histologischen Untersuchung der Hippocampus-Schnitte wurde innerhalb der
Nitroprussid-Gruppe ein relativer Anteil von durchschnittlich 10,5 + 5,2 Prozent
geschadigter Zellen gezéhlt.

Die Versuchstiere der Kontrollgruppe wiesen einen signifikant hoheren Anteil
pyknotischer Zellen in der untersuchten Hippocampusregion auf. Der Wert lag hier bei

durchschnittlich 14,2 + 7.4 Prozent verletzter Zellen.
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Abbildung 10 Histologischer Schaden (CAl-Feld): Prozentualer Anteil der mittels H&E-Farbung
nachgewiesenen geschadigten Zellen im CAl-Feld des Hippocampus der mit Nitroprussid (SNP)
behandelten Tiere verglichen mit der Kontrolle. In der SNP-Gruppe zeigte sich ein signifaikant geringerer
Anteil geschédigter Zellen. Bei den Werten handelt es sich um Durchschnittswerte (% des
Ausgangswertes MW + SD) (* p < 0,05).

Caspase-3-Farbung
Die immunhistochemische Féarbung erbrachte einen signifikanten Unterschied zwischen
beiden Gruppen. Die Kontrolltiere wiesen 12,7 + 3,1% Caspase-3-positive Zellen auf.

Bei den mit Nitroprussid behandelten Tieren lieBen sich 7,7 £ 1,1% mittels dieser

Methode darstellen.
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Abbildung 11 Caspase-3 positive CAl-Zellen: Prozentualer Anteil der neuronalen Zellschadigung im
CAl-Feld des Hippocampus ermittelt anhand der Caspase-3-Farbung der Nitroprussid-Gruppe (SNP)
verglichen mit der Kontrolle. Bei den Werten handelt es sich um Durchschnittswerte (% des
Ausgangswertes, MW + SD) (* p < 0,05).

Abbildung 12 Exemplarische Darstellung immunhistochemisch geférbter CA-1-Schnitte a-d: a Die
weilRen Pfeile zeigen auf Zellen mit Kernpyknose (links) und Karyolyse (rechts); b 4',6-Diamidin-2-
phenyl (DAP)-Farbung; ¢ Caspase-3-Farbung; d Verbindung von DAP- und Caspase-3-Farbung. Die
weilRen Pfeile zeigen auf Caspase-3 positive Zellen im CA-1-Feld des Hippocampus.
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3.2 Magnesiumsulfat

3.2.1 Physiologische Parameter

Der mittlere arterielle Blutdruck (MABP) zeigte zwischen beiden Gruppen keinen
signifikanten Unterschied. Die Tiere der Magnesiumgruppe wiesen nach 30 Minuten
einen Minimalwert von 71,08 + 21,94 mmHg auf. Flr die Kontrolltiere wurde nach 15
Minuten ein Minimalwert von 64,40 + 16,40 mmHg aufgezeichnet. Nach einer Stunde
wurde bei den Versuchstieren der Magnesiumgruppe ein Messwert von 72,42 + 18,48
mmHg und bei der Kontrolle von 67,40 = 16,14 registriert. Am Ende der Messphase
wurde bei den Magnesiumtieren ein Wert von 84,42 + 16,48 mmHg und bei den

Kontrolltieren von 76,60 + 18,45 aufgezeichnet.
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Abbildung 13 Mittlerer arterieller Blutdruck (MABP): Dynamische Verdnderungen des MABP der
Magnesium-Gruppe (MgSO.) verglichen mit der Kontrolle 30 Minuten vor bis 180 Minuten nach SAB.
Bei den Werten handelt es sich um Durchschnittswerte (% des Ausgangswertes, MW + SD) (* p < 0,05).

Die Hirndruckwerte zeigten zwischen der Magnesium- und der Kontrollgruppe keine
signifikanten Unterschiede. Unmittelbar vor Auslosen der SAB wurde in der
Magnesium-Gruppe ein Mittelwert von 7,08 = 4,12 mmHg und in der Kontrollgruppe
von 9,20 + 5,20 mmHg aufgezeichnet. In beiden Gruppen wurde der typische Peak eine
Minute nach Ausldsen der Blutung festgestellt. Dieser betrug bei den Versuchstieren

der Magnesium-Gruppe durchschnittlich 61,67 + 17,77 mmHg verglichen mit 62,60 +
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29,62 mmHg in der Kontrollgruppe. Der Hirndruck innerhalb der beiden
Versuchsgruppen entwickelte sich auch im weiteren Verlauf annéhernd parallel.

Nach 60 Minuten wiesen die Tiere der Magnesium-Gruppe einen Messwert von 21,75 +
15,14 mmHg auf. In der Kontrollgruppe zeigte sich ein fast identischer Abfall des
initialen Peaks auf nun 20,50 + 10,51 mmHg. Nach 180 Minuten wurde in beiden
Gruppen ein davon nicht wesentlich variierender Hirndruckwert von durchschnittlich
20,08 £ 16,17 mmHg in der Magnesium-Gruppe und 20,50 + 11,73 mmHg bei den

Kontrolltieren gemessen.

120
—o— Kontrolle —#— MgSo4 |
100 1
= 80 -
E
E 60 - 1
ﬁ _q.l:| E
2 1 o 1 }
K] E EE . T T . ' T T i
60 -30 0 30 BO 90 120 150 180 210

Zait (min) nach 5AB

Abbildung 14 Intrakranieller Druck (ICP): Dynamische Verénderungen des ICP der Magnesium-Gruppe
(MgSQy) verglichen mit der Kontrolle 30 Minuten vor bis 180 Minuten nach SAB. Bei den Werten
handelt es sich um Durchschnittswerte (% des Ausgangswertes, MW + SD) (* p < 0,05).
Bei der Messung des zerebralen Perfusionsdrucks (CPP) ergaben sich zwischen beiden
Gruppen keine signifikanten Unterschiede. Der CPP sank innerhalb der Magnesium-
Gruppe in der ersten Minute nach der Blutung auf einen Minimalwert von 22,17 +
16,01 mmHg. Bei den Kontrolltieren wurde zu diesem Zeitpunkt ein Abfall auf 10,60 +
13,73 mmHg festgestellt. Nach 60 Minuten wurde in der Magnesium-Gruppe ein Wert
von 50,67 + 22,33 mmHg und bei den Kontrolltieren 46,90 + 13,92 mmHg gemessen.
Am Ende des Versuchs hatte sich der CPP der mit Magnesium behandelten Tiere auf
einen Wert von 64,33 + 21,12 mmHg erholt und war bei den Kontrolltieren auf 56,10 +

20,18 mmHg gestiegen.
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Abbildung 15 Zerebraler Perfusionsdruck (CPP): Dynamische Verédnderungen des CPP der Magnesium-
Gruppe (MgSOa) verglichen mit der Kontrolle 30 Minuten vor bis 180 Minuten nach SAB. Die
dargestellten Werte sind Durchschnittswerte (% des Ausgangswertes, MW * SD) (* p < 0,05).

3.2.2 Laser-Doppler Flowmetrie

Die Aufzeichnung des lokalen zerebralen Blutflusses (LCBF) erbrachte zwischen den
Versuchstieren der Magnesium- und der Kontrolltiere keine signifikanten Unterschiede.
Funf Minuten nach Auslésen der SAB fiel der LCBF bei den Tieren der Magnesium-
Gruppe auf einen Minimalwert von 22,31 + 30,56 Prozent vom Ausgangswert ab. Bei
den Kontrolltieren wurde der niedrigste Wert bereits nach einer Minute gemessen und
betrug 20,45 + 24,06 Prozent. 60 Minuten nach Blutung hatte sich der LCBF bei den
mit Magnesium behandelten Tieren auf einen Wert von 65,08 + 53,05 erholt. Bei den
Kontrolltieren wurde zum selben Zeitpunkt ein Wert von 54,25 + 29,28 registriert. Nach
180 Minuten wurde in der Kontrollgruppe ein Wert von 82,33 £ 66,81 ermittelt und in
der Magnesium-Gruppe von 77,82 + 63,31.
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Abbildung 16 Laser-Doppler Flowmetrie (LDF): Dynamische Verénderungen des ipsilateralen lokalen
zerebralen Blutflusses (LCBF) 30 Minuten vor bis 180 Minuten nach SAB der Magnesium-Gruppe
(MgSO.) verglichen mit der Kontrolle. Bei den Werten handelt es sich um Durchschnittswerte (% des
Ausgangswertes, MW + SD) (* p < 0,05).

In der kontralateralen Hemisphare zeigte sich zwischen der Kontrollgruppe und den mit
Magnesium behandelten Tieren ebenfalls kein signifikanter Unterschied. Funf Minuten
nach Induktion der Blutung reduzierte sich der LCBF bei den Tieren der
Magnesiumgruppe auf einen Minimalwertwert von 24,56 + 29,75. 24,01 + 18,50 war
der Minimalwert in der Kontrollgruppe, der eine Minute nach Ausldsen der SAB
aufgezeichnet wurde. 60 Minuten nach der SAB wurde bei den mit Magnesium
behandelten Versuchstieren ein Wert von 72,26 + 47,44 gemessen und bei den
Kontrolltieren entsprechend von 62,34 + 49,72. Der LCBF beider Gruppen erholte sich
daraufhin weiter, sodass die Messwerte nach 180 Minuten 83,22 + 44,53 in der

Magnesium-Gruppe und 83,87 + 34,77 in der Kontrollgruppe betrugen.
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Abbildung 17 Laser-Doppler-Flowmetrie (LDF): Dynamische Veranderungen des kontralateralen lokalen
zerebralen Blutflusses (LCBF) 30 Minuten vor bis 180 Minuten nach SAB der Magnesium-Gruppe

(MgSQy) verglichen mit der Kontrolle. Bei den Werten handelt es sich um Durchschnittswerte (% des
Ausgangswertes, MW + SD) (* p < 0,05).

3.2.3 Funktionelle Defizite und

Gewichtsentwicklung

Tiere der Kontrollgruppe unterschieden sich in ihrer Aktivitat nicht signifikant von
denen der Magnesium-Gruppe. Der Median der Kontrolle betrug 2,5 das erste Quartil 1
und das dritte Quartil 3. Der Median der Magnesium-Gruppe war 3, das erste Quartil 0
und das dritte Quartil 4.

Ebenso ergab sich beim modifizierten Bederson-Score keine Signifikanz. Die
Medianwerte betrugen fir die Tiere der Kontrollgruppe 3,5 und fur diejenigen der
Magnesiumgruppe 3. Das erste Quartil der Kontrolle war 0,75, das dritte 5. Das erste

Quartil der Magnesiumgruppe betrug 0, das dritte Quartil 5.
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Abbildung 18 Aktivitatsscore: Klinisches Outcome der mit Magnesium-Gruppe (MgSO.) verglichen mit
der Kontrolle 24 Stunden nach SAB, basierend auf dem Aktivitatsscore. Das Signifikanzniveau wurde
nicht erreicht (* p < 0,05).

Die Entwicklung des Gewichts zeigte zwischen beiden Gruppen keine signifikanten
Unterschiede. Das durchschnittliche Gewicht der mit Magnesium behandelten Tiere
betrug vor Beginn des Versuchs 361,42 + 49,13 Gramm. Das nach Ende der
Aufzeichnungsphase gemessene Gewicht war 341,33 + 48,98, sodass die Tiere dieser
Gruppe 94,42 = 3,72 Prozent ihres vorherigen Gewichts wogen. Die Kontrolltiere
wogen vor SAB 344,20 + 54,47 Gramm, hinterher waren es 320,10 £ 58,98 Gramm.
Diese Tiere wogen also durchschnittlich 92,73 + 3,87 Prozent ihres urspringlichen

Gewichts.

