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Abstract

The blood-brain barrier (BBB) plays a critical role in the regulation of the
brain microenvironment. The physiological mechanisms underlying the BBB
and their changes during brain pathology are still largely unknown. In my
thesis, I applied sodium-dehydrocholate (DHC) to the brain surface at a
cranial window in rats, causing local BBB disruption. I was particularly
interested in whether or not DHC-induced BBB disruption would lead to
spreading depolarization (SD) because (i) endothelin-1(;_»1) (ET-1), a po-
tent inducer of SD, is known to open the BBB, and (ii) it recently was
hypothesized that ET-1 induces SD via BBB disruption.

SD is characterized as a wave of massive ion translocation between the
intra- and extracellular space of neurons, near-complete sustained depolar-
ization of neurons, neuronal swelling, an abrupt, large, negative change of
the direct current (DC) potential and silencing of brain electrical activity
(spreading depression). Now unequivocal electrophysiological evidence ex-
ists in the clinic that SDs occur in abundance in traumatic brain injury and
stroke where they are assumed to facilitate neuronal damage. The same con-
ditions are also associated with BBB disruption, and BBB disruption is also
assumed to contribute to neuronal damage.

Using intravenous administration of Evans Blue and a newly developed
semi-quantitative Matlab® algorithm for evaluation, I was able to verify that
DHC opened the BBB for the macromolecule albumin. Despite significant
evidence of DHC-induced BBB disruption, I did not observe the occurrence of
SDs using potassium-selective microelectrodes and laser-Doppler flowmetry.
Moreover, I did not find that the small ion potassium increased in the extra-
cellular space after DHC application although it is well known that there is a
potassium gradient from the intravascular to the extracellular compartment.
These results suggested that, under pathological conditions, the BBB can
be permeable to macromolecules like albumin but, at the same time, it can
be impassable for small molecules like potassium. A possible explanation
for this paradox is that the transcellular pathway of the BBB, allowing the
passage of macromolecules, can be disturbed before the paracellular path-
way, that would allow small molecules to pass, is affected. Furthermore, my
results suggested that ET-1 did not induce SD via BBB disruption.

I also investigated in parallel the hypercapnia-induced positive DC-shift
and whether this DC-shift would disappear after BBB disruption. The
background to this study was the previously hypothesized generation of
hypercapnia-induced DC-shifts at the BBB in contrast to other DC-shifts



associated with ictal epileptic activity or SD, which are generated by glial
cells or neurons. I found that DHC-induced BBB disruption did not change
the hypercapnia-induced positive DC-shift which corresponds well with the
hypothesis that DHC caused a disruption of the transcellular rather than the
paracellular pathway of the BBB.

In a second study, I analyzed the pH- and potassium-signals associated
with ET-1-induced SDs. My findings provided a further argument that SDs
in response to ET-1 are mediated by ET-1-induced vasoconstriction and is-
chemia. In a third study, I found that endothelin-1(1_3;) (ET-1(1_31)), an
alternate intermediate in the production of ET-1, induced SD in a similar
fashion to ET-1 but with significantly less potency.

All three studies are related in a complex manner to the yet enigmatic and
sometimes counterintuitive roles that both BBB and SD play in brain pathol-
ogy. Most importantly, my findings provide arguments that BBB disruption
for macromolecules can occur before BBB disruption for small molecules.

Keywords:
spreading depolarization, blood-brain barrier, endothelin-1,
electrocorticography
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Zusammenfassung

Die Bluthirnschranke (BBB) spielt eine entscheidende Rolle in der Regulation
der zerebralen Mikroumgebung. Die physiologischen Mechanismen der BBB
bzw. deren Anderungen wihrend pathologischer Zustiande sind bis heute un-
zureichend bekannt. In dieser Arbeit verwendete ich Natriumdehydrocholat
(DHC) auf der Kortexoberfliche von Ratten in einem Modell der kranialen
Fensterung, um die BBB zu 6ffnen. Dabei war ich insbesondere daran inter-
essiert, ob die BBB-Offnung durch DHC zu Spreading Depolarization (SD)
fihrt, denn (i) Endothelin-1¢;_9) (ET-1), welches sehr potent SD auslost,
ist bereits fur seine Unterbrechung der BBB bekannt, und zudem (ii) wurde
kiirzlich vermutet, dass ET-1 SD durch eine BBB-Offnung hervorruft.

SD ist durch eine massive lonenverschiebung zwischen Intra- und Ex-
trazellularraum der Neurone sowie durch eine fast vollsténdige anhalten-
de Depolarisation der Nervenzellen charakterisiert, welche mit dem Erlie-
gen der elektrischen Hirnaktivitat (Spreading Depression), einer neuronalen
Schwellung und einer grofien negativen Verdnderung des Gleichstrom (di-
rect current; DC) -Potenzials einhergeht. Seit Kurzem gibt es auch in der
Klinik eindeutige elektrophysiologische Nachweise dafiir, dass multiple SDs
wahrend Hirntraumata und Schlaganfillen auftreten und vermutlich Nerven-
schadigung beglinstigen, dhnlich wie auch BBB-Unterbrechungen fiir solche
Schéden verantwortlich gemacht werden.

Nach intravenoéser Evans-Blue-Applikation und mithilfe eines neu entwi-
ckelten semi-quantitativen Auswertungsprogramms in Matlab®, konnte ich
bestatigen, dass DHC die BBB fiir das Makromolekiil Albumin 6ffnet. Trotz
des signifikanten Nachweises der BBB-Offnung durch DHC konnte ich mit ka-
liumselektiven Mikroelektroden und Laser-Doppler-Blutflussmessungen keine
SDs detektieren. Weiterhin konnte ich keine Hinweise auf einen extrazellulé-
ren Kaliumanstieg nach DHC-Gabe beobachten, obwohl es bekannt ist, dass
ein Kaliumkonzentrationsgefille zwischen dem intra- und dem extrazellulé-
ren Kompartiment besteht.

Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass die BBB unter pathologischen
Bedingungen gleichzeitig durchlassig fir Makromolekiile wie Albumin aber
unpassierbar fiir kleine Molekiile, wie Kalium sein kann. Eine mogliche Erkla-
rung fiir diesen Widerspruch wire, dass der transzelluldre Austausch iiber die
BBB, welcher Makromolekiile passieren lasst unterbrochen sein kann, bevor
der parazellulare Transport fiir kleine Molekiile beeintrachtigt wird. Weiter-
hin legen meine Ergebnisse nahe, dass ET-1 SD nicht iiber eine BBB-Offnung
verursacht.



Parallel dazu untersuchte ich, ob die Hyperkapnie-induzierten positiven DC-
Shifts auch nach BBB-Offnung auftreten. Der Hintergrund war hier die beste-
hende Behauptung, dass die Hyperkapnie-induzierten DC-Shifts an der intak-
ten BBB generiert werden, im Gegensatz zu anderen DC-Potenzialanderungen
bei epileptischer Aktivitdt oder SD, welche von Glia- und/oder Nervenzellen
generiert werden. Die DHC-induzierte BBB-Offnung verursachte jedoch keine
Veranderung der positiven DC-Shifts. Dies passt sehr gut zu der Hypothe-
se, dass DHC eher die transzelluldren statt die parazellularen Passagewege
beeinflusst.

In einer zweiten Teilstudie, analysierte ich die mit ET-1-induzierter SD
assoziierten pH-Wert- und Kaliumkonzentrationsénderungen. Die Resultate
stellten ein weiteres Argument fiir die Entstehung dieser SDs durch die ET-
1-induzierte Vasokonstriktion und Ischamie dar. In einer dritten Teilstudie
zeigte Endothelin-1(;_g1) (ET-1(;_31)), ein alternatives Zwischenprodukt des
ET-1-Stoffwechsels, dhnliche Eigenschaften in der SD-Induktion wie ET-1,
jedoch mit einer signifikant niedrigeren Potenz.

Alle drei Teilstudien sind auf eine komplexe Art und Weise mit den bis
heute noch nicht vollstandig entschliisselten und teilweise sogar widerspriich-
lichen Rollen, welche die BBB und SD in Erkrankungen des Gehirns spielen,
verbunden. Vor allem aber liefern meine Ergebnisse wichtige Hinweise auf ei-
ne BBB-Offnung fiir Makromolekiile, welche noch vor der Permeabilitét fiir
kleine Molekiile auftreten kann.

Schlagworter:
Spreading Depolarization, Blut-Hirn-Schranke, Endothelin-1,
Elektrokortikographie
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Kapitel 1

Einleitung

In dieser Arbeit wird das Phanomen der Spreading Depolarization (SD) bei
Ratten mit besonderem Augenmerk auf die Zusammenhénge zwischen mess-
baren vaskuldren und neuronalen Verdnderungen sowie der Einfluss der Blut-
Hirn-Schranke (blood-brain-barrier; BBB) auf diese Messgrofien betrachtet.
SD ist ein wichtiges pathophysiologisches Phiénomen des Gehirns, welches
vermutlich in mehr als 50 % der Félle fiir die sekundéaren neurologischen De-
fizite in der Intensivmedizin verantwortlich ist und nun auch mithilfe neuer
invasiver Messtechniken beim Menschen nachgewiesen werden kann (Strong
et al., 2002; Dreier et al., 2007; Dohmen et al., 2008; Dreier et al., 2009).
Zudem wird der bekannte Vasokonstriktor Endothelin-1 (ET-1) verwen-
det, welcher sehr potent SD auslost (Dreier et al., 2002a) und wahrscheinlich
eine wichtige Rolle in der Entstehung von Vasospasmen nach aneurysmati-
scher Subarachnoidalblutung (aSAB) spielt (Macdonald et al., 2008; Jorks
et al., 2011a). Das Neuropeptid ET-1 wird hier eingesetzt, um die Effekte
der SD auf den extrazellulairen pH-Wert und die extrazellulare Kaliumio-
nenkonzentration ([KT],) im zerebralen Kortex zu untersuchen. Diese Ionen-
konzentrationsdnderungen werden im Kontext der lokalen zerebralen Blut-
flussantwort (regional cerebral blood flow; rCBF) wéhrend SD interpretiert
und ebenfalls auf eine mogliche Beeinflussung durch die BBB hin untersucht.

1.1 Grundlagen

1.1.1 Messung von Hirnelektrischen Potenzialen

Elektroenzephalografie und Elektrokortikografie
Die Elektroenzephalografie (EEG) ist eine nichtinvasive diagnostische Metho-
de, welche Spannungsschwankungen an der Kopfhaut aufzeichnet und so die
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summierte elektrische Aktivitat des Gehirns darstellen kann. Die detektierten
EEG-Signale basieren auf elektrischen Zustandsanderungen von Hirnzellen,
z.B. bei der Informationsverarbeitung. Aufgrund der raumlichen neuronalen
Anordnung addieren sich die Potenziale einzelner Nervenzellen zu tiber den
gesamten Kopf verteilt messbaren Signalen.

Klinisch leitet man meist mehr als zwolf EEG-Kanéle ab und untersucht
die resultierenden Daten manuell oder in der automatischen Signalanalyse
auf pathologische Muster. Die rdumliche Auflésung der EEG liegt dabei bei
mehreren Zentimetern. Um eine héhere Auflosung (im Millimeterbereich) zu
erhalten, miissen die Elektroden nach neurochirurgischer Offnung des Sché-
dels, in der sogenannten Elektrokortikografie (ECoG), direkt auf die Hirnrin-
de aufgelegt werden. Eine noch detailliertere Erfassung der Zellaktivitét ist
bisher nur im Tierexperiment moglich (siehe Abbildung 1.1).
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Abbildung 1.1: Ledos Originalaufzeichnung der Spreading Depression (Ab-
bildung von Ledo (1944) aus Somjen (2001)) In A-L werden die aus Elektroden-
paaren berechneten ECoG-Ableitungen von der freipriparierten Hirnoberfliche eines
Kaninchens dargestellt. Die Zeichnung in F zeigt die Positionen der Stimulations- (S)
sowie der Messelektroden (1-7). Die Zeitdifferenz zur elektrischen Stimulation, wel-
che zwischen A und B stattfand, ist am unteren Rand der einzelnen Bildabschnitte
B—K vermerkt. Die Elektroden zeigen eine zeitversetzte Isoelektrizitdt als Ausdruck
der Ausbreitung der Spreading Depression. Zur vollstdndigen Erholung der ECoG-
Aktivitdt kommt es ca. 16,5 Minuten nach Stimulation (L).




Feldpotenziale
Nach Stimulation der Afferenzen eines Neurons, entsteht ein postsynapti-
sches Potenzial, welches bei exzitatorischen Synapsen EPSP (exzitatorisches
postsynaptisches Potenzial) genannt wird. In der EEG werden hauptséchlich
EPSPs gemessen, da diese wesentlich groflere extrazellulire Verdnderungen
im Vergleich zu den inhibitorischen Potenzialen hervorrufen.

Wiéhrend eines EPSP kommt es iiber ligandengesteuerte Kandle der post-
synaptischen Membran zu einem Nettoeinstrom von Kationen, der die Mem-
bran depolarisiert. Dem Stimulus folgend, flieit also ein elektrischer Strom,
welcher die Zelle nach Passage des Zellinneren iiber die Zellmembran wie-
der verlasst und, den Stromkreis schlielend, im extrazelluldren Medium zum
synaptischen Bereich zuriickkehrt. Canals et al. (2005) beschreiben, dass die
Aktivierung einer exzitatorischen Synapse zu einer Stromsenke fiihrt, d.h.
es kommt im Medium auflerhalb der Nervenzelle zu einem negativen Po-
tenzial gegeniiber einer Referenzelektrode. Das extrazellulire Medium stellt
dabei einen endlichen elektrischen Widerstand dar, sodass der extrazellulé-
re Stromfluss nach dem Ohmschen Gesetz eine negative Potenzialanderung
verursacht (Canals et al., 2005).

Das extrazelluldre Signal eines einzelnen Neurons ist jedoch zu klein (Mi-
krovoltbereich), um es storungsfrei aufzeichnen zu kénnen und die Messung
des grofleren, intrazelluldren Signals (im Millivoltbereich) ist aufgrund des ge-
ringen Dendritendurchmessers ebenfalls schwer realisierbar. Praktischerweise
sind die Pyramidenzellen im Kortex iiberwiegend senkrecht zur Oberfliche
ausgerichtet und in einigen Regionen, wie z.B. im Hippocampus, befinden
sich ihre synaptischen Eingange sogar hauptséchlich in der gleichen Schicht.
Somit addieren sich viele extrazelluldre Signale zu dem mit Elektroden gut
messbaren Feldpotenzial (Feld-EPSP).

Uberschreitet die Summe der EPSPs bzw. das Feld-EPSP nun einen be-
stimmten Schwellenwert, feuert die Zelle ein Aktionspotenzial (AP), welches
am Axonhtigel (Basis des Axons) initiiert wird. Ein Stromkreis entsteht durch
die intrazelluldre (axonale) Weiterleitung des AP und den extrazellularen
Rickstrom zur Stromsenke, die sich nun am Zellkérper (Soma) befindet.
Wiéhrend des AP wiirde eine Elektrode in Dendritennédhe eine Stromquelle
detektieren und ein positives Signal zeigen, wihrend am Soma (Stromsenke)
ein negatives Signal messbar wére.

1.1.2 Langsame Summenpotenziale — DC-Potenziale

Die in der ECoG direkt von der Kortexoberflache abgeleiteten hochfrequen-
ten Oszillationen mit Amplituden im Mikrovoltbereich iiberlagern gleichzei-
tig messbare, niederfrequente (< 0,5Hz) Potenzialinderungen mit wesent-



lich héheren Amplituden (Millivoltbereich). Die langsamen Anderungen wer-
den hier, obwohl physikalisch nicht ganz exakt, als Gleichspannungs- (Direct
Current) bzw. DC-Shifts bezeichnet, wihrend die hochfrequenten Anteile
auch Wechselspannungs- (Alternating Current) bzw. AC-Potenzialdnderung-
en genannt werden.

An der Entstehung des DC-Potenzials sind vermutlich die Neurone bzw.
bestimmte Abschnitte ihrer Dendriten entscheidend beteiligt (Canals et al.,
2005). Die grofite messbare DC-Potenzialdnderung im zerebralen Extrazellu-
larraum tritt bei SD auf. Sie kann als eine kurzfristige, starke DC-Negativie-
rung von bis zu -35 Millivolt beobachtet werden.

Somit besitzt die DC-Messung eine wichtige Bedeutung im Nachweis der
SD sowie in der Identifikation der Spreading Ischemia (SI), welche unter
bestimmten Voraussetzungen als ein initiales Perfusionsdefizit mit SD tiber
den Kortex wandert und durch eine ldnger andauernde DC-Negativierung
gekennzeichnet ist (Dreier et al., 1998).

1.1.3 (Cortical) Spreading Depolarization — SD

Der Begriff der Spreading Depolarization (SD) beschreibt eine neuronale
und gliale Massendepolarisation, die sich wellendhnlich, mit etwa 2-6 ™7
(Ledo, 1944) im zerebralen Kortex ausbreitet (,spreading®).
Zusammengefasst ist SD durch:

(i) einen fast vollstdndigen Zusammenbruch der Ionengradienten (Kraig
and Nicholson, 1978; Windmdiller et al., 2005);

(ii) die fast vollsténdige, anhaltende Depolarisation der Nervenzellen (Lego,
1944);

(iii) das Herabsetzen des neuronalen Membranwiderstands (Canals et al.,
2005);

(iv) den Verlust elektrischer Hirnaktivitét (Leao, 1944);

(v) sowie durch Nervenzellschwellung und Deformation der dendritischen
Dornenfortsiatze (Takano et al., 2007) charakterisiert.

Im Moment besteht die Forderung, den Begriff der Spreading Depolariza-
tion zu prazisieren, um dieses spezielle Phianomen explizit von &dhnlichen
Vorgéngen abgrenzen zu konnen. Eine aussagekriftige Beschreibung findet
sich in dem englischen Terminus, ,near-complete sustained depolariza-
tion“, der mit ,,anhaltender, nahezu vollstdndiger Depolarisation der Neuro-
ne* iibersetzt werden kann (Dreier, 2011).



Das Erliegen der elektrischen Hirnaktivitit (Spreading Depression) lasst
sich als voriibergehende Storung, sowohl der spontanen als auch der evozier-
ten ECoG-Aktivitat beobachten, insofern die Féhigkeit der AP-Generierung
nicht bereits durch Sedativa, vorangegangene SDs oder einen schweren Ener-
giemangel aufgehoben ist (Leao, 1944). Die Spreading Depression wurde vor
mehr als 60 Jahren von dem brasilianischen Physiologen und Epilepsiefor-
scher Aristides Leao als ,spreading depression of cortical activity” bei Ka-
ninchen entdeckt (Ledo, 1944). Spéater beschrieb Ledo auch die grofie ne-
gative Gleichstrompotenzialverdnderung (DC-Shift) des Extrazelluldrraums
(Ledo, 1947), die den Kernprozess der SD, die nahezu vollstandige, anhal-
tende Nervenzelldepolarisation, extrazelluldr markiert (Somjen, 2004). Eine
seiner originalen Aufzeichnungen ist in Abbildung 1.1 auf Seite 2 dargestellt.

1.1.3.1 Mechanismus der SD

Ahnlich einer Batterie (Akkumulator), die wiederaufladbar elektrochemische
Energie liefert, speichern Neurone ihre Energie in Form von Ionengradienten
und Ladungsunterschieden zwischen der Innen- und der Auflenseite ihrer Zell-
membranen. Die aus einer Doppelllipidschicht bestehende Membran agiert
dabei als Kondensator, der die Ladungen am Ausgleich hindert. Auflerdem
tragen Nat/K*-Pumpen aktiv zur Aufrechterhaltung der Gradienten bei.

Fir die Entstehung und Weiterleitung von APs werden Ionenkanéle in
der Membran geoffnet und ein kurzfristiger Austausch zwischen Intra- und
Extrazellularraum ermoglicht. Der dabei entstehende Energieverlust kann
normalerweise sehr schnell ausgeglichen bzw. ,wiederaufgeladen werden, da
er nur einen geringen Anteil der insgesamt gespeicherten Energie ausmacht.
Die hohen, energiespeichernden Ionengradienten stellen so die Grundvoraus-
setzung fiir die Signaliibertragung dar, werden jedoch im Gegensatz zu SD
wahrend APs kaum veréndert.

Energie und Substrate wahrend SD

SD koénnte man, energetisch betrachtet, als letztes Stadium auf dem Weg
zum pathologischen Zelltod einordnen, wobei der physiologische Ausgangs-
zustand, der sogenannte Resting State, die hochste gespeicherte Energie
besitzt und der Zelltod (Endzustand) den energetischen Nullpunkt darstellt.
Um die wahrend SD zusammengebrochene Homoéostase wiederzuerlangen,
miussen die Zellen eine hohe zusétzliche Energie fiir die [onenpumpen aufwen-
den. Dieser Mehrbedarf spiegelt sich in einem 1,5-fach erhohten Sauerstoft-
(Mayevsky and Weiss, 1991) und einem 2-3-fach hoheren Glukoseverbrauch
(Nedergaard and Astrup, 1986; Gjedde et al., 1981) wider.



Durch SD verringert sich die Konzentration energiereicher intrazelluldrer und
extrazellularer Substrate: ATP sinkt auf ca. 62 %, Phosphokreatin auf ca.
24 % und die interstitielle Glukosekonzentration auf etwa 50 % (Csiba et al.,
1985). Gleichzeitig steigt durch die Zunahme der anaeroben Glykolyse die
Laktatkonzentration auf ca. 200 % an, wodurch der pH-Wert auf ca. 6,9 pH-

Einheiten abfillt (Kraig et al., 1983).
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Abbildung 1.2: Extrazellulare Konzentrationen von Kaliumionen, Glukose
und Laktat wihrend SD (Abbildung von Graf and Strong (2007)) Die-
se Abbildung veranschaulicht die schrittweise Verschlechterung der Energiebilanz im
Gewebe nach wiederholter KCl-induzierter SD. Der Abfall der Glukose- bzw. der An-
stieg der Laktatkonzentration zum Zeitpunkt des Kaliumionenkonzentrationsanstiegs
kennzeichnet den Beginn der Ionengleichgewichtsstérung und somit auch der SD (hier
als ,,CSD* 1-3 bezeichnet).

Ionen und Transmitter wihrend SD
SD beginnt mit einem tiiber den dendritischen Zellmembranen entstehen-
den Ungleichgewicht zwischen zelleinwarts und -auswérts gerichteten Katio-
nenstromen (Canals et al., 2005), welches zu einer positiven intrazelluldren
Bilanz fihrt. Einwértsstrome, welche beispielsweise von langsam inaktivie-
renden Na'-Kanélen sowie tiber N-Methyl-D-Aspartat (NMDA )-Rezeptoren
gesteuert werden, iibersteigen dabei den durch membranstindige Ca?*- und
Na™/K*-ATPasen beschleunigten Ionenausstrom.

Es folgt der Zusammenbruch der Ionenhomdostase, von Dreier (2011) als
Hfast vollstandiger Kurzschluss zwischen neuronalem Intra- und Extrazellu-
larraum® beschrieben, welcher zu einer gravierenden Umverteilung zwischen
den Kompartimenten fiihrt:



(i) Kalium verldsst durch subsynaptische Kandle die Zelle und seine ex-
trazellulire Konzentration ([K*],) steigt von normal 3 ™29 auf etwa

mmol .
60 =7= an;

(ii) freigesetzte inhibitorische Neurotransmitter 6ffnen Anionenkanéle, die
zum Einstrom von Chlorid (C17) in die Zelle fithren und somit die
extrazellulare Konzentration [Cl~], senken;

(iii) ebenso fillt die extrazelluldre Natriumkonzentration [Na™], von normal

130 ™79 guf ca. 70 ™7,

(iv) die extrazellulire Kalziumkonzentration [Ca?*], sinkt von 1,3 auf

0,1 229 a} (Kraig and Nicholson, 1978; Windmiiller et al., 2005), wéh-

rend die intrazellulire Konzentration [Ca®*]; von 60 22 auf 25 £2
zunimmt (Dietz et al., 2007).

