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Zusammenfassung  

Hämorrhagische Schlaganfälle, wie die aneurysmatische Subarachnoidalblutung 

(SAB), weisen eine Altersassoziation mit einem Inzidenzgipfel in der sechsten 

Lebensdekade auf. Die Einblutung in den äußeren Liquorraum begünstigt die 

Entstehung des zerebralen Vasospasmus, einer zeitlich verzögert auftretenden, 

krampfhaften Verengung arterieller Gefäße, die mit morphologischen sowie 

funktionellen Veränderungen der zerebralen Mikrozirkulation einhergeht und eine 

prognostisch ungünstige Sekundärkomplikation der SAB mit möglichen 

neurologischen Ausfallerscheinungen darstellt. Die Behandlungs- und 

Präventionsmöglichkeiten des Vasospasmus sind unzureichend und die Pathogenese 

ist nur lückenhaft aufgeklärt. In den letzten Jahren rückten vermehrt die 

Abbauprodukte des Hämoglobins (HDPs) als Ursache des Vasospasmus in den 

Blickpunkt der Forschung. Hierzu zählen Propentdyopents (PDPs) und Bilirubin-

Oxidations-Endprodukte (BOXes), die im Liquor von SAB-Patienten nachweisbar sind 

und vermutlich inhibitorisch auf Kalzium-aktivierbare Kaliumkanäle (BK-Kanäle) 

wirken. Die dadurch fehlende Repolarisation lässt glatte Gefäßmuskelzellen 

kontrahieren und führt zur Vasokonstriktion zerebraler Arterien. Ziel dieses 

Promotionsprojekts war die Identifikation weiterer für den Pathomechanismus der 

HDPs wichtiger Kofaktoren. So sollte der Stellenwert des Alters, die Struktur der HDP-

Moleküle, die Funktion der Proteinkinase C (PKC) sowie der Einfluss von BK-Kanal-

Aktivatoren und -Inhibitoren untersucht werden. Die Ergebnisse sollen Grundlage für 

die Neuentwicklung präventiver Therapieansätze sein, um neurologische Defizite nach 

einer SAB zu vermeiden und das neurorehabilitative Potenzial langfristig zu stärken. 

Unter in vitro-Bedingungen wurden akute Hirnschnitte der Maus mittels 

Differentialinterferenzkontrast-Mikroskopie visualisiert und zeitliche Änderungen des 

Gefäßdurchmessers intrakortikaler Arteriolen während der Applikation von HDPs und 

vasoregulatorischen Kofaktoren analysiert. 

Die Testung von PDPs in Hirnschnitten adulter Mäuse resultierte in einer signifikant 

abgeschwächten Vasokonstriktion im Vergleich zu juvenilen Mäusen. Dieses Ergebnis 

steht im Einklang mit dem altersabhängigen Auftreten des Vasospasmus nach der 

SAB und kann auf morphologische sowie funktionelle Gefäßveränderungen mit 

zunehmendem Alter zurückgeführt werden. 
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Die noch ungetesteten HDPs Dihydro-BOX A und MVM zeigten keine Vasoaktivität. 

Da sich Dihydro-BOX A nur durch eine Hydrierung an der Vinylgruppe vom 

vasokonstriktorischen BOX A-Molekül unterscheidet, kann aus dem Ergebnis 

abgeleitet werden, dass die Vinylgruppe für das vasokonstriktorische Potenzial 

bedeutend ist. 

In diversen Studien wurde eine Interaktion der HDPs mit dem BK-Kanal vermutet. Der 

BK-Kanal-Aktivator BMS 204352 konnte, im Gegensatz zu BMS 191011, die PDP-

induzierte Vasokonstriktion signifikant verhindern. Da BMS 204352 in 

vorangegangenen Studien ein geringes Nebenwirkungsprofil aufwies, stellt die 

Weiterentwicklung dieser Substanz einen vielversprechenden Ansatz zur Prävention 

des Vasospasmus dar. Zudem wurde die PDP-induzierte Vasokonstriktion auch durch 

den PKC-Inhibitor Gö 6983 signifikant verhindert. In Übereinstimmung mit vorherigen 

Studien scheint die PKC in den Pathomechanismus der PDPs involviert zu sein und 

kann demzufolge ebenso als potenzieller Präventionsansatz betrachtet werden. 

BK-Kanäle werden sowohl in glatten Gefäßmuskelzellen als auch in Astrozyten 

exprimiert. Um zu untersuchen, ob HDPs mit zelltypspezifischen BK-Kanälen 

interagieren, wurden die BK-Kanal-Inhibitoren Paxillin und Iberiotoxin ausgewählt und 

in Kombination mit PDPs getestet. Die Ergebnisse deuten auf einen inhibitorischen 

Effekt der PDPs auf hauptsächlich astrozytäre BK-Kanäle hin. 

Da astrozytäre BK-Kanäle einen großen Stellenwert bei der neurovaskulären 

Kopplung einnehmen, wurde der Einfluss von HDPs auf die neurovaskuläre Kopplung 

mithilfe von elektrischen Stimulationsversuchen des Hirnschnittgewebes untersucht. 

Die Arteriolen zeigten eine abgeschwächte Gefäßreaktion unter der Wirkung von 

PDPs sowie BOXes. Die Ergebnisse lassen somit einen inhibitorischen Effekt der 

HDPs auf die neurovaskuläre Kopplung vermuten. 

Aus den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit kann geschlussfolgert werden, dass die 

HDP-Wirkung auf den Gefäßdurchmesser mit zunehmendem Alter abnimmt. Es 

konnte zudem gezeigt werden, dass die Vinylgruppe des BOX A-Moleküls dessen 

vasokonstriktorisches Potenzial maßgeblich mitbestimmt. Weiterhin stellte sich 

heraus, dass der BK-Kanal-Aktivator BMS 204352 sowie der PKC-Inhibitor Gö 6983 

als Ansatz zur Prävention der PDP-induzierten Gefäßverengung geeignet sind. Die 

Datenlage spricht außerdem dafür, dass HDPs vorzugsweise astrozytäre BK-Kanäle 

inhibieren, was durch die abgeschwächte neurovaskuläre Reaktion unter PDPs und 

BOXes zusätzlich untermauert werden konnte. 
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1 Einleitung 

1.1 Subarachnoidalblutung 

1.1.1 Definition und Epidemiologie 

Die Subarachnoidalblutung (SAB) wird den hämorrhagischen Schlaganfällen 

zugeordnet und definiert sich als akute, meist arterielle Einblutung in den 

Subarachnoidalraum (Bederson et al. 2009), welcher zwischen Pia mater und 

Arachnoidea mater lokalisiert ist und die hirnversorgenden Gefäße beinhaltet (Abb. 1). 

Ätiologisch kann die SAB in eine traumatische und eine nicht traumatische Form 

unterteilt werden. Nachfolgendes bezieht sich auf die nicht traumatische (spontane) 

Aneurysmaruptur. Ein Aneurysma stellt eine begrenzte, pathologische Aufweitung des 

Blutgefäßquerschnitts dar, welche aus einer erworbenen oder angeborenen 

Gefäßwandveränderung hervorgeht. Eine Ruptur einer solchen Gefäßwandpathologie 

durch unausgeglichene Druckverhältnisse, beispielsweise aufgrund von 

Blutdruckspitzen, umfasst etwa 85 % der SABs spontaner Genese und tangiert 

insbesondere die basalen Hirnarterien (van Gijn et al. 2007). 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 1: Schema eines koronalen Schnittbilds durch das menschliche Gehirn mit Illustration 

einer arteriellen Einblutung in den Subarachnoidalraum infolge eines rupturierten Aneurysmas 

(dargestellt innerhalb des schwarzen Vierecks). 
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Obwohl nur etwa jeder 20. Schlaganfall eine SAB ist (van Gijn und Rinkel 2001), 

können 22 - 25 % aller zerebrovaskulären Todesursachen auf diese zurückgeführt 

werden (Hop et al. 1998). Viele Studien, welche die 30-Tages-Letalität nach einer SAB 

untersuchten, identifizierten, dass 36 - 42 % der Menschen nach initialem Ereignis 

innerhalb von 30 Tagen versterben (Ingall et al. 2000, Fischer et al. 2005, Sandvei et 

al. 2011). Die Inzidenz schwankt regional (2 - 22 auf 100.000 Einwohner) (de Rooij et 

al. 2007), zwischen den Altersgruppen (Inzidenzgipfel zwischen 40 und 60 Jahren) 

(van Gijn und Rinkel 2001) sowie auch geringfügig zwischen den Geschlechtern 

(häufigeres Auftreten beim weiblichen Geschlecht) (Raaymakers 1999). In Europa liegt 

das mittlere Auftreten einer SAB bei 7 - 10 Personen auf 100.000 Einwohner (Ingall et 

al. 2000). 

1.1.2 Risikofaktoren 

Mehrere Faktoren tragen sowohl zur Entstehung als auch zur Ruptur eines 

Aneurysmas bei. Genetisch bedingte Erkrankungen, wie beispielsweise die 

autosomal-dominante polyzystische Nierenerkrankung (Ditlefsen und Tonjum 1960), 

das Marfan-Syndrom (Finney et al. 1976) oder die fibromuskuläre Dysplasie (Satoh et 

al. 1983), begünstigen die Entstehung eines Aneurysmas durch die Beeinflussung der 

physiologischen Gefäßstruktur und werden familiär gehäuft beobachtet. Ein weiterer 

nicht beeinflussbarer Risikofaktor ist das Geschlecht. Mit dem weiblichen Geschlecht 

geht sowohl ein erhöhtes Risiko der Entstehung als auch der Ruptur eines 

Aneurysmas einher (de Rooij et al. 2007). Im Kontrast dazu stehen Risikofaktoren, die 

zu degenerativen Veränderungen der Arterienwand und somit zu Gefäßläsionen 

führen. Sowohl Rauchen und Alkoholabusus als auch arterielle Hypertonie erhöhen 

die Wahrscheinlichkeit des Entstehens sowie der Ruptur des Aneurysmas 

(International Study of Unruptured Intracranial Aneurysms 1998, Ellamushi et al. 

2001). Faktoren, die nur das Risiko der Ruptur erhöhen, sind zum einen regelmäßiger 

Kokainabusus (Nanda et al. 2000) und zum anderen Aneurysma-spezifische 

Eigenschaften, wie die Lokalisation, die Aneurysmaarchitektur sowie die Größe und 

Anzahl der vorhandenen Aneurysmen (Drake und Peerless 1997, Wiebers 2006). 
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1.1.3 Symptomatik 

Das Kardinalsymptom der SAB ist der akut einsetzende Vernichtungskopfschmerz, 

welcher mit seiner charakteristischen Intensität von der Mehrheit der Patienten 

beschrieben wird und sich in der akuten Reizung der Meningen begründet (van Gijn et 

al. 2007). Der Hirndruck steigt je nach Intensität und Lokalisation der Blutung an, was 

zu Erbrechen, Nackensteifigkeit, Photophobie sowie Somnolenz führen kann (Suarez 

et al. 2006). Durch das entstehende intrazerebrale Hämatom können zudem fokale 

neurologische Defizite sowie Hirnnervenläsionen, wie etwa eine Läsion des Nervus 

oculomotorius, auftreten (van Gijn et al. 2007, Kundra et al. 2014). Aufgrund der 

zahlreichen Verbindungen des Gehirns zu anderen Organen können auch andere 

Organsysteme beeinträchtigt werden. Zu nennen sind beispielsweise subhyaloidale 

Glaskörperblutungen im Rahmen des Terson-Syndroms (Fonseca und Rosa Junior 

2017), kardiopulmonale Dysfunktionen sowie Hyponatriämien aufgrund 

hypothalamischer Irritationen (van Gijn und van Dongen 1982, Rose 2011). Einige 

Wochen vor der Aneurysmaruptur schildern viele Patienten überdies ein gehäuftes 

Auftreten von Kopfschmerzen (Bassi et al. 1991). Dieses Warnsymptom einer 

bevorstehenden SAB wird oft fehlinterpretiert und fälschlicherweise als Migräne, 

hypertensive Krise, akutes Zervikalsyndrom oder Meningitis behandelt. 

1.1.4 Therapeutische Ansätze 

Um die SAB optimal therapieren zu können, ist das frühe Erkennen und der rasche 

Transport in ein neurovaskuläres Spezialzentrum mit Verlegung auf eine Intensiv- oder 

Intermediate Care-Station essenziell (Sarker et al. 2008). Das Ziel der Therapie ist die 

Komplikationsvermeidung und somit die Minimierung der Folgeschäden. 

Grundsätzlich sollte der neurologische Status frequent kontrolliert werden, da schon 

kleine Verschlechterungen des neurologischen Zustandes mit dem Auftreten von 

Komplikationen assoziiert sein können. Basismaßnahmen, wie das medikamentöse 

Behandeln von Hyperglykämie oder Hyperthermie, die Kontrolle des 

Flüssigkeitshaushaltes und die Überwachung der kardiopulmonalen Parameter, 

müssen regelrecht erfolgen (Lanzino et al. 1993, Wartenberg und Mayer 2006). 

Weitere wichtige Aspekte sind die medikamentöse Einstellung des Blutdruckes sowie 

das Vermeiden von Blutdruckspitzen (Bederson et al. 1998). Des Weiteren sollten 

Angst- und Schmerzzustände adäquat behandelt werden, um das Körperstresslevel 
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gering zu halten. Ein frühes Ausschalten der Blutungsquelle durch Aneurysma-

Clipping oder -Coiling reduziert überdies die Mortalität (Kassell et al. 1990) und sollte 

innerhalb der ersten 72 Stunden nach einer SAB erfolgen (Whitfield und Kirkpatrick 

2001). Mit dem Krankheitsverlauf einhergehende Komplikationen erfordern 

gesonderte und komplikationsspezifische therapeutische Maßnahmen. 

1.1.5 Komplikationen 

Die Komplikationsschwere und -rate beeinflusst maßgeblich die Letalität sowie 

Morbidität der SAB. Anhand des zeitlichen Auftretens kann man die Komplikationen in 

primäre und sekundäre unterteilen. Primäre Komplikationen treten kurz nach dem 

Initialereignis innerhalb der ersten 72 Stunden auf. Durch die Entstehung eines 

Hämatoms und/oder eines Hirnödems steigt der intrakranielle Druck und die 

Minderperfusion von Hirnarealen wird begünstigt. Durch das resultierende 

Sauerstoffdefizit entwickeln sich vielmals ischämische Hirnläsionen, die tödlich enden 

können (Westermaier et al. 2012, Fu et al. 2013, Frontera et al. 2015). Mit dem Anstieg 

des intrakraniellen Druckes wird zudem der Liquorabfluss gestört, wodurch die 

Ventrikel dilatieren und ein akuter Hydrozephalus, welcher ein externes 

Liquorabflusssystem erfordert (Lu et al. 2012), entstehen kann (Suarez-Rivera 1998). 

Das Risiko einer Rezidivblutung ist mit 9 - 17 % innerhalb der ersten 72 Stunden am 

größten (Proust et al. 1995, Starke et al. 2011). Um dieses Risiko zu senken, ist eine 

frühe Ausschaltung des Aneurysmas indiziert (Consoli et al. 2013). Kardiopulmonale 

Komplikationen, Elektrolytentgleisungen sowie epileptische Anfälle können sowohl 

unmittelbar nach der SAB als auch erst einige Tage nach dem Initialereignis sekundär 

auftreten (Solenski et al. 1995). Eine adäquate antikonvulsive Therapie kann das 

Risiko weiterer epileptischer Anfälle signifikant reduzieren (Claassen et al. 2003). 

20 - 30 % der Patienten entwickeln durch die gestörte Liquorresorption nach einer SAB 

einen chronischen Hydrozephalus, welcher ein häufiger Grund für persistierende 

Morbidität darstellt (Sheehan et al. 1999, Corsten et al. 2001). Eine permanente 

Liquorableitung kann die Prognose jedoch verbessern (Mayberg et al. 1994). Der 

zerebrale Vasospasmus kann einige Tage nach der initialen Blutung sekundär 

auftreten und den Krankheitsverlauf ungünstig beeinflussen. Da sich diese Arbeit 

hauptsächlich dem zerebralen Vasospasmus nach der SAB widmet, wird diese 

Komplikation im folgenden Kapitel genauer betrachtet. 
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1.2 Zerebraler Vasospasmus 

1.2.1 Definition und Epidemiologie 

Der zerebrale Vasospasmus beschreibt die segmentale krampfartige Verengung 

zerebraler Arteriolen, welche die Prognose des Patienten nach einer SAB substanziell 

beeinflusst (Kassell et al. 1990) und einen wesentlichen Teil zur Entstehung von 

verzögerten ischämischen neurologischen Defiziten (DINDs) beiträgt (Dankbaar et al. 

2009). Als sekundäre Komplikation beginnt die Gefäßverengung zwischen Tag 

3 und 5, prägt sich zwischen Tag 5 und 14 meist voll aus und normalisiert sich 

innerhalb von 2 bis 4 Wochen wieder (Spendel 2008). Definitionsgemäß kann 

zwischen einem angiographischen (Gefäßverengung, die mittels bildgebender 

Verfahren dargestellt werden kann) und einem symptomatischen Vasospasmus 

(Gefäßverengung, die durch ischämische Hirnläsionen sowohl kortexspezifische als 

auch unspezifische Symptome hervorruft) unterschieden werden. Des Weiteren kann 

eine Unterteilung nach der Lokalisation in fokal oder diffus sowie anhand des 

Schweregrades in mild, moderat oder schwer erfolgen (prozentuale Gefäßverengung 

< 25 %, 25 - 50 % oder > 50 %) (Baldwin et al. 2004). Ein angiographischer 

Vasospasmus kann bei 50 - 90 % der Patienten nach einer SAB beobachtet werden; 

bei 2 von 3 Patienten ist eine moderate bis schwere Form der Konstriktion feststellbar 

(Dorsch 1994). Bei der Hälfte der Patienten mit nachgewiesenem angiographischen 

Vasospasmus entwickeln sich zerebrale Ischämien, die sich in Form einer 

kortexspezifischen Symptomatik äußern. Dieser symptomatische Vasospasmus 

resultiert bei 50 % der betroffenen Patienten wiederum in einem ischämischen 

Schlaganfall (Findlay et al. 2016). Ein gegenwärtiger Bestandteil der Forschung ist die 

Untersuchung der pathophysiologischen Hintergründe des zerebralen Vasospasmus 

zur Entwicklung medikamentöser Präventionsstrategien (Macdonald 2014), da trotz 

guter intensivmedizinsicher Versorgung eine große Mortalität sowie Morbidität mit dem 

Vasospasmus einhergeht und die präventiven Ressourcen begrenzt sind (Baggott und 

Aagaard-Kienitz 2014). 

1.2.2 Risikofaktoren 

Das Risiko für die Entstehung des Vasospasmus korreliert insbesondere mit der Größe 

des Blutgerinnsels, welches sich durch den Ausstrom des Blutes in den 

Subarachnoidalraum nach einer SAB bildet (Friedman et al. 2002). Zudem wird ein 
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langsamer körpereigener Abbau dieses Gerinnsels mit der Entstehung des 

Vasospasmus assoziiert (Reilly et al. 2004). Des Weiteren begünstigen die bereits 

erwähnten Risikofaktoren der SAB (Kapitel 1.1.2) die Entstehung sowie das Ausmaß 

der Gefäßkonstriktion (Harrod et al. 2005, Mocco et al. 2006, de Rooij et al. 2013, Abla 

et al. 2014). 

1.2.3 Pathogenese 

Die Entstehung des zerebralen Vasospasmus ist sehr komplex und multifaktoriell 

bedingt. Demzufolge werden einige Ansätze diskutiert, welche zur Pathogenese des 

zerebralen Vasospasmus beitragen könnten. 

Der frühe Hirnschaden (early brain injury) beschreibt pathologische Prozesse 

innerhalb der ersten 72 Stunden nach einer Aneurysmaruptur, welche das Auftreten 

beziehungsweise den Schweregrad des Vasospasmus entscheidend determinieren 

(Kusaka et al. 2004). Ausschlaggebend dafür sind die global-ischämischen 

Verhältnisse, die durch den raschen intrakraniellen Druckanstieg aufgrund des 

austretenden Blutes entstehen. Folglich sinkt der zerebrale Perfusionsdruck (Nornes 

und Magnaes 1972). Damit einhergehende pathophysiologische Vorgänge, wie 

beispielsweise die Entstehung eines Hirnödems, Exzitotoxizität, Inflammation, Blut-

Hirn-Schranken-Dysfunktion, neuronale Apoptose und Mikrothrombosen, werden 

initiiert und beeinflussen die zerebrale Physiologie unmittelbar nach der Initialblutung 

(Caner et al. 2012, Rowland et al. 2012, Chen et al. 2014). 

Zudem kann das Oxyhämoglobin des Blutes im Subarachnoidalraum Änderungen des 

elektrischen Potenzials glatter Gefäßmuskelzellen kleiner zerebraler Gefäße 

verursachen, was den verstärkten Ca2+-Einstrom durch spannungsgesteuerte 

Kalziumkanäle begünstigt. Die resultierende Kontraktion glatter Gefäßmuskelzellen 

bewirkt eine Vasokonstriktion und somit die Verringerung des zerebralen Blutflusses 

(Wellman et al. 2002). Des Weiteren wird die Kalziumkanaldichte durch Expression 

zusätzlicher R-Typ-Kalziumkanäle erhöht. Folglich steigt der Ca2+-Einstrom und die 

Vasokonstriktion wird verstärkt (Ishiguro et al. 2005). Eine verminderte Aktivierung 

spannungs- sowie kalziumabhängiger Kaliumkanäle (BK-Kanäle) begünstigt die 

Depolarisation glatter Gefäßmuskelzellen überdies (Jewell et al. 2004). 
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Das Oxyhämoglobin im Subarachnoidalraum fördert nicht nur die Kontraktion glatter 

Gefäßmuskelzellen, sondern auch diverse proinflammatorische sowie proliferative 

Prozesse. Die Hochregulation von proinflammatorisch und proliferativ wirkenden 

Genen sowie Genen mit Einfluss auf die Strukturen der extrazellulären Matrix konnte 

identifiziert werden (Macdonald et al. 2002, Vikman et al. 2006, Vikman et al. 2007). 

Proinflammatorische Zytokine, wie beispielsweise Tumornekrosefaktor-α, 

Interleukin-1 und Interleukin-6, konnten nach einer SAB in größeren Konzentrationen 

im Blut nachgewiesen werden (Sasaki et al. 1981, Bowman et al. 2004) und waren mit 

strukturellen Gefäßveränderungen sowie auch der Verengung von Gefäßen assoziiert 

(Dumont et al. 2003). 

