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1 Einleitung
1.1 Einfiihrung in die Subarachnoidalblutung

1.1.1 Atiologie

Als Subarachnoidalblutung (SAB) wird eine Blutung in den dusseren Liquorrdumen, zwischen
Arachnoidea und Pia mater bezeichnet. Der Grofteil der Subarachnoidalblutungen ist traumatisch
bedingt, die hiufigste, nicht traumatische Ursache einer spontanen Subarachnoidalblutung ist in ca.
75-80% ein rupturiertes intrakranielles Aneurysma’®?¥. Selten wird eine spontane SAB durch eine
vaskuldre Malformation, eine arterielle Dissektion, einen oberflichlichen Tumor oder eine
entziindliche Gefalerkrankung ausgelost. In etwa 20% kann keine Ursache fiir die
Subarachnoidalblutung gefunden werden. In einem solchen Fall ist die Blutung meistens deutlich
geringer ausgepridgt als es eine aneurysmatische Blutung wire, aullerdem gestaltet sich die
Blutverteilung anders. Typischerweise findet man bei dieser Art der Subarachnoidalblutung ohne
Aneurysmanachweis Blut in der Cisterna interpeduncularis und um den Hirnstamm herum. Es
handelt sich um eine sogenannte perimesenzephale Blutung’#?!°, Mikroaneurysmen, thrombosierte
Aneurysmen, kleine vaskuldre Missbildungen, rupturierte subarachnoidale Arteriolen und Venen
sowie angiographisch nicht sichtbare durale arterio-vendse Fisteln werden als potentielle Ursachen
diskutiert. Tatsdchlich ist die Prognose einer SAB ohne Nachweis einer Blutungsquelle in der Regel
giinstig, da es zu keiner Nachblutung kommt und die Patienten wenn iiberhaupt nur geringe

neurologische Defizite haben.

1.1.2 Epidemiologie

Gemil der aktuellen Studienlage erleiden in Industrienationen etwa 10/100.000 Einwohner und
Jahr eine spontane Subarachnoidalblutung!®-184275, Das entspricht ca. 8.000 neuen Patienten pro Jahr
in Deutschland. Weltweit schwankt die Inzidenz der SAB ziemlich stark zwischen 2/100.000
Einwohnern und Jahr in China und 22/100.000 Einwohnern und Jahr in Finnland®’*®2, Die Inzidenz
bei Frauen ist 1,24 fach hoher als bei Méannern?*2. Dieser Unterschied zwischen den Geschlechtern
beginnt um das 55. Lebensjahr und steigt mit zunehmendem Lebensalter. Der Altersgipfel blutender
Aneurysmen liegt zwischen dem 40. und 60. Lebensjahr. Die aneurysmatische
Subarachnoidalblutung ist weltweit eine haufige Ursache fiir vorzeitigen Tod und Behinderung?3c.
Etwa 15 % der Menschen, die eine Subarachnoidalblutung erleiden sterben bevor sie ein

Krankenhaus erreichen, 40% versterben innerhalb der ersten 30 Tage nach dem Ereingis®’.



Von den Uberlebenden bleiben 30% schwer behindert36.

1.1.3 Klinik

Klinische  Leitsymptome  einer  Subarachnoidalblutung sind  plotzlich  einsetzender
Vernichtungskopfschmerz begleitet von unterschiedlich ausgeprigter Bewusstseinsstorung und
Meningismus als Zeichen der meningealen Reizung durch das Blut im Subarachnoidalraum.
Prodromalsymptome einer Aneurysmaruptur mit kurzfristig passager auftretenden Cephalgien sind

in 25% der Patienten mit einer Subarachnoidalblutung in der Anamnese zu erfragen.

Fokal neurologische Defizite treten nur bei bestimmten Aneurysmalokalisationen auf,
beispielsweise eine Parese des III. Hirnnerven bei einem Aneurysma der A. carotis interna, oder bei
Ausbildung intracerebraler Himatome”. Anfallsereignisse sind nur selten zu beobachten, rupturierte

Aneurysmen im vorderen Stromgebiet gehen teilweise mit einem initialen Krampfereignis einher.

Vegetative Begleiterscheinungen einer SAB umfassen Schwitzen, Flush, Erbrechen und einen
Blutdruckanstieg. Diese Symptome geben oft Anlass zu Fehldiagnosen. Im EKG fallen
Herzrhythmusstorungen auf, die zur Fehldiagnose Myokardischdmie fithren konnen''’. Diese EKG
Veranderungen sind durch eine erhohte Katecholaminausschiittung ausgeldst und bilden sich in der

Regel innerhalb weniger Tage zurtick.
In ca. 8-15% tritt nach SAB eine Glaskorperblutung auf (Terson Syndrom)!s4.

Fieber und einen Leukozytenanstieg in den ersten Tagen nach SAB findet man in erster Linie beim

Vorliegen einer intraventrikuldren Blutung oder bei sich entwickelnden Vasospasmen.

1.1.4 Einteilung der Subarachnoidalblutung

Zur Einteilung der Subarachnoidalblutung in Schweregrade existieren mehrere Klassifizierungen.
Hunt und Hess” entwickelten 1968 eine klinische Klassifikation, die vor allem die
Bewusstseinslage des Patienten zum Zeitpunkt der Blutung erfasst. Diese Einteilung hat sich im

klinischen Alltag hinsichtlich der Prognoseeinschétzung als sehr zuverldssig erwiesen.

Weitere klinische Klassifikationen zur Schweregradeinteilung einer Subarachnoidalblutung sind die
Einteilung der WFNS (World Federation of Neurological Societies)?#, die sich an der urspriinglich

fiir die Traumatologie entwickelten Glasgow Coma Scale orientiert?3°-241,

Die initiale Dauer der Bewusstlosigkeit korreliert in der Regel mit dem Ausmall der

Subarachnoidalblutung, wobei 15-20 % der Patienten in tiefer Bewusstlosigkeit verbleiben.



Hunt-& Hess-Skala WFNS

Grad Neurologischer Befund GCS Motorische Defizite

0 Nicht-rupturiertes Aneurysma 15 Nein

I Asymptomatische SAB, evtl. leichte |15 Nein
Kopfschmerzen

II Starke Kopfschmerzen und | 14-13 Nein

Meningismus; keine neurologischen
Defizite aufer Hirnnervenausfallen

III Somnolenz; minimale neurologische | 14-13 Ja
Ausfille

v Sopor; missige bis schwere|12-7 Ja oder Nein
Hemiparese

A% Tiefes Koma; Dezerebration 6-3 Ja oder Nein

Tabelle 1: Klinische Einteilung der Subarachnoidalblutung: Hunt-& Hess-Skala, WFNS Score

Neben der klinischen Einteilung einer Subarachnoidalblutung klassifiziert die Einteilung nach

Fisher das Ausmal} von Subarachnoidalblutungen im CCT®.

Grad Einteilung nach Fisher

1 Kein Hinweis auf eine Blutung

2 Subarachnoidalblutung von weniger als | mm Breite

3 Subarachnoidalblutung von mehr als Imm Breite, jedoch ohne Ventrikeleinbruch

4 Subarachnoidalblutung jeder Breite mit Ventrikeleinbruch oder Ausdehnung ins
Gehirnparenchym

Tabelle 2: Einteilung der Subarachnoidalblutung im CCT nach Fisher

1.1.5 Diagnostik

Die cerebrale Computertomographie gilt als Untersuchung der ersten Wahl bei Verdacht auf
Subarachnoidalblutung. Neben dem Nachweis der SAB und deren Ausmal} kann sie auch bereits
eingetretene Komplikationen, wie z.B. Liquorzirkulationsstorungen (Hydrocephalus) und
intrakranielle Himatome darstellen. Dariiber hinaus kann das Blutverteilungsmuster Hinweise auf
die Lokalisation der Blutungsquelle geben. In Fillen verspiteter Diagnosestellung kann der
bildgebende Nachweis, speziell bei leichter ausgepriagten Blutungen moglicherweise nicht mehr

gelingen. Hier muss der Nachweis einer SAB {iber eine zusétzliche Lumbalpunktion erfolgen.
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Ein wasserklarer und unauftilliger Liquor schlieft eine SAB innerhalb der letzten 2-3 Wochen

grundsétzlich aus.

Bei der Subarachnoidalblutung ist eine zusétzliche angiographische Abkldrung der Frage der
Blutungsquelle obligat. Fiir die reine Diagnostik geniigt heute in aller Regel die CT-Angiographie,
die invasivere Katheterangiographie bietet zusdtzlich die Moglichkeit gegebenenfalls beim

Nachweis eines Aneurysmas interventionell therapieren zu kénnen (Coiling)*2.

Eine weitere apparative Zusatzdiagnostik ist die transkranielle Doppler-Sonographie. Sie wird nach
Aufnahme eines Patienten mit Subarachnoidalblutung in regelméfigen Abstinden durchgefiihrt und
dient der Verlaufskontrolle hinsichtlich des Vasospasmus mit dem Ziel entsprechend therapeutisch

reagieren zu konnen.

1.1.6 Therapie
Die Therapie hat zwei Komplikationen der Subarachnoidalblutung zum Ziel: erstens die
Rezidivblutungsprophylaxe beim Nachweis von GefdBmissbildungen, zweitens, die Behandlung

des Vasospasmus.

Die Ausschaltung der Gefilmissbildung als Rezidivblutungsprophylaxe richtet sich nach der
zugrunde liegenden Malformation. Rupturierte Hirnarterienaneurysmen kdnnen entweder operativ
in mikrochirurgischer Technik mittels Metallclip oder durch interventionelle Kathetertechnik
ausgeschaltet werden, hierbei wird der Aneurysmasack in der Regel mit einem Mikroplatinkatheter
austamponiert (Coiling). Die Versorgung der Blutungsquelle, bzw. der Verschluss des geplatzten
Aneurysmas sollte in den ersten 72 Stunden nach SAB erfolgen, da in diesem Zeitraum die Gefahr
einer potentiellen Nachblutung am grdfiten ist. Studien haben gezeigt, dass die Mortalitdt im Falle
einer Re-Ruptur des Aneurysmas deutlich erhoht ist und etwa bei 79% liegt. AuBBerdem kann die
Prophylaxe gegen eventuelle Vasospasmen erst uneingeschriankt begonnen werden, wenn das

Aneurysma ausgeschaltet wurde.

Zur Ausschaltung einer arterio-vendsen Malformation steht neben der offen mikrochirurgischen
Operation ebenfalls die interventionell radiologische Behandlung, aber auch eine Bestrahlung zur

Verfiigung, oft miissen diese Methoden auch kombiniert zur Anwendung kommen.

Nach erfolgreicher Ausschaltung der Blutungsquelle konzentriert sich die weitere Therapie auf die
Prophylaxe und Behandlung mdglicher Komplikationen der SAB an sich, allen voran die
Behandlung des Vasospasmus. Als Folge der Subarachnoidalblutung und in Korrelation mit deren

AusmalBl sind in den Folgetagen der Blutung vasospastische Reaktionen mit ischdmischen
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Komplikationen zu beobachten. Es gilt die Regel, dass ausgepridgte vasospastische Reaktionen
bereits nach 3-5 Tagen auftreten. Jenseits des 10. Tages nach SAB nimmt diese Reaktion deutlich
ab. Ausgelost werden diese Gefdllspasmen nach bisherigen Untersuchungen durch Abbauprodukte
des Blutes, initial aber auch durch Reaktionen auf die GefdBruptur selbst. Letztlich fiir die
Morbiditdt der SAB entscheidend ist das Ausmall manifester Ischdmien, die mit zum sekundéren
Hirnschaden fiihren. Therapeutische Ansitze zur Vermeidung dieser Komplikationen umfassen
kreislaufunterstiitzende, zirkulatorische Maflnahmen, wie arterielle Hypertonie, Hypervoldmie und
Héamodilution, die sogenannte ,, Tripple H-Therapie®. Die eigentlich pharmakologischen Ansétze zur
Vasospasmustherapie beschrinken sich derzeit auf den Finsatz von Calciumantagonisten

(Nimodipine)'”.

1.1.7 Pathophysiologie der Subarachnoidalblutung
Die Dauer der Subarachnoidalblutung und die Menge des ausgetretenen Blutes bestimmen den

klinischen Verlauf und die Prognose als Ausdruck der passageren oder persistierenden Schidigung

des Gehirns selbst30:213,

Friithe pathophysiologische Phdnomene nach einer Subarachnoidalblutung umfassen einen Anstieg
des intrakraniellen Druckes (ICP)!%42¢0) einen infolge geminderten cerebralen Perfusionsdruck
(CPP)oL165 der wiederum die cerebrale Durchblutung (CBF) mindert und je nach Auspriagung und
Dauer die Ischdmie augmentiert. Durch die cerebrale Ischimie kommt es zur Zellschidigung und
zur Storung der Blut-Hirn-Schranke'*. Dariiber hinaus flihrt die Blutung zur akuten
Vasokonstriktion und zu einer gestdrten cerebralen  Autoregulation!®¢.  Wihrend
physiologischerweise der CPP auch bei Schwankungen des systemischen Blutdruckes konstant
gehalten wird, bricht im Rahmen einer Subarachnoidalblutung diese Autoregulation!03176:193
zusammen, was in Folge zu einem Abfall des cerebralen Perfusionsdruckes und zur Verstiarkung der

Ischamie fiihrt!es,

1.1.7.1 ICP, CPP und CBF

Sowohl klinische, als auch experimentelle Studien beschreiben im Moment der
Subarachnoidalblutung einen Anstieg des intrakraniellen Druckes (ICP), dessen Ausmall mit der
Menge an ausgetretenem Blut korreliert’®. Als Ursachen fiir diesen Druckanstieg konnte in
experimentellen Untersuchungen ein direkter Zusammenhang mit dem ausgetretenen Blutvolumen
festgestellt werden?® (Monroe-Kellie-Hypothese)!?”-!28, bei ausgiebigen Blutungen in den

Subarachnoidalraum spielt auerdem die zunehmende Obstruktion im Liquorabflusssystem eine

Rolle®.

12



Die ICP-Erh6hung und die akute Vasokonstriktion, insbesondere auf mikrozirkulatorischer Ebene
sind die beiden Hauptursachen fiir die Reduktion der cerebralen Durchblutung und des cerebralen
Perfusionsdruckes nach Subarachnoidalblutung und fithren zu einem generalisierten
Hirnddem?%11.159215. Nach experimenteller SAB konstringieren die groBen intracerebralen Gefille
sofort, beim Menschen kann diese akute GefdBreaktion meist nicht beobachtet werden, trotzdem
deuten Ergebnisse experimenteller Arbeiten darauf hin, dass es zu einer akuten mikrovaskuliren

Konstriktion nach SAB kommt, die angiographisch nicht nachgewiesen werden kann®3-254,

1.1.7.2 Der friihe Hirnschaden nach SAB

Dieser Begrift bezeichnet den akuten Hirnschaden nach einer Subarachnoidalblutung und ist erst
kiirzlich in den Fokus der Forschung geriickt. Unter dem Begriff , frither Hirnschaden* werden
ischdmische, inflammatorische und apoptotische Reaktionen zusammengefasst, die alle ein

gemeinsames Ergebnis haben, den neuronalen Zelltod 363865,

Die akute globale Ischdmie ist in der Lage inflammatorische Prozesse im Gehirn {iber das
Blutungsareal hinaus zu triggern, obwohl in den ersten 48 Stunden nach SAB inflammatorische
Prozesse in erster Linie im Hirnparenchym und in den Gefdlen im Bereich des ausgetretenen Blutes
verstirkt auftreten. Fiir diese inflammatorische Reaktion sind eine Reihe von Mediatorsubstanzen

verantwortlich zu denen auch das Kallikrein-Kinin System gehort!68.

Apoptose gehort ebenso zu den pathophysiologischen Prozessen, die durch eine
Subarachnoidalblutung ausgelost werden. Der erhohte intrakranielle Druck und die ausgetretenen
Blutbestandteile, die globale Ischdmie und die Reperfusion sowie der akute Vasospasmus losen
apoptotische Vorginge aus. Endotheliale Apoptose und die Auflosung der endothelialen Strukturen
legen Kollagen der Basalmembran frei, was wiederum zu Thrombozytenaggregation und
Thrombusformation filihrt. Die initiierte Thrombogenese fiihrt zu embolischen Infarkten und zur

Verschlechterung der Ischdmie bedingten Klinik des Patienten36-37.87.188.221,

Neuste Beobachtungen deuten darauf hin, dass apoptotische Vorginge in Endothelzellen der kleinen
Gefille zeitgleich mit dem Zusammenbruch der Blut-Hirn-Schranke auftreten. Eine der ersten
Komplikationen, die mit den pathophysiologischen Aspekten der Subarachnoidalblutung und den
Apoptosekaskaden verbunden ist, ist die Stérung der Blut-Hirn- Schranke. Es ist wahrscheinlich,
dass sich die unmittelbar nach der Blutung auftretenden pathophysiologischen Stérungen selbst als
frithe Schiadigung der Blut-Hirn-Schranke manifestieren’>!2>177, wobei spéte Schidigungen der Blut-
Hirn-Schranke durch die Apoptosevorginge entstehen®. Somit gibt es also eine biphasisch

ablaufende Blut-Hirn-Schrankenstérung nach SAB.
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1.1.7.3 Die Blut-Hirn-Schranke
Um die Rolle der Blut-Hirn-Schranke fiir die Pathophysiologie der SAB zu prizisieren wird an
dieser Stelle kurz auf die physiologische Funktion der Blut-Hirn-Schranke eingegangen.

Das Gehirn ist von einer konstanten Néhr- und Sauerstoftfversorgung abhingig, es setzt mit nur ca.
2% des Korpergewichts rund 20% der Gesamtenergie des Stoffwechsels um, daher bedarf es einer
hohen und ungestorten cerebralen Durchblutung, um die Energieversorgung des Gehirns zu
gewihrleisten, gleichzeitig muss der Stoffaustausch zwischen Blutmilieu und Gehirnparenchym

selektiv und kontrolliert erfolgen.

Die Blut-Hirn-Schranke dient der Aufrechterhaltung der Gewebshomdostase des Gehirns und
verhindert den Eintritt von neurotoxischen Substanzen aus dem Blut ins Hirnparenchym'. Sie ist die
Voraussetzung fiir die Funktion und die Regulation des spezifischen Milieus im ZNS. Eine intakte
neuronale Funktion ist nur durch die Aufrechterhaltung dieses spezifischen intracerebralen Milieus
gewdhrleistet. Stindige Verdnderungen in der Zusammensetzung des zirkulierenden Blutes
hinsichtlich Hormonkonzentration, Ionen-, Aminosédure-, Proteinkonzentration und pH-Wert diirfen
das intracerebrale Milieu nicht beeintriichtigen. Ebenso wiirde ein ungehindertes Ubertreten von
Neurotransmittern wie Serotonin und Glutamat aus dem Blut ins Gehirn die neuronale

Signaliibertragung empfindlich stéren®.

Die Blut-Hirn-Schranke wird maf3geblich durch das Endothel und durch interendotheliale tight
junctions der Basalmembran von Gefdlen gebildet. Durch cerebrale Ischimie werden die tight
junctions in ihrer Form und Funktion stark beeintrachtigt?*89-21628  was zu einer Stérung der Blut-

Hirn-Schranke und zur Entstehung eines Hirnddems fiihrt.

Fir den Durchtritt von Fliissigkeit aus dem Intravasalraum in das Gehirn sind aber auch
Mediatorsubstanzen verantwortlich, die die Entstehung des vaskuldren und parenchymalen
Schadens fordern. Zu ihnen gehdren Bradykinin'®!, Serotonin, Histamin?**, Phospholipase A2"7, der
Plattchen  aktivierende Faktor (PAF), Arachidonsdure, Prostaglandine, Leukotriene?,
Interleukine'?%?, inflammatorische Proteine der Makrophagen, freie Radikale's’, Matrix

Metalloproteinasen'>® und NO'®.

1.1.7.4 Das Hirnodem
Das Hirnddem ist definiert als eine Zunahme des Hirnwassergehaltes, die zu einer Expansion des
Hirnvolumens fiihrt'®. Grundsitzlich wird eine zytotoxische von einer vasogenen Komponente des

cerebralen Odems unterschieden!?!.
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Ein zytotoxisches Odem beschreibt eine intrazellulire Fliissigkeitsansammlung, die auf einer
Storung des zelluldren Stoffwechsels beruht, wie z.B. im Falle einer Ischdmie. Es kommt zur
Aktivierung der astrozytiren Volumenregulation und zur Schwellung der Zellen. Der
Interstitialraum ist dabei primir nicht verdndert. Im Falle eines vasogenen Odems steigt der
extrazelluldre Fliissigkeitsanteil aufgrund einer kapilliren Permeabilitdtserhohung der Blut-Hirn-

Schranke und plasmaproteinhaltige Odemfliissigkeit tritt in das Hirnparenchym iiber.

Eine der wichtigsten Ursachen fiir die hohe Mortalitit und Morbiditdt nach SAB ist neben der
Blutung und dem cerebralen Vasospasmus die Entwicklung eines Hirnddems und eine sich daraus
entwickelnde cerebrale Ischdmie®®. Bei der Subarachnoidalblutung kommen beide Formen des
Hirnddems vor, das zytotoxische und das vasogene Hirnddem'?’. Nach experimenteller SAB konnte
demonstriert werden, dass das zytotoxische Hirnddem bereits innerhalb der ersten zwei Minuten
auftritt’>. Diese Ergebnisse sprechen fiir eine globale Ischdmie. Daraus resultiert ein ICP Anstieg,
der wiederum zu einem Abfall des CBF und zu weiterer Ischdmie fiihrt. Dadurch wird die Blut-
Hirn-Schranke zusétzlich geschéddigt und apoptotische Kaskaden werden angestoBen, was die
Schiadigung der Blut-Hirn-Schranke weiter augmentiert?®3%627°, Das vasogene Hirnddem tritt als
direkte Folge der Blut-Hirn-Schranken Storung auf und ist ein Hauptbestandteil des frithen

Hirnschadens nach Subarachnoidalblutung#%.

1.2 Bradykinin als einer der Mediatoren des Hirnodems nach SAB

Das im Rahmen eines rupturierten Aneurysmas in den Subarachnoidalraum ausgetretene Blut ist fiir
eine Kaskade von Reaktionen verantwortlich, die auch die Freisetzung verschiedener vasoaktiver
und pro-inflammatorischer Substanzen aus dem Blut in den Subarachnoidalraum beinhalten. Neben
neurogenen, inflammatorischen Prozessen, ausgetretenem Haemoglobin, Cyclooxygenasen und
Stickstoffmonoxid Synthetasen spielen auch Serotonin, Histamin und Bradykinin eine

entscheidende Rolle. Sie sind vor allem fiir die Blut-Hirn-Schrankenstérung verantwortlich??.

Bradykinin, als Peptid des Kallikrein-Kinin Systems, stellt einen Entziindungsmediator dar, dessen
Wirkung neben der Induktion von Schmerz durch Reizung nozizeptiver Neurone, Vasodilatation
von Arterien, Erhdhung der GefaBpermeabilitdt, Venenkonstriktion auch in der Auslésung einer
weiteren Aktivierungskaskade mit Freisetzung von Prostanoiden und NO besteht, der

Summationseffekt manifestiert sich klinisch in einem Odem !5,

Das Kallikrein-Kinin System ist einer der ersten Entziindungssignalwege, die nach einem
Gewebeschaden aktiviert werden, eingeleitet wird dieser Signalweg durch die Aktivierung von

Kallikrein*®®. Die hochspezifischen Proteasen, die die Bildung von Kinin stimulieren, werden als

15



Kallikrein bezeichnet. Die Aktivierung von Kallikrein durch proteolytische Spaltung aus seiner
inaktiven Vorstufe Prékallikrein kann durch den Hageman Faktor (Faktor XII der Blutgerinnung),
Trypsin oder anderen Peptidasen erfolgen. Von Kallikrein gibt es eine Plasma- (p) und eine
Gewebe- (tissue=t) Variante. Die Kinine werden vom Kallikrein aus ihren inaktiven Vorstufen, den
Kininogenen abgespalten. Dadurch entsteht das Nonapeptid Bradykinin, das durch p-Kallikrein aus
High Molecular Weight Kininogen (HMWK) abgespalten wird und das Dekapeptid Kallidin,
welches durch t-Kallikrein aus Low Molecular Weight Kininogen (LMWK) entsteht. Bradykinin
und Kallidin kénnen durch die Kininasen I und II sowie andere Peptidasen abgebaut werden. Neben

inaktiven Peptidasen entstehen des-Arg-Bradykinin und des-Arg-Kallidin'®.
Regoli und Barabé unterschieden zwei Kininrezeptoren: den B1 und den B2 Rezeptor 71,

Bradykinin und Kallidin sind die Hauptagonisten am Kinin B2 Rezeptor, des-Arg-Bradykinin und
des-Arg-Kallidin dagegen wirken am Kinin B1 Rezeptor. Wéahrend der Kinin B2 Rezeptor
konstitutiv exprimiert wird und die akuten Effekte des Kallikrein-Kinin-Systems induziert!*®, geht
man beim Kinin B1 Rezeptor davon aus, dass dieser erst nach Stimulation durch Zytokine wie
Interleukin-1-B hergestellt wird'#1¢. Der Kinin B1 Rezeptor soll die inflammatorische Antwort im
Gewebe verstdrken und ist vor allem bei chronischen Inflammationszustinden exprimiert, wo er die

Bildung von Interleukin 1 und Tumornekrosefaktor o (TNF o) fordert.