Osmotisch gebundenes Wasser folgt dem Kationeneinstrom in die Nerven-
zellen und fiithrt zu deren starker Anschwellung, wodurch gleichzeitig der
Extrazellularraum um ca. 70 % schrumpft. Ein lingeres Bestehen der Zell-
schwellung, das sogenannte zytotoxische Odem, fiihrt unter anderem durch
verlingerte intrazellulire Ca?*-Uberladung zu einer irreversiblen Zellschidi-
gung, wahrend kurze SD-Episoden gut toleriert werden (Somjen, 2004).

Zudem sind mehrere Neurotransmitter an den Veranderungen wahrend
SD beteiligt. So konnten bis zu 20-fach erhohte Werte der extrazelluldren
Glutamatkonzentration (Scheller et al., 1993), welche iiber NMDA-Rezeptor-
en zur Propagation der SD beitragt (Lauritzen and Hansen, 1992), sowie
Konzentrationsanstiege von Aspartat (Scheller et al., 1993) und Katechola-
minen (Pavlasek et al., 1993) um ca. das 10-fache wihrend SD gemessen
werden.

1.1.3.2 Blutflussveranderungen wihrend SD

Unter physiologischen Bedingungen
In gesundem Gewebe reagieren arterielle WiderstandsgefédBe (hauptséchlich
Arteriolen) mit einer Tonusénderung auf SD und fiihren lokal zu dem typi-
schen, akuten Blutflussanstieg (Spreading Hyperemia). Dieser wird meist
im Zusammenhang mit dem Energiestoffwechsel betrachtet, denn das Pa-
renchym des Gehirns verfiigt, im Gegensatz zu anderen Organen, kaum tiber
Energiereserven (Wolf et al., 1996). Beispielsweise kann die Ionenhoméostase
im Kaninchenhirn hochstens 2-5 Minuten ohne Blutzufuhr aufrecht erhalten
werden (Ledo, 1947). Zur gesteigerten Substratbereitstellung wéhrend SD,
welche eine akute metabolische Belastung darstellt, folgt deshalb unmittelbar



nach Beginn der Ionenverschiebungen eine schnelle, kurz anhaltende Hyper-
perfusion auf das 2-3-fache des Ruheblutflusses (Lauritzen, 1987; Duckrow,
1993) in der betroffenen Kortexregion. Als potentielle Ausloser der Vasodila-
tation wurden sowohl neurogene Ursachen als auch Protonen, Adenosin, die
Substrate Sauerstoff und Glukose sowie Stickstoffmonoxid (NO) untersucht
(Lou et al., 1987; Dirnagl et al., 1994; Duckrow et al., 1985; Zhang et al.,
1994; Wolf et al., 1996, 1997). Nach Ablauf der SD folgt der lokalen Hyper-
perfusion eine lang anhaltende Hypoperfusion (Spreading Oligemia) von
ca. 70 % des Normalwertes, welche durch eine intakte Autoregulation, jedoch
eine eingeschrankte COy-Reaktivitdt (Lauritzen, 1984) gekennzeichnet ist.

Unter pathologischen Bedingungen

In gefahrdetem bzw. bereits vorgeschadigtem Gewebe kann SD eine soge-
nannte ,inverse himodynamische Antwort“ hervorrufen. Das bedeutet, dass
eine schwere Hypoperfusion (Spreading Ischemia) statt dem physiologi-
schen, akuten Blutflussanstieg mit SD einhergeht (Dreier et al., 1998). SI,
eine Sonderform der Ischémie, trédgt vermutlich zur Entstehung und Pro-
gression der Gewebeschiddigung nach ischdmischen Schlaganfillen bei (Shin
et al., 2006; Strong et al., 2007). Sie tritt auerdem nach aneurysmatischer
Subarachnoidalblutung (aSAB) auf und scheint eine wichtige Rolle bei der
Entstehung sogenannter verzogerter ischamischer Schlaganfille nach aSAB
zu spielen (Dreier et al., 2009; Jorks et al., 2011a).

1.1.3.3 Klinische Bedeutung der SD

SD als pathophysiologisches Korrelat der Migraneaura
Die Migrane mit einer Pravalenz von ca. 10% in der Bevolkerung (Lipton
et al., 2002) ist eine der haufigsten Kopfschmerzformen. Thr vielgestaltiges
Krankheitsbild ist bei Erwachsenen typischerweise durch einen pulsieren-
den, unilateralen, anfallsartigen und periodisch wiederkehrenden Schmerz
gekennzeichnet. Zusétzliche kann eine Migrdneattacke von Symptomen wie
Appetitlosigkeit (fast immer), Ubelkeit (80 %), Erbrechen (40-50 %), Uber-
empfindlichkeit gegeniiber Licht (60 %), Gerduschen (50 %) und bestimmten
Gertichen (10 %) begleitet werden (Olesen et al., 2004).

Bei ca. 10% der Patienten geht der eigentlichen Migrdnesymptomatik
eine Aura voraus, wahrend der haufig optische oder sensible Wahrnehmungs-
storungen sowie seltener auch motorische Defizite auftreten. Ledo (1944)
beschreibt die Migrianeaura als ein voriibergehendes fokales neurologisches
Defizit, das durch eine SD ausgelost wird und zum reversiblen Ausfall der
neuronalen Funktion fihrt (Ledo, 1944).



Seine weithin anerkannte Hypothese wird auch als ,neuronale Theorie* be-
zeichnet und steht im Gegensatz zur ,vaskuldren Theorie“ von Wolff (1963),
welcher postulierte, dass die Aura Folge einer intrazerebralen Vasokonstrik-
tion sei. Tatséchlich liefert die SD mit ihrer typischen, langsamen Ausbrei-
tung der neuronalen Depolarisation und dem zeitweiligen Zusammenbruch
der spezifischen Nervenzellaktivitat eine sehr passende Erkliarung fiir z.B.
das wandernde Flimmerskotom der visuellen Migréaneaura (Lauritzen, 1994).
Klinisch ist die Migraneaura auch als prognostischer Faktor fiir die selten
auftretenden (jahrlich etwa 2-3 pro 100.000 Personen) migranosen Infarkte
von Bedeutung (Broderick and Swanson, 1987).

SDs von variierender Dauer wiahrend fokaler zerebraler Ischamie
In beeindruckender Weise beschrieb Leao bereits zwischen 1944 und 1947 die
weitreichende Bedeutung der SD, unter anderem fiir Folgen von Sauerstoff-
oder Glukosemangel bei Nervenzellen. Somjen (2001) nennt die SD zudem
,den Prozess, der den Nervenzelltod bei verschiedenen Schlaganfallformen
einleitet” (Somjen, 2001).

Hirninfarkte entstehen infolge fokaler, zerebraler Ischamien unterschied-
licher Ursachen. In der Ubergangszone (Penumbra) des Infarktareals zum
umliegenden gesunden Gewebe entstehen Gradienten der Durchblutung, des
Sauerstoffpartialdrucks (pOs) sowie der Glukosekonzentration. Ob und wel-
cher Anteil der Penumbra sich durch eine frithzeitige Wiederherstellung der
Perfusion wieder vollsténdig erholen wird, hangt davon ab, wie gut das Gewe-
be mit schon eingeschréankten Ressourcen auf weitere energetische Belastun-
gen, wie beispielsweise auf SD, reagieren kann (Mies and Paschen, 1984). Im
Kontext dieser Energieabhangigkeit beginnen lang anhaltende, Pharmaka-
resistente und schadigende SDs im Zentrum des minderperfundierten Gewe-
bes einer Ischamie und verdndern sich wihrend ihrer Ausbreitung in der Pe-
numbra und dem umliegenden gesunden Kortexgewebe zu einer zunehmend
kiirzeren Pharmaka-sensitiven und gutartigen SD (Nedergaard and Hansen,
1993; Koroleva and Bures, 1979; Busch et al., 1996; Takano et al., 1996).
Die in der Penumbra auftretenden SDs intermediédrer Dauer, in der Literatur
héaufig als Periinfarktdepolarisationen bezeichnet, stehen im Verdacht, das
Infarktareal zu vergréfiern und konnten somit in ihrer Dauer und Frequenz
einen prognostischen Parameter fiir die endgiiltige Infarktgrofie darstellen.

Vasospasmen und Infarkte nach aSAB
Die aSAB, mit einer jahrlichen Inzidenz von etwa 7 pro 100.000 Personen
(van Gijn and Rinkel, 2001) tritt bevorzugt im Alter von 50 bis 60 Jahren
auf. Die Patienten entwickeln in ca. 30 % (Sanchez and Pile-Spellman, 1990)
sogenannte verzogerte ischdmische neurologische Defizite (,,delayed ischemic
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neurological deficits“; DINDs), die in 10-15% der Patienten zu Infarkten
im CT fihren. Die Magnetresonanztomographie (MRT) besitzt eine hohe-
re Sensitivitat und die Rate an nachgewiesenen Infarkten ist entsprechend
hoher.

Die verzogert auftretenden Ischdmien nach aSAB, sind durch Bewusst-
seinsverschlechterung und neu auftretende fokale neurologische Ausfille ge-
kennzeichnet. Der in etwa 75 % der Patienten angiographisch nachweisbare
Vasospasmus der groflen Hirngefifle wird als ein pathogenetischer Faktor in
der Entstehung von DINDs angesehen, wobei nicht bei allen Patienten mit
DINDs auch Vasospasmen auftreten (Vergouwen et al., 2008; Hattingen et al.,
2008; Dreier et al., 2002b). Im Gegensatz zu einer in Metaanalysen nachge-
wiesenen positiven Korrelation zwischen verzogerter zerebraler Ischdmie und
Patienten-Outcome (Etminan et al., 2011), konnte kein Zusammenhang zwi-
schen proximalem Vasospasmus und Patienten-Outcome gefunden werden
(Vergouwen et al., 2011).

Das Risiko, DINDs nach aSAB zu entwickeln, steigt mit zunehmender
Grofle der Blutung in der initialen computertomografischen (CT) Bildgebung
(Kistler et al., 1983). Thr verzogertes Auftreten, 4-14 Tage nach dem initialen
Blutungsereignis, korreliert mit der subarachnoidalen Hamolyse (Pluta et al.,
1998; Macdonald et al., 2007). Neben dem proximalen Vasospasmus werden
proximale Thromben, Mikrothromben, SD und SI als pathogenetische Fak-
toren in der Entstehung von DINDs gesehen (Proust et al., 1995; Vergouwen
et al., 2008; Dreier et al., 2006, 2009; Oliveira-Ferreira et al., 2010). ET-1
scheint in der Entstehung des proximalem Vasospasmus eine wichtige Rolle
zu spielen (Zimmermann and Seifert, 1998; Macdonald et al., 2008).

1.1.3.4 Klinischer Nachweis der SD

Die SD lasst sich technisch relativ einfach in Tiermodellen zeigen (Dreier
et al., 1998, 2002a). Ihr nichtinvasiver Nachweis beim Menschen ist jedoch
bis heute eine Herausforderung, weshalb Leaos wichtige Entdeckung lange
keine klinische Bedeutung erlangte. Trotz der, im Vergleich zu epileptischer
Aktivitat 5-fach hoheren DC-Amplitude, ist SD im EEG des Menschen bis-
her nicht sichtbar. Hirnhdute und Schadelknochen stellen hierbei scheinbar
einen zu groflen kapazitiven Widerstand fiir die sehr langsamen Potenzialén-
derungen (0-0,5Hz) der SD dar. Die gleichzeitige Depression der schnellen
(AC-) Frequenzkomponente (> 0,5 Hz) ist ebenfalls schwer erkennbar, da sich
die EEG-Aktivitat aus einem Kortexareal von mehreren Quadratzentimetern
ergibt und es somit zur Uberlagerung der lokalen Depression mit der noch
vorhandenen Aktivitdt in angrenzenden Gebieten kommt.
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Die ersten Messungen der SD beim Menschen wurden 1977 mithilfe von
Tiefenelektroden durchgefiithrt (Sramka et al., 1977). Spater konnten SD-
typische rCBF-Anderungen nuklearmedizinisch sowie mithilfe der SPECT
(single-photon-emission computed tomography) wihrend Migrédneaura nach-
gewiesen werden (Olesen et al., 1981). Zudem wurden fiir SD charakteris-
tische Anderungen im BOLD (blood-oxygen-level-dependent) -Signal gefun-
den (Hadjikhani et al., 2001). Ein methodisch einfaches Verfahren, welches
fiir das Patientenmonitoring praktikabel ist, wurde erst kiirzlich von Strong
et al. (2002) vorgestellt. Es beruht auf dem invasiven Nachweis der Sprea-
ding Depression der hochfrequenten ECoG-Aktivitdt mithilfe eines subdu-
ralen Elektrodenstreifens, der bei indizierten neurochirurgischen Eingriffen
zusétzlich implantiert wird. Fabricius et al. (2006) zeigten, dass langsamere
Frequenzkomponenten dieser subduralen Signale SDs auch in Hirnregionen
ohne vorher messbare ECoG-Aktivitdt nachweisen kénnen.

Daraus entwickelten Dreier et al. (2009) eine robuste Methode fir die
subdurale echte DC-Potenzialmessung, welche es ermoglicht, die Dauer der
DC-Negativierung als indirektes Maf} fiir den Energiestatus des Gewebes zu
bestimmen. Seit einiger Zeit werden subdural implantierbare Opto-/Elektro-
denstreifen, zur kombinierten Messung von ECoG und rCBF, von unserer
Arbeitsgruppe im Rahmen der COSBID (Co-Operative Studies on Brain In-
jury Depolarizations) -Studien (www.cosbid.org) eingesetzt, um die Erken-
nung von SDs und Sls in Zukunft fir die Klinik nutzbar zu machen (Strong
et al., 2002; Dreier et al., 2006, 2009). Mithilfe dieser neuen Methode sind
SDs beim Menschen bei Schadel-Hirn-Traumata, spontanen intrazerebralen
Blutungen (Fabricius et al., 2006), aSABs bzw. bei verzogerten ischdmischen
Schlaganfillen nach aSABs (Dreier et al., 2006) und bei malignen ischami-
schen Mediainfarkten (Dohmen et al., 2008) nachgewiesen worden.
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1.1.4 Endothelin — ET

Endothelin allgemein
Endothelin (ET) ist ein Oberbegriff, unter dem eine Gruppe struktur- und
wirkungsverwandter endogener Substanzen zusammengefasst wird. Die bio-
aktiven Isopeptide ET-1, ET-2 und ET-3 kommen weit verbreitet in den
verschiedensten Organen vor, u.a. in Herz, Lunge, Niere und Gehirn. Auf-
grund ihrer sehr kurzen Halbwertszeiten im Blut entfalten ETs ihre Wirkung
hauptséachlich parakrin oder autokrin, d.h. eher lokal am Ort ihrer Produk-
tion und weniger systemisch. Gleichzeitig zeigen ETs eine hohe Rezeptoraffi-
nitdt, welche eine lange Halbwertszeit im Gewebe und somit langanhaltende
Effekte bedingt. Beispielsweise fithren ET-induzierte Getaimuskelkontraktio-
nen zu einer langer andauernden Senkung des lokalen Blutflusses und einer
Erhohung des systemischen Blutdrucks (Forslund and Metsarinne, 1992).

Auch im nicht-vaskuldren Gewebe erfiillen ETs eine Vielzahl von Aufga-
ben, wie die Beschleunigung der Zellteilung, die Beeinflussung von Nerven-
funktionen und die Stimulation der Hormonausschiittung von z.B. Katecho-
laminen. Neben den erwahnten physiologischen Funktionen wurde eine Be-
teiligung von ETs an der Entstehung mehrerer Erkrankungen nachgewiesen.
Beispielsweise beschreibt Haynes (1995) erhohte Plasmaspiegel von ETs, die
im Zusammenhang mit essenzieller Hypertonie auftraten. Weitere Korrelatio-
nen mit erhohten ET-Konzentrationen wurden zu pulmonalarteriellem Hoch-
druck, Atherosklerose, Diabetes mellitus, und Asthma bronchiale (Schneider
et al., 2002; Gawlik et al., 2006) gefunden. Selbst im akutem Myokardinfarkt,
bei akuter ischdmischer Arrhythmie, bei Herzeninsuffizienz oder im akuten
Nierenversagen wurden erhohte ET-Level im Blutplasma beobachtet (Ren
et al., 2006; Wada et al., 1999).

ET-1-Wirkung

Beim Menschen kommen drei 21-Aminoséuren-ETs (ET-1¢1_21), ET-2(5_91)
und ET—3(3,21)) vor, wovon Endothelzellen iiberwiegend ET-1 zur kontinu-
ierlichen Gefifitonusregulation und als Antwort auf verschiedene Reize frei-
setzen (Forslund and Metsarinne, 1992; Sakamoto et al., 1993). Diese Reize
umfassen unter anderem vasoaktive Peptide, Thrombozytenprodukte, hamo-
dynamische Stimuli oder allgemein Endothelreizungen unterschiedlichen Ur-
sprungs. ET-1, die im Korper vorherrschende Isoform des Endothelins, wurde
zuerst von Yanagisawa et al. (1988) aus Endothelzellen des Schweins isoliert.
Spater wurde ET-1 auch in einer Reihe von Zelltypen des Gehirns nach-
gewiesen, u.a. in Neuronen (Lee et al., 1990), Gliazellen, Zellen des Plexus
choroidius (Ehrenreich et al., 1990) sowie in pathologisch eingewanderten
Makrophagen (Ehrenreich et al., 1992).
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ET-Rezeptoren
ET-Rezeptoren kommen ubiquitdr im gesamten Korper vor. Sie sind bei-
spielsweise in glatten Muskelzellen von Geféaflen sowie von nicht-vaskularem
Gewebe, in Zellen des Nervengewebes, in Endothelzellen und in epithelialen
Zellen zu finden. Thre Funktion und Verteilung weist dabei eine hohe Hete-
rogenitét zwischen unterschiedlichen Organen sowie zwischen verschiedenen
Spezies auf.

Durch Aktivierung spezieller ET-Rezeptoren an der (vom Lumen abge-
wandten) Adventitia-Seite zerebraler Gefafle 16st ET-1 intrazellulare Signal-
transduktionsmechanismen tiber G-Proteine aus. Diese beeinflussen sowohl
die Erhaltung und Regulation des Geféfitonus in vitro und in vivo als auch
langfristige Gefafveranderungen (Salom et al., 1995).

Endothel

Big-ET-1(1-38)

PIP P

3
kK/ONTRAKTION
RELAXATION 2

Glatte GefalRmuskulatur

Abbildung 1.3: Endothelin-Rezeptoren Der ET 4-Rezeptor sitzt typischerwei-
se auf glatten Gefdfimuskelzellen und bewirkt eine Kontraktion. ETp kommt auf
Endothelzellen vor und setzt Gefdfimuskulatur-relaxierendes NO frei. Die Existenz
eines kontraktilen ET g-Rezeptors im Gehirn wird vermutet, konnte aber bisher nicht
nachgewiesen werden (Vatter et al., 2007).

Die vasomotorischen Effekte von ET-1 werden durch zwei Rezeptorsubtypen
vermittelt, welche kurz als ET4 und ETp bezeichnet werden (siche Abbil-
dung 1.4). Der funktionell dominierende ET 4-Rezeptor befindet sich auf glat-
ten GefaBmuskelzellen und bewirkt eine Konstriktion der zerebralen Gefifle,
wahrend der meist gleichzeitig aktivierte, auf Endothelzellen sitzende ET g-
Rezeptor eine Vasodilatation durch NO-Freisetzung vermittelt. ET 4 ist der
vorherrschende Rezeptorsubtyp im Gehirn. Die parallele Aktivierung beider
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Rezeptoren zeigt sich in der typischen systemischen ET-1-Antwort mit einer
initialen Vasodilatation, die zu dem voriibergehenden Blutdruckabfall fiihrt,
gefolgt von einer langanhaltenden Vasokonstriktion und konsekutiver Blut-
drucksteigerung.

ET-1 Biosynthese

Die drei ETs sind durch drei verschiedene Gene verschliisselt und werden u.a.
in den Endothelzellen der Blutgefiflie produziert, welche spezielle Speicher-
granula (Weibel-Palade-Bodies) fiir ETs besitzen (Sakamoto et al., 1993).
ET-1 wird von seinem Vorlaufer Pro-ET-1 in zwei Stufen enzymatisch abge-
spalten. Zuerst entsteht durch eine Subtilisin-ahnliche Konvertase und eine
Karboxypeptidase der inaktive 38-AS-Vorldufer Big-ET-1. ET-1 wird dann
hauptsichlich durch Hydrolyse der Trp?'-Val?? Bindung durch das Endo-
thelin Converting-Enzym-1 (ECE-1) produziert. ECE-1 ist eine Metallopro-
tease der Endothelzellmembran, die im Menschen in vier Isoformen vor-
kommt. Es wurde gezeigt, dass Chymase, eine Serin-Protease, die u.a. in
Mastzellen vorkommt, aus Big-ET-1 durch Hydrolyse der Trp3!-Gly*? Bin-
dung das Zwischenprodukt ET-1(;_3;) herstellt (Nakano et al., 1997). Ande-
re Chymotrypsin-Proteasen, wie Kathepsin G in menschlichen Granulozyten
oder Mastzellchymase der Ratte produzieren ebenfalls ET-1(,_31). ET-1(;_3y)
wird dann, um wirksam zu werden, in einigen Geweben z.B. in der glatten
Bronchialmuskulatur (Hayasaki-Kajiwara et al., 1999), in Herzmuskelzellen
des Hasen (Fecteau et al., 2005) oder in der zentralen Kreislaufregulation der
Ratte (Lu et al., 2007) durch die neutrale Endopeptidase NEP 24.11 oder sel-
tener durch ECE-1 zu ET-1 gespalten.

ET-1 (1-21) ET-1 (1-31)

7 4y —COOH
{eu Pro)~=
\CYlser) LeuiSer), \ 31
hﬂet Ser) 3 Met)™ Ser)3 4 Val
/ Cys(Ser Tys) 1
Asp CysfSeric s Asp ysISericys lle \His (Clu)pro
“~NH2 . “~~NH2 - f
Ly \\ ~ 21 LysiGlu)¢ \\ U
uCys ofle Y o As
“Val Cys)—, )= 11 Cysii &
" Val trefPhe 1y5 ’His/w AsE) \ Val/‘I'hr Phe’ 5 s (Val
= Leu/ COOH ) Leuinsp(iie le {Trp)

Abbildung 1.4: AS-Sequenz der beiden ET-1 Peptide Das links dargestellte
ET-1(;_21), allgemein als ET-1 bezeichnet, besteht aus 21 Aminoséuren (AS). Rechts
ist das aus 31 AS bestehende ET-1(;_3;) abgebildet, welches ebenso wie ET-1 aus
dem Vorléufer-Peptid, Big-ET-1(;_35) produziert wird. Ein wichtiges Strukturmerk-
mal beider Peptide sind die zwei Disulfidbriicken (graue Doppelbalken).
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Endothelin-1;_3)

ET-1(_31) wurde zum ersten Mal von Nakano et al. (1997) in der Rattentra-
chea beschrieben und seitdem auch aus verschiedenen Organen des Menschen
isoliert, darunter Herz, Lunge und Haut. Suzaki et al. (2003) fanden Plas-
makonzentrationen von ET-1(;_21) und ET-1(;_3;) von 19,24 & 5,70 % bzw.
15,54 £ 4,45 2% in gesunden Probanden. ET-1(;_3) ist ebenfalls Substrat
der ET-Rezeptoren mit einer so wesentlich hoheren Affinitat zu ET 4, dass
es urspriinglich als reiner ET 4, Agonist in physiologischen Konzentrationen
betrachtet wurde. Durch die mogliche Spaltung zu ET-1, welches an ET 4
und ETp Rezeptoren bindet, wirkt ET-1(;_3;) jedoch indirekt auch auf ETg
Rezeptoren. Im Vergleich zu ET-1, wird sowohl eine ahnlich potente als auch
eine schwéchere vasokonstriktive Wirkung fiir ET-1(;_3;) in Abhangigkeit von
Spezies, Gefaflart und -grofie beschrieben. Studien an isolierten humanen Ge-
faBlen und Zellkulturen zeigten eine Reihe von vergleichbaren ET 4 vermit-
telten GefaBeffekten von ET-1(;_3), u.a. Vasokonstriktion der Koronar- und
BrustwandgefiBe (Maguire et al., 2001) sowie intrazelluldre Ca*T-Erhohung
und Stimulation der Zellteilung von glatten Muskelzellen der Koronargeféifie
(Yoshizumi et al., 1998). Dagegen wurde in Hautgefédflen des Menschen (in
vivo), bei gleicher Konzentration, eine 30-fach schwéchere Vasokonstriktion
fir ET-1(;_31) im Vergleich zu ET-1 gefunden (Leslie et al., 2004). Obwohl
die Existenz von ET-1(;_3;) im menschlichen Gehirn noch nicht direkt nach-
gewiesen wurde, spielt das 31-AS-Peptid hochst wahrscheinlich eine Rolle im
zentralen Nervensystems (ZNS). Hinweise darauf liefern der Nachweis rele-
vanter Konzentrationen seines Schliisselenzyms Chymase im Gehirn (Baltatu
et al., 1997) sowie Beobachtungen erhéhter Chymasekonzentrationen im Zu-
sammenhang mit neurologischen Erkrankungen.