Die durch den oxidativen Abbau des Hämoglobins entstehenden Sauerstoffradikale 

können intrazerebrale Gefäßwände permeieren und Endothel- sowie glatte 

Gefäßmuskelzellen über Lipidperoxidation schädigen (Sasaki et al. 1981, Kamezaki et 

al. 2002). Durch den Endothelschaden wird das physiologische Gleichgewicht 

vasodilatatorischer und vasokonstriktorischer Transmitter gestört. Die endotheliale 

Synthese des stark vasokonstriktorisch wirkenden Peptids Endothelin-1 wird durch 

den Endothelschaden begünstigt (Iuliano et al. 2004). Das Maximum der 

Überproduktion des Peptids wird an Tag 3 - 4 nach einer SAB erreicht (Thampatty et 

al. 2011). Eine Hochregulation der Endothelin-A-Rezeptoren begünstigt die Wirkung 

des Endothelin-1 und erhöht den Gefäßtonus zusätzlich (Alabadi et al. 1993). Ein 

wichtiges Molekül der Vasodilatation hingegen ist Stickstoffmonoxid (NO). NO ist als 

physiologischer Vasodilatator durch Inhibition des Ca2+-Ausstroms aus dem 

sarkoplasmatischen Retikulum maßgeblich an der Regulation des Gefäßtonus 

beteiligt. Es konnte gezeigt werden, dass durch das Vorhandensein von Hämoglobin 

im Subarachnoidalraum die Aktivität der endothelialen NO-Synthase (eNOS) gesenkt 

und die Funktionalität der neuronalen NO-Synthase (nNOS) beeinträchtigt wird (Pluta 

et al. 1996, Iuliano et al. 2004). Zudem bindet Hämoglobin mit hoher Affinität NO, was 

die Bioverfügbarkeit zusätzlich reduziert (Gibson und Roughton 1957). Aufgrund des 

Endothelin-1-Überschusses bei einer reduzierten NO-Synthese verschiebt sich das 

endotheliale Gleichgewicht zugunsten der vasokonstriktorischen Faktoren, was das 

Entstehen eines Vasospasmus begünstigt (Pluta 2008). 

Des Weiteren können mikrozirkulatorische Dysfunktionen durch die Bildung von 

Mikrothromben mit dem Auftreten des Vasospasmus korrelieren. Diese 
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Mikrothromben sind auf die erhöhte Konzentration von koagulatorischen Faktoren 

zurückzuführen (Hirashima et al. 1997, Frijns et al. 2006, Dorsch 2011). 

Zuletzt sei erwähnt, dass auch kortikale spreading depolarizations mit der 

Pathogenese der DINDs assoziiert werden, welche aber im Verlauf dieser Einleitung 

explizit betrachtet werden (Kapitel 1.5). 

1.2.4 Einfluss der Hämabbauprodukte 

Der dieser Arbeit zugrunde liegende pathophysiologische Ansatz der Entstehung des 

zerebralen Vasospasmus ist der Einfluss der oxidativen Hämabbauprodukte (HDPs). 

Hämoglobin wird durch die Lyse von Erythrozyten des subarachnoidalen Blutes 

vermehrt freigesetzt und in vier globuläre Untereinheiten zerlegt. Nachdem Häm vom 

Globinanteil getrennt wurde, katalysiert die Häm-Oxygenase den Abbau des Häms zu 

Biliverdin. Biliverdin wird durch die Biliverdin-Reduktase zu Bilirubin reduziert, 

anschließend in die Leber aufgenommen und durch die UDP-Glucuronosyltransferase 

in das wasserlöslichere Bilirubindiglucuronid umgewandelt. Über die Galle wird das 

hydrophile Molekül in das Darmlumen sezerniert, weiter enzymatisch umgewandelt 

und letztendlich über die Niere oder den Darm ausgeschieden (Schmid und McDonagh 

1975). Aufgrund beschriebener inflammatorischer Prozesse wird Bilirubin nach einer 

SAB weniger enzymatisch abgebaut, sondern unter dem Einfluss von 

Entzündungsmediatoren und Sauerstoffradikalen vorwiegend oxidativ umgewandelt 

(Clark et al. 2002, Clark und Sharp 2006). Der Weg dieser oxidativen Umwandlung 

(Abb. 2) führt über Intermediate, die Propentdyopents (PDPs) (Bonnett und Stewart 

1972, Lightner und Quistad 1972), zu den Bilirubin-Oxidations-Endprodukten (BOXes) 

(Kranc et al. 2000). Ergänzend zu den BOXes kann durch die oxidative Umwandlung 

des Biliverdins beziehungsweise des Bilirubins 4-Methyl-3-Vinylmaleimid (MVM) als 

weiteres Endprodukt entstehen (Abb. 2). 

Bereits im Jahr 2000 wurden die HDPs mit der Entstehung des Vasospasmus in 

Verbindung gebracht. Es konnte in vitro wie auch in vivo gezeigt werden, dass sowohl 

BOXes (Kranc et al. 2000, Clark und Sharp 2006) als auch PDPs (Joerk et al. 2019) 

den Gefäßdurchmesser zerebraler Arteriolen verringern und den Gefäßtonus erhöhen. 

Zudem wurden Liquorproben von SAB-Patienten analysiert und sowohl signifikant 

erhöhte BOX- als auch PDP-Konzentrationen identifiziert (Pyne-Geithman et al. 2005, 

Joerk et al. 2019). 
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Abb. 2: Schema des Hämabbaus: Die Lyse der Erythrozyten nach einer SAB initiiert den 

enzymatischen Abbau des Häms zu Biliverdin sowie Bilirubin. Infolgedessen begünstigt das 

gehäufte Vorkommen von Sauerstoffradikalen und Entzündungsmediatoren zum einen den 

oxidativen Abbau des Bilirubins zu den BOXes (über die Zwischenstufe der PDPs) und zum 

anderen den oxidativen Abbau des Biliverdins beziehungsweise des Bilirubins zu MVM. 
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Es ist anzunehmen, dass HDPs inhibierend auf BK-Kanäle wirken. Hou et al. 

beschrieben, dass BOXes die geschlossene BK-Kanal-Konformation stabilisieren und 

somit den Ionenfluss durch die Kanalpore reduzieren (Hou et al. 2011). Diese in glatten 

Gefäßmuskelzellen sowie Astrozyten exprimierten Kanäle leisten einen substanziellen 

Beitrag zur Gefäßtonusregulation, da sie einen Anstieg der intrazellulären 

Ca2+-Konzentration mit einem Ausstrom von K+ kompensieren und somit die 

Zellhyperpolarisation begünstigen können. Bei der HDP-induzierten BK-Kanal-

Inhibition entfällt dieses zelluläre Entgegensteuern und resultiert demzufolge in 

vasokonstriktorischen Verhältnissen (Joerk et al. 2014, Joerk et al. 2019). 

1.2.5 Therapeutische Ansätze 

Als Grundstein der Therapie sowie der Prävention des zerebralen Vasospasmus 

diente jahrelang die Triple-H-Therapie. Basierend auf den hämodynamischen 

Beeinträchtigungen nach einer SAB sollte durch diesen therapeutischen Ansatz der 

zerebrale Blutfluss gesteigert werden. Eine Zunahme des zerebralen Blutflusses ist 

durch den Anstieg des systemischen Blutdruckes (Hypertension) sowie des 

Blutvolumens (Hypervolämie) und durch eine Senkung des Hämatokritwertes 

(Hämodilution) erreichbar (Rowland et al. 2012). Dankbaar et al. zeigten jedoch, dass 

das Triple-H-Schema nicht der bestmögliche therapeutische Ansatz ist (Dankbaar et 

al. 2010). Insbesondere die induzierte Hypervolämie wird nicht mit einem Benefit, 

sondern eher mit zusätzlichen Komplikationen, wie dem gehäuften Auftreten 

extraduraler Hämatome, erhöhter Blutungsneigung und kongestivem Herzversagen, 

assoziiert (Egge et al. 2001, Rinkel et al. 2004, Dankbaar et al. 2010). Es stellte sich 

heraus, dass anstelle einer aggressiven hypertensiven oder hypervolämischen 

Therapie die normovolämische Aufrechterhaltung eines zerebralen Perfusionsdruckes 

von 80 - 120 mmHg indiziert ist und die Komplikationsrate senken kann (Raabe et al. 

2005, Athar und Levine 2012). 

Ein bedeutender Eckpfeiler der Prävention des Vasospasmus ist der L-Typ-

Kalziumkanal-Antagonist Nimodipin, welcher ab Diagnosesicherung einer SAB mit 

einer täglichen Dosis von 60 mg alle 4 Stunden über 21 Tage oral oder intravenös 

verabreicht wird. Nimodipin wurde entwickelt, um die Vasokonstriktion durch Inhibition 

des L-Typ-Kalziumkanaleinstroms zu verhindern (Bederson et al. 2009). Klinische 

Studien verdeutlichten, dass Nimodipin die Prognose der Patienten verbessert, jedoch 
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nicht den Vasospasmus verhindert (Feigin et al. 1998). Es ist eher anzunehmen, dass 

Nimodipin einer neuronalen intrazellulären Ca2+-Überladung entgegenwirkt und 

dementsprechend neuroprotektive Effekte im Vordergrund stehen (Petruk et al. 1988, 

Pisani et al. 1998, Findlay et al. 2016). 

Wenn sowohl die Triple-H-Therapie als auch die Gabe von Nimodipin keinen Erfolg 

erzielen oder der Patient einen kritischen kardiopulmonalen Status aufweist, kann 

außerdem endovaskulär therapiert werden (Bederson et al. 2009, Diringer et al. 2011). 

Mittels perkutaner transluminaler Ballonangioplastie können proximale vasospastische 

Gefäße dilatiert werden und der zerebrale Blutfluss ansteigen (Firlik et al. 1997). 

Aufgrund der Angioplastie-assoziierten Komplikationsrate von etwa 5 % ist ein solcher 

Eingriff jedoch nicht prophylaktisch indiziert (Zwienenberg-Lee et al. 2008). Um distale 

Gefäße zu erreichen, können Vasodilatatoren, wie beispielsweise Papaverin, proximal 

der Gefäßverengung intraarteriell injiziert werden. Die Wirkung der Vasodilatatoren auf 

die Langzeitprognose ist allerdings umstritten und wurde in einigen Studien sogar als 

kontraproduktiv eingestuft (McAuliffe et al. 1995, Cross et al. 1998, Vajkoczy et al. 

2001). 

Aufgrund der umfassenden pathophysiologischen Vorgänge, die zur Entstehung des 

Vasospasmus beitragen, sind medikamentöse Präventionsansätze breit gefächert. 

Jedoch konnten weder Magnesium (Golan et al. 2013), Endothelin-Rezeptor-

Antagonisten (Macdonald et al. 2011, Macdonald et al. 2012), Statine (Su et al. 2014) 

noch die intraventrikuläre Applikation von NO-Donatoren (Thomas und McGinnis 

2002) die Prognose der Patienten deutlich verbessern. Es ist aktuell Gegenstand der 

Forschung, eine effektive medikamentöse Therapie gegen die Entstehung sowie 

Auswirkungen des zerebralen Vasospasmus zu entwickeln. 

1.3 BK-Kanal 

1.3.1 Eigenschaften und Struktur 

Der BK-Kanal (Synonyme: Slo1-Kanal, Maxi-K, KCNM-Kanal) ist ein ubiquitär im 

Körper exprimierter Kaliumkanal, der einen großen K+-Ausstrom von 250 pS aufweist 

(Butler et al. 1993). Obwohl der BK-Kanal der Superfamilie der spannungsgesteuerten 

Kaliumkanäle (TM6V) untergeordnet ist, kann eine Kanalaktivierung auch durch 

intrazelluläre Ionen oder Moleküle erfolgen (Magleby 2003). Die α-Untereinheit des 

Kanals wird durch das Slo1-Gen kodiert und zeichnet sich durch sechs 
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Transmembrandomänen aus, welche die Zellmembran durchspannen (Atkinson et al. 

1991). Ergänzend zu den Slo1-kodierten Transmembransegmenten wird stets ein 

weiteres S0-Segment, das in Verbindung zum extrazellulären Milieu steht, mit der 

α-Untereinheit des BK-Kanals assoziiert (Meera et al. 1997) (Abb. 3). Vier Slo1-

Proteine formieren zusammen ein Slo1-Tetramer, welches die Grundlage jedes 

BK-Kanals darstellt. Jede der vier α-Untereinheiten besteht funktionell aus einer 

porenbildenden, spannungssensorischen und ionensensitiven Domäne (Wang und 

Sigworth 2009, Yuan et al. 2010, Giraldez und Rothberg 2017). Die Segmente S0 - S4 

bilden die spannungssensorische Komponente des Kanals, welche über einen 

Aminosäure-Linker mit der porenbildenden Domäne verbunden ist. Im Unterschied zu 

anderen spannungsgesteuerten Kaliumkanälen ist die Sensorsensitivität des 

BK-Kanals gering. Demnach muss eine größere Membranpotenzialänderung erfolgen, 

damit ein Ionenstrom erzielt werden kann. Diese Sensoreigenschaft verleiht dem 

Kanal jedoch die Fähigkeit, über einen großen Spannungsänderungsbereich arbeiten 

zu können (Stefani et al. 1997, Koval et al. 2007). Am C-terminalen Ende jeder 

α-Untereinheit bildet die zytosolisch-terminale Domäne den chemischen Sensor. Zwei 

Kaliumstrom-regulierende Domänen (RCK 1 innerhalb der Segmente S7 und S8 sowie 

RCK 2 innerhalb S9 und S10) bestimmen den K+-Efflux über die Zellmembran in 

Abhängigkeit der intrazellulären Liganden (Meera et al. 1997, Jiang et al. 2001, Jiang 

et al. 2002) (Abb. 3). Aufgrund der tetrameren Struktur des Kanals formen insgesamt 

acht RCK-Domänen einen intrazellulären Ring, der über einen Aminosäure-Linker mit 

der Kanalpore in Verbindung steht (Tao et al. 2017). Die Kanalpore wird durch die 

Segmente S5 und S6 gebildet. Eine GYG-Sequenz jeder α-Untereinheit trennt das 

intrazelluläre vom extrazellulären Milieu und formt einen für K+ selektiven Porenfilter, 

der den K+-Fluss durch die Zellmembran ermöglicht (Doyle et al. 1998). Es sei erwähnt, 

dass mit dem BK-Kanal sowohl β- als auch γ-Untereinheiten assoziiert sein können 

(Abb. 3). Da diese Untereinheiten bei der Regulation des Kanals von großer 

Bedeutung sind, werden diese im folgenden Kapitel genauer betrachtet. 
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Abb. 3: Darstellung der α-, β- sowie γ-Untereinheit des BK-Kanals. Die Segmente der 

α-Untereinheit unterscheiden sich in ihrer funktionellen Zugehörigkeit. Die 

Transmembransegmente S0 - S4 bilden den Spannungssensor, S5 und S6 formen die 

Kanalpore. Die Ionensensitivität des Kanals wird durch die intrazellulären Segmente S7 - S10 

ermöglicht. Eine oder mehrere β- und/oder γ-Untereinheiten können mit dem Kanal assoziiert 

sein. 

1.3.2 Funktionsmechanismus und Regulation 

Das wichtigste Signal für die Aktivitätssteigerung des BK-Kanals ist eine erhöhte 

intrazelluläre Ca2+-Konzentration. Die Ligandenbindungsplätze der zytosolischen 

Kanaldomäne sind für die Bindung von Ca2+ unterschiedlich affin. Die „Ca2+-bowl“ der 

RCK 2-Domäne bindet mit hoher Affinität Ca2+ und kann die Energie der 

Konformationsänderung über einen Aminosäure-Linker an die Porendomäne 

übertragen, welche schließlich K+ permeieren lässt (Schreiber und Salkoff 1997, Yuan 

et al. 2010). Je höher die intrazelluläre Ca2+-Konzentration ist, desto größer ist auch 

der hyperpolarisierende Effekt des Kanals, wobei bei einer intrazellulären 

Konzentration unter 100 - 300 nM keine Kanalaktivität mehr zu verzeichnen ist (Jaggar 
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et al. 2000). Zudem können auch andere Ionen sowie Moleküle, wie etwa 

Magnesiumionen (Golowasch et al. 1986), Häm (Tang et al. 2003) und Ethanol 

(Dopico et al. 1998), die Aktivität des Kanals über die Bindung an die zytosolische 

Domäne modulieren. Ein weiterer Stimulus ist die durch den Spannungssensor 

detektierte Membranpotenzialänderung. Depolarisiert eine Zelle, nimmt dies der 

Spannungssensor wahr und übermittelt die Information auf bisher unvollständig 

aufgeklärten Weg an die Porendomäne, die den K+-Ausstrom spannungsabhängig 

anpasst (Yang et al. 2015). 

Die Regulationsmöglichkeiten des Kanals sind vielfältig und begründen sich teilweise 

in der Verbindung der Domänen untereinander. Beispielsweise kann durch die 

zytosolische Bindung von Magnesiumionen die Aktivität des Spannungssensors 

erhöht und somit wiederum die Offenwahrscheinlichkeit des Kanals beeinflusst werden 

(Yang et al. 2007). Des Weiteren erhöhen akzessorische β- und γ-Untereinheiten 

sowohl die regulatorische als auch die phänotypische Vielfalt. Vier von 

unterschiedlichen Genen kodierte β-Untereinheiten (β1 - β4) modulieren die Kinetik 

des BK-Kanals und beeinflussen die Kalzium- und Spannungssensitivität. Es konnte 

gezeigt werden, dass der Einfluss der Spannung auf die Offenwahrscheinlichkeit des 

Kanals mit der Anzahl der β-Untereinheiten steigt (Wang et al. 2002, Karlin 2015). Die 

genetische Ablation der vorwiegend in glatten Gefäßmuskelzellen exprimierten 

β1-Untereinheit wird mit einem gesteigerten Gefäßtonus assoziiert (Brenner et al. 

2000). Durch das mögliche Vorhandensein einer γ-Untereinheit (γ1 - γ4) kann die 

Aktivität in diversen Geweben zusätzlich beeinflusst werden. Die γ1-Untereinheit 

scheint beispielsweise die Sensitivität der zerebralen glatten Gefäßmuskelzellen für 

Ca2+ zu erhöhen (Yan und Aldrich 2010, Li und Yan 2016). Des Weiteren kann die 

zytosolische Domäne posttranslational modifiziert und somit die Aktivität des Kanals 

angepasst werden (Shipston und Tian 2016). 

1.3.3 Effekt auf glatte Gefäßmuskelzellen 

BK-Kanäle sind ubiquitär im Körper exprimiert und kommen in nahezu jedem Zelltyp 

vor (Salkoff et al. 2006). Aufgrund der vielfältigen Regulationsmechanismen kann der 

BK-Kanal zelltypspezifisch unterschiedliche Funktionen erfüllen. Aus Gründen der 

Übersichtlichkeit wird nachfolgend nur der Effekt auf das vaskuläre 

Gefäßmuskelsystem erläutert. Die in glatten Gefäßmuskelzellen exprimierten 
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BK-Kanäle leisten einen großen Beitrag zur Gefäßtonuskontrolle, da auf eine durch 

Ca2+ initiierte Zelldepolarisation ein K+-Ausstrom durch den BK-Kanal aus der Zelle 

erfolgt (Jaggar et al. 2000). Ein wichtiger Aspekt hierbei ist, dass BK-Kanäle in der 

Nähe des sarkoplasmatischen Retikulums lokalisiert sind, was einen schnellen 

Rückkopplungs-Mechanismus auf eine ansteigende intrazelluläre Ca2+-Konzentration 

ermöglicht (Ghatta et al. 2006). Durch den K+-Ausstrom hyperpolarisiert die Membran 

glatter Gefäßmuskelzellen, spannungsgesteuerte Kalziumkanäle schließen sich und 

das Gefäß dilatiert (Abb. 4).  

 

Abb. 4: Einfluss des BK-Kanals auf das Membranpotenzial einer glatten Gefäßmuskelzelle. 

Der BK-Kanal steuert der Zelldepolarisation entgegen. Die durch die Zelldepolarisation 

resultierende erhöhte intrazelluläre Ca2+-Konzentration (Ca2+-Einstrom durch 

spannungsgesteuerte Kalziumkanäle sowie Ca2+-Ausstrom durch Ryanodinrezeptoren [RyR] 

aus dem sarkoplasmatischen Retikulum [SR] in das Zytosol der glatten Gefäßmuskelzelle) 

bedingt die Aktivitätssteigerung des Kanals und ermöglicht einen verstärkten K+-Ausstrom. 

Folglich hyperpolarisiert die Zelle und spannungsgesteuerte Kalziumkanäle werden vermehrt 

inhibiert. BK-Kanal-aktivierend wirken BMS 191011 sowie BMS 204352; BK-Kanal-inhibierend 

hingegen BOXes, Paxillin und Iberiotoxin. 
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Es konnte gezeigt werden, dass eine Inhibition des BK-Kanals, beispielsweise durch 

Paxillin (PAX) oder Iberiotoxin (IbTX), gefäßverengend (Joerk et al. 2014), eine 

BK-Kanal-Aktivierung durch Substanzen wie BMS 191011 (Mori et al. 2011) oder 

BMS 204352 (Gribkoff et al. 2001) hingegen gefäßerweiternd beziehungsweise 

neuroprotektiv auf retinale Arteriolen wirkt. Der BK-Kanal kann somit 

vasokonstriktorischen Verhältnissen entgegenwirken und das Ruhemembranpotenzial 

glatter Gefäßmuskelzellen stabilisieren (Hu und Zhang 2012). 

1.4 Proteinkinase C 

1.4.1 Eigenschaften, Struktur und Signaltransduktion 

Die Proteinkinase C (PKC) ist ein ubiquitär exprimiertes Enzym der Serin/Threonin-

Kinasen (Mellor und Parker 1998) und wurde Ende der siebziger Jahre durch Takai et 

al. entdeckt (Takai et al. 1977). Als Kinase phosphoryliert die PKC Serin- und 

Threoninreste nachgeschalteter Proteine, um deren Aktivität zu regulieren. Viele 

biologische Prozesse unterliegen der Regulation der PKC, so zum Beispiel das 

Zellwachstum, die Zelldifferenzierung, die Apoptose oder auch die Tumorinduktion 

(Nishizuka 1984). 

Insgesamt kodieren neun Gene für zehn Isoformen der PKC (Hoque et al. 2014). Jedes 

Enzym besteht aus einer N-terminalen regulatorischen und einer C-terminalen 

katalytischen Domäne. Die regulatorische Domäne beinhaltet eine autoinhibitorische 

Pseudosubstratsequenz sowie eine Bindestelle für den aktivierenden second 

messenger. Die katalytische Domäne besteht aus einer ATP-Bindestelle, einer 

Substratbindestelle sowie einer Phosphattransferregion (Newton 1995, Mochly-Rosen 

et al. 2012). Die Unterteilung der Isoformen in die Gruppen konventionelle, neue oder 

atypische PKC erfolgt in Abhängigkeit der N-terminalen Struktur und des 

dementsprechenden Aktivierungsmechanismus (Nishizuka 1995, Mellor und Parker 

1998). Der Exprimierungsgrad der jeweiligen Isoformen ist hierbei gewebeabhängig 

(Damron et al. 1998, Ward et al. 2004). 

Die Aktivierung der PKC erfolgt über einen G-Protein-gekoppelten Rezeptor, der durch 

Hormone, wie beispielsweise Adrenalin, Wachstumsfaktoren und Dopamin, stimuliert 

wird und ein nachgeschaltetes Gq-Protein aktiviert (Somlyo und Somlyo 2003). Das 

aktivierte Gq-Protein stimuliert die Phospholipase C (PLC), welche wiederum ein 

membranständiges Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2) in die second 
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messenger Diacylglycerin (DAG) und Inositoltrisphosphat (IP3) spaltet. Die 

entstehenden Transmitter aktivieren die PKC. Das IP3 induziert den Ca2+-Ausstrom 

aus dem endoplasmatischen Retikulum, was in erster Linie für die konventionellen 

PKCs ein essenzieller Bestandteil der Aktivierung ist; das membranständige DAG stellt 

für die meisten Isoformen hingegen ein direktes Signal der Aktivierung dar (Mochly-

Rosen et al. 2012). Nach der Aktivierung wandert die zytosolische PKC durch das 

Signal des DAGs an die Zellmembraninnenseite der Zelle (Saito 2003, Khalil 2013). 