Faktor XIl, i | Pre [—»l Plasma Kallikrein
(Hageman Faktor) '

I Blut ; \

Bradykinin

Trauma,
Ischimie, \
Endotoxine B,&B,
Rezeptor

Kallidin

l Gewebe /

Proteolytische
Enzyme R

\ Tissue /

Kallikrein
Abbildung 1: Aktivierung des Kallikrein-Kinin Systems
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Wahl et al. haben fiinf Kriterien formuliert, die eine Substanz aufweisen muss, um als Mediator

eines Hirnédems zu gelten?':
1. diese Substanz muss die Permeabilitit der Blut-Hirn-Schranke erhéhen
2. einen vasodilatatorischen Effekt haben
3. inder Lage sein, ein vasogenes Hirnddem zu erzeugen

4. unter pathologischen Bedingungen muss sich ihre Konzentration in Gewebe oder

interstitieller Fliissigkeit erhhen

5. eine Inhibierung ihrer Freisetzung oder Aktivitit muss zu einer Verminderung des

Hirnddems fithren

Bradykinin erfiillt all diese Kriterien.

1.3 Matrix-Metalloproteinase-9
Die Matrix-Metalloproteinasen sind eine Gruppe von 26 Enzymen, die unter physiologischen

Bedingungen an der Steuerung des normalen Wachstums und der Entwicklung beteiligt sind.

Diese extrazelluldren zink- und calciumabhéngigen Endopeptidasen bauen die extrazellulire Matrix
und andere extrazelluldre Proteine ab?#?32. Sie sind essentiell fiir den Umbau der extrazelluldren

Matrix, dem Aufbau von Gewebe und fiir Wundheilungsprozesse?’'.

Matrix-Metalloproteinasen werden in erster Linie als inaktive Enzyme sezerniert. Um einen
unerwiinschten Abbau oder die Schiadigung von extrazelluldrer Matrix zu verhindern wird ihre

Aktivitdt streng kontrolliert?®.

Auch MMP-9 ist ein induzierbares Enzym und wird in einer inaktiven Form sezerniert. Diese
Proteinase ist hauptsidchlich in inflammatorischen Zellen wie Makrophagen, Lymphozyten und
neutrophilen Granulozyten, aber auch in Endothelzelllen vorhanden. Sie kann jedoch auch an die

extrazelluldre Matrix oder an Plasmamembranen gebunden vorkommen*’.

Die Kontrolle der MMP-9 Aktivitidt erfolgt durch drei Mechanismen: durch kontrollierte
Transkription, durch Sekretion eines inaktiven Zymogens, welches proteolytisch aktiviert werden

muss und durch Hemmung durch den endogenen Inhibitor TIMP-17.

MMP-9 steuert die Leukozytenmigration'®>?’?, baut Cadherine, Gelatin (denaturierte Kollagene),
Kollagen 1V, V und IX, sowie Elastin, Vitronectin, Melin-Basisches-Protein und andere Molekiile
der Zellkommunikation ab?*2. Die Basalmembran der Gefdlle besteht aus einer Doppelschicht von

extrazelluldrer Matrix, Kollagen Typ IV und Laminin, verbunden durch Entactin20!-282,
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Matrix-Metalloproteinse-9 ist im ZNS in der Regel nur in einem geringen Ausmal} konstitutiv in
Mikroglia, Astrozyten und Hippocampusneuronen exprimiert, kann aber in diesen Zellen induziert

Werden 12,49,79,280'

Pathologisch erhohte MMP-9 Konzentrationen in inflammatorischen Zellen und Endothelzellen
konnen die Barrierefunktion der Blut-Hirn-Schranke herabsetzten, indem sie die vaskulére
Basalmembran schéddigen und/oder die tight junctions der Endothelzellen abbauen. Dies fiihrt zu
einer erhohten GefaBBpermeabilitit und spielt bei einer ganzen Reihe von neurologischen
Erkrankungen eine tragende Rolle?®!, beispielsweise bei entziindlichen, demyelinisierenden
Krankheiten®73:137.145204205 = hemorrhagischer Hirnschiddigung und cerebraler Ischdmie®!58.206-208
Dariiber hinaus gibt es Hinweise, dass die Hemmung von Matrix-Metalloproteinasen der

Zerstorung der Blut-Hirn-Schranke entgegenwirkt.

1.4 Hypothese und Fragestellung

Ziel der Arbeit war daher den Einfluss von Bradykinin durch die Kinin B1 und B2 Rezeptoren und
von Matrix-Metalloproteinase-9 auf die Entstehung des sekundédren Hirnschadens nach SAB zu
untersuchen. Insbesondere ihre Bedeutung fiir die Entstehung eines Hirnddems sollte genauer
beleuchtet werden. Da sowohl Bradykininrezeptoren als auch Matrix-Metalloproteinasen an der
Hirnddementstehung beteiligt sind, haben wir die Hypothese aufgestellt, dass eine Hemmung dieser

Signalkaskaden zu einer Verminderung des Hirnddems nach Subarachnoidalblutung fiihrt.

Trotz zahlreicher Experimente, die eine grof3e pathophysiologische Relevanz sowohl des Kallikrein-
Kinin Systems als auch der Matrix-Metalloproteinase-9 bei cerebralen Pathologien nachgewiesen
haben, gab es bisher speziell fiir die Subarachnoidalblutung keine detaillierten

Untersuchungsergebnisse.

Die Fragestellung nach dem frithen Hirnschaden in der akuten Phase einer SAB wurde anhand eines
experimentellen Tiermodells mit Bradykinin B1 und B2 Rezeptor Knockout-Miusen und Matrix-

Metalloproteinase-9 Knockout-Méusen bearbeitet.

Durch die Ausschaltung des Gens ergibt sich die Moglichkeit die Rolle des entsprechenden
Proteins, in diesem Falle der Kinin B1 und Bl Rezeptoren und von Matrix-Metalloproteinase-9

gezielt fiir den frithen Hirnschaden nach SAB zu untersuchen.
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2 Material und Methoden

Die Untersuchungen wurden im Zeitraum von 2006 bis 2008 im Institut fiir Chirurgische Forschung
der Ludwig-Maximilians-Universitdt Miinchen in der Arbeitsgruppe ,,Experimentelle
Neurochirurgie® von Prof. Dr. med. Nikolaus Plesnila, betreut durch Dr. med. Karsten Schéller,
durchgefiihrt. Die Untersuchungen sind in verschiedene Abschnitte unterteilt worden. Im ersten
Abschnitt wurde ein standardisiertes und reproduzierbares Modell zur Induktion einer
Subarachnoidalblutung bei narkotisierten Mausen etabliert. AnschlieBend wurde der Beitrag des
Bradykinin B1 und B2 Rezeptors fiir die Entstehung des sekunddren Hirnschadens nach
Subarachnoidalblutung anhand von Bradykinin Rezeptor Knockout-Méusen (im folgenden mit B1™
und B2 abgekiirzt) untersucht. In einem weiteren Abschnitt wurde die Rolle von Matrix-

Metalloproteinase- 9 (MMP-9) fiir die gleiche Fragestellung erforscht.

2.1 Versuchstiere

Zunichst fanden Vorversuche an C57/Bl6 Maiusen (Charles River, Sulzfed, Deutschland) zur
Etablierung des experimentellen Modells statt. Die eigentlichen Versuche wurden sowohl an B1-
und B2 Rezeptor Knockout-Mausen (Jackson Laboratory, Bar Harbour, ME, USA) und C57/Bl6
Wildtyp-Maiusen (Charles River, Sulzfed, Deutschland), als auch an Matrix-Metalloproteinase-9
Knockout-Mausen (Jackson Laboratory, Bar Harbour, ME, USA) und FVB/N Wildtyp-Mausen
(Charles River, Sulzfed, Deutschland) durchgefiihrt. Die B1- und B2 Rezeptor defizienten Méuse
(Jackson Laboratory, Bar Harbour, ME, USA) waren urspriinglich 1995 von Borkowski et al.,
Merck Research Laboratories, USA geschaffen worden?’?’. Um die genetische Variabilitit zu

vermindern, waren sie acht Generationen auf den Mausestamm C57/Bl6 zuriickgekreuzt worden.

MMP-9”-Miuse, urspriinglich von Vu et al.® generiert, wurden geziichtet und mehr als zehn

Generationen auf den Mausestamm FVB/N zuriickgekreuzt.

Die fiir die Untersuchungen verwendeten Tiere wurden im Tierstall des Instituts fiir Chirurgische
Forschung geziichtet. Alle Tiere wurden in Macrolonkédfigen Typ 2 bei einer konstanten
Raumtemperatur von 20 + 1 °C und einer Luftfeuchtigkeit von 60% gehalten. Uber eine
Zeitschaltuhr wurde ein zwolf Stunden Tag-/Nachtrhythmus eingehalten. Futter (Trockenfutter
Ssnift Spezialdidten, Soest, Deutschland, mit 18000L.E./kg Vitamin A, 1280 I.E./kg Vitamin D3,
120 mg/kg Vitamin E) und Trinkwasser standen ad libitum zur Verfiigung. Alle Experimente
wurden in Ubereinstimmung mit den entsprechenden Richtlinien und Bestimmungen der Regierung

von Oberbayern durchgefiihrt (Aktenzeichen 118/05).
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2.2 Versuchsdurchfiihrung

2.2.1 Allgemeine Versuchsbedingungen
Die Gruppenzuteilung der Versuchstiere erfolgte randomisiert. Der Operateur war wahrend der
gesamten Versuchsdurchfiihrung, insbesondere auch bei der Durchfithrung der neurologischen

Untersuchung der Tiere und der Auswertung verblindet.

2.2.2 Narkose

Die Narkoseeinleitung erfolgte durch gewichtsadaptierte intraperitoneale Injektion eines Gemisches
aus 0,05 mg/kg KG Fentanyl (Fentanyl, Pfizer GmbH, Karlsruhe, Deutschland), 0,5 mg/kg KG
Medetomidin (Domitor, Pfizer GmbH, Karlsruhe, Deutschland) und 5 mg/kg KG Midazolam
(Midazolam-Hameln, Hameln Pharmaceuticals, Hameln, Deutschland). Zur
Narkoseaufrechterhaltung wurde stiindlich ein Viertel der Initialdosis des Gemisches injiziert. Fiir
die Intubation wurden die Maiuse in Riickenlage auf einen Tisch im 45° Winkel unter dem
Operationsmikroskop (OpMi-1, Carl Zeiss, Jena, Deutschland) gelagert und unter Sicht intubiert.
Die korrekte Lage des Tubus wurde mikrokapnographisch verifiziert (MicroCapnoGraph C1240,
Columbus Instruments, Columbus, USA). Eine Venenverweilkaniile der Groe 20 Gauge diente als
Tubus. Sie wurde auf eine Lénge von 22 mm gekiirzt. Der Trokar der Venenverweilkaniile diente als
Fiithrungsstab. Um eine mdgliche Verletzung der Trachea zu verhindern wurde die Spitze des
Trokars auf eine Lange von 23 mm gekiirzt und mit einer Feile abgestumpft. Die Plastikverbindung
der Venenverweilkaniile wurde auf 4 mm gekiirzt und mit einem Silikonstiick abgedichtet, um eine
dichte Verbindung zwischen dem Tubus und dem Y-Verbindungsstiick zum Respirator zu erhalten.
Mit Hilfe eines kleinen Bohrloches wurde die MeBsonde des Mikrokapnometers in das
Plastikansatzstiick eingepasst. Im Anschluss an die Intubation und die Verifizierung der korrekten
Tubuslage erfolgte die mechanische Ventilation mit einem Kleintierrespirator (Minivent Typ 845,
Hogo Sachs Elektronik, March Hugstetten)?*255, Uber den Respirator wurde das Tier mit einem

Gasgemisch aus 35% Sauerstoff und 65% Luft beatmet.

2.2.3 Intraoperatives Monitoring

2.2.3.1 Beatmung
Durch die MeBsonde der Mikrokapnometrie wurde der endtidale Kohlendioxidpartialdruck
(petCO2) und die Atemfrequenz direkt am Tubusausgang mit einer Frequenz von 10 Hz gemessen.

Das Gerét zog mit einer Pumpe kontinuierlich eine kleine Menge der ausgeatmeten Luft in eine

20



interne Messkammer, die mit einem Infrarotlicht, einem optischen Bandpassfilter und einem
Detektor ausgestattet war. Dort wurde die Kohlendioxidkonzentration in der Probe gemessen. Das
Atemvolumen, gewohnlich zwischen 225-250 pl und die Atemfrequenz zwischen 120-140
Atemziigen/min wurden gemafl dem petCO2 angepasst. Sodass der petCO2 zwischen 35-45 mmHg
lag.

2.2.3.2 Temperaturkontrolle

Zur Aufrechterhaltung der Korpertemperatur und um ein Auskiihlen der Maus wéhrend der Narkose
zu verhindern wurde die Maus auf einer Heizplatte (FHC Temperature Control, Bowdoinham, ME,
USA) positioniert und eine Temperatursonde rektal eingefiihrt. Die Temperatursonde war mit einem
Temperaturhomoostasegerit verbunden, welches die Temperatur der Heizplatte regelte. Dadurch

konnte die Kdrpertemperatur der Tiere bei 37°C konstant aufrechterhalten werden.

2.2.3.3 Intrakranielle Druckmessung

Préparationen erfolgten stets unter dem Operationsmikroskop (OpMi-1, Carl Zeiss, Jena,
Deutschland). Fiir die Priparation und Anlage der ICP Sonde zur Messung des intrakraniellen
Druckes wurde die Maus in Bauchlage positioniert und die Kopfhaut vom rechten Ohr bis kurz vor
das rechte Auge inzidiert. Der M. temporalis wurde scharf vom Os temporale getrennt, stumpf nach
lateral mobilisiert und mit einem Héakchen beiseite gehalten. Anschlieend wurde ein ca. 1,5 mm
groes Bohrloch in die Schddelkalotte gefrdst (Bohrmaschine: Uni-Drive N, Paggen
Werkzeugtechnik, Starnberg, Deutschland; Friaskopf: Aesculap GD870R, 0,5x5,1 mm, B. Braun
Melsungen AG, Melsungen, Deutschland). Im Anschluss daran wurde die ICP-Sonde (Codman
MicroSensor Basic, Codman, Norderstedt, Deutschland) epidural iiber dem rechten Kortex
eingebracht, mit Knochenzement (Poly-F Plus Bondex, Dentsply De Trey, Konstanz, Deutschland)
fixiert und mit dem ICP Monitor (ICP Express, Codman, Norderstedt, Detuschland) verbunden. Der

Monitor zeigte mit einer Auflosung von 1 Hz den gemessenen intrakraniellen Druck in mmHg an.

2.2.3.4 Laser-Doppler Fluxmetrie (LDF)

Zur Messung der lokalen cerebralen Durchblutung mittels Laser-Doppler Fluxmetrie (LDF) wurde
an der Maus in Bauchlage eine flexible Laser-Doppler Sonde (Perimed 4001 Master, Perimed,
Jéarfilla, Sweden) angebracht. Die Kopfhaut wurde ausgehend vom linken Ohr in Richtung linkes
Auge auf einer Strecke von ungefdhr einem Zentimeter inzidiert. Der linke M. temporalis wurde
scharf vom Os temporale getrennt und nach lateral mobilisiert. Danach wurde eine flexible Laser-

Doppler Sonde kaudolateral des Bregma an der Schidelkalotte positioniert, was einem Punkt
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zentral iiber dem Versorgungsgebiet der A. cerebri media entspricht. Mit einem Tropfen
Cyanoacrylat Klebstoff (INSTA-CURE Glue, Plastruct, City of Industry, CA, USA) wurde die
Sonde an der Kalotte befestigt und der Klebstoff mit einem Hérter (INSTA-SET Accelerator,
Plastruct, City of Industry, CA, USA) zum schnellen Aushdrten gebracht. Noch wihrend des
Hirtevorgangs wurde der Hautlappen die Sondenspitze gelegt um die Sondenspitze noch stabiler zu
fixieren. Nach Umlagerung des Tieres auf den Riicken wurde die Sonde an die Laser-Doppler
Fluxmetrie (Peri Flux 4001 Master, Perimed AB, Jarfdlla, Schweden) angeschlossen und die lokale

cerebrale Durchblutung gemessen.

2.2.4 Induktion der Subarachnoidalblutung

Nach Anbringen der Sonden wurde das Tier auf dem Riicken gelagert und die
Subarachnoidalblutung geméfl dem modifizierten Fadenmodell nach Bederson induziert'’. Die Haut
wurde ca. einen Millimeter rechts paramedian zwischen Manubrium sterni und Mandibula erdffnet,
die Glandulae submandibulares und das Unterhautfettgewebe wurden nach lateral mobilisiert und
mit einem Hdkchen aus dem Operationsgebiet gehalten. AnschlieBend wurde die oberfldchliche
Halsfaszie gespalten, die rechtsseitige Arteria carotis communis sowie die Bifurcatio carotis mit den
angrenzenden proximalen Anteilen der Aa. carotis externa und interna dargestellt. Nachfolgend
wurde die A. thyroidea ligiert. Hierauf wurde die Arteria carotis externa ca. 0,3 cm distal der
Bifurkation mit 5/0 Faden (Silk braided, Pearstalls Ltd., Taunton Somerset, UK) ligiert. Mit einem
weiteren 5/0 Faden, der anschlieBend der Fixierung des Perforationsfadens dienen sollte, wurde die
A. carotis externa zwischen Ligatur und Bifurkation angeschlungen. Danach wurden die A. carotis
communis ca. 0,5 mm proximal der Bifurkation und die A. carotis interna bifurkationsnah, noch vor
dem Abgang der A. pterygopalatina jeweils durch einen Microclip (Zen Temporary Clip No. 10-b
13x0,4 mm, Ohwa Tsusho Co. Ltd., Tokyo, Japan) verschlossen. Im Anschluss daran wurde die A.
carotis externa zwischen der Ligatur und der Umschlingung mit einer Mikroschere eroffnet, der
Perforationsfaden in Form eines 3 cm langen monofilen 5/0 Prolene Fadens (Ethicon, Norderstedt,
Deutschland) in das GefdB3 eingefiihrt und mit der Umschlingung fixiert. Danach wurde die A.
carotis externa durchtrennt. Nun wurden die tempordren Mikroclips entfernt und der
Perforationsfaden vorsichtig iiber die Bifurcatio carotis in die A. carotis interna vorgeschoben. Das
Vorschieben des Fadens innerhalb der A. carotis interna erfolgte unter ICP und Laser-Doppler
Kontrolle. Ein massiver ICP Anstieg binnen Sekunden mit gleichzeitigem Abfall der lokalen
cerebralen Durchblutung signalisierte die Induktion einer Subarachnoidalblutung, woraufhin der
Faden sofort bis in den Stumpf der A. carotis externa zuriickgezogen und das Gefa3 mittels Ligatur

verschlossen wurde. Wéhrend des gesamten Eingriffes betrug die Ischdmiezeit unter fiinf Minuten.
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2.2.5 Operationsende und Narkoseausleitung

Im Anschluss wurden die Wunden mit einer fortlaufenden Naht (Ethibond 5-0, Ehticon,
Norderstedt, Deutschland) verschlossen. Nach dem vorsichtigen Entfernen der ICP Sonde wurde
auch diese Wunde in der gleichen Weise verschlossen. Die Spitze der Laserdoppler Sonde wurde

nahe am Schidel abgeschnitten.

Um die Narkose auszuleiten wurde jedes einzelne der Narkosemedikamente gewichtsadaptiert
antagonisiert. Daflir wurden 1,2 mg/kg KG Naloxon (CuraMed Pharma GmbH, Karlsruhe,
Deutschland), 0,5 mg/kg KG Flumazenil (Hoffmann-La Roche AG, Grenach-Wyhlen, Deutschland)
und 2,5 mg/kg KG Atipamezol (Orion Pharma Pfizer, Karlsruhe, Deutschland) verwendet.

Nach Wiedererlangen der Schutzreflexe wurde das Tier extubiert und in seinen Tierkéfig
zurlickgebracht. Mitsamt Kéfig kam die Maus zur Regeneration in einen Inkubator (Intensiv-
Pflegeinkubator 7510, Dragerwerk AG, Liibeck, Deutschland), der auf eine Temperatur von 36°C

aufgeheizt war und eine Luftfeuchtigkeit von 25% aufwies.

2.2.6 Datenerfassung

Die Daten wurden mit einem PC (Betriebssystem: Microsoft Windows 2000 Pro, PC System: F&P,
Miinchen, Deutschland), ausgestattet mit einer Analog-/Digitalwandlerkarte von Adlink (AD 9112)
und der Datenerfassungssoftware DasyLap 5.0 (measX, Mdnchengladbach, Deutschland), erfasst.
Es wurden Daten zum intrakraniellen Druck und zur lokalen cerebralen Durchblutung mit einer
zeitlichen Auflésung von 10 Hz aufgezeichnet. Der ICP wurde 2,5 Minuten vor bis 15 Minuten
nach Induktion der Subarachnoidalblutung erfasst. Zur Datenreduktion wurden jeweils zehn
aufeinanderfolgende Daten zu einem Wert gemittelt und zur weiteren Verarbeitung im DasyLab-
Datenformat gespeichert. Die Auswertung der Daten erfolgte mit dem Programm FlexPro 5.0
(Weisang, St. Ingbert, Deutschland). Der Zeitpunkt der Subarachnoidalblutung wurde anhand des
ICP und CBF Kurvenverlaufs als der gleichzeitige ICP Anstieg und Abfall des Laserdoppler Signals
definiert. Fiir die Berechnung der prozentualen Anderung der Laserdoppler Werte wurde der
Basiswert aus dem Mittelwert der Daten sechs Minuten vor Beginn der Blutung bestimmt. Fiir den
Zeitraum sechs Minuten vor dem Einsetzen der Blutung bis 15 Minuten nach Blutungsbeginn
wurden im 3 Minuten Intervall die LDF Daten gemittelt und in Prozent des Basiswertes
umgerechnet. Die berechneten Daten wurden in Sigma Plot 2000 (Systat Software, Erkrath,
Deutschland) gespeichert und graphisch aufgearbeitet.
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2.2.7 Protokolle der unterschiedlichen Versuchsgruppen

Die gesamte Arbeit ldsst sich in drei Abschnitte unterteilen:

1.

Aufbau des Modells in Vorversuchen:
a) Etablieren des Narkoseprotokolls und Einiiben der Intubation
b) Anbringen der ICP- und LDF-Sonden

c) Einiiben der Operationstechnik mit dem Ziel eines komplikationslosen
Operationsverlaufs in einer mdglichst kurzen Operationszeit und der Induktion

identischer Blutungen

Untersuchung der Rolle der Bradykinin Bl und B2 Rezeptoren fiir die Entstehung des

sekundédren Hirnschadens nach Subarachnoidalblutung

Untersuchung der Rolle von Matrix-Metalloproteinase-9 fiir die Entstehung des sekundiren

Hirnschadens nach Subarachnoidalblutung

Nach Abschluss der Vorversuche wurden folgende Versuchsgruppen gebildet.

Gruppe | Tierstamm Untersuchung

1 C57/Bl6 Uberleben iiber 7-Tage, Gewicht, neurologische Funktionen

2 C57/Bl6, B2~ | Uberleben iiber 7-Tage, Gewicht, neurologische Funktionen

3 C57/Bl16, B17- | Uberleben iiber 7-Tage, Gewicht, neurologische Funktionen

4 C57/Bl6 Gewicht, neurologische Funktionen, ICP- und Odemmessung nach 24 h
5 C57/Bl16, B2~ | Gewicht, neurologische Funktionen, ICP- und Odemmessung nach 24 h
6 C57/Bl6, B1”- | Gewicht, neurologische Funktionen, ICP- und Odemmessung nach 24 h
7 FVB/Ncl Uberleben iiber 7-Tage, Gewicht, neurologische Funktionen

8 FVB/Ncl Gewicht, neurologische Funktionen, ICP- und Odemmessung nach 24 h
9 FVB/MMP 97 | Uberleben iiber 7-Tage, Gewicht, neurologische Funktionen

10 FVB/MMP 97 | Gewicht, neurologische Funktionen, ICP- und Odemmessung nach 24 h

Tabelle 3: Auflistung der einzelnen Versuchsgruppen mit Tierstamm und Versuchsaufbau

2.2.8 Postoperative Beobachtung iiber sieben Tage hinsichtlich Uberleben,

neurologischer Funktionen und Gewichtsverlauf

Bereits 48 und 24 Stunden prioperativ wurden die Tiere hinsichtlich ihrer neurologischen

Funktionen bewertet und ihr Gewicht dokumentiert. Die neurologische Testung zu diesen

Zeitpunkten erfolgte nicht nur um die Tiere an die Art der Testung zu gewohnen sondern auch um

Tiere auszuschlieBen, die schon vor der Operation nicht in der Lage waren die Tests richtig
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auszufithren. Nach erfolgter Operation wurden die Gruppen 1, 2, 3, 7 und 9 sieben Tage lang
beobachtet. Dabei wurden tiglich ihr Uberleben und ihre neurologischen Funktionen kontrolliert.
Zusitzlich wurden die Tiere tdglich zur selben Zeit mit einer digitalen Waage (Kern KB 800-2,
Kern & Sohn GmbH, Balingen, Deutschland) gewogen. Der Gewichtsverlauf gilt als objektiver
Parameter fiir das Allgemeinbefinden der Tiere. Um die geringen Gewichtsschwankungen
anschaulich darstellen zu konnen wurde das Ausgangsgewicht der Miuse vor der Operation als

100% angenommen und die Verdnderungen dazu in Prozent angegeben.