1.1.5 Blut-Hirn-Schranke — BBB

Der Begriff der Blut-Hirn-Schranke wird héufig verallgemeinernd fiir alle Li-
mitierungen des Stoffaustauschs zwischen Blutkreislauf und ZNS verwendet.
Im Speziellen bezeichnet er jedoch nur einen Teil dieser Grenzen. Arach-
noidale Tight Junctions (TJs) bilden eine weitere Grenzschicht, ebenso wie
TJs zwischen den Ependymzellen der Plexus chorioidei der Ventrikel. Die-
se sogenannte Blut-Liquor-Schranke, tragt zur Homoostase des Gehirns bei
und versorgt es, tiber den Liquor cerebrospinalis, mit Vitaminen, Nukleotiden
und Glukose. Die Austauschfliche des intrazerebralen Kapillarnetzwerkes der
BBB ist jedoch etwa 5000-fach grofler und iibernimmt somit den Hauptteil
der zerebralen Versorgung.
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1.1.5.1 Konzept der Blut-Hirn-Schranke

Die BBB ist eine regulierte, sowohl physikalische als auch metabolische und
enzymatische Barriere (Takakura et al., 1991) zwischen peripherer Zirkula-
tion und dem ZNS, welches extrem empfindlich gegeniiber einer Reihe von
yalltdglichen“ Substanzen reagiert. Die normale Funktion des ZNS erfordert
unter anderem ein in engen Grenzen gehaltenes extrazelluldres Tonenmillieu
(Hodgkin, 1951), insbesondere der Tonenkonzentrationen von Na®, K+ H*
und Ca**. Gleichzeitig besteht jedoch ein betrichtlicher Energiebedarf des
Gehirns, hauptsachlich fiir aktive Transportprozesse, welcher eine gute Per-
meabilitat fiir Energielieferanten und Metabolite erfordert.

1.1.5.2 Aufgaben der BBB

Die BBB existiert als selektive Diffusionsbarriere im Bereich des mikrovas-
kuldren Endothels und sorgt unter anderem fiir

> die Erhaltung des dynamisches Ionengleichgewichts;
> den Nahrstofftransport, z.B. Glukose, in das ZNS;

> die Metabolisierung zahlreicher Substanzen vor und wihrend ihres
Transports in die Zellen;

> den Schutz vor potentiell neurotoxischen Molekiilen, wie z.B. zirkulie-
renden Hormonen oder extrinsischen Toxinen;

> sowie die Entsorgung von Abfallprodukten.

Der erste experimentelle Nachweis der BBB gelang Paul Ehrlich, der fest-
stellte, dass systemisch applizierte wasserlosliche Farbstoffe alle Organe au-
Ber dem Gehirn anférben (Ehrlich, 1885). Nachdem einer seiner Schiiler,
Edwin Goldmann (1913), fand, dass intrathekal injiziertes Trypanblau al-
le Zellarten des Gehirns anfarbt, jedoch nicht die Peripherie erreicht, nahm
man eine physikalische Barriere zwischen ZNS und peripherer Zirkulation an.
Fiir diese verwendete Lewandowsky (1900) als erster den Begriff ,,Blut-Hirn-
Schranke“ (Blood-Brain Barrier; BBB), wahrend zahlreiche Studien versuch-
ten die physikalisch-chemischen Eigenschaften, wie z.B. elektrische Ladung,
Dissoziationskonstante, Fettloslichkeit, Molekulargewicht und -gré8e (Tschir-
gi, 1962) der durchgelassenen Molekiile zu beschreiben. Erst mit der Einfiih-
rung der Elektronenmikroskopie in den 1930er Jahren wurden detailliertere
Untersuchungen zu den anatomischen Strukturen hinter der starken Selekti-
vitat der BBB moglich (Hawkins and Davis, 2005).
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Trotz der stetigen Weiterentwicklung des BBB-Konzeptes, beruht das heutige
Verstédndnis der BBB auf den Arbeiten von Reese, Karnovsky und Bright-
man aus den spaten 1960er Jahren (Hawkins and Davis, 2005). Reese and
Karnovsky (1967) zeigten in einer elektronenmikroskopischen Studie, dass
venos applizierte Meerrettichperoxidase die zerebralen Geféfle nicht verlas-
sen kann und berichteten von epitheldhnlichen ,tight junctions® zwischen
Endothelzellen. Sie vermuteten, dass diese das Kapillarlumen, dhnlich einer
impermeablen Membran, dicht verschliefen und so das eigentliche anatomi-
sche Korrelat der BBB darstellen (Reese and Karnovsky, 1967).

apical/luminal plasma membrane BLOOD

M N A

—-.-- ——

Abbildung 1.5: Endotheliale Tight Junctions (Abbildung von Hawkins and
Davis (2005)) Endotheliale TJs befinden sich umlaufend im apikalen Bereich der
lateralen Zellwéinde. In dieser Abbildung sind sehr schén die Transmembranproteine:
Occludin, Claudin und Adhésionsmolekiile (JAM) zu sehen, die intrazelluldr ebenso
wie die zytoplasmatischen Zonulae occludentes (ZO-1 / ZO-2) im Aktin-Zytoskelett
(actin) verankert sind.
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1.1.5.3 Die Neurovaskulare Einheit

Das kapilldre nicht fenestrierte Endothel mit TJs und minimaler Pinozyto-
seaktivitdt (Sedlakova et al., 1999) bildet zusammen mit Astrozyten, Perizy-
ten, Neuronen und der extrazellularen Matrix die sogenannte ,,neurovaskulare
Einheit“, die essentiell fiir die Funktionalitat des ZNS ist (Hawkins and Da-
vis, 2005).

A. Mikrovaskulidres Endothel und Tight Junctions

Die aktiven Transportsysteme des Endothels bilden den aktiven Teil der
BBB. Die nicht vorhandene Fenestrierung und der Mangel an pinozytoti-
schen Vesikeln der 0,3-0,5 um dinnen Endothelzellen stellen den passiven
Anteil dar, dessen Barrierewirkung bei einer gesunden adulten Ratte ca. 1,5
2 KOMn hetrigt (Butt et al., 1990). TJs zwischen den Endothelzellen im Ge-
hirn, sehr komplexe Verbdnde von Transmembranproteinen (z.B. Occludin,
Claudine, Adhéasionsmolekiile) und zytoplasmatischen Proteinen (z.B. Zonu-
lae occludentes), sind im apikalen Bereich der lateralen Zellwiande umlaufend
im endothelialen Aktin-Zytoskelett verankert (Matter and Balda, 2003; Cec-
chelli et al., 2007). Sie unterbinden die parazellulire Diffusion von wasserlos-
lichen Substanzen weitgehend (Cecchelli et al., 2007) und lassen so nur einen
von den Zellen besser regulierbaren transmembranen Stofftransport zu. Fiir
die Regulation des zerebralen Wasserhaushaltes weisen die lokalen Endothel-
zellen eine Vielzahl von Aquaporinen auf ihrer Zellmembran auf.

B. Extrazelluldre Matrix (Basallamina) und Perizyten

Auf der abluminalen Seite der Endothelzellen befindet sich die 30-40 nm di-
cke Basalmembran. Sie besteht aus Kollagen Typ IV, Heparinsulfat-Proteo-
glykanen, Laminin, Fibronektin und anderen extrazellularen Matrixproteinen
(Hawkins and Davis, 2005). Die Basalmembran umgibt zudem die in unre-
gelméafigen Abstédnden iiber den Endothelzellen liegenden Perizyten, welche
der Stabilisierung der Gefifle dienen und mechanisch mit den Endothelzellen
verbunden sind (Hawkins and Davis, 2005). Die Basallamina grenzt dann an
die Plasmamembranen der Astrozyten-Endfifle, welche die zerebralen Kapil-
lare umscheiden (Hawkins and Davis, 2005).

C. Astrozyten
Astrozyten sind grofle, sternférmig verzweigte Gliazellen, welche helfen die
TJs der Endothelzellen abzudichten. Ihre Hauptaufgabe besteht in der Ver-
sorgung der Neurone mit Nahrstoffen, sowie in der Regulation der extrazel-
luldren Ionenkonzentrationen (Abbott et al., 2006). Die rdumliche Nahe von
Astrozytenfortsitzen zu Kapillaren und der hohe Flachenanteil (ca. 99 %) der
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mit diesen Astrozytenfortsitzen bedeckten Kapillargefédfie im Gehirn deuten
auf eine hohe Beteiligung der Astrozyten an der BBB hin (Pardridge, 2005).
Der groflere Anteil der Astrozyten an der BBB ist vermutlich indirekt, iiber
gegenseitige Wechselwirkungen mit den Endothelien, wie beispielsweise (i)
der Induktion der BBB-Funktion in der Endothelzellreifung, (ii) der Aus-
schiitttung von Botenstoffen zur sekundenschnellen Durchlassigkeitsmodula-
tion der Endothelzellen und (iii) in der wiederum durch Endothelzellen an-
geregten Differenzierung der Astrozyten (Abbott et al., 2006).

D. Neurone

Die BBB realisiert eine flexible, aktivitdtsabhangige Energieversorgung des
Nervengewebes. Diese sogenannte ,,metabolische Kopplung“ wird in der funk-
tionellen Magnetresonanzbildgebung (fMRT) ausgenutzt (Buxton and Frank,
1997). Interessanter Weise sind gerade pathologische Blutflussverdnderungen
(z.B. Ischdmie, Blutung, Trauma) mit einer erhohten Durchlassigkeit der
BBB verbunden, was eventuell auf einen neuronal vermittelten Kompensati-
onsmechanismus statt nur auf eine mechanisch-physikalische Stérung schlie-
Ben lasst (Hatashita and Hoff, 1990; Lee et al., 1999; Hawkins and Davis,
2005).
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1.2 Zielstellung

Nachfolgend werden die einzelnen Fragestellungen vorgestellt und kurz be-
griindet. Im Kapitel 4 werden diese dann anhand der Versuchsergebnisse auf
die Wahrscheinlichkeit ihres tatsdchlichen Zutreffens hin bewertet und aus-
fiihrlich diskutiert.

1.2.1 Hypothesen

Hypothese A ET-1 induziert SD iiber eine Offnung der BBB, da die Neurone so in
direkten Kontakt zu Serumkomponenten kommen.

Hintergrund:

Hypothesentest:

ET-1 16st sehr potent SD aus (Dreier et al., 2002a). Zudem wurde
gezeigt, dass Blutbestandteile bzw. Blutabbauprodukte, wie z.B.
Oxyhédmoglobin, Vasospasmen induzieren und die SD-Entstehung
begiinstigen (Dreier et al., 2002c). In fritheren Studien finden sich
Hinweise auf eine ET-1-assoziierte Offnung der BBB (Stanimiro-
vic et al., 1993; Narushima et al., 1999; Matsuo et al., 2001). Sollte
trotz nachweisbarer BBB-Offnung durch Natrium-Dehydrocholat
(DHC) keine SD auftreten, ist die SD-Induktion durch ET-1 eher
als BBB-unabhéingig anzusehen. Auflerdem wiirde die Beobach-
tung einer E'T-1-induzierten SD ohne nachweisbare BBB-Permea-
bilitdt gegen die Hypothese A sprechen.

Zunéchst wird die BBB durch topische Applikation von DHC un-
terbrochen (Seiffert et al., 2004). Zum Nachweis von eventuell auf-
tretenden SDs, werden die Verdnderungen des DC-Potenzials so-
wie der [K ], mithilfe von subduralen und intrakortikalen Elektro-
den aufgezeichnet. In einer weiteren Versuchsserie wird im gleichen
experimentellen Aufbau der Vasokonstriktor ET-1 topisch appli-
ziert, um SDs zu induzieren (Dreier et al., 2002¢). Die Offnung der
BBB wird anschlieend histochemisch, anhand der Evans-Blue-
Extravasation beurteilt.

Hypothese B Der Shift des zur Signalerfassung verwendeten DC-Potenzials entsteht,
zumindest wahrend Hyperkapnie, durch eine Potenzialanderung an der
BBB.
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Hintergrund: Sowohl SD als auch Hyperkapnie sind mit einem DC-Shift assozi-
iert (Ledo, 1947; Lehmenkiihler and Poppelmann, 1989; Somjen,
2001). Sollte der DC-Shift tatsachlich von der BBB-Integritét ab-
héngig sein, misste eine Unterbrechung der BBB die DC-Antwor-
ten auf Hyperkapnie oder SD verdndern bzw. verhindern, da dann
kein Potenzialaufbau tiber die BBB mehr moglich wiére.

Hypothesentest: Vergleich der DC-Antworten auf SD und Hyperkapnie sowohl vor
als auch nach topischer DHC-Applikation bzw. in einer Kontroll-
gruppe ohne DHC-Gabe.

Hypothese C SD induziert eine frithe BBB-Offnung nach weniger als drei Stunden.

Hintergrund: In der Literatur finden sich sowohl Hinweise auf eine BBB-Offnung
durch ET-1 (Matsuo et al., 2001) als auch ein Artikel, welcher eine
BBB-Offnung allein durch die mechanische SD-Auslésung postu-
liert (Gursoy-Ozdemir et al., 2004). Falls SD eine akute Offnung
der BBB induziert, miisste diese, unabhéngig vom Auslosemecha-
nismus der SD, friihzeitig nachweisbar sein.

Hypothesentest: Untersuchung von drei verschiedenen Gruppen (DHC, ET-1, elek-
trische SD-Stimulation) auf eine frithe BBB-Offnung mittels his-
tologischer Analyse der Evans-Blue-Extravasation nach drei Stun-
den. Das bereits etablierte DHC-Modell dient dabei als Positiv-
Kontrolle.

Hypothese D ET-1-induzierte SDs und Depolarisationen in der Penumbra fokaler ze-
rebraler Ischdmien entstehen durch einen dhnlichen Mechanismus.

Hintergrund: Es gibt verschiedene Ausloser der SD, wie z.B. Neurotransmitter
(Glutamat oder Acetylcholin), chemische Faktoren (Kalium) oder
Ischémie. Durch Ischdmie ausgeloste SDs zeichnen sich durch eine
langsame, vor der SD auftretende Azidifizierung aus (Taylor et al.,
1996). Wenn ET-1 SDs tiber Vasokonstriktion und somit ebenfalls
iiber die Induktion einer Ischdmie auslost, ist zu erwarten, dass
eine Azidifierung vor der ersten SD messbar ist.
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Hypothesentest:

ET-1-induzierte SDs werden mit SDs verglichen, welche mittels
elektrischer Stimulation oder K ausgelost wurden. Die wichtigs-
ten Parameter dabei sind kontinuierliche Aufzeichnung des korti-
kalen pH-Wertes mithilfe pH-sensitiver Mikroelektroden und Mes-
sungen des arteriellen pH-Wertes mittels arterieller Blutgasanaly-
sen (aBGAs) in regelméaBigen Intervallen. Um die ET-1-bedingte
Vasokonstriktion qualitativ nachzuweisen, werden die Veranderun-
gen der Gefafidurchmesser vor und wéahrend SD mit einer digitalen
Kamera aufgenommen.

Hypothese E ET-1-induzierte SDs und durch KT ausgeloste SDs besitzen dhnliche
Entstehungsmechanismen.

Hintergrund:

Hypothesentest:

Das K*-Modell ist die haufigste Methode der SD-Induktion in
experimentellen Studien. Da vor ET-1-induzierten SDs ein [K™],-
Anstieg auftritt (Dreier et al., 2002¢), kénnte man auch hier die
[K*],-Erhohung als Ursache fiir die SD-Induktion vermuten. Falls
ein ahnlicher Entstehungsmechanismus fir K *- und ET-1-induzier-
te SD besteht, sollten sich beide nicht grundséitzlich in ihrer pH-
Antwort auf SD unterscheiden. Der pH-Wert wurde als wichtigster
Vergleichsparameter gewahlt, da eine Senkung des pH-Wertes als
moglicher Indikator der Ischamie gilt. Wie oben erwahnt, gibt es
Hinweise auf eine ischdmische Entstehung der ET-1-induzierten
SD, welche mit der [K'],-Erhohung als Ursache fir die ET-1-
assoziierte SD-Induktion konkurriert.

Vergleich von SD nach topischer ET-1-Applikation und SD nach
K*-Gabe beztiglich ihrer pH-Wert-Veranderungen.

Hypothese F Endothelin-1(;_3;) induziert typische SDs in vivo in dhnlicher Weise wie
ET-1(1_21) (ET-1).

Hintergrund:

ET-1 16st SD iiber den ET 4-Rezeptor vermittelt aus (Kleeberg
et al., 2004). ET-1(;_31), ein physiologisches alternatives Zwischen-
produkt in der Biosynthese des ET-1, teilt viele Eigenschaften des
ET-1 aulerhalb des ZNS, zeigt jedoch auch zahlreiche Unterschie-
de.
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Hypothesentest: Beide Peptide, ET-1(;_3;) und ET-1, werden in den gleichen drei
aufsteigenden Konzentrationen topisch appliziert und in ihrer Po-

tenz der SD-Auslosung gegentibergestellt.

1.2.2 Vorstellung der drei Versuchsserien

Die Ergebnisse der drei experimentellen Serien flieen teilweise in mehrere
Fragestellungen gleichzeitig ein. Deshalb werden hier die drei Verumgruppen
zusammen mit ihren jeweilig zugeordneten Kontrollgruppen stichpunktartig
in der Reihenfolge ihrer Durchfiihrung vorgestellt.

Serie 1

Serie 2

Serie 3

Studie

Topische Applikation von DHC;

Hyperkapnie vor und nach DHC-Gabe und histochemische BBB-Analyse

(n = 8)

Kontrollgruppe ohne DHC-Gabe;
Hyperkapnie und histochemischer BBB-Analyse
(n = 8)

Topische Applikation von ET-1 in drei Konzentrationsstufen;
Hyperkapnie vor ET-1-Gabe und histochemische BBB-Analyse
(n = 19)

Kontrollgruppe ohne ET-1 mit K "-induzierten SDs;
Hyperkapnie vor SD-Induktion und histochemische BBB-Analyse
(n = 5)

Topische Applikation von ET-1(;_3;y in drei Konzentrationen
m=7)

Kontrollgruppe ohne ET-1(;_3);
Gabe der drei ET-1(;_3)- Losungsmittelkonzentrationen in aCSF
(n=3)

msgesamt n = 50
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1.2.3 Herleitung der Fragestellung

Um experimentelle und klinische EEG- bzw. ECoG-Daten besser deuten und
nutzen zu konnen, sind Hinweise auf die bisher nicht genau verstandene Ent-
stehung des DC-Shifts von enormer Bedeutung. Ziel dieser Arbeit war somit
eine kritische Betrachtung der DC-Shift-Entstehung, mit besonderem Augen-
merk auf die Rolle der BBB.

Die Vermutung von Nita et al. (2004), dass ein durch die BBB aufrecht
erhaltenes, elektrisches Potenzial an der Entstehung von CO,-abhangigen
DC-Shifts beteiligt sei und die im Gegensatz dazu stehende Theorie eines
neuronalen Ursprungs von DC-Shifts, weckten mein Interesse, diese nédher zu
untersuchen. Dabei sollte die COy-Erhéhung (Hyperkapnie), welche zu einer
Hyperpolarisation der Nervenzellen fithrt (Lehmenkiihler and Péppelmann,
1989), mit einem geeigneten Modell der BBB-Offnung kombiniert werden, um
DC-Veranderungen in Abhéngigkeit von der BBB-Integritat zu untersuchen.
Fir die dazu erforderlichen histologischen Untersuchungen zur frithzeitigen
BBB-Offnung, sollte eine zeitlich und materiell wenig aufwindige Methode
entwickelt werden.

Fiir das Verstandnis der komplexen Entstehung von DC-Shifts auch wah-
rend SD, waren mir die Fragen, ob (i) SD allein die BBB 6ffnen kann, ob (ii)
eine BBB-Storung wiederum zur SD-Induktion und somit zu einem ,,Circu-
lus vitiosus“ fiihren kann und ob (iii) ET-1 die BBB eventuell SD-abhéngig
6ffnet, besonders wichtig.

Waéhrend der Projektplanung ergaben sich weitere Vernetzungen zwischen
den experimentellen Serien, wovon einige ihrer wichtigen klinischen Bedeu-
tung wegen in die Fragestellung aufgenommen wurden. So kénnten z.B. Un-
tersuchungen zu den Mechanismen der ET-1-induzierten SD auf verschie-
denen Ebenen (Gefdle, BBB, Parenchym), differenziertere Therapieansétze
in einer Vielzahl von Erkrankungen ermoglichen. Weiterhin wurden extra-
zelluldre pH-Wert-Messungen unter ET-1-Applikation in die Studie aufge-
nommen, da Hinweise auf eine ischdmische Entstehung der ET-1-induzierten
SD bestehen und eine Senkung des pH-Wertes als moglicher Indikator der
Ischamie gilt. Uber den ET-1-Stoffwechsel wurde ich auch auf ET-1(1_31) auf-
merksam, welches systemisch eine eher schwachere vasokonstriktive Potenz
als ET-1 zeigte (Leslie et al., 2004; Maguire et al., 2001) und eventuell sogar
starkere positive Eigenschaften in der Zellproliferation und Entziindungsre-
gulation aufweist. Das 31-AS-Peptid sollte auf seine Fahigkeit und Potenz
der SD-Induktion in topischer Applikation getestet und mit ET-1 verglichen
werden. Es sollte so die mogliche Relevanz des alternativen Zwischenprodukts
fir die bisherigen Ansétze sowie fiir einen spekulativen neuen Ansatz in der
Therapie des Vasospasmus aufgezeigt werden.



Kapitel 2

Material und Methoden

2.1 Tiere

Die Untersuchungen fiir diese Arbeit wurden an méannlichen, zwei bis drei
Monate alten Wistar-Ratten (n = 50; 250-400 g) der Firma Charles River,
Deutschland durchgefiihrt. Die Tierexperimente erfolgten unter Einhaltung
der Tierschutzrichtlinien und sind im Tierversuchsvorhaben Reg 0156/05
vom Berliner Landesamt fiir Arbeitsschutz, Gesundheitsschutz und techni-
sche Sicherheit (LaGetSi) genehmigt worden.