3.2.4 Makroskopisches Ausmall der
Blutung

Die makroskopische Klassifizierung der SAB in Anlehnung an die Fisher-Skala
erbrachte zwischen der Kontroll- und der Magnesium-Gruppe keinen signifikanten
Unterschied. Der Median der Magnesiumgruppe war 3, der Median der Kontrolltiere
2,5. Das erste Quartil der Magnesiumgruppe betrug 3, das der Kontrolle 2. Das dritte

Quiartil der mit Magnesium behandelten Tiere war 3, ebenso das der Kontrolltiere.
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3.2.5 Zellulare Schadigung im

Hippocampus

Die histologische Analyse ergab bei den Tieren der Kontrollgruppe einen relativen
Anteil pyknotischer Zellen von 14,22 + 4,29 Prozent. Im Vergleich dazu wurde bei den
mit Magnesium behandelten Tieren ein signifikant geringerer zelluldrer Schaden
ermittelt. Hier wurden 10,22 + 3,42 Prozent pyknotische Zellen innerhalb der

untersuchten Hippocampusstrukturen vorgefunden.
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Abbildung 19 Histologischer Schaden (CA1-Feld): Prozentualer Anteil der mittels H&E-Farbung
nachgewiesenen geschédigten Zellen im CAZl1-Feld des Hippocampus der mit Magnesium (MgSO.)
behandelten Tiere verglichen mit der Kontrolle. Bei den Werten handelt es sich um Durchschnittswerte
(% des Ausgangswertes MW + SD) (* p < 0,05).

Caspase-3-Farbung

Die immunhistochemische Farbung ergab ebenfalls eine signifikante Reduktion der
Caspase3-postivien CAl-Neurone in der Magnesiumgruppe. Pro Gesichtsfeld lieRen
sich 12,9 + 2,8% der Hippocampusneuronen mittels dieser Farbemethode in der

Kontrollgruppe nachweisen. In der Magnesiumgruppe waren es 6,1 + 2,6%.
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Abbildung 20 Caspase-3 positive CAl-Zellen: Prozentualer Anteil der neuronalen Zellschédigung im
CAl-Feld des Hippocampus ermittelt anhand der Caspase-3-Farbung der Magnesium-Gruppe (MgSO.)
verglichen mit der Kontrolle. Bei den Werten handelt es sich um Durchschnittswerte (% des
Ausgangswertes, MW + SD) (* p < 0,05).

3.3 Clazosentan

3.3.1 Physiologische Parameter

Die MABP-Werte wiesen Uber die gesamte Monitoring-Phase hinweg keine
signifikanten Unterschiede auf. In der 0,1ug-Gruppe wurde der Minimalwert nach 15
Minuten gemessen und betrug 52,13 + 12,89 mmHg. Die 1,0ug-Gruppe zeigte nach 150
Minuten einen Minimalwert von 58,75 + 6,73 mmHg, die 10,0ug-Gruppe nach 5
Minuten von 58,43 + 18,55 mmHg und die Kontrollgruppe nach 15 Minuten von 56,44
+ 12,38 mmHg. Eine Stunde nach Auslésen der Blutung wurde fir die 0,1ug-Gruppe
ein Wert von 56,25 + 17,12 mmHg aufgezeichnet, fur die 1,0ug-Gruppe von 61,88 +
6,01 mmHg, fur die 10,0pg-Gruppe von 62,57 + 12,23 und fir die Kontrolltiere von
56,44 + 12,38 mmHg. Am Ende des Experiments wurde in der 0,1ug-Gruppe
schlieBlich ein Wert von 59,38 + 10,03 mmHg, in der 1,0ug-Gruppe 60,13 £ 5,25
mmHg und in der 10,0pg-Gruppe 70,00 £ 8,14 mmHg gemessen. Verglichen damit
wiesen die Kontrolltiere im Durchschnitt einen Wert von 69,00 + 20,37 mmHg nach
180 Minuten auf.

43



20Kl
180 4 =d—ontrolle =8 {lazo 0,1 —@—Clazp 1,0 —#—={lazo 10
164} A
140 4
1200 4
10} A

B 4

MABP (mmHg)

40 1
20

=&0 =30 a 30 &0 qad 124 150 LED 210
Zeit (min) nach SAB
Abbildung 21 Mittlerer arterieller Blutdruck (MABP): Dynamische Verdnderungen des MABP der

Clozosentan-Gruppen (Clazo) verglichen mit der Kontrolle 30 Minuten vor bis 180 Minuten nach SAB.
Bei den Werten handelt es sich um Durchschnittswerte (% des Ausgangswertes, MW * SD) (* p < 0,05).

Alle 4 Gruppen zeigten einen deutlichen Anstieg des Hirndrucks nach Auslésen der
SAB. Signifikante Unterschiede fanden sich im Verlauf der gesamten Monitoring-Phase
nicht.Der maximal aufgezeichnete Wert fand sich in allen 4 Gruppen eine Minute nach
Induktion der SAB. Er betrug bei den Tieren der 0,1ug-Gruppe 43,50 £ 21,51 mmHg,
bei den Tieren der 1,0ug-Gruppe 46,25 + 13,90 mmHg, bei den Tieren der 10,0ug-
Gruppe 41,14 + 10,42 mmHg und bei den Kontrolltieren 43,80 + 13,55 mmHg. Nach 60
Minuten wurde ein Wert von 11,50 + 10,27 mmHg fur die 0,1ug-Gruppe aufgezeichnet.
In der 1,0ug-Gruppe waren es 19,00 + 5,37 mmHg, in der 10,0ug-Gruppe 10,14 + 11,51
mmHg und in der Kontrolle 18,70 £ 7,10 mmHg. Am Ende der Monitoringphase wurde
fur die 0,1pg-Gruppe ein Wert von 15,63 + 10,23 mmHg ermittelt. Fir die 1,0pg-
Gruppe wurden 19,00 £ 9,75 mmHg, flr die 10,0ug-Gruppe 14,57 + 6,50 mmHg und
flr die Kontrolle 18,70 + 7,10 aufgezeichnet.
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Abbildung 22 Intrakranieller Druck (ICP): Dynamische Veranderungen des ICP der Clazosentan-
Gruppen verglichen mit der Kontrolle 30 Minuten vor bis 180 Minuten nach SAB. Bei den Werten
handelt es sich um Durchschnittswerte (% des Ausgangswertes, MW * SD)(* p < 0,05).

Ebenso zeigte die Entwicklung des CPP keine signifikanten Unterschiede zwischen den
einzelnen Gruppen. Die aufgezeichneten Minimalwerte waren 17,38 + 10,54 mmHg in
der 0,1pg-Gruppe, 16,38 + 18,02 mmHg in der 1,0ug-Gruppe, 23,29 + 18,94 mmHg in
der 10,0ug-Gruppe und 16,80 + 13,79 mmHg in der Kontrollgruppe jeweils nach einer
Minute. Eine Stunde nach Induktion der SAB wies die 0,1ug-Gruppe einen Wert von
44,75 + 17,43 mmHg auf, die 1,0pg-Gruppe von 42,88 + 6,21 mmHg, die 10,0ug-
Gruppe von 52,43 + 13,66 mmHg und die Kontrollgruppe von 47,10 + 13,35 mmHg.

Im weiteren Verlauf des Versuchs stiegen die genannten Werte des CPP in sdmtlichen
Gruppen sukzessive an und betrugen schlieBlich nach 180 Minuten in der 0,1ug-Gruppe
43,75 £ 5,57 mmHg, in der 1,0pg-Gruppe 41,13 + 13,65 mmHg und in der 10,0ug-
Gruppe 55,43 + 8,22 mmHg. Verglichen damit hatte sich der CPP der Kontrolle auf
einen Wert von 50,10 + 15,95 mmHg erholt.
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Abbildung 23 Zerebraler Perfusionsdruck (CPP): Dynamische Veradnderungen des CPP der Clazosentan-
Gruppen (Clazo) verglichen mit der Kontrolle 30 Minuten vor bis 180 Minuten nach SAB. Die
dargestellten Werte sind Durchschnittswerte (% des Ausgangswertes, MW £ SD). (* p < 0,05).

3.3.2 Laser-Doppler Flowmetrie

Die registrierten Minimalwerte samtlicher Gruppen wurden jeweils eine Minute nach
Auslésen der SAB aufgezeichnet. Die 0,1ug-Gruppe wies zu diesem Zeitpunkt einen
Abfall der zerebralen Perfusion auf 28,58 + 20,52 Prozent relativ zum Ausgangswert
auf. In der 1,0png-Gruppe waren es 27,44 + 14,89 und in der 10,0pu-Gruppe 29,50 +
11,08. Die Kontrolle wies einen Wert von 22,88 + 23,14 auf. Im Verlauf von einer
Stunde hatte sich die Hirndurchblutung innerhalb der 0,1ug-Gruppe auf 54,99 + 39,30
erholt. Bei den Tieren der 1,0ug-Gruppe wurde ein Mittelwert von 56,51 + 29,48
gemessen und in der 10ug-Gruppe entsprechend ein Wert von 52,00 + 24,31. Die
Kontrolle zeigte einen Wert von 41,16 + 30,29 zu diesem Zeitpunkt. Nach 180 Minuten
wurde in der 0,1ug-Gruppe ein Wert von 83,05 + 45,63 gemessen, in der 1,0ug-Gruppe
von 78,15 + 45,015 und in der 10,0pg-Gruppe von 97,35 + 48,88. Die Kontrolltiere
wiesen einen Mittelwert von 61,40 + 37,69 auf.
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Abbildung 24 Laser-Doppler Flowmetrie (LDF): Dynamische Veranderungen des ipsilateralen lokalen

zerebralen Blutflusses (LCBF) 30 Minuten vor bis 180 Minuten nach SAB der Clazosentan-Gruppen

verglichen mit der Kontrolle. Bei den Werten handelt es sich um Durchschnittswerte (% des
Ausgangswertes, MW + SD) (* p < 0,05).

Die Minimalwerte auf der Gegenseite betrugen fir die 0,1ug-Gruppe 26,89 + 27,79
nach 5 Minuten, fir die 1,0pug-Gruppe 31,09 £ 16,19 nach einer Minute, fur die 10,0ug-
Gruppe 29,79 £ 19,15 nach einer Minute und fir die Kontrolltiere 22,55 + 18,29 nach 5
Minuten. Innerhalb einer Stunde waren diese Werte auf 43,41 + 31,84 in der 0,1ug-
Gruppe, 53,63 + 35,92 in der 1,0pg-Gruppe und 56,52 + 26,15 in der 10,0ug-Gruppe
angestiegen. Die Hirndurchblutung erholte sich bei den Kontrolltieren durchschnittlich
auf 49,02 + 49,59. 180 Minuten nach Auslésung der SAB wurde eine weitere Erholung
der zerebralen Hirndurchblutung bei samtlichen Tieren verzeichnet. Es wurde ein
Anstieg der Werte auf 81,59 + 55,30 in der 0,1ug-Gruppe, 70,75 + 36,24 in der 1,0ug-
Gruppe und 117,60 + 41,20 in der 10,0pg-Gruppe gemessen. Im Vergleich dazu wiesen
die Kontrolltiere einen Wert von 64,49 + 34,98 auf.
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Abbildung 25 Laser-Doppler Flowmetrie (LDF): Dynamische Veranderungen des kontralateralen lokalen
zerebralen Blutflusses (LCBF) 30 Minuten vor bis 180 Minuten nach SAB der Clazosentan-Gruppen

verglichen mit der Kontrolle. Bei den Werten handelt es sich um Durchschnittswerte (% des
Ausgangswertes, MW + SD) (* p < 0,05).

3.3.3 Funktionelle Defizite und

Gewichtsentwicklung

Die 24 Stunden spéater ermittelte Aktivitat analog zum vorgestellten Aktivitatsscore
erreichte zwischen den einzelnen Gruppen nicht das Signifikanzniveau. Die
Medianwerte betragen 2 fur die Kontrolle, 3 fur die 0,1ug-Gruppe, ebenfalls 3 fur die
1,0ug-Gruppe und 4 fir die 10,0u-Gruppe. Das erste Quartil der Kontrollgruppe ist
0,25. Das erste Quartil der 0,1ug-Gruppe liegt bei 2,75, das der 1,0ug-Gruppe bei 1,75
und das der 10,0ug-Gruppe bei 3. Die Werte des dritten Quartils sind 3 fiir die
Kontrollgruppe, 4 fir die 0,1ug-Gruppe, 3,25 fir die 1,0ug-Gruppe und 4 fir die
10,0pg-Gruppe.
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Abbildung 26 Aktivitatsscore: Klinisches Outcome der mit Clazosentan (Clazo) behandelten Tiere
verglichen mit der Kontrolle 24 Stunden nach SAB, basierend auf dem Aktivitatsscore. Das
Signifikanzniveau wurde nicht erreicht (* p < 0,05).