2.2.8.1 Neuroscore

Um den postoperativen neurologischen Zustand der Méuse zu objektivieren wurden sie jeden Tag
zur selben Zeit mittels zweier neurologischer Tests (Neuroscores) beurteilt. So konnten Defizite
hinsichtlich Bewusstsein, Verhalten, Atmung, Motorik und Sensorik ermittelt werden. Das Ausmaf}
und die Schwere der Funktionsstérungen wurden durch einen Punktewert widergespiegelt. Auch in
den Versuchsgruppen, in denen nach 24 Stunden das Hirnédem bestimmt wurde, wurde vor der

Entnahme des Gehirns ein Neuroscore erhoben.

Die Tiere wurden nach folgenden Kriterien beurteilt:
Neuroscore Teil 1

Im ersten Teil des Neuroscores''3 konnen maximal 155 Punkte vergeben werden. Null Punkte steht

dabei fiir das beste, 155 Punkte fiir das schlechteste erreichbare Ergebnis.
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Kriterium

Zu vergebender

Punktewert

Allgemeines Verhalten

Bewusstsein bestrebt die Umwelt spontan zu 0

erkunden

wach, aber passiv, nicht an der 10

Umwelt interessiert

komatos 20
Atmung normal 0

abnormal 20
Hirnnervenstatus
Geruchssinn ~ (schnuppert  am|vorhanden 0
Futter)

nicht vorhanden 4
Visus vorhanden

nicht vorhanden
Corneal Reflex (mit| vorhanden 0
Wattestéibchen ausgefiihrt)

nicht vorhanden 4
Bewegung der Barthaare vorhanden

nicht vorhanden
Gehor (wendet sich| vorhanden 0
Héndeklatschen zu)

Bewegung der Ohren

nicht vorhanden 4
Motorik
Schwanzbewegung normal 0

steif

geldhmt 10
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Bewegung der linken Vorderpfote |normal 0
steif
geldhmt 10
Bewegung der rechten | normal 0
Vorderpfote
steif 5
geldhmt 10
Bewegung der linken Hinterpfote |normal 0
steif
geldhmt 10
Bewegung der rechten Hinterpfote | normal 0
steif
geldhmt 10
Sensorik
Schmerzreaktion an den Pfoten vorhanden 0
nicht vorhanden 10
Schmerzreaktion am Schwanz vorhanden 0
nicht vorhanden 10
Koordination
Balkengang (2,5 cm breiter moglich 0
Balken)
nicht moglich
Balkengang (1,5 cm  breiter moglich 0
Balken)
nicht méglich 5
Die Vorderpfoten werden | vorhanden 0
gestreckt, wenn die Maus am
Schwanz hochgehoben wird
nicht vorhanden 5
Aufrichtreflex (Maus dreht sich| vorhanden 0
auf den Bauch, wenn sie auf den
Riicken gelegt wird)
nicht vorhanden 5
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Halten an der Tischkante vorhanden 0

nicht vorhanden

Tabelle 4: Neuroscore zur Beurteilung von Bewusstsein, Verhalten, Atmung, Motorik und Sensorik

Neuroscore Teil 2 - Modifizierter Bederson-Score
Bei diesem Score konnten null bis fiinf Punkte vergeben werden?!-'42, wobei der Test so modifiziert
wurde, dass analog zum ersten Teil des Neuroscores null Punkte das beste und fiinf Punkte das

schlechteste Ergebnis darstellen.

Kriterium Punktewert
Neurologisch unauffillige Versuchstiere mit normalem Stellreflex (Tiere strecken 0
beim Anheben am Schwanz beide Vorderpfoten in Richtung Boden)

Beim Anheben am Schwanz und Anndherung an den Boden: Flexion der zur 1
Blutung kontralateralen Vorderpfote (eingeschréinkter Stellreflex)

Eingeschriankter Widerstand und Standinstabilitdt bei lateralem Druck hinter der 2
Schulter

Kreisbewegung (Circling) bei Zug am Schwanz

Spontanes Circling bei freier Bewegung auf dem Boden 4
Keine spontane motorische Aktivitét (schweres Defizit) 5

Tabelle 5: Modifizierter Bederson-Score zur Beurteilung der motorischen Aktivitit

NSS Score

Bei den MMP-9”- Méusen und ihren Kontrollen wurde die neurologische Beurteilung zusitzlich um
einen Score erweitert, sodass die neurologische Untersuchung dreiteilig war und insgesamt statt

maximal 160 180 Punkte vergeben werden konnten.

Die Méuse wurden in der Mitte eines Ringes platziert und beobachtet. Schaffte das Tier es, binnen
zwel Minuten aus dem Kreis zu entkommen, erhielt es null Punkte, ging es zum Rand des Kreises
und stellte sich auf die Begrenzung erhielt es einen Punkt. Entkam es dem Kreis nicht, wurden zwei
Punkte vergeben. Zudem wurde die Suchreaktion der Méuse in dem Kreis beurteilt, wobei die
Maiuse fiir eine aktive Suchreaktion null Punkte und fiir eine weniger aktive Suche einen Punkt
bekamen. Blieben sie einfach in der Mitte des Kreises sitzen und bewegten sich nicht wurden zwei
Punkte vergeben. Wenn das der Fall war wurde iiber der Maus geklatscht, 16ste auch das keine
Reaktion aus, erhielt die Maus weitere zwei Punkte, reagierte das Tier wurden keine weiteren
Punkte zum Score addiert. AnschlieBend wurde beurteilt, wie die Tiere liefen, konnten sie
geradeaus laufen erhielten sie keine weiteren Punkte. Ein Punkt wurde vergeben, wenn sie im Kreis

liefen, bzw. zirkelten, bewegten sie sich gar nicht wurden zwei Punkte vergeben. Zusitzlich wurde
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getestet, ob und wie die Mause auf Balken von drei, zwei und einem Zentimeter Breite liefen. Hier
wurde ein fliissiges Laufen iiber den Balken mit null Punkten bewertet, lief die Maus langsam oder
griff sie nicht richtig mit der Hinterpfote bekam sie 0,5 Punkte, ist sie nach wenigen Schritten vom
Balken gefallen erhielt sie zwei Punkte. Hinzu kamen Greifversuche um die Kraft in den
Vorderpfoten beurteilen zu kdnnen. Die Tiere wurden an einem runden und einem kantigen Stab
hochgezogen. Konnten sie sich mit den Vorderpfoten daran festhalten kamen keine weiteren Punkte
hinzu. Waren die Maiuse nicht in der Lage sich an dem Stab festzuhalten erhdhte sich ihr
Neuroscore um weitere zwei Punkte. Zusitzlich wurde darauf geachtet, ob eine Hemiparese vorlag,

die sofern sie vorhanden war den Score um weitere zwei Punkte erhohte.

2.2.9 ICP Messung 24 Stunden postoperativ

Um eine intrakranielle Druckmessung 24 Stunden nach Induktion der Subarachnoidalblutung
vorzunehmen wurden die Tiere erneut auf dieselbe Art und Weise, wie bereits unter 2.2.2
beschrieben, mit der Kombination aus Midazolam, Fentanyl und Medetomidin narkotisiert und
intubiert. Die Maiuse wurden auf den Bauch gelagert und der Tubus wurde mit dem
Kleintierrespirator und dem Microkapnometer verbunden, siehe auch 2.2.3.1. Im Anschluss daran
wurde die rechtsseitige Wunde am Kopf wieder erdffnet, seroses Wundsekret vorsichtig entfernt
und der M. temporalis nach lateral geklappt um die ICP Sonde langsam wieder durch das bereits

angelegte Bohrloch nach epidural vorzuschieben. Danach erfolgte eine 15 miniitige Aufzeichnung

des ICP.

2.2.10Gravimetrische Bestimmung des Hirnwassergehalts

Zur Quantifizierung des Hirnddems wurde 24 Stunden nach Induktion der Subarachnoidalblutung
der Hirnwassergehalt der ipsi-und kontralateralen Hemisphédre gravimetrisch bestimmt. Dazu
wurden die narkotisierten Tiere nach abgeschlossener ICP Messung durch cervikale Dislokation
getdtet und dekapitiert. Die Kopfhaut wurde durch einen medianen Schnitt inzidiert und samt
Temporalmuskel nach kaudolateral verdrangt um einen besseren Zugang zur Kalotte zu erhalten.
Zunichst wurde das Schéddeldach vorsichtig interorbital und okzipital inzidiert, danach okzipital
vom Ansatz der Nackenmuskulatur bis zum interorbitalen Schnitt eroffnet. Die Knochenlamellen
wurden mit Hilfe eines Spatel nach lateral weggeklappt. AnschlieBend wurde das Riickenmark
durchtrennt und das Gehirn nach Absetzten des Bulbus olfactorius und der beiden Nn. optici mit

einem breiten Spatel vorsichtig entnommen.

Die entnommenen Gehirne wurden in eine gekiihlte Schnittform (Matrix) gegeben, danach wurden

mit einer ebenfalls gekiihlten Rasierklinge (Apollo, Solingen, Deutschland) der Okzipitalpol und
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der Frontalpol samt Rhinencephalon abgetrennt sowie die beiden Hemisphéren in der Medianebene

voneinander getrennt.

Unmittelbar nach Entnahme und Trennung wurde je eine Hemisphdre in ein verschlieBbares
Wiegeglaschen gelegt. Die Wiegegldschen waren vor Gebrauch mindestens 12 Stunden bei 110°C
im Trockenschrank (Memmert G-201363/-201927, Schweiz) getrocknet worden und mindestens
eine Stunde vor Hirnentnahme, zur Abkiihlung auf Raumtemperatur, in einem Exsiccator
aufbewahrt worden. Kurz vor der Hirnentnahme wurden die leeren, verschlossenen Glaschen auf
einer elektronischen Waage gewogen (AG 245, Mettler Toledo, Giessen, Deutschland). Um das
Feuchtgewicht der einzelnen Hemisphdren zu erhalten wurden die Wiegegldschen schlieBlich
jeweils mit einer Hemisphdre befiillt und erneut gewogen. Das Feuchtgewicht (FG) der

Hirnhemisphéren ergab sich aus der Differenz des Gewichts der gefiillten und der leeren Glaschen.

Nun wurden die Hemisphiren fiir 24 Stunden bei 110°C in einen Warmeschrank getrocknet, bevor
ihr Trockengewicht bestimmt wurde, indem die Glidschen mit den getrockneten Hemisphéiren erneut
gewogen wurden. Aus den gravimetrisch ermittelten Werten von Feucht- und Trockengewicht

konnte anschlieBend anhand folgender Formel die Zunahme an Hirnwasser berechnet werden:

Wassergehalt einer Hemisphire [%]= [(Gewicht des feuchten Gehirns - Gewicht des trockenen

Gehirns) /Gewicht des feuchten Gehirns] *100

2.2.11 Histomorphologische Bestimmung des neuronalen Zellschadens

2.2.11.1 Histologie

Zur quantitativen Erfassung des morphologischen Schadens wurden die Gehirne der Versuchstiere
am siebten postoperativen Tag perfusionsfixiert, entnommen und fiir die morphometrische
Auswertung histologisch aufbereitet. Hierfiir wurden die Méuse in tiefer Chloralhydratnarkose
thorakotomiert, mit einem Butterfly (Butterfly®- 25 short, Abbott GmbH, Wiesbaden, Deutschland)
die linke Herzkammer punktiert und das Butterfly mit einer Klemme fixiert. AnschlieBend wurde
mit einer Schere das rechte Herzohr erdffnet. Uber die Punktionsnadel im linken Ventrikel erfolgte
zundchst fiir ca. eine Minute eine Spiilung des gesamten GefdBlsystems mit physiologischer
Kochsalzlosung (Braun-Melsungen AG, Melsungen, Deutschland). AnschlieBend wurde das Tier ca.
zehn Minuten mit 4%-iger Phosphat-gepufferter (pH= 7,4) Paraformaldehydlésung unter dem
Druck von 100 cm Wassersdule (Apotheke Klinikum Innenstadt, LMU, Miinchen, Deutschland)
perfundiert.

Die Tiere wurden, wie bereits unter 2.2.10 beschrieben, dekapitiert, die Kopfhaut durch eine
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mediane Inzision erdffnet und samt M. temporalis nach lateral verdringt, um einen besseren
Zugang zur Schidelkalotte zu gewdhrleisten. Der Schiddel wurde durch einen Schnitt in das
interorbitale Schideldach und durch einen weiteren Schnitt vom Ansatz der Nackenmuskulatur bis
hin zum interorbitalen Schnitt erdffnet und beide Hilften der Kalotte nach lateral weggeklappt.
Darauthin wurde mit einem Spatel das Riickenmark durchtrennt und das Gehirn vorsichtig

entnommen.

Das entnommene Gehirn wurde in ein, mit 4% iger gepufferter Paraformaldehydlosung gefiilltes

Gefall gegeben und mindestens 24 Stunden bei 4°C im Kiihlschrank gelagert.

Spéter wurde das Gehirn in einer aufsteigenden Alkoholreihe (70%-90%-96% Ethanol) dehydriert
und in Paraffin eingebettet. Die Einbettung der Gehirne in Paraffin erfolgte mit einem
Einbettautomat (Shardon, Deutschland) nach Standardprotokoll. Mit einem Mikrotom (Mikrotom
2030, Reichert-Jung, Heidelberg, Deutschland) wurden 5 pum dicke koronare Serienschnitte
angefertigt, auf Objekttriger aufgebracht und nach Nissl gefdrbt. Dazu wurden die Schnitte zur
Entparaffinisierung zwei mal zehn Minuten lang in Rotihistol (Roth, Karlsruhe) gelegt,
anschlieend mittels einer absteigenden Alkoholreihe entwéssert (zwei Minuten 100% Ethanol,
zwel Minuten 96% Ethanol, zwei Minuten 70% Ethanol) danach fiir zehn Minuten in Cresylviolett
nach Nissl gelegt. Danach erfolgte eine kurze Spiilung der Schnitte mit destilliertem Wasser und die
Entwisserung durch eine aufsteigende Alkoholreihe (Eintauchen in 70% Ethanol, Eintauchen in
96% Ethanol, Eintauchen in 100% Ethanol, zwei Minuten Einlegen in reines Isopropanol), gefolgt

von zwei mal vier Minuten in Rotihistol. AbschlieBend wurden die Schnitten mit Eukitt eingedeckt.

2.2.11.2 Morphometrie

Der neuronale Zelltod wurde in den Hippocampusregionen CA 1-3 untersucht. Diese Regionen
wurden mit Hilfe eines stereotaktischen Hirnatlas unter einem Mikroskop (Leica Mikrosysteme,
Bensheim, Deutschland) mit 16-facher VergroBerung aufgesucht. Das Mikroskop ist iiber einen
Adapter mit einer Kamera (Fuji Digital Camera HC 300Z) verbunden. Die Kamera wiederum ist
tiber einen USB Anschluss mit einem PC verbunden, auf den die Bilddaten mittels Fuji Photograb
300Z Software {ibertragen wurden. Die Tlbertragenen Aufnahmen wurden mit einer
Bildbearbeitungssoftware (Optimate 6.51, BioScan Inc.Edmonds, USA) ausgewertet. Hierfiir
wurden alle Bilder in eine einheitliche Position gedreht und ein zuvor definierter Rahmen iiber das

Bild gelegt. Es wurden die, im Rahmen vorhandenen, vitalen Neurone gezihlt.

Diese Auszdhlung erfolgte verblindet. Als intakte, vitale Neurone wurden solche gewertet, die

folgende Merkmale besaflen’:
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* scharf abgegrenzter Nukleus
* klar erkennbarer Nukleolus in der Mitte des Nukleus
* klar vom umgebenden Neuropil abgrenzbares neuronales Zytoplasma

* weniger als ein Drittel des Neurons umgeben von konfluierenden Vakuolen?3

2.3 Statistische Datenauswertung

Statistische Analysen wurden mit der statistischen Auswertesoftware SigmaStat 3.1 (Systat
Software, Erkrath, Deutschland) durchgefiihrt und die Graphen mit der Software SigmaPlot 9.0
(Systat Software, Erkrath, Deutschland) erstellt. Sofern nicht anders gekennzeichnet, sind die Daten
als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes (SEM) angegeben.

Zur Beurteilung der Daten wurden Varianzanalysen fiir unverbundene Stichproben durchgefiihrt.
Die Nullhypothese, d.h. kein statistisch nachweisbarer Unterschied der untersuchten Daten, wurde
mit einer Fehlerwahrscheinlichkeit von 5% abgelehnt. Unterschiede wurden als signifikant

angenommen, sobald sich p< 0,05 darstellte®®.

Was die Bradykinin Versuche betrifft, wurden unverbundene Daten mit dem Kruskal-Wallis-Test*°
und verbundene Daten mit dem Friedman-Test ausgewertet. Bei den MMP-9”- Méusen und ihren
Kontrollen wurden analog der Mann-Whitney-Rank-Sum-Test und der Signed-Rank-Test
verwendet, wobei Laserdoppler- und ICP-Daten im Intergruppenvergleich als unverbundene Daten

betrachtet wurden. Vergleiche innerhalb einer Gruppe wurden als verbundene Daten betrachtet#$24,

Die Ergebnisse der neurologischen Untersuchungen wurden anhand der one-way Varianzanalyse im

Intergruppenvergleich an allen Beobachtungstagen auf signifikante Unterschiede hin getestet.

Soweit nachfolgende Paarvergleiche notwendig waren, wurden diese mit dem Student-Newman-
Keuls-Test oder Dunnett Test durchgefiihrt. Die Sterblichkeit der Gruppen wurde mit dem Chi-

Quadrat-Test verglichen.

32



3 Ergebnisse

3.1 Einfluss von Bradykinin auf die Entstehung des frithen Hirnschadens nach
SAB

Fiir die Untersuchung der Fragestellung, ob und inwieweit Bradykinin Einfluss auf die Entstehung
des sekundiren Hirnschadens nach SAB nimmt, wurden B17-, B2”- und als Kontrolltiere C57/B16-

Maiuse nach der Operation verblindet verschiedenen Versuchszweigen zugefiihrt.

3.2 Beobachtungen iiber sieben Tage nach Subarachnoidalblutung

Wie bereits beschrieben, wurde ein Teil der Miuse nach der Subarachnoidalblutung iiber sieben
Tage beobachtet, wobei tiglich Uberleben, Gewicht und neurologische Defizite dokumentiert
wurden. Am siebten postoperativen Tag wurden die Gehirne der Miuse entnommen und fiir die

histologische Auswertung prépariert.

3.2.1 Pathophysiologische Verinderungen zum Zeitpunkt der experimentellen
SAB

3.2.1.1 Anstieg des intrakraniellen Druckes

Sowohl bei den Bradykinin Rezeptor Knockout-Mé&usen, als auch bei den entsprechenden C57/Bl6
Kontrollen war der intrakranielle Druck vor der Gefdlperforation an der Gabelung zwischen Arteria
cerebri media und Arteria cerebri anterior, wie unter 2.2.4 beschrieben, normwertig. Der ICP betrug
in der Kontrollgruppe 5,7 = 0,1 mmHg (MW= SEM), in der B1”~ Gruppe 7,5 + 0,2 mmHg und in
der Gruppe der B2 Méuse 5,8 = 0,1 mmHg.

Zum Zeitpunkt der GefaBBperforation stieg der intrakranielle Druck sofort an. Dieser Druckanstieg

ist ein Charakteristikum fiir die Induktion einer Subarachnoidalblutung.
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Abbildung 2: ICP- Verlauf der B1"-, B2""- und C57/Bl6-Mdiuse, die iiber 7 Tage
beobachtet wurden. Der Zeitpunkt ,,0* markiert die Induktion der SAB

Der rasante Anstieg des ICP gipfelte in einem Maximum von 93,7 mmHg bei den C57/Bl6 Mausen,
70,5 mmHg bei den B17~ und 96,1 mmHg bei den B2". Dieser Peak entspricht dem erreichten
mittleren arteriellen Druck (MAP). Durch das Erreichen des mittleren arteriellen Druckes wird das
GefaBleck tamponiert und verschlossen wodurch ein weiterer Austritt von Blut verhindert wird. Die
Gefaflitamponade und die Umverteilung des Blutes im cerebrospinalen Raum spiegelt sich in einem
Abfall des intrakraniellen Druckes wider. Der ICP wurde wie unter 2.2.6 beschrieben bis 15
Minuten nach Einsetzten der Subarachnoidalblutung gemessen, zu diesem Zeitpunkt war der
intrakranielle Druck in allen Gruppen wieder deutlich abgefallen und betrug durchschnittlich 23,5 +
0,5 mmHg. Zu keinem Zeitpunkt bestand ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den

Gruppen.

3.2.1.2 Abfall der cerebralen Durchblutung
Zeitgleich mit dem ICP Anstieg bis in die Hohen des mittleren arteriellen Blutdruckes konnte in

allen Gruppen ein Abfall der cerebralen Durchblutung auf durchschnittlich 23,7% des
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Ausgangswertes beobachtet werden. Nach wenigen Minuten erholte sich die cerebrale
Durchblutung wieder, wobei die Perfusion auf 74,7% des Ausgangswertes anstieg, den
Ausgangswert jedoch nicht mehr erreichte. Es lieen sich keine signifikanten Unterschiede

zwischen den Gruppen erkennen.

3.2.2 Postoperatives Outcome iiber sieben Tage

3.2.2.1 Uberleben
Die postoperative Mortalitit wurde iliber sieben Tage beobachtet, dabei wurde untersucht, ob
Bradykinin Rezeptor Knockout-Méuse aufgrund der Deletion der Kinin B1 und B2 Rezeptoren im

Vergleich zu den Kontrollen ein besseres Outcome aufweisen.

Die postoperative Mortalitdt in der Kontrollgruppe lag bei 73%. Von den acht Maéusen, die
postoperativ innerhalb der sieben Tage verstarben, starb eine innerhalb der ersten 24 Stunden, eine
weitere innerhalb der ersten 48 Stunden, am dritten Tag verstarb eine Maus und zwei weitere
verstarben am vierten Tag nach der Operation. Am fiinften, sechsten und siebten Tag verstarb

jeweils eine C57/Bl6 Maus aus der Kontrollgruppe.

Wiéhrend die Mortalitét in der Kontrollgruppe bei 73% lag, verstarben alle elf B17- Mause innerhalb
des Beobachtungszeitraumes nach SAB, woraus sich eine Mortalitdt von 100% ergibt. Von den
Bradykinin-1 Rezeptor defizienten Miausen verstarb eine innerhalb der ersten 24 Stunden, drei
weitere innerhalb der ersten 48 Stunden nach Subarachnoidalblutung und eine am vierten Tag post
SAB. Am fiinften Tag nach Induktion der Blutung starben vier der elf Miuse und jeweils eine
weitere Maus am sechsten und am siebten Tag. Daraus ergibt sich jeweils eine Mortalitit von 36%

in den ersten 48 Stunden und am filinften Tag nach SAB.

Die Bradykinin-2 Rezeptor Knockout-Méuse wiesen eine postoperative Mortalitidt von 50% bis zum
siebten Tag nach SAB auf. Auffallend in dieser Gruppe ist, dass kein Tier innerhalb der ersten 24
Stunden nach SAB verstarb. Es starb eine Maus am zweiten postoperativen Tag und zwei weitere
am fiinften Tag nach der Subarachnoidalblutung. Bei den B2" verstarben die meisten Tiere am

fiinften Tag nach SAB.
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Abbildung 3: Uberlebenszeit der BI7 -, B2" - und C57/Bl6-Mduse.

In dieser Abbildung ist die Anzahl der noch lebenden Tiere vom Tag der Induktion bis zu einer
Woche nach SAB dargestellt. Da sowohl in der Kontrollgruppe, als auch in der Gruppe der B1™"
Maiuse jeweils ein Tier bereits innerhalb der ersten 24 Stunden nach der Subarachnoidalblutung

verstarb fiangt die Kurve fiir diese Gruppen nicht bei 1,0 an.

3.2.2.2 Neurologische Funktionen

Wie bereits unter 2.2.8.1 beschrieben, wurden die Tiere postoperativ iiber sieben Tage tiglich
mittels zweier neurologischer Tests beurteilt, um einen objektiven neurologischen Status und seinen
Verlauf zu dokumentieren. Die erste neurologische Beurteilung erfolgte 24 Stunden nach
Subarachnoidalblutung. Im allgemeinen Neuroscore konnten maximal 155 Punkte und im
Bederson-Score maximal 5 Punkte erreicht werden, wobei null Punkte das beste zu erreichende
Ergebnis darstellt und einer normalen neurologischen Funktion entspricht, 155 bzw. 5 Punkte
entsprechen dem schlechtesten zu erreichenden Ergebnis. Es folgen zunédchst die Auswertung der
Neuroscore-Daten aller Tier und im Anschluss die Daten der Tiere, die den Beobachtungszeitraum

iiberlebt haben und abschlieBend die der Tiere, die verstarben.
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Abbildung 4: Neuroscore aller BI”"-, B2""- und C57/Bl6-Mduse iiber 7 Tage

Betrachtet man den Neuroscore aller Tiere iiber sieben Tage post Subarachnoidalblutung, fillt auf,
dass das Maximum der neurologischen Beeintrichtigung in allen Gruppen auf den ersten Tag fiel.
Zu diesem Zeitpunkt hatten die C56/Bl6 Wildtyp-Mause 42,8 + 12,6 (MW + SEM) Punkte im
Neuroscore, die B17- Miuse hatten 42,1 + 2.5 Punkte und die B2~ Miuse hatten 34,0 £+ 5,8 Punkte
im Neuroscore. Diese funktionellen Defizite verbesserten sich im Lauf der sieben Tage. Die B2™
Maiuse zeigten insgesamt die geringsten neurologischen Defizite und erholten sich am schnellsten,
sie hatten bereits am dritten Tag nach SAB deutlich geringere Defizite bei einem Punktescore von
10,0 £ 6,9 Punkten. Die C57/BI6 hingegen erholten sich erst am fiinften Tag merklich und hatten
dabei 31,5 Punkte am vierten postoperativen Tag und 8,6 + 8,6 Punkte am filinften Tag nach SAB.
Die B1"- Miuse zeigten nur langsam eine Verbesserung der funktionellen Defizite. Obwohl sie in
den ersten vier Tagen nach SAB nur geringfligig schlechtere Neuroscore Werte hatten als die
C57/Bl6 (32,5 versus 31,5 Punkte), war am flinften postoperativen Tag ein deutlicher Unterschied
von 8,6 Punkten bei den C57/B16 versus 21,5 Punkten den B17- Miusen vorhanden. Im statistischen
Vergleich beziiglich des Neuroscore Wertes an jedem Tag nach SAB zeigten sich keine statistisch

signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen.
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Neuroscore der Mause, die sieben Tage lberlebten
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Abbildung 5: Neuroscore der den Beobachtungszeitraum iiberlebenden B2” - und C57/BI6-
Mause

Den Beobachtungszeitraum von sieben Tagen haben nur C57/Bl6 Maiuse und Bradykinin-2
Rezeptor Knockout-Miduse iiberlebt. Auch diese Tiere erfuhren ihre grofBite funktionelle
Beeintrachtigung am ersten Tag nach der Subarachnoidalblutung. Sie hatten aber deutlich geringere
neurologische Defizite als die Tiere derselben Versuchsgruppe, die innerhalb des

Beobachtungszeitraumes verstarben.