2.2 Material

2.2.1 Silberchlorid-Elektroden zur subduralen
DC-Messung

Die subduralen Elektroden bestehen aus einem Silberdraht mit einer zu Sil-
berchlorid (AgCl) oxidierten Spitze und sind an der Auflenseite mit einem
Plastikschlauch isoliert. Sie wurden kurz vor jedem Experiment frisch her-
gestellt und wéihrend der Préparation, in den kiinstlichen Subduralraum des
kranialen Fensters hineinreichend, fixiert. Zwei in Reihe geschaltete (Diffe-
renz-) Verstirker (Jens Meyer, Miinchen, Deutschland) amplifizierten dann
die gegeniiber einer flichigen Referenzelektrode im Nacken unter der Haut
der Ratte gemessenen Potenzialunterschiede der Elektroden. Durch integrier-
te Filter wurden dabei hochfrequente Wechselspannungs-(AC) und langsame
DC-Anteile des ECoG separiert, die hier als die Frequenzbereiche 1-45 Hz
(AC) und 0-1Hz (DC) definiert wurden. Aus der mehrfachen Verstérkung
resultierten Signale im Mikro- bzw. Millivoltbereich, welche mit einer Fre-
quenz von 200 kHz aufgezeichnet wurden.
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2.2.2 lIonenselektive Mikroelektroden

Zur Messung der extrazellularen Konzentrationen von Kalium ([K*],) und
Protonen (pH-Wert als negativer dekadischer Logarithmus der Protonenkon-
zentration) sowie des intrakortikalen DC-Potenzials wurden ionenselektive
Mikroelektroden verwendet (im folgenden als K*- und pH-Elektroden be-
zeichnet). Diese stellen ein einfaches, zuverlassiges Messprinzip fiir [onen dar
und bestehen aus einer ionenselektiven Seite, einer Referenzseite und einem
hochselektiven, hydrophoben Tonophor in der Spitze (sieche Abbildung 2.1).

Katode Anode
(Reduktion) (Oxidation)

lonophor

—_

_—  Kortex

Abbildung 2.1: Mikroelektrode

Links ist eine typische Mikroelektrode mit Wachsverschluss (rot) und den beiden
Kontaktdrahten an der Oberseite zu sehen. Die rechte Seite der Abbildung schemati-
siert die Ionenverhiltnisse in der vergroferten Spitze einer KT -Elektrode, welche ein
galvanisches Element darstellt.

Die hier verwendeten, fliissigen Kationen-Ionophore sind Substanzen, die auf-
grund struktureller und elektrostatischer Wechselwirkungen mit hoher Emp-
findlichkeit und Selektivitat K*-Tonen oder Protonen binden. Ich verwende-
te in meiner Arbeit ausschliellich Ionophore, welche schon von Windmiiller
et al. (2005) eine umfangreiche Selektivitatspriifung erfuhren und unter Ver-
wendung eines Selektivitatskoeffizienten fiir die intrazerebrale Messung in
vivo in der Ratte validiert worden sind (Windmiiller et al., 2005).

Der nachfolgend beschriebene Bau von ionenselektiven Mikroelektroden
geht auf die Methode von Lux and Neher (1973) zurtick und ist fiir K- und
pH-Elektroden &hnlich.
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Bau der Mikroelektroden
Als Material diente zweilumiges Theta-Glas (Kugelstétter, Garching, Deutsch-
land) (Windmiller et al., 2005), welches unter Hitze und Dehnung eine sehr
diinne Spitze von ca. 3 um Durchmesser bildet. Die Offnung der Spitze sollte
dabei grofl genug sein, um eine schnelle Reaktion der Elektrode zu gewéahr-
leisten, und zugleich so klein wie moglich bleiben, um durch Kapillarkréifte
den Ionophor in der Spitze zu halten.

Die Seite des Glasrohlings, welche der Messung des Referenz-Potenzials
diente, wurde mit 0,9% iger NaCl-Losung (154 %Ol) geftillt. Die andere, io-
nenselektive Seite, wurde in K'-Elektroden mit 100%01 KCI-Losung ge-
fullt, wihrend pH-Elektroden analog eine Mischung aus KH, POy (40 m’g‘d),
NaOH (23 ™29 und NaCl (15 ™2%) erhielten. Der Rohling wurde danach
mit heilem Wachs am oberen Ende verschlossen, wobei ein diinner Plas-
tikschlauch mit Ventil das Erzeugen eines Unterdrucks in der ionenselekti-
ven Seite ermdglichte. Mit diesem Mechanismus wurde die Elektrodenspitze
zuerst hydrophobisiert und dann mit dem jeweiligen Ionophor gefiillt (Po-
tassium tonophore I - cocktail A bzw. Hydrogen ionophore I - cocktail A
von Fluka/Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland). Nach Entfernung des
Plastikschlauchs erhielten die Referenz- und die ionenselektive Seite je einen
Ag/AgCl-Draht und die fertige Elektrode wurde erneut mit flissigem Wachs
an der oberen Seite versiegelt.

Jede Elektrode wurde vor ihrem Einsatz in einem Spannungsmessgerat
mit speziellen Kalibrationslosungen getestet. Die dabei erreichten Potenzial-
anderungen wurden mit Standardkurven der Elektrodensteigung verglichen.
Zum Test der K'-Elektroden wurden 3%01 und 30 %‘)l KCl in 154%‘”
NaCl verwendet. Die Kalibrationslosungen fiir die pH-Elektroden enthielten
in %"l: NaCl 135, KCIl 3 und HEPES Puffer 5 und wurden mit NaOH bzw.
HCI auf die pH-Werte: 6,0 ; 6,5; 7,0; 7,5 und 8,0 titriert.

Wiéhrend der experimentellen Messungen wurde dann das Referenzsignal
der Elektroden, mittels des erwéhnten Differenz-Verstarkers, vom Signal der
ionenselektiven Seite subtrahiert. Die so aufgezeichnete Spannungsdifferenz
ist die Folge von Ionenkonzentrationsanderungen und wurde fiir die Daten-
analyse unter Verwendung der Nernst-Gleichung (siehe Gleichung 2.1) wieder
in Anderungen der [K*], bzw. des pH-Wertes umgerechnet.

RT aOx
In

E=F°
* ZeF ARed

(2.1)

Die Nernst-Gleichung beschreibt die Konzentrationsabhangigkeit des Elek-
trodenpotenzials E eines Redox-Paares. Die Differenz aus E und dem Stan-
dardelektrodenpotenzial E° ergibt die gemessene Potenzialdifferenz AFE.
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R steht fiir die molare Gaskonstante (8,31447 Z22) T fiir die absolute Tem-

peratur in Kelvin und F fiir die Faraday-Konstante (96485,34 -<.).

Die Variable z, gibt die Anzahl der iibertragenen Elektronen an, wéihrend a
die Konzentration des betreffenden Redox-Partners darstellt. Daraus erga-
ben sich fiir meine Berechnungen der [K*], und des pH-Wertes mit z, = 1,
T = 37°C sowie der Umwandlung des natiirlichen in den dekadischen Loga-
rithmus zwei etwas abgewandelte Formeln (siehe Gleichung 2.2 und 2.3), die

in die Auswerteprogramme integriert wurden. Hierbei wurden AFE in mV, die

Ionenkonzentrationen in %"l und der pH-Wert in pH-Einheiten angegeben.
[K+]o — 10AE/58+lg3 (22>
oH = —lg 10AE-10/55+1g(4,1687-¢ %) (2.3)

2.3 Verwendete Substanzen

2.3.1 Kiinstlicher Liquor — aCSF

Die freigelegte Kortexoberfliche im kranialen Fenster wurde kontinuierlich
mit kiinstlicher zerebrospinaler Fliissigkeit (aCSF) tiberspiilt, welche physio-
logische Gasspannungen und lonenkonzentrationen enthielt (Levasseur et al.,
1975). Sie wurde vor jedem Experiment aus den folgenden Komponenten in
mmol zubereitet: K+ 3; Nat 152; Ca*t 1,5; Mg** 1,2; HCO3 24.5; Cl~ 135;
Glukose 3,7; Harnstoff 6,7. Mit einem Gasgemisch, bestehend aus 6,6 % Oy;
5,9% COy und 87,5% N5, wurden die Gaspartialdriicke der aCSF kurz vor
der Verwendung den physiologischen Werten angeglichen (pOy von 110-
125 mmHg, pCO; von 35-39 mmHg und pH-Wert von 7,38-7,4).

2.3.2 GGallensalz Natrium-Dehydrocholat — DHC

Die atraumatische Offnung der BBB wurde mit Natrium-Dehydrocholat
(DHC; 2%‘” in aCSF) durchgefiihrt. DHC (C94H34,05) mit einer Mole-
killmasse von 402,52 Dalton (Da) ist ein synthetisches, durch Oxidation von
Cholat gebildetes Gallensalz. In der Literatur wurde gezeigt, dass physio-
logische Gallensalze in topischer Applikation eine umschriebene Lésion der
Blut-Hirn-Schranke, in allen kortikalen Schichten des iiberspiilten Bereichs
hervorrufen (Seiffert et al., 2004).
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2.3.3 Endothelin-1 und ein alternatives Zwischenpro-
dukt seiner Biosynthese

In der Versuchsserie zu intrazerebralen pH-Wert-Verdnderungen wéhrend
SD und Hyperkapnie wurde ET-1 (Endothelin-1(;_5;y human porcine der
Firma Sigma-Aldrich inc., Steinheim, Deutschland) in den Konzentrationen
1078 mel 107 2ol ynd 1076 2% verwendet. Dazu wurde das 21-AS-Peptid,
mit einer Molekiillmasse von 1491,9 Da in destilliertem Wasser gelost und
mit aCSF zu einer 10~% molaren Losung verdiinnt. Davon wurden je 0,5 mL
entnommen, um durch weitere Zugabe von aCSF die nachsthoheren Verdiin-

nungsstufen von 1077 22 und 1078 2% herzustellen.

Fiir die Untersuchung der SD-Induktion durch das aus 31 Aminosiuren
bestehende alternative Zwischenprodukt der ET-1-Biosynthese wurde huma-
nes Endothelin-1(;_3;), der Firma Peptide Institute Inc. in Osaka, Japan mit
einer Molekiilmasse von 3628,2 Da verwendet. ET-1(;_31) wurde in 0,1 % iger
Essigsaure gelost und danach mit aCSF zu einer 10~° molaren Losung ver-
diinnt. Ahnlich wie bei ET-1, wurden die nichsten Verdiinnungsstufen unter
weiterer Zugabe von aCSF hergestellt.

Beide Peptid-Losungen wurden erst kurz vor der Verwendung auf Zim-
mertemperatur angewérmt und mithilfe des zuvor erwdhnten Gasgemischs
(siehe Abschnitt 2.3.1 auf der vorherigen Seite) auf einen physiologischen
pH-Wert gebracht.

2.3.4 Evans Blue

T-1824 (C34H 24 NeNayO1454; 960,81 ~L-) oder Evans Blue, welches nach dem
amerikanischen Anatomie-Professor Herbert McLean Evans benannt wurde,
ist ein Farbstoff mit einer sehr hohen Affinitat fiir Serumalbumin. Albumin
stellt den mengenmaéfBig grofiten Teil (60%) der Plasmaproteine dar und ist

mit ca. 66000 Da ein recht grofles Molekiil.

Da fast das gesamte applizierte Evans Blue an Serumalbumin bindet,
zeigt eine Anfirbung des neuronalen Gewebes eine Durchlassigkeit der BBB
fiir Makromolekiile an. Neben seiner tiefblauen Farbe fluoresziert Evans Blue
auBerdem im roten Bereich mit einer Anregung bei 470 nm und 540 nm und
einer Emission von 680 nm. In der Literatur findet man quantitative Aus-
wertungen der Evans-Blue-Extravasation meist im Zusammenhang mit einer
Perfusionsfixation des Gehirns und anschlieBender Absorptionsmessung nach
chemischer Homogenisierung des Gewebes oder mithilfe von Fluoreszenzmes-
sungen.
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2.3.5 Paraformaldehyd-Losung

Paraformaldehyd (PFA; (CH,0),) ist das unlosliche, kurzkettige Polymer
des Formaldehyds. In einer wéssrigen Pufferlosung zerfallt PFA wieder zu
Formaldehyd, welches Proteine reversibel vernetzt. Diese Eigenschaft nutzt
man zur Fixierung und Konservierung von Geweben, wobei meist 1-4 % ige
PFA-Losungen, gepuffert auf einen neutralen pH-Wert, verwendet werden.

2.4 Methoden

2.4.1 Zerebrales Multiparametermonitoring bei SD

Der verwendete Versuchsaufbau (Dreier et al., 1995, 1998, 2006) ermdoglichte
es, die nachfolgend genannten Parameter parallel zueinander und kontinu-
ierlich in ihrem zeitlichen Verlauf darzustellen. Dabei wurden gleichzeitig,
in einem 7 x 4mm grofien Fenster in der Schédeldecke der Tiere (kraniales
Fenster, siehe Abschnitt 2.5.2 auf Seite 35), der regionale zerebrale Blut-
fluss (rCBF) mittels Laser-Doppler-Flussmessung sowie die [K*],, der ex-
trazellulare pH-Wert und das intrakortikale Feldpotenzial (Bandpass-Filter:
0-45 Hz) mithilfe von Mikroelektroden gemessen. Das subdurale Feldpotenzi-
al (Bandpass-Filter: 0-45 Hz) wurde zusatzlich mit einer Ag/AgCl-Elektrode
im kranialen Fenster aufgezeichnet wahrend das epidurale Potenzial mittels
einer Ag/AgCl-Elektrode in einer gesonderten Bohroéffnung mit intakter Dura
gemessen wurde. Die Messparameter wurden nach Analog-Digital- (AD) Um-
wandlung (Power 1401, Cambridge Electronic Design Limited, Cambridge,
UK), mithilfe eines PC und der Software Spike2® (Version 6, Cambridge
Electronic Design Limited, Cambridge, UK) aufgezeichnet.

2.4.2 Laser-Doppler-Blutflussmessung

Die Laser-Doppler-Flussmessung (LDF) ist eine etablierte experimentelle
Methode (Dirnagl et al., 1989; Dreier et al., 1995, 1998, 2006; Petzold et al.,
2003) zur nicht-invasiven, kontinuierlichen in-vivo-Messung von regionalen
Blutflussveranderungen mit einer hohen zeitlichen Auflésung und wurde von
Dirnagl et al. (1989) fur die zerebrale Mikrozirkulation validiert.

Nicht-invasive zerebrale Blutflussmessungen koénnen heute recht genau
mit der Positronenemissionstomografie (PET) oder der Magnetresonanzto-
mografie (MRT) durchgefithrt werden, welche jedoch beide keine kontinuier-
lichen Messungen ermoglichen. Die LDF ist ein wesentlich weniger aufwendi-
ges, ,mobiles” Verfahren, das leicht in den allgemeinen Versuchsaufbau (siehe
Abschnitte 2.5.1 und 2.5.2 auf Seite 35) integriert werden kann.
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Das erstmals von Stern (1975) publizierte Prinzip der LDF kann durch den
optischen Doppler-Effekt erklart werden, einer Theorie, die von der Wellen-
natur des Lichts ausgeht.

Akustischer Doppler-Effekt

Der weitaus gelaufigere akustische Doppler-Effekt nach Christian Doppler
von 1842 beschreibt die Frequenzverschiebung von Longitudinalwellen (Schall)
in Abhéngigkeit von den Relativbewegungen von Schallquelle und/oder Emp-
fanger zum Medium (z.B. Luft). Bewegt sich z.B. ein Krankenwagen auf einen
an der Ampel stehenden Passanten zu, nimmt dieser einen immer hoheren
Ton wahr, der umso tiefer wird, je weiter sich das Auto wieder entfernt. Die-
ser akustische Doppler-Effekt wird in der Sonar-Technik (Sound Navigation
and Ranging) und vor allem in der Ultraschall-Diagnostik genutzt, in welcher
man Schall mit Frequenzen zwischen 1-40 MHz (die menschliche obere Hor-
grenze liegt bei nur 20 kHz) verwendet, der besonders stark an Grenzflachen
unterschiedlicher Gewebe reflektiert wird.

Optischer Doppler-Effekt
Armand Hippolyte Fizeau iibertrug diese Theorie 1848 auf elektromagne-
tische Wellen (Licht). Er demonstrierte, dass sich das Spektrum bei einer
Bewegung der Lichtquelle vom Beobachter weg in den roten Bereich und
zum Beobachter hin in den violetten Bereich verschiebt. Auf diesem Effekt
beruht auch die Bestimmung der Relativbewegungen von Sternen und das
Phénomen der Rotverschiebung von Himmelskérpern in der Astrophysik.

Beim Doppler-Effekt elektromagnetischer Wellen (optischer Doppler-Ef-
fekt) héngt die Hohe der Frequenzénderung nur von der Relativgeschwin-
digkeit v von Quelle und Beobachter zueinander ab, d.h. also nicht von der
Geschwindigkeit beider relativ zum Medium. Deshalb hat es, im Gegensatz
zum akustischen Doppler-Effekt, keinen Einfluss, ob sich dabei Quelle oder
Beobachter oder beide zugleich bewegen. Allerdings éndert sich die Lichtge-
schwindigkeit ¢ zu ¢’ < ¢ wenn sich die Lichtquelle durch ein Medium mit
einer Brechzahl n > 1 (z.B. durch Wasser) bewegt. In Gleichung 2.4 ist, zum
besseren Versténdnis, das Verhéltnis zwischen der beobachteten (fg) und der
gesendeten (fqu) Frequenz dargestellt.

v2

fe = fQqu (2.4)

C/
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Blutflussmessung
Bei der LDF wird ein Laser als Lichtquelle verwendet. Laserstrahlen besitzen,
im Gegensatz zu Licht aus normalen Lichtquellen, ein sehr enges Frequenz-
spektrum (monochromatisch), sind tiber eine weite Strecke kohérent (feste
raumliche und zeitliche Phasenbeziehung zwischen Teilwellen) und verlau-
fen parallel. Nach dem optischen Doppler-Effekt erfihrt kohérentes Licht,
das vom ungerichtet flieBenden Blut der Mikrozirkulation gestreut wird, eine
Frequenzverschiebung und verliert so seine Polarisation (einheitliche Schwin-
gungsrichtung). Die Verdnderung der Frequenz des Lichts durch Streuung
an den bewegten roten Blutkorperchen, verhalt sich proportional zu deren
Geschwindigkeit und betragt bei normaler durchschnittlicher Erythrozyten-
geschwindigkeit etwa 20 kHz (Wolf et al., 1996). Die Streuung an nicht beweg-
ten Bestandteilen des Knochen- oder Hirngewebes fiithrt zu keiner Frequenz-
verschiebung. Das LDF-System besitzt eine oder mehrere Glasfaser-Sonden.

stehender Erythrozyt

bewegter Erythrozyt
& -@

Sender / Empfanger

Abbildung 2.2: Blutflussmessung mit dem optischen Doppler-Effekt
Rechts oben wird eine elektromagnetische Welle (rot) an einem stehenden roten Blut-
korperchen reflektiert. Links unten wird sie von einem, sich auf den Empfanger zu
bewegenden Erythrozyten reflektiert und ihre Frequenz erhoht (in Richtung blau ver-
schoben).

Eine Faser einer Sonde fiithrt Licht der Laserdiode zum Gewebe, eine zweite
Faser empfangt und leitet Streulicht zum Photodetektor des LDF-Systems.
Doppler-verschobene und nicht-verschobene Lichtwellen produzieren ein dy-
namisches Interferenzmuster, welches standige Stromanderungen im Photo-
detektor induziert. Das Spektrum dieser Stroménderungen bzw. das gemes-
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sene Frequenzspektrum des Lichts wird analysiert, um Konzentration und
Stromungsgeschwindigkeit der roten Blutkorperchen zu bestimmen. Dabei
ist die Menge des detektierten Lichts nicht maflgeblich.

Die LDF bestimmt den Gesamtfluss in einem umschriebenen Messvolu-
men. Die genaue Messtiefe und das exakte Messvolumen sind vom Abstand
der Fasern zueinander und der Wellenldnge des Laserlichts abhéngig. Das hier
verwendete System besitzt Sonden mit einem Faserabstand von 0,25 mm und
einen Laser mit der Wellenldnge o = 780 nm. In dieser Konfiguration wird
die GroBe des Messvolumens auf 1 mm?® geschitzt, wobei die Messtiefe ca.
1 mm betrégt. Der rCBF wird dann in systemeigenen Flusseinheiten (perfu-
sion units, PU) angegeben, die sich proportional zur Anzahl und Geschwin-
digkeit der Erythrozyten im Messvolumen verhalten. Da die zu berechnende
GrofBle Blutfluss in % von sehr vielen weiteren Faktoren abhangig ist, wer-
den LDF-Daten meist auf einen Ausgangswert am Anfang des Versuchs nor-
malisiert und dann in Prozent dieses Ausgangswerts, als relativer Blutfluss
angegeben.

Weiterhin musste bei der Positionierung der Sonde(n) beachtet werden,
dass groBerer Gefafle gemieden werden, da deren gerichtete (laminare) Stro-
mung die Messungen verfalschen konnen.

2.4.3 Langsame Summenpotenziale — DC-Potenziale

Die Elektrokortikografische Gleichstrom- (DC-) Messung ist die am haufigs-
ten verwendete Methode fiir den elektrophysiologischen Nachweis der SD
im Tierexperiment. Diese recht einfach anzuwendende Messung des DC-
Potenzials zur Beobachtung der SD wird seit vielen Jahren mit stabilen
Ergebnissen in unserem Labor eingesetzt (Dreier et al., 1995, 1998, 2000,
2004; Petzold et al., 2003; Kleeberg et al., 2004; Wolf et al., 1996). Auf die
bestehenden Theorien der DC-Potenzialentstehung wird in der Diskussion in
Kapitel 4 noch genauer eingegangen.

2.4.4 Untersuchung der Blut-Hirn-Schranke

Um die Auswirkung einer BBB-Offnung auf die zu untersuchenden Parameter
zu testen, wurden die folgenden drei Modelle gewéahlt. Dabei ist nur das DHC-
Modell eine etablierte Methode der BBB-Offnung in der Literatur.

> DHC-Modell (Seiffert et al., 2004)
> BBB-Offnung durch SD (Gursoy-Ozdemir et al., 2004)
> BBB-Offnung durch Endothelin-1 (Stanimirovic et al., 1993)
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2.5 Praparation

2.5.1 Grundpraparation und technischer Aufbau

Die Narkose wurde bei allen Tieren mit Isofluran (4 %) eingeleitet, gefolgt
von intraperitoneal injiziertem Thiopental-Natrium (100%’ Korpergewicht;
Trapanal® von BYK Pharmaceuticals, Konstanz, Deutschland), welches spé-
ter bei Bedarf auch nachgegeben wurde. Hautschnitte wurden zusétzlich mit
dem Lokalanésthetikum Lidocain behandelt.

Nach einer Tracheotomie wurden die Tiere maschinell, mit einem Ge-
misch aus Raumluft und Sauerstoff beatmet (Rodent Respirator, Effenberger
Med.-Techn. Gerétebau, Pfaffing/Attel, Deutschland). AnschlieBend wurden
die linke Arteria und Vena femoralis katheterisiert und nach einer ersten
arteriellen Blutgasanalyse (aBGA) kontinuierlich mit 1mTL physiologischer
Kochsalzlosung (0,9 % NaCl) infundiert. Danach wurde die Ratte in Bauch-
lage gebracht und ihr Kopf wurde in einem stereotaktischen Rahmen fixiert.

Abbildung 2.3: Photos wihrend der OP

Links ist ein Ausschnitt des OP-Platzes mit Mikroskop und Perfusor fiir das kraniale
Fenster sowie die Ratte selbst auf einer Heizunterlage zu sehen. Das rechte Bild zeigt
das kraniale Fenster von Nahem mit zwei Laser-Doppler-Sonden.