Bei der Auswertung des modifizierten Bederson-Scores ergaben sich ebenfalls keine
signifikanten Unterschiede. Die Medianwerte betragen 3 in der Kontrolle, 3,5 in der
0,1pg-Gruppe, 4,5 in der 1,0ug-Gruppe und 4 in der 10,0ug-Gruppe. Die Werte des
ersten Quartils sind 0 in der Kontrolle, 2 in der 0,1ug-Gruppe, 2,25 in der 1,0ug-Gruppe
und 2,5 in der 10,0ug-Gruppe. Entsprechend betragen die Werte des dritten Quartils
4,75 in der Kontrolle und 5 in samtlichen mit Clazosentan behandelten Gruppen.
Gewichtsentwicklung

Die Entwicklung des Gewichts weist zwischen den Gruppen keine signifikanten
Unterschiede auf. Die Kontrolltiere wogen durchschnittlich 335,00 + 41,02 Gramm vor
und 303,40 + 43,74 Gramm nach dem Experiment. Das am Tag nach der SAB ermittelte
Gewicht betrug also 90,37 + 3,33 Prozent des vor der SAB gemessenen Werts. Die
Tiere der 0,1pug-Gruppe wogen vorher 365,43 + 43,72 Gramm und nachher 335,14 +
45,52 Gramm. Der relative Wert betrug 91,63 + 4,11 Prozent.

Fir die Tiere der 1,0ug-Gruppe wurde vorher ein Gewicht von 336,57 + 36,90 Gramm
und am Tag danach von 315,14 + 32,04 Gramm ermittelt. Der relative Wert betrug
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93,72 + 1,96 Prozent.Die Tiere der 10,0ug-Gruppe wogen vor der SAB 418,50 + 38,30
Gramm. Der zweite Wert betrug 394,00 + 37,52 Gramm. Der relative Wert betrug 94,13
+ 1,72 Prozent.

3.3.4 Makroskopisches Ausmald der
Blutung

Die Auswertung des Blutungsscores ergab keine signifikanten Unterschiede zwischen
den einzelnen Gruppen. Der Median der Kontrolle liegt bei 2, der Median der 0,1jg-
Gruppe sowie der 1,0ug-Gruppe liegt bei 3 und derjenige der 10,0pg-Gruppe bei 2. Das
erste Quartil betragt in sdmtlichen Gruppen 2. Das dritte Quartil ist in s&mtlichen

Gruppen 3.

3.3.5 Zellulare Schadigung im

Hippocampus

Die histologische Untersuchung des zellularen Schadens im Hippocampus erbrachte
einen signifikanten Unterschied zwischen der Kontrollgruppe und samtlichen mit
Clazosentan behandelten Gruppen (One-way ANOVA, Dunnett’s test for multiple
comparisons).

Die Tiere, die Clazosentan in einer Dosis von 10,0 ug erhalten hatten, wiesen im
Vergleich zu den beiden anderen Therapiegruppen und der Kontrolle den geringsten
Anteil an pyknotischen Zellen in der untersuchten CAl-Region des Hippocampus auf.
Durchschnittlich wurde bei den Tieren in der 10,0pg-Gruppe ein Anteil von 7,27 + 3,18
Prozent geschadigter Zellen gezéhlt. Verglichen mit diesem Wert fand sich in der
Kontrollgruppe ein relativer Anteil von 15,40 + 4,66 Prozent pyknotischer Zellen. Bei
Tieren, die Clazosentan in einer Dosis von 0,1 pug erhalten hatten, wurde
durchschnittlich ein zellularer Schaden von 8,49 + 3,35 Prozent in der untersuchten
Region gefunden. Die Tiere in der 1,0ug-Gruppe wiesen einen Anteil von 11,84 + 4,49

Prozent auf.
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Abbildung 27 Histologischer Schaden (CAl-Feld): Prozentualer Anteil der mittels H&E-Farbung
nachgewiesenen geschadigten Zellen im CAZl1-Feld des Hippocampus der mit Clazosentan (Clazo)
behandelten Tiere verglichen mit der Kontrolle. Bei den Werten handelt es sich um Durchschnittswerte
(% des Ausgangswertes MW + SD) (* p < 0,05).

Die Immunfluorenszenz der CA1-Region des Hippocampus erbrachte ebenfalls eine
signifikante Reduktion in den Gruppen, die mit Clazosentan behandelt wurden.

Der relative Wert betrug fir die 0,1ug-Gruppe 4,61 = 0,4 Prozent. Dies war von allen
Gruppen der niedrigste Wert. Bei Tieren der 10,0ug-Gruppe fand sich ein Anteil von
5,55 + 4,26 Prozent apoptotischer Zellen. In der Gruppe, die Clazosentan in einer
Dosierung von 1,0 pg bekommen hatte, fand sich ein Anteil von 5,89 + 2,32 Prozent an
apoptotischen Zellen. Verglichen damit wurde mit dieser Farbemethode bei der

Kontrolle ein entsprechender Wert von 10,32 + 5,75 Prozent gefunden.
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Abbildung 28 Caspase-3 positive CAl-Zellen: Prozentualer Anteil der neuronalen Zellschadigung im
CAl-Feld des Hippocampus ermittelt anhand der Caspase-3-Farbung der Clazosentan-Gruppen (Clazo)
verglichen mit der Kontrolle. Bei den Werten handelt es sich um Durchschnittswerte (% des
Ausgangswertes, MW + SD) (* p < 0,05).
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4 Diskussion
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4.1 Diskussion der Methodik

4.1.1 Fadenmodell der SAB

Die Induktion der SAB erfolgte nach dem Prinzip des Fadenmodells, das 1995 erstmalig
beschrieben wurde.[8, 144] Diese Methode zur Auslésung einer SAB im Tiermodell
beruht auf einer GefaBperforation mittels eines Fadens an der intrakraniellen
Teilungsstelle der Arteria carotis interna. Verglichen mit den ebenfalls gebréuchlichen
Injektionsmodellen, bei denen autologes Blut in die Opticuszisterne oder die Cisterna
magna injiziert wird, oder Punktionsmodellen, bei denen ein intrakranielles Gefal3
anpunktiert wird, bietet dieses Modell einige Vorteile.[6, 55, 129] Die Starke der
gewaéhlten Verfahrensweise liegt in der relativ exakten Simulation der physiologischen
Vorgénge bei einer Aneurysmaruptur und der Art und Weise, wie das Blut tber eine
Perforationsstelle in den Subarachnoidalraum gelangt. Die daraus resultierenden Effekte
wie der abrupte Anstieg des ICP und der Abfall des CPP, die eine kurzzeitige globale
Ischdmie nach sich ziehen, konnen anhand des Fadenmodells nachgestellt werden.
Insbesondere fir die Untersuchung der akuten Phase nach SAB mit ihren mechanischen
und physiologischen Aspekten ist das Fadenmodell also die bisher valideste zur
Verfligung stehende Variante. Die anderen genannten Methoden dienen vornehmlich
der Erforschung des verzdgerten Vasospasmus. Insbesondere haben sie den Nachteil
einer Kraniotomie, was bedeutet, dass vor allem eine intrakranielle Druckerhéhung und
ein damit verbundener Abfall des CPP nicht in dem Mal stattfindet, wie es bei
intaktem, nicht gedffneten Schadelknochen der Fall ist. Fur die Bearbeitung von
Fragestellungen, die die Akutphase der SAB, den daraus resultierenden
Sekundarschaden und dessen Behandlungsmoglichkeiten betreffen, sind diese
Methoden deshalb nur bedingt geeignet. Bei Anwendung des Fadenmodells kann eine
Kraniotomie hingegen umgangen werden, sodass das Risiko einer Schédigung
intrakranieller Strukturen vor Auslésung der Blutung vermieden wird. Ein intakter
Schadel ermdglicht zudem eine deutlich genauere Rekonstruktion der Pathophysiologie
nach SAB. Die Exaktheit der Darstellung akut einsetzender pathophysiologischer
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Mechanismen nach SAB ist von besonderer Bedeutung fir die Entwicklung und
Erforschung neuer Therapiemdglichkeiten.

Ein Nachteil des Fadenmodells hingegen liegt in seiner Schwierigkeit, das Ausmal der
Blutung zu Kkontrollieren und zu standardisieren.[102] Verglichen mit den
Injektionsmodellen ist die induzierte Blutung hdufig deutlich ausgepragter, was sich
Klinisch in einem massiveren Anstieg des ICP und einem deutlicheren Abfall des CPP
und des zerebralen Blutflusses &duRert.[69, 102] Diese Beobachtung kdnnte die relativ
hohe Mortalitatsrate von bis zu 50% erklaren, die von einigen Forschergruppen
berichtet wird.[8, 69, 102] Dieser haufig angefiihrte Kritikpunkt kénnte sich allerdings
als nicht ausreichend differenziert erweisen. Bei genauerer Betrachtung zeigt sich
namlich, dass eine hohe Mortalitat einer zu kurzen postoperativen Beatmungs- und
Aufwachphase geschuldet sein koénnte.[150] Denn Studien, die eine besonders hohe
Mortalitatsrate aufweisen, zeichnen sich h&ufig durch eine relativ kurze
Monitoringphase nach Induktion der SAB aus.[8, 9, 69, 102] Mdglicherweise ist dies
der Tatsache geschuldet, dass sowohl der ICP als auch die zerebrale Durchblutung erst
langsam wieder ein Niveau erreichen, das basale Schutzreflexe wie den eigenen
Atemantrieb sicher gewahrleisten kann. Je langer die Tiere nach dem Blutungsereignis
narkotisiert bleiben, desto geringer konnte also die Mortalitatsrate unter ihnen
sein.[150] Diese Beobachtung lasst sich erklaren, wenn man bedenkt, welchen
immensen physiologischen Schaden eine SAB hervorruft. Je langer physiologische
Parameter der Tiere unter anasthesiologischer Kontrolle tberwacht und reguliert
werden, desto wahrscheinlicher ist es, dass sich wesentliche Schutzreflexe der Tiere wie
beispielsweise ein ausreichender Atemantrieb wiedereinstellen. Ein zu hoher ICP bei
Erwachen der Tiere kann das Einsetzen solcher Schutzreflexe verhindern, was sich
wiederum in einer relativ hohen Mortalititsrate manifestieren kénnte. Dies deckt sich
mit der Beobachtung, dass bei einer deutlich lingeren Uberwachungsphase von 360
Minuten nach Induktion der SAB auch bei Anwendung des Fadenmodells eine
wesentlich geringere Mortalitatsrate erzielt werden konnte.[150] In derselben Studie
wurde zudem der Einfluss der Fadenstarke auf die  Mortalitatsrate untersucht.
Wesentlich ist die Feststellung der Autoren, dass selbst mit einem 3-0 Nylonfaden, also
der iblicherweise verwendeten Starke mit in anderen Studien hoher Mortalitatsrate, eine

vergleichbare Rate nicht Uberlebender Tiere nicht reproduzierbar war.[150]
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Zusammenfassend kann man also feststellen, dass die Mortalitatsrate im Fadenmodell
anscheinend abhdngig von mehreren Faktoren ist, ndmlich einerseits von der
verwendeten Fadenstiarke und damit der ausgel6sten Blutungsintensitat, insbesondere
aber auch von der Regenerationsphase, die den Tieren nach Induktion der SAB unter
anasthesiologischer Uberwachung zuteil wird.[118, 150]

AbschlieBend sollte noch bedacht werden, dass ein Vorteil einer stark ausgepragten
Blutung mit den resultierenden mechanischen und physiologischen Konsequenzen in
der erleichterten Erforschung pathophysiologischer Mechanismen nach SAB und deren

Beziehung zueinander liegt.