Es scheint möglich, dass durch die Bindung von Ca2+ und/oder DAG eine 

Konformationsänderung im Enzym entsteht, weswegen vermehrt hydrophobe 

Aminosäuren an der Proteinoberfläche zum Vorschein kommen, welche dann dazu 

neigen, an Membranlipide zu binden. Ein weiterer Effekt der Konformationsänderung 

ist die Dissoziation der Pseudosubstratsequenz aus dem katalytischen Zentrum des 

Enzyms, welche die Phosphorylierung nachgeschalteter Proteine letztendlich 

ermöglicht (Newton 1995) (Abb. 5). 

1.4.2 Effekt auf glatte Gefäßmuskelzellen 

Der Gefäßtonus wird maßgeblich durch die intrazelluläre Ca2+-Konzentration geprägt. 

Die PKC ist in viele regulatorische Prozesse involviert, welche den Kalziumhaushalt 

beeinflussen. Beispielsweise kann die PKC die Aktivität von Ionenkanälen und 

Ionenpumpen oder die Sensitivität kontraktiler Proteine für Ca2+ modulieren. Zudem 

werden auch kalziumunabhängige Prozesse reguliert (Geraldes und King 2010, 

Ringvold und Khalil 2017). Insgesamt überwiegen die vasokonstriktorischen die 

vasodilatatorischen Effekte, sodass eine PKC-Aktivierung aufgrund einer erhöhten 

intrazellulärer Ca2+-Konzentration eher mit vasokonstriktorischen Verhältnissen 

assoziiert wird (Wang et al. 2015). 

Ein relevantes Beispiel ist die Phosphorylierung des BK-Kanals am C-Terminus der 

α-Untereinheit (Abb. 5). Durch die Phosphorylierung wird der offene Kanalzustand 

inhibiert, was zur Reduktion des K+-Ausstroms führt (Zhou et al. 2010). Studien 

zeigten, dass PKC-Aktivatoren, wie etwa Phorbol-12,13-Dibutyrat oder Thymeleatoxin, 

dem hyperpolarisierenden Effekt des BK-Kanals entgegenwirken. Demzufolge 

depolarisieren glatte Gefäßmuskelzellen, spannungsgesteuerte Kalziumkanäle öffnen, 

die intrazelluläre Ca2+-Konzentration steigt und das Gefäß verengt sich (Nelson und 

Alkon 1995, Ghatta et al. 2006). Diese Inaktivierung kann jedoch durch PKC-
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Inhibitoren, wie beispielsweise Gouml (Gö) 6983, wieder aufgehoben werden (Barman 

et al. 2003). 

 

Abb. 5: BK-Kanal-Inhibition durch die Proteinkinase C(PKC)-Phosphorylierung. Die PKC-

Aktivierungskaskade wird durch die extrazelluläre Aktivierung des G-Protein-gekoppelten 

Rezeptors (GPCR) eingeleitet. Ein mit dem G-Protein-gekoppelten Rezeptor assoziiertes 

intrazelluläres Gq-Protein wird dabei durch den Austausch von GDP durch GTP aktiviert. Die 

α-Untereinheit des Proteins dissoziiert und stimuliert die Phospholipase C (PLC), welche ein 

membranständiges Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2) in die second messenger 

Diacylgylcerin (DAG) und Inositoltrisphosphat (IP3) spaltet. IP3 initiiert den Ca2+-Efflux aus dem 

sarkoplasmatischen Retikulum (SR) und aktiviert die PKC indirekt über die gesteigerte 

Ca2+-Konzentration; DAG aktiviert die PKC direkt. Die aktivierte PKC wandert an die Innenseite 

der Zellmembran, bindet ATP sowie die Zielstruktur des BK-Kanal-Proteins und phosphoryliert 

mithilfe der Phosphattransferregion die α-Untereinheit des BK-Kanals. Aufgrund der Inhibition 

des K+-Ausstroms entfällt der zellhyperpolarisierende Effekt des BK-Kanals. 
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1.4.3 Proteinkinase C und Subarachnoidalblutung 

Es ist bekannt, dass die PKC nach einer SAB vermehrt exprimiert wird. Die Ansätze 

zur Erklärung dieses Anstiegs sind vielfältig. Beispielsweise ist das DAG-

Konzentrationslevel durch Sauerstoffradikale des subarachnoidalen Blutes erhöht, 

was zur direkten Aktivierung der PKC führen kann (Ohta et al. 1995). Des Weiteren 

wird beschrieben, dass HDPs die Aktivität der PKC steigern können. So konnte 2008 

identifiziert werden, dass BOXes die PKC-Translokation zur Zellmembraninnenseite 

induzieren, was als Zeichen der gesteigerten PKC-Aktivität gilt (Pyne-Geithman et al. 

2008). Es ist somit wahrscheinlich, dass HDPs Einfluss auf das Aktivitätslevel der PKC 

nehmen. 

1.5 Einfluss der Subarachnoidalblutung auf die neurovaskuläre Kopplung 

Die neurovaskuläre Kopplung beschreibt die Regulation des zerebralen Blutflusses in 

Abhängigkeit von der regionalen Gehirnfunktion. Die Glieder der neurovaskulären 

Kopplung werden als neurovaskuläre Einheit zusammengefasst und bestehen aus 

Neuronen, Astrozyten und intrazerebralen Arteriolen (Iadecola und Nedergaard 2007, 

Attwell et al. 2010). Neuronen detektieren einen erhöhten Stoffwechsel über lokale 

Änderungen des pH-Wertes sowie eine erhöhte CO2-Konzentration im Blut. Auf diese 

chemischen Faktoren reagieren sie mit einer erhöhten Glutamatausschüttung. Das 

Glutamat aktiviert astrozytäre metabotrope Rezeptoren, welche IP3-induziert eine 

Erhöhung der intrazellulären Ca2+-Konzentration initiieren. Folglich werden BK-Kanäle 

am astrozytären Endfuß vermehrt aktiviert (Price et al. 2002). Der resultierende 

K+-Ausstrom aktiviert Kir-Kanäle der nahe am Endfuß lokalisierten Arteriole. Der 

K+-Efflux durch Kir-Kanäle hyperpolarisiert wiederum glatte Gefäßmuskelzellen und 

dilatiert die Arteriole der neurovaskulären Einheit, sodass das Sauerstoff- sowie 

Glukoseangebot steigt (Filosa et al. 2006, Dunn und Nelson 2010). 

Dieser Regulationsmechanismus wird durch die SAB beeinträchtigt und scheint 

sowohl mit der Minderversorgung des Hirngewebes als auch mit dem Entstehen des 

Vasospasmus assoziiert zu sein (Koide et al. 2013b). Das Zusammenspiel der Ionen 

ist pathophysiologisch entscheidend. Unter SAB-ähnlichen Bedingungen konnte in 

astrozytären Endfüßen eine erhöhte intrazelluläre Ca2+-Konzentration detektiert 

werden. Ein Anstieg der intrazellulären Ca2+-Konzentration über 700 nM aktiviert 

vermehrt BK-Kanäle, sodass der astrozytäre K+-Ausstrom größer wird. Steigt die 
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extrazelluläre K+-Konzentration zwischen Endfuß und Arteriole auf einen Wert von 

über 20 mM, kann das Phänomen der inversen neurovaskulären Kopplung beobachtet 

werden (Koide et al. 2012). Aufgrund der erhöhten extrazellulären K+-Konzentration 

ändert sich die Stromrichtung der Kir-Kanäle, glatte Gefäßmuskelzellen neigen zur 

Depolarisation, spannungsgesteuerte Kalziumkanäle öffnen und die Arteriole verengt 

sich (Attwell et al. 2010, Girouard et al. 2010, Pappas et al. 2015). 

Eine inverse Gefäßreaktion kann auch im Zuge von kortikalen spreading 

depolarizations nach einer SAB beobachtet werden (Dreier et al. 2009). Der Begriff 

spreading depolarization beschreibt eine Depolarisationswelle neuronaler und glialer 

Zellen, welche sich mit einer Geschwindigkeit von 2 - 5 mm/min ausbreitet (Lauritzen 

1994). Durch diese etwa zweiminütige kortikale Dauererregung entsteht ein großer 

Anstieg der extrazellulären K+-Konzentration. Folglich wird die neuronale 

Kommunikation durch den Verlust des physiologischen Ionengradienten gestört (Kraig 

und Nicholson 1978). Die extrazellulären K+ werden durch die Na+/K+-ATPase unter 

ATP-Verbrauch zurück in den intrazellulären Raum gepumpt. Im vitalen Hirngewebe 

entsteht so eine starke Vasodilatation, die auch als kortikale spreading hyperemia 

bezeichnet wird und etwa zwei Minuten anhält (Lauritzen 1994, Windmuller et al. 2005, 

Dreier 2011). Die spreading hyperemia dient der Anpassung des zerebralen 

Blutflusses an die erhöhten metabolischen Anforderungen kortikaler Strukturen sowie 

an den Abtransport anfallender toxischer Moleküle und Ionen (Hansen und Lauritzen 

1984). Der entscheidende Mediator dieser Gefäßerweiterung ist NO, welches durch 

die gesteigerte Aktivität der nNOS in erregten Neuronen synthetisiert wird (Duckrow 

1993, Dreier et al. 1998). Nach der Repolarisation der erregten Zellen sinkt der 

regionale zerebrale Blutfluss für etwa zwei Stunden um 20 – 30 % unter das 

Ausgangsniveau. Dieses Zeitintervall, welches durch eingeschränkte Vasoreaktivität 

gekennzeichnet ist, wird auch als kortikale spreading oligemia bezeichnet (Lauritzen 

1994). Unter den pathologischen Bedingungen einer SAB wird anstelle der spreading 

hyperemia häufig eine inverse Gefäßreaktion beobachtet. Bei der Lyse von 

Erythrozyten des subarachnoidalen Blutes werden sowohl Hämoglobin als auch K+ 

freigesetzt. Die extrazelluläre K+-Konzentration kann dementsprechend Werte von bis 

zu 50 mM annehmen (Ohta et al. 1983) und das freie Hämoglobin zudem die 

Bioverfügbarkeit des vasodilatatorischen NOs senken (Gibson und Roughton 1957, 

Dreier et al. 1998). Sinkt die NO-Bioverfügbarkeit bei einer erhöhten extrazellulären 

K+-Konzentration, folgt auf eine spreading depolarization eine Gefäßverengung, die 
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zur kortikalen spreading ischemia führen kann (Dreier et al. 1998, Dreier et al. 2000). 

Durch die Vasokonstriktion wird die Energiezufuhr zum depolarisierten Areal limitiert, 

wodurch die Na+/K+-ATPasen nicht ausreichend K+ in die Zellen zurücktransportieren 

können (Mayevsky et al. 1982). Durch die langsame Normalisierung des 

Kaliumhaushaltes bleiben Neuronen länger im depolarisierten Zustand. Zusätzlich 

bleibt bis zum Erreichen des Schwellenwertes für K+ der Kir-Kanäle die 

Gefäßkonstriktion bestehen. Die ischämischen Verhältnisse können Gewebeschäden 

sowie kortikale Nekrosen verursachen, die sich über den Kortex ausbreiten (Dreier et 

al. 1998, Dreier et al. 2000, Dreier 2011) und mit der Entstehung von DINDs nach einer 

SAB assoziiert werden (Dreier et al. 2006). 

Es ist offensichtlich, dass der BK-Kanal einen großen Stellenwert im Ablauf der 

neurovaskulären Kopplung einnimmt. Sowohl unter physiologischen als auch unter 

pathologischen Voraussetzungen stellt der Einfluss der HDPs auf den astrozytären 

BK-Kanal ein wichtiges Untersuchungsobjekt dar. 
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2 Ziele der Arbeit  

Hämorrhagische Schlaganfälle, wie die aneurysmatische SAB, weisen eine 

Altersassoziation mit einem Inzidenzgipfel in der sechsten Lebensdekade auf. 

Einblutungen in den äußeren Liquorraum begünstigen die Entstehung des zerebralen 

Vasospasmus, welcher mit morphologischen sowie funktionellen Veränderungen der 

zerebralen Mikrozirkulation einhergeht und eine prognostisch ungünstige 

Sekundärkomplikation darstellt. Die Behandlungs- und Präventionsmöglichkeiten des 

Vasospasmus sind derzeit unzureichend, die Pathogenese ist nur lückenhaft 

aufgeklärt. Einen Ansatzpunkt der Pathogenese stellen oxidative Hämabbauprodukte 

(HDPs) dar, welche im Liquor von SAB-Patienten identifiziert werden konnten und 

einen inhibitorischen Effekt auf BK-Kanäle entfalten. BK-Kanäle werden ubiquitär 

exprimiert und leisten sowohl in der Membran glatter Gefäßmuskelzellen als auch 

astrozytärer Endfüße einen wichtigen Beitrag zur Gefäßtonusregulation. Die Inhibition 

der BK-Kanäle depolarisiert glatte Gefäßmuskelzellen und resultiert damit in der 

Konstriktion von Arteriolen. 

Unter in vitro-Bedingungen sollten akute Hirnschnitte der Maus mittels 

Differentialinterferenzkontrast-Mikroskopie visualisiert und zeitliche Änderungen des 

Gefäßdurchmessers intrakortikaler Arteriolen während der Applikation von HDPs in 

Mischapplikation mit vasoregulatorischen Kofaktoren analysiert werden. Folgende 

zentrale Fragestellungen sollten hierbei beantwortet werden: 

▪ Besteht eine Altersabhängigkeit der HDP-induzierten Gefäßkonstriktion? 

▪ Zeigen noch nicht untersuchte HDPs Vasoaktivität auf? 

▪ Eignen sich spezifische BK-Kanal-Aktivatoren zur Prävention der  

HDP-induzierten Vasokonstriktion?  

▪ Kann die Testung zweier BK-Kanal-Inhibitoren einen zelltypspezifischen  

Effekt der HDPs aufzeigen?  

▪ Ist die Proteinkinase C in die Pathogenese der HDPs involviert? 

▪ Beeinflussen HDPs die neurovaskuläre Kopplung? 

Die erhobenen Daten sollen zum besseren Verständnis der komplexen 

Pathophysiologie des zerebralen Vasospasmus beitragen und Ansätze für neue 

präventive Therapieoptionen zur Vermeidung neurologischer Defizite und zur 

Stärkung des neurorehabilitativen Potenzials nach einer SAB bieten. 
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3 Material und Methoden 

3.1 Versuchstiere 

Als Versuchstiere dienten Mäuse des Stammes C57BL6/J sowie homozygote 

Slo1-Knock-out-Mäuse (Slo1-KO, Slo1-/-) und Slo1-Wildtyp-Mäuse (Slo1-WT, Slo1+/+). 

In allen Experimenten wurden sowohl männliche als auch weibliche Tiere verwendet. 

Mäuse im Alter von 20 bis 30 Lebenstagen wurden als juvenil; Mäuse im Alter von 477 

bis 645 Lebenstagen als adult bezeichnet. 

Die C57BL/6J- und Slo1+/+-Mäuse wurden als unbelastete, die Slo1-/--Mäuse als 

geringgradig belastete Tierlinie eingestuft. Die Beeinträchtigungen der KO-Tiere 

zeichneten sich durch Ataxie (Meredith et al. 2004), Xerophthalmie mit Blepharitis 

(= Augenlidentzündung), erhöhten Blutdruck (Sausbier et al. 2004) sowie 

Hochtonschwerhörigkeit aus (Ruttiger et al. 2004). Des Weiteren fiel ein geringeres 

Geburtsgewicht sowie eine verzögerte körperliche Entwicklung bis zur 

12. Lebenswoche im Vergleich zu den Slo1+/+- und den Slo1+/--Mäusen auf (Sausbier 

et al. 2004). 

Die Haltung und Pflege der Tiere erfolgte in offener Käfighaltung bei einem 

Hell- / Dunkelrhythmus von 14 / 10 Stunden in der Zentralen Experimentellen 

Tierhaltung (ZET) in Jena-Lobeda (Forschungszentrum Lobeda, Haus F4, 

Universitätsklinikum Jena, Am Klinikum 1, 07747 Jena). Zur Vorbeugung einer 

Retinaatrophie wurden die albinotischen Slo1-Mäuse in abgedunkelten Räumen bei 

einer Lichtintensität von maximal 60 Lux gehalten. Wasser und Trockenfutter wurden 

ad libitum bereitgestellt. 

Die Züchtung der Mäuse des Slo1-Stammes erfolgte auf Grundlage eines beim 

Thüringer Landesamt für Verbraucherschutz (TLV) genehmigten Zuchtrahmenantrags 

mit der Registriernummer ZRA UKJ-17-013. Zur Generierung von Slo1+/+- und Slo1-/--

Mäusen wurden heterozygote Individuen (Slo1+/-) miteinander verpaart. Jede 

gezüchtete Maus wurde durch eine Tier-ID gekennzeichnet und in einer elektronischen 

Datenbank (PyRAT) erfasst. Die Organentnahmen waren gemäß der §1 und §4 

Absatz 3 des TierSchG, Tötung von Wirbeltieren zu wissenschaftlichen Zwecken, 

legitimiert und durch die Tötungsanzeige TWZ-030-2017 beim TLV gemeldet. Die 

geforderte Sachkunde (FELASA B, EU-Tätigkeitsgebiet A) für die Durchführung der 

Anästhesie und Tötung von Versuchstieren war erfüllt. 
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3.2 Genotypisierung 

Am Ende der zweiten Lebenswoche erfolgte über eine Schwanzspitzenbiopsie eine 

Genotypisierung jeder Maus. Die Genotypisierung lieferte die nötige Information über 

die Expression des Slo1-Gens und ermöglichte die Unterscheidung der Tiere in 

heterozygot, WT sowie KO. Nach jedem abgeschlossenen Experiment folgte eine 

Nachgenotypisierung durch die postmortale Gewinnung einer weiteren 

Schwanzspitzenbiopsie. Bei einem Widerspruch zur ersten Genotypisierung und der 

fälschlich erwiesenen Verwendung heterozygoter Mäuse wurden diese Experimente 

aus der Versuchsreihe ausgeschlossen. 

Der Ablauf beider Genotypisierungen gestaltete sich wie folgt: 

Zuerst wurde die DNA aus der entnommenen Schwanzspitze isoliert. Das Biopsat 

wurde mit 180 µl Gewebe-Lyse-Puffer und 20 µl Proteinkinase K versetzt und 

anschließend bei 56 °C und 300 Umdrehungen pro Minute für eine bis drei Stunden in 

einer Zentrifuge inkubiert. Die Lysereaktion der Proteinkinase K wurde nach der 

Inkubationszeit durch Zugabe von 200 µl Lyse-Puffer und 200 µl absolutem Ethanol 

gestoppt. 

Anschließend wurde das Lysat auf eine Trennsäule (DNA Isolation Kit, Qiagen GmbH, 

Hilden, Deutschland) pipettiert und einminütig bei 8000 * g zentrifugiert, wobei der 

Durchfluss verworfen wurde. Zur Gewährleistung der DNA-Reinheit erfolgte die 

Durchspülung in der Zentrifuge zweimalig mit 500 µl Wasch-Puffer. Der entstandene 

Durchfluss wurde wieder verworfen. 

Mittels 20 µl Elutions-Puffer wurde die DNA aus der Säule in der Zentrifuge für eine 

Minute bei 8000 * g eluiert. Dieser Vorgang wurde wiederholt durchgeführt und das 

gewonnene Eluat bei 4 °C gelagert. 

Anschließend wurden die aufgereinigten Proben in zwei Ansätze unterteilt. Dieser 

Schritt erwies sich als notwendig, da sich die Primer der WT- und der KO-

Genomvariante bei der nachfolgenden PCR gegenseitig behindern würden. 

Die Bestandteile des PCR-Reaktionsansatzes waren die in Tab. 1 aufgeführten: 
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Stoff WT KO 

Gibco Wasser (Qiagen) 2,7 2,7 

5 * Q-Buffer (Qiagen) 2 2 

10 * Puffer (Qiagen) 1 2 

2,5 mM dNTPs (Qiagen) 0,2 0,2 

Primer Neo 5‘ - 0,5 

Primer RA 14025 3‘ - 0,5 

Primer Exon 1 5‘ 0,5 - 

Primer WT 3‘ 0,1 - 

Taq-Polymerase (Qiagen) 0,1 0,1 

 

Tab. 1: Zusammensetzung der PCR-Ansätze für WT und KO in µl. 

Die Sequenz der verwendeten Primer (biomers.net GmbH, Ulm, Deutschland) lautete: 

• Neo: 5‘-ATAGCCTGAAGAACGAGATCAGC-3‘ 

• RA 14025: 3‘-CCTCAAGAAGGGGACTCTAAAC-5‘ 

• Exon1: 5‘-TTCATCATCTTGCTCTGGCGGACG-3‘ 

• WT: 3‘-CCATAGTCACCAATAGCCC-5‘ 

3 µl der eluierten DNA wurden zu jedem Ansatz hinzugegeben. 

Die Durchführung der PCR erfolgte in einem Thermozykler (Biometra TRIO 48, 

Biometra GmbH, Göttingen, Deutschland) mit dem in Abb. 6 dargestellten Ablauf. 

 

 

 

 

                    15 * wiederholen ab (2)     30 * wiederholen ab (5) 

 

Abb. 6: Thermischer Ablauf der PCR im Biometra TRIO 48. 

(1) 
94 °C
2 min

(2)
94 °C
30 s

(3)
55 °C
30 s

(4) 
68 °C
2 min 

(5)
94 °C
30 s

(6)
50 °C
30 s

(7)
68 °C
2 min

(8)
72 °C
5 min

(9)
4 °C

Pause
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Die Ergebnisse der PCR wurden anschließend durch eine Gelelektrophorese mit 

QIAxcel Advanced (Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland) visualisiert. Als Kartusche 

diente das QIAxcel DNA-Screening-Kit 2400 (Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland). 

Hierbei wurde die Trennung der Reaktionsansätze eines Biopsats wieder aufgehoben 

und für die Gelelektrophorese wiedervereint. Der Unterschied zwischen den 

heterozygoten (1, 5), den WT- (4, 7, 8) und den KO-Mäusen (2, 3, 6) wird in Abb. 7 

ersichtlich. 

 

 

Abb. 7: Ergebnis einer Gelelektrophorese von acht Biopsien (1 - 8) verglichen mit den vier 

Kontrollen: KO (9), WT (10), heterozygot (11) sowie Wasser (12). KO-Bande: 1000 

Basenpaare; WT-Bande: 332 Basenpaare. KO: Biopsie 2, 3, 6; WT: Biopsie 4, 7, 8; 

heterozygot: Biopsie 1, 5. 

3.3 Lösungen 

3.3.1 aCSF-Liquorersatzlösungen 

Ein grundlegendes Element der Hirnschnittversorgung sowohl während der 

Hirnpräparation als auch während der Mikroskopie ist die kontinuierliche Umspülung 

mit oxygenierter artifizieller Zerebrospinalflüssigkeit (aCSF), deren Zusammensetzung 

an die des natürlichen Liquor cerebrospinalis angepasst ist. 
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Zur Herstellung der aCSF-Lösungen wurden vier Stammlösungen angefertigt und bei 

4 - 6 °C gekühlt aufbewahrt. Die aCSF-Stammlösung beinhaltete die in Tab. 2 

aufgeführten Substanzen, welche bis zum Erreichen des Endvolumens von 1000 ml in 

doppelt destilliertem Wasser (dd H2O) gelöst wurden. 

 

 

Tab. 2: Zusammensetzung der aCSF-Stammlösung. Die Substanzen wurden bis zum 

Erreichen des Endvolumens (1000 ml) gemeinsam in dd H2O gelöst. 