Die Wildtyp-Méuse, welche am siebten Tag nach SAB noch lebten hatten am ersten Tag nach SAB
ein Defizit, das 18,0 + 9,2 (MW= SEM) Punkten entsprach, im Vergleich dazu steht ein Punktewert
von 42,8 + 12,8 Punkten bei allen C57/Bl6 am ersten postoperativen Tag. Diese Beobachtung lief3
sich auch in der Gruppe der B2 Méduse machen. Am ersten postoperativen Tag wurde ein Score
von 23,0 + 3,0 Punkten bei denjenigen B2”~ Miusen erhoben, die den Beobachtungszeitraum
liberlebten. Im Vergleich dazu hatten alle Tiere der B2"- Gruppe am ersten Tag nach der Blutung

einen Neuroscore Wert von 34,0 + 5,8 Punkten.

Obwohl die B2 Mause am ersten postoperativen Tag einen um fiinf Punkte hoheren Neuroscore als
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die Kontrolltiere hatten, erholten sie sich etwas schneller. Die C57/Bl6 Méuse hatten am dritten Tag
nach SAB 6,7 + 6,7 Punkte im Neuroscore, bei den Bradykinin-2 Rezeptor defizienten Mausen

waren es 0,7 £ 0,7 Punkte. Allerdings war dieser Unterschied zu keinem Zeitpunkt signifikant.

Am Ende des Beobachtungszeitraumes hatten die C57/Bl6 Méuse keinerlei durch den Neuroscore
messbare neurologische Defizite mehr und einen Punktescore von null Punkten. Wiahrend die B2

Maiuse noch ein geringes Defizit bei einem Punktewert von 0,7 + 0,7 Punkten aufwiesen.

Es zeigte sich zu keinem Zeitpunkt ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen (p=

zwischen 0,7 und 1,0).

Im Bederson-Score zeigten die iliberlebenden Wildtyp-Mause schon am ersten Tag nach SAB
keinerlei durch den Score messbare Defizite mehr. Die den Beobachtungszeitraum iiberlebenden
B2” Méiuse hatten 1,0 + 1,0 Punkte, was dadurch zustande kam, dass eine B2""Maus am siebten
postoperativen Tag noch einen Bederson-Score von drei Punkten hatte, die librigen Tiere hatten

keine durch den Bederson-Score messbare neurologische Defizite mehr.

24 Stunden nach Induktion der Subarachnoidalblutung wurde der erste Neuroscore nach SAB
durchgefiihrt. In die Auswertung konnten nur Miuse einbezogen werden, die zu diesem Zeitpunkt

noch lebten.

Am Todestag hatten die C57/B16 Méuse im Mittel einen Neuroscore von 41,8 Punkten, die B1™-
Miuse hatten einen Score von 25,0 Punkten und die B2”- Miuse hatten 27,3 Punkte. Das heif3t die
B1” und B2" Méause hatten am Todestag ein geringeres neurologisches Defizit als ihre Kontrollen.
Obwohl alle B1”- Miuse vor Beendigung des Beobachtungszeitraumes verstarben, hatten sie am

Todestag von allen Gruppen das geringste durch den Neuroscore messbare neurologische Defizit.

Am Tag bevor die Tiere starben lag der Neuroscore bei den C57/Bl6 Méusen durchschnittlich bei
47,8 Punkten wihrend die B1”- Miuse 29,1 Punkte und die B27 Miuse 24,0 Punkte hatten. Zu
diesem Zeitpunkt wiesen die B2” Miuse im Intergruppenvergleich das geringste neurologische

Defizit auf.

Die verstorbenen Kontrolltiere besalen von allen Méiusen die groBte neurologische
Funktionsbeeintrachtigung. Die Unterschiede zwischen den Gruppen sind weder am Todestag, noch

am Tag bevor die Tiere starben signifikant.
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Neuroscore verstorbener Mause
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Abbildung 6: Neuroscore der wiihrend des Beobachtungszeitraumes verstorbenen B1”"-, B2"- und

C57/Bl6-Mduse. In dieser graphischen Darstellung steht der Tag ,,0* fiir den Tag, an dem die
Mcdiuse verstorben sind.

Bederson-Score
Im Intergruppenvergleich aller Tiere présentierten die Wildtyp-Méause im Bederson-Score die

geringsten Defizite, sie hatten am ersten Tag nach SAB durchschnittlich 1,9 Punkte von fiinf
moglichen. Am dritten Tag nach der Blutung erhielten sie 1,3 und am fiinften Tag 1,0 Punkte. Am
siebten Tag hatten sie mit null Punkten kein durch den Bederson Test festzustellendes Defizit mehr.
Dagegen hatten die B17 Mause mit 3,7 Punkten am ersten Tag, 3,6 Punkten am dritten Tag und 4,2
Punkten am vierten Tag nach SAB deutlich groBere Defizite. Die B2” Tiere hatten an den ersten
beiden Tagen nach der Blutung einen Punktescore von 3 bzw. 2 Punkten. In den folgenden Tagen
verbesserten sich die Méuse kontinuierlich, bis sie am sechsten Tag keine durch den Bederson-
Score detektierbaren Defizite mehr hatten. Damit hatten die B17- die hochste Punktzahl und das
grofite Defizit im Bederson-Score. Die Kontrollmduse hatten die niedrigsten Scorewerte und das
geringste Defizit. Ab dem dritten Tag nach Subarachnoidalblutung hatten C57/Bl6 und B2” Miuse

dhnliche Ergebnisse im Bederson-Score.
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Betrachtet man nun den Bederson-Score der tiberlebenden C57/Bl6 Mdiuse stellt man fest, dass sie
alle ab dem ersten Tag nach Subarachnoidalblutung einen Score von null Punkten und damit kein in
diesem Test messbares neurologisches Defizit hatten. Dagegen hatten die C57/Bl6 Méuse, die
innerhalb der ersten 7 Tage starben, durchweg hohere Punktewerte im Bederson-Score und
schwerwiegendere Defizite. Sie hatten am Todestag durchschnittlich drei Punkte und am Tag davor

2,8 Punkte.

Die Bradykinin-1 Rezeptor Knockout-Mdiuse, die den Beobachtungszeitraum nicht iiberlebten,
hatten am Todestag 3,1 Punkte, an den Tagen zuvor 3,1 bzw. 3,7 Punkte und am vierten Tag vor
ihrem Exitus durchschnittlich 4,3 Punkte. Die B1™" présentierten damit auch die groBten Defizite im

Bederson-Score der verstorbenen Mause.

Die wihrend der sieben Tage verstorbenen B2” Miuse hatten am Todestag im Bederson-Score 2,7
Punkte und an den Tagen davor 1,5 bzw. 3,5 Punkte. Die B2 Rezeptor defizienten Mause, die den
Beobachtungszeitraum iiberlebten hatten durchweg einen Punktewert von einem Punkt im
Bederson-Score. Es existierten innerhalb der einzelnen Gruppen deutliche Unterschiede hinsichtlich

neurologischer Defizite zwischen iiberlebenden und versterbenden Méusen.

3.2.2.3 Gewichtsverlauf

Der Gewichtsverlauf der Miuse wird grundsétzlich als ein Indikator fiir das Allgemeinbefinden der
Tiere verstanden. Aus diesem Grund wurden tiglich alle lebenden Tiere gewogen. Fiir die
Bestimmung des Gewichtsverlaufes iiber sieben Tage wurden nur die Méuse herangezogen, welche
den kompletten Beobachtungszeitraum von sieben Tagen {iberlebten. Dies waren jeweils drei Méuse
in der Kontrollgruppe und in der B2 Gruppe. Da alle Tiere in der B17~ Gruppe verstarben, ist diese

Gruppe hier nicht vertreten.

Sowohl die Wildtyp-Mduse, als auch die B2 Knockout-Méuse zeigten in den ersten beiden Tagen
nach SAB eine deutliche Gewichtsabnahme, wobei die C57/Bl6 Méuse am ersten postoperativen
Tag noch 89,1 + 2,3% (MW= SEM), am zweiten und dritten Tag nach SAB 79,8 = 1,2% und 75,5 +
2,5% ihres Ausgangsgewichtes wogen. Die Wildtyp-Méuse nahmen bis zum vierten postoperativen
Tag ab und fingen am fiinften Tag nach der Subarachnoidalblutung wieder an Gewicht zuzunehmen.

Sie erreichten am siebten Tag 92,5 + 7,0% ihres praoperativen Gewichtes.

Es gab statistisch signifikante Unterschiede hinsichtlich des Gewichtsverlaufs, was sich schon ab
dem ersten Tag nach SAB bemerkbar machte, so unterschied sich das prioperative
Ausgangsgewicht signifikant vom Gewicht am ersten (p=0,003), am zweiten (p<0,001) und am

dritten Tag (p<0,001) nach Subarachnoidalblutung.

41



Gewichtsverlauf prozentual zum Ausgangsgewicht
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Abbildung 7: Gewichtsverlauf der BI”"-, B2"- und C57/Bl6-Mduse prozentual zum
Ausgangsgewicht

AuBlerdem gab es signifikante Gewichtsunterschiede innerhalb der Kontrollgruppe vom ersten zum
zweiten Tag (p=0,006) und vom ersten zum dritten Tag (p=0,002). Vom zweiten zum dritten Tag

nach SAB unterschied sich das Gewicht der C57/B16 nicht mehr signifikant innerhalb der Gruppe.

Die B27- Miuse wogen an den ersten drei Tagen post Subarachnoidalblutung 87,5 + 1,05%, 81,6 +
1,5% und 86,1 = 1,7% ihres Ausgangsgewichtes und fingen bereits am dritten Tag nach der Blutung
wieder an zuzunehmen. Am siebten postoperativen Tag hatten die B2~ Miuse 91,6 + 5,6% ihres
Ausgangsgewichtes wieder erreicht. Statistisch signifikante Unterschiede gibt es hinsichtlich des
priaoperativen Gewichts der Mause zum ersten (p=0,012), zweiten (p<0,001), dritten (p=0,007) und
vierten (p=0,024) postoperativen Tag. AuBerdem unterschied sich das Gewicht der B2” Méuse
signifikant vom ersten zum zweiten (p= 0,042) sowie vom zweiten (p=0,049) zum dritten Tag nach
SAB, jedoch nicht mehr von dritten zum vierten Tag nach der Blutung. Im Intergruppenvergleich
lassen sich statistisch signifikante Unterschiede fiir den dritten (p=0,024) und vierten (p=0,025) Tag

nach Subarachnoidalblutung belegen.
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Gewichtsverlauf prozentual zum Vortag
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Abbildung 8: Gewichtsverlauf der B1”"-, B2"- und C57/Bl6-Mduse prozentual zum

Vortag
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Betrachtet man den Gewichtsverlauf im Vergleich zum Vortag, wird noch deutlicher, dass sich die

B2 Miuse hinsichtlich ihres Gewichtes schneller wieder erholten und bereits am dritten Tag

wieder begannen zuzunehmen. Die C57/Bl6 Maiuse nahmen bei genauer Betrachtung erst am

fiinften Tag wieder zu. Am vierten Tag nahmen sie im Vergleich zu den ersten drei postoperativen

Tagen lediglich weniger stark ab. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen den beiden

Gruppen lassen sich fiir den dritten (p=0,018) und siebten (p=0,040) Tag nach der Blutung

feststellen.
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Gewichtsverlauf gestorbener Mause
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Abbildung 9: Gewichtsverlauf wiihrend des Beobachtungszeitraumes verstorbener B17"-,
B2~ und C57/Bl6- Miuse

Hier ist das Gewicht der Mause dargestellt, die innerhalb des Beobachtungszeitraumes von sieben
Tagen nach Induktion der Subarachnoidalblutung verstarben, also das Gewicht zwischen Operation
und Todeszeitpunkt. Dabei sind die Daten in Prozent des Ausgangsgewichtes vor der Operation
ausgedriickt. Auch hier kann man sehen, dass sie B2”- Miuse prozentual zu ihrem Ausgangsgewicht
zwar Gewicht verloren, jedoch weniger als die anderen Gruppen. Zum Todeszeitpunkt hatten die
B2 Tiere ein durchschnittliches Gewicht von 80,5% =+ 6,4% ihres Ausgangsgewichtes, im
Vergleich dazu wogen die B1”- Miuse im Durchschnitt 67,4% + 2,2% und die Kontrollen 71,0% =+
4,3% ihres praoperativen Gewichtes. Der Gewichtsunterschied war allerdings nicht statistisch

signifikant.
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3.3 Beobachtungen iiber 24 Stunden nach Subarachnoidalblutung
Im zweiten Teil der Bradykininversuche wurden bei B17--, B27- und C57/Bl6 Miusen 24 Stunden
nach Induktion der Subarachnoidalblutung Gewicht, neurologische Defizite und ICP erhoben und

anschlieBend die Gehirne fiir die Odembestimmung entnommen.

3.3.1 Pathophysiologische Verinderungen zum Zeitpunkt der experimentellen
SAB

3.3.1.1 Anstieg des intrakraniellen Druckes
Wie auch bei den Méiusen der anderen Versuchsreihe war der intrakranielle Druck vor Induktion der

Subarachnoidalblutung nicht erhdht.
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Abbildung 10: ICP-Verlauf der Bl -, B27- und C57/Bl6-Mdiuse, deren Gehirne zur
Odembestimmung entnommen wurden. Der Zeitpunkt "0" markiert die Induktion der SAB
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In der Kontrollgruppe betrug der ICP vor SAB 5,0 + 0,0 mmHg (MW+SEM), in der Gruppe der
B1” Méuse 7,8 + 0,0 mmHg und in der Gruppe der B2”~ Miuse 6,6 + 0,0 mmHg.

Der schnelle ICP Anstieg nach der GefdBperforation zwischen A. cerebri media und anterior
gipfelte in Spitzenwerten von 108,2 mmHg in der Kontrollgruppe, 1354 mmHg bei den
Bradykinin-1 Rezeptor Knockout-Mausen und 102,6 mmHg bei den B2 Méausen, wobei kein

statistisch signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen bestand.

Nach Erreichen des mittleren arteriellen Druckes siehe 3.2.1.1 kam es in allen Gruppen zu einem
Abfall des intrakraniellen Druckes, was einem Sistieren der Blutung entspricht. 15 Minuten nach
Induktion der Subarachnoidalblutung war der ICP bei den C57/Bl6 Méusen auf 25,0 + 2,5 mmHg,
bei den B17 auf 28,2 &+ 5,0 mmHg und bei den B2™ Tieren auf 32,3 + 1,8 mmHg gesunken. Auch zu

diesem Zeitpunkt existierten keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen.

3.3.1.2 Abfall der cerebralen Durchblutung
Wihrend des ICP Anstieges kam es zum Abfall der lokalen cerebralen Durchblutung, was sich im

Abfall der Laser-Doppler-Werte widerspiegelte.

In der Kontrollgruppe war ein Abfall der lokalen cerebralen Durchblutung auf 23,0% des
Ausgangswertes, bei den Bl Méiusen auf 13,8% und bei den B2~ Miusen auf 24,0% des
Ausgangswertes zu messen. In der zweiten Minute nach Einsetzen der Subarachnoidalblutung

begannen sich die LDF-Werte wieder zu erholen.

Die B2”- Miuse erreichten in der zehnten Minute nach SAB ihren Ausgangswert von 99,2% wieder,
15 Minuten nach SAB betrug die cerebrale Durchblutung in dieser Gruppe 75,3% des
Ausgangswertes. Die cerebrale Perfusion in den B1-Rezeptor Knockout-Mausen hingegen erreichte
maximal 67,1% der Perfusion vor SAB, 15 Minuten nach Induktion der Blutung lag die
Durchblutung bei 42,7% des Ausgangswertes. Bei den C57/Bl6 Méiusen betrug die cerebrale
Perfusion 15 Minuten nach SAB 58,1% der initialen Perfusion, damit haben diese Maiuse ihre
Ausgangsperfusion ebenfalls nicht wieder erreicht. Es lielen sich keine signifikanten Unterschiede

zwischen den einzelnen Gruppen nachweisen.
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Abbildung 11: Cerebraler Blutfluss der Bl -, B2"- und C57/Bl6-Mduse, deren Gehirne zur
Odembestimmung entnommen wurden. Der Zeitpunkt "0" markiert die Induktion der SAB

3.3.2 Untersuchungen 24 Stunden nach Subarachnoidalblutung

3.3.2.1 Uberleben
Innerhalb der ersten 24 Stunden nach Auslosen der Subarachnoidalblutung starb keine der sieben

C57/Bl6 Méuse und keine der zwolf Bradykinin-2 Rezeptor Knockout-Mause, aber zwei der sieben

B1”~ Méuse. Daraus ergibt sich eine Mortalitét fiir die ersten 24 Stunden nach SAB von null Prozent

in der Kontroll- und B2 Gruppe sowie eine Mortalitét von 40% in der B17~ Gruppe.

3.3.2.2 Neurologische Funktionen
Neurologische Defizite der Méuse nach Subarachnoidalblutung wurden auch in dieser

Versuchsreihe, wie unter 2.2.8.1 beschrieben, mittels zweier neurologischer Tests erhoben.

Die C57/Bl6 Kontrollmduse hatten nach 24 Stunden durchschnittlich 34,1 + 10,7 Punkte im
Neuroscore und 2,0 £ 0,4 Punkte im Bederson-Score, wobei 71,4% der C57/Bl6 Miuse mit zwei

Punkten im Bederson-Score ein geringfiigiges neurologisches Defizit zeigten, welches mit einer
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Standinstabilitit einherging. 14,3% der Kontrollmduse wiesen mit null Punkten im Bederson Test
normale neurologische Funktionen auf und weitere 14,3% zeigten ein, mit vier Punkten bewertetes,

spontanes ,,Circling®.

In der B1-Rezeptor defizienten Gruppe hatten die Mause mit durchschnittlich 60,5 + 7,5 Punkten im
Neuroscore und 3,0 + 0,7 Punkten im Bederson-Score deutlich groere neurologische Defizite, was
jedoch nicht statistisch signifikant war (p=0,077). 16,7% der B1- Miuse hatten mit einem Punkt im
Bederson-Score, bis auf einen eingeschrinkten Stellreflex, einen nahezu normalen neurologischen
Status, 33,3% hatten mit zwei Punkten geringfiigige neurologische Einschrinkungen mit einer
Standataxie, 16,7% der B17- Miuse wiesen ein mit 3 Punkten bewertetes, mittelschweres Defizit
und 33,3% ein schweres, mit fiinf Punkten bewertetes, neurologisches Defizit ohne jede

Spontanbewegung auf.

Von der Gesamtpunktezahl ausgehend, hatten die Bradykinin-1 Rezeptor defizienten Méuse das
schwerste neurologische Defizit, wihrend sich die B2~ Méause mit 43,4 + 9,2 Punkten im
Neuroscore und 3,1 + 0,6 Punkten im Bederson-Score hinsichtlich der Beeintrachtigung durch die

Blutung zwischen den Kontrollen und den B1”- Méusen befanden.

In der Gruppe der Bradykinin-2 Rezeptor Knockout-Miuse prasentierten 16,7% normale
neurologische Funktionen, 33,3% ein geringes Defizit mit zwei Punkten, 8,3% spontane
Kreisbewegungen, die mit vier Punkten bewertet wurden und 41,7% keine Spontanbewegung und
ein schweres Defizit, wofiir fiinf Punkte im Bederson-Score vergeben wurden. Hinsichtlich der

neurologischen Féahigkeiten ergeben sich keine statistisch signifikanten Unterschiede.
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Neuroscore nach 24 Stunden
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Abbildung 12: Neuroscore der B17-, B2"- und C57/Bl6-Mduse nach 24 Stunden

Bederson Score nach 24 Stunden
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Abbildung 13: Bederson-Score der BI”-, B2~ und C57/Bl6-Mduse nach 24 Stunden

3.3.2.3 Gewichtsverlauf

Binnen 24 Stunden nach SAB hatten alle Tiere an Gewicht verloren. Die Unterschiede zwischen
den Gruppen waren aber nicht signifikant. So wogen die Kontrolltiere am ersten postoperativen Tag
88,91 £ 0,01 %, die B1”" Miuse 87,86 + 0,02% und die B2 Miuse 88,67+ 0,01% ihres

Ausgangsgewichtes.
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3.3.2.4 Bestimmung des ICP 24 Stunden nach Subarachnoidalblutung

Wie unter 2.2.9 beschrieben, wurde 24 Stunden nach Induktion der Subarachnoidalblutung erneut

eine ICP Messung iiber 15 Minuten durchgefiihrt. Dabei betrug der initiale intrakranielle Druck
nach Einfiihren der Sonde bei den C57/B16 Miusen 11,0 + 1,2 mmHg (MW+SEM), bei den B1”-
Miusen 9,3 = 1,3 mmHg und bei den B2 Méusen 7,9 + 2,2 mmHg. Der ICP stieg in allen drei

Gruppen im Laufe der Messung an und befand sich am Ende der Messung bei 16,9 + 1,0 mmHg in

der Kontrollgruppe, bei 15,0 + 2,1 mmHg in der B1”~ Gruppe und bei 13,9 + 3,2 mmHg in der B2™"

Gruppe. Die B2"- Miuse hatten signifikant niedrigere ICP Werte nach 24 Stunden (p=<0,001).
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Abbildung 14: ICP-Verlauf der BI”"-, B2"- und C57/Bl6-Mciuse 24 Stunden nach Induktion der

SAB
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3.3.2.5 Bestimmung des Hirnwassergehaltes 24 Stunden nach
Subarachnoidalblutung

Da eine Aktivierung des Kallikrein-Kinin Systems eine Erhdhung der GefdBpermeabilitdt zur Folge
haben kann wurde 24 Stunden nach Induktion der Subarachnoidalblutung das Hirnddem durch
gravimetrische Bestimmung des Hirnwassergehaltes ermittelt. Das Hirnddem entspricht einer
Zunahme des Hirnvolumens, welche in erster Linie durch eine Zunahme des Hirnwassergehaltes
bedingt ist. Aus diesem Grund wurde 24 Stunden nach SAB der Wassergehalt der entnommenen

Gehirne als die Differenz zwischen deren Feucht- und Trockengewicht bestimmit.

Der Hirnwassergehalt der Kontrollgruppe lag in der linken Hemisphére im Mittel bei 79,9 + 0,7%.
In der kontralateralen rechten Hemisphére, in welcher die Subarachnoidalblutung ausgeldst wurde
betrug der Hirnwassergehalt 80,8 + 0,4%. Daraus ergibt sich ein Hirnwassergehalt von
durchschnittlich 80,4% beider Hemisphiren. Fiir die B1"Méuse wurde nach 24 Stunden ein
Hirnwassergehalt von 78,8 £ 0,8% in der linken und 78,9 £ 0,3% in der rechten Hemisphére
ermittelt, beide Hemisphédren zusammen haben einen durchschnittlichen Wassergehalt von 78,8%,
was fiir ein geringer ausgeprigtes Odem spricht. Die B2”- Miuse hatten insgesamt den geringsten

Hirnwassergehalt bei insgesamt 77,9%.

3.4 Einfluss von Matrix-Metalloproteinase-9 auf die Entstehung des frithen
Hirnschadens nach Subarachnoidalblutung

3.4.1 Pathophysiologische Verinderungen zum Zeitpunkt der experimentellen
SAB

3.4.1.1 Anstieg des intrakraniellen Druckes

Bei normalen ICP Werten zu Beginn der Operation von 5,4 + 0,1 mmHg (MW + SEM) in der
Kontrollgruppe und 5,7 + 0,0 mmHg (MW=SEM) in der Gruppe der MMP-9 Knockout-Miuse
kam es durch das Auslosen der Subarachnoidalblutung, wie unter 2.2.4 beschrieben, zu einem
abrupten Anstieg des intrakraniellen Druckes. Der ICP Anstieg erreichte innerhalb der ersten
Minute nach cerebraler Gefdllperforation ein Maximum, dem in der Kontrollgruppe der FVB/N
Miuse der ICP Wert von 111,2 + 8,9 mmHg und in der Gruppe der MMP-9 defizienten Miuse der
ICP Wert von 128,0 + 6,3 mmHg entsprach. Nach Erreichen des mittleren arteriellen Druckes, dem
dieser ICP letztendlich entsprach, kam es zu einem Abfall der ICP Werte in der zweiten Minute
nach Blutungsbeginn. 15 Minuten nach SAB erholte sich der intrakranielle Druck bei den FVB/N
Miusen auf durchschnittlich 30,4 = 2,1 mmHg und bei den MMP-9 Knockout-Méusen auf 31,0 +
2,9 mmHg.
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ICP Verlauf MMP-9 " und Kontrollen
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Abbildung 15: ICP-Verlauf der MMP-9"Mduse und ihrer Kontrollen. Der Zeitpunkt "0" markiert
die Induktion der SAB

Weder zu Beginn der ICP Aufzeichnung, noch zum Zeitpunkt der Subarachnoidalblutung oder am

Ende der ICP Messung unterschieden sich die ICP Werte der Gruppen signifikant voneinander.