4.1.2 Laser-Doppler Flowmetrie (LDF)

Die LDF dient der kontinuierlichen Aufzeichnung relativer Flussgeschwindigkeiten
uber einem definierten Areal. Diese auf dem Doppler-Effekt basierende Messmethode
wurde 1977 von Stern et al. detailliert dargelegt.[133] Ausgesandtes Laserlicht wird von
Gewebe und Flussigkeiten absorbiert und reflektiert. Trifft das Laserlicht dabei auf sich
bewegende Erythrozyten, wird es mit verdnderter Frequenz reflektiert. Unbewegliche
Substanzen rufen hingegen keine Frequenzanderung hervor. So konnen Anderungen des
regionalen zerebralen Blutflusses kontinuierlich und unmittelbar exakt erfasst
werden.[25] Neben dieser prazisen zeitlichen Auflosung und der Mdglichkeit einer
kontinuierlichen Analyse relativer Flussgeschwindigkeiten liegt ein weiterer Vorteil
dieses Prinzips in seiner Nichtinvasivitat.[25] Eine absolute Messung der
Flussgeschwindigkeit des regionalen zerebralen Blutflusses gelingt hingegen nicht mit
ausreichender Genauigkeit. Hier kdnnen kleine Variationen in der Sondenplatzierung
bereits deutliche Abweichungen der Messwerte produzieren.[25] Allerdings wurde in
der vorliegenden Arbeit eine bilaterale Messung des regionalen zerebralen Blutflusses
durchgefihrt, um auszuschlieRen, dass es sich bei Schwankungen um unilaterale, fokal-
ischdmische Ereignisse handeln konnte. Mit dieser bilateralen Messung sind beide
Hemispharen abgedeckt, so dass durch diese Messmethode eine verlassliche Aussage

uber globale Veranderungen der Hirndurchblutung getroffen werden kann.[49]
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4.1.3 Modifizierter Bederson-Score

24 Stunden nach SAB wurde die Spontanaktivitdt der Tiere bewertet, um eine
Vergleichsmdoglichkeit zwischen den Versuchsgruppen im Hinblick auf das funktionelle
Outcome zu schaffen. Da anhand der Spontanaktivitat einer Ratte nach SAB allerdings
keine sichere Aussage Uber das neurologische Outcome getroffen werden kann, wurde
zusétzlich eine Evaluierung neurologischer Defizite mittels eines sechsstufen Scores
vorgenommen. Die Untersuchung ermdglichte eine validere Einschatzung des
neurologischen Status der Tiere 24 Stunden nach SAB. So konnte das Klinische
Outcome insgesamt breiter erfasst und zusatzlich das Ergebnis der Tiere hinsichtlich
einer moglichen Neuroprotektion bewertet werden.[23] Der dabei angewandte Score
orientierte sich an einer 1986 von Bederson et al. eingefuhrten Methode zur genaueren
Untersuchung potenzieller neurologischer Ausfélle bei Ratten nach zerebraler Ischamie.
Dieser gut reproduzierbare Test weist eine hohe Spezifitdt bei moderater Sensitivitat
auf. Anhand des Scores kénnen motorische Defizite aufgedeckt und eine zuverlassige
Aussage Uber den Ort der Lasion getroffen werden.[10] Da in den ersten 24 Stunden
nach einer SAB eher globale als fokale Durchblutungsstérungen zu erwarten sind, ist
der Hemiparese-Score auch als zusatzliche Bestatigung der histologischen Auswertung
zu betrachten. Bei Auftreten einer ausgeprégten Hemiparese und eines damit
korrelierenden Infarkts kann darauf geschlossen werden, dass nach der
GefaBperforation ein thrombotischer Verschluss des GefaRes aufgetreten ist. Das
entsprechende Tier misste dann aus der Auswertung ausgeschlossen werden. Das
Auftreten einer Hemiparese ohne Hinweise fur eine Infarzierung hingegen spricht fir
eine funktionell relevante Minderdurchblutung im Sinne eines friihen Vasospasmus, der
der hauptsachliche pathophysiologische Zielmechanismus flr die neuroprotektiven

MaRnahmen im Rahmen dieses Projekts ist.

4.1.4 morphologische Schadigung

Um die Versuchsgruppen hinsichtlich eines neuroprotektiven Effekts exakter
diskriminieren zu kénnen, wurde neben der Bewertung des klinischen Outcomes die

morphologische Schadigung eines definierten Areals im Hippocampus quantifiziert. Es
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erfolgte eine Hamatoxylin-Eosin-Farbung (H&E) der Gewebeschnitte und zusétzlich
die  immunhistochemische  Analyse mittels Caspase-3-Farbung.  Kognitive
Einschrankungen nach SAB, die das funktionelle Outcome schmélern und die
Lebensqualitat der Patienten gravierend mindern kénnen, sind relativ hdufige Folgen
der Erkrankung.[1] Der Hippocampus ist eine fir hohere kognitive Funktionen
besonders wichtige Region des Gehirns.[127] Auch bei Ratten konnten nach SAB
Einschrankungen der Lernfahigkeit nachgewiesen werden, die insbesondere das
raumliche Lernen betreffen.[52] Fur diese kognitive Leistung ist der Hippocampus von
besonderer Wichtigkeit. Eine Begutachtung hippocampaler Neurone scheint daher
sinnvoll. Hippocampusneurone, insbesondere im CAl-Feld, zeichnen sich zudem durch
eine besonders groRe Vulnerabilitdt gegenlber Ischdamie bzw. Hypoxie aus und
schlagen vergleichsweise schnell den Apoptoseweg ein.

Die vorgenommene Analyse des neuronalen Zelltods in dieser Arbeit stitzt sich auf die
Kombination aus klassischer H&E-Féarbung und zusatzlicher Detektion aktivierter
Caspase-3. Fir die histologische Untersuchung von Gewebeschnitten auf apoptotische
Zellen nach H&E-Farbung sind Kriterien definiert, die zwar eine sensitive Auswertung
gewabhrleisten.[58] Die Auswertung ist allerdings recht untersucherabhangig.[29, 131]
Aus diesem Grund erfolgte die Ausz&hlung der unversehrten und geschédigten
Neuronen ohne Kenntnis der Versuchsgruppe durch einen verblindeten Untersucher.
Der zusétzliche Einsatz weiterer Methoden zur Quantifizierung apoptotischer Zellen
kann eine validere Aussage uber den Zellschaden gewahrleisten. Der Nachweis
aktivierter Caspase-3 zahlt zu diesen weiteren geeigneten Techniken zur
Quantifizierung des apoptotischen Zelltods.[131] Aktivierte Caspase-3 findet sich nicht
in nekrotischen, sondern ausschlieflich in apoptotischen Zellen und gilt als sicherer
Marker fir diese Art des Zelltods.[3, 157] Ein Nachweis gelingt auch zu einem
Zeitpunkt, zu dem noch keine DNA-Fragmentierung eingetreten ist.[131]

Ein wichtiger Punkt im Hinblick auf den durch die SAB hervorgerufenen zerebralen
Zelltod ist die Tatsache, dass nekrotische und apoptotische Zelltodmechanismen zwar
fruh einsetzen, der zellulére Schaden in seinem gesamten Ausmal aber erst Tage spéater
vollstandig ausgeprégt und damit nachweisbar ist.[23] Ein weiterer wesentlicher
Aspekt, der bei der Quantifizierung des nach SAB entstandenen Zelltods bedacht

werden sollte, ist die Beobachtung, dass der zelluldare Schaden nicht in samtlichen
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Hirnregionen zum gleichen Zeitpunkt offensichtlich wird.[38, 40] So konnten Friedrich
et al. aktivierte Caspase-3 in einer experimentellen Studie an Ratten bereits innerhalb
von 10 Minuten nach Auslésen einer SAB in kortikalen und einigen subkortikalen
Regionen detektieren, nicht jedoch im Hippocampus. Hier war dieser Apoptosemarker
erst deutlich spéater, namlich 24 Stunden nach SAB, nachweisbar.[38] Zudem gilt es, fur
unterschiedliche Zelltypen verschiedene Latenzzeiten bei der Beurteilung des
jeweiligen Zellschadens zu beachten, um eine prazise Aussage formulieren zu
kdnnen.[23, 38, 40]

Im Hippocampus ist es 24 Stunden nach SAB zwar moglich, einen neuronalen
Zelluntergang mittels morphologischer und immunhistochemischer Techniken
nachzuweisen. Zu diesem Zeitpunkt ist der durch die Blutung hervorgerufene neuronale
Zelltod allerdings nicht in seinem gesamten Ausmal festzustellen.[103] Diese
Beobachtung trifft insbesondere auf die hippocampale CAl1-Region zu, welche im
Rahmen dieser Arbeit fur die histologische Auswertung des zelluldren Schadens
gewahlt wurde.[60, 91] Um den neuronalen Hippocampusschaden in seiner Gesamtheit
zu detektieren, bedarf es einiger Tage, was im Rahmen dieser Arbeit nicht erfolgen
konnte, da ein Uberleben der Versuchstiere (iber einen langeren Zeitraum als 24
Stunden nach SAB im Rahmen des Tierversuchsantrags nicht genehmigt worden war.

4.2 Diskussion der Ergebnisse

4.2.1 Natriumnitroprussid

Die Pathophysiologie der SAB ist im Wesentlichen charakterisiert durch drei Formen
der Ischamie, die im Verlauf der Erkrankung Uberschneidend auftreten kdnnen.[15, 123]
Dabei unterscheidet sich die erste dieser drei Formen, die globale Ischamie, von den
anderen darin, dass sie einer Therapie normalerweise nicht zuganglich ist. Dieser
Umstand ist einerseits dem frihen Zeitpunkt geschuldet, zu dem dieser
Perfusionsstillstand einsetzt und andererseits der kurzen Zeitspanne, in der die zerebrale
Perfusion vollstandig sistiert. Es muss allerdings angemerkt werden, dass nicht
samtliche Patienten einen kompletten Zirkulationsstillstand erleiden, sondern auch
dieses frihe Ereignis eine Bandbreite aufweist, die individuelle Auspragungen in Form
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variabler Stirke zeigt. Hingegen sind sowohl die auf die initiale globale Ischamie
folgende zerebrale Minderperfusion unterschiedlicher Auspréagung als auch eine erst
Tage spater bei einigen Patienten einsetzende ischdmische Phase, die traditionell dem
sekundaren Vasospasmus zugeschrieben wurde, potentiell behandelbar. Die genannten
drei Formen zerebraler Perfusionsstorungen lassen sich allerdings nicht nur anhand
ihres zeitlichen Auftretens differenzieren, sondern auch hinsichtlich der ihnen
zugrundeliegenden Pathophysiologie. Wesentlich fir den Abfall oder sogar
vollstdndigen  Stillstand der zerebralen Perfusion direkt im Gefolge der
Aneurysmaruptur ist ein deutlicher Anstieg des ICP mit Werten ahnlich dem mittleren
arteriellen Blutdruck.[43] Kennzeichnend fir diese Phase nach SAB ist deshalb ein
bedeutender Abfall des CPP. Dieser ist abhangig von zwei Variablen, ndmlich dem
mittleren arteriellen Blutdruck (MABP) und dem Hirndruck (ICP) (CPP = MABP -
ICP). Zu einer Regeneration der zerebralen Durchblutung kommt es bei sinkenden ICP-
Werten, ein nur Sekunden bis Minuten andauernder Prozess.[123, 146] Doch obwonhl
sich sowohl der ICP als auch der CPP nach einigen Minuten kontinuierlich ihren
Ausgangswerten annahern, bleibt die Hirndurchblutung eingeschrénkt.[148] Da also
keine parallele Entwicklung der Parameter ICP und CPP einerseits und der
Hirndurchblutung andererseits festgestellt werden kann, muss die im Verlauf der
Erkrankung weiterhin gestorte zerebrale Perfusion anderweitig verursacht sein.
Bederson et al. waren es 1995, die experimentell in dem von ihnen neu eingefiihrten
Fadenmodell der SAB diese Beobachtung machten und mit der Hypothese verknipften,
eine frih einsetzende Vasokonstriktion kleiner Gefalie konne wesentlich die anhaltende
zerebrale Minderperfusion verursachen.[8] Diese These wurde seitdem in weiteren
Arbeiten verschiedener Gruppen untermauert.[9, 35, 98, 136, 139, 148] Auch klinisch
konnte bei SAB-Patienten wahrend der operativen Aneurysmaversorgung die
Beobachtung gemacht werden, dass kleine Arterien und Arteriolen friih im Verlauf der
Erkrankung Vasospasmen aufweisen.[139] Diese Mikrovasospasmen zeichneten sich
laut Uhl et al. dadurch aus, dass sie - im Gegensatz zum spéten Vasospasmus groflerer
Geféalistimme - weder angiographisch noch mittels transkranieller Dopplersonographie
dargestellt werden konnten.Tierexperimentell fanden Friedrich et al. in einer Studie an
Mausen ein mit dieser Beobachtung kongruentes Bild vor. Sie zeigten, dass im Rahmen