Zusätzlich zur aCSF-Stammlösung wurden jeweils 100 ml einer CaCl2-, MgCl2- und 

Glukose-Stammlösung hergestellt (Tab. 3) und gekühlt in einem jeweiligen 

Vorratsgefäß gelagert. Zum Erreichen der Zielvolumina wurde dd H2O verwendet. 

  

aCSF-Stammlösung 

Substanz 

(Hersteller)  

Konzentration 

[mM] 

Molekulargewicht 

[g/mol] 

Masse [g] 

 auf 1000 ml 

NaCl  

(Carl Roth GmbH + Co. KG, 

Karlsruhe, Deutschland) 

 

1250 

 

58,44 

 

73,05 

KCl  

(Merck KGaA,  

Darmstadt, Deutschland) 

 

40 

 

74,55 

 

2,98 

NaHCO3  

(Merck KGaA,  

Darmstadt, Deutschland) 

 

250 

 

84,01 

 

21,00 

NaH2PO4-Monohydrat  

(Merck KGaA,  

Darmstadt, Deutschland) 

 

12,5 

 

137,99 

 

1,72 
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CaCl2-, MgCl2- und Glukose-Stammlösung 

Substanz 

(Hersteller) 

Konzentration 

[mM] 

Molekulargewicht 

[g/mol] 

Masse [g]  

auf 100 ml 

CaCl2-Dihydrat  

(Merck KGaA,  

Darmstadt, Deutschland) 

 

1000 

 

147,02 

 

14,70 

MgCl2-Hexahydrat 

(Carl Roth GmbH + Co. KG, 

Karlsruhe, Deutschland) 

 

1000 

 

203,30 

 

20,33 

Glukose-Monohydrat 

(Carl Roth GmbH + Co. KG, 

Karlsruhe, Deutschland) 

 

2000 

 

198,17 

 

39,63 

 

Tab. 3: Zusammensetzung der CaCl2-, MgCl2- und Glukose-Stammlösung. Die jeweilige 

Substanz wurde bis zum Erreichen des Endvolumens (100 ml) in dd H2O gelöst. 

Unter Verwendung der vier Stammlösungen wurden an jedem Versuchstag zwei 

verschiedene aCSF-Lösungen unterschiedlicher Temperierung hergestellt (Tab. 4) 

und für mindestens eine halbe Stunde mit Carbogen (Gasgemisch aus 95 % 

Sauerstoff und 5 % Kohlenstoffdioxid) vor pH-Adjustierung oxygeniert. 

 

Tab. 4: Zusammensetzung der unterschiedlich temperierten aCSF-Präparations- sowie 

Messlösung. 

Substanz Präparationslösung (500 ml) Messlösung (1000 ml) 

Konzentration 

[mM] 

Volumen 

[ml] 

Konzentration 

[mM] 

Volumen 

[ml] 

NaCl 125  

 

50 

125  

 

100 

KCl 4 4 

NaHCO3 25 25 

NaH2PO4-Monohydrat 1,25 1,25 

CaCl2-Dihydrat 0,5 0,25 2 2 

MgCl2-Hexahydrat 6 3 1 1 

Glukose-Monohydrat 10 2,5 10 5 

dd H2O  444,25  892 

 Soll-pH von 7,4 bei Oxygenierung mit Carbogen 
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Die Präparationslösung wurde durch ein Eisbad auf 3 - 4 °C abgekühlt. 800 ml der 

Messlösung wurden in ein Vorratsgefäß gefüllt, welches für die Umspülung der 

Hirnschnitte unter dem Mikroskop kontinuierlich auf 35 °C in einem Wasserbad 

erwärmt wurde; die restlichen 200 ml wurden zur Lagerung der Hirnschnitte bei 

Raumtemperatur verwendet. Anschließend wurde der pH-Wert beider Lösungen 

gemessen und an den Zielwert von pH = 7,4 angepasst. Als Säure diente hierbei 

HCl [2 M] (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland), als Base NaOH [1 M] (Riedel-de 

Haën, Seelze, Deutschland). 

3.3.2 Noradrenalin-Lösung 

Noradrenalin (NA) wurde tiefgekühlt gelagert (pulverförmig; Merck KGaA, Darmstadt, 

Deutschland). Zur Herstellung einer NA-Lösung für die Positivkontrolle am Ende eines 

Experimentes wurde 1 mg NA abgewogen und in 1 ml NaCl-Lösung (0,9 %) gelöst. 

Die NA-Lösung wurde anschließend aliquotiert und bei 4 - 6 °C gekühlt aufbewahrt. 

Am Ende eines Experimentes wurden 10 µl NA-Lösung für die Positivkontrolle in die 

lichtdurchlässige Kammer des Mikroskops appliziert. 

3.4 Substanzen 

3.4.1 L-NAME 

Als L-Arginin-Analogon beeinträchtigt L-NAME die NO-Synthese über unspezifische 

NOS-Inhibition (Dwyer et al. 1991, Moore und Handy 1997). Die dementsprechende 

Reduktion der Bioverfügbarkeit des vasodilatatorischen NOs erzeugt eine 

Gefäßvorspannung, die den fehlenden Gefäßtonus im Hirnschnittmodell simulieren 

kann. L-NAME (M = 269,69 g/mol; Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) wurde als 

Feststoff tiefgekühlt bei -20 °C gelagert. Vor Versuchsbeginn wurden 5,4 mg L-NAME 

abgewogen und in 200 ml aCSF-Messlösung zu einer L-NAME-Lösung [100 µM] 

vermischt und anschließend oxygeniert. Die L-NAME-Lösung diente während der 

Experimente als Lösungsmittel für die zu testenden Substanzen. Da L-NAME über den 

ganzen Versuchszeitraum leicht vasokonstriktorisch wirkte, wurde bei Messreihen mit 

zusätzlicher Substanzapplikation die Gefäßreaktion mit einer L-NAME-Kontrollgruppe 

(Langguth 2019) verglichen (nachfolgend als Kontrolle bezeichnet), um einen additiven 

Effekt auszuschließen. 
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3.4.2 PDPs 

PDPs (M = 319,13 g/mol) sind Intermediate des oxidativen Bilirubin-Abbaus und somit 

eine direkte Vorstufe der BOXes. Im Rahmen dieser Arbeit wurde das Isomerenpaar 

Z-PDP A1/A2 (nachfolgend als PDP A bezeichnet) verwendet. 

Die Aufreinigung und Bereitstellung der Substanzen erfolgte durch Marcel Ritter vom 

Institut für Anorganische und Analytische Chemie Jena (IAAC). 

Mithilfe der Degradierung des Bilirubins wurden die Intermediate gewonnen. 5 g 

Bilirubin (8,6 mmol) wurden für 24 Stunden in 2,5 l NaOH [5 M] suspendiert. Der 

pH-Wert wurde anschließend mithilfe konzentrierter HCl [2 M] auf 7,5 eingestellt. Die 

finale Konzentration von 1 % konnte durch die Zugabe einer 50 %igen H2O2-Lösung 

im Zeitrahmen von vier Stunden erreicht werden. Anschließend wurde das 

entstandene Gemisch für weitere 20 Stunden gerührt. Zur Isolierung der bei diesem 

Prozess entstandenen Abbauprodukte wurden die BOXes durch Zugabe von 

Chloroform vom Hämoglobin extrahiert. PDP A konnte aus der überstehenden 

wässrigen Phase mittels Festphasenextraktion (hydrophilic lipophilic balanced 

Kartuschen) weiter aufgereinigt werden. Die wässrige Phase der Chloroform-

Extraktion wurde nach dem Auftragen mit Wasser gewaschen. Anschließend wurden 

mit Acetonitril und Wasser (im Verhältnis 1:4) die Intermediate eluiert. Die Trocknung 

der Einzelisomere erfolgte in einer Vakuumzentrifuge, die präparative 

Hochdruckflüssigkeitschromatographie (HPLC) (LC-8A, Shimadzu, Kyoto, Japan) fand 

mit einer HTEC C18-Säule (5 µm, 250 x 16 mm, Macherey-Nagel, Düren, 

Deutschland) und SPD-10AV UV/Vis-Detektion bei 280 nm statt. Die Notwendigkeit 

des direkten Gefrierens der HPLC-Fraktionen mit flüssigem Stickstoff (-196 °C) im 

Anschluss der HPLC begründete sich in der raschen Isomerisierung der Einzelisomere 

zu ihrem jeweiligen Konstitutionsisomer. Um die Einzelisomere in der gewünschten 

Reinheit isolieren zu können, wurden die gewonnenen Proben ein weiteres Mal 

getrocknet. Die stabilisierten Einzelisomere konnten für die Verwendung im 

Experiment in der gewünschten Menge gemischt und konzentriert werden. 

Die Lagerung von PDP A erfolgte bei 4 - 6 °C in lichtgeschützten Reaktionsgefäßen. 

Ein solches Gefäß beinhaltete die bereits abgewogene Masse von PDP A für die 

Lösung in 30 ml L-NAME-Lösung. Die Endkonzentration des verwendeten PDP A-

Isomerenpaares im Perfusat betrug 0,5 µM. Bei Mischapplikationen wurde stets zuerst 

PDP A und anschließend die zusätzliche Substanz in Lösung gebracht.   
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Eine publizierte Messreihe unter gleichen Versuchsbedingungen zur Wirkung von 

PDP A in Hirnschnitten juveniler Mäuse diente bei der Testung von PDP A in 

Hirnschnitten adulter Mäuse, bei den Versuchen mit BK-Kanal-Aktivatoren 

und -Inhibitoren sowie beim Einfluss der PKC als Kontrollgruppe (nachfolgend als 

PDP A-Kontrolle bezeichnet) (Joerk et al. 2019). 

3.4.3 BOXes 

Die Gewinnung von Z-BOX A (M = 179,2 g/mol) (nachfolgend als BOX A bezeichnet) 

erfolgte im Kontrast zu PDP A über einen chemischen Syntheseprozess, der zum 

einen von der Firma Laborchemie Apolda GmbH und zum anderen von Daniel Schulze 

(IAAC) unter der Leitung von Professor Matthias Westerhausen erfüllt wurde (IAAC). 

Das Ausgangsprodukt war 3-Bromo-4-methylfuran-2,5-dion, das durch vier bis sechs 

Stufen, wie beispielsweise Vinylierungen und Ringtransformationen, zu dem 

Endprodukt BOX A reagierte (Abb. 8). Die Wahl des synthetischen Weges begründete 

sich im Gewinn eines höheren Ertrages verglichen mit einem etwaigen 

Degradationsprozess zur Gewinnung der Substanz. 

Die Substanz wurde anschließend durch Marcel Ritter portioniert, in lichtgeschützte 

Reaktionsgefäße abgefüllt und gekühlt bei 4 - 6 °C gelagert. Die abgewogene 

Substanz wurde durch Zugabe von 30 ml L-NAME-Lösung lichtgeschützt in Lösung 

gebracht, sodass die Endkonzentration der Substanz in der Lösung 5 µM betrug. 

 

 

 

  

 

Abb. 8: Schema des chemischen BOX A-Syntheseweges von der Ausgangssubstanz 

3-Bromo-4-methylfuran-2,5-dion (1) zum Endprodukt Z-BOX A (8a) (Klopfleisch et al. 2013). 

Eine publizierte Messreihe unter gleichen Versuchsbedingungen zur Wirkung von 

BOX A in Hirnschnitten juveniler Mäuse diente bei der Testung von BOX A in 

Hirnschnitten adulter Mäuse sowie bei der Versuchsreihe des Dihydro-BOX A als 

Kontrollgruppe (nachfolgend als BOX A-Kontrolle bezeichnet) (Joerk et al. 2019). 
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Zudem wurde Dihydro-Z-BOX A (nachfolgend als Dihydro-BOX A bezeichnet), ein an 

der Vinylgruppe hydriertes BOX A-Molekül, durch Daniel Schulze synthetisiert. Die 

Substanz wurde durch Marcel Ritter portioniert, in lichtgeschützte Reaktionsgefäße 

abgefüllt und gekühlt bei 4 - 6 °C gelagert. Durch Zugabe von 30 ml L-NAME-Lösung 

konnte der Feststoff in Lösung gebracht und unter lichtgeschützten Bedingungen auf 

Vasoaktivität geprüft werden. Die Dihydro-BOX A-Endkonzentration in der Lösung 

betrug 5 µM. 

3.4.4 MVM 

Das aus dem oxidativen Hämabbau entstehende Endprodukt MVM (M = 135,9 g/mol) 

wurde durch Daniel Schulze aus 3-Bromo-4-methylfuran-2,5-dion synthetisiert 

(Abb. 9). Als Feststoff neigt MVM bei Raumtemperatur schnell zu polymerisieren und 

somit langkettige Moleküle zu bilden. Um diesen Prozess zu unterdrücken, wurde 

MVM [5 µM] in 50 ml aCSF-Messlösung durch Marcel Ritter portioniert und 

lichtgeschützt in Falcon-Tubes ® aufbewahrt. Ein mit MVM gefülltes Falcon-Tube ® 

wurde unmittelbar vor Versuchsbeginn aus dem Kühlschrank entnommen, in einen 

Standzylinder umgefüllt, oxygeniert und nach anschließender pH-Wert-Adjustierung 

(auf 7,4) für die Hirnschnittumspülung erneut oxygeniert. Sowohl vor Beginn als auch 

im Anschluss der Experimente wurde die Reinheit des MVMs durch 

Kernspinresonanzspektroskopie sowie Elementaranalysen von Daniel Schulze 

kontrolliert. 

 

 

Abb. 9: Schema des MVM-Syntheseweges von der Ausgangssubstanz 

3-Bromo-4-methylfuran-2,5-dion (1) über 3-Bromo-4-methylpyrrol-2,5-dion (2) zu MVM (3) 

(Schulze 2020). 

 

1 2 3 
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3.4.5 BK-Kanal-Aktivatoren 

BMS 191011 

5 mg BMS 191011 (M = 370,71 g/mol; pulverförmig; Merck KGaA, Darmstadt, 

Deutschland) wurden zusammen mit 1,35 ml DMSO (nachfolgend stets von 

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland erworben) eine Minute lang gevortext 

(maximale Löslichkeit in DMSO laut Hersteller: 20 mg/ml). Anschließend wurden 

jeweils 50 µl der resultierenden BMS 191011-Stammlösung [10 mM] aliquotiert und 

gekühlt bei 4 - 6 °C gelagert. Zur Testung der Substanz im Experiment wurden 30 µl 

der Stammlösung aus einem Aliquot entnommen und zu 30 ml oxygenierter L-NAME-

Lösung für die gewünschte Endkonzentration von 10 µM hinzugegeben. 

BMS 204352 

5 mg BMS 204352 (M = 359,70 g/mol; pulverförmig; Merck KGaA, Darmstadt, 

Deutschland) wurden zusammen mit 1,39 ml DMSO eine Minute lang gevortext 

(maximale Löslichkeit in DMSO laut Hersteller: 20 mg/ml). Infolgedessen wurden 

jeweils 50 µl der resultierenden BMS 204352-Stammlösung [10 mM] aliquotiert und 

bei -20 °C tiefgekühlt aufbewahrt. 30 Minuten vor Testung der Substanz wurde ein 

Aliquot bei Raumtemperatur aufgetaut, 30 µl der Stammlösung entnommen und für die 

Endkonzentration von 10 µM in 30 ml oxygenierte L-NAME-Lösung hinzugegeben. 

3.4.6 BK-Kanal-Inhibitoren 

Paxillin (PAX) 

5 mg PAX (M = 435,56 g/mol; pulverförmig; Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) 

wurden zusammen mit 1,15 ml DMSO eine Minute lang gevortext. Anschließend 

wurden jeweils 50 µl der resultierenden PAX-Stammlösung [10 mM] aliquotiert und 

gekühlt bei 4 - 6 °C gelagert. Zur Testung der Substanz im Experiment wurden 3 µl 

eines Aliquots entnommen und zu 30 ml oxygenierter L-NAME-Lösung für die 

gewünschte Endkonzentration von 1 µM hinzugegeben. 

Iberiotoxin (IbTX) 

100 µg IbTX (M = 4248,86 g/mol; Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland; rekombinant 

hergestellt von Mesobuthus tamulus) wurden in 1,15 ml aCSF-Lösung gelöst und eine 

Minute lang gevortext. Anschließend wurden jeweils 10 µl der resultierenden IbTX-
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Stammlösung [20 µM] aliquotiert und bei -20 °C tiefgefroren aufbewahrt. 30 Minuten 

vor Testung der Substanz wurden zehn Aliquote (100 µl) bei Raumtemperatur 

aufgetaut und für die Endkonzentration von 50 nM in 40 ml oxygenierte L-NAME-

Lösung hinzugegeben. 

3.4.7 Proteinkinase C-Inhibitor 

5 mg des Breit-Spektrum-PKC-Inhibitors Gö 6983 (M = 442,50; pulverförmig; abcam, 

Cambridge, UK) wurden in 1,13 ml DMSO gelöst. Die entstandene Gö 6983-

Stammlösung [10 mM] (Löslichkeitsgrenze laut Hersteller: 50 mM) wurde nach 

Aliquotierung (je 50 µl) bei -20 °C tiefgekühlt aufbewahrt. Eine Stunde vor Beginn der 

Testung von Gö 6983 wurde eine tiefgefrorene Probe der Stammlösung bei 

Raumtemperatur aufgetaut und anschließend 3 µl in ein Endvolumen von 30 ml 

L-NAME-Lösung pipettiert und die resultierende Gö 6983-Lösung [1 µM] für eine 

Minute gevortext. 

3.5 Hirnschnittpräparation 

Zur Präparation akuter Hirnschnitte wurde die Maus in einer Glasglocke mit flüssigem 

Isofluran (1 ml/ml, CP-Pharma, Burgdorf, Deutschland), welches auf ausgelegtes 

Papier geträufelt wurde, anästhesiert. Nach Einsetzen der Schnappatmung sowie 

Überprüfung des negativen Zehenzwischenreflexes wurde das Tier zur Hirnentnahme 

getötet. Während juvenile Mäuse dekapitiert wurden, ging bei den adulten Mäusen der 

Dekapitation zusätzlich die zervikale Dislokation voraus. Die Narkotisierung und 

Tötung der Mäuse erfolgte durch fachkundiges Personal mit anerkannter 

Berufsausbildung (Biologe, Arzt, Biologisch-technischer Assistent) und gültigem 

Sachkundenachweis (FELASA B, EU-Tätigkeitsgebiet A). 

Der Dekapitation folgte die Entfernung der Kopfhaut mithilfe einer kleinen Schere 

sowie einer Pinzette. Als obligat für eine sichere Scherenführung erwies sich die 

Fixierung des Mausschädels mithilfe einer Pinzette in den Orbitae. Anschließend 

wurde die Schädelkalotte unter Zuhilfenahme eines OP-Stereomikroskops (Karl Kaps 

GmbH & Co. KG, Aßlar, Deutschland) in einer Petrischale, die zuvor mit eiskalter 

oxygenierter aCSF-Präparationslösung befüllt wurde, präpariert (Abb. 10). Okzipital 

des Schnittpunkts von Sagittal- und Lambdanaht wurde der Schädelknochen mit einer 

Federschere eröffnet, ohne das darunter liegende Gehirn zu verletzen. Der 
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Interhemisphärenspalt bildete die Schnittlinie der Federschere bis zum Schnittpunkt 

von Sagittal- und Frontalnaht. An den Enden des Schnittes entlang der Sagittalnaht 

folgte nun sowohl nach links als auch nach rechts, entlang der Lambda- sowie der 

Koronarnaht, ein Schnitt bis an die Schädelbasis, um ein laterales Aufklappen der 

Parietalplatten zu erleichtern. Anschließend wurden die Parietalplatten sowie die 

Hinterhauptschuppe entfernt, sodass das Gehirn vollständig frei lag. Infolgedessen 

wurde mithilfe eines Skalpells das nicht benötigte Kleinhirn, der Riechkolben und das 

präfrontale Hirn geradlinig vom Rest des Gehirns getrennt und verworfen. Das nun 

separierte Gehirn konnte unter Zuhilfenahme eines gebogenen Spatels von der 

Schädelbasis abgehoben und auf den gekühlten Probenteller des Vibrotoms (Leica 

VT1200 S, Leica Biosystems Nussloch GmbH, Nussloch, Deutschland) mit 

Sekundenkleber (UHU GmbH & Co. KG, Bühl, Deutschland) frontalseitig fixiert 

werden. 

 

Abb. 10: Vorgehensweise der Schädeleröffnung. (1) stellt den Schnitt entlang der Sagittalnaht 

dar. Von den Enden des ersten Mikroscherenschnittes wurde entlang der Koronar- (2) sowie 

der Lambdanaht (3) nach lateral geschnitten. Anschließend konnten die Parietalplatten 

weggeklappt (4) und das Großhirn nach Trennung vom Kleinhirn, Riechkolben sowie vom 

präfrontalen Hirn entnommen werden.  

Der Probenteller wurde unverzüglich in die Wanne des Vibrotoms eingesetzt, welche 

ebenfalls mit eiskalter oxygenierter aCSF-Präparationslösung gefüllt wurde. Mittels 

einer zuvor kalibrierten Klinge wurden bis zu neun 350 µm dünne Hirnschnitte in 

koronaler Ebene geschnitten. Die Vorschubgeschwindigkeit der Klinge betrug 

0,12 mm/s, die Schwingungsamplitude 1,0 mm. Abschließend wurden die Hirnschnitte 

in ein Becherglas mit raumtemperierter aCSF-Messlösung transferiert. Zur Adaptation 
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an die veränderte Temperatur- und Ionenzusammensetzung der aCSF-Messlösung 

wurde eine Verweildauer von mindestens 30 Minuten bis zum Beginn der 

mikroskopischen Messung eingehalten. 