3.4.1.2 Abfall der cerebralen Durchblutung

Mit dem Anstieg des intrakraniellen Druckes war auch bei den MMP-9” Miusen und ihren
Kontrollen zum Zeitpunkt der Subarachnoidalblutung ein signifikanter Abfall (p<0,005) der
cerebralen Durchblutung zu beobachten. Dementsprechend fiel diese bei den FVB/N Mausen von
einem Ausgangswert von 97,5% vor SAB auf einen Wert von 28,1% + 4,9% zum Zeitpunkt der
Gefilperforation ab. Das Minimum war in der Kontrollgruppe eine Minute nach Induktion der
Blutung erreicht und einem LDF Wert von 17,6% + 5,3% des Ausgangswertes zugeordnet. Danach
erholte sich der CBF wieder und entsprach 15 Minuten nach Induktion der Subarachnoidalblutung
einem Wert von 62,2% + 8,2% des Ausgangswertes, wobei der Ausgangswert nicht wieder erreicht

wurde.
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Abbildung 16: Cerebraler Blutfluss der MMP-9"~ Mduse und ihrer Kontrollen prozentual zum
Ausgangswert. Der Zeitpunkt "0" markiert die Induktion der SAB

Bei den MMP-9" Miusen war ein dhnlicher LDF Verlauf zu verzeichnen, die cerebrale
Durchblutung fiel von 99,3% =+ 1,5% auf 22,0% + 1,7% zum Zeitpunkt der GefaBperforation ab,
wobei auch in dieser Gruppe der CBF weiter abnahm und eine Minute nach induzierter SAB den
Tiefstwert von 9,2% + 1,1% des Ausgangswertes vor SAB erreichte. 15 Minuten nach SAB hatten
die MMP-9 Knockout-Mause einen LDF von 34,5% + 6,7% des Ausgangswertes.

Es gibt keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Gruppen beziiglich des
CBF vor, zum Zeitpunkt der SAB oder eine Minute nach SAB. Ab der dritten Minuten nach SAB
lassen sich jedoch statistisch signifikante Unterschiede zwischen MMP-9” und Kontrollen
ermitteln, welche auch am Ende der LDF Aufzeichnung 15 Minuten nach Subarachnoidalblutung
noch bestehen. (3. Minute p=0,011, 4. Minute p=0,023, 5. Minute p=0,038, nach 15 Minuten
p=0,019).
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3.4.2 Postoperatives Outcome iiber sieben Tage nach Subarachnoidalblutung

3.4.2.1 Uberleben
Die postoperative Mortalitdt {iber sieben Tage lag in der Kontrollgruppe bei 28,6%, wobei von
sieben operierten Tieren ein Tier am zweiten Tag und ein Tier am dritten Tag nach induzierter

Subarachnoidalblutung verstarb. Fiinf der sieben Miuse iiberlebten bis zum siebten Tag.

In der Gruppe der MMP-9 defizienten Méause verstarben insgesamt drei von sieben Tieren wéhrend
des Beobachtungszeitraumes von sieben Tagen nach der Operation, woraus sich eine Mortalitdt von
42,9% ergibt. Zwei MMP-9 Knockout-Miuse starben innerhalb der ersten 48 Stunden nach

Subarachnoidalblutung, eine weitere starb am dritten Tag.
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Abbildung 17: Uberlebenskurve der MMP-9" Mduse und ihrer Kontrollen

3.4.2.2 Neurologische Funktionen
Wihrend des postoperativen Beobachtungszeitraumes wurde tiglich der neurologische Status der
Tiere, wie bereits unter 2.2.8.1 beschrieben, mittels Neuro-, NSS- und Bederson-Score erhoben, um

eventuelle neurologische Defizite und Funktionsstorungen objektiv erfassen zu kénnen.

Das Maximum der funktionellen Beeintrachtigung der Tiere, die den Beobachtungszeitraum

iiberlebten, fiel, wie auch bei den Bradykinin Knockout-Méusen und ihren Kontrollen, auf den
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ersten postoperativen Tag. Zu diesem Zeitpunkt hatten die Kontrollen durchschnittlich 64,9 + 20,3
Punkte und die MMP-9"- Miuse 50,3 + 13,5 Punkte im Neuroscore.

Nach 48 Stunden war eine deutliche Erholung festzustellen, die sich in einem Abfall des Scores auf
16,0 + 4,8 Punkte in der Kontrollgruppe und auf 26,3 + 9,2 Punkte in der MMP-9” Gruppe
manifestierte. Obwohl die Kontrolltiere einen hoheren Ausgangswert hatten, erholten sich sich nach
den ersten 24 Stunden insgesamt etwas schneller, was sich auch in den Punktewerten des zweiten
und dritten Tages widerspiegelte. Ab dem vierten postoperativen Tag erholten sich die MMP-97-
Miuse besser. Dies zeichnete sich auch im Neuroscore ab, die MMP-97- Miuse hatten zu diesem

Zeitpunkt 3,3 £ 1,8 Punkte und die FVB/N Maéuse 6,2 +3,0 Punkte.

Diese Entwicklung ldsst sich auch den anderen Scores entnehmen, welche im Folgenden

tabellarisch zusammengefasst sind:
Tabellen der den Beobachtungszeitraum iiberlebenden Tiere

Neuroscore Punktewert + SEM

Tag 1 Tag 2 Tag 3 Tag 4 Tag 5 Tag 6 Tag 7
FVB/Nerl |64,9£20,3 16,0+4,8 |11,6+4,9 6,2+3,0 2,8+1,4 3,3+1,5 3,0+1,4
MMP-9" |50,3+13,5 |26,3+9,2 |17,0+8,1 |3,3+1,8 2,1£1,2 0,3+0,3 0+0

Tabelle 6: Ergebnisse des Neuroscores der den Beobachtungszeitraum tiberlebenden Tiere

Wihrend der sieben Tage gab es statistisch signifikante Unterschiede hinsichtlich der Neuroscore
Werte innerhalb der MMP-9”- Gruppe. Die neurologischen Funktionen, welche im Neuroscore
untersucht wurden unterschieden sich signifikant, wenn man den ersten Tag allen anderen Tagen
gegeniiberstellte. Gleiches galt fiir den zweiten Tag, mit einer Ausnahme, die neurologischen Status
am zweiten und dritten Tag nach der Blutung unterschieden sich nicht signifikant. Die Unterschiede
im Neuroscore am dritten Tag waren wieder signifikant gegeniiber dem vierten, fiinften, sechsten
und siebten Tag. Allerdings gab es keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den

Gruppen.

NSS Score + SEM

Tag 1 Tag 2 Tag 3 Tag 4 Tag 5 Tag 6 Tag 7
FVB/Ncrl |11,9£3,2  |4,6+1,2 4,8+2,5 3,214 2,2+0,9 2,1+0,8 1,6+0,8
MMP-9" |13,3+2,5 |8,0+2,7 5,5+2,6 0,8+0,5 0,1+0,1 0,3+0,3 0+0

Tabelle 7: Ergebnisse des NSS Scores der den Beobachtungszeitraum tiberlebenden Tiere
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Die Erholung der neurologischen Funktionen, welche durch den NSS Score detektiert wurden,
unterschieden sich vom ersten zum zweiten Tag nach Subarachnoidalblutung und vom ersten Tag zu

allen anderen Tagen signifikant.

Bederson-Score + SEM

Tag 1 Tag 2 Tag 3 Tag 4 Tag 5 Tag 6 Tag 7
FVB/Ncrl |3,0+1,2 2,0+0,8 1,4+0,9 1,2+0,7 0,6+0,6 1,2+0,7 1,2+0,7
MMP-9"~ |2,3+1,3 1,0£1,0 1,0£1,0 0+0 0+0 0+0 0+0

Tabelle 8: Ergebnisse des Bederson-Scores der den Beobachtungszeitraum iiberlebenden Tiere

Im Bederson-Score hatten die MMP-97- M#use vom ersten postoperativen Tag an weniger, durch
diesen Score detektierte neurologische Defizite, was sich jedoch nicht als statistisch signifikant

erwies.
Die Unterschiede zwischen den Gruppen wurden im Verlauf der sieben Tage immer geringer.

Was die innerhalb des Beobachtungszeitraumes verstorbenen Miuse betrifft, hatten die MMP-9™
Mause vor ihrem Tod mit 64,3 + 21,2 Punkten geringere funktionelle Defizite im Neuroscore als
ihre Kontrollen mit 94,5 + 3,5 Punkten. Auch im Bederson-Score schnitten die MMP-97 mit 3,0 +

1,5 Punkten besser ab als ihre Kontrollen mit 5,0 £ 0,0 Punkten.

Am ersten Beobachtungstag nach SAB hatten die, den Beobachtungszeitraum iiberlebenden,
FVB/N Miuse durchschnittlich 3,0 + 1,2 Punkte und die MMP-97- Miuse 2,3 + 1,3 (MW=SEM)
Punkte im Bederson-Score. Bereits am zweiten Tag nach Induktion der SAB gingen die, durch den
Score bewerteten, Defizite auf 2,0 + 0,8 Punkte in der FVB/N Gruppe und auf 1,0 = 1,0 Punkte in
der MMP-9"- Gruppe zuriick. Ab dem vierten Tag nach der Subarachnoidalblutung zeigten die
MMP-9 Knockout-Méuse bei einem Bederson-Score von null Punkten in diesem Testbereich keine
Defizite mehr. Die Kontrollen waren wihrend der sieben Tage nie ohne funktionelles Defizit. Sie

hatten am siebten postoperativen Tag 1,2 + 0,7 Punkte im Bederson-Score.

Zusammenfassend lédsst sich sagen, dass sich die MMP-97- Miuse hinsichtlich der neurologischen
Funktionseinschrinkungen, welche durch die genannten Tests gemessen wurden, besser erholten als

ihre Kontrollgruppe.
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Abbildung 18: Neuroscore und NSS-Score der MMP-9" Mduse und ihrer Kontrollen iiber 7
Tage
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Abbildung 19: Bederson-Score der MMP-9"~ Mcuse und ihrer Kontrollen iiber 7 Tage

3.4.2.3 Gewichtsverlauf
Nach Induktion der Subarachnoidalblutung wurden die Méuse sieben Tage lang beobachtet und
taglich gewogen. Der Gewichtsverlauf ist von Interesse, weil er ein Indiz fiir das Allgemeinbefinden

der Méuse darstellt.

Im Folgenden wurde erst der Gewichtsverlauf der Méuse beschrieben, welche nach der Operation
sicben Tage iiberlebten, im Anschluss wurde auch der Gewichtsverlauf der im

Beobachtungszeitraum verendeten Tiere aufgefiihrt.

Sowohl die FVB/N Kontrolltiere, als auch die MMP-9 Knockout-Méause verloren an den ersten
beiden Tagen nach der Subarachnoidalblutung am meisten Gewicht. Die Kontrollméuse wogen am
ersten postoperativen Tag 92,97% + 0,01% (MW=SEM) ihres Ausgangsgewichtes und nahmen im
Verlauf weiter ab. Am zweiten Tag wogen sie 86,06% + 0,01% und am dritten Tag 80,06% + 0,02%

ihres Ausgangsgewichtes.
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Ab dem vierten Tag fingen die Kontrollen an wieder zuzunehmen und erreichten am siebten Tag
nach der Blutung ein Gewicht von 94,1% =+ 0,1% des préoperativen Gewichtes. Ein &hnlicher
Verlauf war auch bei den MMP-9 defizienten Méusen zu beobachten. Diese hatten am ersten Tag
nach OP noch 92,9% =+ 0,0% ihres praoperativen Gewichtes, auch sie nahmen im Verlauf zunéichst
weiter ab und hatten noch 84,2% + 0,0% am zweiten und 78,6% =+ 0,0% ihres prioperativen
Gewichtes am dritten Tag nach SAB. Die MMP-9 Knockout-Mause fingen ebenfalls am vierten
postoperativen Tag an wieder zuzunehmen und erreichten am Ende des Beobachtungszeitraumes

89,4% =+ 0,1% ihres Ausgangsgewichtes.

Insgesamt verloren die MMP-9” Maiuse im Verlauf immer 1-2% mehr an Gewicht als ihre

Kontrollen, was am siebten Tag nach SAB mit 4,7% Gewichtsunterschied am deutlichsten wurde.

Von den Maiusen, welche den Beobachtungszeitraum nicht iiberlebten, bzw. 48 oder 72 Stunden
nach Induktion der Subarachnoidalblutung verstarben, hatten die FVB/N Mause durchschnittlich
noch 92,0% und die MMP-9 Knockout-Méuse 87,9% ihres praoperativen Gewichtes.

Das prédoperative Ausgangsgewicht der FVB/N Maiuse unterschied sich signifikant vom ihrem
postoperativen Gewicht an jedem der sieben Tage nach der Blutung (p<0,05), ihr Gewicht am
sechsten und siebten Tag unterschied sich signifikant vom Gewicht am dritten, vierten und fiinften
Tag nach SAB (p<0,05). Ebenso gab es einen statistisch signifikanten Unterschied hinsichtlich des
Gewichts der Kontrollen am ersten und zweiten postoperativen Tag im Vergleich zum dritten,

vierten und flinften Tag nach der Blutung (p<0,05).

GleichermaBen unterschied sich das prioperative Ausgangsgewicht der MMP-9” Miuse signifikant
von ihrem durchschnittlichen Gewicht an allen anderen Tagen des Beobachtungszeitraumes
(p<0,05). An keinem der sieben postoperativen Tage bestand ein statistisch signifikanter

Unterschied zwischen den MMP-9”- Miausen und ihren Kontrollen.
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Gewichtsverlauf prozentual zum Ausgangsgewicht
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Abbildung 20: Gewichtsverlauf der MMP-9"- Mciuse und ihrer Kontrollen prozentual zum
Ausgangsgewicht
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Gewicht prozentual zum Vortag
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Abbildung 21: Gewichtsverlauf der MMP-9" Mduse und ihrer Kontrollen prozentual zum Vortag

3.4.3 Beobachtungen iiber 24 Stunden nach Subarachnoidalblutung

Zur Beantwortung der Frage, ob und inwieweit Matrix-Metalloproteinase-9 an der Entstehung eines
posthdmorrhagischen Hirnddems beteiligt ist, wurde 24 Stunden nach Subarachnoidalblutung
gravimetrisch der Hirnwassergehalt bei den MMP-9" Miusen und ihren FVB/N Kontrollen

bestimmt. Zuvor wurden Gewicht und neurologische Funktionseinschrankungen dokumentiert.

3.4.3.1 Uberleben

Von insgesamt neun MMP-97- Miusen, die die Operation {iberlebten, verstarb eine Maus innerhalb
der ersten 24 Stunden nach Induktion der Subarachnoidalblutung, acht MMP-9”- Miuse konnten der
Hirn6demmessung zugefiihrt werden. Dies entspricht einer Mortalitét von 11% innerhalb der ersten
24 Stunden nach SAB in der Gruppe der MMP-9 Knockout-Miuse. Die Mortalitdt in der
Kontrollgruppe lag bei 30%, hier verstarben drei von zehn Mausen innerhalb 24 Stunden nach
Subarachnoidalblutung, sodass bei sieben Madusen eine gravimetrische Bestimmung des
Hirnwassergehaltes vorgenommen wurde. Vor der gravimetrischen Odemmessung wurden das

Gewicht der Mduse und neurologische Defizite tiberpriift.
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3.4.3.2 Neurologische Funktionen

Die FVB/N Kontrollen hatten am Tag nach der Subarachnoidalblutung durchschnittlich 85 + 4,3
Punkte im Neuroscore und 5 = 0 Punkte im Bederson-Score, d.h. alle Kontrolltiere hatten
ausnahmslos einen maximal schlechten Bederson-Score mit schwersten neurologischen Ausféllen

und Bewusstseinsstorungen ohne Vorhandensein von Spontanbewegungen.

Im Vergleich dazu hatten die MMP-97 Miuse mit durchschnittlich 51,3 + 11,4 Punkten im
Neuroscore und 2,7 £ 1,0 Punkten im Bederson-Score deutlich geringere, durch diese Scores
gemessene Defizite. Drei Miuse hatten mit einem sehr schweren funktionellen Defizit ohne
spontane motorische Aktivitdt einen maximal schlechten Bederson-Score, eine weitere Maus zeigte
eine geringfligige Einschrinkung der neurologischen Funktionen mit einem eingeschriankten
Stellreflex und erhielt dafiir einen Punkt und zwei weitere MMP-97- Mause wiesen einen vollig
normalen neurologischen Status auf. Die neurologischen Defizite, welche durch den Neuroscore

gemessen wurden unterschieden sich statistisch signifikant zwischen den Gruppen (p=0,031).

Neuroscore nach 24 Stunden
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Abbildung 22: Neuroscore der MMP-9" Mdiuse und ihrer Kontrollen 24 Stunden nach Induktion
der SAB
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Bederson Score
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Abbildung 23: Bederson-Score der MMP-9"~ Mciuse und ihrer Kontrollen 24
Stunden nach Induktion der SAB

3.4.3.3 Gewichtsverlauf

24 Stunden nach Auslosen der Subarachnoidalblutung wogen die FVB/N Mause durchschnittlich
93,90 + 0 % ihres pridoperativen Ausgangsgewichtes (MW = SEM) und die MMP-9 Knockout-
Maiuse 92,37 £ 0,01 % ihres Ausgangsgewichtes. Hinsichtlich des Gewichtes nach 24 Stunden

bestand kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen.

3.4.3.4 Bestimmung des ICP 24 Stunden nach Subarachnoidalblutung

Wie unter 2.2.9 beschrieben, erfolgte 24 Stunden nach Induktion der SAB erneut eine ICP Messung
iber 15 Minuten, dabei zeigten sich signifikante Unterschiede zwischen den beiden Gruppen
(p<0,001). Die MMP-9"- Miuse hatten signifikant niedrigere ICP Werte als ihre Kontrollen. Zu
Beginn der ICP Aufzeichnung betrug der intrakranielle Druck bei den FVB/N Méusen 15,7 + 3,2
mmHg (MW = SEM), im Laufe der Messung stieg der ICP weiter an und am Ende erreichte er
Werte von 23,7 = 2,4 mmHg. Im Vergleich dazu lag der ICP bei den MMP-9"- Méusen zu Beginn
der Messung bei 12,8 + 1,7 mmHg und erreichte nach 15 Minuten 17,7 &+ 2,2 mmHg.
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ICP nach 24 Stunden
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Abbildung 24: ICP-Verlauf der MMP-9" Mduse und ihrer Kontrollen 24 Stunden nach
Induktion der SAB

3.4.3.5 Bestimmung des Hirnwassergehaltes 24 Stunden nach
Subarachnoidalblutung

Da Matrix-Metalloproteinase-9 die Gefdllpermeabilitit erhéhen kann, wurde 24 Stunden nach
Induktion der Subarachnoidalblutung eine gravimetrische Hirnddemmessung, wie unter 2.2.10
beschrieben vorgenommen. Beim Hirnddem handelt es sich um eine Zunahme des Hirnvolumens,
die vor allem durch eine Zunahme des Hirnwassergehaltes bedingt ist. Die gravimetrische Messung
ergab fiir die ersten 24 Stunden nach Subarachnoidalblutung eine Zunahme des Hirnwassergehaltes.
Der Hirnwassergehalt nach 24 Stunden, ausgedriickt in Prozent, unterschied sich in der

Kontrollgruppe mit 78,9 + 0,5 % nicht signifikant von der MMP-9"- Gruppe mit 78,9 + 0,5%.
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4 Diskussion

4.1.1 Friither Hirnschaden nach Subarachnoidalblutung

Es gibt eine ganze Reihe neuerer Verdffentlichungen, die darauf hindeuten, dass die
pathophysiologischen Folgen einer aneurysmatischen Subarachnoidalblutung nicht nur zu einem
Vasospasmus, sondern auch zu einem globalen ischdmischen Hirschaden fiihren. Der friihe
Hirnschaden wird als Hauptgrund fiir die hohe Mortalitit von SAB-Patienten diskutiert!. Unter
anderem tragen die Erhohung des intrakraniellen Druckes, die Reduktion der cerebralen
Durchblutung, die Suppression des cerebralen Perfusionsdruckes, der Abfall der
Sauerstoffversorgung des Gehirns, der Zusammenbruch der Blut-Hirn-Schranke, das cerebrale
Odem und der neuronale Zelltod**3# zur Hirnschiidigung bei. Obwohl die einzelnen Faktoren schon
bekannt sind, bleiben ihre Aus- und Wechselwirkungen im einzelnen noch unklar. Demzufolge gibt

es derzeit noch keine Therapieansitze, die den frithen Hirnschaden verhindern konnten.

Eine herausragende Rolle nimmt das Hirnddem als bedrohliche Manifestation des
Sekundirschadens ein. Die Schidigung der Blut-Hirn-Schranke und das folgende Odem haben

vermutlich entscheidenden Einfluss auf langfristige kognitive Einschrinkungen '**

4.1.2 Zusammenbruch der Blut-Hirn-Schranke und Entstehung eines
Hirnédems

Die Charakterisierung des Hirnddems als ,,VergroBerung des Gehirns infolge eines vermehrten
Wassergehalts® geht auf Anton (1904) zuriick, M. Reichardt nahm 1905 in seinem Beitrag ,,Zur
Entstehung des Hirndrucks“'® die Differenzierung Hirnddem und Hirnschwellung vor. Bei der
makroskopischen Betrachtung fand er feuchte (Hirnddem) oder trockene (Hirnschwellung)
Schnittflichen des Gewebes vor. Im Weiteren beschrieb Reichardt auch die Blut-Hirn-
Schrankenfunktion. Erste systematische Untersuchungen zur Blut-Hirn-Schranke haben vermutlich
Paul Ehrlich und E.E. Goldmann durchgefiihrt, sie fanden heraus, dass das Gehirn, im Gegensatz zu
den anderen Organen den Ubertritt von Substanzen selektiv kontrolliert. Histo-morphologische
Untersuchungen des Hirnddems wurden im deutschsprachigen Raum von Ziilch und seinen
Mitarbeitern durchgefiihrt, sie gelangten zu der Auffassung, dass das Hirnddem geméf der Virchow
"schen Definition eine interstitielle Fliissigkeitsansammlung reprisentiert, die Hirnschwellung

hingegen eine Zellvergroerung des Hirnparenchyms darstellt.

Erst 1967 konnten Reese und Karnowsky mit Hilfe des Elektronenmikroskops kldren, welche

morphologische Struktur fiir die Blut-Hirn-Schrankenfunktion verantwortlich ist, sie stellten fest,
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dass die Endothelzellen der Gehirnkapillaren in die Blutbahn injizierte Meerrettichperoxidase
zurlickhielten'®. Mittlerweile ist bekannt, dass nicht nur die Endothelzellen und ihre Verbindung
durch tight junctions, sondern auch Perizyten, die Basalmembran und Astrozyten die funktionelle
Einheit der Blut-Hirn-Schranke darstellen. Spezifische Transportsysteme stellen dabei die

Versorgung des Gehirns sicher.

Der Neuropathologe Igor Klatzo differenzierte im Jahr 1967 zwischen dem vasogenen und dem

zytotoxischen Hirn6dem!2%-122,

Klatzo definierte das zytotoxische Hirnddem als Schwellung des Intrazellulirraums mit
gleichzeitiger Abnahme des extrazelluliren Volumens bei intakter endothelialer Zellstruktur der
Blut-Hirn-Schranke. Fiir die Entstehung des zelluliren Odems werden laut Baethmann et al. drei

Mechanismen verantwortlich gemacht!4:
1. Erhohte Permeabilitit der Zellmembran fiir Natrium mit konsekutivem Na*-Einstrom

2. Dysfunktion der, in der glialen, neuronalen und endothelialen Membran lokalisierten,

Na'/K™- ATPase

3. Authebung des Membranpotentials gefolgt von einem Funktionsverlust der aktiven

Ionenpumpen

Folge ist ein gestortes Gleichgewicht der intra-/extrazelluléren Natrium-Konzentration. Die erhdhte
intrazelluldre Na'-Konzentration bedingt einen erhoéhten intrazelluldren osmotischen Druck und

fiihrt iber die gesteigerte Wasserretention zu einer Schwellung der Zellen 3.