der anhaltenden zerebralen Minderperfusion zunachst die Konstriktion von Arteriolen
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steht. Diese Vasokonstriktion bewirkt ihrerseits die Bildung von Mikrothromben, die
den ischdmischen Prozess weiter verstarken. Die Arbeitsgruppe machte in dieser Studie
zudem die Beobachtung, dass die gezeigte Vasokonstriktion dort entstand, wo die
GeféaRe direkt mit Blut in Kontakt kamen. Auf Basis dieser Beobachtung wurde die
Hypothese formuliert, dass H&amoglobin eine Rolle in der Pathogenese der
Mikrovasospasmen spielen kénne. Eine Ursache hierflr konne die Bindung und damit
das Abfangen von NO in der Frihphase nach SAB sein.[35] Die klinische Relevanz der
persistierenden zerebralen Durchblutungsstérung wurde kirzlich von Frontera et al.
anhand einer prospektiven MRT-Studie verdeutlicht: Die Autoren berichten einen
Zusammenhang zwischen der anhaltenden Minderperfusion und dem Outcome der
Patienten. Eine friih einsetzende Ischdmie war in dieser Studie ein Prédiktor fir Tod
oder spatere Behinderung im Alltag.[39] Es sind also keinesfalls nur die drohenden
Spatkomplikationen Tage nach dem eigentlichen Ereignis, die das klinische Outcome
des Patienten nachhaltig negativ beeinflussen kdnnen. Tatséchlich ereignet sich bereits
in der akuten Phase nach SAB eine Vielzahl an pathophysiologischen Prozessen, die
eine ischamische Schadigung des Hirngewebes hervorrufen kann. Diese bereits in der
Frihphase einsetzenden Schadigungsmechanismen kdnnten zudem die bei einem Teil
des Patientenkollektivs auftretenden Spatkomplikationen teilweise mitbedingen. Ob es
sich n&mlich hierbei um ein isoliertes Ereignis handelt, ist nicht geklart.[15]
Typischerweise ereignen sich sekundare ischamische Komplikationen in der Spatphase
der Erkrankung mit einer Latenz von 5 bis 14 Tagen nach der Blutung und betreffen 30
bis 40 Prozent der Patienten.[15, 104] Man hat diese spéte Ischamie des Gehirns lange
Zeit ausschliellich dem in den gleichen Zeitraum fallenden sekundédren Vasospasmus
groRerer Gefalle zugeschrieben. Dieser ist allerdings bei deutlich mehr Patienten,
namlich ungefahr 70 Prozent, angiografisch nachweisbar.[15, 75] Da weitere
Unklarheiten hinsichtlich des Auftretens eines arteriellen Vasospasmus und einer
tatsachlichen Ischdmie und Infarzierung von Hirngewebe bestehen, geht man
inzwischen davon aus, dass zuséatzliche pathophysiologische Mechanismen fiir eine spét
auftretende Ischamie mit klinischer Verschlechterung des Patienten in Frage kommen
massen und es sich somit um ein multifaktorielles Geschehen handelt. Wesentlich fir
die Entwicklung des Vasospasmus sollen Blutabbauprodukte im Subarachnoidalraum

sein, die ihrerseits diverse Reaktionen, beispielsweise Entzindung oder Bildung freier
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Radikale, induzieren sollen. Weiterhin nicht gekléart ist die Frage, welche zusétzlichen
Faktoren bei der Genese einer ischdmischen Infarzierung von Hirngewebe zum Tragen
kommen. Diskutiert werden unter anderem Thrombenbildung, zusétzliche Spasmen
kleiner Gefalle, Inflammation, freie Radikale, Cortical Spreading Depressions und eine
gestorte Autoregulation des zerebralen GeféaRsystems.[15, 75] Aus Klinischer Sicht ist
zudem von besonderer Bedeutung, dass mit einer erfolgreichen Behandlung des
sekundaren Vasospasmus in den Gefalstammen der hirnversorgenden Geféalle bisher
keine Verbesserung des Outcomes der betroffenen Patienten erzielt werden konnte.[31]

Natriumnitroprussid z&hlt zu den NO-Donatoren. NO bewirkt Uber einen cGMP-
abhangigen Weg eine GeféalRdilatation.[137] Intrazerebral wird NO von Synthasen im
GefaRendothel (eNOS) und in Neuronen (NNOS) produziert.[34, 95] Zuséatzlich kann in
Makrophagen und Gliazellen NO generiert werden.[41, 97] Die hierfiir notwendige
Synthase INOS (inducible NOS) wird im Unterschied zu eNOS und nNOS erst auf
bestimmte Reize hin exprimiert, beispielsweise in entziindetem Milieu. Vor allem das
uber eNOS produzierte NO spielt eine wichtige Rolle in der Regulation der zerebralen
Mikrozirkulation, und zwar besonders im Rahmen der Autoregulation.[41] Dartber
hinaus beeinflusst es auch die Thrombozytenaggregation, wobei es als Thrombozyten-
Inhibitor fungiert.[53, 70, 85, 138] Das in Neuronen gebildete NO soll als ein Faktor bei
verstarkter Neuronenaktivitdt einen Anstieg des regionalen Blutflusses mitbewirken,
was als Neurovascular Coupling bezeichnet wird.[41] Experimentell konnte gezeigt
werden, dass die NO-Konzentration bereits frihzeitig nach Einsetzen einer SAB
deutlich abnimmt und fiir mehrere Stunden reduziert bleibt.[125] Zudem sinkt der NO-
Spiegel anscheinend besonders stark in solchen Hirnregionen, in denen vermehrt freies
Hamoglobin auftritt. [35, 125] Dass ein NO-Mangel an der akuten VVasokonstriktion und
damit der Minderperfusion von Hirngewebe zumindest teilweise Anteil haben konnte,
zeigt weiterhin eine tierexperimentelle Studie an ménnlichen Sprague-Dawley Ratten
von Sehba et al., in der die Gruppe einen protektiven Effekt eines NO-Donators auf die
zerebrale GefaRstruktur und -integritdt und damit auf die Hirnperfusion nach Induktion
einer SAB nachweist.[122] Auch die Ergebnisse dieser Arbeit zur Neuroprotektion nach
SAB durch Reduktion des anhaltenden Perfusionsdefizits der Akutphase legen nahe,
dass ein NO-Mangel wesentlich an der zerebralen Minderperfusion beteiligt sein

konnte. Denn in dieser experimentellen Untersuchung zeigte sich nach Gabe des NO-
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Donators Natriumnitroprussid ein signifikanter Anstieg der zerebralen Perfusion im
Vergleich zur Kontrollgruppe. Diese positive Auswirkung des NO-Donators auf die
zerebrale Perfusion ist umso bemerkenswerter, da der CPP im Vergleich zur
Kontrollgruppe nach SAB deutlich vermindert war. Eine Erholung des CPP war in der
mit Natriumnitroprussid behandelten Therapiegruppe geringer ausgepragt als in der
Kontrolle. Diese eingeschrankte Erholung des CPP wurde einerseits durch den ebenfalls
reduzierten mittleren arteriellen Blutdruck (MABP), welcher der blutdrucksenkenden
Wirkung von Natriumnitroprussid geschuldet ist, verursacht. Hinzu kommt ein in der
Therapiegruppe leicht erhohter und auf den durchblutungsfordernden Effekt der
Substanz zurtickzufiihrender ICP, sodass sich hier die Monro-Kellie-Doktrin realisiert.
Denn laut dieser Hypothese bleibt die Summe aus Hirngewebe, Liquor und
Blutvolumen bei intaktem Schédel konstant. Eine Zu- oder Abnahme einer dieser
Komponenten muss also eine entsprechende Veranderung wenigstens einer der anderen
Variablen nach sich ziehen. Tritt hingegen keine adaquate Reaktion ein, wirkt sich dies
entsprechend auf den ICP aus.[84] Die signifikant bessere zerebrale Durchblutung tber
den aufgezeichneten Zeitraum von 180 Minuten &uRerte sich klinisch in einem knapp
besseren neurologischen Outcome, wobei das Signifikanzniveau nicht erreicht wurde.
Das verbesserte neurologische Ergebnis der Tiere in der Natriumnitroprussid-Gruppe
lie} sich sowohl histologisch in der H&E-Farbung als auch mittels Caspase-3-Farbung
durch eine Reduktion des hippocampalen Schadens untermauern. Ob diese im
Tierexperiment erzielte Zytoprotektion mit geringfligig vorhandener Auswirkung auf
das klinische Outcome auch bei Menschen erreicht werden kann, sollte also gepruft
werden. Hier ist vor allem auch das Zeitfenster zu bedenken, in dem die Gabe eines
NO-Donators potenziell gunstige Effekte erzielen kann. Die Infusion wurde in diesem
Experiment 15 Minuten nach Induktion der SAB begonnen und fir 3 Stunden
fortgefiihrt. Je friher einer zerebralen Minderperfusion entgegengewirkt werden kann,
desto besser sollte das Outcome des Patienten sein. Dies zeigt sich in den eher
enttduschenden Ergebnissen zur selektiven Therapie der zerebralen Minderperfusion in
der Spéatphase eindricklich. Zudem ist bei Gabe eines NO-Donators zu bedenken, dass
der vasodilatorische Faktor NO wahrscheinlich gerade in der Fruhphase nach SAB
reduziert ist.[119, 125] Eine verzogerte Gabe konnte sich also als wesentlich

ineffektiver erweisen. Weiterhin ist nach einer geeigneten Kombinationstherapie zu
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forschen. Denn die selektive Gabe eines NO-Donors kann nicht den Schaden samtlicher
in der Frihphase der SAB ablaufenden pathogenetischen Prozesse wirksam behandeln.
Hier missen verschiedene Schlisselereignisse, die letztlich das Perfusionsdefizit
bedingen, bedacht und mdglichst effektiv behandelt werden. Bei der Wahl eines
potenziellen =~ Kombinationspartners ~ flr  Natriumnitroprussid ist an  seine
blutdrucksenkende  Wirkung zu denken. Substanzen, die ebenfalls eine
blutdrucksenkende Eigenschaft haben und diese unerwiinschte Wirkung weiter
verstérken, sollten moglichst vermieden werden.

Zusammenfassend lasst sich also konstatieren, dass der klinische Einsatz von NO-
Donatoren bei SAB-Patienten aus unterschiedlichen Griinden sinnvoll erscheint. Ein
Aspekt ist der in dieser Arbeit gefundene positive Effekt auf das friihe Perfusionsdefizit.
Hinzu kommt eine hier beobachtete neuroprotektive Wirkung der Substanz.
Unabhéangig davon zeichnen sich NO-Donatoren durch zwei Eigenschaften aus, die bei
der symptomatischen Therapie von SAB-Patienten genutzt werden kdnnen. Dabei
handelt es sich zum einen um den blutdrucksenden Effekt dieser Substanzklasse. Dieser
erscheint - bedenkt man den héaufig massiv erhohten Blutdruck dieser Patienten
unmittelbar nach der SAB - grundséatzlich hilfreich. Schlieflich birgt ein deutlich
erhohter Blutdruck das Risiko in sich, eine erneute Blutung zu induzieren. Zum anderen
wird flir NO-Donatoren eine kardioprotektive Wirkung postuliert[13, 54], ein Umstand,
der insbesondere bei SAB-Patienten positiv ins Gewicht fallt, da bei einem Teil der
Erkrankten unterschiedliche Funktionsstérungen des Herzens beobachtet werden.[112,
141] Das Potential von NO-Donatoren fir den klinischen Einsatz ist also aus

unterschiedlichen Blickwinkeln heraus nicht zu unterschatzen.