3.6 Differentialinterferenzkontrast-Mikroskopie 

Die im Becherglas aufbewahrten Hirnschnitte wurden nach Ablauf der Adaptationszeit 

in die lichtdurchlässige Kammer des Differentialinterferenzkontrast-Mikroskops (DIC-

Mikroskops) transferiert und auf ihre Eignung zur Gefäßmessung analysiert. Das durch 

einen Temperaturregler (Badcontroller V, Luigs & Neumann, Ratingen, Deutschland) 

auf 32,5 °C erwärmte zulaufende sowie ablaufende Polyethylenschlauchsystem stand 

mit der Kammer des Durchlichtmikroskops (Eclipse FN 1, Nikon Instruments, Tokio, 

Japan) in Verbindung zu einem mit aCSF-Messlösung gefüllten Vorratsgefäß, das 

kontinuierlich mit Carbogen begast wurde. Die durch ein Wasserbad auf 35 °C 

erwärmte aCSF-Messlösung wurde durch eine Peristaltikpumpe (Behr Labor-Technik 

PPH5064, Düsseldorf, Deutschland) mit einer Pumpgeschwindigkeit von 5 ml/min 

durch das Schlauchsystem transportiert. Durch diesen Versuchsaufbau konnte ein 

Erhalt der Vitalität des Hirnschnittgewebes über durchschnittlich 6 Stunden 

gewährleistet werden. Die DIC-Mikroskopie bietet die Möglichkeit, transparente 

Phasenobjekte durch Differenzen in den optischen Wellenlängen sichtbar zu machen 

und somit hohe Kontrastverhältnisse zu schaffen. Der DIC entsteht durch den Einbau 

eines Polarisationsfilters sowie eines Nomarski-Prismas sowohl vor dem Kondensor 

als auch hinter dem Objektiv des Durchlichtmikroskops (Murphy 2012). Die hohen 

Kontrastverhältnisse sind notwendig, um das Endothel deutlich vom Lumen des 

Gefäßes abgrenzen zu können. Die Schicht II/III des visuellen sowie parietalen Kortex 

wurde nach senkrecht zur Hirnoberfläche verlaufenden Arteriolen durch ein 

Wasserimmersionsobjektiv (Nikon LWD 16x/0.80W DIC N2, Nikon Instruments, Tokio, 

Japan) abgesucht und das Bild über einen Analog-Digital-Konverter (Hamamatsu 

Kamera Kontroller C2400, Hamamatsu Photonics, Japan) digitalisiert. Mithilfe des 

Kamera-Kontrollers konnten bei Bedarf zusätzlich die Helligkeits- und 

Kontrastverhältnisse moduliert werden. Die digitalisierten Bilder wurden über das 

Programm View Creator Pro (Version 1.7.3.0401, AdLink, Neu-Taipeh, Taiwan) auf 

einem Standrechner geöffnet. Im Abstand von fünf Minuten entstanden die zu 

analysierenden Bilder einer Arteriole, welche im Windows Bitmap-Dateiformat 

gespeichert wurden. Um die Qualität des Hirnschnitts langfristig zu gewährleisten und 
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den möglichen Einfluss der Lichtquelle des Mikroskops auf die pharmakologisch zu 

testenden Substanzen zu reduzieren, wurde die Beleuchtungszeit durch Ausschalten 

der Lichtquelle zwischen den Bildaufnahmen so gering wie möglich gehalten. Eine 

Arteriole wurde nur zur Messung ausgewählt, wenn der Gefäßdurchmesser zwischen 

15 und 50 µm betrug und das Gefäßlumen über eine Länge von mindestens 50 µm 

deutlich vom Gefäßendothel abgegrenzt werden konnte (Abb. 11). Wenn sich die 

Gefäßsuche sowohl auf der Vorder- als auch auf der Rückseite des Präparats als nicht  

erfolgreich erwies, wurde der Hirnschnitt verworfen. 

  

Abb. 11: Visualisierung einer intrakortikalen Arteriole im akuten Hirnschnittmodell der Maus. 

Grobe Kennzeichnung der Kortexschichten I - IV sowie Markierung des Zielbereichs der 

Arteriolen-Erfassung in Schicht II/III (rotes Kästchen) (A). DIC-Aufnahme einer penetrierenden 

Arteriole in Schicht II/III. Ermittlung der zeitlichen Änderung des Gefäßdurchmessers über die 

Flächenbestimmung eines 50 µm langen Arteriolenabschnittes (weiße Fläche) (B). 

3.7 Versuchsdesign und Versuchsübersicht 

Am Anfang eines Experimentes wurde der Hirnschnitt mit gewärmter und oxygenierter 

aCSF-Messlösung zehnminütig umspült, um die Stabilität des Gefäßdurchmessers zu 

überprüfen. Zur Simulierung des Gefäßtonus erfolgte anschließend die Zugabe von 

L-NAME zur aCSF-Messlösung. Nach der 45-minütigen Badapplikation von aCSF und 

L-NAME wurde die zu untersuchende Substanz in gewünschter Konzentration für 

weitere 90 Minuten in die bestehende oxygenierte Lösung eingewaschen. Am Ende 

eines Experimentes (Minute 145) wurde die Peristaltikpumpe gestoppt und 

augenblicklich 10 µl NA zur Positivkontrolle in die Kammer des Mikroskops 
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hirnschnittnah appliziert (Abb. 12 B). Über fünf weitere Minuten wurde das Gefäß 

beobachtet und anhand der NA-induzierten Gefäßreaktion beurteilt, ob dieses noch 

vital war. 

Der beschriebene Versuchsablauf ist auf alle Experimente dieser Arbeit anwendbar 

(Abb. 12 B). Lediglich die Versuchsreihen ohne zusätzliche Substanzapplikation 

(Gefäßantwort juveniler sowie adulter Mäuse unter aCSF und Gefäßantwort unter 

L-NAME; Abb. 12 A) sowie die Versuche der elektrischen Stimulation (Kapitel 3.10) 

divergieren von diesem Ablauf. 

 

Abb. 12: Schema des Versuchsdesigns und Versuchsübersicht der Experimente ohne 

zusätzliche Substanzapplikation (A) sowie mit zusätzlicher Substanzapplikation (B). 
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3.8 Auswertung des Gefäßdurchmessers 

Nach Beendigung einer Messung wurden die im Abstand von fünf Minuten 

aufgenommenen Bilder unter Zuhilfenahme des Programms ImageJ (Version 

1.4.3.67) analysiert und hinsichtlich der Auswertbarkeit eines 50 µm langen 

Arteriolenabschnittes beurteilt (Abb. 11 B). Alle Bilder wurden mit 6,03 Pixel/µm 

kalibriert. Die abgespeicherten Bilddateien wurden nacheinander in das Programm 

eingefügt und die Fläche zwischen den inneren Gefäßwänden (Grenze Lumen und 

Endothel) mithilfe der „Polygon-Funktion“ ausgemessen. Das über dem Lumen des 

Gefäßes abgemessene Polygon wurde anschließend als TIF-Datei abgespeichert. Die 

so resultierende Quadratmikrometer-Angabe der Fläche über dem Gefäß diente der 

Erfassung der Änderung des Gefäßdurchmessers über die Zeit eines Versuches. 

3.9 Statistik 

Zur statistischen Auswertung wurde das Programm OriginPro 9 verwendet (OriginLab 

Corp., Massachusetts, USA). Der Zweistichproben-t-Test wurde als Hypothesentest 

für alle Auswertungen festgelegt. Innerhalb dieses Testverfahrens lautete die 

Nullhypothese H0: „Es gibt keine Unterschiede in der Gefäßdurchmesseränderung 

aller Versuche.“ Im Vorhinein wurde das Signifikanzniveau zur Ablehnung der 

Nullhypothese H0 auf α = 0,05 festgelegt und angenommen, dass die Stichproben 

normalverteilt sind. In Abhängigkeit des p-Wertes wurden weiterhin folgende 

Signifikanzniveaus festgelegt: 

*  = p < 0,05   

**  = p < 0,01   

***  = p < 0,001  

Innerhalb des Testverfahrens wurde der Mittelwert der Minuten 80 bis 90 (Endwerte) 

nach Substanzapplikation mit dem Mittelwert der Endwerte der jeweiligen Kontrolle 

verglichen. Die Darstellung des Mittelwertes einer Messreihe erfolgte mithilfe eines 

Liniendiagrammes. Der Kurvenverlauf entspricht hierbei der relativen 

Flächenänderung des Gefäßlumens bezogen auf den Mittelwert des zehnminütigen 

L-NAME-Ausgangsintervalls (Minute 45 bis 55). Der Mittelwert des Ausgangsintervalls 

wurde auf 100 % normalisiert. Die Standardabweichung einer Versuchsreihe wurde 

als schattierte Fläche um den Mittelwertgraph dargestellt. Eine Punktauftragung diente 

der Darstellung des Mittelwerts der prozentualen Änderung des Gefäßdurchmessers 



50 
 

sowie der Abbildung des gemittelten Endwertes jedes Einzelversuchs einer zu 

testenden Substanz im Vergleich zur Kontrolle. Die Standardabweichung wurde als 

Fehlerbalken um den Mittelwert dargestellt. Als Stichprobe wurde die Anzahl der 

verwendeten Hirnschnitte mit „n = x“ gekennzeichnet. Die Erstellung aller Graphen 

erfolgte mit der Bildbearbeitungssoftware CorelDRAW (Graphics Suite X5, Corel 

Corporation, Ottawa, Kanada). 

3.10 Elektrische Stimulation 

Aufgrund des abweichenden Versuchsdesigns und Auswertungsverfahrens sollen die 

Versuche der elektrischen Stimulation separat betrachtet werden. Nach der Suche 

einer geeigneten Arteriole wurde entweder in Schicht II/III oder in Schicht VI des 

Mauskortex eine auf einem Manipulator befestigte konzentrische Elektrode auf dem 

Hirngewebe platziert (Abb. 13). Die Parameter der elektrischen Stimulation wurden vor 

Versuchsbeginn durch einen Pulsstimulator (isolated pulse stimulator [Modell 2100], 

A-M Systems, Sequim, USA) festgelegt (Tab. 5). 

 

Abb. 13: Schematische Darstellung der 

Platzierung der Elektrode in Schicht II/III oder 

VI des visuellen Mauskortex. 

 

Burstlänge 2 s 

Pulsdauer 2 * 10-4 s 

Inter-Puls-Periode 2 * 10-2 s 

Tab. 5: Parameter des Pulsstimulators. 
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Nach der Elektrodenplatzierung folgte der experimentelle Ablauf bis zum Erreichen der 

Minute 145 dem beschriebenen Versuchsdesign (Vergleich Kapitel 3.7). Bei 

Minute 145 wurde anstelle der NA-Applikation der Versuch fortgesetzt und 

unverzüglich ein erster Stimulus mit einer angelegten Spannung von 2,5 V über die 

Elektrode an das Hirngewebe abgegeben. Bei Minute 155 erfolgte eine weitere 

Stimulation mit entweder 7 V (Kortexschicht VI) oder 8 V (Kortexschicht II/III) 

(Abb. 14). Die Aufnahme der auszuwertenden Bilder erfolgte unterschiedlich frequent. 

Nach Impulsabgabe wurde zunächst über 3 Minuten alle 15 s ein Bild des Gefäßes 

erfasst, bis zum Erreichen der Minute 5 alle 30 s und anschließend bis zum Erreichen 

des Endzeitpunktes (Minute 10) jede Minute eine Aufnahme des Gefäßes 

abgespeichert (Abb. 15). 

  

 

Abb. 14: Schematische Übersicht über den Ablauf und die Untergliederung der Versuche der 

elektrischen Stimulation. 
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Abb. 15: Stimulations- und Bildaufnahmeprotokoll des zu erfassenden Gefäßes während der 

elektrischen Stimulation. Schematische Illustration der Aufnahme eines Einzelbildes durch die 

orthogonalen Linien innerhalb des Rechtecks. Die gezackten Pfeile stellen die Stimuli bei 

Minute 145 beziehungsweise 155 dar. 

Als Bezugspunkt zur Ermittlung der zeitlichen Änderung des Durchmessers wurde 

anstelle der gemittelten Endwerte die letzte Aufnahme vor dem jeweiligen Stimulus 

verwendet. Vor der 2,5 V-Stimulation entspricht das Minute 145; vor der 7 V- 

beziehungsweise 8 V-Stimulation Minute 155. Der Zweistichproben-t-Test sowie die 

zuvor definierten Signifikanzniveaus (Kapitel 3.9) wurden auch bei der Analyse der 

Versuche der elektrischen Stimulation angewandt. Als Kontrollgruppe diente eine 

L-NAME-Versuchsreihe (nachfolgend als Kontrolle bezeichnet). Zudem wurde zur 

Minimierung des stochastischen Rauschens ein arithmetisch gleitender Durchschnitt, 

bestehend aus drei aufeinanderfolgenden Zeitpunkten, gebildet. Die durch den Filter 

entstandenen Mittelwerte bildeten die Grundlage der Ermittlung des maximalen 

Amplitudenunterschieds (Differenz zwischen dem Ausgangsdurchmesser und dem 

minimalen Gefäßdurchmesser nach Stimulation) der Versuche mit 7 V und 8 V sowie 

des Vergleichs der Gefäßreaktion zu definierten Zeitpunkten (alle Versuche). Durch 

die Anwendung des Filters verschiebt sich der graphisch dargestellte Beginn einer 

Versuchsreihe (15 s nach Minute 145 beziehungsweise 155). Zudem endet die 

Darstellung einen Zeitpunkt früher (= 9 Minuten nach dem jeweiligen Stimulus). 
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4 Ergebnisse 

4.1 Gefäßantwort unter aCSF 

Zur Etablierung der Methodik wurden Hirnschnitte juveniler C57BL/6J-Mäuse 

präpariert und mit aCSF-Messlösung umspült. Die in Abb. 16 dargestellte leichte 

Arteriolendilatation (105 ± 4,8 %; n = 4) stellt die physiologische Antwort, der zuvor bei 

Raumtemperatur aufbewahrten Hirnschnitte, auf die durch den Heizblock induzierte 

Erwärmung auf 32,5 °C unter dem DIC-Mikroskop dar. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

Abb. 16: Zeitverlauf der prozentualen Änderung des Gefäßdurchmessers in Hirnschnitten 

juveniler C57BL/6J-Mäuse unter aCSF-Messlösung. Dargestellt ist der mittlere Zeitverlauf 

(Linie) mit Standardabweichung (schattierter Bereich). 
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4.2 Gefäßantwort unter L-NAME 

Zur Vermeidung der unter aCSF-Messlösung beobachteten Arteriolendilatation wurde 

L-NAME nach zehnminütiger aCSF-Eingewöhnung in die Lösung appliziert. Infolge der 

50-minütigen L-NAME-Wirkung (100 ± 5,5 %; n = 5; Abb. 17) unterschied sich der 

Gefäßdurchmesser nicht signifikant (p = 0,15) von den Hirnschnitten juveniler 

C57BL/6J-Mäuse, die nur mit aCSF-Messlösung umspült wurden (105 ± 4,8 %; n = 4). 

 

Abb. 17: Zeitverlauf der prozentualen Änderung des Gefäßdurchmessers in Hirnschnitten 

juveniler C57BL/6J-Mäuse nach Applikation von L-NAME [100 µM]. Dargestellt ist der mittlere 

Zeitverlauf (Linie) mit Standardabweichung (schattierter Bereich). 

 

 

 

 

 



55 
 

4.3 Gefäßantwort unter aCSF in adulten Mäusen 

Der zerebrale Vasospasmus ist eine Komplikation, die insbesondere bei Patienten 

jungen und mittleren Alters nach einer SAB gehäuft auftritt. Um die Methodik für die 

nachfolgenden Experimente in Hirnschnitten adulter Mäuse zu etablieren, wurde die 

Gefäßantwort unter dem Einfluss der aCSF-Messlösung in adulten C57BL/6J-Mäusen 

untersucht. Es resultierte eine leichte Vasodilatation (102 ± 2,5 %; n = 5; Abb. 18), die 

sich nicht von der Gefäßreaktion juveniler C57BL/6J-Hirnschnitte unterschied 

(105 ± 4,8 %; n = 4; p = 0,2). 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Abb. 18: Zeitverlauf der prozentualen Änderung des Gefäßdurchmessers in Hirnschnitten 

adulter C57BL/6J-Mäuse unter aCSF-Messlösung. Dargestellt ist der mittlere Zeitverlauf 

(Linie) mit Standardabweichung (schattierter Bereich). 
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4.4 Hämabbauprodukte in adulten Mäusen 

4.4.1 Applikation von PDP A 

Mittels der Testung von PDP A in Hirnschnitten adulter Slo1-WT-Mäuse sollte der 

Einfluss des Alters auf die PDP A-induzierte Gefäßkonstriktion untersucht und mit der 

bereits erhobenen Gefäßantwort in juvenilen Hirnschnitten verglichen werden (Joerk 

et al. 2019). Es konnte eine abgeschwächte Gefäßverengung beobachtet werden 

(92 ± 4,6 %; n = 6; Abb. 19 A), die sich signifikant (p < 0,05; Abb. 19 B) von der 

juvenilen PDP A-Kontrolle unterschied (85 ± 5,2 %; n = 6). 

  

 

Abb. 19: Zeitverlauf der prozentualen Änderung des Gefäßdurchmessers in Hirnschnitten 

juveniler sowie adulter Slo1-WT-Mäuse nach Applikation von PDP A [0,5 µM]. Dargestellt ist 

der mittlere Zeitverlauf (Linie) mit Standardabweichung (schattierter Bereich) (A). 

Punktauftragung der gemittelten Endwerte der Einzelversuche nach 80- bis 90-minütiger 

Wirkung von PDP A in Hirnschnitten adulter Mäuse verglichen mit der juvenilen PDP A-

Kontrolle. Die Fehlerbalken um den Mittelwert stellen die Standardabweichung dar (B). 

 

 

A B 
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4.4.2 Applikation von BOX A 

Als Pendant zur vorherig beschriebenen Versuchsreihe wurde der Effekt von BOX A 

in adulten Slo1-WT-Mäusen analysiert und mit der bereits erhobenen Gefäßantwort in 

juvenilen Hirnschnitten verglichen (Joerk et al. 2019). Die BOX A-induzierte 

Gefäßkonstriktion (91 ± 4,3 %; n = 6; Abb. 20 A) unterschied sich nicht signifikant 

(p = 0,1; Abb. 20 B) von der juvenilen BOX A-Kontrolle (87 ± 2,4 %; n = 6). 

  

 

Abb. 20: Zeitverlauf der prozentualen Änderung des Gefäßdurchmessers in Hirnschnitten 

juveniler sowie adulter Slo1-WT-Mäuse nach Applikation von BOX A [5 µM]. Dargestellt ist der 

mittlere Zeitverlauf (Linie) mit Standardabweichung (schattierter Bereich) (A). Punktauftragung 

der gemittelten Endwerte der Einzelversuche nach 80- bis 90-minütiger Wirkung von BOX A 

in Hirnschnitten adulter Mäuse verglichen mit der juvenilen BOX A-Kontrolle. Die Fehlerbalken 

um den Mittelwert stellen die Standardabweichung dar (B). 

 

 

 

 

 

A B 
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4.5 Applikation von Dihydro-BOX A 

Die Testung von Dihydro-BOX A resultierte sowohl bei den Slo1-WT- 

(98 ± 4,5 %; n = 6) als auch bei den Slo1-KO-Mäusen (96 ± 5,2 %; n = 6) in einer 

schwachen Gefäßverengung (Abb. 21 A). Beide Versuchsgruppen unterschieden sich 

nicht signifikant voneinander (p = 0,55). Des Weiteren wurde weder bei der WT- 

(p = 0,34) noch bei der KO-Versuchsgruppe (p = 0,37) ein Unterschied zur jeweiligen 

Kontrolle (WT: n = 8; KO: n = 5) festgestellt (Abb. 21 B). Die Vasokonstriktion der 

Dihydro-BOX A WT-Versuchsgruppe war signifikant geringer (p < 0,001) verglichen 

zur BOX A-Kontrolle (87 ± 2,4 %; n = 6). 

  

 

Abb. 21: Zeitverlauf der prozentualen Änderung des Gefäßdurchmessers in Hirnschnitten 

juveniler Slo1-WT- und Slo1-KO-Mäuse nach Applikation von Dihydro-BOX A [5 µM]. 

Dargestellt ist der mittlere Zeitverlauf (Linie) mit Standardabweichung (schattierter Bereich) 

(A). Punktauftragung der gemittelten Endwerte der Einzelversuche nach 80- bis 90-minütiger 

Wirkung von Dihydro-BOX A verglichen mit der jeweiligen Kontrolle. Die Fehlerbalken um den 

Mittelwert stellen die Standardabweichung dar (B). 

 

 

A B 
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4.6 Applikation von MVM 

Um eine Aussage über die Vasoaktivität von MVM treffen zu können, wurde das 

Spaltprodukt der Bilirubin-Oxidation in Hirnschnitten juveniler Slo1-WT-Mäuse 

getestet. Über den Beobachtungszeitraum wurde eine schwache Gefäßreaktion 

festgestellt (98 ± 4,6 %; n = 7; Abb. 22 A), die sich nicht signifikant von der Kontrolle 

(95 ± 5,4 %; n = 8) unterschied (p = 0,37; Abb. 22 B). 

  

 

Abb. 22: Zeitverlauf der prozentualen Änderung des Gefäßdurchmessers in Hirnschnitten 

juveniler Slo1-WT-Mäuse nach Applikation von MVM [5 µM]. Dargestellt ist der mittlere 

Zeitverlauf (Linie) mit Standardabweichung (schattierter Bereich) (A). Punktauftragung der 

gemittelten Endwerte der Einzelversuche nach 80- bis 90-minütiger Wirkung von MVM 

verglichen mit der Kontrolle. Die Fehlerbalken um den Mittelwert stellen die 

Standardabweichung dar (B). 
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4.7 Applikation spezifischer BK-Kanal-Aktivatoren 

4.7.1 Applikation von BMS 191011 

Um den präventiven Effekt von BK-Kanal-Aktivatoren auf die vasokonstriktorische 

Wirkung von PDP A zu prüfen, wurde eine Substanz der Substanzklasse BMS 

getestet. Es resultierte eine leichte Vasokonstriktion sowohl nach Applikation von 

BMS 191011 + PDP A (91 ± 10,4 %; n = 8; Abb. 23 A) als auch nach Applikation von 

BMS 191011 allein (93 ± 12,6 %; n = 8). Beide Versuchsgruppen unterschieden sich 

nicht voneinander (p = 0,57; Abb. 23 B). Es wurde weder nach Applikation von 

BMS 191011 + PDP A (p = 0,25) noch nach Applikation von BMS 191011 allein 

(p = 0,14) ein signifikanter Unterschied zur PDP A-Kontrolle (85 ± 5,2 %; n = 6; 

Abb. 23 A) festgestellt. 

  

 

Abb. 23: Zeitverlauf der prozentualen Änderung des Gefäßdurchmessers in Hirnschnitten 

juveniler Slo1-WT-Mäuse nach Applikation von BMS 191011 [5 µM] + PDP A [0,5 µM] 

verglichen mit einer PDP A-Kontrolle. Dargestellt ist der mittlere Zeitverlauf (Linie) mit 

Standardabweichung (schattierter Bereich) (A). Punktauftragung der gemittelten Endwerte der 

Einzelversuche nach 80- bis 90-minütiger Wirkung von BMS 191011 sowie 

BMS 191011 + PDP A verglichen mit der PDP A-Kontrolle. Die Fehlerbalken um den 

Mittelwert stellen die Standardabweichung dar (B). 

A B 
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4.7.2 Applikation von BMS 204352 

Der BK-Kanal-Aktivator BMS 204352 sollte als weitere Substanz der BMS-Gruppe auf 

das Präventionspotenzial zur PDP A-induzierten Gefäßverengung untersucht werden. 

Verglichen mit der PDP A-Kontrolle (85 ± 5,2 %; n = 6) unterschieden sich die 

Arteriolen sowohl nach Applikation von BMS 204352 + PDP A (105 ± 9,3 %; n = 5; 

p < 0,01; Abb. 24 A) als auch nach Applikation von BMS 204352 allein (105 ± 3,3 %; 

n = 5; p < 0,001) signifikant voneinander (Abb. 24 B). Zwischen der Kombination aus 

BMS 204352 + PDP A und BMS 204352 allein ergab sich kein signifikanter 

Unterschied (p = 0,98; Abb. 24 B). 