Beim vasogenen Hirnddem fithren zunidchst eine GefaBBverletzung und cerebrale Ischidmie zum
Zusammenbruch der Blut-Hirn-Schranke, was wiederum zu einer gesteigerten vaskuldren
Permeabilitit mit Aufweitung der interendothelialen Zell-Zell-Kontaktmolekiile, der tight junctions,
fihrt. Folge ist eine erhohte Durchldssigkeit fiir Wasser- und Makromolekiile in das
Hirnparenchym'?. Proteinreiche Fliissigkeit und Plasmabestandteile, die unter physiologischen
Bedingungen die Blut-Hirn-Schranke nicht iiberwinden konnen, treten in das Hirnparenchym iiber.
Uber die durch die Raumforderung hervorgerufene Hirnschidigung hinaus treten weitere
Schéadigungen der Blut-Hirn-Schranke durch die Freisetzung von Mediatoren aus Neuronen und
Gliazellen auf. Verschiedene Mediatorsysteme, sog. vasoaktive Stoffe, verstarken die Permeabilitét
der Blut-Hirn-Schranke und augmentieren das vasogene Hirnddem. Diese vasoaktiven
Mediatoren?'4264265 sind im Anschluss tabellarisch aufgefiihrt, sie gehdren zu den Genen der
Inflammationskaskade, die die endotheliale Permeabilitit erhohen. Dariliber hinaus existieren neuere

Mediatoren, die nicht zu den vasoaktiven Substanzen gehoren, wie Aquaporine, Vascular
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Endothelial Growth Factor'** (VEGF) und Matrix-Metalloproteinasen'>®, sie fithren ebenfalls zu
einem Zusammenbruch der Blut-Hirn-Schranke und tragen wesentlich zur Entstehung des
vasogenen Hirnddems bei. Im Folgenden wird auf die Mediatoren Bradykinin und Matrix-

Metalloproteinase-9 eingegangen.

Tabelle vasoaktiver Substanzen, die eine Erhohung der Blut-Hirn-Schranken Permeabilitit
bedingen
Angiotensinogen!'®

Arachidonséiure
Bradykinin'®?
Glutamat!!s

Interleukine IL-1a, IL-1b, IL-21.262.270

Leukotriene?

Phospholipase A2!7
Sauerstoff-Radikale (ROS)'’

Serotonin und Histamin?2¢4

Stickstoffmonoxid (NO)'®°

Tabelle 9: Vasoaktive Substanzen, die eine Erhéhung der Blut-Hirn-Schranken Permeabilitdt
bedingen

4.1.3 Nachweis des Kallikrein-Kinin Systems im ZNS und Bedeutung bei
pathophysiologischen Prozessen

Bradykinin als Mediator des vasogenen Hirnddems und weitere Bestandteile des Kallikrein-Kinin
Systems, insbesondere auch die Bradykinin Rezeptoren wurden bereits in zahlreichen
experimentellen Arbeiten im ZNS nachgewiesen. Das Vorkommen von Gewebe (=t) und Plasma
(=p) Kallikrein bzw. deren mRNA konnte in verschiedenen Regionen des
Rattengehirns#!118119220227.228 ° i humanen cerebralen Autopsiegeweben®-1461%  aber auch in
Liquor''®?20 und GefdBen'*!?!"! beider Spezies nachgewiesen werden. Bradykinin wird nach

Aktivierung des Kallikrein-Kinin-Systems gebildet!%4196:255,

Dass Bradykinin eine Blut-Hirn-Schrankenstérung verursacht, wurde bereits 1984 in der
Arbeitsgruppe um Baethmann et al. in einer intravitalen fluoreszenzmikroskopischen Studie
gezeigt. Die Superfusion des Kortex mit Bradykinin bedingte bei Katzen eine

Permeabilititserhdhung pialer GefiBe fiir Natrium Fluorescin?sS. Ahnliche Beobachtungen wurden
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von Raymond et al. gemacht. Die Applikation von Bradykinin in die A. carotis von Ratten fiihrte zu
einer starken Extravasation des systemisch verabreichten Enzyms Meerrettichperoxidase, sowie zu
einer Anhdufung des Enzyms im Endothel. Von der Arbeitsgruppe um Baethmann et al. konnte auch
demonstriert werden, dass eine Hemmung des Enzyms Kallikrein verbunden mit einer Inhibition
der Kininsynthese zu einem geringer ausgepragten Hirnddem nach Schéddel-Hirn-Trauma fiihrt. Die
Hemmung des Kallikrein erfolgte durch das Enzym Apotinin und Soybean Tripsin Inhibitor. Dass
die Kallikreininhibition in gleicher Weise auch bei cerebraler Ischimie ein Hirnddem verringern

kann zeigten Kamiya et a]'42%,

Mittlerweile ist bekannt, dass Bradykinin die Pathologie zahlreicher Krankheitsbilder entscheidend
beeinflusst, so zum Beispiel die der fokalen cerebralen Ischidmied®!%41% der bakteriellen

Meningitis'®, der Epilepsie und die des Schadel-Hirn-Traumas!'8!185234.251,

Kasuya et al. fanden am Tag der Subarachnoidalblutung erh6éhte Bradykininkonzentrationen im
Liquor und im Plasma, die drei Tage nach SAB wieder deutlich abgefallen waren (122,7 + 22,7
pg/ml im Liquor am Tag der SAB, nach drei Tagen 17,1 + 3,0 pg/ml)'2.

Die Aktivierung des Kallikrein-Kinin Systems bei SAB erfolgt wahrscheinlich durch das
Gerinnungssystem und den Hageman-Faktor. Trifft der Hageman-Faktor auf negativ geladene
Oberflachen wird er voraktiviert, diese Form katalysiert die Umwandlung von Prikallikrein zu
Kallikrein. Kallikrein wandelt nun wiederum Kininogen zu Kinin um. Kallikrein und Kinin
wandeln den Hageman-Faktor in seine aktivierte Form, den Faktor XIla um?”. Kallikrein ist ein

sehr potenter Aktivator des Faktors XII der Blutgerinnung zu Faktor XIIa.

Weitere Aktivierungen des Kallikrein-Kinin Systems finden durch eine Blut-Hirn-Schrankenstdrung

und durch einen verminderten pH bei Ischdmie statt.

4.1.4 Rolle von Bradykinin und seiner Rezeptoren fiir die Pathologie nach SAB
Durch zahlreiche Untersuchungen mit Bradykinin-Rezeptor-Antagonisten und Bradykinin-Rezeptor
Knockout-M#usen wurde deutlich, dass die Pathophysiologie des cerebralen Odems iiber den

Kinin-B2 Rezeptor vermittelt wird.

Wihrend der B2 Rezeptor konstitutiv exprimiert ist, wird der Bl Rezeptor erst durch
inflammatorische, chemische oder mechanische Prozesse stimuliert und fiihrt zur Aggravierung der
Inflammation. Es ist bekannt, dass eine B1 Rezeptor Aktivierung eine Leukozytenaktivierung
auslost. Der Kinin Bl Rezeptor wurde bisher nahezu ausschlieflich auf der Zellmembran

nachgewiesen®!?>2, wohingegen eine Kinin B2 Rezeptor Expression auf Neuronen®®'*°, cerebralem
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GefaBendothel, Astrozyten und Mikroglia nachgewiesen werden*!'¢1°! konnte. Welche Rolle der
Rezeptor fiir die Neuronen spielt ist jedoch noch nicht abschlieBend geklért, von Parpura et al.
wurde vermutet, der B2 Rezeptor habe eine wichtige Rolle hinsichtlich der Signaliibertragung
zwischen Neuronen und Astrozyten'’>. Der Nachweis des Rezeptors auf cerebralem Gefdflendothel

deckt sich dagegen mit der Vorstellung seiner Funktion fiir die Entstehung eines Hirnddems.

Zahlreiche Untersuchungen bestétigen, dass die alleinige Hemmung des B2 Rezeptors durch einen
selektiven B2 Rezeptor Antagonisten eine deutliche Reduktion des Hirnschadens zur Folge hat.
Beispielsweise durch ein verringertes Infarktvolumen und Hirnédem bei fokaler cerebraler
Ischdmie, oder durch ein vermindertes Lésionsvolumen, eine geringer ausgepridgte Blut-Hirn-
Schrankenstérung und ein geringeres cerebrales Odem in Schidel-Hirn-Trauma Modellen. Im
Zusammenhang mit Riickenmarkstraumen und Pneumokokkenmeningitis konnten ebenfalls

éhl’lliChe Ergebnisse puthlert werden53,77,90,107,108,]43,]70,]81,185,200,234,286‘

Eine gleichzeitige Hemmung von Bl und B2 Rezeptoren durch einen B1/B2-Rezeptor-
Antagonisten fiihrte in Versuchen zur globalen cerebralen Ischimie in Gerbils dagegen zu keiner

Reduktion des Hirnschadens!3!.

Die Ergebnisse der Versuchsreihen von Relton et al. zur fokalen cerebralen Ischdmie sprechen
ebenfalls fiir neuroprotektive Effekte einer B2 Rezeptor Blockade. Durch eine Blockade des B2
Rezeptors im Rahmen einer cerebralen fokalen Kilteldsion konnte eine signifikante Reduktion der,
durch die Kilteldsion entstandenen, Hirnschddigung bei Ratten und eine geringer ausgeprigte
Hirnschwellung bei Maiusen erreicht werden’. Die zusdtzliche Blockade des B1 Rezeptors
erbrachte keine weitere Reduktion des Hirnschadens und die alleinige Blockade des B1 Rezeptors
hatte keinen Effekt auf das vasogene Hirnddem nach der Kaélteldsion'®'. Groger et al.’? publizierten

dhnliche Ergebnisse bei der fokalen cerebralen Ischdmie bei der Maus.

Eine B2 Rezeptor Aktivierung im ZNS fiihrt iiber spezies- und lokalisationsabhingige,
verschiedene Mechanismen zur Vasodilatation und erhohter Blut-Hirn-Schranken Permeabilitdt?¢.
Diese Verdnderungen nach B2 Rezeptor Aktivierung werden unter anderem durch die Freisetzung

von Prostaglandinen und Leukotrienen, NO und reaktiven Sauerstoffmolekiilen verursacht331¢6.171,

4.1.5 Nachweis von MMP-9 im ZNS und Bedeutung bei pathophysiologischen
Prozessen

Neben Bradykinin und anderen vasoaktiven Substanzen konnte auch Matrix-Metalloproteinase-9

als Mediator des vasogenen Hirnddems identifiziert werden.
Pathologisch erhohte MMP-9 Konzentrationen konnten in einer ganzen Reihe cerebraler
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Pathologien nachgewiesen werden: anhaltend erhohte MMP-9 Konzentrationen im Liquor wurden
bei inflammatorischen Prozessen im ZNS, wie tuberkuloser Meningitis!?®, bei HIV assoziierten
Erkrankungen des ZNS™8 bei Multipler Sklerose und bei bakterieller Meningitis
festgestellt!32134136135.136261 - ywobei der Ursprung, der im Liquor vorkommenden Matrix-
Metalloproteinasen umstritten ist. Grundsdtzlich werden sie von Leukozyten, einschlieBlich
neutrophiler Granulozyten und Lymphozyten produziert, die wihrend Entziindungsprozessen ins
Gehirn  einwandern. Dariiber hinaus wurde eine endogene Produktion von Matrix-

Metalloproteinasen bei Patienten mit Multipler Sklerose festgestellt'.

Aber auch beim Schidel-Hirn-Trauma, bei Riickenmarksverletzungen und bei intracerebralen
Blutungen?32% lassen sich erhohte MMP-9 Konzentrationen im Liquor nachweisen®#!%2. Im Rahmen
der cerebralen Ischimie wurden ebenfalls erhohte MMP-9 Konzentrationen im Gehirn und im Blut
von Patienten festgestellt, verbunden mit einem deutlich erhohten Risiko fiir eine Einblutung ins

Infarktareal.

Schon mehrfach wurde postuliert, dass Matrix-Metalloproteinasen einen erheblichen Einfluss auf
das neuronale Geschehen nach einer Hirnschddigung haben. Sowohl beim ischdmischen
Schlaganfall, als auch beim Schédel-Hirn-Trauma und nach intracerebralen Blutungen wurde
demonstriert, dass Matrix-Metalloproteinasen in Form von Blut-Hirn-Schrankenstdrungen und

Hirnddem wesentlich zum sekundéren Hirnschaden beitragen.

Fir den Abbau des Kollagen IV nach cerebraler Ischdmie wird das Matrix-Metalloproteinase-
System verantwortlich gemacht>*”. Heo et al. beschrieben erstmals den Zusammenhang von MMP-9

und haemorrhagischer Transformation nach cerebraler Ischdmie®'.

Rosenberg et al. fanden heraus, dass die MMP-9 Konzentration wéhrend der transienten fokalen
cerebralen Ischdmie deutlich erhoht ist. Nach Verwendung monoklonaler Antikdrper gegen MMP-9
und bei MMP-9 defizienten Mausen waren geringer ausgepragte Blut-Hirn-Schrankenstorungen,

weniger Hirnddem und ein geringeres Infarktvolumen festzustellen®.

Eine Schidel-Hirn-Trauma Studie an Ratten bestitigte, dass MMP-9 an der Entstehung von Blut-
Hirn-Schrankenstdrungen und cerebralem Odem beteiligt ist, indem beides durch einen MMP-9-
Inhibitor abgeschwicht werden konnte??. In einer anderen Untersuchung konnte demonstriert
werden, dass MMP-9 Miuse nach Schidel-Hirn-Trauma ein deutlich geringeres motorisches

Defizit aufwiesen2¢’.

Im Rahmen einer Subarachnoidalblutung kommt es zu einer sekundidren Schidigung des Gehirns

durch globale Ischdmie und zytotoxische neuroinflammatorische Kaskaden. Entziindungsreaktionen

70



fihren zu einer Erh6hung von Matrix-Metalloproteinasen, die wiederum eine erhohte
Durchléssigkeit der Blut-Hirn-Schranke bedingen, da die Proteolyse der extrazelluldren Matrix zu
vasogenem Hirnddem, Blutung und Zelltod durch die Schéadigung der Basalmembran der

Blutgefdfle und die Zerstérung der tight junctions zwischen Endothelzellen fiihrt'4!.

4.1.6 Blut-Hirn Schrankenstorung und Ausbildung eines Hirnodems nach SAB

Eine signifikante Permeabilitidtserhohung der Blut-Hirn-Schranke nach SAB wurde sowohl beim
Menschen, als auch in zahlreichen experimentellen Studien nachgewiesen. Sie korreliert mit der
Entwicklung einer verzdgerten cerebralen Ischdmie und letztlich schlechtem klinischem Outcome.
Eine Blut-Hirn-Schrankenstorung entwickelt sich bereits in einem sehr friihen Stadium nach einer
Subarachnoidalblutung. Dieses Phdnomen ist primdr unabhéngig vom intrakraniellen Druckanstieg,
vom Anschwellen des Gehirns, vom Hirnédem oder von der reduzierten cerebralen Durchblutung,
wobei alle diese Faktoren sekunddr auch eine Stérung der Blut-Hirn-Schranke bedingen
konnen369.72.96.98.160,178212.230  Qbwohl die Mechanismen, die nach einer Blutung zu einer Entwicklung
eines Hirnddems fithren noch nicht hinreichend verstanden sind, wurde das Hirnddem als
unabhingiger Risikofaktor fiir eine erhohte Mortalitit und ein schlechtes Outcome nach
Subarachnoidalblutung identifiziert*. Auch der zeitliche Verlauf des cerebralen Odems nach SAB
wurde mehrfach beschrieben. Scholler et al. zeigten, dass bereits sechs Stunden nach einer
Subarachnoidalblutung eine Funktionsstorung mit einer Permeabilititserhhung der Blut-Hirn-
Schranke vorhanden ist, die mit einem maximal erhohten Hirnwassergehalt der ipsilateralen
Hemisphdre 48 Stunden nach experimentell induzierter SAB in der Ratte einhergeht?'e. Die
Arbeitsgruppe um Germano et al.” kamen zu dhnlichen Ergebnissen beziiglich des zeitlichen
Verlaufes der Blut-Hirn-Schrankenstorung nach SAB. Das Maximum der Blut-Hirn-Schranken
Permeabilitét des ipsilateralen Kortex war in deren Untersuchungen ebenfalls 48 Stunden nach SAB
erreicht, wobei die Ausgangssituation 72 Stunden nach der Blutung wieder hergestellt war. Dies
impliziert, dass die Dysfunktion der Blut-Hirn-Schranke einen sich selbst reparierenden Prozess
darstellt. Scholler et al. fanden eine signifikante Korrelation zwischen der Schiadigung der
Basalmembran und der Permeabilititserhohung der Blut-Hirn-Schranke und bestétigten die
Annahme, dass ein enger Zusammenhang zwischen einem posthdmorrhagischen Hirnddem und der

Schadigung der Basalmembran besteht.

Thal et al. haben bereits mehrfach nachgewiesen, dass der Hirnwassergehalt 24 und 48 Stunden
nach Subarachnoidalblutung signifikant erhoht ist. Das Maximum der neurologischen Defizite nach

SAB findet zeitgleich mit dem maximal erhéhten Hirnwassergehalt 24 Stunden nach der Blutung
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statt?5247 Deshalb wurden die Gehirne fiir die Bestimmung des cerebralen Odems in diesen

Versuchen 24 Stunden nach SAB entnommen.

4.2 Diskussion der Methoden

4.2.1 Verwendung eines Tiermodels

Da die Moglichkeiten die Pathophysiologie der SAB am Menschen zu erforschen sehr limitiert sind
und klinische Studien hinsichtlich der groBen Varianz, was die Lokalisation und Schwere der
Blutung betrifft, schlecht standardisierbar sind, ist ein gutes Tiermodel die Voraussetzung fiir ein

besseres Verstindnis der SAB!%7.

Aus ethischen Griinden ist es unmoglich beim Menschen ein derartiges neuronales Trauma
auszuldsen um anschlieBende Beobachtungen hinsichtlich Uberleben, pathophysiologischer
Prozesse und neuronaler Schidigung anzustellen. Deshalb entstammt ein {iberwiegender Anteil der

Erkenntnisse tiber ischamische Insulte im Gehirn Tiermodellen.

Klare Vorteile eines Tiermodells sind die gute Standardisierbarkeit und hohe Reproduzierbarkeit,
sowie die Moglichkeit verschiedene Variablen kontrolliert zu beeinflussen. Hinzu kommen optimale

Bedingungen und Voraussetzungen fiir histopathologische und biochemische Gewebsanalysen.

4.2.2 Auswahl der Versuchstiere

Fiir die Auswahl eines SAB Modells an der Maus sprachen eine Reihe von Griinden: durch Inzucht
konnte eine grofle genetische Homogenitdt bei ausgepriagter Homologie beziiglich Physiologie,
Pathophysiologie und Genetik zu hoheren Sdugetieren und zum Menschen erreicht werden. Hinzu
kommen Griinde wie kostengiinstige Aufzucht und Haltung'®. Trotz geringem Kd&rpergewicht und
kleiner GroBe stellt die Operation von Méusen dank ausgereifter mikrochirurgischer Techniken und

Vorrichtungen kein gro3es Problem dar.

Ein entscheidender Vorteil fiir die vorliegende Versuchsanordnung ist das vollstdndig entschliisselte
Genom der Maus und die daraus resultierende Moglichkeit, Tiere heranzuziichten, die Deletionen

bestimmter Gene aufweisen, sog. Gen Knockout Stamme.

Die fiir diese Arbeit verwendeten Kinin B1 und B2 Rezeptor Knockout-Méduse waren nach Deletion
des entsprechenden Gens nicht mehr in der Lage den Kinin Bl respektive B2 Rezeptor zu
exprimieren. Gleiches gilt fiir den zweiten verwendeten Knockout Stamm der Matrix-

Metalloproteinase-9 defizienten Mause, welche nicht mehr imstande waren MMP-9 zu exprimieren.

Durch die Eliminierung dieser spezifischen Gene bot sich die Mdoglichkeit, die Rolle und

72



Bedeutung des Proteins, fiir das dieses Gen kodiert, hinsichtlich Physiologie und Pathophysiologie

zu analysieren.

Lange Zeit wurden Rezeptor Antagonisten verwendet um die Bedeutung des Kinin B2 Rezeptors
hinsichtlich neuronaler Schadigungen zu untersuchen, dies hatte jedoch entscheidende Nachteile
verglichen mit dem vollstindigen Fehlen des Rezeptors, wie es nach Deletion der Fall ist.
Insbesondere die unzureichende Erfahrung hinsichtlich der Pharmakokinetik und -dynamik des
Antagonisten fiir die jeweils untersuchte Tierart schrinkten die Aussagekraft der Ergebnisse

grundsitzlich ein.

Hergestellt werden Gen Knockout-Mause durch die Ausschaltung des entsprechenden Gens in einer
embryonalen Stammezelle. Im Fall der Kinin B2 und B1 Rezeptor Knockout-Méuse waren es
embryonale Stammzellen des Méausestammes SV129 in denen das Gen ausgeknockt wurde und
welche dann in die Blastozyste des Mausestammes C57/Bl6 injiziert wurden. C57/Bl6 Maiuse
stellen den genetischen Hintergrund fiir Kinin B2 und B1 Rezeptor Knockout-Miuse dar?’-2%57. In
zahlreichen Versuchen unserer Arbeitsgruppe wurde gezeigt, dass es sich bei C57/Bl6 Méiusen

daher um valide Kontrollen fiir die Kinin Rezeptor Knockout-Miuse handelt.

Genauso verhilt es sich mit den MMP-97- Miusen und ihren Kontrollen, ein Vektor wurde benutzt
um das Exon 2 des MMP-9 Gens teilweise, und das Intron 2 des Gens vollstidndig zu zerstoren. Das
Konstrukt wurde dann in 129S ZW4 Stammzellen eingebracht. Korrekt verdnderte Stammzellen
wiederum wurden in C57Bl/6J Blastozysten injiziert. Die daraus entstandenen Mannchen wurden
mit Black Swiss Weibchen und deren Nachkommen wiederum iiber mehrere Generationen mit
Black Swiss Mdusen gepaart, bevor sie mit FVB/N Tieren gepaart wurden, die letztendlich als

Kontrolltiere fiir die MMP-97- Miuse verwendet wurden.

4.2.3 Anisthesie
Viele der in der Veterindrmedizin und fiir Tierversuche angewendeten Narkoseformen weisen
neuroprotektive Wirkungen auf, weshalb diese Narkotika fiir die Erforschung neuronaler

Pathologien nicht in Frage kommen.

Inhalationsnarkotika wie Halothan oder Isofluran stellen grundsétzlich wegen ihrer kurzen
Halbwertszeit eine gut steuerbare Narkoseform dar, sie haben aber zusétzlich zur in diesem Fall
unerwiinschten neuroprotektiven Wirkung weitere Nachteile weshalb sie fiir die hier durchgefiihrten
Versuche nicht geeignet waren. Inhalationsnarkotika bedingen eine verminderte Sekretion von
endogenen Katecholaminen und setzten den cerebralen Metabolismus und den ATP Verbrauch

herab®2. Dartiber hinaus ist ein starker Einfluss auf die cerebrale Vasoreaktivitdt bekannt, nach
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Inhalation von Halothan kommt es zur AuBerkraftsetzung der cerebralen Autoregulation. Auflerdem
wurde in Langzeitversuchen eine Reduktion der cerebralen Durchblutung um 50%.

nachgewiesen’!?%,

Ebenso schieden Narkoseformen mit Ketamin aus, weil sie sich schlecht steuern lassen und lange
Nachschlafzeiten mit dem damit einhergehenden Risiko einer Hypoglykdmie und Hypothermie
produzieren. Die beste Narkoseform fiir die Versuche mit dem Ziel die neuronalen Pathologien im
Rahmen der SAB zu erforschen schien daher die Kombination von Midazolam, Medetomidin und
Fentanyl. Medetomidin, ein o, Adrenorezeptor Agonist mit einer geringen analgetischen Wirkung
wurde fiir die Sedierung verwendet. Die analgetischen Eigenschaften eines o, Agonisten alleine
sind jedoch fiir die Durchfiihrung einer Operation nicht ausreichend, deshalb wurde Fentanyl
dazugegeben, ein kurz wirksamer p Opioid Rezeptor Agonist, der stark analgetisch wirksam ist. Fiir
die Durchfithrung der Andsthesie wurde noch das Benzodiazepin Midazolam hinzugenommen. Mit
dieser Kombination wurde eine tiefe Narkose induziert, die sich hervorragend fiir operative
Eingriffe, wie sie im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrt wurden, eignet?*. Uber diese
Medikamentenkombination zur Narkosedurchfiihrung sind bis dato keine neuroprotektiven
Einfliisse bekannt. Um die sedative Komponente des Medetomidin am Ende der Narkose zu
antagonisieren wurde der spezifische o, Blocker Atipamezol*’ eingesetzt. Die Wirkung von
Fentanyl wurde mit Naloxon antagonisiert. Naloxon kann die Wirksamkeit von Opioiden sehr
effizient aufheben. Der einzige Nachteil besteht darin, dass Naloxon eine deutlich kiirzere
Halbwertszeit als Fentanyl selbst besitzt, dadurch besteht die Mdoglichkeit eines Fentanyl-
Uberhanges mit respiratorischer Insuffizienz. Dem wurde durch eine genaue, gewichtsadaptierte
Applikation der beschriebenen Medikamentenkombination entgegengewirkt, sodass zum Ende der
Operation nur noch eine geringe Menge des Fentanyl antagonisiert werden musste. Die

Benzodiazepin Effekte wurden kompetitiv von dem Rezeptor Antagonisten Flumazenil geblockt?#4.