Es erfolgte die Praparation des kranialen Fensters, wie in Abschnitt 2.5.2
beschrieben. Fir die epidurale DC-Elektrode wurde rostral des kranialen
Fensters ein Bohrloch von ca. 2mm Durchmesser mit intakter Dura ange-
legt. Eine weitere kleine Bohroffnung rechts temporal, mit gedffneter Dura,
diente der Induktion von SDs durch lokale K*-Applikation oder elektrische
Stimulation. Alle Manipulationen am Kopf der Ratte wurden unter einem
Operationsmikroskop (Leica MZ16 FA, Leica Microsystems AG, Heerbrugg,
Schweiz) mit integrierter Kamera (Leica DFC300 FX Digital Color Camera,
Leica Microsystems AG) in 40-facher Vergroferung durchgefiihrt.
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2.5.2 Praparation des offenen kranialen Fensters

Ich verwendete ein etabliertes Modell der kranialen Fensterung (Lindauer
et al., 1993; Dreier et al., 1995, 1998, 2002a, 2004). Mithilfe eines elektrischen,
durch Kochsalzlosung gekiihlten Dentalbohrers wurde ein ca. 7 x 4mm
groes Knochenstiick tiber dem rechten parietalen Kortex entfernt (Dreier
et al., 1998). Die darunter liegende Dura mater wurde, nach Verédung der
sichtbaren duralen Gefafle per Elektrokoagulation, vorsichtig ge6ffnet und
teilweise entfernt. Danach wurde ein schmaler Wachswall um das Fenster
mit einem schnell aushirtenden Kunststoff (Palladur®) befestigt. Aulerdem
wurden eine Ag/AgCl-Elektrode fir die subdurale ECoG-Messung und ein
diinner Plastikschlauch (58 ym) als Zufluss in den Fensterwall eingearbeitet.
Anschlieend wurden ein bzw. zwei Laser-Doppler-Sonden (Periflux 4001 von
Perimed, Jarfalla, Sweden) auf einem Messstativ, ca. 1 mm iiber der Hirno-
berfldche, im kranialen Fenster befestigt und in den aCSF-Fliissigkeitsspiegel
eingetaucht. Nun erfolgte, mithilfe von ferngesteuerten Mikrometerschrauben
auf weiteren Messstativen, die Platzierung einer rostralen und einer kaudalen
Mikroelektrode im kranialen Fenster. Sie wurden in einem Abstand von ca.
5mm zueinander und einer Messtiefe von 300 um unter der Kortexoberflache
fixiert.

Die Gesamtzeit der Operation betrug durchschnittlich 5 Stunden.

Ag/AgCI-Elektrode
AC/DC-ECoG subdural

Mikroelektrode
DC-ECoG intrakortikal

Mikroelektrode
DC-ECoG intrakortikal

Stimulations-
Fenster

rCBF (kaudal+rostral) Ag/AgCl-Elektrode
Laser-Doppler AC/DC-ECoG epidural

Abbildung 2.4: Versuchsaufbau — Kraniales Fenster

Das offene kraniale Fenster erméglicht im Gegensatz zum geschlossenen, welches mit
einem Glaspldattchen abgedeckt wird, den Einsatz von ionenselektiven Mikroelektro-
den. Es begiinstigt aber durch niedrigere Druckverhéltnisse die Odembildung.
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2.6 Messung

2.6.1 Allgemeines Messprotokoll

Fir jede der drei Verumgruppen (1.DHC, 2.ET-1, 3.ET-1(;_31)) wurden
Untersuchungen in Kontrollgruppen durchgefiihrt, die dem exakt gleichen
Zeitplan der Verumgruppen folgten. Fiir eine bessere Vergleichbarkeit wur-
den auch die Messprotokolle der drei Versuchsserien aufeinander abgestimmt.
Hier wird zunéchst der allgemeine Ablauf einer Messung beschrieben:

Zur Stabilisierung der Elektroden und spéteren Bestimmung eines Ausgangs-
werts fiir relative Messgrofien erfolgten zu Beginn jeder Messung 30 Minuten
Aufzeichnung unter reiner aCSF-Zufuhr (32%) im kranialen Fenster. Da-
nach begann der fiir jede Serie unterschiedliche Hauptteil mit der topischen
Applikation von Pharmaka, aCSF oder Losungsmittel.

In der DHC- und der ET-1-Serie wurden aulerdem Hyperkapnie-Manéver
durchgefiihrt. Dabei wurde durch Beatmung mit einem Gemisch aus 5 % CO,
und 95% Oy fir 5 Minuten, ein Anstieg des paCO, auf 77,5 mmHg (74,5
80,5) und ein Abfall des arteriellen pH-Wertes von 7,38 (7,36-7,4) auf 7,17
(7,14-7,19) herbeigefiihrt. Wahrend Hyperkapnie wurden jeweils eine aBGA
nach Anstieg und eine aBGA nach Normalisierung der expiratorischen C'O,-
Konzentration (ca. 5 Minuten nach Beendigung des Manovers) durchgefiihrt.
Die Tiere der DHC- und ET-1-Serien erhielten anschlieBend 1mL des Farb-
stoffs Evans Blue (2%; 25¢ in 1mL 0,9% NaCl). Am Ende jeder Messung
wurden nochmals je 20-30 Minuten mit reinem aCSF-Zufluss aufgezeichnet.
Anschliefend wurden die Tiere der DHC- und ET-1-Serien noch in Narko-
se dekapitiert und das Gehirn wurde fiir eine spatere Evaluation der BBB
vorsichtig aus dem knochernen Schédel entnommen. Nach einer Spiilung mit
0,9 % iger NaCl-Losung wurde das Hirn in 4 % PFA konserviert und kiihl ge-
lagert. Insgesamt betrug die Messzeit ca. 4-4,5 Stunden.

Die Korpertemperatur der Tiere wurde tiber die gesamte Versuchsdauer
mithilfe einer Heizunterlage auf 37,5 °C konstant gehalten. Die systemischen
Parameter, wie der mittlere arterielle Blutdruck (MAP; RFT Biomonitor,
Zwonitz, Deutschland), der endexpiratorische COy-Partialdruck, die Atem-
frequenz (Heyer COs Monitor EGM I, Bad Ems, Deutschland) und die Tem-
peratur wurden mithilfe eines PC und eines Chart-Rekorders (DASH IV von
Astro-Med, Inc., West Warwick, RI, USA) kontinuierlich aufgezeichnet. Wei-
terhin wurden der pH-Wert, der O,- und der C'O»-Partialdruck des arteriellen
Blutes (paOs, paCO3) in regelméfigen Abstanden durch aBGAs, mit einem
Compact 1 blood gas analyser (AVL Medizintechnik GmbH, Bad Homburg,
Deutschland) bestimmt (siehe Tabelle physiologische Parameter).
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2.6.2 Messprotokoll Serie 1 — DHC

In dieser Serie wurden je zwei Laser-Doppler-Sonden (rostral 4+ kaudal) im
Abstand von ca. 4mm zueinander platziert und das epidurale AC-/DC-
ECoG aufgezeichnet. Weiterhin wurden in der Verumgruppe (n = 7) zwei
K*-Mikroelektroden eingesetzt, wihrend in der Kontrollgruppe (n = 7) ei-
ne K*- (rostral) und eine pH-Elektrode' (kaudal) verwendet wurden. Um
eventuelle Verdnderungen der typischen DC-Antwort nach BBB-Offnung zu
untersuchen, wurden in beiden Gruppen je vier Hyperkapnie-Manéver durch-
gefiihrt und in der DHC-Gruppe zusétzlich eine SD elektrisch (mit 4-5mV)
ausgelost. Der genaue zeitliche Ablauf ist in Abbildung 2.5 dargestellt.

77.5 mmHg HC HC HC HC
o ] ] 1 1
38.3 mmHg
éSD elektrisch
DHC I } : {
n=7 aCSF DHC 2mM topisch J acsF
Kontrollel } : {
n=7 aCSF aCSF aCSF
Evansblue i.v.
Messung 25
oP Histo
T T T T T T T T T T >
0 1h 2h 3h 4h

Abbildung 2.5: Messprotokoll Seriel — DHC

Nach der Stabilisierungsphase wurden zwei Hyperkapnie-Manover (HC) im Abstand
von 30 Minuten zueinander durchgefithrt. AnschlieBend wurde Evans Blue injiziert.
Zehn Minuten spéter begann in der Verumgruppe die zweistiindige, topische DHC-
Applikation (3 mTL) zur lokalen Unterbrechung der BBB, die in der Kontrollgruppe
durch aCSF ersetzt wurde. Danach erfolgten, unter kontinuierlicher Zufuhr von aCSF
in beiden Gruppen, zwei weitere Hyperkapnie-Manéver im Abstand von 30 Minuten,
wobei in der Verumgruppe eine SD vor der vierten Hyperkapnie ausgelost wurde. Am
Ende der Messungen wurden die Hirne aller Tiere, wie im Abschnitt 2.6.1 beschrieben,

konserviert.

!Die Verwendung der pH-Elektrode in der Kontrollgruppe basierte auf einer Protokoll-
dnderung. Idealer Weise wire auch eine zusétzliche pH-Elektrode in der Verumgruppe statt
einer zweiten Kaliumelektrode eingesetzt worden. Wir betrachten den Informationsgewinn
der pH-Messung in der Kontrollgruppe jedoch nicht als ausreichend, um die Wiederholung
der Experimente dieser Gruppe tierschutzrechtlich zu rechtfertigen.
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2.6.3 Messprotokoll Serie 2 — Endothelin-1 und pH

In dieser Serie wurde bei 11 Tieren der Verum-Gruppe (n = 23) und allen
Kontrolltieren (n = 5) mit je zwei pH-Mikroelektroden gemessen. Auch hier
wurden das subdurale und das epidurale AC- /DC-ECoG aufgezeichnet, aber
nur eine Laserdoppler-Sonde eingesetzt. Wéahrend der Messungen wurden
per Kameramikroskop Bildsequenzen des kranialen Fensters aufgenommen,
um SDs spater anhand der Gefa3durchmesserveranderungen visualisieren zu
konnen. Der zeitliche Ablauf ist in Abbildung 2.6 dargestellt.
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Abbildung 2.6: Messprotokoll Serie 2 — Endothelin-1 und pH

Nach der Stabilisierungsphase wurde Evansblue injiziert. Vorher wurde bei sechs von
23 Ratten der Verumgruppe und den fiinf Kontrolltieren ein Hyperkapnie-Man&ver
(HC) im Rahmen der DC-Untersuchungen durchgefiihrt. In der Verumgruppe wur-
den drei aufsteigende Konzentrationen von ET-1 (108 met 10-7 mel ypd 10-6 mat)
in ein-stiindlichen Intervallen topisch appliziert (3 mTL) Bei den Kontrolltieren wurden
unter aCSF-Zufuhr SDs mit Trépfchen von 300 %"l KCI-Loésung im Stimulations-
fenster ausgelost. Die Anzahl und Zeitpunkte der ausgelosten SDs sollten ungefiahr
den SDs unter ET-1 entsprechen. Am Ende der Messungen wurden die Hirne aller
Tiere konserviert.
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2.6.4 Messprotokoll Serie 3 — Endothelin-1(;_3)

In dieser Serie wurden zur Beobachtung von SDs unter ET-1(;_3y) (n=17)
und in den Kontrollen (n = 3) zwei Laser-Doppler-Sonden und eine subdurale
DC-Draht-Elektrode eingesetzt. Der zeitliche Ablauf ist in Abbildung 2.7

dargestellt.
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Abbildung 2.7: Messprotokoll Serie 3 — Endothelin-1; 3

In Serie3 erhielt die Verumgruppe, nach der Einwaschung von aCSF, drei aufstei-
gende Konzentrationen (10~8 mT"l, 1077 mT"l und 1076 mTOl) von Endothelin-1(;_3;) in
topischer Applikation. Diese wurden, wie in der ET-1-Serie, in (ein)stiindlichen Inter-
vallen kontinuierlich (3 mTL) in das kraniale Fenster eingewaschen. Drei Tiere dieser
Serie dienten als Losungsmittelkontrollen und erhielten nach gleicher Praparation und
unter dem gleichen Gerédtesetup nur die drei unterschiedlichen Konzentrationen von
Essigsiure (107°%, 107*% und 1072 %) in aCSF, die zur Losung des ET-1(1_3)
verwendet wurden.

2.7 Statistik

Die aufgezeichneten Daten wurden mit den Programmen LabChart® (AD-
Instruments, New South Wales, Australia), Matlab® (Mathworks, Aachen,
Deutschland) weiterbearbeitet und statistische Tests mithilfe des Programms
Sigma-Stat® (Systat Software GmbH, Erkrath, Deutschland) durchgefiihrt.
Alle Werte wurden, aufgrund der zum Teil kleinen Gruppengrofen, als nicht
normalverteilt angenommen und werden als Median sowie in den ersten und
dritten Quartilen (Q1-Q3) in runden Klammern angegeben. Vergleiche zwi-
schen den Gruppen und wiederholten Messungen wurden mit nonparametri-
schen Rangsummen-Tests vorgenommen, die im Kapitel 3 im Text benannt
werden. Als statistisch signifikant wurde P < 0,05 angenommen.
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Kapitel 3

Ergebnisse

3.1 Physiologie

Alle systemischen Parameter der Versuchstiere blieben tiber die Dauer der
Préparation und Messung innerhalb physiologischer Grenzen (siehe Tabelle
3.1). Eine Ausnahme davon bilden die reversiblen, Hyperkapnie-bedingten
systemischen Veranderungen, welche in Tabelle 3.2 dargestellt sind.

MAP paCO2 paO2 arterieller

in mmHg in kPa in kPa pH-Wert
DHC; n =8 128,3(127-138,3) 5(4,7-5.2) 14,4 (13,9-15,8) 7,39(7,37-7,43)
Kontrolle DHC; n = 8 122,3(118,5-130) 6(5,8-6,5) 15,9 (15,1-16,7) 7,34 (7,33-7,37)
ET-1; n =19 99 (93,5-138,8) 4,7(4,3-5,2) 15,7(15,3-16,7) 17,4(7,39-7,43)
Kontrolle ET-1; n =5 127,5(116-134) 5,7(5,4-5,8) 17(15-18,8) 7,38(7,38-7,39)
ET-1(1_s1y;n =7 122(104,5-133) 5,1(4,7-5,6) 12,1(11,8-13,8) 7,42(7,41-7,44)
Kontrolle ET-1(;_33); n =3 131,5(121,5-134) 5,5(54-5,6) 14,4(12,7-14,4) 7,41(7,41-7,44)

Tabelle 3.1: Physiologische Parameter
Alle Werte sind in Median (fett) und Interquartilenbereich (Q1-Q3) angegeben. Die
Daten der partiellen arteriellen Gasdriicke, paCOs und paOs, wurden wegen der spé-
teren COs-Reaktivitidtsbestimmungen einheitlich in Kilopascal (1kPa ~ 7,5 mmHg)

umgerechnet.

3.2 Datenanalyse

Die Datenanalyse erfolgte anhand von absoluten Veranderungen der lonen-
konzentrationen und des DC-ECoG sowie anhand von relativen rCBF-Veran-
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derungen beziiglich eines Ausgangswerts vom Aufzeichnungsbeginn. Die [K ],
und der pH-Wert wurden mithilfe der leicht abgewandelten Nernst-Gleichung
(siehe Gleichungen 2.2 und 2.3 auf Seite 28) in millimolare Werte (722!)
bzw. pH-Einheiten umgerechnet. Fiir alle Parameter wurden dann jeweils
der Startwert, die hochste Amplitude und die Zeit bis zur Normalisierung
auf den Startwert wihrend Hyperkapnie oder SD abgelesen.

Anschlieflend wurden aus den Daten der Ag/AgCl-Elektroden sowie aus
dem intrakortikalen DC-Potenzial der Mikroelektroden jeweils die Ampli-
tuden der absoluten Potenzialverdnderungen in Millivolt berechnet. Rostrale
und kaudale Werte der Mikroelektroden wurden im Median zusammenge-
fasst, wobei die zeitlichen Differenzen zwischen den Positionen der Mikro-
elektroden fiir die dynamische Darstellung der SD in Oliveira-Ferreira et al.
(2010) verwendet wurden.

Nach Berechnung des paCQOs-Anstiegs aus den aBGA-Werten vor und
wahrend Hyperkapnie wurde der rCBF-Anstieg in k%a des paCOy als Aus-
druck der COs-Reaktivitit des rCBF (rCBF ¢p,) ermittelt. Fiir das intrakor-
tikale DC-Potenzial wurde in &hnlicher Weise die COy-Reaktivitat (DCco,)
in % des paCO; berechnet.

Um die Dauer der Aktivitatssenkung in den hochfrequenten Anteilen des
ECoG zu bestimmen, wurde das Integral des Quadrates (IoP; Integral of
Power) der gefilterten Daten (Bandpass: 1-45 Hz) berechnet. Diese von Dreier
et al. (2006) mit einem Integrationsbereich iiber 60 s eingefithrte Umrechnung
dient der sensitiveren Darstellung von Verdanderungen der ECoG-Amplituden
und wurde bisher nur zur Bestimmung der SD-Dauer verwendet. Die Qua-
drierung der Spannungskurve entspricht dabei einer mathematischen Gleich-
richtung mit gleichzeitiger Verstiarkung insbesondere der hohen absoluten
Amplituden. Das Integral ist dann eine lineare Abbildung der Funktion des
Potenzials tiber die Zeit, wobei mit dem ,iiber die Kurve wandernden® Inte-
grationsbereich auch eine Glattung der Kurve erreicht wird. Die Verwendung
kleinerer Intervalle von nur 10s statt 60s erzielten in meinen Berechnungen
eine hohere zeitliche Auflosung des IoP, welche mir eine genauere Bestimmung
der zeitlichen Korrelationen zwischen Beginn der zerebralen Aktivitatssen-
kung und anderen Parametern auch wahrend Hyperkapnie ermoglichte.

Fiur die nachfolgende statistische Analyse wurden die Daten der einzel-
nen Gruppen sowohl (i) zwischen zeitlich unterschiedlichen Events in einem
Tier (Friedman Repeated Measures Analysis of Variance on Ranks fir wie-
derholte Messungen), (ii) zwischen Verum- und Kontrollgruppe (Wilcozon
Signed Rank Test fiir paarweise Gruppenvergleiche) als auch (iii) unterein-
ander (Kruskal-Wallis One Way Analysis of Variance on Ranks fir multiple
Gruppenvergleiche) auf signifikante Unterschiede getestet.
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3.3 Blut-Hirn-Schranke — Serie 1
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Abbildung 3.1: Hyperkapnie-Parameter der DHC-Gruppe

Die 5-miniitigen Hyperkapnie-Mandéver (rosa unterlegt) fithrten zu einer Senkung des
systemischen Blutdrucks (lila), wéihrend gleichzeitig eine Erhohung des rCBF (rot)
stattfand. Die blaue Linie kennzeichnet die Evans-Blue-Gabe, auf die nach 10 min die
DHC-Applikation (orange) folgte. Auffillig sind ein Evans-Blue-induzierter positiver
DC-Shift sowie ein langsamer Anstieg des rCBF, der ebenfalls in der Kontrollgruppe
zu beobachten war. In der dritten und vierten Spur dieses Original-Datensatzes ist
gut zu erkennen, dass sich die positiven Hyperkapnie-assoziierten DC-Shifts (schwarz)
auch nach BBB-Offnung nicht in Form und Amplitude veréindern.

3.3.1 Langsamer rCBF-Anstieg und positiver DC-Shift
nach BBB-Offnung

Unter Verwendung des DHC-Modells der BBB-Offnung wurden in der ers-
ten Versuchsserie die potentielle Beteiligung der BBB sowohl an der Entste-
hung von DC-Potenzialen als auch an der Generation von SDs untersucht.
Um zu testen, ob eine alleinige Offnung der BBB SDs generiert, erfolgte
in der Verumgruppe dieser Serie eine zweistiindige topische Applikation von
2 millimolarem DHC in aCSF. Wahrend der gesamten DHC-Applikationszeit
stieg in 8 von 8 Tieren der rCBF langsam von 109,1(107,5-111) % auf
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173,1(144,8-184,1) % des Ausgangswertes an (sieche Abbildung 3.1 auf der
vorherigen Seite), aber unterschied sich in diesem langsamen Anstieg nicht
signifikant von der Kontrollgruppe (Wilcoxon Signed Rank Test; P = 0,279).
In 6 von 8 Tieren der Verumgruppe konnte 20 min nach Evans-Blue-Gabe
bzw. 10 min nach DHC-Gabe ein anhaltender Anstieg des DC-Potenzials um
1,0(0,9-1,6) mV beobachtet werden. Nach der Evans-Blue-Gabe wurde auch
in 8 von 8 Kontrolltieren nach 20min ein Anstieg des DC-Potenzials um
0,5 (0,4-0,6) mV gemessen, der jedoch signifikant kleiner war als in der Ver-
umgruppe (Wilcoxon Signed Rank Test; P < 0,001).

Die [KT], dnderte sich nicht signifikant im Vergleich von verschiedenen
Zeitpunkten vor und nach DHC-Gabe. Es fand ebenfalls keine signifikante
[K],-Veranderung im Vergleich zur Kontrollgruppe statt (Wilcoxon Signed
Rank Test; P = 0,505).

3.3.2 Keine spontanen SDs nach Offnung der BBB
durch DHC

SDs wurden anhand von zeitlich leicht versetzt beginnenden Negativierun-
gen der beiden intrakortikalen DC-Potenziale (rostrale und kaudale Mikro-
elektrode) und dem fast zeitgleich auftretenden rCBF-Anstieg identifiziert
(Oliveira-Ferreira et al., 2010). Die damit assoziierte Depression der hoch-
frequenten ECoG-Aktivitét (Bandpass: 1-45 Hz) wurde als ein schnelles Ab-
sinken des Quadrates der ECoG-Amplitude bzw. als schnelle Abnahme der
absoluten Fléche unter der quadrierten Spannungskurve (IoP) definiert. Die
Dauer der jeweiligen Depressionsphase wurde dann aus den IoP-Kurven als
das Interval zwischen Anfang der Depression und beginnender Wiederher-
stellung der hochfrequenten ECoG-Aktivitét bestimmt (Dreier et al., 2006).

In keinem der Verumtiere konnten wahrend der Gesamtdauer der DHC-
Perfusion SDs im Sinne dieser Kriterien beobachtet werden (siche Abbil-
dung 3.1 auf der vorherigen Seite). Jedoch lieen sich am Ende der Messungen
in allen 8 Tieren, trotz gedffneter BBB, elektrisch SDs auslosen.

Diese fithrten in Ubereinstimmung mit der Literatur (Dreier et al., 1998)
zu den folgenden SD-typischen Verdnderungen: Der rCBF stieg kurzzeitig,
fir 1,7 (1,5-1,8) min von 152,1 (139,3-164,5) % auf 287,6 (270-324,6) % an.
In einer anschlieBenden relativen Oligamie in Bezug auf den Startwert sank
der rCBF in 7 von 8 Tieren auf 118,9 (113,4-125) % des Ausgangswertes, um
sich nach 2,2 (1,9-2,6) min wieder zu erholen. Nur die hier gemessene Dauer
der Spreading Oligemia ist, im Vergleich zur Literatur (Piilgaard and Laurit-
zen, 2009), auffallig kurz und wird vermutlich von der von mir verwendeten
Thiopental-Anésthesie beeinflusst.
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Im DC-ECoG konnten negative Potenzialanderungen von 13,2 (9,8-16,5) mV
intrakortikal und von 1,4 (0,8-2,2) mV subdural beobachtet werden, die mit
einem starken [KT],-Anstieg von 2,9 (2,6-3,1) 2% auf 50,7 (48,5-53) ol
assoziiert waren. Das im Subduralraum gemessene DC-ECoG (DCy,;) zeigte
dabei wesentlich kleinere Potenzialanderungen wahrend SD als das intrakor-
tikale DC-ECoG (DC;) der Mikroelektroden (DCyp ~ 5 DC;). Zeitigere
Studien zeigen jedoch trotz geringerer Amplituden eine gute Korrelation bei-
der Potenziale (Dreier et al., 2002a).