   

 

Abb. 24: Zeitverlauf der prozentualen Änderung des Gefäßdurchmessers in Hirnschnitten 

juveniler Slo1-WT-Mäuse nach Applikation von BMS 204352 [5 µM] + PDP A [0,5 µM] 

verglichen mit einer PDP A-Kontrolle. Dargestellt ist der mittlere Zeitverlauf (Linie) mit 

Standardabweichung (schattierter Bereich) (A). Punktauftragung der gemittelten Endwerte der 

Einzelversuche nach 80- bis 90-minütiger Wirkung von BMS 204352 sowie 

BMS 204352 + PDP A verglichen mit der PDP A-Kontrolle. Die Fehlerbalken um den 

Mittelwert stellen die Standardabweichung dar (B). 
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4.8 Applikation spezifischer BK-Kanal-Inhibitoren 

Zur Identifizierung von Unterschieden des PDP A-Einflusses auf BK-Kanäle 

spezifischer Zellen wurden zwei unterschiedliche BK-Kanal-Inhibitoren ausgewählt: 

PAX, ein BK-Kanal-Pan-Inhibitor, welcher sowohl Einfluss auf vaskulär als auch auf 

astrozytär exprimierte BK-Kanäle nimmt sowie IbTX, das nur BK-Kanäle in glatten 

Gefäßmuskelzellen inhibiert. Beide Substanzen wurden sowohl allein als auch nach 

45-minütiger PAX- oder IbTX-Präinkubation mit PDP A gemeinsam geprüft. Es 

resultierte kein signifikanter Unterschied (p = 0,5) zwischen der PAX- (97 ± 4,4 %; 

n = 5) und der PAX + PDP A-Versuchsgruppe (96 ± 1,7 %; n = 5; Abb. 25 A). Beide 

Versuchsgruppen unterschieden sich signifikant (p < 0,01; Abb. 25 B) von der PDP A-

Kontrolle (85 ± 5,2 %; n = 6). Weder nach Applikation von PAX (p = 0,45) noch nach 

Applikation von PAX + PDP A (p = 0,76) wurde ein signifikanter Unterschied zur 

Kontrolle festgestellt (95 ± 5,4 %; n = 8). 

   

 

 

Abb. 25: Zeitverlauf der prozentualen Änderung des Gefäßdurchmessers in Hirnschnitten 

juveniler Slo1-WT-Mäuse nach Applikation von PAX [1 µM] + PDP A [0,5 µM] verglichen mit 

einer PDP A-Kontrolle. Dargestellt ist der mittlere Zeitverlauf (Linie) mit Standardabweichung 

(schattierter Bereich) (A). Punktauftragung der gemittelten Endwerte der Einzelversuche nach 

Applikation von PAX sowie PAX + PDP A verglichen mit der PDP A-Kontrolle. Die 

Fehlerbalken um den Mittelwert stellen die Standardabweichung dar (B). 

B 

 

A 



63 
 

Zwischen der IbTX- (90 ± 2,5 %; n = 5) und der IbTX + PDP A-Versuchsgruppe 

(85 ± 3,4 %; n = 4; Abb. 26 A) wurde ein signifikanter Unterschied festgestellt 

(p < 0,05). Sowohl die IbTX- (p = 0,07) als auch die IbTX + PDP A-Versuchsgruppe 

(p = 0,93) unterschied sich nicht signifikant von der PDP A-Kontrolle (85 ± 5,2 %; 

n = 6; Abb. 26 B). Ein signifikanter Unterschied ergab sich beim Vergleich der 

IbTX + PDP A-Versuchsgruppe mit der Kontrolle (95 ± 5,4 %; n = 8; p < 0,01); IbTX 

allein unterschied sich nicht von dieser (p = 0,08). 

   

 

 

Abb. 26: Zeitverlauf der prozentualen Änderung des Gefäßdurchmessers in Hirnschnitten 

juveniler Slo1-WT-Mäuse nach Applikation von IbTX [50 nM] + PDP A [0,5 µM] verglichen mit 

einer PDP A-Kontrolle. Dargestellt ist der mittlere Zeitverlauf (Linie) mit Standardabweichung 

(schattierter Bereich) (A). Punktauftragung der gemittelten Endwerte der Einzelversuche nach 

Applikation von IbTX sowie IbTX + PDP A verglichen mit der PDP A-Kontrolle. Die 

Fehlerbalken um den Mittelwert stellen die Standardabweichung dar (B). 
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4.9 Applikation eines Proteinkinase C-Inhibitors 

Neben dem BK-Kanal spielt auch die PKC eine zentrale Rolle bei der Regulation des 

Gefäßtonus. Um den Beitrag der PKC zur Pathogenese der PDP A-induzierten 

Vasokonstriktion zu beleuchten, wurde der unspezifische PKC-Inhibitor Gö 6983 

ausgewählt, welcher auch die zerebral exprimierten und in den glatten 

Gefäßmuskelzellen vorkommenden Untereinheiten der PKC inhibiert. Die 

untersuchten Arteriolen unterschieden sich sowohl nach Applikation von 

Gö 6983 + PDP A (106 ± 4,4 %; n = 5; p < 0,001; Abb. 27 A) als auch nach Applikation 

von Gö 6983 allein (94 ± 4,2 %; n = 5; p < 0,05) signifikant von der PDP A-Kontrolle 

(85 ± 5,2 %; n = 6; Abb. 27 B). Ein signifikanter Unterschied resultierte zudem 

zwischen der Gö 6983 + PDP A- und der Gö 6983-Versuchsgruppe (p < 0,01; 

Abb. 27 B). 

 

 

Abb. 27: Zeitverlauf der prozentualen Änderung des Gefäßdurchmessers in Hirnschnitten 

juveniler Slo1-WT-Mäuse nach Applikation von Gö 6983 [1 µM] + PDP A [0,5 µM] verglichen 

mit einer PDP A-Kontrolle. Dargestellt ist der mittlere Zeitverlauf (Linie) mit 

Standardabweichung (schattierter Bereich) (A). Punktauftragung der gemittelten Endwerte der 

Einzelversuche nach 80- bis 90-minütiger Wirkung von Gö 6983 sowie Gö 6983 + PDP A 

verglichen mit der PDP A-Kontrolle. Die Fehlerbalken um den Mittelwert stellen die 

Standardabweichung dar (B). 

A B 
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4.10 Einfluss der Hämabbauprodukte auf die neurovaskuläre Kopplung 

Da BK-Kanäle nicht nur in glatten Gefäßmuskelzellen, sondern auch in Astrozyten 

exprimiert sind (Price et al. 2002), sollte abschließend untersucht werden, inwiefern 

HDPs die neurovaskuläre Kopplung durch BK-Kanal-Inhibition beeinflussen. Hierzu 

wurden die Hirnschnitte in zwei kortikalen Schichten stimuliert: Schicht II/III mit 2,5 V 

und 8 V und Schicht VI mit 2,5 V und 7 V (siehe Kapitel 3.10). 

4.10.1 Elektrische Stimulation in Kortexschicht II/III 

Stimulation mit 2,5 V 

Es resultierte keine signifikante Änderung des Gefäßdurchmessers nach elektrischer 

Stimulation (2,5 V) in Kortexschicht II/III zu den in Tab. 6 aufgeführten Zeitpunkten 

zwischen der PDP A-Versuchsgruppe und der Kontrolle (Abb. 28). 

 

Abb. 28: Zeitverlauf der prozentualen Änderung des Gefäßdurchmessers nach elektrischer 

Stimulation (2,5 V) in Kortexschicht II/III in Slo1-WT-Hirnschnitten. Dargestellt ist der mittlere 

Zeitverlauf (Linie) mit Standardabweichung (schattierter Bereich) einer Versuchsgruppe nach 

Applikation von PDP A [0,5 µM] und einer Kontrolle. 
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Tab. 6: Mittelwert des Gefäßdurchmessers nach Applikation von PDP A [0,5 µM] sowie einer 

Kontrolle in Slo1-WT-Hirnschnitten 150 s, 300 s sowie 600 s nach elektrischer Stimulation 

(2,5 V) in Kortexschicht II/III. Ermittlung des p-Wertes zwischen der PDP A-Versuchsgruppe 

und der Kontrolle (dargestellt unterhalb der mittleren Gefäßdurchmesser). 

Stimulation mit 8 V 

Ein signifikanter maximaler Amplitudenunterschied (p < 0,01; Abb. 29 B) resultierte 

zwischen der PDP A-Versuchsgruppe (85 ± 7,4 %; n = 5) und der Kontrolle 

(71 ± 5,2 %; n = 5) nach Stimulation (8 V) in Kortexschicht II/III (Abb. 29). Zudem 

wurde zu allen untersuchten Zeitpunkten ein signifikanter Unterschied des 

Gefäßdurchmessers zwischen der PDP A-Versuchsgruppe und der Kontrolle 

beobachtet (gestrichelte Linien Abb. 29 A). 

 

 

 

 Mittelwert Gefäßdurchmesser 
PDP A 

Mittelwert Gefäßdurchmesser 
Kontrolle 

150 s 100 ± 1,8 % 

(n = 5) 

99 ± 1,5 % 

(n = 5) 

p-Wert 
0,55 

300 s 100 ± 0,9 % 

(n = 5) 

100 ± 1,9 % 

(n = 5) 

p-Wert 
0,84 

600 s 100 ± 1,0 % 

(n = 5) 

99 ± 2,3 % 

(n = 5) 

p-Wert  
0,38 
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Abb. 29: Zeitverlauf der prozentualen Änderung des Gefäßdurchmessers nach elektrischer 

Stimulation (8 V) in Kortexschicht II/III in Slo1-WT-Hirnschnitten. Dargestellt ist der mittlere 

Zeitverlauf (Linie) mit Standardabweichung (schattierter Bereich) einer Versuchsgruppe nach 

Applikation von PDP A [0,5 µM] sowie einer Kontrolle. Die Signifikanzangaben beziehen sich 

auf den Gefäßdurchmesserunterschied zwischen der Versuchsgruppe und der Kontrolle zu 

den graphisch markierten (gestrichelte Linien) Zeitpunkten (A). Punktauftragung der 

maximalen Amplitude der Einzelversuche mit Darstellung der Standardabweichung als 

Fehlerbalken um den Mittelwert (B). 

4.10.2 Elektrische Stimulation in Kortexschicht VI 

Stimulation mit 2,5 V 

Es wurde kein signifikanter Gefäßdurchmesserunterschied nach 2,5 V-Stimulation in 

Kortexschicht VI zu den in Tab. 7 aufgeführten Zeitpunkten zwischen der PDP A- 

(Abb. 30 A) beziehungsweise der BOX A-Versuchsgruppe (Abb. 30 B) und der 

Kontrolle festgestellt. 

A B 
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Abb. 30: Zeitverlauf der prozentualen Änderung des Gefäßdurchmessers nach elektrischer 

Stimulation (2,5 V) in Kortexschicht VI in Slo1-WT-Hirnschnitten. Dargestellt ist der mittlere 

Zeitverlauf (Linie) mit Standardabweichung (schattierter Bereich) einer Versuchsgruppe nach 

Applikation von PDP A [0,5 µM] (A) oder BOX A [5 µM] (B) sowie einer Kontrolle. 

 Mittelwert 
Gefäßdurchmesser  

PDP A 

Mittelwert 
Gefäßdurchmesser 

Kontrolle 

Mittelwert 
Gefäßdurchmesser 

 BOX A 

150 s 100 ± 1,9 % 

(n = 5) 

101 ± 1,3 % 

(n = 5) 

100 ± 1,5 % 

(n = 5) 

p-Wert 
                     0,31                   0,39 

300 s 98 ± 3,0 % 

(n = 5) 

99 ± 0,7 % 

(n = 5) 

101 ± 3,4 % 

(n = 5) 

p-Wert 
                                     0,54                   0,33 

600 s 100 ± 1,5 % 

(n = 5) 

98 ± 2,6 % 

(n = 5) 

101 ± 2,5 % 

(n = 5) 

p-Wert 
                                     0,18                   0,16 

 

Tab. 7. Mittelwert des Gefäßdurchmessers nach Applikation von PDP A [0,5 µM] oder BOX A 

[5 µM] sowie einer Kontrolle 150 s, 300 s sowie 600 s nach elektrischer Stimulation (2,5 V) in 

Kortexschicht VI. Ermittlung des p-Wertes zwischen der PDP A-Versuchsgruppe und der 

Kontrolle sowie zwischen der BOX A-Versuchsgruppe und der Kontrolle (dargestellt unterhalb 

der mittleren Gefäßdurchmesser). 

A B 
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Stimulation mit 7 V 

Verglichen mit der Kontrolle (84 ± 6,9 %; n = 5) konnte weder unter dem Einfluss von 

PDP A (89 ± 3,9 %; n = 5; p = 0,18, Abb. 31) noch unter dem Einfluss von BOX A 

(92 ± 5,4 %; n = 5; p = 0,08; Abb. 32) ein signifikanter Amplitudenunterschied nach 

Stimulation (7 V) in Kortexschicht VI festgestellt werden. Ein signifikanter Unterschied 

der Gefäßkonstriktion wurde zwischen der BOX A-Versuchsgruppe und der Kontrolle 

zwei beziehungsweise drei Minuten nach der Stimulation identifiziert (n = 5; p < 0,05; 

gestrichelte Linien bei Minute 2 und 3 in Abb. 32 A). 

 

 

Abb. 31: Zeitverlauf der prozentualen Änderung des Gefäßdurchmessers nach elektrischer 

Stimulation (7 V) in Kortexschicht VI in Slo1-WT-Hirnschnitten. Dargestellt ist der mittlere 

Zeitverlauf (Linie) mit Standardabweichung (schattierter Bereich) einer Versuchsgruppe nach 

Applikation von PDP A [0,5 µM] sowie einer Kontrolle. Die Signifikanzangaben beziehen sich 

auf den Gefäßdurchmesserunterschied zwischen der Versuchsgruppe und der Kontrolle zum 

graphisch markierten (gestrichelte Linie) Zeitpunkt (A). Punktauftragung der maximalen 

Amplitude der Einzelversuche mit Darstellung der Standardabweichung als Fehlerbalken um 

den Mittelwert (B). 

 

A B 
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Abb. 32: Zeitverlauf der prozentualen Änderung des Gefäßdurchmessers nach elektrischer 

Stimulation (7 V) in Kortexschicht VI in Slo1-WT-Hirnschnitten. Dargestellt ist der mittlere 

Zeitverlauf (Linie) mit Standardabweichung (schattierter Bereich) einer Versuchsgruppe nach 

Applikation von BOX A [5 µM] sowie einer Kontrolle. Die Signifikanzangaben beziehen sich 

auf den Gefäßdurchmesserunterschied zwischen der Versuchsgruppe und der Kontrolle zum 

graphisch markierten (gestrichelte Linie) Zeitpunkt (A). Punktauftragung der maximalen 

Amplitude der Einzelversuche mit Darstellung der Standardabweichung als Fehlerbalken um 

den Mittelwert (B). 

  

A B 
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5 Diskussion 

5.1 Diskussion der Methodik 

5.1.1 Versuchstiere 

Die Wahl der Maus als Modellorganismus hatte mehrere Gründe. Die große 

Ähnlichkeit zwischen Maus- und Humangenom stellt grundsätzlich eine gute 

Voraussetzung für die präklinische Forschung dar. Für die Maus stehen viele Formen 

der genetischen Modifikation zur Verfügung, so auch konkret für das Slo1-Gen. Die 

Paarung heterozygoter Slo1-Mäuse ermöglichte die Reproduktion homozygoter KO- 

und WT-Tiere, welche zur Untersuchung der Pathophysiologie des BK-Kanals sowie 

des Vasospasmus unentbehrlich waren. Des Weiteren sei erwähnt, dass zur SAB-

Grundlagenforschung viele Studien an Mäusen und Ratten durchgeführt und somit 

vergleichbare Bedingungen geschaffen wurden. Finanziell erwies sich die Zucht und 

Haltung der Mäuse aufgrund kurzer Generationszeiten und kleiner Käfiggrößen als 

verhältnismäßig kostengünstig. Die kurze Tragzeit von 18 - 21 Tagen ermöglichte, bei 

zeitlich versetzt beginnenden Verpaarungen, eine weitestgehend lückenlose 

Bereitstellung von Versuchstieren innerhalb eines kurzen Zeitraumes. 

Aufgrund verschiedener Fragestellungen wurden Hirnschnitte zwei unterschiedlich 

alter Mauskohorten untersucht. Die Wahl der juvenilen Maus als 

Standarduntersuchungsobjekt begründete sich in der Vitalität des jungen Gewebes 

und der damit einhergehenden erhöhten Toleranz gegenüber ischämischen 

Hirnschnittschäden. Hirnschnitte adulter Mäuse wurden verwendet, um den Einfluss 

des Alters auf die HDP-induzierte Gefäßantwort zu ermitteln. Hintergrund dieser 

Fragestellung ist die Beobachtung, dass der angiographische Vasospasmus 

signifikant häufiger bei jungen als bei alten Patienten auftritt (de Rooij et al. 2013, Kale 

et al. 2013, Malinova et al. 2016, Nassar et al. 2019). Es zeigte sich, dass die 

Übertragung des zeitlichen Versuchsdesigns von Hirnschnitten juveniler auf 

Hirnschnitte adulter Mäuse möglich war und die zu erwartende verminderte 

Ischämietoleranz keinen limitierenden Faktor darstellte. 

5.1.2 L-NAME 

Die zerebrale Blutperfusion des Menschen kann über Schwankungen des 

systemischen Blutdruckes im Bereich von 60 - 180 mmHg weitestgehend konstant 
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gehalten werden. Arteriolen mit einem Durchmesser von 20 - 30 µm unterliegen 

hierbei besonders der myogenen Autoregulation (Busse und Fleming 1998). 

Mechanosensible nicht-selektive Kationenkanäle in der Zellmembran zerebraler 

Widerstandsgefäße reagieren auf eine Blutdruckerhöhung mit einem Ioneneinstrom, 

was eine Depolarisation der Zelle induziert und spannungsgesteuerte Kalziumkanäle 

öffnet. Der resultierende Ca2+-Einstrom in glatte Gefäßmuskelzellen aktiviert den 

Querbrückenzyklus und initiiert die Konstriktion des Widerstandsgefäßes (Bayliss 

1902). Als ubiquitär vorhandenes Molekül kann NO den vasokonstriktorischen 

Verhältnissen entgegenwirken, zur Stabilisierung des Gefäßtonus beitragen und somit 

die ausreichende Versorgung des Hirngewebes sichern (Rubanyi et al. 1990). NO ist 

in viele physiologische, aber auch pathologische Prozesse involviert und entsteht 

durch die eNOS, nNOS oder induzierbare NO-Synthase bei der Umwandlung von 

L-Arginin in Citrullin (Faraci und Heistad 1998). Druckabhängige Scherkräfte innerhalb 

eines Gefäßes gelten als Initiator der vermehrten Exprimierung der NO-Synthasen 

(Holtz et al. 1984). Entsteht NO im Endothel zerebraler Arteriolen (eNOS) oder in 

Neuronen, perivaskulären Nerven und Astrozyten (nNOS), diffundiert das lipophile 

Molekül in glatte Gefäßmuskelzellen, wo es die lösliche Guanylatcyclase aktiviert. Das 

durch die Guanylatcyclase entstehende cGMP aktiviert die Proteinkinase G, welche 

die NO-vermittelten Prozesse einleitet (Faraci und Heistad 1998). Über die Hemmung 

des Querbrückenzyklus und die Aktivierung kalzium- sowie spannungsgesteuerter 

Kaliumkanäle entfaltet NO seine hyperpolarisierende und somit vasodilatorische 

Wirkung (Schlossmann et al. 2000, Nakamura et al. 2007). 

Angesichts des fehlenden zerebralen Perfusionsdruckes verschiebt sich das 

Gleichgewicht von Vasokonstriktion und Vasodilatation im Hirnschnittmodell 

zugunsten der Vasodilatation. Um diesem Ungleichgewicht entgegenzuwirken, wurde 

L-NAME vor jeder Substanztestung präinkubiert. Als L-Arginin-Analogon inhibiert 

dieses die eNOS und nNOS kompetitiv, wodurch die NO-Bioverfügbarkeit sinkt (Dwyer 

et al. 1991, Moore und Handy 1997). L-NAME empfiehlt sich zur Erzeugung eines 

Gefäßtonus, da es dem endogenen eNOS-Inhibitor ADMA ähnelt. ADMA wird nach 

einer SAB vermehrt im Liquor nachgewiesen und scheint in die Pathogenese des 

Vasospasmus involviert zu sein, da es, wie auch L-NAME, ein zerebrales NO-Defizit 

begünstigt (Jung et al. 2004). Das 45-minütige Präinkubationsintervall war für die 

ausreichende Wirkungsentfaltung auf die NO-Synthasen notwendig (Fergus et al. 

1995, Zonta et al. 2003). Da L-NAME auch über das Präinkubationsintervall hinaus 
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leicht vasokonstriktorisch wirkte, wurde bei den Messreihen mit Substanzapplikation 

die Gefäßreaktion mit einer L-NAME-Kontrolle (Langguth 2019) verglichen, um einen 

additiven Effekt auszuschließen. 

Es existieren Alternativen zur Simulierung des Gefäßtonus in vitro. Wie bereits in 

Kapitel 1.2.3 erwähnt, verschiebt sich das physiologische Gleichgewicht 

vasokonstriktorischer und vasodilatatorischer Transmitter durch den Endothelschaden 

nach einer SAB zugunsten der Gefäßverengung. Als vasokonstriktorisches 

Arachidonsäurederivat ist auch Thromboxan A2 in dieses Ungleichgewicht involviert. 

Studien von Ansar et al. zeigten, dass unter SAB-Bedingungen Thromboxan-

Rezeptoren vermehrt exprimiert werden. Durch das gehäufte Rezeptorvorkommen 

entfaltet Thromboxan A2 einen verstärkten kontraktilen Effekt und bewirkt somit eine 

Reduktion des regionalen zerebralen Blutflusses (Ansar et al. 2010). Die 

Beeinflussung der Physiologie von Thromboxan A2 kann genutzt werden, um eine 

gesteigerte Kontraktilität im Hirnschnittmodell zu simulieren. So eignet sich 

beispielsweise der Thromboxan-Rezeptor-Agonist U-46619 zur Simulierung des 

Gefäßtonus (Sorop et al. 2002). Eine weitere Alternative ist die Vorspannung von 

Hirngefäßen mittels eines Myographen (Grande et al. 2013). Das setzt jedoch die 

Freipräparation des Gefäßes voraus und ist bei kleinen Arteriolen nicht umsetzbar und 

somit keine Option. 

Paradoxerweise resultierte die Präinkubation von L-NAME nicht immer in einer 

Konstriktion, sondern mitunter in einer Dilatation der zu untersuchenden Arteriole. 

Diese Gefäßreaktion lässt sich auf die Beobachtung zurückführen, dass NO eine 

entscheidende Rolle bei der neurovaskulären Kopplung einnimmt (Zonta et al. 2003). 

NO inhibiert zum einen die ω-Hydroxylase und zum anderen die Epoxygenase in 

Astrozyten. Folglich wird weniger Arachidonsäure zu vasokonstriktorischer 

20-Hydroxyeicosatetraensäure (20-HETE) beziehungsweise vasodilatatorischer 

Epoxyeicosatriensäure (EET) oxidiert. Die Enzyme ω-Hydroxylase und Epoxygenase 

unterscheiden sich in ihrer NO-Sensitivität. Es ist anzunehmen, dass bei einem hohen 

astrozytären NO-Level insbesondere die Epoxygenase inhibiert wird, folglich weniger 

gefäßerweiternde EET vorhanden ist und deswegen der vasokonstriktorische 

20-HETE-Effekt überwiegt. Bei einem niedrigen astrozytären NO-Level ist hingegen 

die ω-Hydroxylase zunehmend inhibiert, die 20-HETE-Konzentration sinkt und EET 

kann einen vasodilatatorischen Effekt vermitteln (Metea und Newman 2006). Da die 
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Ausgangskonzentration von NO zwischen den Hirnschnitten variiert, kann vermutet 

werden, dass die neurovaskuläre Kopplung und somit die Regulation des 

Gefäßdurchmessers unter L-NAME unterschiedlich ausfällt. 