4.2.2 Magnesiumsulfat

Bei Magnesium handelt es sich um eine Substanz, der in der Forschung an
zerebrovaskuldren Erkrankungen als mogliches Therapeutikum einiges Potenzial
zugeschrieben wurde. Die Hoffnung, Magnesium konne sich als wirksames Instrument
zur Bekdmpfung ischdmischer Zustande erweisen, fuldt auf dem breiten Wirkspektrum
dieser Substanz. Wesentlich ist hier einerseits die vasodilatorische Komponente, die

durch Blockade spannungsabhangiger Kalziumkanéle an glatten Muskelzellen erzielt
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wird.[2, 140, 152] Dieser dilatorische Effekt soll beispielsweise die bei einigen SAB-
Patienten auftretenden GeféaRspasmen der Spatphase abschwéchen kénnen.[153] Zudem
wirkt Magnesium hemmend auf die Thrombozytenaggregation.[26, 109, 140, 152]
Neben diesem Ansatz zur Verbesserung der zerebralen Durchblutung ist Magnesium
auch als potenziell neuroprotektives Agens fur die Forschung von Interesse. Denn
Magnesium hemmt nicht nur Kalziumkanéle an glatten GefaRmuskelzellen, sondern
ebenso neuronale pra- und postsynaptische Kalziumkanédle. So kann es einem
Kalziumeinstrom in die Neuronen und einer vermehrten Sekretion exzitatorischer
Neurotransmitter wie Glutamat entgegenwirken.[17, 72, 140, 152] Beides hétte
potenziell neurotoxische Auswirkungen.[22, 27, 68] Daneben wirkt es als Regulator des
NMDA-Rezeptors, an dem es einer Uberstimulierung durch Glutamat und damit einem
vermehrten Kalziumeinstrom in die Zelle entgegenwirkt.[92] So kann Magnesium einer
drohenden Exzitotoxizitat im ischamischen Milieu vorbeugen.[99, 140] Neben seiner
vielfaltigen Wirkweise zeichnet sich Magnesium auch durch sein Sicherheitsprofil aus,
das durch langjahrigen klinischen Einsatz, beispielsweise in der Kardiologie oder der
Geburtshilfe, empirisch belegt ist. An Nebenwirkungen treten bei unphysiologisch
hoher Serumkonzentration Bradykardie und Hypotonie auf.[152] Die Gefahr einer
solchen Akkumulation besteht insbesondere bei Menschen mit Niereninsuffizienz, da
Magnesium fast ausschlieBlich tiber die Nieren ausgeschieden wird.

Zusammenfassend lasst sich also konstatieren, dass die Forschung an Magnesium als
Baustein in der Therapie ischamischer Erkrankungen des Gehirns auf diversen
Interaktionen der Substanz sowohl auf neuronaler als auch auf vaskularer Ebene fufit.
Als Substanz, die beispielsweise nach ischamischem Schlaganfall oder SAB
neuroprotektive Wirkung entfalten und sich auf diese Weise glinstig auf das Outcome
der Patienten auswirken soll, sollte sie zu einem mdglichst frihen Zeitpunkt der
Erkrankung verabreicht werden. Ob sich die Einnahme von Magnesiumsulfat innerhalb
eines Zeitfensters von zwei Stunden nach Symptombeginn bei Schlaganfallpatienten
gunstig auf deren Outcome auswirkt, wurde kurzlich in einer grol3 angelegten
Multicenter-Studie untersucht. Die These der Autoren lautete vorab, dass Patienten, bei
denen zu diesem friihen Zeitpunkt eine Magnesiumtherapie initiiert wurde, Iim
Vergleich zur Placebogruppe ein verbessertes klinisches Outcome zeigen wirden. Diese

Vermutung bestatigte sich allerdings nicht. Die 857 Patienten innerhalb des
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Magnesiumarms wiesen nach 90 Tagen kein signifikant besseres Outcome auf. Dieses
enttduschende Ergebnis sei moglicherweise auf eine trotz der friihen Gabe verzdgerte
Anreicherung im ischamischen Gebiet zuriickzufuihren, gaben die Autoren zu bedenken.
Denn die Passage der Blut-Hirn-Schranke erfolge nur zeitverzdgert. Zudem sei
Magnesium als alleiniges potenziell neuroprotektiv wirksames Therapeutikum
moglicherweise nicht effektiv genug. Weitere Wege der Neuroprotektion missten
beschritten werden.[114] Ein dhnlich enttduschendes Ergebnis erbrachte eine Phase-3-
Studie zur Verbesserung des klinischen Outcomes nach SAB durch Gabe von
Magnesiumsulfat. Von insgesamt 1204 Patienten mit aneurysmatischer SAB erhielten
606 Patienten Magnesiumsulfat in einer téglichen Dosierung von 64 mmol, 597
Patienten ein Placebopraparat. Die Gabe begann bei Klinikaufnahme, spatestens aber
am vierten Tag nach der Blutung. Auch hier fanden die Autoren der Studie kein
verbessertes Outcome der Patienten im Magnesiumarm verglichen mit der
Placebogruppe.[28] Eine dahnlich konzipierte Phase-3-Studie mit einer allerdings
deutlich geringeren Anzahl an Teilnehmern erbrachte das gleiche Ergebnis.[156]

Auch die eigenen Ergebnisse legen nahe, dass eine alleinige Gabe von Magnesiumsulfat
nicht ausreichend ist, um das nach SAB bestehende zerebrale Perfusionsdefizit
wesentlich zu beeinflussen. In dieser Arbeit konnte hinsichtlich der anhaltenden
Minderperfusion in der Frihphase der SAB kein signifikanter Unterschied zwischen
den Tieren der Kontrollgruppe und denen im Magnesiumarm festgestellt werden. Die
selektive Gabe von Magnesiumsulfat scheint die der Vasokonstriktion zugrunde
liegenden Prozesse nicht mafRgeblich beeinflussen zu kdnnen. Auch der hemmende
Einfluss auf die Thrombozytenaggregation scheint sich nicht erheblich im Sinne einer
verminderten Thrombenbildung in konstringierten Gefalen zu manifestieren. Dies
kdnnte, hypothetisch betrachtet, einer Aggravation ischamischer Zustdnde in
minderperfundierten Hirnregionen entgegenwirken. Grundsétzlich scheint eine
Kombinationstherapie bestehend aus Substanzen mit unterschiedlichen Angriffspunkten
bei einer so komplexen Pathophysiologie wie sie der SAB zugrunde liegt am
sinnvollsten. Magnesiumsulfat hier jegliches Potenzial als Kombinationspartner
abzusprechen scheint aufgrund widerspriichlicher Ergebnisse in der Forschung verfriiht.
Gerade die zusatzliche Gabe von Nimodipin aber, ebenfalls ein Kalziumantagonist,

scheint daher eine nicht ratsame Kombination. In beiden vorbezeichneten klinischen
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Phase-3-Studien zum Outcome nach SAB bei Gabe von Magnesiumsulfat erhielten die
Patienten allerdings zusatzlich Nimodipin. Einen additiven Effekt dieser Therapie sollte
man nicht erwarten, handelt es sich doch schliellich sowohl bei Magnesiumsulfat als
auch bei Nimodipin um Kalziumantagonisten.[151] Aus pharmakologischer Sicht
erfolgversprechender erscheint da eine Substanz mit nicht identischem Angriffspunkt,
was gleichzeitig das Risiko von Nebenwirkungen minimieren wirde.Obwohl also
umfangreiche klinische Studien mit enttduschendem Ergebnis zur Effektivitat einer
Magnesiumsulfat-Gabe bei ischdmischen Erkrankungen des ZNS, beispielsweise SAB
und Schlaganfall, existieren, ist die Studienlage zu diesem Thema nicht eindeutig.
Ebenso sind Arbeiten publiziert worden, die einen antiischdmischen und
neuroprotektiven Effekt einer Magnesiumtherapie bei SAB zeigen.[147, 153] In einer
klinischen Studie mit der Fragestellung, ob eine prophylaktische Gabe von Magnesium
bei SAB-Patienten geeignet ist, verzogert auftretenden Ischdmien und Infarkten
vorzubeugen, fand sich ein signifikant geringeres Auftreten sowohl an sekundaren
Vasospasmen als auch an Infarkten. Die Arbeitsgruppe konstatierte eine erhohte
Ischdmietoleranz bei Patienten der Verumgruppe, die sich allerdings nicht signifikant
auf das klinische Outcome oder die Mortalitdt nach 6 Monaten auswirkte.[153] Die
bisher unternommenen klinischen und experimentellen Untersuchungen zur
Magnesiumtherapie bei SAB behandeln allerdings im Wesentlichen die Auswirkungen
einer solchen Gabe auf den sekundaren Vasospasmus. Der Einfluss einer frihen
Magnesiumgabe auf die akut ablaufenden Schadigungsmechanismen, insbesondere auf
die der Minderperfusion und neuronalen Schadigung zugrundeliegenden Prozesse, ist
hingegen nicht hinlanglich geklart. Relevant fir eine solche Erforschung der potentiell
neuroprotektiven Wirkung von Magnesiumsulfat bei friher Infusion der Substanz ist
insbesondere auch die gewéhlte Dosierung. Im Rahmen dieser Arbeit wurde den 12
Tieren des Magnesiumarms 15 Minuten nach Auslésung der SAB zur Aufséttigung des
Serumspiegels 1 mmol/kg Gber einen Zeitraum von 15 Minuten intravends verabreicht,
gefolgt von einer kontinuierlichen Infusion von 0,5 mmol/kg/min Gber den gesamten
weiteren Versuchsverlauf hinweg. Diese Dosis wurde gewahlt, um eine moglichst hohe
Serumkonzentration zu gewahrleisten, die gleichzeitig ein moglichst geringes Risiko in
sich birgt, Schwankungen und insbesondere ein Absinken des Blutdrucks zu bewirken.

Denn Auswirkungen dieser Art auf den Blutdruck hatten das Ergebnis des Experiments
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massiv beeinflussen kdnnen. Dies zeigt eine intravendse Dosisvergleichsstudie, die sich
der Frage widmete, welche Dosis Magnesiumsulfat am effektivsten den neuronalen
Schaden bei transienter zerebraler Ischdmie reduzieren kann.[154] Bei dieser
tierexperimentellen Studie wurden Ratten in vier Gruppen randomisiert, wovon es sich
bei einer dieser Gruppe um die Kontrolle handelte. Dem Fadenokklusionsmodell
entsprechend wurde den Tieren im Rahmen dieser Studie Uber einen Zeitraum von 90
Minuten die A. cerebri media verschlossen und die Wirkung unterschiedlicher
Serumspiegel von Magnesiumsulfat auf das neurologische Outcome getestet. Als Fazit
ihrer Studie stellten die Autoren fest, dass ein Serumspiegel zwischen 2,0 und 3,0
mmol/l das beste Ergebnis erzielte. Eine optimale Dosierung musse so austariert
werden, dass eine kontinuierliche und stabile Serumkonzentration bestehe, die dabei
nicht ein zu hohes Niveau erreiche, das dann wiederum die Effektivitat der Therapie
durch Schwankungen oder Absinken des Blutdrucks beeintrachtigen oder sogar ins
Negative verkehren konne. Dosislimitierend sei also ein aus Serumspiegeln oberhalb
von 3 mmol/l resultierender schwankender arterieller Blutdruck, der das Infarktvolumen
seinerseits sogar vergroRern konne.[154]

Die in der eigenen Arbeit erzielten Ergebnisse zum neuroprotektiven Potential einer
Magnesiumgabe in der Friihphase nach SAB weisen auf eine moglicherweise gegebene
Wirksamkeit dieses Ansatzes hin. In der histologischen Auswertung fanden sich bei den
mit Magnesium behandelten Tieren signifikant weniger geschadigte Neurone in der
untersuchten CA1-Region im Hippocampus als bei den Tieren der Kontrollgruppe. In
diesem Zusammenhang muss allerdings auf die geringe Fallzahl von 12 Tieren im
Magnesiumarm verwiesen werden, die mit einer Kontrolle von 10 Tieren verglichen
wurden. Diese geringe Anzahl an Tieren schrankt die Aussagekraft dieser
tierexperimentellen Studie ein, Auf Basis der so erhobenen Daten l&sst sich ein
neuroprotektiver Effekt von Magnesiumsulfat jedoch vermuten. Die Konsequenz ist,
dass die hier suggerierte Neuroprotektion der gewéhlten Therapie mit einer deutlich
hoheren Fallzahl erneut gepruft werden misste, um eine valide Aussage treffen zu
konnen. Da keine die Perfusion optimierende Wirkung von Magnesiumsulfat
festgestellt werden konnte, dréngt sich die Frage nach den der potentiellen
Neuroprotektion zugrundeliegenden Mechanismen umso mehr auf. Hinzu kommt, dass

die mit Magnesiumsulfat behandelten Tiere bei der Testung des klinischen Outcomes
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nicht signifikant besser abschnitten als die Kontrolltiere. Wie bereits oben dargelegt,
weist Magnesium einen Kalziumantagonismus auf, der auf vielfaltige Weise in Prozesse
eingreifen kann, die sich potentiell schadigend auf Neurone auswirken kénnen, sodass
man -unter der Pramisse, dass tatsachlich ein neuroprotektiver Effekt besteht- ein
Zusammenwirken dieser Mechanismen als denkbar betrachten kdnnte. Schliel3lich wirkt
sich ein postischamisch auftretender Uberschuss an Ca?*-lonen toxisch auf Zellen,
konkret auch Neuronen aus, was bereits in der Einleitung besprochen wurde.
Hypothetisch kdnnte der gefundene neuroprotektive Effekt also beispielsweise auch
durch einen im Vergleich zur Kontrolle reduzierten postischamischen Ca2?*-Einstrom in
die Neuronen erklart werden. Ebenso ist hier an den antiglutamatergen Effekt von
Magnesium zu denken, den die Substanz als Regulator am NMDA-Rezeptor entfaltet.
Zusammenfassend lasst sich also sagen, dass diese Arbeit einen neuroprotektiven Effekt
von Magnesiumsulfat bei friher Gabe zwar nahelegt, diese Beobachtung aber auf Basis
einer groller angelegten Studie Uberprift werden musste. Ebenso misste —liel3e sich
dieses Ergebnis bestétigen- der konkrete Wirkmechanismus der Substanz, der in der
frihen Phase nach SAB zu diesem Resultat gefiihrt hat, weiter erforscht werden.