Da die Mause wihrend der Narkose ihre Korpertemperatur nicht selbststdndig aufrecht erhalten
konnten, wurde, um eine Hypothermie zu vermeiden ihre Korpertemperatur iiber die gesamte OP
Dauer mittels einer Heizmatte und einer rektalen Temperatursonde konstant bei ca. 37 °C gehalten.
AnschlieBend wurden die Tiere nach OP Ende in einen auf 32 °C geheizten Inkubator gegeben.
Dadurch konnte auch nach der Operation eine Hypothermie wéhrend der Nachschlafzeit vermieden
werden, denn Hypothermie hat nachgewiesenermallen einen starken neuroprotektiven Effekt bei
cerebraler Ischdmie34354552.110217.250 " Sie beeinflusst z.B. die Ausbildung eines Hirnddems im Sinne
eines geringeren Odems. Urséchlich hierfiir sollen Verinderungen der cerebralen Durchblutung, des

Energiemetabolismus sowie eine verminderte Sekretion von Neurotransmittern sein.
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4.2.4 Modell zur Induktion der Subarachnoidalblutung
Grundsitzlich sollte ein Tiermodell zur Untersuchung der Subarachnoidalblutung einige Kriterien'$
erfilllen, damit die pathologischen und pathophysiologischen Prozesse nach stattgehabter

Subarachnoidalblutung sinnvoll untersucht werden kénnen.
Das Modell sollte

* dem Menschen entsprechende Blutungsverhéltnisse und Blutverteilungsmuster, wie sie z.B.

nach Aneurysmaruptur eines cerebralen Geféalles vorliegen, auslosen
* eine gute Standardisierbarkeit und hohe Reproduzierbarkeit der Blutung gewéhrleisten
* die pathophysiologischen und morphologischen Friih- und Spéatfolgen zuverldssig abbilden

1979 wurde erstmals ein Tiermodell zur Induktion einer Subarachnoidalblutung in der Ratte von
Barry et al. beschrieben'®, wobei die SAB durch Punktion der Arteria basilaris ausgeldst wurde. In
den letzten 30 Jahren wurden zahlreiche weitere Methoden und Modelle an vielen verschiedenen
Spezies zur Induktion einer Subarachnoidalblutung entwickelt. Die meisten Modelle verwenden

eine der folgenden drei Techniken, um experimentell eine SAB auszuldsen '8¢

1. Punktion einer intrakraniellen Arterie (A. basilaris®!¢!®! oder A. carotis interna'®?*®) mit

Blutung in die unmittelbare Umgebung

2. Préparation und Darstellung einer Arterie und deren Exposition zu autologem Blut, welches

an einer anderen Stelle entnommen wurde!99:151

3. Injektion von autologem Blut in den Subarachnoidalraum, entweder als einmalige Injektion
in die Cisterna magna’®!26149.192231° oder in die Cisterna chiasmatica'®®, oder als

Doppelinjektion von autologem Blut in die Cisternen magna!30:238:257

Die vorwiegend zur Untersuchung eines posthdmorrhagischen Vasospasmus verwendeten
Injektionsmodelle bieten vor allem den Vorteil, dass die Blutungsmenge und die Lokalisation der
Blutung gut reproduzierbar sind'®¢?73, Jedoch entspricht das Modell auf Grund der fehlenden
GefaBllasion, wie sie bei der Ruptur eines Aneurysmas auftritt, nicht der Pathophysiologie der SAB
beim Menschen. Einer der wesentlichen Unterschiede stellt die Beobachtung dar, dass sich die
cerebrale Durchblutung nach Injektion des Blutes binnen 15 Minuten wieder erholt, im Gegensatz,
zu den in vivo Messungen in SAB Patienten. Moglicherweise ist deswegen auch die Mortalitit in

diesen Modellen deutlich geringer.

Fiir die Fragestellung, ob und inwieweit MMP-9 und Bradykinin zum sekundiren Hirnschaden nach

Subarachnoidalblutung in Folge einer Gefdlldsion beitragen, wurde eine in unserer Arbeitsgruppe
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entwickelte, modifizierte Variante des intraluminalen Fadenmodells nach Bederson' gewihlt.
Nahezu zeitgleich mit Bederson publizierte Veelken?® ein dhnliches Modell zur Induktion einer
Subarachnoidalblutung. Beiden gemeinsam ist die Punktion einer intrakraniellen Arterie. Dieses
Modell ermdoglicht es Blutungen auszulGsen, wie sie im Rahmen einer Aneurysmaruptur bei
Menschen auftreten. Weitere Analogien zur SAB beim Menschen sind die dhnliche Mortalitidt von
30-50%"'2'% sowie der initial rasche Anstieg des intrakraniellen Druckes und der simultane Abfall
der cerebralen Durchblutung. Aus diesen Griinden ist das modifizierte Bederson-Modell am ehesten
in der Lage die wesentlichen, im Zusammenhang mit einer SAB auftretenden Pathologien addquat
abzubilden. Aber auch das intraluminale Fadenmodell birgt potentielle Fehlerquellen, dahingehend,
dass ein zu langes Verweilen beim Vorschieben des Fadens in die A. carotis interna mdglicherweise
eine Ischdmie hervorruft. Zusétzlich birgt die Okklusion der A. carotis interna mittels
Aneurysmaclip die Gefahr einer Ischimie im Mediastromgebiet. Allerdings vergingen vom
Zeitpunkt der Einfiihrung des Fadens in die A. carotis externa bis hin zur Perforation maximal fiinf
Minuten, was eine Ischdmie mit neurologischen Auswirkungen nahezu unmdglich macht. Ein
Nachteil des Fadenmodelles ist, dass die Intensitit und das AusmaBl der Blutung durch die
ausgetretene Blutmenge schwerer kontrollier- oder standardisierbar sind. Vorversuche mit dem Ziel,
die Maiuse sehr ziigig ohne Komplikationen zu operieren und &dhnlich grofe
Subarachnoidalblutungen auszuldsen ermdoglichten, eine akzeptable Standardisierung neben guter
Reproduzierbarkeit zu erreichen, hinzu kommt, dass die Subarachnoidalblutung beim Menschen
interindividuell ebenfalls unterschiedliche AusmalBle annimmt. Insgesamt spiegelt das modifizierte
intraluminale Fadenmodell die Pathophysiologie einer Aneurysmaruptur eines cerebralen Gefdfles

bei gut vergleichbarer Mortalitit, guter Standardisierung und Reproduktion am besten wider.

4.2.5 Intrakranielle Druckmessung

Bei der unter 2.2.3.3 beschriebenen Methode der intrakraniellen Druckmessung wird, anders als
beim Menschen die epidurale Platzierung der Sonde gewihlt um keinen intraparenchymatdsen
Schaden zu verursachen, welcher nachfolgende Analysen und Auswertungen hinsichtlich neuronaler
Zellschiden beeintrichtigen konnte. Aullerdem stellte diese Methode eine gut reproduzierbare und
relativ einfach durchzufiihrende Art der ICP Messung dar. Die ICP Messung war essentiell flir diese
Art der SAB Induktion, denn der explosionsartige intrakranielle Druckanstieg zusammen mit dem
Sistieren der intracerebralen Durchblutung demonstrierte das erfolgreiche Auslosen einer
Subarachnoidalblutung. Die Hauptursachen fiir den plotzlichen Anstieg des ICP im Rahmen einer
SAB sind das plotzliche Vorhandensein von Blut im Subarachnoidalraum, welches einen

Widerstand in der Liquorzirkulation bedingt, die raumfordernde Wirkung des Hdmatoms und eine
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akute Vasoparalyse. Dieser rasante ICP Anstieg und der Abfall der cerebralen Perfusion spielen eine
entscheidende Rolle in der Entwicklung eines Hirnddems. Persistierende ICP Erhohungen sind mit
schlechter klinischer Prognose nach Aneurysmaruptur verbunden. Im klinischen Alltag ist die
kontinuierliche ICP Messung eine entscheidende Methode um pathophysiologische Verdnderungen

nach SAB zu detektieren und eine wichtige Grundlage fiir therapeutische Entscheidungen3!-100.144:260,

4.2.6 Laser-Doppler Fluxmetrie

Die Laser-Doppler Fluxmetrie (LDF) ist eine Methode, die eine unmittelbare, kontinuierliche und
nicht-invasive Messung der fokalen cerebralen Mikrozirkulation erlaubt®2. Die Bestimmung der
Flussgeschwindigkeit basiert auf dem Doppler-Effekt, d.h. es wird die Frequenzénderung von
Laserlicht der Wellenldnge 820 nm durch voriiberziehende Erythrozyten ermittelt. Der Laser-
Doppler Fluss errechnet sich aus dem Produkt der Erythrozytenkonzentration im entsprechenden
Gewebeareal und der FlieBgeschwindigkeit der Erythrozyten®>. Im Gegensatz zu anderen
Messtechniken wie Autoradiographie, radioaktiven Tracern oder Clerance Methoden, welche
absolute Werte ermitteln, berechnet die Laser-Doppler Fluxmetrie relative Anderungen der
cerebralen Durchblutung in einem Gewebevolumen von 1 mm? 34¢7. Allerdings wurde eine gute
Korrelation von prozentual ausgedriickten LDF Werten mit den prozentualen Anderungen, die
durch andere Techniken bestimmt wurden belegt3#3%38. Daraus ergibt sich, dass die LDF keine
genauen absoluten Messungen, sehr wohl aber genaue Messungen von Verdnderungen im

regionalen Blutfluss, wie sie im Rahmen einer cerebralen Ischdmie auftreten, zuldsst™.

In verschiedenen Studien wurde der direkte Zusammenhang zwischen der relativen Anderung des
Doppler-Signals und Perfusionsidnderungen belegt. Dadurch hat diese Methode in vielen
experimentellen und klinischen Bereichen Anwendung gefunden. Die Stirken der Laser-Doppler
Fluxmetrie liegen in der hohen rdumlichen und zeitlichen (1Hz) Auflésung, sowie in der
kontinuierlichen und unverzdgerten Aufzeichnung der cerebralen Perfusion. Aus diesen Griinden ist
die LDF essentieller Bestandteil des Versuchsaufbaus zur Induktion der Subarachnoidalblutung. Die
Laser-Doppler Sonde wurde iiber einem reprisentativen Abschnitt des Mediastromgebietes
positioniert, so wurde die rasche Beurteilung der lokalen cerebralen Durchblutung ermdglicht und

das Auslosen der SAB durch den Durchblutungsabfall zeitgleich mit dem ICP Anstieg verifiziert.

4.2.7 Erhebung des neurologischen Status
Die tédgliche neurologische Untersuchung und der neurologische Status im Verlauf sind
entscheidende Parameter zur klinischen Beurteilung der Therapie und der funktionellen Erholung

von Patienten nach einer Subarachnoidalblutung, umso mehr, wenn man bedenkt, dass ca. 50% der
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SAB Patienten versterben und viele derjenigen, die iiberleben neurologische Funktionsstdrungen
und neurologisch bedingte Verhaltensinderungen beibehalten®. Analog zur klinisch neurologischen

Untersuchung wurde tiglich der neurologische Status der Tiere bestimmt.

Eine Reihe klinischer und experimenteller Studien haben gezeigt, dass es eine enge Beziehung
zwischen der Schwere der Blutung, dem Ausmal} des ischdmischen Schadens und dem klinischen

Status der Patienten gibt!s111:140.153,

Der hier verwendete allgemeine Neuroscore ist urspriinglich dem von Katz et al.!'* entwickelten
Score nachempfunden. Dieser war zur neurologischen Beurteilung von Ratten entwickelt worden,
die im Rahmen eines Herzstillstandes eine globale cerebrale Ischdmie erlitten, wie sie auch bei der
SAB eine Rolle spielt. Der von Katz et al. entwickelte Test bestand aus folgenden Komponenten:
Bewusstseinslage, Atmung, Hirnnervenfunktionen, motorische Funktionen, sensorische Funktionen
und Koordination. Dieser Test bildete eine zuverldssige Kriterienauswahl fiir die neurologische
Bewertung der Tiere nach SAB, da er sowohl vegetative, als auch hohere kognitive Funktionen
miteinbezieht und Kraft, Koordination und Hirnnervenfunktionen untersucht, was die Beurteilung
globaler cerebraler Funktionen und Fahigkeiten erlaubt??. Fiir die Anwendung dieses Scores
sprachen weiterhin die einfache Erhebung, die klare Differenzierung der Kriterien, sodass die

Moglichkeiten der unbewussten Manipulation durch den Untersucher minimiert wurden.

Zusitzlich kam ein weiterer, ebenfalls einfach durchzufiihrender neurologischer Test zur
Anwendung, welcher urspriinglich von Bederson et al. entwickelt wurde, nun aber in einer
modifizierten Variante zum Einsatz kam, um mit insgesamt sechs Punkten postischimische
motorische Defizite und Verhaltensauffalligkeiten zu bewerten. Der urspriingliche Score wurde um
den Punkt ,keine Spontanbewegung® als Ausdruck einer stark verminderten Vigilanz und um

,Kreisbewegungen nur bei Zug am Schwanz* fiir eingeschriankte Lateralisation erweitert!42152216.243,

Dariiberhinaus wurde die Féhigkeit der Maus iiber einen Balken einer bestimmten Breite zu
balancieren getestet, dabei wurden motorische und vestibuldre Funktionen tiberpriift. Meistens sind
Defizite in Form von Fehltritten oder Stiirzen vom Balken nur wéhrend der ersten zwei Tage nach

SAB festzustellen’!-729,

4.2.8 Gravimetrische Odembestimmung
Die gravimetrische Bestimmung des cerebralen Odems erfolgte 24 Stunden nach Induktion der
Subarachnoidalblutung. Studien haben gezeigt, dass die Entstehung eines cerebralen Odems bereits

wenige Stunden nach SAB beginnt und nach 24 Stunden maximal ausgepragt ist?*".
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Nach Entnahme wurden die Gehirne gewogen und fiir 24 Stunden bei 110° getrocknet, danach

wurde das Trockengewicht bestimmt, da nach 24 Stunden ist eine Gewichtskonstanz erreicht ist?.

Diese Art der Odembestimmung hat sich als effizient, schnell und kostengiinstig ausgezeichnet.

4.2.9 Histologie

In Autopsiestudien am Menschen, aber auch in Experimenten am Tiermodell wurde demonstriert,
dass Neurone im Gehirn unterschiedlich empfindlich auf Ischdmie reagieren, was u.a. durch ihre
Lokalisation bedingt ist. An Ratten wurde gezeigt, dass die Neurone des Hippocampus, vor allem

die der CA1 Region besonders sensibel fiir eine Schidigung durch Ischdmie sind'®!3,

Das bei diesen Versuchen angewandte endovaskulidre Fadenmodell zur Induktion einer SAB fiihrt
durch den drastischen ICP Anstieg, zur Reduktion der cerebralen Perfusion und zu einer globalen
Ischidmie, die auch die Regionen CA 1-3 und den Gyrus dentate des Hippocampus betrifft!”> und zu

einem neuronalen Zellschaden fiihrt.

Untersuchungen deuteten darauf hin, dass nach SAB eine neuronale Schiddigung mit einem
Untergang von Nervenzellen in den Hippocampusregionen CA 1-3 frithestens nach 72 Stunden
nachgewiesen werden kann?**. Aus diesem Grund wurden die Gehirne der Maiuse fiir diese
Untersuchungen erst am siebten Tag nach Induktion der Subarachnoidalblutung entnommen und fiir

die histologische Aufarbeitung vorbereitet.

Es ist noch nicht viel liber den Zeitverlauf des neuronalen Zellschadens nach SAB bekannt. Aber
auch das Fehlen des neuronalen Zelltodes sagt noch nichts iiber die Funktionalitdt der Neurone aus.
Die Bedeutung von ischdmischen Neuronen ist schwierig zu erfassen, solange man nicht den Bezug
zu neurologischen Defiziten herstellen kann. Studien zum Thema Schlaganfall haben dargelegt,
dass die Behandlung einer Ischdmie, z.B. durch Hypothermie, zwar dem neuronalen Zelltod
entgegenwirkt, aber das funktionelle Outcome nicht verbessert*2®. Deshalb ist es wichtig, die
neurologische Untersuchung, die Bewusstseinslage und Verhaltensdnderungen in Zusammenschau
mit histologischen Parametern zu betrachten, um die Komplexitdt der Hirnschdadigung nach SAB zu

erfassen?6-243,

4.2.10Zeitliche Verliufe der MMP-9 Aktivierung nach unterschiedlichen ZNS
Pathologien

Bei Riickenmarksverletzungen und spinalem Trauma gibt es bereits Aussagen zum zeitlichen
Verlauf von MMP-9 Konzentrationen'®?. Es kommt zu einem schnellen MMP-9 Anstieg nach einem

spinalen Trauma oder einer Riickenmarkskontusion. Die gesteigerte MMP-9 Aktivitit 24 Stunden
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nach Trauma findet zeitgleich mit der Blut-Riickenmarks-Schrankenstérung statt. Nach 72 Stunden
sind die MMP-9 Konzentrationen beim spinalen Trauma wieder deutlich reduziert und nach sieben
Tagen ist keine Konzentrationserh6hung mehr nachzuweisen. MMP-9 wurde 24 Stunden nach dem
spinalen Trauma in Gliazellen, Makrophagen, neutrophilen Granulozyten und vaskuldren
Bestandteilen nachgewiesen. MMP-9 defiziente Mduse wiesen deutlich seltener eine Schadigung
der Blut-Riickenmarks-Schranke auf, sie hatten eine geringere Infiltration mit neutrophilen
Granulozyten und zeigten eine signifikant bessere Erholung der motorischen Funktionen im

Vergleich zu Wildtyp-Méusen.

Am Beispiel der Subarachnoidalblutung haben sich Sehba et al. und Guo et al. mit der zeitlichen
Expression und Aktivierung von MMP-9 nach SAB befasst. Sehba et al.??* untersuchten die
Schadigung der Basalmembran indem sie den Abbau von Kollagen Typ IV und die MMP-9
Expression im zeitlichen Verlauf nach SAB beobachteten. Es zeigte sich eine frithe Reduktion des
Kollagen Typ IV und ein Anstieg der MMP-9 Expression drei Stunden nach SAB, ein Maximum
war nach sechs Stunden zu beobachten, nach 48-72 Stunden waren die Ausgangswerte wieder
erreicht?”., Diese Untersuchungen demonstrieren, dass bereits sehr frith nach einer
Subarachnoidalblutung eine Funktionsstérung der Basalmembran eintritt. Guo et al.’¢ publizierten
dhnliche Ergebnisse und beschrieben eine erhohte MMP-9 Aktivitdt 12 bis 72 Stunden nach einer
Subarachnoidalblutung, mit einem Maximum nach 24 Stunden. AuBlerdem postulierte die
Arbeitsgruppe einen Untergang von Laminin, der 12 Stunden nach SAB vorhanden ist und ein

Minimum nach 24 Stunden erreicht hat.

Diese Erkenntnisse sind kongruent mit den Beobachtungen zum zeitlichen Verlauf der Blut-Hirn-
Schrankenstérungen und der Entwicklung eines cerebralen Odems nach einer
Subarachnoidalblutung. Daraus kann gefolgert werden, dass MMP-9 durch die Schiadigung der

Basalmembran zur Entstehung des Hirnddems nach SAB beitrégt.

4.3 Diskussion der Ergebnisse

4.3.1 Intrakranieller Druck
Der Anstieg des intrakraniellen Druckes (ICP) wihrend einer Subarachnoidalblutung steht in
direktem Zusammenhang mit dem ausgetretenen Blutvolumen, dem Grad der Obstruktion der

Liquorzirkulation, diffuser Vasoparalyse und der Dilatation distaler cerebraler Arteriolen?*.

Der ICP war im Rahmen der durchgefilhrten Versuche vor dem Auslosen der

Subarachnoidalblutung konstant bei ca. 5-7 mmHg, mit der GefdBperforation stieg er
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explosionsartig an, ein Charakteristikum fiir die Induktion einer SAB. Analog steigt beim Menschen
der ICP wenn Blut aus einem rupturierten Aneurysma in die subarachnoidalen Zisternen fliet und
den Liquor verdringt’?*. Im Anschluss an die Blutung wurde der ICP fiir weitere 15 Minuten
gemessen, hierzu ist zu erwédhnen, dass sich die Werte zwar binnen Minuten wieder erholten, ihr
Ausgangsniveau jedoch nicht mehr erreichten. Auch das entspricht den Beobachtungen die nach
einer SAB beim Menschen gemacht wurden®’. Innerhalb der Versuchsgruppen bestand zu keinem
Zeitpunkt ein signifikanter Unterschied hinsichtlich der ICP Werte und der ICP Verldufe. Die spricht
fiir ein zuverldssiges Modell und ein reproduzierbares Auslosen gleicher Blutungen, sowie fiir

gleiche Ausgangsbedingung der Tiere in den jeweiligen Gruppen.

4.3.2 Letalitat

Die Mortalitit beim Menschen nach SAB betrigt 30-70%!8224, Es gibt verschiedene Griinde fiir die
hohe Mortalitdt, im Wesentlichen sind es das Ausmal} der initialen Blutung*® mit der irreversiblen
Hirnschddigung in den ersten Minuten nach der Blutung®, eine Rezidivblutung, Vasospasmen mit

konsekutiver cerebraler Ischdmie und ein Hydrocephalus.

In der Gruppe der B17- Méuse war die Mortalitit mit 100% maximal und deutlich hoher als in den
beiden anderen Gruppen. Die C57/B16 Miuse besaBen eine Mortalitit von 73%, withrend die B2”-

Maéuse mit 50% die niedrigste Mortalitdt aufwiesen.

Auffallend ist, dass keine der B2” Miuse innerhalb der ersten 24 Stunden verstarb, dies ist sehr
erstaunlich, denn die Mortalitit ist normalerweise in den ersten 24 Stunden nach SAB am hochsten.
Die initiale Blutung, Nachblutungen und das bereits eingesetzte Hirnddem sind unter anderen die

Ursache fur die erhohte Mortalitit in diesem Zeitraum?!16-245,

Innerhalb von 48 Stunden post SAB verstarben nur 16% der B2"- Miuse, aber 36% der B17- Méuse.
Dies unterstiitzt die Aussagen, dass das cerebrale Odem in erster Linie iiber den Kinin-B2 Rezeptor

vermittelt wird und die Deletion des Kinin-B1 Rezeptors keine protektive Wirkung hat!31,200.286,

In allen Gruppen war der 5. Tag nach SAB kritisch. Insgesamt verstarben 36% der B17~ und 33%
der B2” Miuse am 5.Tag nach SAB. Typisch fir diesen Zeitraum ist das Auftreten von
Vasospasmen, welche zwischen dem 4. und dem 14. Tag nach einer Subarachnoidalblutung
auftreten konnen und zu sekundidren Ischdmien fiihren*!. In verschiedenen Studien wurde
postuliert, dass 40-70% der Patienten einen, durch eine Angiographie oder durch eine transkranielle
Dopplersonographie, nachgewiesenen Vasospasmus in den ersten zwei Wochen nach einer
Subarachnoidalblutung erleiden. 20-30% von diesen Patienten entwickeln klinische Symptome.

Klinisch préasentiert sich ein Vasospasmus mit einer verzogert auftretenden neurologischen
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Verschlechterung, die u.a. mit einer Vigilanzminderung einhergeht. Ein symptomatischer

Vasospasmus beginnt typischerweise um den 4-5. Tag nach SAB.

Interessanterweise verstarben MMP-9”- Miuse innerhalb der ersten 72 Stunden post SAB danach

nicht mehr, auch nicht am 5. Tag nach der Blutung.

Die Mortalititsraten der MMP-9"- und ihrer Kontrolltiere lagen sehr eng zusammen, im
Beobachtungszeitraum von sieben Tagen post SAB verstarben drei von sieben MMP-9” Miusen
und zwei von sieben FVB/N Madusen. Ein Grund fiir das Fehlen signifikanter Unterschiede konnte

die Fallzahl sein.

Sekundére Ischdmie aufgrund der deutlich schlechteren cerebralen Durchblutung konnte u.a. zur
hoheren Mortalitdt der MMP-97" Méuse innerhalb der ersten 72 Stunden beigetragen haben. Im
Vergleich zur Kontrollgruppe erholte sich die lokale cerebrale Perfusion der MMP-9” Miuse
langsamer und schlechter. Die MMP-9 Knockout-Méduse hatten auch 15 Minuten nach SAB noch
eine signifikant geringere lokale cerebrale Perfusion, sie hatten, wenn auch nicht signifikant, hohere
Spitzen-ICP-Werte mit durchschnittlich 128 mmHg. Im Vergleich dazu hatten die Kontrolltiere
maximal intrakranielle Durckanstiege auf 111 mmHg. In der Literatur wird beschrieben, dass sich
die cerebrale Durchblutung in Abhidngigkeit der Schwere der Blutung und des ICP Anstieges
erholen kann oder auch nicht!®. In Tierversuchen ging eine Reduktion der cerebralen Durchblutung
mit einer Konstriktion der groBen Blutgefdlen einher??2. Autopsien von Gehirnen, kurz nach einer
Subarachnoidalblutung verstorbener Patienten, wiesen einen erheblichen ischdmischen Schaden
nach, obwohl die genauen Griinde dieser ischdmischen Schédigung nicht bekannt sind, wurde die
immens eingeschrinkte cerebrale Perfusion im Rahmen einer SAB dafiir verantwortlich

gemaCht61’165’164.

Als weitere Ursachen fiir die Mortalitdt in den ersten drei Tagen nach einer Subarachnoidalblutung
kommen ein akuter Hydrocephalus und eine Nachblutung in Frage. Nachblutungen sind aufgrund

der frithen Versorgung und Ausschaltung von Aneurysmen beim Menschen immer seltener der Fall.

Betrachtet man die Mortalitdt in den Versuchen iiber 24 Stunden zeigt sich, dass nur 11% der MMP-
97~ Miuse in den ersten 24 Stunden nach SAB verstarben, in der Kontrollgruppe sind es 30%.
Analog zu den B2”- Méusen hatten die MMP-9 Knockout-Miuse in dieser friihen Phase nach SAB,

die von Nachblutung und Hirnddem bestimmt wird einen Vorteil.

4.3.3 Neurologische Funktionen

Neben der hohen Mortalitét spielt die funktionelle Beeintrachtigung und Behinderung nach einer

82



Subarachnoidalblutung eine grofle Rolle. Um neurologische Defizite und die funktionelle
Schiadigung des Gehirns durch die Subarachnoidalblutung zu detektieren, wurde téglich der

neurologische Status der Mause erhoben.