5.1.3 Analyse des Gefäßdurchmessers 

Die polygonale Flächenbestimmung zwischen den Gefäßwänden eines 50 µm langen 

Arteriolenabschnittes ist seit Jahren das etablierte Auswerteverfahren zur 

Identifizierung von Vasoaktivität in der Arbeitsgruppe Bioimaging. Ein alternativer 

Ansatz zur Bestimmung des Gefäßdurchmessers ist die Ermittlung dreier 

Innendurchmesser entlang eines definierten Arteriolenabschnittes. Aus den 

gemessenen Werten wird der Mittelwert gebildet, welcher zum Ausgangsmittelwert in 

Bezug gesetzt werden kann (Koide et al. 2013a, Balbi et al. 2017). Anna Schaefgen 

zeigte in ihrer medizinischen Dissertation stichprobenartig, dass kein signifikanter 

Unterschied zwischen den beiden Auswertemethoden über einen 50 µm langen 

Arteriolenabschnitt resultiert (Schaefgen 2020). Zur Bekräftigung dieses Ergebnisses 

wurde die PDP A-Messreihe in adulten Mäusen erneut aufgegriffen und, in Anlehnung 

an Balbi et al., über einen 10 µm langen Arteriolenabschnitt über die Mittelung dreier 

Innendurchmesser ausgewertet. Zusätzlich wurde der gleiche 10 µm lange Abschnitt 

mit der Flächenmethode analysiert (Abb. 33). Das Ergebnis der statistischen 

Auswertung ist in Tab. 8 dargestellt. 

 

 

Abb. 33: Darstellung der Auswerteverfahren im Vergleich: Flächenmethode über 50 µm (A), 

Erfassung dreier Gefäßinnendurchmesser über 10 µm zur Bildung des Mittelwertes (B) und 

Flächenmethode über 10 µm (C). 
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 Flächenmethode 

(50 µm) 

Mittelung dreier 

Innendurchmesser 

(10 µm) 

Flächenmethode 

(10 µm) 

Gefäßkonstriktion [%] 

n = 6 

7,7 7,2 

(p = 0,9) 

6,9 

(p = 0,8) 

 

Tab. 8: Vergleich unterschiedlicher Auswerteverfahren zur Ermittlung des Innendurchmessers 

anhand der Messreihe „PDP A in adulten Mäusen“. Der p-Wert nimmt Bezug auf die bisher 

angewendete Flächenmethode über 50 µm. Verwendung des Zweistichproben-t-Tests bei 

angenommener Normalverteilung. 

Es wird ersichtlich, dass die Auswahl des Auswerteverfahrens keinen signifikanten 

Einfluss auf das Ergebnis nimmt und somit die Flächenmethode über 50 µm legitimiert. 

Die prozentuale Gefäßkonstriktion wird durch die beiden alternativen 

Auswertemethoden jedoch unterschätzt, was als kritisch zu betrachten ist. 

5.1.4 Elektrische Stimulation 

Der Untersuchungsgegenstand der elektrischen Hirnschnitt-Stimulation ist die 

neurovaskuläre Kopplung, welche die Regulation des Gefäßdurchmessers in 

Abhängigkeit von der lokalen Kortexaktivität beschreibt (Filosa et al. 2006, Iadecola 

und Nedergaard 2007). Neuronen, Astrozyten und intrazerebrale Arteriolen stellen die 

Glieder des auch als funktionelle Hyperämie bekannten Prozesses dar (Attwell et al. 

2010). In dieser Arbeit diente ein elektrischer Stimulus der Erzeugung einer 

neuronalen Erregung, welche über das astrozytäre Bindeglied eine Gefäßreaktion bis 

Kortexschicht II/III des visuellen Mauskortex bewirken sollte. Durch die Wahl einer 

bipolaren, konzentrischen Elektrode wurde die Ausbreitung des Stimulus begrenzt und 

zudem das Ausmaß des Schadens im Hirngewebe reduziert (Ranck 1975, Neagu et 

al. 2005). Die Platzierung der Elektrode erfolgte zum einen in Kortexschicht VI, 

angrenzend an die weiße Hirnsubstanz in der kortikalen Kolumne der zu 

analysierenden Arteriole und zum anderen in der benachbarten Kolumne in 

Kortexschicht II/III. Holthoff et al. zeigten, dass ein elektrischer Stimulus in 

Kortexschicht VI ein intrinsisches optisches Signal in den Kortexschichten II bis VI 

hervorruft (Holthoff et al. 1994). Dieses Signal, welches in vitro durch die 

aktivitätsabhängige Zunahme des intrazellulären Volumens hervorgerufen wird 
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(MacVicar und Hochman 1991), kann im akuten Hirnschnitt als Reporter für 

gesteigerte neuronale Aktivität benutzt werden (Holthoff et al. 1994). Die kolumnäre 

Erregungsausbreitung sollte durch die Stimulation in Kortexschicht VI ausgelöst 

werden. In Kortexschicht II/III wird der Gefäßdurchmesser intralaminär sowohl durch 

GABAerge Interneurone als auch durch Cyclooxygenase-2 exprimierende 

Pyramidenzellen, welche das vasodilatatorische Prostaglandin E2 synthetisieren, 

moduliert (Petersen 2007, Lecrux und Hamel 2016). Die Wahl der angelegten 

Spannungen fußt auf laborinternen Stimulationsprotokollen (durchgeführt von 

Dr. Alexander Joerk). Stimuli von 1 - 2 V in Kortexschicht VI erzeugten neuronale 

Erregbarkeit und resultierten in einer physiologischen Vasodilatation; Stimuli von 

6 - 8 V aufgrund einer überschwelligen Erregung in einer Vasokonstriktion. Übertragen 

auf die Experimente dieser Arbeit sollte sowohl die arterioläre Reaktion bei Stimulation 

mit 2,5 V als auch mit 7 V und 8 V untersucht werden. Der Vergleich zwischen den 

Experimenten der Stimulation mit 7 V in Kortexschicht VI und 8 V in Kortexschicht II/III 

erscheint aufgrund der Änderung zweier Parameter (Spannung und Lage der 

Elektrode) nicht sinnvoll. 

5.2 Diskussion der Ergebnisse 

5.2.1 Hämabbauprodukte in adulten Mäusen 

Eine signifikant geringere Vasokonstriktion konnte bei der Testung von PDP A in 

adulten Maushirnschnitten im Vergleich zur juvenilen Kontrolle detektiert werden 

(Abb. 19). Die Beobachtung der abgeschwächten Gefäßverengung in adulten Mäusen 

entspricht den Ergebnissen klinischer Studien, die das altersabhängige Auftreten der 

angiographischen Vasokonstriktion untersuchten. Malinova et al. sowie Nassar et al. 

identifizierten ein signifikant erhöhtes Risiko des Entstehens eines angiographischen 

Vasospasmus bei Patienten, die jünger als 39 beziehungsweise 38 Jahre alt waren 

(Malinova et al. 2016, Nassar et al. 2019). Ergänzend konnten auch Studien von 

Kale et al. sowie De Rooij et al. zeigen, dass die Wahrscheinlichkeit des Auftretens 

eines angiographischen Vasospasmus bei einem Lebensalter von unter 50 

beziehungsweise 55 Jahren signifikant größer ist (de Rooij et al. 2013, Kale et al. 

2013). Die Beobachtung der abgeschwächten Gefäßreaktion kann auf vielfältige 

altersabhängige biologische Gefäßveränderungen zurückgeführt werden, welche die 

Vitalität und Anpassungsmöglichkeiten der Gefäße betreffen. Die Gefäßphysiologie 
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wird maßgeblich durch die Vitalität des Endothels und die Funktionalität glatter 

Gefäßmuskelzellen bestimmt. Durch Einschränkungen Endothel-abhängiger 

sowie -unabhängiger Relaxationsprozesse nimmt die Anpassungsfähigkeit von 

Gefäßen im Alter ab (Marin 1995, Gerhard et al. 1996). Des Weiteren wird die 

kontraktile Antwort durch strukturelle Gefäßveränderungen, welche teilweise durch 

das gehäufte Auftreten von Sauerstoffradikalen aufgrund geringerer antioxidativer 

Kapazitäten bedingt sind, erschwert (Lang et al. 1995, Samiec et al. 1998). 

Veränderungen im Kalziumhaushalt (Cassie et al. 1990) sowie die Beeinträchtigung 

der Funktionalität der Na+/K+-ATPasen (Ponte et al. 1996) beeinflussen die 

Gefäßreaktion zusätzlich. 

Shi et al. untersuchten den BK-Kanal in der Mesenterialarterie alter Ratten. Es stellte 

sich heraus, dass die Öffnungswahrscheinlichkeit, die mittlere Öffnungszeit sowie die 

Sensitivität des BK-Kanals für Ca2+ bei alten Ratten niedriger als bei der jungen 

Vergleichsgruppe war und mit der Herunterregulation der α- und β1-Untereinheit des 

Kanals assoziiert sein könnte (Shi et al. 2013). 

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass, zusätzlich zu den strukturellen 

Gefäßveränderungen, die Beeinträchtigung der Funktionalität des BK-Kanals im Alter 

eine wichtige Ursache der beobachteten abgeschwächten HDP-induzierten 

Gefäßreaktion darstellen könnte und die Ergebnisse mit dem klinischen Bild des 

altersabhängigen Auftretens eines angiographischen Vasospasmus vereinbar sind. 

5.2.2 Dihydro-BOX A 

Das Z-konfigurierte BOX A-Molekül zeigte in vergangenen und vergleichbaren 

Hirnschnittexperimenten eine signifikante Verengung des Gefäßdurchmessers (Joerk 

et al. 2014, Joerk et al. 2019). Dagegen führte die E-Konfiguration des Isomers zu 

einem Verlust der Vasoaktivität (Langguth 2019). Um auf Grundlage dieser Vordaten 

die Struktur-Wirkungs-Beziehung von BOX A detaillierter aufzuklären, wurde die 

Vinylgruppe des Moleküls hydriert und analysiert, ob die Veränderung der Substanz 

den vasogenen Effekt beeinflusst. Das modifizierte BOX A-Molekül entfaltete sowohl 

bei den WT- als auch bei den KO-Maushirnschnitten keinen vasokonstriktorischen 

Effekt (Abb. 21). Die Gefäßreaktion der WT-Versuchsgruppe war jedoch signifikant 

schwächer als die der BOX A WT-Kontrolle. Die Interaktion von BOX A mit dem 

BK-Kanal ist nicht vollständig aufgeklärt. Es ist möglich, dass sich das hydrophobe 
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BOX A-Molekül zwischen die Transmembrandomänen sowie die zytoplasmatische 

RCK1-Domäne schiebt und somit den geschlossenen Kanalzustand stabilisiert. Die 

Amid-Gruppe des BOX A-Moleküls scheint hierbei mit der 329RKK331-Domäne des 

S6-Transmembransegments zu interagieren und den inhibitorischen Effekt zu 

bestimmen (Hou et al. 2011, Seidel et al. 2017). Bei der Synthese von Dihydro-BOX A 

wurde jedoch nicht die Amid-, sondern die Vinyl-Gruppe des BOX A-Moleküls hydriert. 

Folglich scheinen sowohl die Amid- als auch die Vinyl-Gruppe bei der Interaktion des 

BOX A-Moleküls mit dem BK-Kanal von Bedeutung zu sein. 

Es bleibt jedoch offen, wie die Vinyl-Gruppe mit dem BK-Kanal interagiert und welche 

Rolle die Amid-Gruppe diesbezüglich einnimmt.  

5.2.3 MVM 

In einem Reaktionsansatz einer Studie von Kranc et al. zerfiel das Bilirubinmolekül 

unter dem Einfluss von H2O2 zu den in der HPLC identifizierten Oxidations-

Endprodukten BOX A, BOX B und MVM. Die HPLC-Liquoranalyse von Patienten nach 

einer SAB bekräftigte das Vorhandensein dieser Oxidations-Endprodukte (Kranc et al. 

2000). Es ist bekannt, dass BOXes einen inhibitorischen Effekt auf den BK-Kanal 

entfalten und somit zur Pathogenese des Vasospasmus beitragen (Kranc et al. 2000, 

Hou et al. 2011). Für BOX A konnte dieser vasokonstriktorische Effekt sowohl in 

akuten Hirnschnittexperimenten als auch in vivo bewiesen werden. Die Testung von 

BOX B zeigte eine verzögerte signifikante Vasokonstriktion in vivo (Joerk et al. 2014, 

Joerk et al. 2019). Aufgrund der Möglichkeit der Synthese sowie der Stabilisierung von 

MVM konnte das oxidative Endprodukt, ergänzend zu BOX A und BOX B, auf 

Vasoaktivität untersucht werden. Konträr zur Testung von BOX A vermittelte MVM 

keinen signifikanten gefäßverengenden Effekt im Hirnschnittmodell (Abb. 22). Das 

Ergebnis der MVM-Testung steht im Einklang mit der von Hou et al. formulierten 

Hypothese. BOXes verfügen über eine Amid-Gruppe, welche für den inhibitorischen 

Effekt auf den BK-Kanal essenziell zu sein scheint. Da im MVM-Molekül keine Amid-

Gruppe vorhanden ist, kann MVM auch nicht inhibitorisch wirken (Hou et al. 2011). 

Um die Aussage der fehlenden Vasoaktivität des MVM-Moleküls zu fundieren und 

andere Effekte auf den BK-Kanal auszuschließen, sollten ergänzend in vivo-Versuche, 

angelehnt an die Vorversuche mit BOXes, über eine größere Zeitspanne erfolgen. Dies 

würde jedoch eine stabile Formulierung des MVM-Moleküls voraussetzen. 
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5.2.4 Effekt spezifischer BK-Kanal-Aktivatoren 

Während die PDP A-induzierte Gefäßverengung durch BMS 204352 verhindert 

werden konnte (Abb. 24), ergab sich kein signifikanter Unterschied bei der Testung 

von BMS 191011 (Abb. 23). BMS 204352 wurde ursprünglich zur Neuroprotektion 

nach ischämischen Schlaganfällen entwickelt, konnte jedoch in einer Phase-III-Studie 

keine bessere Prognose der Patienten nachweisen (Jensen 2002). Die selektive 

BK-Kanal-Aktivierung in ischämischen Zellen sollte einer übermäßig gesteigerten 

intrazellulären Ca2+-Konzentration entgegenwirken und somit die zelluläre 

Depolarisationsrate senken (Gribkoff et al. 2001). Es zeigte sich, dass BMS 204352 

zusätzlich aktivierend auf Kv7-Kanäle wirkt. Durch die Aktivierung dieser Kaliumkanäle 

wird das Ruhemembranpotenzial neuronaler Zellen stabilisiert und Übererregungen 

entgegengesteuert (Schroder et al. 2001). Überdies wurde sowohl der Kv7.1- als auch 

der Kv7.4-Kanal in der Membran glatter Gefäßmuskelzellen intrazerebraler Arteriolen 

entdeckt (Zhong et al. 2010). Eine mögliche Aktivierung arteriolärer Kv7-Kanäle könnte 

glatte Gefäßmuskelzellen zusätzlich zur BK-Kanal-Aktivierung hyperpolarisieren und 

so die vasodilatatorische Wirkung unterstützen. Entgegen der Hypothese konnte bei 

der Testung von BMS 191011 (sowohl mit als auch ohne PDP A-Zugabe) eine 

Tendenz zur Vasokonstriktion festgestellt werden, welche von Streuungen geprägt 

war. Die Beobachtungen zu den Versuchen mit BMS 191011 widersprechen dem 

Ergebnis eines gefäßerweiternden Effektes auf retinale Arteriolen (Mori et al. 2011). 

Da die Streuung der Mittelwerte nach BMS 204352-Applikation gering ausfiel und sich 

beide BMS-Substanzen nur in ihrer Wirkung auf die Kv7-Kanäle unterscheiden, kann 

vermutet werden, dass der fehlende aktivierende Effekt auf Kv7-Kanäle eine 

Übererregung neuronaler Zellen nach BMS 191011-Applikation begünstigte. 

Die Bewertung der BMS-Substanzen zur Prävention der PDP-induzierten 

Vasokonstriktion fällt somit unterschiedlich aus. BMS 204352 konnte den 

gefäßverengenden Effekt von PDP A verhindern und wurde bisher nur unter dem 

Aspekt der Neuroprotektion nach ischämischen Schlaganfällen in klinischen Studien 

getestet (Jensen 2002). Da das Risikoprofil in vergangenen Studien gering ausfiel, 

könnte eine weiterführende Testung von BMS 204352 gezielt zur 

Vasospasmusprävention einen vielversprechenden Ansatz darstellen. BMS 191011 

konnte die PDP A-induzierte Gefäßverengung nicht verhindern. Die begrenzte 

Datenlage zu BMS 191011 lässt keine abschließende Beurteilung über die klinische 
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Anwendbarkeit der Substanz zu. Weitere Studien mit Einschluss der Untersuchung 

möglicher Nebeneffekte unter Interaktionen sind daher unerlässlich.  

5.2.5 Effekt spezifischer BK-Kanal-Inhibitoren 

Die PAX-Versuchsgruppe unterschied sich nicht von der PAX-Versuchsgruppe, bei der 

zeitverzögert PDP A appliziert wurde (Abb. 25). Die Gefäßkonstriktion nach 

zeitverzögerter PDP A-Applikation auf dem Hintergrund von IbTX war hingegen 

signifikant stärker als nach alleiniger IbTX-Applikation (Abb. 26). Zudem konnte nur bei 

den beiden IbTX-Versuchsgruppen eine signifikante Vasokonstriktion im Vergleich zur 

Kontrolle festgestellt werden. Die Ergebnisse der Testung zelltypspezifischer 

BK-Kanal-Inhibitoren deuten darauf hin, dass PDP A vorwiegend auf astrozytär-

exprimierte BK-Kanäle inhibitorisch wirkt. Die Aussage begründet sich in der 

Beobachtung des zusätzlichen vasokonstriktorischen Effektes von PDP A nach 

45-minütiger Präinkubation mit IbTX (BK-Kanal-Inhibitor in glatten 

Gefäßmuskelzellen). Unter Annahme einer Inhibition der glattmuskulär exprimierten 

BK-Kanäle durch IbTX kann PDP A weiterhin Einfluss auf astrozytär exprimierte 

BK-Kanäle nehmen und den vasokonstriktorischen Effekt verstärken. PAX wirkt 

paninhibitorisch auf BK-Kanäle der gesamten neurovaskulären Einheit einschließlich 

der Expression in Astrozyten und Endothelzellen (Gebremedhin et al. 2003, Yamaura 

et al. 2006). Durch die pharmakologische Inhibition aller BK-Kanäle konnte folgerichtig 

keine zusätzliche Konstriktion bei PDP A-Zugabe beobachtet werden. Die Wirkung von 

PDP A auf den astrozytären BK-Kanal ist jedoch nicht die einzige mögliche Erklärung 

für das beobachtete Ergebnis. Es könnte auch sein, dass PDP A einen Anstieg der 

intrazellulären Ca2+-Konzentration im astrozytären Endfuß initiiert. Folglich werden 

BK-Kanäle vermehrt aktiviert und der K+-Ausstrom aus dem astrozytären Endfuß 

nimmt zu. Steigt die extrazelluläre K+-Konzentration auf über 20 mM an, entfalten 

Kir-Kanäle in der Membran glatter Gefäßmuskelzellen einen depolarisierenden Effekt, 

der die Konstriktion des zerebralen Gefäßes initiiert (Koide et al. 2012). Die Tatsache, 

dass sowohl die Testung von PAX allein als auch in Kombination mit PDP A in keiner 

signifikanten Vasokonstriktion resultierte, lässt sich mit der Beobachtung einer 

anderen Studie erklären. PAX inhibiert vorzugsweise BK-Kanäle im geschlossenen 

Zustand (Zhou und Lingle 2014). Durch die Vorspannung mit L-NAME befinden sich 

BK-Kanäle hauptsächlich im geöffneten Kanalzustand, um dem NO-Defizit 
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entgegenzuwirken. PAX wirkt demzufolge weniger inhibitorisch auf BK-Kanäle und die 

Vasokonstriktion ist schwächer ausgeprägt. 

Ergänzend zu den Experimenten mit den zelltypspezifischen Inhibitoren IbTX und PAX 

wäre die Testung von PDP A in einem Knock-out-Modell des astrozytären BK-Kanals 

aufschlussreich. Zeigt PDP A keinen vasokonstriktorischen Effekt auf, könnte die 

Vermutung, dass astrozytäre BK-Kanäle vermehrt durch PDP A inhibiert werden, 

untermauert werden. 

5.2.6 Effekt eines Proteinkinase C-Inhibitors 

Es ist bekannt, dass das PKC-Aktivitätslevel nach einer SAB erhöht ist (Ohta et al. 

1995, Laher und Zhang 2001) und mit vasokonstriktorischen Verhältnissen in glatten 

Gefäßmuskelzellen assoziiert wird (Wang et al. 2015). Die Effekte der PKC auf glatte 

Gefäßmuskelzellen sind umfassend und wurden in Kapitel 1.4.2 explizit erläutert. Als 

besonderer Aspekt soll die Wirkung auf den BK-Kanal geschildert werden. Die 

inhibierende Wirkung der PKC auf den BK-Kanal wurde von Minami et al. 1993 

beschrieben (Minami et al. 1993). Zhou et al. zeigten, dass die PKC über 

Phosphorylierungen an zwei Serinresten der α-Untereinheit des BK-Kanals 

aktivitätsmodulierend wirkt (Zhou et al. 2010). Im Laufe der Jahre wurde der PKC 

sowohl eine inhibierende (Zhou et al. 2008, Zhou et al. 2010) als auch eine 

aktivierende Wirkung (Barman et al. 2004, Zhu et al. 2006) auf den BK-Kanal 

zugesprochen, welcher vom Gefäßbett und der Expression der Isoformen abhängig 

ist. Pyne-Geithman et al. konnten unter dem Einfluss von BOXes eine signifikante 

Translokationssteigerung der PKC Isoformen α und δ nachweisen und postulierten, 

dass die PKC eine verstärkende Funktion für den kontraktilen Effekt der BOXes 

einnimmt (Pyne-Geithman et al. 2008). In Anlehnung an diese Beobachtung wurde 

Gö 6983, welches die Isoformen α, β, γ, δ und ζ der PKC inhibiert, ausgewählt, um 

eine mögliche Interaktion der PDPs mit der PKC zu identifizieren. Die Testung der 

Kombination aus Gö 6983 und PDP A resultierte in einer leichten Vasodilatation, die 

sich signifikant von der PDP A-Kontrolle unterschied (Abb. 27). Aus dem Ergebnis 

könnte abgeleitet werden, dass die Inhibition der PKC, in Anlehnung an Zhou et. al, in 

einer erhöhten Öffnungswahrscheinlichkeit des BK-Kanals resultiert. Da vergangene 

Studien darauf hindeuten, dass PDPs ihren gefäßverengenden Effekt über die 

Inhibition des BK-Kanals entfalten (Joerk et al. 2014, Joerk et al. 2019), kann vermutet 
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werden, dass die PKC über die Phosphorylierung des Kanalproteins in die 

Pathogenese der PDP A-induzierten Gefäßkonstriktion involviert ist (Abb. 34). 

 

Abb. 34: Schema des Stellenwerts der Proteinkinase C (PKC) in der PDP A-vermittelten 

BK-Kanal-Inhibition. PDP A könnte durch die Aktivierung der extrazellulären Domäne des 

G-Protein-gekoppelten-Rezeptors (GPCR) die PKC-Aktivierungskaskade einleiten. Die 

entstehenden Moleküle Diacylglycerin (DAG) und Inositoltrisphosphat (IP3) ermöglichen 

kalziumabhängig und/oder kalziumunabhängig die Translokation der PKC zur 

Zellmembraninnenseite. Die aktivierte PKC kann unter Verbrauch eines ATPs die 

α-Untereinheit des BK-Kanals phosphorylieren und somit inaktivieren. Folglich entfällt der 

hyperpolarisierende Effekt des BK-Kanals und die glatte Gefäßmuskelzelle neigt zur 

Depolarisation (A). Gö 6983 inhibiert die PKC durch Blockade der ATP-Bindungsstelle. 