Ein verbessertes klinisches Outcome bei SAB-Patienten nach Magnesiumtherapie
konnte bisher weder in klinischen Studien noch in dieser experimentellen Arbeit gezeigt
werden. Ein Grund hierfur konnte die oben angesprochene verspatete Anreicherung von
Magnesium im ischamischen Milieu sein. Je groRer die Zeitverzdgerung desto geringer
die potenziell erzielbare Wirkung auf Minderperfusion und neuronale Schadigung, eine
Beobachtung, die Fragen nach der Praktikabilitdt einer Magnesiumtherapie aufwirft.
Denn haufig gelangen sowohl SAB- als auch Schlaganfallpatienten erst verspétet in die
Klinik. Die zu der Thematik des optimalen Therapiebeginns existierende Literatur legt
indes nahe, dass eine praischdmische Gabe — wenn mdglich - im Hinblick auf die
Neuroprotektion favorisiert werden sollte.[152, 153] Weiterhin muss bedacht werden,
dass ein einziger therapeutischer Ansatz bei komplexen pathophysiologischen Ablaufen
nicht ausreichend sein kann, um effektiv auf s&mtlichen Ebenen die
Schadigungsmechanismen zu unterbinden oder abzuschwéchen. Selbst eine Substanz
wie Magnesium, der diverse neuroprotektive und antiischamische Wirkweisen
zugesprochen werden, kann dies nicht leisten. Das klinische Outcome der Patienten ist

offensichtlich von zu vielen Variablen abhédngig, insbesondere vom neurologischen
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Aufnahmestatus und der Intensitdt der frihen Ischdmie,[39] sodass eine
Kombinationstherapie auch aus diesem Blickwinkel heraus sinnvoll erscheint.

Zusammenfassend l&sst sich auf Basis der in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse
konstatieren, dass eine Magnesiumtherapie in der Friihphase der experimentellen SAB
zwar einen zellprotektiven Effekt in selektiv vulnerablen Arealen des Hippocampus
zeigen konnte, dass dieser aber offensichtlich zu gering ist um das neurologische
Outcome glnstig zu beeinflussen. Zudem wurde hier keine Verbesserung der zerebralen

Minderperfusion im Magnesiumarm im Vergleich zur Kontrollgruppe festgestellt.

4.2.3 Clazosentan

Clazosentan zahlt zu den Endothelinantagonisten. Ihre Wirkweise entfaltet die Substanz
uber eine selektive ETa-Rezeptorblockade.[78, 143] Dieser Rezeptor vermittelt, wie
bereits in der Einleitung dargestellt, den stark vasokonstriktorischen Effekt von ET-
1.[48] Auf diesem Mechanismus soll die sowohl experimentell als auch Kklinisch
gezeigte spasmolytische Wirkung von Clazosentan basieren.[79, 143] Das
Nebenwirkungsspektrum von Clazosentan umfasst als wesentliche unter einer Therapie
auftretende Komplikationen Pneumonie, Lungenddem und Hypotonie.[76]

Es wurden in der Vergangenheit bereits klinische Studien zur Evaluierung der
Wirksamkeit von Clazosentan im Hinblick auf seinen antiischdmischen und damit
potenziell ginstigen Effekt auf Parameter wie Mortalitat, Morbiditdt und Klinisches
Outcome unternommen. ,,Clazosentan to overcome neurological ischemia and infarction
occuring after subarachnoid hemorrhage (CONSCIOUS-1)“[79], eine randomisierte,
plazebokontrollierte Doppelblindstudie, wurde konzipiert, um das therapeutische
Potenzial von Clazosentan bei der Behandlung des sekundédren Vasospasmus zu
untersuchen. Hierzu wurden drei unterschiedliche Dosierungen von Clazosentan
getestet, ndmlich 1,0 mg/h, 5,0 mg/h und 15,0 mg/h intravends. Das fur diese Studie
selektierte Patientenkollektiv setzte sich aus SAB-Patienten zusammen, deren Blutung
zuvor bereits mittels Coiling oder Clipping behandelt worden war. Je nach
Randomisierung erhielten diese Patienten intravends entweder ein Plazebopraparat oder
eine der drei Dosierungen von Clazosentan fur jeweils 14 Tage nach SAB. Die Infusion

erfolgte dabei spétestens 56 Stunden nach Einsetzen der Blutung. Als priméren
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Endpunkt definierten die Studienautoren einen angiographisch sichtbaren VVasospasmus.
Zusétzlich wurde als wichtigster sekundarer Endpunkt der gemischte Endpunkt
Morbiditat/Mortalitat 6 Wochen nach SAB festgelegt. Die Studie kam zu dem Ergebnis,
dass die Clazosentan-Infusion in sdmtlichen verwendeten Dosierungen eine statistisch
signifikante Reduktion von Haufigkeit und Schweregrad eines angiographisch
darstellbaren Vasospasmus erzielte. Die Wirkstarke korrelierte hierbei mit der Hohe der
Dosis: die Maximaldosis von 15, 0 mg/h zeigte auch den starksten spasmolytischen
Effekt. Was die Morbiditdt und die Mortalitdt der mit Clazosentan behandelten
Patienten anbelangte, konnte das Signifikanzniveau allerdings nicht erreicht werden.
Lediglich ein Trend zum reduzierten Auftreten von Morbiditat und Mortalitat wurde
festgestellt. Dieses leicht bessere Ergebnis in der Clazosentan-Gruppe wurde von den
Autoren vornehmlich auf ein reduziertes Auftreten Vasospasmus-assoziierter Infarkte
zurlckgefuhrt. Das klinische Outcome, eingeschatzt anhand der Glasgow Outcome
Score extended (GOSE), zeigte keinen signifikanten Unterschied zwischen den
Gruppen.

Zusammenfassend schlossen die Autoren aus dieser Studie, dass ET-1 eine
entscheidende Rolle in der Pathogenese des sekundéren Vasospasmus zukommen
musse. Basierend auf CONSCIOUS-1 wurden daher zwei Nachfolgestudien entwickelt,
um konkreter zu untersuchen, welchen Effekt eine Clazosentan-Gabe auf die
Vasospasmus-assoziierte Morbiditdt und Mortalitdt und das klinische Outcome von
Patienten mit aneurysmatischer SAB hat. Diese CONSCIOUS-2 (Randomised trial of
Clazosentan, an endothelin receptor antagonist, in patients with aneurysmal
subarachnoid hemorrhage undergoing surgical clipping)[77] und CONSCIOUS-3
(Randomized trial of clazosentan in patients with aneurysmal subarachnoid hemorrhage
undergoing endovascular coiling)[78] getauften Studien untersuchten nun den Einfluss
von Clazosentan auf die VVasospasmus-assoziierte Morbiditat und Mortalitat sowie das
klinische Outcome von Patienten mit aneurysmatischer SAB. Patienten, deren Blutung
mittels Clipping behandelt worden war, wurden dabei getrennt von solchen, die sich
einem Coiling unterzogen hatten, betrachtet. Im Rahmen der CONSCIOUS-2-Studie
erhielten die geclippten Patienten je nach Randomisierung entweder ein Plazebopréparat
oder Clazosentan in einer Dosis von 5,0 mg/h intravends. In der grundsétzlich dhnlich

aufgebauten CONSCIOUS-3-Studie bekamen die gecoilten Patienten entweder ein
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Plazobopraparat oder Clazosentan in einer Dosis von 5,0 mg/h oder 15,0 mg/h
intravends fur 14 Tage nach SAB. Mit Clazosentan in einer Dosis von 5,0 mg/h konnte
weder in CONSCIOUS-2 noch in CONSCIOUS-3 eine signifikante Reduktion der
Vasospasmus-assoziierten Morbiditat und Mortalitat sowie des klinischen Outcomes
erzielt werden. Die in CONSCIOUS-3 zusatzlich untersuchte Dosis von 15,0 mg/h
wirkte sich hingegen statistisch signifikant auf den primdren Endpunkt
Morbiditat/Mortalitat 6 Wochen nach SAB aus. Trotz dieses Ergebnisses war das nach
12 Wochen anhand des GOSE untersuchte klinische Outcome dieser Subgruppe nicht
signifikant besser als das der ubrigen Patienten. Ursachen fir dieses daher
enttauschende Ergebnis vermuteten die Autoren der Studie in einer sich moglicherweise
unglnstig  auswirkenden Interaktion  zwischen  Clazosentan und  dem
Kalziumantagonsten Nimodipin, der standardméBig verabreicht wurde und wie
Clazosentan mit Hypotonie assoziiert ist. Zudem bemadngeln die Autoren eine zu
geringe Patientenzahl und eine damit eingeschrénkte statistische Aussagekraft der
CONSCIOUS-3-Studie, was dazu gefuhrt haben kdnne, dass die potentiell gegebene
gunstige Wirkung der Substanz in einer Dosierung von 15 mg/h auf das klinische
Outcome nicht widergespiegelt wiirde. Einen weiteren Erklarungsansatz stellt der bisher
mangelhaft erforschte Effekt der Substanz auf zusétzliche zentral an der Pathogenese
und dem klinischen Outcome beteiligten Prozessen dar. Ob und in welchem Ausmal}
eine Clazosentan-Gabe die weiteren diversen Schadigungsmechanismen beeinflussen
kann, ist fraglich.[78]

Auch der bereits in der Einleitung angesprochene Cross-Talk zwischen dem ETa- und
dem ETg-Rezeptor wird als ein sich negativ auf die Wirkung des selektiven ET a-
Blockers Clazosentan auswirkendes Moment diskutiert.[4, 45, 107] Die kombinierte
Gabe von ETa- und ETg-Rezeptorblockern kdnnte sich, zumindest bei einem noch
weiter zu spezifizierenden Patientenkollektiv, als effektivere Variante erweisen als die
reine ETa-Blockade.[4] Es ist die Hypothese aufgestellt worden, dass eine Subgruppe
von Patienten mit besonders stark ausgeprédgtem Vasospasmus nach SAB beide
Rezeptortypen exprimiert, die dann im Zusammenspiel den vasokonstriktorischen
Effekt von ET-1 vermitteln kdnnten.[4, 45] Diese These bleibt allerdings noch intensiv

ZU untersuchen.
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Zusammenfassend kann man feststellen, dass Clazosentan zwar in den besprochenen
klinischen sowie in diversen experimentellen Studien eine signifikante Reduktion
sekundarer Vasospasmen bedingt hat, aber weder Kklinisch noch experimentell eine
Verbesserung des klinischen Outcomes gezeigt werden konnte, wie Metaanalysen
belegen.[64, 145] Obwohl also die Auswirkungen der Substanz auf den grof3e zerebrale
Gefalie betreffenden sekundéaren Vasospasmus bereits eingehend erforscht sind und sich
hier durchgehend ein spasmolytischer Effekt erwiesen hat, ist die Wirkung von
Clazosentan auf die Mikrozirkulation sowie die bereits in der Akutphase beginnende
Minderperfusion bisher nicht in gleicher Intensitat untersucht worden. Genannt werden
kann allerdings eine tierexperimentelle Studie an Ratten von Schubert et al.[116], in der
die Wirkung einer prophylaktischen Clazosentan-Infusion auf die zerebrale
Minderperfusion der Friihphase nach SAB untersucht wurde. In dieser Studie konnte
der akut auftretenden Perfusionsstérung durch Clazosentan-Gabe erfolgreich
vorgebeugt werden. Im Vergleich zur Kontrolle konnte durch eine initiale Bolusgabe
von 1,0 mg/kg Kdpergewicht 30 Minuten vor Induktion der Blutung sowie eine
Erhaltungsdosis von 1,0 mg/kg Kdrpergewicht/h die akute VVasokonstriktion signifikant
reduziert werden. Dieser Effekt manifestierte sich in der Erholung des zerebralen
Blutflusses nach SAB. Wéhrend die Tiere der Kontrollgruppe noch eine Stunde nach
Induktion der SAB eine im Vergleich zum Ausgangswert eingeschrénkte zerebrale
Durchblutung aufwiesen, war der zerebrale Blutfluss bei den mit Clazosentan
behandelten Tieren bereits nach wenigen Minuten wieder auf dem Ausgangsniveau
angelangt. Auf Basis dieser Ergebnisse duRerten die Studienautoren die Hypothese, dass
ET-1 bereits in der Frihphase nach SAB in die Pathophysiologie der zerebralen
Minderperfusion involviert ist und nicht erst zeitverzogert Anteil am sekundéren
Vasospasmus tragt. Das Zeitfenster, in dem nach SAB eine ET-1-Sekretion stattfindet,
bleibt allerdings noch deutlich genauer zu spezifizieren. Zudem muss der Einfluss
dieses potenten Vasokonstriktors auf die komplexe Pathophysiologie insbesondere in
der Fruhphase konkretisiert werden, um therapeutische Konsequenzen ableiten zu
kdnnen.