3.3.3 Stabile Hyperkapnie-Antwort des DC-ECoGs
nach Offnung der BBB

Zur mehrfach hintereinander durchfiihrbaren, nicht-invasiven Generierung
vergleichbarer DC-Ereignisse, die sich nicht durch langfristige Nachwirkungen
gegenseitig beeinflussen, wurde das Hyperkapnie-Manover nach einem Modell
von Voipio et al. (2003) gewéhlt. Diese Erhohung des COy-Partialdrucks im
Gewebe bewirkt bei Ratten einen voriibergehenden Anstieg des rCBF und ist
mit einer Hyperpolarisation der Nervenzellen assoziiert (Lehmenkiihler and
Poppelmann, 1989). Die dabei messbaren DC-Potenzialanderungen wurden
in dieser Arbeit auf Unterschiede vor und nach Offnung der BBB untersucht
um die Abhéngigkeit der DC-Potenzialentstehung von der BBB zu priifen.
In 6 von 8 Tieren der Verumgruppe und in 8 von 8 Kontrolltieren wur-
den je zwei Hyperkapnien vor und nach DHC- bzw. aCSF-Gabe ausgelost.
Zusatzlich wurde in insgesamt 11 Tieren der ET-1-Serie je ein Hyperkapnie-
Manover vor der ET-1- bzw. KT-Applikation durchgefithrt und als weitere
Kontrolle fiir Hyperkapnie unter Normalenbedingungen ausgewertet.

MAP paCO2 paOa arterieller

in mmHg in kPa in kPa pH-Wert
DHC; n =6 99,0 (97,3-103,8) 9,9 (9,4-10,2) 10,7 (10,3-11,2) 7,14 (7,14-7,17)
Kontrolle DHC; n =8 95,8 (84,9-98,0) 10,5 (10,1-10,6) 10,1(8,9-10,5) 7,17 (7,16-7,17)
ET-1;,n=4 125,0(124,3-128,8)  9,7(9-10,4) 11,2(10,1-12,4) 7,19(7,15-7,19)

Kontrolle ET-1; n = 7 95,0 (82,5-106,0) 9,7 (8,8-10,6) 9,7 (8,5-10,5) 7,22(7,19-7,23)

Tabelle 3.2: Systemische Parameter unter Hyperkapnie

Alle Werte sind in Median (fett) und Interquartilen-Bereich (Q1-Q3) angegeben. Die
Daten fiir die partiellen arteriellen Gasdriicke, den arteriellen pH-Wert und den mitt-
leren arteriellen Blutdruck wurden zeitgleich, ca. drei Minuten nach Beginn der Hy-
perkapnie gewonnen und unterschieden sich nicht signifikant zwischen den einzelnen
Hyperkapnien zu verschiedenen Zeitpunkten.
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Die finfminiitigen Hyperkapnie-Mand6ver fithrten zu einem Anstieg des paCOq
von 5 (4,7-5,2) kPa auf 9,9 (9,4-10,2) kPa, einer Senkung des paOyvon 14,4
(13,9-15,8) kPa auf 10,7 (10,3-11,2) kPa, einer Abnahme des MAP von 128,3
(127-138,3) mmHg auf 99,0 (97,3-103,8) mmHg und einer Azidifizierung des
arteriellen pH-Wertes von 7,39 (7,37-7,43) auf 7,14 (7,14-7,17) pH-Einheiten
(siche Tabelle 3.2 auf der vorherigen Seite).

Diese systemischen Daten wahrend Hyperkapnie unterschieden sich in
einer nonparametrischen Varianzanalyse weder signifikant zwischen den Hy-
perkapnien vor und nach DHC- bzw. aCSF-Applikation noch zwischen den
Werten vor und nach der nur in der DHC-Gruppe ausgelosten SD (Friedman
Repeated Measures Analysis of Variance on Ranks).

DHC-Gruppe Kontrollgruppe

HC1+2 HC3 HC4 HC1+2 HC3 HC4

n==~6 n==~6 n=4 n=28 n=328 n=28
DC; 31 3,0 3,3 2,8 2,8 3,2
(mV) (2,8-3,5) (2,8-3,4) (3,3-3,3) (2,6-3,2) (2,4-3,1) (2,9-3,3)
DCsup 0,8 0,8 0,7 0,3 0,4 0,5
(wV) (0,7-1,0) (0,5-0,9) (0,5-0,9) (0,2-0,6) (0,3-0,7) (0,4-0,6)
DCco, 0,5 0,6 0,7 0,7 0,7 0,7
(,Z’}Xl (0,5-0,6) (0,6-0,7) (0,5-0,8) (0,6-0,8) (0,6-0,8) (0,6-0,8)
[K*]o 0,56 0,84 0,83 0,49 0,64 0,58
(%"l) (0,52-0,77) (0,61-0,94) (0,64-0,89) | (0,47-0,65) (0,60-0,82) (0,52-0,63)
pH 0,14 0,12 0,14
n=7/8 (0,10-0,19) (0,07-0,18) (0,08-0,14)
rCBF 70,6 119,4* 40,8 61,4 91,6 108,2
(%) (52,6-94,6) (112,0-154,9) (35,5-49,2) | (50,0-88,4) (86,0-153,0) (78,4-127,1)
rCBF co, 13,1 34,1* 8,5* 17,1 35,8 21,5
(k;Vga) (7,8-19,7) (25,9-42,4) (8,1-9,2) (14,5-20,6) (25,7-48,8) (17,4-28,5)
MAP 96 100 113 94 98 100
(mmHg) (94-99) (100-110) (95-125) (89-95) (98-100) (90-100)

Tabelle 3.3: Zerebrale Hyperkapnie-Parameter

Alle Werte sind in Median (fett) und Interquartilen-Range (Q1-Q3) angegeben. Die
C'Os-Reaktivitdt des rCBF und des intrakortikalen DC sind hier mit rCBF ¢p, und
DC¢o, abgekiirzt. Auflerdem werden die intrakortikal und subdural gemessenen DC-
Potenziale mit(DC;) bzw. (DCgyp) bezeichnet. Signifikante Unterschiede der rCBF-
Amplituden und der rCBF o, konnten wéhrend der dritten und der vierten Hy-
perkapnie (rot; *) beobachtet werden. Die systemischen Blutdruckwerte (MAP) un-
terschieden sich im Gegensatz zum rCBF nicht signifikant zwischen den einzelnen
Hyperkapnien.
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Die erste Hyperkapnie wurde in der DHC-Gruppe von einem positiven intra-
kortikalen DC-Shift von 3,0 (2,7-3,6) mV fiir 10,5 (10,2-10,8) min und einem
positiven subduralen DC-Shift von 0,9 (0,7-1) mV begleitet. Der rCBF zeig-
te unterdessen eine Hyperperfusion von 95,9 (89,9-97,6) % auf 155,0 (139,0—
186,0) % des Ausgangswertes fir 10,9 (10,1-11,3) min und eine CO,-Reaktivi-
tat von 1,6 (1,3-1,9) %/kPa. Auflerdem konnten zeitlich korrelierend eine ge-
ringe Erhéhunge der [K '], um 0,57 (0,43-0,72) 2% und eine Senkung des
pH-Wertes von 7,40 (7,40-7,42) auf 7,29 (7,25-7,30) pH-Einheiten gemessen
werden (siehe auch Abbildung 3.7 auf Seite 54).

Diese Parameter zeigten keine signifikanten Unterschiede zwischen den
ersten zwei Hyperkapnien jeder Gruppe (Kruskal-Wallis One Way Analysis
of Variance on Ranks), da sie unter gleichen Bedingungen stattfanden. Fiir die
zerebralen Parameter wurden daraufhin jeweils der Median der ersten beide
Hyperkapnien als Wert vor DHC- bzw. aCSF-Applikation weiterverwendet.

Auch die intrakortikalen bzw. subduralen DC-Werte der auf die DHC-
Applikation folgenden dritten Hyperkapnie unterschieden sich nicht signifi-
kant von den Daten vor der BBB-Unterbrechung (Friedman Repeated Mea-
sures Analysis of Variance on Ranks) oder von den Werten der Kontrolltiere
(Wilcoxon Signed Rank Test). Dieses Ergebnis wurde durch eine ebenfalls
konstante C'O,-Reaktivitdt des intrakortikalen DC-Potenzials fiur alle Hy-
perkapnien beider Gruppen bestéatigt.
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Abbildung 3.2: DHC — DC-Potenzial und COs-Reaktivitit des rCBFs
Das intrakortikale DC-Potenzial (linke Abbildung) unter Hyperkapnie zeigte keine
signifikanten Unterschiede vor und nach DHC-Gabe (Wilcoxon Signed Rank Test).
Die rCBF-Amplitude und die COq-Reaktivitdt des rCBF (rechtes Bild) der dritten
Hyperkapnie in der DHC-Gruppe (lila) unterschieden sich signifikant * von den ersten
beiden Hyperkapnien vor BBB-Offnung (Wilcoxon Signed Rank Test; P = 0,031)
jedoch nicht von der dritten Hyperkapnie der Kontrollgruppe (braun).

Der rCBF-Anstieg in der Verum-Gruppe von 124,4 (122-129,7) % auf 242
(221,8-284,6) % des Ausgangswertes fur 10,3 (9,5-11,2) min war jedoch si-
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gnifikant hoher (Wilcoxon Signed Rank Test; P = 0,031) als vor der BBB-
Offnung, und zeigte eine ebenfalls hohere CO,-Reaktivitit von 34,1 (25,9
42,4) % /kPa (siche Abbildung 3.2). Interessanter Weise unterschieden sich die
rCBF-Amplituden der jeweils dritten Hyperkapnie nicht signifikant zwischen
Verum- und Kontrolltieren (Wilcoxon Signed Rank Test), sodass dieser Ef-
fekt nicht auf die DHC-Gabe zuriickgefithrt werden kann. Alle Hyperkapnie-
Parameter sind zur Ubersicht noch einmal in Tabelle 3.2 dargestellt.

3.3.4 Verringerte CO,-Reaktivitat des rCBFs nach SD

Nach der dritten Hyperkapnie-Phase wurde nur in der DHC-Gruppe eine SD
ausgelost. Anschlieend wurde in 4 von 8 Tieren dieser Gruppe und allen
Kontrolltieren ein viertes Hyperkapnie-Mandver durchgefithrt, welches keine
signifikanten Veranderungen der DC-ECoG- oder [K*],-Antworten im Ver-
gleich zu den ersten drei Hyperkapnien beider Gruppen zeigte (Friedman
Repeated Measures Analysis of Variance on Ranks). Es fand jedoch in der
DHC-Gruppe eine Reduktion der rCBF-Amplitude auf 40,8 (35,5-49,2) %
statt, welche sich signifikant von den ersten drei Hyperkapnien beider Grup-
pen und von der vierten Hyperkapnie der Kontrollgruppe unterschied (Mann-
Whitney-U-Test; P = 0,048). Dieses Ergebnis spiegelte sich auch in der auf

8,5 (8,1-9,2) k%a gesunkenen CO,-Reaktivitat des rCBFs nach SD wider.

3.3.5 Neue vereinfachte Methode zur Quantifizierung
der Evans-Blue-Extravasation

In einer nachfolgenden histologischen Untersuchung sollte nun die tatséchlich
aufgetretene BBB-Offnung gesichert werden. Das im folgenden beschriebene
Verfahren zur Beurteilung der BBB-Integritédt in histologischen Praparaten
wurde wahrend der Untersuchungen zu Serie 1 (DHC) entwickelt und konnte
in dieser Form in der Literatur noch nicht gefunden werden. Es bedarf weder
material- noch zeitintensiver Vorbehandlungen der Rattenhirne und ermog-
licht durch Automatisierung eine sehr schnelle und fiir alle Gruppen exakt
gleiche Kalkulation ohne subjektive Beeinflussung der Ergebnisse.

Nach Beendigung der Messungen und somit ca. 3h nach intravenoser
Evans-Blue-Injektion wurden die Hirne der Tiere aus den Serien 1 und 2 (ET-
1 und DHC) entfernt und fiir mindestens 48 Stunden in PFA gekiihlt gelagert.
Spater wurden daraus je fiinf 2 mm-dicke Hirnschnitte (Koronalschnitte) an-
gefertigt, welche mit der digitalen Kamera des Prapariermikroskops in einer
Vergroflerung von x10 und einer Auflosung von 96 dpi fotografiert wurden.
Die Bilder wurden zunéchst als 48 Bit-RGB-Bilder im ,,.tiff“-Format gespei-
chert und dann in Matlab®-Variablen eingelesen. Pro Versuchstier wurde ein
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repréasentativer Hirnschnitt auf Hohe des kranialen Fensters ausgewéhlt, wel-
cher, wie im Folgenden beschrieben, mit einem eigenen Programm ausgewer-
tet wurde.

Algorithmus

Die genaue Position des Hirnschnittes innerhalb des Bildes wird mithilfe
von Filtern identifiziert und in einer bindren Maske gespeichert. Die obe-
ren 20% der Maske werden als ROI (Region Of Interest) definiert, welche
grob das temporale Kortexareal représentiert, ohne die wesentlich signal-
reicheren Ventrikel einzuschlieen. Innerhalb dieser ROI werden nach be-
stimmten farblichen und beidseits gleichen, rdumlichen Kriterien jeweils zwei
50x50 Pixel-grofe (ca. 0,3 mm?) Quadrate in der Hemisphére des kranialen
Fensters (rechts) und in der kontralateralen Hemisphére (links) ausgewéhlt.
Zur visuellen Kontrolle zeichnet die Routine zusétzlich die gewéhlten Qua-
drate in das Bild jedes Schnittes ein (Abbildung 3.3).

Originalphoto

Abbildung 3.3: Matlab Routine

Am Beispiel eines Hirnschnitts aus der DHC-Gruppe: Aus dem Originalphoto wurde
zuerst die Lokalisation des Hirnes (A) innerhalb des Bildes identifiziert. Die blaue
Schicht (B) des RGB-Bildes wurde von den anderen beiden Farbschichten getrennt.
Danach wurden die vier gleichgrofien Quadrate bestimmt(C). Dabei wurde ein Qua-
drat (blau) im Bereich des kranialen Fensters gewahlt sowie ein ipsilaterales (weif})
und zwei kontralaterale (weifl) Quadrate aulerhalb des Fensterbereiches.

Da das RGB-Farbmodell additiv ist, reprasentiert der blaue Kanal am besten
die Menge des blauen Farbstoffes Evans Blue, deshalb werden die Mittelwerte
der blauen Intensititen zur weiteren Berechnung verwendet. Die Offnung der
BBB wurde dann mithilfe der in der Literatur haufiger zu findenden Target-
to-Background-Ratio (TBR) beurteilt. Dabei wird der Austritt von Evans
Blue aus den Gefaflen in die unmittelbare Umgebung des kranialen Fensters
(Target) im Verhéltnis (Ratio) zur kontralateralen Hemisphére (Background)
angegeben. Fir die hier als ,,normalisiert” bezeichnete TBR wurden die Werte
der ROI zusétzlich auf einen ipsi- und einen kontralateralen Bereich aufler-
halb dieser Region bezogen. Anschliefend wurde statistisch auf Unterschiede
zwischen den einzelnen Gruppen getestet.
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3.3.6 Frithe BBB-Offnung durch DHC

Es wurden die Hirne von 8 (von 8) Verum- und 6 (von 8) Kontrolltieren
der DHC-Serie sowie von 7 (von 19) Verum- und allen 5 Kontrolltieren der
ET-1-Serie histologisch ausgewertet. Drei bis 3,5 Stunden nach Beginn des
potentiell BBB-6ffnenden Ereignisses unterschied sich die TBR der DHC-
Verum-Gruppe mit 1,4 (1,3-1,6) signifikant (*) von allen drei anderen Grup-
pen (Kruskal-Wallis One Way Analysis of Variance on Ranks; P = 0,001).
Die ET-1-Gruppe zeigt nach dieser kurzen Zeit jedoch weder einen Unter-
schied zur ET-1-Kontrollgruppe mit K*-induzierten SDs noch zu den nur
Kontroll-operierten Tieren.

2
o *
= 1
5] 1
T ! TBR TBR
e ..
2 normalisiert
S | }—
= i
()] Cn—
< 0 i = DHC; n=8 1,4(1,3-16) | 1,5(1,4-1,7)
: == =
= 1 Kontrolle DHC; n=6  0,9(0,8-1) 1,1(1,1-1,2)
(=]
S ET-1; n=7 1,0(1,0-1,1) | 1,2(1,1-1,2)
DHC shamDHC ET-1 shamET-1  Kontrolle ET-1; n=5 1,1(1,0-1,1) | 1,1(1,1-1,2)
Abbildung 3.4: BBB-Offnung Tabelle 3.4: Histologische Parame-

Drei Stunden nach DHC-Applikation ter

zeigte die DHC-Gruppe (lila) eine si- Alle Werte sind in Median (fett) und
gnifikante (*) BBB-Offnung im Gegen- Interquartilen-Range (Q1-Q3) angege-
satz zu der ET-1-Gruppe (lila) und ben.

zu den beiden (sham-) Kontrollgruppen

(braun).

3.3.7 Verminderte Nervenzellaktivitat
wiahrend Hyperkapnie-Antwort

Bei der Auswertung der Hyperkapnie-Antworten fiel in den AC-Anteilen des
ECoG eine verminderte Aktivitéit, das sogenannte Burst-Suppression-Muster
auf. Zur Quantifizierung wurden zwei verschiedene Anséitze verwendet:

1. Auszéhlen der einzelnen Bursts vor und wahrend Hyperkapnie sowie

2. Berechnung der Amplitude der loP-Verdanderung wihrend Hyperkapnie
in Prozent der normalen Aktivitét.
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Die Quantifizierung dieser Beobachtung wurde in dieser Arbeit nur exempla-
risch an der ersten bzw. an den ersten beiden Hyperkapnie-Antworten der
ET-1-, der DHC- und deren Kontrollgruppen gezeigt (siche Tabelle 3.5 sowie
Abbildung 3.5). Die Werte der verschiedenen Gruppen konnten dabei zusam-
mengefasst werden, da die ersten beiden Hyperkapnie-Phasen noch vor dem
Zeitpunkt der topischen Applikationen stattfanden und somit unter gleichen
Bedingungen durchgefithrt wurden.
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8 e s
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0
Ausgangswert Aufstieg Plateau Erholung nach HC

Abbildung 3.5: Neuronale und vaskulidre Hyperkapnie-Antwort im Ver-
haltnis zu pH-Wert und Kaliumkonzentration

Hier wurden zu fiinf Zeitpunkten der ersten und zweiten Hyperkapnie-Antwort Werte
der jeweiligen Parameter von n = 26 Tieren im Median zusammengefasst und zusam-
men mit dem Interquartilenbereich dargestellt. In der ersten Spur ist die verminderte
Nervenzellaktivitdt (Burst-Suppression) im subduralen ECoG mithilfe des berechne-
ten IoP (blau) in mTVz aufgezeigt. Es ist auerdem zu erkennen, wie der pH-Wert dem
Verlauf des ECoG-IoP zeitlich folgt (rot in der zweiten Spur). Die extrazellulire Ka-
liumkonzentration (22°) sndert sich dagegen kaum (griin in der dritten Spur). Die
beiden unteren Reihen zeigen die vaskuldren Fluktuationen der gleichen Zeitpunkte,
die mithilfe des Quadrates aus den langsamen und den hochfrequenten Anteilen des
rCBF (in LDF-Einheiten zum Quadrat) berechnet wurden.

Die ToP-Werte des subduralen ECOG; und des hochfrequenten intrakortikalen
ECoG betrugen 0,39 (0,26-0,94) “ und 3,03(2,54-3,34) ™ und dauer-
ten fiir 570 (491-618) s bzw. 630 (601-645) s an.
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Das entspricht einer ToP-Anderung des intrakortikalen ECoG auf 91 (61—
131) % des Ausgangswertes vor Hyperkapnie. Der extrazellulire pH-Wert
anderte sich dabei um -0,06 (-0,13-0,00) pH-Einheiten fiir 407 (399-476) s
und der arterielle pH-Wert zeigte ebenfalls eine Abnahme um (-0,21 (-0,24—
(-0,18)) pH-Einheiten). Die extrazellulire Kaliumkonzentration dnderte sich
mit 0,02 (-0,09-0,11) ™9 picht signifikant wihrend Hyperkapnie.

L
Amplitude Amplitude  Verzégerung  Dauer

in % ins ins
loP ECoG 0,39 85 17 570
in %; n=22 (0,26-0,94) (70-107) (13-35) (491-618)
loP DC-ECoG 3,03 91 20 630
in m;ﬂ; n=26 (2,54-3,34) (61-131) (13-35) (601-645)
zerebraler pH; -0,06 99 0 407
n=14 (-0,13-0) (98-100) (0-4) (399-476)
art. pH; -0,21 97
n=19 (-0,24—(-0,18))  (97-98)
K+t 0,02 101
in mmol, n = 15 | (-0,09-0,11) (97-104)
loP rCBF-LF; 1,21 149 12 579
in %; n =126 (0,45-3,26) (71-394) (3-16) (553-682)
loP rCBF-HF; 0,11 76 12 579
in %; n =26 (0,04-0,37) (36-219) (3-16) (553-682)

Tabelle 3.5: Amplitude und Dauer der IoP-Veranderung wiahrend HC
Alle Werte sind in Median (fett) und Interquartilen-Bereich (Q1-Q3) angegeben. Die
ToP-Amplitude wurde auflerdem prozentual zum Ausgangswert vor Hyperkapnie be-
rechnet. Da sich die Gruppen der DHC- und der ET-1-Serie zum Zeitpunkt der ersten
beiden Hyperkapnie-Phasen im Versuchsprotokoll nicht voneinander unterschieden,
konnten die Werte hier zusammengefasst werden. Die Verzogerung gibt den Beginn
der IoP-Verénderungen relativ zum Start des Hyperkapnie-Manévers an. In den ToPs
der langsamen und den hochfrequenten Anteilen des rCBF (hier mit -HF und -LF
bezeichnet) spiegeln sich vaskuldre Fluktuationen wider.

Aufgrund dieser interessanten Beobachtungen sollen im Anschluss an diese
Arbeit weitere Untersuchungen zur Senkung der Nervenzellaktivitiat durch
Erhéhung der CO,-Konzentration in der Atemluft und der Ursache dieses
Effektes durchgefiihrt werden, sodass der Zusammenhang mit einer aussage-
kraftigen statistischen Power gezeigt werden kann.
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3.4 pH-Wertveranderungen — Serie 2

In der Literatur wurden mehrfach durch ET-1 verursachte BBB-Stérungen
postuliert (Stanimirovic et al., 1993; Narushima et al., 1999; Matsuo et al.,
2001). Diesen ET-1-Effekt konnte ich jedoch, in Voruntersuchungen zu die-
ser Arbeit, nicht fiir einen frithen Zeitpunkt (< 3h) nach ET-1-Applikation
nachvollziehen. Daher vermutete ich eine indirekte und somit spatere BBB-
Offnung durch ET-1.

Ein moglicher Mechanismus hierfiir ist die Induktion einer Ischamie die
durch ihren anaeroben Stoffwechsel mit nachfolgendem Laktatanstieg einen
pH-Abfall und spéter alle Folgen eines Energiemangels im Gewebe verur-
sacht. Da Hinweise auf eine ischimische BBB-Offnung existieren, und ET-1
auBerdem hochst wahrscheinlich Ischdmien induziert (Dreier et al., 2009),
untersuchte ich den potenten Vasokonstriktor ET-1 in dieser Serie in seiner
Beeinflussung des intrazerebralen pH-Wertes und damit auf Nachweise einer
Ischéamie.