Dementsprechend kann die PKC das BK-Kanal-Protein nicht mehr phosphorylieren. Der 

BK-Kanal entfaltet so, trotz des Vorhandenseins der PDPs, einen hyperpolarisierenden Effekt 

auf die glatte Gefäßmuskelzelle (B). 

Weitere Studien könnten gezielt die Translokation der PKC-Isoformen unter dem 

Einfluss von PDP A untersuchen. Zum einen würde so eine genauere Aussage zur 

PKC-Aktivierung durch PDPs möglich, zum anderen könnte man die involvierten 

Isoformen, ähnlich wie Pyne-Geithman et al. 2008, ausfindig machen und 

anschließend selektivere PKC-Inhibitoren in Hirnschnittexperimenten testen. Eine 

selektivere PKC-Inhibition würde Nebeneffekte auf kalziumabhängige 
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und -unabhängige Prozesse (Geraldes und King 2010, Ringvold und Khalil 2017) 

minimieren und somit das Nebenwirkungsprofil senken. 

5.2.7 Einfluss der Hämabbauprodukte auf die neurovaskuläre Kopplung 

Als Grundlage für die Experimente der elektrischen Stimulation diente eine von 

Dr. Alexander Joerk erfasste, laborinterne Stimulationsreihe, welche die arterioläre 

Durchmesseränderung in Abhängigkeit der angelegten Spannung zum Gegenstand 

hatte. Innerhalb dieser Versuchsreihe dilatierte die untersuchte Arteriole nach 

Stimulation mit einer angelegten Spannung von kleiner gleich 2 V. Die 

Stimulationsexperimente mit 2,5 V basierten somit auf der Hypothese, dass die 

elektrische Stimulation eine kortikale Erregung initiiert, welche über Astrozyten als 

Bindeglied zu glatten Gefäßmuskelzellen zur Dilatation der blutzuführenden Arteriole 

führt. Da bei dieser physiologisch auftretenden funktionellen Hyperämie astrozytäre 

BK-Kanäle von großer Bedeutung sind, sollte der Einfluss der HDPs auf die 

neurovaskuläre Kopplung untersucht werden. Weder nach Stimulation mit 2,5 V in 

Kortexschicht II/III noch in Kortexschicht VI wurde ein signifikanter Unterschied 

zwischen der jeweiligen HDP-Versuchsgruppe und der Kontrolle festgestellt 

(Abb. 28 und 30). 

Während die Vorarbeiten am nativen Hirnschnittpräparat bei niedrigen Spannungen 

eine Gefäßdilatation zeigten, konnte im Rahmen dieser Arbeit nach 

pharmakologischer Gefäßvorspannung mittels L-NAME (Kontrolle) kein 

vasodilatatorischer Effekt identifiziert werden. Um diese Beobachtung erklären zu 

können, muss die Physiologie der neurovaskulären Kopplung genauer betrachtet 

werden. Die in Kapitel 1.5 beschriebene Hyperpolarisation glatter Gefäßmuskelzellen 

als Folge gesteigerter astrozytärer BK-Kanal-Aktivität (Filosa et al. 2006, Price et al. 

2002) ist nicht der einzige Signalweg, der zur Zunahme des regionalen zerebralen 

Blutflusses führt. Im Rahmen der neurovaskulären Kopplung können zudem 

Prostaglandin E2 sowie NO einen Großteil der aktivitätsabhängigen Vasodilatation 

bewirken (Buerk et al. 2003). Erhöhte neuronale Aktivität führt zur verstärkten 

Freisetzung von Glutamat, was wiederum die Aktivierung postsynaptischer NMDA- 

und AMPA-Rezeptoren ermöglicht. Infolgedessen steigt die neuronale intrazelluläre 

Ca2+-Konzentration und kalziumabhängige Enzyme, wie beispielsweise die nNOS, 

werden aktiviert. Das entstehende NO kann direkt in glatte Gefäßmuskelzellen 
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diffundieren, die lösliche Guanylatcyclase aktivieren und eine Vasodilatation bewirken 

(Attwell et al. 2010, Lecrux und Hamel 2016). Alternativ können auch nNOS-positive 

Interneurone aktiviert werden und den Gefäßdurchmesser entscheidend erweitern 

(Wakatsuki et al. 1998). 

Das durch die neuronale Erregung freigesetzte Glutamat kann überdies metabotrope 

Glutamat-Rezeptoren der Astrozyten stimulieren. Folglich steigt die intrazelluläre 

Ca2+-Konzentration, wodurch die Phospholipase A2 vermehrt Arachidonsäure aus 

Membranlipiden spalten kann. Die Arachidonsäure wird anschließend entweder direkt 

in den Astrozyten über die Epoxygenase zu EET oder erst in der glatten 

Gefäßmuskelzelle über die ω-Hydroxylase zu 20-HETE umgewandelt. Sowohl die 

vasodilatatorische EET als auch die vasokonstriktorische 20-HETE beeinflussen den 

Gefäßdurchmesser im Rahmen der neurovaskulären Übertragung (Peng et al. 2004, 

Metea und Newman 2006). NO, synthetisiert durch die nNOS und durch die eNOS, 

kann zudem Einfluss auf die Wirkung der Arachidonsäurederivate nehmen, indem es 

die jeweiligen Enzyme konzentrationsabhängig inhibiert (Roman 2002). Da sich die 

Epoxygenase und die ω-Hydroxylase in ihrer NO-Sensitivität unterscheiden, resultiert 

ein von NO abhängiges Inhibitionsmuster mit dementsprechenden 20-HETE- und 

EET-Konzentrationen, welche den Gefäßtonus modulieren (Kapitel 5.1.2). 

NO-Signalwege sind demzufolge, zusätzlich zur Beeinflussung der extrazellulären 

K+-Konzentration durch gesteigerte BK-Kanal-Aktivität, ein wichtiger Bestandteil der 

neurovaskulären Kopplung (Abb. 35). 
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Abb. 35: Einfluss von NO auf die neurovaskuläre Kopplung (abgewandelt von Attwell 2010).  

Die gesteigerte neuronale Aktivität führt zur glutamatergen Aktivierung neuronaler NMDA-

Rezeptoren (NMDAR), was wiederum die neuronale NO-Synthese ankurbelt. NO kann in die 

glatte Gefäßmuskelzelle (VSMC) diffundieren und gemeinsam mit dem endothelial 

synthetisierten NO (eNOS) die cGMP-vermittelte Vasodilatation einleiten. Zudem werden 

metabotrope Glutamat-Rezeptoren (mGluR) der Astrozyten aktiviert und somit die 

Phospholipase A2(PLA2)-katalysierte Entstehung der Arachidonsäure (AA) ermöglicht. Die 

Arachidonsäure wird entweder in den Astrozyten zu den vasodilatatorischen Molekülen EET 

und Prostaglandin E2 (PGE2) umgewandelt oder in den glatten Gefäßmuskelzellen zur 

vasokonstriktorischen 20-HETE. Das neuronal synthetisierte NO inhibiert die enzymatische 

Umwandlung von Arachidonsäure in EET beziehungsweise in 20-HETE. Zudem inhibiert das 

NO der eNOS die Katalyse von Arachidonsäure in 20-HETE. 

Es wird ersichtlich, dass NO unentbehrlich für einen physiologischen Ablauf der 

neurovaskulären Kopplung ist. L-NAME inhibiert sowohl die nNOS als auch die eNOS 

im Hirnschnitt (Dwyer et al. 1991, Moore und Handy 1997) und greift somit 

unweigerlich in die neurovaskuläre Kopplung ein. Kitaura et al. applizierten den NOS-

Inhibitor L-NA (vergleichbar mit L-NAME) auf die Kortexoberfläche von Mäusen des 
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C57BL/6-Stammes mit dem Ergebnis einer zu 50 % reduzierten aktivitätsabhängigen 

Vasodilatation im somatosensorischen Kortex (Kitaura et al. 2007). In einem ähnlichen 

Versuchsaufbau konnte bereits zuvor gezeigt werden, dass NO nach einem kurzen 

sensorischen Stimulus über 50 % der neurovaskulären Gefäßerweiterung ermöglicht 

und somit als früh einsetzender Botenstoff ein essenzieller Bestandteil der 

neurovaskulären Kopplung ist (Shibuki et al. 2003). Eine langanhaltende Stimulation 

initiiert hingegen in erster Linie die verstärkte astrozytäre Synthese der 

vasodilatatorischen EET (Liu et al. 2008). Da L-NAME jedoch in die EET- und 

20-HETE-Physiologie über die Beeinflussung des NO-Haushaltes eingreift, könnte 

zudem die EET-vermittelte Vasodilatation im Hirnschnittmodell beeinträchtigt worden 

sein. 

Letztendlich muss in Erwägung gezogen werden, dass durch die Gefäßvorspannung 

der NO-Haushalt so beeinträchtigt wurde, dass kein vasodilatatorischer Effekt auf den 

2,5 V-Stimulus, unabhängig von der HDP-Applikation, identifiziert werden konnte. Bei 

der Gefäßerweiterung infolge der 2 V-Stimulation im Rahmen der laborinternen 

Stimulationsreihe wurde kein L-NAME zur Gefäßvorspannung eingesetzt, was diesen 

Rückschluss bekräftigt. 

Zudem identifizierte Dr. Alexander Joerk eine inverse Gefäßreaktion nach elektrischer 

Stimulation mit einer angelegten Spannung von 6 V beziehungsweise 8 V. Eine solche 

Gefäßantwort konnte auch bei den Stimulationsexperimenten dieser Arbeit in 

Kortexschicht II/III (8 V) sowie VI (7 V) beobachtet werden. Ein wichtiger Faktor dieser 

inversen Gefäßreaktion ist die extrazelluläre K+-Konzentration zwischen astrozytärem 

Endfuß und Arteriole (Abb. 36). Unter pathologischen Bedingungen, wie 

beispielsweise nach einer SAB mit spontanen hochamplitudigen Ca2+-Oszillationen im 

Astrozyten, wird der astrozytäre BK-Kanal verstärkt aktiviert. Infolgedessen steigt die 

perivaskuläre K+-Konzentration (Koide et al. 2012). Die extrazelluläre 

K+-Konzentration bestimmt maßgeblich die Leitfähigkeit von Kir-Kanälen in der 

Membran glatter Gefäßmuskelzellen. Wird ein perivaskulärer Schwellenwert für K+ von 

20 mM überschritten, entfällt die hyperpolarisierende Wirkung der Kir-Kanäle. Folglich 

öffnen sich spannungsgesteuerte Kalziumkanäle, glatte Gefäßmuskelzellen 

depolarisieren und das Gefäß verengt sich (Attwell et al. 2010, Girouard et al. 2010, 

Pappas et al. 2015).  
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Abb. 36: Einfluss von K+ auf die neurovaskuläre Kopplung. Im Astrozyten kann die 

intrazelluläre Ca2+-Konzentration durch spontane Ca2+-Oszillationen (Koide et al. 2012) sowie 

durch gesteigerte Aktivierung metabotroper Glutamat-Rezeptoren (mGluR) aufgrund 

neuronaler Erregung ansteigen (Attwell et al. 2010). Die Aktivität von am astrozytären Endfuß 

lokalisierten BK-Kanälen wird durch die intrazelluläre Ca2+-Konzentration reguliert. Die 

BK-Kanal-Aktivität beeinflusst die K+-Konzentration zwischen astrozytärem Endfuß und glatter 

Gefäßmuskelzelle (VSMC), welche die Polarität von Kir-Kanälen in der Membran der glatten 

Gefäßmuskelzelle bestimmt und über die Gefäßreaktion entscheidet. Bei einer astrozytären 

Ca2+-Konzentration < 700 nM wird die BK-Kanal-Aktivität so gesteigert, dass eine 

perivaskuläre K+-Konzentration von 20 mM nicht überschritten wird. Resultierend stabilisieren 

Kir-Kanäle das Ruhemembranpotenzial glatter Gefäßmuskelzellen, spannungsgesteuerte 

Kalziumkanäle (VDCC) werden inhibiert und das Gefäß dilatiert sich. Bei einer höheren 

astrozytären Ca2+-Konzentration (unterer Bildteil) ist die BK-Kanal-Aktivität so groß, dass die 

perivaskuläre K+-Konzentration Werte über 20 mM erreicht. Kir-Kanäle verlieren die 

hyperpolarisierende Wirkung, spannungsgesteuerte Kalziumkanäle werden aktiviert, glatte 

Gefäßmuskelzellen depolarisieren und das Gefäß verengt sich. 
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Im Versuchsdesign dieser Arbeit sollte die Stimulation mit einer angelegten Spannung 

von 7 V beziehungsweise 8 V eine erhöhte Erregung, ähnlich der von Koide et al. 

beschriebenen Ca2+-Oszillationen, darstellen. Bei den Versuchen in Kortexschicht II/III 

(8 V) wurde eine signifikant geringere maximale Amplitude nach Applikation von 

PDP A im Vergleich zur Kontrolle identifiziert (Abb. 29). Die maximale Amplitude der 

Stimulationsversuche in Kortexschicht VI (7 V) der HDP-Versuchsgruppen unterschied 

sich nicht von der Kontrolle (Abb. 31 und 32). Eine signifikant geringere inverse 

Gefäßreaktion wurde jedoch zu zwei unterschiedlichen Zeitpunkten deutlich (Vergleich 

Abb. 32 A). 

Der BK-Kanal steht im Zentrum der inversen Gefäßreaktion, da er mit der 

Beeinflussung der perivaskulären K+-Konzentration die Polarität der Kir-Kanäle und 

somit auch die Gefäßantwort bestimmt. Betrachtet man das Ergebnis der 

abgeschwächten Vasokonstriktion nach HDP-Präinkubation unter dem Aspekt der 

Stellung des BK-Kanals in der inversen neurovaskulären Gefäßantwort, so kann 

vermutet werden, dass HDPs inhibitorisch auf den astrozytären BK-Kanal wirken. 

Werden BK-Kanäle vermehrt durch PDP A oder BOX A inhibiert, steigt die 

perivaskuläre K+-Konzentration weniger stark an und die Arteriole verengt sich in 

einem geringeren Ausmaß. In einem Hirnschnittmodell untersuchten Koide et al. die 

Wirkung des BK-Kanal-Inhibitors PAX auf die durch eine elektrische Stimulation 

ausgelöste inverse neurovaskuläre Kopplung. In Übereinstimmung mit den 

Beobachtungen der Stimulationsversuche dieser Arbeit wurde in dieser Studie eine 

signifikant abgeschwächte inverse Gefäßreaktion unter der Wirkung von PAX deutlich 

(Koide et al. 2012). 

Wie in Kapitel 1.5 ausführlich erläutert, kann eine inverse Gefäßreaktion auch häufig 

als Folge von spreading depolarizations unter den pathologischen Bedingungen einer 

SAB beobachtet werden. Durch die Lyse der Erythrozyten des subarachnoidalen 

Blutes steigt die extrazelluläre K+-Konzentration, welche die Polarität der Kir-Kanäle 

und somit auch die Gefäßantwort direkt beeinflussen kann. Unter physiologischen 

Bedingungen kann NO, das durch die gesteigerte Aktivität der nNOS im Rahmen einer 

spreading depolarization zunehmend freigesetzt wird, diesem Konzentrationsanstieg 

entgegenwirken und eine inverse Gefäßreaktion verhindern. Da durch die Lyse der 

Erythrozyten jedoch auch freies Hämoglobin entsteht, welches die Bioverfügbarkeit 

des NOs reduziert, entfällt diese vasodilatatorische Wirkung des NOs auf das 
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vasokonstriktorische Potenzial einer erhöhten extrazellulären Kaliumkonzentration 

(Macdonald und Weir 1991, Dreier et al. 1998, Dreier et al. 2000). Das Vorhandensein 

von NO beeinflusst demzufolge maßgeblich, ob auf eine spreading depolarization eine 

spreading hyperemia oder eine spreading ischemia folgt (Windmuller et al. 2005). Eine 

spreading hyperemia kann eine Depolarisationswelle durch die energieliefernde 

Vasodilatation schnell eliminieren. Eine spreading ischemia birgt hingegen ein 

Perfusionsdefizit, das im Rahmen einer SAB bleibende Hirnschäden verursachen und 

zur Entstehung von DINDs beitragen kann (Dreier et al. 2006, Dreier 2011, Woitzik et 

al. 2012). 

Zudem vermuteten Dreier et al., dass eine extrazelluläre K+-Konzentration über 20 mM 

die Hypoperfusion einer NO-reduzierenden Substanz potenziert (Dreier et al. 1998). 

Demzufolge könnte eine inverse Gefäßantwort verstärkt und die Repolarisation 

neuronaler Strukturen verzögert werden. In den Messungen von Dr. Alexander Joerk 

ohne L-NAME-Vorspannung erholte sich der Gefäßdurchmesser nach Stimulation mit 

6 V beziehungsweise 8 V in Kortexschicht VI nahezu logarithmisch. Dieser typische 

Verlauf konnte nach Stimulation mit 7 V in Kortexschicht VI im Rahmen dieser Arbeit 

nicht beobachtet werden. Wie man Abb. 37 entnehmen kann, erholen sich die 

Arteriolen im Mittel verzögert und unter einem nahezu linearen Zusammenhang 

zwischen Zeit und Gefäßdurchmesserzunahme. 

 

Abb. 37: Darstellung der Gefäßdurchmesseränderung nach Stimulation mit 6 V, 7 V oder 8 V 

in Kortexschicht VI über eine zehnminütige Zeitspanne. Die Experimente mit 6 V und 8 V von 

Dr. Alexander Joerk erfolgten ohne L-NAME-Präinkubation und waren Einzelversuche. 
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Daraus kann abgeleitet werden, dass durch die Anwendung von L-NAME die inverse 

Gefäßreaktion verstärkt und die Rückbildung zum Ausgangsdurchmesser 

beeinträchtigt worden sein könnte. 

Der Einfluss der HDPs auf die neurovaskuläre Kopplung konnte durch die Versuche 

der elektrischen Stimulation somit nur ansatzweise identifiziert werden, was auch auf 

die Grenzen des zugrundeliegenden Hirnschnittmodells zurückzuführen ist. Die 

Simulierung eines Gefäßtonus mit L-NAME ist ein substanzieller Bestandteil des 

experimentellen Designs dieser Arbeit (Kapitel 5.1.2). Durch die Verwendung von 

L-NAME wird die Bioverfügbarkeit von NO reduziert. NO ist jedoch sowohl beim 

physiologischen als auch beim pathophysiologischen Ablauf der neurovaskulären 

Kopplung von großer Bedeutung. Dementsprechend wird durch die NO-defizitären 

Verhältnisse stark in die neurovaskuläre Interaktion eingegriffen und zusätzlich die 

Dynamik der Gefäßreaktion beeinträchtigt. Da die Mechanismen der neurovaskulären 

Kopplung enorm vielseitig sind, würde eine alternative Simulierung des Gefäßtonus, 

beispielsweise durch den Thromboxan-Rezeptor-Agonist U-46619, die Ergebnisse 

ebenso beeinflussen. So entfalten etwa Prostaglandin E2 sowie auch EET ihre 

vasodilatatorische Wirkung über Thromboxan-Rezeptor-Antagonisierung (Buerk et al. 

2003, Liu et al. 2008). 

Es erscheint sinnvoll, ein anderes Versuchsdesign zur Untersuchung der 

neurovaskulären Kopplung zu verwenden. Eine Gefäßvorspannung wäre etwa in 

einem in vivo-Versuchsaufbau nicht nötig. Man könnte bei der anästhesierten und 

analgesierten Maus eine Kraniotomie durchführen und, in Anlehnung an das in vivo-

Versuchsdesign von Joerk et al., HDPs sowie ein Fluoreszenzfarbstoff in eine 

subarachnoidale Kaverne wie die Cisterna Magna injizieren (Joerk et al. 2019). 

Anschließend könnte durch die topische Gabe von KCl auf die Kortexoberfläche eine 

spreading depolarization ausgelöst werden (Dreier et al. 1998). Die Gefäßreaktion 

könnte unter Zuhilfenahme der Zwei-Photonen-Mikroskopie oder durch ein Doppler-

Verfahren erfasst und mit der Kontrolle verglichen werden. 
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6 Schlussfolgerungen 

Das Ziel der Promotionsarbeit war zum einen die Identifizierung weiterer spasmogener 

Faktoren, die zur HDP-induzierten Vasokonstriktion beitragen und zum anderen das 

Prüfen vielversprechender Präventionsansätze. 

Die Testung von HDPs in Hirnschnitten adulter Mäuse resultierte in einer 

abgeschwächten Vasokonstriktion, was auf eine abnehmende Gefäßreaktion sowie 

Gefäßvitalität im Alter zurückzuführen ist und im Einklang mit der Beobachtung der 

niedrigeren Inzidenz des Vasospasmus bei Patienten hohen Alters steht. Die erstmalig 

getesteten HDPs Dihydro-BOX A und MVM zeigten keine Vasoaktivität. Die 

Versuchsreihe des Dihydro-BOX A legt dar, dass eine Hydrierung der Vinylgruppe den 

bekannten vasokonstriktorischen Effekt des BOX A-Moleküls aufheben kann. Diese 

Erkenntnis ist insbesondere für die Struktur-Aktivitäts-Beziehung und somit für einen 

möglichen Präventionsansatz von hoher Relevanz. Der BK-Kanal-Aktivator 

BMS 204352 konnte, im Gegensatz zu BMS 191011, den gefäßverengenden Effekt 

von PDP A erfolgreich verhindern. BMS 204352 stellte in einer klinischen 

Phase-III-Studie zur Neuroprotektion seine große Spezifität unter Beweis und zeigte 

ein günstiges Nebenwirkungsprofil. Demzufolge empfiehlt sich die Substanz für die 

Testung zur gezielten Prävention des Vasospasmus in vivo oder in klinischen Studien. 

Der unspezifische PKC-Inhibitor Gö 6983 konnte den vasokonstriktorischen PDP A-

Effekt aufheben. Das Ergebnis deutet auf eine Involvierung der PKC in die 

Pathogenese der PDP A-induzierten Gefäßkonstriktion hin und ist ein möglicher 

Ansatz für zukünftige Präventionsstrategien. Die Ergebnisse der getesteten BK-Kanal-

Inhibitoren erlauben den Rückschluss, dass PDPs vorwiegend auf astrozytäre 

BK-Kanäle inhibitorisch wirken. Der inhibierende HDP-Effekt auf astrozytäre 

BK-Kanäle konnte im Rahmen der elektrischen Stimulationsversuche zur 

Untersuchung der Beeinflussung der neurovaskulären Kopplung nur bedingt gezeigt, 

jedoch nicht ausgeschlossen werden. Es stellte sich heraus, dass das Versuchsdesign 

zur Untersuchung der komplexen neurovaskulären Interaktion an seine Grenzen stößt 

und ohne Zuhilfenahme einer gefäßvorspannenden Substanz in einem in vivo-

Versuchsdesign untersucht werden sollte.  

Diese Promotionsarbeit steuert wichtige Erkenntnisse zur Pathophysiologie der HDP-

induzierten Gefäßkonstriktion bei und dient demzufolge als Grundlage für die 
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Entwicklung neuer Präventionsansätze zur Vermeidung des Vasospasmus nach einer 

SAB. 
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