Der in der eigenen Arbeit beobachtete Einfluss von Clazosentan auf das friih nach SAB
auftretende Perfusionsdefizit &hnelt den bereits von Schubert et al.[116] erzielten

Ergebnissen zur Wirkung von Clazosentan auf die frihe Minderperfusion. Sowohl bei
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der eigenen Arbeit als auch bei der von Schubert et al. publizierten Studie handelt es
sich um experimentelle Arbeiten, die am Tiermodell durchgefuhrt wurden. Wahrend in
der eigenen Arbeit allerdings das Fadenmodell angewandt wurde, I6sten Schubert et al.
die SAB nach dem Injektionsmodell aus. Weiterhin unterscheiden sich die beiden
Arbeiten in dem Zeitpunkt der Clazosentan-Infusion: in der vorliegenden Arbeit wurde
Clazosentan 15 Minuten nach Auslésung der Blutung injiziert, bei Schubert et al.
bereits 30 Minuten vor Einsetzen der SAB. Relevant ist ebenso die Tatsache, dass in der
eigenen Arbeit drei unterschiedliche Dosierungen untersucht wurden, ndmlich 0,1 ug,
1,0 pg und 10 pg. Schubert et al. konnten mit einem initialen Bolus von 1,0 mg/kg
Kdrpergewicht und einer Erhaltungsdosis von 1,0 mg/kg Korpergewicht/h einen
statistisch signifikanten Anstieg der zerebralen Perfusion erzielen. In der eigenen Arbeit
wurde beobachtet, dass die verwendete Hochstdosis von 10,0 pg Clazosentan
verglichen mit der Kontrolle das Ausmal} der zerebralen Minderperfusion besonders
deutlich, allerdings nicht signifikant, reduzierte. Zwar lassen auch die beiden weiteren
verwendeten Dosierungen von 0,1 pg und 1,0 pg Clazosentan einen Trend zur
verbesserten Hirndurchblutung nach SAB erkennen. Das Signifikanzniveau konnte
allerdings nicht erreicht werden. Der Schluss, den die in dieser Arbeit erhobenen Daten
also nahelegen, ist, dass eine Gabe des ETa-Rezeptorantagonisten Clazosentan die
zerebrale Perfusion in der frihen Phase nach SAB grundsétzlich positiv beeinflussen
kann. Einschrankend muss allerdings gesagt werden, dass die Anzahl an Tieren sowohl
in den mit Clazosentan behandelten Gruppen als auch in der Kontrollgruppe
offensichtlich zu gering war, um diesen Trend statistisch zu untermauern. Der Vergleich
der eigenen Arbeit mit der von Schubert et al. publizierten Studie weist zudem auf die
Wichtigkeit hin, weiterfiihrende Untersuchungen zu Zeitraum und Dosierung der
Clazosentan-Gabe zu unternehmen.

Die Ergebnisse dieser Arbeit weisen zudem darauf hin, dass eine weitere Erforschung
von Wirkintensitat und —wirkweise der Substanz Clazosentan in der frihen Phase nach
SAB ein lohnenswerter Ansatz sein konnte, um ein breiteres Spektrum an
Therapiemdglichkeiten fir SAB-Patienten zur Verfugung zu haben. Relevant bei der
Reflexion der eigenen Ergebnisse ist auch, dass die Kontrolltiere bei der Evaluierung
des klinischen Outcomes schlechter abschnitten als die mit Clazosentan behandelten

Tiere. Das Signifikanzniveau wurde allerdings wiederum nicht erreicht. Dieses Ergebnis
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legt nahe, dass eine in der Frihphase nach SAB begonnene Therapie, die der friihen
Minderperfusion effektiv entgegenwirken kann, tatsachlich ein verbessertes klinisches
Outcome mit sich bringen kann. Eine erst deutlich spater im Verlauf der Erkrankung
begonnene Therapie des zerebralen Perfusionsdefizits konnte hingegen nicht mehr
geeignet sein, die Patienten entsprechend vor den bereits angesprochenen Spéatfolgen
und -komplikationen zu schitzen. Auch die zur potenziell neuroprotektiven Wirkung
von Clazosentan erhobenen Daten deuten auf einen Nutzen der Substanz fir die
Behandlung von SAB-Patienten in der Friihphase hin. In der H&E-Farbung zeigte sich
namlich, dass eine Clazosentan-Gabe in samtlichen gewahlten Dosierungen ein
signifikant besseres Ergebnis hinsichtlich des neuronalen Schadens erbrachte als dies in
der Kontrolle beobachtet wurde. Die Diskrepanz zwischen der nur geringen, und nur in
der Hochdosisgruppe signifikanten Erhéhung der Hirndurchblutung und der durch
Clazosentan bewirkten Zellprotektion in allen Therapiegruppen kann letztlich durch
diese Studie nicht endgiiltig geklart werden. Die geringe Tierzahl in dieser Serie ist
sicherlich kritisch zu diskutieren, eine Erhohung der Tierzahl wirde die Unterschiede
zur Kontrollgruppe mdglicherweise nivellieren. Allerdings ist der neuronale Schaden in
dieser Kontrollgruppe vergleichbar mit den Kontrollgruppen der anderen im Rahmen
dieser Arbeit untersuchten Kontrollgruppen und auch mit den Kontrollgruppen anderer
Versuchsprojekte der Arbeitsgruppe. Eine primdr zellprotektive Eigenschaft,
vergleichbar etwa mit Magnesiumsulfat, welches den neuronalen Calciumeinstrom Uber
NMDA-Rezeptoren hemmen kann, ist bei Clazosentan nicht zu vermuten. Die
Rezeptorbestiickung ist relativ gut untersucht. Hierbei handelt es sich um vaskulare
Rezeptoren. Allerdings ware moglich, dass die komplette durchblutungssteigernde
Wirkung des Endothelin-Antagonisten nicht bereits unmittelbar nach Beginn der
Infusion eintritt, sondern erst in einer spateren Phase. Auch in der Hochdosisgruppe
zeigt sich erst nach 120 Minuten eine Verbesserung der Hirndurchblutung, die dann im
Vergleich zur Kontrollgruppe weiter zunimmt (Abbildung 23), so dass eine
Verlangerung der Monitoringzeit vielleicht auch in  den anderen beiden
Therapiegruppen einen noch deutlicheren Unterschied héatte zeigen konnen. Noch
weitere, nachhaltigere Wirkungen von Endothelin-Antagonisten sind denkbar, die
neuroprotektiv wirken konnten, aber keinen durchblutungsférdernden Effekt in der

Frihphase zeigen. Hier ist insbesondere an die kapillare bzw. mikrovaskulare
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Permeabilitat zu denken und den interstitiellen Wasseraustritt, die durch eine
Uberexpression von Endothelin-1 gefordert werden. [74]

Falls sich die in dieser Arbeit gefundenen Ergebnisse anhand groRerer Fallzahlen
reproduzieren lieRen, kénnte man zudem weitere Studien ansetzen, die sich mit der
Frage eines geeigneten Kombinationspartners fur Clazosentan in der Friihphase nach
SAB befassen. Hier bote sich beispielsweise der ebenfalls im Rahmen dieser Arbeit
untersuchte NO-Donator Natriumnitroprussid an, dessen Effekt auf Perfusion und
Neuroprotektion weiter oben diskutiert wird.

Zusammenfassend lasst sich also auf Basis der in dieser Arbeit gewonnen Daten
feststellen, dass eine bereits in der akuten Phase nach der Blutung begonnene
Clazosentan-Gabe geeignet sein konnte, dem zerebralen Perfusionsdefizit
entgegenzuwirken und sich dabei in einer merklichen Verbesserung des klinischen
Outcomes zu manifestieren. Dieser positive Einfluss auf die zerebrale Perfusion
spiegelte sich in dieser Arbeit in einer neuroprotektiven Wirkung wider. Die
Konsequenz wére eine klinische Erprobung der Substanz im Sinne eines translationalen
Forschungsansatzes, um eine wirksame Therapie der SAB in der Friihphase etablieren

zu kdnnen.
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5 Zusammenfassung
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Ausgehend von der Hypothese, dass die in dieser Arbeit eingesetzten Substanzen aus
pathophysiologischen Uberlegungen dem in der Frilhphase nach SAB auftretenden
Perfusionsdefizit entgegenwirken und neuroprotektive Wirkung entfalten kénnen, hat
diese Arbeit das Ziel verfolgt, konkrete Therapieansatze zu entwickeln, die fir die
Behandlung der frihen Durchblutungsstérung nach einer SAB geeignet sein konnten.
Ebenso sollte das neuroprotektive Potenzial dieser Substanzen, bei denen es sich um
Klinisch bereits getestete Medikamente handelt, evaluiert werden. Hierzu wurden drei
Versuchsreihen unternommen, die folgende Ergebnisse erbrachten:

Die Gabe des NO-Donators Natriumnitroprussid erwies sich als die zerebrale Perfusion
in der Frihphase nach SAB signifikant steigernd. Damit einhergehend zeigte sich eine
signifikante Reduktion der neuronalen Schadigung im Hippocampus. Insgesamt legt
diese Arbeit also das therapeutische Potential dieser Substanz fiur die Frihphase nach
SAB nahe.

Fur Magnesium konnte im Rahmen dieser Arbeit kein perfusionssteigernder Effekt
festgestellt werden. Die hier erhobenen Daten weisen allerdings auf ein mdogliches
neuroprotektives Potential dieser Substanz hin, sodass weitere Studien groferen
Umfangs angestrebt werden sollten, um eine neuroprotektive Wirkung verifizieren zu
konnen.

Von dem ETa-Antagonisten Clazosentan wurden drei Dosierungen auf ihr
neuroprotektives und perfusionssteigerndes Potential hin getestet. Hinsichtlich des
perfusionssteigernden Effektes erwies sich die Maximaldosis zwar als deutlich
uberlegen, verfehlte jedoch zu den Zeitpunkten 120, 150 und 180 Minuten nach SAB
knapp das Signifikanzniveau. Ein neuroprotektives Potential kann auf Grundlage einer
knappen Signifikanz in der H&E-Férbung vermutet, aber nicht sicher konstatiert,
werden.

Das Ziel dieses groRer angelegten Projekts ist die Entwicklung einer
Kombinationstherapie aus unterschiedlichen Methoden und Medikamenten. Basierend
auf den hier vorgestellten Ergebnissen kommen von den in dieser Arbeit untersuchten
Substanzen insbesondere der NO-Donator Natriumnitroprussid, aber auch der ETa-
Antagonist Clazosentan in Frage. Als mogliche Kombinationspartner konnten
Prostazyklin-Agonisten oder Thrombozytenaggregationshemmer eingesetzt werden.
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Daneben sind die Anwendung einer moderaten Hypothermie sowie die Gabe
hyperonkotischer Losungen therapeutische Ansétze, die im weiteren Verlauf dieses

Projekts untersucht werden.
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