20 DC-ECoG intrakortikal 0 DC-ECoG intrakortikal
- mv HC
my ——ﬂL_‘ s —_’\-/M
0
Kalium extrazellular Kalium extrazellular
___PL | o WW‘M
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e N
7
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Abbildung 3.6: Ionenkonzentrationen wiahrend SD und Hyperkapnie
SDs (links) sind mit einem negativen DC-ECoG-Shift, einem kurzen steilen [K*],-
Anstieg und einer Azidose, welche einem kurzen pH-Anstieg folgt, assoziiert.Die Ant-
wort auf funfmintitige Hyperkapnie (rechts) beeinhaltet einen positiven DC-ECoG-
Shift, einen kleinen langsamen [K*],-Anstieg und eine Senkung des pH-Wertes.

Normalerweise, in physiologischem Gewebe, ist SD durch eine kurze alkali-
sche pH-Wert-Verschiebung und eine nachfolgende ldnger andauernde Azi-
difizierung charakterisiert. Bestatigend hierzu, waren auch die durch K+
induzierten SDs in naivem Kortexgewebe in der ET-1-Kontrollgruppe mit
einer SD-typischen, kurzen schnellen Alkalisierung von 7,38 (7,37-7,42) auf
7,63 (7,56-7,64) pH-Einheiten assoziiert. Dieser folgte dann eine langsame
Azidifizierung auf 7,12 (7,07-7,26) pH-Einheiten, welche fiir 84 (70-91) s an-
dauerte.
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In der ET-1-Verumgruppe war, im Gegensatz zu den Kontrolltieren, eine in-
itiale langsame Azidifizierung von 7,38 (7,28-7,39) pH-Einheiten zu Beginn
der ET-1-Applikation auf 7,20 (7,16-7,24) pH-Einheiten vor der ersten SD
zu beobachten, welche typisch fiir eine Ischdmie-induzierte SD ist. Weiter-
hin ist in Abbildung 3.7 eine auffillige initiale rCBF-Senkung noch vor dem
Auftreten der ersten SD zu erkennen, welche wahrscheinlich durch eine ET-
1-induzierte Vasokonstriktion verursacht wird.
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Abbildung 3.7: Atypische pH-Antwort auf ET-1-induzierte SD

In dieser Abbildung eines meiner Experimente aus Oliveira-Ferreira et al. (2010) ist
die, mit einem Cluster von ET-1 (1 £ TZOZ) -induzierten SDs assoziierte, extrazellulérere
pH-Antwort (Zeilen 3 und 4) dargestellt. Das hier erstmals beschriebene, atypische
pH-Muster in SD 3 und 4 der kaudalen pH-Wert-Aufzeichnung wird im nachfolgenden
Abschnitt genauer betrachtet. Die Zeilen 1 und 2 enthalten die rostrale (blau) und
die kaudale (rot) intrakortikale DC-ECoG, welche ebenso wie die pH-Werte mit pH-
sensitiven Mikroelektroden aufgezeichnet wurden. Der kaudale rCBF in Zeile 5 sinkt
noch vor der ersten SD und zeigt im Verlauf eine durch mehrfache, kurz nacheinander

auftretende SDs (SD-Cluster) bedingte Hyperamie.
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Der Beginn des negativen DC-Shifts wurde von einer kurzen schnellen Al-
kalisierung auf 7,37 (7,33-7,46) pH-Einheiten begleitet, gefolgt von einer
langsamen pH-Wertsenkung auf 6,88 (6,79-6,95) pH-Einheiten, welche fiir
196 (103-311) s anhielt.
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Die dritte und vierte SD der Abbildung 3.7 auf der vorherigen Seite zeigen
kaudal einen schnellen pH-Wert-Anstieg, welcher zunéchst von einer langsa-
men Azidifizierung und dann von einer zweiten, wesentlich langsameren Al-
kalisierung gefolgt wird, wéhrend rostral nur der schnelle alkalische Anstieg
gefolgt von der langsamen Alkalisierung zu sehen ist. Diese langsame transi-
ente Alkalisierung auf 7,32 (7,27-7,36) pH-Einheiten fir 197 (167-211) s trat
in sieben Tieren der ET-1-Gruppe auf wobei zu einigen Messzeitpunkten nur
die zweite langsame Alkalisierung anstatt der langsamen Azidifizierung be-
obachtet werden konnte.

Die hier erstmals gezeigte, verzogerte, langsame Alkalisierung unter ET-1-
Exposition stellt ein atypisches Muster der SD-induzierten pH-Antwort dar,
welches moglicherweise auf der in Abbildung 3.7 dargestellten Hyperamie
nach SD-Clustern basiert (Oliveira-Ferreira et al., 2010). Dieser voriiber-
gehende rCBF-Anstieg infolge des SD-Clusters konnte dabei kurzzeitig die
Sauerstoff- bzw. Energiezufuhr steigern und so die anaerob gesteigerte Lak-
tatproduktion in der Ischamieregion senken.

Interessanterweise ist in Abbildung 3.7 aulerdem eine variierende Dauer
der negativen DC-Shifts von aufeinander folgenden SDs zu sehen, wéhrend
SDs in metabolisch nicht-beeintréachtigtem Gewebe eher uniform auftreten.
Die stufenweise Erhohung der ET-1-Konzentration von 10%“ auf 1 %Ol
fithrte hier zu eine geringfiigig verlangerten negativen DC-Verschiebung, die
sich jedoch von den stark verlangerten DC-Shifts, welche bei sofortiger Appli-
kation von 1 %Ol (Oliveira-Ferreira et al., 2010) beobachtet werden kénnen,
unterscheiden.

3.4.1 Weitere Hinweise auf Ischamie

Die Kameraaufzeichnungen der Serie 2 wurden in dieser Arbeit nicht quan-
titativ ausgewertet. Sie lieferten jedoch Hinweise auf eine Vasokonstriktion
der Arterien wihrend ET-1-Gabe: In den Filmen und einzelnen Bildern der
integrierten Kamera des OP-Mikroskops sind eindeutig mit SD assoziierte,
starke Verengungen der Arterien beobachtbar, die bis zu nicht mehr sicht-
baren (komplett kollabierten) Gefafien unter der eingestellten 40-fachen Ver-
groferung fiihrten. Ein quantitativer Nachweis dieser Beobachtung erfolgte
spéater im Rahmen der Studie von Oliveira-Ferreira et al. (2010) mithilfe ei-
nes neuen, extra fiir diesen Zweck entwickelten Auswerteprogramms fiir die
Kamerabilddaten.
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3.5 Endothelin-1_3;) — Serie 3

3.5.1 Endothelin-1(;_3;) induziert
Spreading Depolarizations in vivo

In der Literatur wurde ich auf das theoretisch auch im Gehirn vorkommende
ET-14_3) (Baltatu et al., 1997) aufmerksam, welches eine Reihe von phy-
siologischen und pathologischen Funktionen mit dem 21-AS-Peptid ET-1 in
anderen Organen teilt. Ich vermutete, dass auch ET-1(;_3;) SDs auslosen
kann und untersuchte drei aufsteigende Konzentrationen (1078 mT"l, 1077 mT"l
und 1076 mTOl in aCSF) des 31-AS-Peptids in topischer Applikation. Tatséch-
lich zeigten alle Tiere der ET-1(;_31)-Gruppe (n = 7) der Serie 3 typische SDs
mit den nachfolgenden Werten (siche auch Tabelle 3.6 auf der nédchsten Seite)

und bestétigten somit die Gemeinsamkeit mit E'T-1 in dieser Eigenschaft.
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Abbildung 3.8: SD — Originalaufzeichnung einer ET-1(;_3;)-induzierten SD
Die Negativierung des subduralen DC-ECoG (schwarz in der ersten Spur) und die
simultane Depression der hochfrequenten (AC-) ECoG-Aktivitat (grau) sind Kenn-
zeichen der SD. Die beiden unteren Reihen zeigen den ebenfalls typischen Anstieg
des rCBF (in % des Ausgangswertes) wihrend SD mit einer kleinen Zeitverzogerung
zwischen rostralem und kaudalem rCBF, einem Zeichen der SD-Ausbreitung.

ET-1(_31) bewirkte eine Abnahme des rCBF auf 91,2 (85,6-97,5) % des Aus-
gangswertes vor der ersten SD und fiihrte anschlieBend wahrend SD zu einer
Hyperdmie von maximal 179,1 (168,3-184,6) %, welche 93 (83,5-107,5) s an-
dauerte. Gleichzeitig mit der Depression der hochfrequenten ECoG-Aktivitat
konnte eine Negativierung des langsamen Gleichstrompotenzials mit einer
Amplitude von 3,8 (3-4,4) mV fiir 97 (83-139) s wiahrend SD beobachtet wer-
den (siche Abbildung 3.7 auf Seite 54).
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Die genannten Parameter, DC-ECoG-Amplitude und Dauer sowie rCBF-
Anstieg und Dauer, unterschieden sich nicht signifikant von denen der ET-
l-induzierten SDs in Serie 2 (Wilcoxon Signed Rank Test).

Beide ETs losten somit in allen Tieren typische SDs aus, deren DC-
ECoG- und rCBF-Werte mit den Daten aus vorhergehenden Veroffentlichun-
gen (Dreier et al., 2002a) vergleichbar sind. Erwartungsgemafl traten in der
Kontrollgruppe (n=3) der Serie 3, in welcher nur das Losungsmittel Essigsiu-
re in den Konzentrationen 107° 72t 10~4 2% ynd 107% 22 in aCSF topisch
appliziert wurde, keine SDs auf. Interessanter Weise zeigte auch die Senkung
des rCBF durch die Endothelin-induzierte Vasokonstriktion vor der ersten
SD keinen signifikanten Unterschied zwischen beiden ETs (Wilcoxon Signed
Rank Test; P = 1,0), jedoch unterschieden sich beide Peptide signifikant in
der Dauer bis zum Auftreten der ersten SD (sieche Abschnitt 3.5.2 auf der

néchsten Seite).

Endothelin-1(1.21) Endothelin-11-31) ET-1(; o) ET-1(;_31)
n=19 n=7 n =19 n=7
100 ¢ 19 [l 7
DC-ECoG 3,5 3,8
80 (mV) (2,8-5,3) (3-4,4)
14- . . DC-ECoG- 73 97
(%) . . . Dauer (s) (64-95) (83-139)
50 rCBF vor SD 89,4 91,2
. . . (%) (77,5-113,5) | (85,6-97,5)
. . . Hyperdmie 208 179,1
20 (%) (143,5-233,9) | (168,3-184,6)
3
s | . l I l rCBF- 86 93
Dauer (s) (78-98) (84-108)

2 A % 2 A %
O A0 A0 O A0 A0
ET-1 Konzentrationen (M)

Abbildung 3.9: Potenz der ETs Tabelle 3.6: Parameter der ersten

Der Vergleich zwischen den Schwellen-
wert-Konzentrationen der SD-Induktion
von ET-1(;_5;) (Séulen rechts) und ET-
I(1-31) (Sdule links) deutet auf einen
geringeren Effekt von ET-1(;_3;) hin.
Dieser Unterschied war statistisch signi-
fikant (P < 0,001; zweiseitiger Fisher-
Exakt-Test). Die Losungsmittelkontrol-
len (n = 3) zeigten keine SDs.

SD unter ET

Es konnten keine Unterschiede in Be-
zug auf DC-ECoG- und rCBF-Ver-
dnderungen sowie deren zeitlichen Ver-
lauf (Wilcoxon Signed Rank Test) zwi-
schen ET-1- und ET-1(; _3;)-induzierten
SDs beobachtet werden. In beiden Grup-
pen traten ebenfalls Abnahmen (De-
pressionen) der hochfrequenten ECoG-
Aktivitaten auf.
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3.5.2 ET-1(_y) fithrt in nanomolaren Losungen
haufiger zu SDs als ET-1(;_3)

In der Literatur wurde gezeigt, dass ET-1(;_51) in einer Konzentration von
1077 29 SDs auslést (Dreier et al., 2002a). Ich untersuchte drei stufenweise
ansteigende Konzentrationen von ET-1 (1078 mTOZ, 1077 mT"l und 107° mTOZ in
aCSF) auf ihre Potenz in der Auslésung von SDs in der ET-1-Gruppe (n =
19) der Serie 2. Die aufeinander folgenden topischen Applikationen der drei
ET-1-Losungen fir jeweils 1h fiithrten in allen Tieren zu SD. Dabei zeigten
drei Tiere (15,8 %) dieser Gruppe SDs unter allen drei Konzentrationen wo-
hingegen elf Tiere (57,9%) erst unter der mittleren und funf (26,3 %) nur
unter der hochsten Dosis von 1076 mTOl SDs entwickelten.

Im Gegensatz dazu loste ET-1(;_3), das in den gleichen drei Verdiin-
nungsstufen und unter den gleichen Bedingungen appliziert wurde, nur in der
hochsten Dosis von 1076 mT"l SDs aus und lie8 somit eine schwéchere Potenz
vermuten. Da insbesondere in kardiovaskuldren Funktionen eine niedrigere
Potenz fiir ET-1(;_3) beschrieben wurde (Suzaki et al., 2003), iiberpriifte
ich diese Beobachtung statistisch. Dazu wurde eine notige Schwellenwert-
Konzentration der ETs von unter 10~° mTOl zur Auslosung der ersten SD als
kategorische Variable definiert, die den Wahrheitswert ,,1¢ annimmt, wenn
die erste SD unter den Verdiinnungen 10~® mTOZ und/oder 1077 mTOl auftrat.
Die Testung ergab einen signifikanten Unterschied (P < 0,001; zweiseiti-
ger Fisher-Exakt-Test) zwischen den Verteilungen und unterstiitzt somit die
Moglichkeit einer tatsachlich unterschiedlichen Potenz beider strukturell ver-
wandter Peptide in der Induktion von SDs.



Kapitel 4

Diskussion

4.1 BBB-Auswertung

4.1.1 Abhangigkeit ET-1-induzierter SDs von der
BBB-Integritat

Hypothese A, dass ET-1 SDs iiber eine BBB-Offnung induziert, welche Se-
rumkomponenten den direkten Kontakt zu Neuronen erméglicht, wird von
den Ergebnissen meiner Arbeit nicht unterstiitzt: Die topische Applikation
von 2 %"l DHC fiihrt zu einer frithzeitigen, lokalen BBB-Offnung (Seiffert
et al., 2004). Dies konnte ich anhand der lokalen Evans-Blue-Extravasation
in das Hirngewebe, mithilfe des von mir entwickelten Algorithmus zeigen.
Jedoch traten, trotz der signifikanten lokalen BBB-Offnung in Serie 1, kei-
ne SDs auf. Eine BBB-Offnung allein fiihrt somit nicht unbedingt zu SD-
Entstehung. Gemeinsam mit meinen Beobachtungen aus Serie 2, dass ET-1
keine frithzeitige Evans-Blue-Permeabilitat der BBB verursacht, bzw. dass
ET-1-induzierte SD ohne nachweisbare BBB-Offnung auftreten kann, ist die
Hypothese A eher unwahrscheinlich.

Es gibt verschiedene Hinweise in der Literatur, die eine SD-Entstehung
an der BBB befiirworten: Beispielsweise kann ET-1 in akuten Hirnschnitten,
welche keine intakte BBB aufweisen, keine SDs induzieren. Diese Beobach-
tung stellt jedoch keinen indirekten Nachweis fiir die Beteiligung der BBB
dar, denn ein wesentlicher Aspekt von Hirnschnitt-Experimenten ist die feh-
lende Blutzirkulation, wodurch anderen Eigenschaften von vaskularisiertem
Gewebe in vivo, wie die physikalischen Auswirkungen von Scherkriften auf
das Endothel oder Vasokonstriktion, ebenso fehlen. Eine weitere Studie zeigt,
dass ET-1-induzierte SDs tiber den ET 4-Rezeptor ausgelost werden (Klee-
berg et al., 2004).

59
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Dieser Fakt schlie8t die SD-Vermittlung iiber die BBB nicht aus, es gewinnt
jedoch die vasokonstriktorische Wirkung des E'T 4-Rezeptors im Kontext mei-
ner Ergebnisse mehr an Bedeutung in der SD-Auslosung durch ET-1. Es ist
somit wesentlich wahrscheinlicher, dass ET-1 SD ischamiebedingt auslost und
die BBB-Storung als spétere Folge der Ischdmie und/oder der SD auftritt.

4.1.2 DC-Potenzialanderungen und BBB-Integritit

Hypothese B, dass die mit Hyperkapnie assoziierten DC-Shifts durch Po-
tenzialanderungen an der intakten BBB entstehen, konnte in dieser Arbeit
nicht verifiziert werden: Die DC-Antworten auf wiederholte Hyperkapnie-
Manéver in meinen Experimenten sind mit Daten aus der Literatur (Leh-
menkiihler et al., 1999) vergleichbar, und entwickelten auch nach der BBB-
Offnung durch topisch appliziertes DHC in Serie 1 keine signifikanten Unter-
schiede hierzu. Wiirde der DC-Shift wahrend Hyperkapnie tatséchlich, wie
von Lehmenkiihler et al. (1999) vermutet, von der BBB-Integritat abhén-
gig sein, miisste eine Unterbrechung der BBB die DC-Antwort auf Hyper-
kapnie verhindern oder zumindest verédndern, da dann der Potenzialaufbau
iiber die BBB nicht mehr moglich ware. Da jedoch keine Veranderungen der
Hyperkapnie-Antworten nach BBB-Offnung in meinen Experimenten statt-
fanden, scheint es hochst unwahrscheinlich, dass die positiven DC-Shifts wéh-
rend Hyperkapnie in der Ratte eine Potenzialdnderungen an der intakten
BBB reprasentieren.

Es ware jedoch moglich, dass trotz Permeabilitit der BBB fiir Makro-
molekiile, wie dem Evans-Blue-Albumin-Komplex, noch immer eine Selekti-
vitat fiir kleine Tonen (z.B. Nat, K) aufrecht erhalten werden kann und
die BBB somit doch fir die Entstehung des DC-Shifts bzw. der Potenzial-
anderungen wahrend Hyperkapnie verantwortlich ist. Aus dieser Vermutung
konnte man weiterhin die wichtige Erkenntnis schlussfolgern, dass eine BBB-
Permeabilitat fiir Makromolekiile nicht unbedingt eine Durchléssigkeit fiir
kleinere Ionen bedeuten muss. Die Ursache dafiir konnte in der unterschied-
lichen Nutzung der para- und transzelluliren Passagewege der BBB durch
die Molekiile und Ionen liegen.

DC-Shifts durch DHC
Wahrend der DHC-Applikation in der Verumgruppe der Serie 1 trat ein posi-
tiver DC-Shift auf. Zum gleichen Zeitpunkt (10 min nach Evans-Blue-Gabe)
konnte in der Kontrollgruppe (ohne DHC) eine signifikant kleinere positive
DC-Veranderung beobachtet werden, sodass der DC-Shift der Verumgruppe
zumindest teilweise auf DHC zurtickzufiihren sein kénnte. Dies lasst vermu-
ten, dass eine BBB-Offnung zu einer DC-Potenzialverschiebung fithren kann.
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Nita et al. (2004) berichteten sogar von einem starken, anhaltenden Anstieg
des DC-Potenzials unter intrakarotidaler DHC-Applikation und schlussfol-
gerten daraus eine Beteiligung der BBB an der DC-Potenzialentstehung. Je-
doch erinnert die von den Autoren in diesem Kontext veroffentlichte Abbil-
dung in Form und Amplitude des DC-Potenzials an anoxische Depolarisa-
tionen (Dreier et al., 2006) und wire somit nicht der BBB-Offnung durch
DHC sondern eher der konzentrierten intrakarotidalen Applikation des star-
ken Detergenz in der Studie dieser Arbeitsgruppe zuzuschreiben.

Aufgrund der Beobachtung, dass der positive DC-Shift ebenfalls in der
Kontrollgruppe auftrat, kénnte dieser zunéchst auf die BBB-Offnung zuriick-
gefiihrte Effekt auch andere Ursachen haben: Er kénnte in meinen Experi-
menten z.B. als ein Artefakt durch das kurz zuvor applizierte Evans Blue
interpretiert werden. Denn der blaue Farbstoff reagiert in Losung sauer und
senkte so wahrscheinlich kurzzeitig den intrakortikalen pH-Wert. (Der hier
implizierte enge Zusammenhang zwischen DC-Potenzialen und dem extrazel-
luldren pH-Wert wird in Abschnitt 4.2 auf Seite 64 noch ausfiihrlicher dis-
kutiert.) Die der Evans-Blue-Gabe nachfolgende DHC-Applikation und die
dadurch bedingte BBB-Offnung in der Verumgruppe kénnten einen Evans-
Blue-assoziierten DC-Shift dann noch etwas verstdrkt haben, da sich der
blaue Farbstoff nach der BBB-Offnung zusétzlich auch extravasal ansam-
meln konnte. Der hier beobachtete positive DC-Shift konnte somit entweder
auf eine tatsdchliche Beteiligung der BBB an der Entstehung bestimmter
D(C-Shifts hinweisen oder er stellt eine Evans-Blue-induzierte Potenzialande-
rung dar, welche durch die BBB-Offnung verstéirkt wurde.

Beeinflussung des rCBF durch BBB-Offnung

In der Verumgruppe trat ein langsamer persistierender rCBF-Anstieg auf,
der zeitlich mit dem Beginn der DHC-Gabe zusammenzufallen schien. Je-
doch stieg der rCBF auch in der Kontrollgruppe an und unterschied sich
in diesem Anstieg nicht signifikant zwischen beiden Gruppen. Somit haben
die Offnung der BBB oder eine direkte DHC-Wirkung hochst wahrscheinlich
keinen Einfluss auf diesen rCBF-Anstieg. Eventuell ist dieser langsame per-
sistierende Anstieg einer durch Volumengabe (u.a. NaCl und Evans Blue)
bedingten leichten systemischen Hypertonie zuzuschreiben.

Burst-Suppression-Muster
Das Burst-Suppression-Muster im EEG ist durch (i) Phasen ohne kortikale
Aktivitat (isoelektrische Linie im EEG), und (ii) dem periodischen Auftreten
von hohen, spitzen Amplituden niedriger Frequenz charakterisiert (Swank
and Watson, 1949). Burst Suppression tritt unter anderem wihrend Koma,
Anésthesie, Hypoxie und verschiedenen Intoxikationen auf.
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Das wahrend Hyperkapnie im DC-ECoG meiner Experimente zu beobachten-
de Burst-Suppression-Muster, stellt eine C'O5-bedingte, verminderte Nerven-
zellaktivitat dar. Sie entsteht vermutlich durch die schon von Lehmenkiihler
and Poppelmann (1989) beschriebene Hyperpolarisation der Neurone wéh-
rend Hyperkapnie und durch die konsekutive pH-Wertsenkung.

Diese Beobachtung konnte wichtig fiir ein Kalibrierungsverfahren des
BOLD (Blood-Oxygenation-Level-Dependent) -Kontrasts in der funktionel-
len MRT (fMRT) sein. In der fMRT nutzt man die unterschiedlichen ma-
gnetischen Eigenschaften von oxygeniertem und desoxygeniertem Blut, um
regionale Blutflussdnderungen sichtbar zu machen, welche auf einen erhohten
Stoffwechsel durch neuronale Aktivitdt zuriickgefithrt werden. Davis et al.
(1998) fiihrten eine Formel zur Berechnung von Anderungen der Rate des
zerebralen Sauerstoffverbrauchs (CMROy; cerebral rate of oxygen consump-
tion) aus CBF- und BOLD-Signaldanderungen (6S) wéhrend Stimulation ein:

55(%) = A(1 — nCBV*"? x nCMROY) (4.1)

Der Exponent « setzt das zerebrales Blutvolumen (CBV) und den CBF im
sogenannten ,steady state“ in Beziehung zueinander und wurde experimen-
tell mit o = 0,38 in Rhesusaffen bestimmt (Grubb et al., 1974). Die Ter-
me nCBV und nCMRO, stehen fiir die zu ihren jeweiligen Ausgangswerten
normalisierten CBV- bzw. CMRO,-Werten. Der Parameter [ reprasentiert
die Abhéngigkeit der Transversalrelaxationsrate von der Konzentration des
desoxygenierten Bluts und wurde mit § = 1,5 bei einer Feldstéirke von 1,5
Tesla berechnet (Davis et al., 1998). Die Konstante A stellt die maximale
theoretisch mogliche BOLD-Signalanderung dar, fiir deren Festlegung (Kali-
brierung) die CBF- und BOLD-Anderungen wihrend eines Stimulus aufge-
nommen werden miissen, welcher trotz unbeeinflusster neuronaler Aktivitat
und Stoffwechsel die CBF- und BOLD-Signale &dndert.