Es zeigte sich, dass die Bradykinin-2 Rezeptor Knockout-Méuse im Vergleich zu ihren Wildtyp-
Kontrollen und den Bl Méiusen nicht nur die geringste Mortalitit, sondern auch das beste

funktionelle Outcome nach SAB hatten.

Wichtig ist zu erwédhnen, dass die Méuse unter physiologischen Bedingungen eine unbeeintrachtigte

sensomotorische und allgemein neurologische Funktion haben?!°,

Gehirne von Nagetieren weisen ein enormes funktionelles Regenerationsvermogen auf, deshalb
lassen sich funktionelle Unterschiede durch neurologische Tests vor allem in den ersten Tagen nach
der Blutung detektieren, danach werden die neurologischen Defizite und die Unterschiede zwischen
den Tieren immer geringer?®. Dies bestitigte sich in diesen Untersuchungen und schlug sich am
deutlichsten in den Ergebnissen des Bederson Tests nieder. Das Maximum der neurologischen

Beeintrachtigung fiel in allen Gruppen auf den ersten Tag nach Subarachnoidalblutung.

Schon zu diesem Zeitpunkt, zu dem normalerweise das cerebrale Odem und neurologische Defizite
am ausgeprigtesten sind, waren es die B2 Maiuse, die mit Abstand am wenigsten funktionell
beeintrdchtigt waren. Ab dem zweiten Tag nach der Blutung begannen die Maiuse sich
unterschiedlich schnell zu erholen. Bemerkenswert ist, dass die B2 Méuse, bei Blutungen gleichen
Ausmales, von allen Gruppen insgesamt das geringste neurologische Defizit prasentierten und sich
am schnellsten wieder erholten, sie verbesserten sich bereits vom zweiten auf den dritten

postoperativen Tag deutlich.

Die Kontrolltiere erholten sich erst vom vierten auf den fiinften Tag nach SAB, dies war der

Zeitpunkt zu dem bereits 45% der Tiere verstorben waren.

Dagegen waren es die B17- Méuse, die durchgehend sowohl im Neuroscore, als auch im Bederson-
Score von allen Gruppen die gréfiten neurologischen Defizite aufwiesen und sich am schlechtesten

von der Blutung erholten.

Die Beobachtungen hinsichtlich Mortalitdit und neurologischem Outcome waren in der Hinsicht
kongruent, als dass die B2~ Miuse im Rahmen der SAB die geringste und die B17~ Miuse die

grofBte Beeintridchtigung erfuhren.

In den ersten 24 Stunden nach Induktion der Subarachnoidalblutung hatten die MMP-97 Miuse

bessere Neuro- und Bederson-Score Werte und geringere neurologische Defizite als ihre Kontrollen,
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obwohl auch sie am ersten Tag nach SAB im Vergleich zu den folgenden Tagen signifikant am
meisten beeintrdchtigt waren. Die FVB/N Kontrollen wiesen durchweg schwerste neurologische

Austille und ausgeprigte Bewusstseinsstorungen auf.

In zahlreichen Untersuchungen hat sich bestétigt, dass eine Blut-Hirn-Schrankenstérung nach
Subarachnoidalblutung sehr friih eintritt und dass das cerebrale Odem binnen 24 Stunden maximal
ausgepragt ist. Gemall den Untersuchungen von Sehba et al. und Guo et al. ist die Expression von
MMP-9 bereits binnen weniger Stunden nach SAB erh6ht und hat nach sechs bzw. 24 Stunden ihr
Maximum erreicht®-?22, MMM-9 fiihrt schon nach wenigen Stunden zum Abbau der Basalmembran
und zu einer Storung der Blut-Hirn-Schranke. MMP-9”~ Miuse hatten genau in dieser Zeit, in der
die maximale Beeintrichtigung durch die Blutung und das maximal ausgeprigte cerebrale Odem
vorlag, genau wie die B2 Knockout-Méduse, im Vergleich zu den Wildtyp Méausen einen deutlichen
Vorteil, was die Mortalitdt, neurologische Defizite und den intrakraniellen Druck 24 Stunden nach

der Blutung betraf.

Es gab innerhalb der Gruppe der MMP-9 Miuse eine signifikante Verbesserung der
neurologischen Funktionen vom dritten auf den vierten postoperativen Tag, sowohl im Neuroscore,
als auch im NSS und Bederson-Score zeigte sich in diesem Zeitraum eine deutliche Verbesserung
des Zustandes. AuBBerdem starben MMP-9 defiziente Méuse nach 72 Stunden nicht mehr. Ob diese
Beobachtungen ein Hinweis sein konnten, dass MMP-9 nicht nur hinsichtlich eines cerebralen
Odems, sondern auch beim cerebralen Vasospasmus eine Rolle spielt, erfordert weitere

Untersuchungen.

Schon von Beginn der postoperativen Phase an hatten die MMP-9 Knockout-Méuse ein geringeres
Defizit im Bederson-Score und ab dem vierten Tag keinerlei durch diesen Score detektierbare
Defizite mehr. Diese Beobachtungen betrafen die Maiuse, die bis zum siebten Tag nach
Subarachnoidalblutung {iberlebten. Fiir die Tiere, die innerhalb der sieben Tage nach SAB
verstarben galt, dass die MMP-9"- Miuse vor ihrem Tod geringere Defizite in den neurologischen

Tests hatten als thre Kontrollen.

4.3.4 Gewicht
Der Gewichtsverlauf der Mause nach SAB ist ein entscheidender Parameter fiur ihren

Allgemeinzustand.

Der schlechte Zustand, in dem sich die Tiere in den ersten Tagen nach SAB befanden, spiegelte sich
in ihrem deutlichen Gewichtsverlust wider. Dabei war der Allgemeinzustand der Maiuse zu

eingeschrinkt, als dass sie Nahrung zu sich hitten nehmen konnen, was in Anbetracht der hohen
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Stoffwechselrate der Tiere zu drastischen Gewichtsabnahmen fiihrte und in einem Circulus vitiosus
endete. Es schien ein kritisches Mindestgewicht zu existieren, denn Tiere, die weniger als 80% ihres

prioperativen Ausgangsgewichtes erreichten, verstarben.

Post SAB nahmen B1” Miuse im Durchschnitt stetig an Gewicht ab, die B2” Miuse nahmen
dagegen ab dem dritten Tag nach SAB regelméBig zu, ausgenommen die Méuse, die am flinften Tag
nach der Blutung verstarben. Die C57/Bl6 Kontrollen nahmen erst ab dem 5. postoperativen Tag
wieder Gewicht zu, sie wogen am dritten und vierten Tag nach Subarachnoidalblutung statistisch

signifikant weniger als die B2 Miuse.

Mause, die in der Kontrollgruppe verstarben wogen 80% ihres préoperativen Ausgangsgewichtes

oder weniger.

Insgesamt wogen die Maéuse am ersten Tag nach OP durchschnittlich 89% ihres
Ausgangsgewichtes, jedoch nie weniger als 85%, unabhdngig davon, ob eine Maus vorzeitig
verstarb oder sieben Tage iiberlebte. Jedoch starben alle Méuse deren Initialgewicht unter 20

Gramm lag.

Der Gewichtsverlauf als entscheidender Parameter fiir den Allgemeinzustand der Tiere schien das
widerzuspiegeln, was sich auch schon im Neuroscore abgezeichnet hat, dass die Tiere in den ersten
Tagen nach der Blutung am stérksten beeintrachtigt waren und sich danach unterschiedlich schnell
erholten. Diese Beobachtung wurde gestiitzt durch den statistisch signifikanten Unterschied des
prdoperativen Gewichtes der Kontrollgruppe zum Gewicht am ersten, zweiten und dritten
postoperativen Tag und den statistisch signifikanten Unterschied des Gewichtes vom ersten zum
zweiten postoperativen Tag. Bei den B2” Miusen unterschied sich ebenfalls das prioperative
Gewicht signifikant vom Gewicht am ersten, zweiten, dritten und vierten Tag nach SAB. Aulerdem

unterschied sich das Gewicht vom ersten zum zweiten und vom zweiten zum dritten Tag.

Andererseits spiegelte der Gewichtsverlauf ebenso wie der Neuroscore wider, dass sich die B2
Maiuse insgesamt besser und schneller von der Subarachnoidalblutung erholten bzw. weniger durch
die Blutung beeintrachtigt wurden. Sie fingen bereits ab dem dritten Tag nach der Blutung wieder
an Gewicht zuzunehmen, die C57/Bl6 Wildtyp-Miuse dagegen nahmen erst ab dem fiinften Tag
wieder zu. Dies lédsst sich sogar in der Gruppe der Tiere bestitigen, welche den genannten
Beobachtungszeitraum nicht iiberlebten. Auch hier wogen die B2 defizienten Méduse am Todestag

deutlich mehr als die B17"- und die C57/B16 Miuse.

Hinsichtlich ihres postoperatien Gewichtsverlaufes unterschieden sich MMP-9”- und ihre

Kontrollen nicht wesentlich voneinander.
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4.3.5 Der intrakranielle Druck 24 Stunden nach SAB Induktion

24 Stunden nach dem Auslosen der Subarachnoidalblutung wurde erneut eine ICP Messung
durchgefiihrt, es lieB sich, wie zu erwarten, ein immer noch deutlich erhohter ICP dokumentieren.
Der intrakranielle Druck hatte das Ausgangsniveau vor Induktion der Blutung nicht wieder erreicht.
Als mogliche Ursachen dafiir kommen das entstandene Hirnddem, die Raumforderung durch das

Hamatom oder die Entwicklung eines akuten Hydrocephalus in Frage?**.

In dieser frithen Phase nach einer SAB tritt eher ein Hydrocephalus occlusivus durch Blut, das den
Liquorabfluss aus dem Ventrikel behindert auf, in der spiten Phase kommt es hiufig zum Auftreten
eines Hydrocephalus malresorptivus durch eine verzdgerte Liquorresorption bei Funktionsstérung

der Granulationes arachnoideae.

Nach SAB entwickeln ca. 20-30% der Patienten einen akuten Hydrocephalus innerhalb der ersten
drei Tage, meistens liegen grof3ere Blutungen und eine reduzierte cerebrale Perfusion zugrunde. Der
Mechanismus fiir die Entstehung eines akuten Hydrocephalus beinhaltet die Obstruktion der
Liquorzirkulation, Blut im Ventrikelsystem, diffuse Verteilung des subarachnoidalen Blutes und

Nachblutung® 153,

Die B2” und die MMP-9"- Miuse hatten 24 Stunden nach SAB Induktion signifikant geringere
intrakranielle Driicke als ihre Vergleichsgruppen. Obwohl ein Wert nach 24 Stunden ausreichend
ware, um den ICP nach 24 Stunden zu dokumentieren wurde der intrakranielle Druck erneut iiber
15 Minuten aufgezeichnet. Uber diesen Zeitraum stieg der ICP an. Wahrscheinlich stellte die erneut
platzierte ICP Sonde eine zusidtzliche Raumforderung in dem ohnehin schon angeschwollenen

Gehirn dar.

4.3.6 Das cerebrale Odem 24 Stunden nach SAB

Wie bereits erwdhnt erfiillt Bradykinin alle von Wahl und Schilling formulierten Kriterien als
Mediator eines Hirnddems?'*. Es ist mehrfach durch Untersuchungen bestitigt worden, dass
Bradykinin die Permabilitdt der Blut-Hirn-Schranke steigert'*4?%5, einen vasodilatatorischen Effekt
besitzt?06272278  unter pathologischen Bedingungen erhoht ist und in der Lage ist, ein vasogenes
Hirnédem zu erzeugen. Das flinfte Kriterium besagt, dass die Hemmung zu einer Verminderung des
Hirnédems fithren muss. Aus diesem Grund wurde in den Knockout-Mausen und ihren Kontrollen
der Hirnwassergehalt 24 Stunden nach Induktion der Subarachnoidalblutung untersucht. Wir
entschieden uns, den Hirnwassergehalt nach 24 Stunden zu untersuchen, da unsere Arbeitsgruppe in
einer fritheren Untersuchung herausfand, dass ein signifikanter Anstieg des Hirnwassergehaltes 24

Stunden nach der Blutung mit dem Maximum neurologischer Defizite einhergeht*¢. Die
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Erwartungen, dass die B2~ Miuse die geringste Zunahme des Hirnwassergehaltes vorzuweisen
haben werden, da ein vasogenes Hirnddem in erster Linie iiber den B2 Rezeptor vermittelt wird,

konnten in den Untersuchungen bestétigt werden.

Bei den MMP-9~ Miusen und ihren Kontrollen ergaben sich keine signifikanten Unterschiede

beziiglich des Odems nach 24 Stunden.

4.3.7 Zellschaden/Morphometrie

Wihrend einer globalen Ischdmie, wie sie auch durch den ICP-Anstieg bei einer SAB der Fall ist,
sind Neurone in der CA1 und CA2 Region des Hippocampus sehr vulnerabel und gehen nach 3 bis
7 Tagen an Apoptose zugrunde*7233. Schon bald nach einer Subarachnoidalblutung werden
verschiedene Arten des Zelltodes aktiviert. Von Nekrose, Apoptose und Autophagie sind nicht nur
Neurone und Gliazellen, sondern auch Zellen des cerebralen Gefdf3systems betroffen. Es ist bisher
noch nicht geklért, wie lange diese verschiedenen zum Zelltod filhrenden Mechanismen nach SAB
aktiv bleiben. In Autopsiestudien konnte gezeigt werden, dass die Apoptose von Neuronen wihrend
der ersten sieben Tage nach SAB gesteigert ist. Der frithe Zelltod nach Subarachnoidalblutung fiihrt

zum Hirnddem, zur Zerstérung der Blut-Hirn-Schranke und zu neurologischen Defiziten?3637:174224,

4.3.8 Einfluss von MMP-9 auf den Untergang der Neurone im Hippocampus

Der selektive neuronale Zelltod im Hippocampus ist ein charakteristisches Zeichen transienter
globaler cerebraler Ischidmie. Es wurden bereits viele, potentiell dafiir verantwortliche
Mechanismen beschrieben. Einige Ursachen fiir den neuronalen Zelltod liegen sicherlich
intrazelluldr und haben mit Apoptosekaskaden zu tun. In den Untersuchungen von Lee et al. und
Zalewska et al. wird darauf aufmerksam gemacht, dass mdglicherweise auch extrazelluldre
Pathologien eine entscheidende Rolle dabei spielen konnten?®32%4. Lee et al. fanden heraus, dass
MMP-9 im Hippocampus nach transienter globaler cerebraler Ischdmie hochreguliert wird und fiir
den frilhen Zelltod der hippocampalen Neurone nach globaler cerebraler Ischimie mit
verantwortlich ist'3°. Durch Gelatin-Gel-Zymographie konnten aktive Formen des MMP-9 Proteins

im Hippocampus nach transienter globaler Ischimie nachgewiesen werden'”2.

Die Unterdriickung der MMP-9 Aktivitit durch einen geeigneten Inhibitor konnte den neuronalen
Zellschaden minimieren. AuBerdem besaBen MMP-9 Miuse im Vergleich zu dem Wildtyp-

Maiusen einen geringeren neuronalen Schaden'°,

Matrix-Metalloproteinasen, insbesondere MMP-9 sind verantwortlich fiir den Abbau der

extrazelluldren Matrix, Folgen sind Hirnddem, Blutungen und Zelltod. Dass MMP-9, zumindest bei
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der Maus, eine herausragende Rolle im Rahmen des selektiven neuronalen Zelltodes nach globaler
cerebraler Ischdmie spielt konnte anhand von Knockout-Miusen gezeigt werden. MMP-97- Miuse
waren im Gegensatz zu MMP-27 Miusen besser vor Ischimie und Trauma geschiitzt’3268, in den
Untersuchungen bestand eine Korrelation zwischen der Aktivierung von MMP-9 und dem Abbau
von Laminin?®. Kiirzlich wurde postuliert, dass eine Trennung der Neurone von ihrer Matrix
(Anoikis) moglicherweise eine entscheidende Rolle im Rahmen der Apoptose bei transienter
cerebraler Ischdmie im Hippocampus spielt. Es wurde gezeigt, dass extrazellulire Matrixproteine
wie Laminin wichtig fiir das Uberleben einer Zelle und das Vermeiden einer Anoikis sind®+#.
MMP-9 gehort zu den Endopeptidasen, die insbesondere Laminin abbauen. Der Abbau von
Laminin hat in den Studien von Guo et al. zu einer Trennung der hippocampalen Neurone von deren
Matrix, also einer Anoikis gefiihrt. Daraus kann abgeleitet werden, dass MMP-9 auf diesem Weg

zur Apoptose nach cerebraler Ischimie beitragen.
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S Zusammenfassung

Die Subarachnoidalblutung ist eine verheerende neurologische Erkrankung und weltweit eine
hiufige Ursache fiir friihzeitige schwere Behinderung und Tod, in manchen Studien wird eine

Mortalitatsrate von 70% beschrieben.

Der Begriff , frither Hirnschaden® riickte in jlingster Vergangenheit immer mehr in den Fokus der
Forschung, insbesondere nachdem die signifikante Hemmung des cerebralen Vasospasmus nach
SAB zu keiner Verbesserung des Outcomes fiihrte (CONSCIOUS-1 Studie). Unter dem ,,frithen
Hirnschaden®  werden ischdmische, inflammatorische und apoptotische  Reaktionen
zusammengefasst, die alle ein gemeinsames Ergebnis haben, den neuronalen Zelltod. Diese
Reaktionen werden hauptursédchlich fiir die hohe Mortalitdt und das schlechte Outcome nach einer
Subarachnoidalblutung verantwortlich gemacht. Unter anderen tragen die Erhohung des
intrakraniellen Druckes, die Reduktion der cerebralen Durchblutung die Verminderung des
cerebralen Perfusionsdruckes, der Abfall der Sauerstoffversorgung des Gehirns, der
Zusammenbruch der Blut-Hirn-Schranke, das cerebrale Odem und der Zelltod zum frithen
Hirnschaden bei. Ein neuronaler Zellschaden trdgt zum zytotoxischen Hirnddem bei, welches sich
gewohnlich sehr frith nach einer SAB entwickelt und Zeichen einer globalen Ischdmie ist. Durch
ICP-Erhdhung und Ischdmie kommt es zu einer Blut-Hirn-Schrankenstdrung, wahrscheinlich durch
die endotheliale Apoptose. Der Zusammenbruch der Blut-Hirn-Schranke fiihrt wiederum zu einem

vasogenen Hirnodem.

In dieser Arbeit wurde der Einfluss von Bradykinin durch die Kinin B1 und B2 Rezeptoren und von
Matrix-Metalloproteinase-9 auf die Entstehung des sekunddren Hirnschadens nach
Subarachnoidalblutung untersucht, mit der Hypothese, dass MMP-9” und Bradykinin B2 Rezeptor

Knockout-Méuse einen geringeren sekundidren Hirnschaden und damit ein besseres Outcome haben.

Bradykinin, ein aktiver Metabolit des Kallikrein-Kinin Systems und Mediator der frithen
Entziindungsphase vermittelt seine Wirkung vorwiegend iiber den Kinin-B2 Rezeptor. Zahlreiche
pharmakologische Studien mit Kinin-B2 Rezeptor Antagonisten und in letzter Zeit auch mit
Knockout-Méusen deuten darauthin, dass Bradykinin iiber den B2 Rezeptor an der Entstehung des
sekundiren Hirnschadens und des cerebralen Odems durch Permeabilititssteigerung der Blut-Hirn-

Schranke beteiligt ist.

MMP-9 sind extrazelluldre zink- und calciumabhingige Endopeptidasen, die unter physiologischen
Bedingungen an der Steuerung des normalen Wachstums und der Entwicklung beteiligt sind, sie

bauen die extrazelluldre Matrix und andere extrazellulire Proteine ab und sind essentiell fir
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Wachstums- und Wundheilungsprozesse. Pathologisch erhéhte MMP-9 Konzentrationen in
inflammatorischen Zellen und Endothelzellen des Gehirns kdnnen die Barrierefunktion der Blut-
Hirn-Schranke herabsetzten, indem sie die vaskuldre Basalmembran schidigen und/oder die tight
junctions der Endothelzellen abbauen, was zu einer erhohten Gefapermeabilitit fiihrt. Sowohl
beim ischdmischen Schlaganfall, als auch beim Schédel-Hirn-Trauma und nach intracerebralen
Blutungen wurde demonstriert, dass Matrix Metalloproteinasen in Form von Blut-Hirn-

Schrankenstorungen und Hirnédem wesentlich zum sekundéiren Hirnschaden beitragen.

Bisher lagen keine Untersuchungen vor, die sich mit dem Einfluss von Bradykinin oder MMP-9 an

der Entstehung des sekundéren Hirnschadens nach Subarachnoidalblutung befassten.

Mit Hilfe des modifizierten Fadenmodells nach Bederson wurde in den Knockout-M&ausen und den
jeweiligen Wildtyp-Miusen eine Subarachnoidalblutung induziert, anschlieBend wurden in
Langzeit-Beobachtungen iiber sieben Tage, die Mortalitidt, das Gewicht und der neurologische
Status der Méuse beobachtet und die Gehirne histomorphometrisch untersucht. AuBerdem wurden
24 Stunden nach SAB das Gewicht, der neurologische Status und der intrakranielle Druck erfasst

und das Hirnddem gravimetrisch bestimmt.

Im Vergleich zu ihren Kontrollen besaBen die MMP-97 Miuse in den ersten 24 Stunden nach
Induktion der Subarachnoidalblutung signifikant geringere neurologische
Funktionsbeeintrachtigungen, obwohl auch sie am ersten Tag nach SAB im Vergleich zu den
folgenden Tagen signifikant am meisten beeintrichtigt waren. Die FVB/N Kontrollen wiesen
durchweg schwerste neurologische Ausfalle und ausgepriagte Bewusstseinsstorungen auf. Auflerdem
waren die ICP-Werte 24 Stunden nach SAB in den MMP-9” Miusen signifikant geringer als in den
Wildtyp-Mausen. MMP-9” Miuse verstarben innerhalb der ersten 72 Stunden nach der Blutung,

danach nicht mehr, auch nicht in der flir den Vasospasmus typischen Zeit ab dem 4. Tag nach SAB.

B2 Miuse waren nach Induktion der Subarachnoidalblutung in einem besseren Allgemeinzustand,
hatten ein signifikant geringeres Hirnddem, geringer ausgepridgte neurologische Defizite und

erholten sich schneller.

Diese Ergebnisse legen einen negativen Einfluss des Bradykinin-B2 Rezeptors im Rahmen der SAB
nahe. Der B2 Rezeptor wurde schon wiederholt als wichtiger Mediator des cerebralen Odems
beschrieben. Dies konnte auch in diesen Untersuchungen zur Subarachnoidalblutung bestitigt
werden. Interessanterweise ist die Beeintrichtigung, die die B1”- und B2~ Miuse durch die
Subarachnoidalblutung erfahren, sehr unterschiedlich. In unseren Langzeitversuchen lag die

Mortalitdt der B17- Méuse bei 100%. Diese Ergebnisse legen der Verdacht nahe, dass der Kinin-B1
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Rezeptor einen protektiven Effekt hinsichtlich der Entwicklung eines sekundiren Hirnschadens im
Rahmen einer Subarachnoidalblutung hat. Xia et al. veroffentlichten Studien, die eine
Neuroprotektion durch eine Uberexpression von Kallikrein im Gehirn zeigte?’62”7, demnach konnte
Bradykinin sowohl eine protektive wie destruktive Wirkung beim sekunddren Hirnschaden

vermitteln, wie auch unsere Arbeitsgruppe 2001 schon vermutet hatte '8!,

Die genauen Mechanismen, der durch Bradykinin bedingte Schiadigung des Gehirns und ob
Bradykinin neben der Permeabilitdtserhohung der Blut-Hirn-Schranke und der Entwicklung eines
Hirn6dems weitere Einfliisse ausiibt, sind bis dato noch nicht hinreichend verstanden. Die Rolle des
Bradykinin und seiner Rezeptoren scheint ambivalent zu sein. Diesbeziiglich sind weitere

Untersuchungen dringend erforderlich.

Entziindungsreaktionen nach einer Subarachnoidalblutung involvieren Bradykinin und MMP-9,
beide fiihren per se zu einer Stérung der Blut-Hirn-Schranke und zu einem vasogenen Hirnddem,
was sich in einer Verschlechterung der Klinik manifestiert. Es scheint sogar ein Zusammenhang
zwischen Bradykinin und der MMP-9 Expression zu existieren. Kiirzlich zeigte eine Studie, dass
Lipopolysaccharide oder Zytokine die Expression und Aktivitit von MMP-9 in einer Ratten
Astrozyten Kultur regulieren konnen. Diese Studie demonstriert, dass die Expression und
Aktivierung von MMP-9 wihrend Inflammation und Schéddigung des Gehirns reguliert werden
konnen®. Die Bradykinin induzierte MMP-9 Expression wird demnach durch den Bradykinin-2

Rezeptor vermittelt.

Die Hypothese, dass MMP-9 und der Bradykinin 2 Rezeptor zum sekundéiren Hirnschaden nach
Subarachnoidalblutung beitragen, konnte durch diese Untersuchung bestitigt werden. Die
Identifizierung dieser Substanzen als Mediatoren des frilhen Hirnschadens ist nicht nur von
wissenschaftlichem Interesse, sondern auch von klinischer Bedeutung. Falls diese Substanzen den
Verlauf einer priméren Hirnverletzung sekundér verstirken, ergeben sich daraus Konsequenzen fiir

die Entwicklung besserer Therapiemethoden.
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