Zappe et al. (2008) vermuteten, dass die meist zur BOLD-Kalibrierung
eingesetzte Hyperkapnie-Induktion kein solcher iso-metabolischer Stimulus
ist. Die Autoren zeigten in ihrer Studie, dass die spontane neuronale Aktivitat
schon durch moderate Hyperkapnie signifikant reduziert wird. Diese Beob-
achtungen konnte ich anhand meiner Ergebnisse auch fiir Ratten bestatigen.
Zappe et al. (2008) schlugen deshalb die alternative Induktion von Hypero-
xie zur BOLD-Kalibrierung vor, da diese Methode nicht nur einen gréfieren
Toleranzbereich im Vergleich zu Hyperkapnie aufweist, sondern auch unab-
hangig vom relativ niedrigen Signalrauschverhaltnis von CBF-Messungen ist
(Chiarelli et al., 2007).
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4.1.3 Keine akute BBB-Offnung nach SD-Induktion

Bei der Testung der drei Modelle zur frithen BBB-Offnung, lie8 sich die Hy-
pothese C, dass SD allein eine frithe BBB-Offnung nach weniger als drei
Stunden induziert, nicht bestitigen: Es konnten weder bei den ET-1- noch
bei den K*-induzierten SDs der Serien 1 und 2 akute BBB-Storungen mit der
hier verwendeten histochemischen Methode detektiert werden. Als Positiv-
Kontrolle diente dabei die starke lokale BBB-Offnung durch DHC (Seiffert
et al., 2004), welche sich nach weniger als drei Stunden durch eine Evans-
Blue-Extravasation zeigte. Dass SD ohne eine nachweisbare frithe Offnung der
BBB auftritt, ldsst eine verzogerte und somit eher indirekte BBB-Storungen
durch SD vermuten. In meinen Experimenten kénnte jedoch auch eine BBB-
Offnung mit fehlender frither Permeabilitét fiir Makromolekiile nach SD auf-
getreten sein.

Keine akute BBB-Offnung durch ET-1

Weiterhin konnte ich zeigen, dass ET-1 keine akute BBB-Offnung verursacht.
Es ist zu vermuten, dass die in der Literatur beschriebene BBB-Offnung erst
spater als drei Stunden nach ET-1-Applikation auftritt und dann vermutlich
eine Folge der induzierten Ischimie ist. In Ubereinstimmung hierzu, beob-
achteten Narushima et al. (1999) eine BBB-Offnung durch ET-1 in Hunden
erst nach 48 Stunden. Stanimirovic et al. (1993) beschrieben, im Gegensatz
dazu, eine Durchléssigkeit von humanen zerebralen Endothelzellkulturen fiir
schweres Chrom (°'Cr) und Laktatdehydrogenase schon eine Stunde nach
ET-1-Gabe. Jedoch verwendeten die Autoren dabei recht hohe Konzentra-
tionen von bis zu 10 ‘”Z"l ET-1 in wvitro, sodass die Ursachen und Zeitanga-
ben der endothelialen Permeabilitatserhohung nicht unbedingt mit meinen
in vivo-Experimenten vergleichbar sind.

Meine Ergebnisse stehen auflerdem im Widerspruch zu einer weiteren
Studie, in welcher gezeigt wurde, dass Matrixmetalloproteinase-9 (MMP-9)
zur Entstehung von BBB-Durchlissigkeit, Odembildung und undichten Ge-
fiBen nach mechanisch ausgeldster SD in Ratten beitrigt (Gursoy-Ozdemir
et al., 2004). Laut dieser Studie begann die MMP-9-Aktivierung schon 15—
30 Minuten nach SD-Induktion in der Matrix kortikaler Blutgefédfie und ca.
drei Stunden spéater auch in den Nervenzellen. Die Autoren berichteten ei-
ne frithe BBB-Offnung drei Stunden nach SD-Induktion, wobei die BBB-
Permeabilitat mithilfe der Evans-Blue-Extravasation nach der Methode von
Katayama et al. (1978) quantifiziert wurde.

Es ist moglich, dass meine Methode der BBB-Auswertung nicht sensitiv
genug ist, um zeitige, sehr geringfiigige BBB-Durchlassigkeiten zu detektie-
ren. Auf der anderen Seite verwendete ich eine wesentlich weniger invasive
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Technik der SD-Induktion mit K *-Tropfen (150 £22) in einem etwas entfern-
ten Stimulationsfenster, sodass tatsachlich nur die Wirkung von SD auf die
BBB in gesundem Gewebe getestet wurde. Die von Gursoy-Ozdemir et al.
(2004) gewdhlte Nadelstichverletzung (pin-prick) kénnte das Auftreten so-
wie den zeitlichen Verlauf der BBB-Offnung beeinflusst haben. Anhand mei-
ner Ergebnisse wiirde ich darauf schliefien, dass die friihzeitige BBB-Offnung
durch mechanisch ausgeldste SD in vivo in der Studie von Gursoy-Ozdemir
et al. (2004) eher durch die Kombination der Verletzung mit SD als durch

SD allein bedingt wurde.

4.2 DC-Potenzial- und ph-Wertanderungen
wihrend SD

4.2.1 ET-1-induzierte pH-Wert-Senkung vor SD
liefert Hinweise auf Ischamie

Hypothese D, dass vor ET-1-induzierter SD, ahnlich wie bei Depolarisatio-
nen in der Penumbra fokaler zerebraler Ischamien, ein langsamer pH-Abfall
auftritt, konnte in der Serie 2 meiner Experimente bestétigt werden: Die kon-
tinuierliche extrazellulare pH-Wert-Aufzeichnung mithilfe pH-sensitiver Mi-
kroelektroden wéihrend topischer ET-1-Applikation zeigte fir Ischamie ty-
pische Verédnderungen des kortikalen extrazelluldren pH-Werts. Zusatzlich
lieferten die Kameraaufzeichnungen der Serie 2 ebenfalls Hinweise auf eine
Vasokonstriktion der Arterien wihrend ET-1-Gabe.

Diese Beobachtung konnten wir in der Studie Oliveira-Ferreira et al.
(2010), mithilfe eines neuen Matlab®-Auswertungsprogramms fiir Kame-
raaufzeichnungen des OP-Mikroskops dann auch quantitativ bestatigten. Da-
bei wurden im gleichen Versuchsaufbau die Durchmesser von groflen, mittle-
ren und kleinen arteriellen Widerstandsgefafien vor ET-1-Gabe mit Kamera-
bildern kurz vor der ersten SD verglichen. Wir zeigten in genannter Studie,
dass signifikante Verengungen von mittleren und kleinen pialen Arteriolen
den ET-1-induzierten SDs, gemeinsam mit einer kortikalen rCBF-Senkung im
ET-1-tiberspiilten Fenster vorausgehen (Oliveira-Ferreira et al., 2010).
Im Zusammenhang mit den in der Literatur beschriebenen Beobachtungen,
dass

(i) vor den in der Penumbra fokaler zerebraler Ischdmien auftretenden De-
polarisationen (Nedergaard and Hansen, 1993) genau wie vor ET-1-
induzierten SDs (Hansen and Olsen, 1980; Dreier et al., 2002c) eine
Steigerung der [K], auftritt;
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(ii) vor diesen Depolarisationen in der Penumbra ein stetiger, langsamer
pH-Abfall stattfindet (Taylor et al., 1996) und

(iii) die GefdBmorphologie wihrend ET-1-induzierter SD Vasokonstriktio-
nen der Arterien zeigt (Oliveira-Ferreira et al., 2010);

entstehen ET-1-induzierte SDs vermutlich als Folge einer ET-1-induzierten
Ischdmie. Die in der Penumbra fokaler zerebraler Ischédmien auftretenden
Depolarisationen sollten demnach ebenfalls als SDs bezeichnet werden.

4.2.2 Weitere Hinweise auf Ischamie

Hypothese E, dass ET-1-induzierte und durch K™ ausgeloste SDs ahnliche
Entstehungsmechanismen besitzen, wurde von meinen Ergebnisse nicht un-
terstiitzt: ET-1 induzierte SDs in Serie 2 zeigten signifikant langere DC-Shifts
als die durch K ausgelosten SDs der Kontrollgruppe, welche in physiologi-
schem Gewebe wanderten. Eine wahrscheinliche Erklarung hierfir ist, dass
ET-1 tber eine Ischdmie zur Beeintrachtigung energieabhéngiger Prozesse
fithrt, die fiir die Repolarisation nach SD erforderlich sind. Zum Beispiel ist
vermutlich die Funktion der ATP-abhéngigen Na*/K*™-Pumpe gestort, die
eine herausragende Bedeutung fiir die Repolarisation besitzt (LaManna and
Rosenthal, 1975).

Weiterhin fehlt bei K "-induzierten SDs der extrazellulare pH-Wert-Abfall
vor dem Auftreten der ersten SD, welcher in ET-1-Anwesenheit auf eine Lak-
tatansammlung durch den anaeroben Stoffwechsel bei Ischamie hinweist. In-
teressanterweise konnte wahrend des SD-induzierten rCBF-Anstiegs unter
ET-1 eine voriibergehende, langsame Alkalisierung beobachtet werden, wel-
che ebenfalls bei SD in physiologischem Gewebe fehlt. Die vortibergehende
Alkalisierung entsteht vermutlich dadurch, dass die vorbestehende ischami-
sche Laktatazidose durch den SD-induzierten rCBF-Anstieg kurzzeitig ver-
mindert wird. Es konnte hier gezeigt werden, dass durch ET-1 und durch
erhohtes K induzierte SDs sich grundsétzlich in ihren pH-Antworten und
damit hochst wahrscheinlich auch in ihren Entstehungsmechanismen unter-
scheiden. Die Ergebnisse lieferten ebenfalls weitere Hinweise auf die ischami-
sche Genese der ET-1-induzierten SD.

4.3 ET-1(1_31)

4.3.1 ET-1(;_3) induziert SD

Hypothese F, dass ET-1(;_31) typische SDs in vivo in dhnlicher Weise wie
ET-1 induziert, wird durch die Resultate der Serien 2 und 3 gezeigt:
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Alle mit ET-1(;_3;) behandelten Tiere entwickelten typische SDs, jedoch erst
in signifikant hoheren Konzentrationen als ET-1. Da ET-1(;_31) somit weniger
potent SD auslost als ET-1, konnten es eine Rolle fiir neue Behandlungsal-
ternativen des Vasospasmus nach aSAB spielen. Moglicherweise besitzt ET-
1(1-31), ahnlich wie ET-1, akute, prognostisch ungiinstige Effekte, wie die
vasokonstriktorische Wirkung, und subakute positive Auswirkungen auf z.B.
Entziindung oder Angiogenese nach der akuten Ischdmie (Cui et al., 2001).

Daher ware es wichtig, in zukiinftigen Studien zu untersuchen, ob positive
und negative Effekte von ET-1 und ET-1(;_3;) miteinander korrelieren oder
ob ET-1(;_3;) eventuell sogar eine relativ starkere positive Wirkung aufweist.
Falls diese Vermutung bestétigt wiirde, wére es ein interessanter Ansatz, den
ET-1-Stoffwechsel nach aSAB medikamentos, mithilfe von Inhibitoren der
Enzyme ECE-1 und NEP 24.11 zu beeinflussen, um ungtinstige ET-1-Effekte
so gering wie moglich zu halten und gleichzeitig eine wahrscheinlich not-
wendige Grundaktivierung der ET 4-Rezeptoren durch ET-1(;_3;) zu erhalten
(Jorks et al., 2011a). In dieser Hinsicht ist es besonders interessant, dass der
negative Effekt SD zu induzieren, hier fiir ET-1(,_3;) wesentlich schwécher
ausgepragt war als fir ET-1.

AuBerdem war die Zeit bis zur ersten SD nach ET-1(;_31)-Applikation
signifikant langer als bei ET-1, obwohl sich die rCBF-Werte vor den ersten
SDs in beiden Versuchsgruppen nicht unterschieden. Es scheint daher, als ob
ein bestimmter Schwellenwert des rCBF existiert, ab welchem beide ETs SD
auslosen bzw. SDs allgemein ausgelost werden.

4.4 Kritische Betrachtung der Ergebnisse

4.4.1 Multifaktorielle DC-Shift-Entstehung

Fir die Entstehung des DC-Potenzials wahrend SD gibt es drei wichtige
Theorien, die im Folgenden kurz erlautert werden:

> Gliale Pufferung: Astrozyten versuchen, die neuronale Aktivitat zu
stabilisieren bzw. wiederherzustellen, indem sie den pH-Wert in engen
Schranken regulieren. Dies legt eine Beteiligung der Gliazellen an der
DC-Potenzialentstehung nahe, wobei vermutlich die vermehrt vaskular
und astrozytdar im Gehirn vorkommende Karboanhydrase eine wich-
tige Rolle spielt. Da DC-Antworten auf SD auch auftreten, wenn die
elektrische Hirnaktivitdat durch z.B. Narkotika schon reduziert ist, wur-
de frither vermutet, dass das DC-Potenzial glial und das AC-Potenzial
neuronal generiert werden (Lehmenkiihler et al., 1999).
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> Neuronale Potenzialverschiebungen: Seit Anfang des 20. Jahrhun-
derts wird die urspriinglich fiir Signalverluste in telegrafischen Unter-
seekabeln entwickelte Kabeltheorie, auch als mathematisches Model fiir
die elektrischen Strome in Nervenfasern verwendet.

> Potenzial iiber der intakten BBB: Die BBB erhélt durch ihre re-
striktive Funktion und ihre aktiven Ausgleichmechanismen ein elektri-
sches Potenzial aufrecht, welches mit der DC-Potenzialentstehung as-
soziiert wird.

DC-Potenzialinderungen wahrend SD
Es ist bekannt, dass neuronale Massendepolarisationen wahrend SD und
epileptischer Aktivitdt mit DC-Potenzialénderungen assoziiert sind (Dietzel
et al., 1989). Diese sogenannten DC-Shifts kénnen sowohl in vivo als auch in
Hirnschnitten, welche keine intakte BBB mehr besitzen, beobachtet werden
(Dreier and Heinemann, 1991; Dreier et al., 2002a). Daher ist es wahrschein-
licher, dass das DC-Potenzial wahrend SD im Hirnparenchym generiert wird
und nicht an der BBB.

Bestétigend hierzu zeigten Messungen wihrend SD und epileptischer Ak-
tivitdt unterschiedliche DC-Profile in Abhéangigkeit von der Messtiefe der
Elektroden und wiesen so auf die lokale Entstehung des DC-Potenzials im
Hirnparenchym hin (Canals et al., 2005). Weiterhin zeigten kortikal und epi-
kranial aufgezeichnete DC-Potenzialdnderungen wahrend SD und epilepti-
scher Aktivitét in Ratten die gleiche Polaritat (Lehmenkihler et al., 1991).
Aktuell wurde dies auch fiir SDs in Patienten bestéatigt, welche sowohl im
an der Hirnoberfliche gemessenen ECoG, als auch im gleichzeitig aufgezeich-
neten konventionellen EEG mit einem negativen DC-Shift assoziiert waren
(Drenckhahn et al., 2012).

DC-Potenzialanderungen wihrend HC
Hyperkapnie war in meinen in-vivo-Experimenten, im Gegensatz zu SD, mit
einem positiven DC-Shift im Neokortex assoziiert. In aktuellen Hirnschnitt-
Experimenten unserer Arbeitsgruppe wurden jedoch negative DC-Shifts als
Antwort auf Hyperkapnie nachgewiesen. Dieser Unterschied in der Polari-
tat der DC-Potenzialdnderungen befiirwortet die Hypothese, dass die schon
in fritheren in-vivo-Studien gemessenen, positiven Hyperkapnie-induzierten
DC-Shifts im Kortex von Ratten, Hasen, Ziegen und Hunden (Woody et al.,
1970) an der BBB generiert werden.

Die Entstehung des mit Hyperkapnie assoziierten DC-Shifts an der Grenz-
flache zwischen Blut und Gehirn wird auch von anderen Studien unterstiitzt,
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welche zeigten, dass diese DC-Shifts ein von der Messtiefe unabhéngiges,
homogenes Profil im Kortex und der weiflen Substanz aufweisen (Amzica,
2002; Caspers et al., 1987; Wurtz and O’Flaherty, 1967; O’Leary and Gold-
ring, 1964). Damit existiert ein klarer Unterschied zu den von der jeweiligen
kortikalen Schicht abhéngigen DC-Gradienten wahrend SD oder epileptischer
Aktivitat.

Lehmenkiihler et al. (1999) beschrieben, dass Hyperkapnie-induzierte DC-
Shifts in Ratten epikranial gemessen eine genau entgegengesetzte (negative)
Polaritat im Vergleich zu intrakortikal oder epidural gemessenen, positiven
Potenzialanderungen hatten, welche auch in meinen Experimenten auftra-
ten. Anhand dieser Resultate scheint der DC-Shift wihrend Hyperkapnie,
im Gegensatz zu SD, keinen neuronalen Ursprung zu haben.

Dennoch koénnten auch die Hyperkapnie-assoziierten DC-Shifts durch Neu-
rone generiert werden: Dazu miisste, in Anlehnung an die Kabeltheorie, die
beobachtete pH-Wertabnahme im Kortex ungleichméfig verteilte Zonen neu-
ronaler Hyperpolarisation hervorrufen, welche dann intrazelluldre und trans-
membrane Stréme induzieren und so zu DC-Shifts fithren.

Die Kabeltheorie fiir Nervenfasern versucht die orts- bzw. entfernungs-
und zeitabhédngigen Potenzialveranderungen in Nervenfasern, insbesondere in
Dendriten zu berechnen. Sie berticksichtigt dabei den transversalen Strom-
verlust, welcher unter anderem durch

(i) den Langswiderstand des Zytosols,

(ii) den endlichen Widerstand der Zellmembran, der einen Austausch zwi-
schen dem Intra- und dem Extrazelluldrraum begiinstigt, sowie

(iii) durch die Membrankapazitivitit, die einen Strom zur Membran hin
erzeugt, entsteht.

Nach der Kabeltheorie wiirde ein Strom innerhalb der Pyramidenzellen zu
den stéirker hyperpolarisierten Regionen flieen. Er wiirde auflerdem die Zel-
len an Stellen mit mehr pH-Wert-abhiangigen K*-Kanalen verlassen und
konnte an weniger hyperpolarisierten Stellen wieder in die Zellen eintreten,
da dort weniger dieser K "-Kanale vorhanden sind, welche bei Azidose 6ffnen
Der Nettostrom aus den Zellen wiirde dann ein dynamisches jedoch stabi-
les positives Potenzial in den &ufleren Anteilen der hyperpolarisierten Zell-
membranen produzieren, welches in der Summe als positiver extrazellulérer
DC-Shift gemessen werden konnte. Ein analoger Mechanismus inhomogener
neuronaler Membranpolarisation stellt die Basis fiir z.B. die extrazelluldren
postsynaptischen Feldpotenziale oder fiir den negativen DC-Shift wahrend
SD dar (Herreras, 1990; Canals et al., 2005).
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Fiir den Hyperkapnie-assoziierten DC-Shift ist diese Theorie jedoch so nicht
anwendbar. Wie oben erwédhnt, ist Hyperkapnie in verschiedenen Studien
mit einem homogenen intrakortikalen DC-Profil assoziiert, welches keine zo-
nalen Gradienten aufweist (Amzica, 2002; Caspers et al., 1987; Wurtz and
O’Flaherty, 1967; O’'Leary and Goldring, 1964).

Astrozyten konnten, im Sinne eines lokalen glialen Pufferungsmecha-
nismus, fur vor allem K*-Ionen, ebenfalls zu der extrazellularen DC-Poten-
zialdinderung beitragen (Dietzel et al., 1989). Es wird vermutet, dass Astrozy-
ten Kt am Ort hoher Konzentration aufnehmen, mithilfe interzellularer elek-
trischer Verbindungen (gap junctions), weiterleiten und an entfernter Stelle
wieder an den Extrazellularraum abgeben. Zudem soll die K*-Freisetzung
aktivierter Neurone, bzw. die Angleichung der intra-und extrazellularen K-
Konzentrationen eine Depolarisation lokaler Astrozyten verursachen (Dietzel
et al., 1989). Zum Potenzialausgleich wiirde ein Strom entstehen, der inner-
halb und zwischen benachbarten Astrozyten vom Zentrum der neuronalen
Depolarisation weggeleitet wird. Der Verlust positiver Ladung im Depola-
risationszentrum wiirde dann zu einem negativen, extrazellular messbaren
DC-Shift und zu einem positiven DC-Shift in der Peripherie fiithren.

Lehmenkiihler et al. (1985) nahmen an, dass Neurone die Ursache der
lokalen [K*],-Erhéhung sind, da der K"-Anteil am extrazelluldren Gesamt-
volumen unbeeinflusst blieb und die K*-Permeabilitit der BBB wahrend
Hyperkapnie sank. Ahnlich den in-vivo-Ergebnissen von Lehmenkiihler and
Poppelmann (1989), war Hyperkapnie in meinen in-vivo-Experimenten und
in aktuellen Hirnschnitt-Experimenten unserer Arbeitsgruppe mit einem ge-
ringen Anstieg der [KT], assoziiert. In Ubereinstimmung mit der Theorie der
glialen Pufferung eines neuronalen Kaliumausstroms (i) zeigten Lehmenkiih-
ler and Péppelmann (1989), dass kortikale Gliazellen wahrend Hyperkapnie
depolarisieren, und (ii) Hirnschnitt-Experimente unserer Arbeitsgruppe de-
monstrierten eine kleine negative DC-Verschiebung wéhrend Hyperkapnie.

Umso tiberraschender ist das Ergebnis meiner Studie, in welcher die BBB
durch DHC fiir Makromolekiile ge6ffnet wurde, jedoch der positive Hyperkap-
nie-assoziierte DC-Shift nach dieser BBB-Offnung keine Verdnderung zeig-
te, obwohl alle Hinweise fiir seine Entstehung an der intakten BBB spre-
chen. Weiterhin fand ich keine erhéhten Basiswerte der [K™], nach topischer
DHC-Applikation: Sowohl im Vergleich von verschiedenen Zeitpunkten vor
und nach DHC-Gabe als auch im Vergleich zur Kontrollgruppe anderte sich
die [K™T], nicht signifikant. Wenn tatséchlich ein nach BBB-Offnung auftre-
tender Elektrolytausgleich zwischen Serum und Hirnparenchym stattfand,
miisste jedoch auch ein Anstieg der [K], zu beobachten sein, da die K-
Konzentration im Serum hoher als im Liquor ist (Bondoli et al., 1981).
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Diese Beobachtungen fithren zu der hochinteressanten jedoch kontroversen
Schlussfolgerung, dass die elektrische Schranke zwischen Blut und Hirngewe-
be nicht unbedingt mitzerstort wird, wenn die BBB-Permeabilitat fiir Ma-
kromolekiile wie Albumin erhoht wird, obwohl die dabei wichtigen Ionen
wesentlich kleiner sind.

Es gibt zwei Wege, die durch die BBB normalerweise versperrt sind, einen
transzellularen und einen parazellularen, wobei der parazellulare Weg durch
Zonulae occludentes verschlossen wird und bei Offnung den Austausch von
kleinen Molekiilen, wie Kalium erlauben wiirde. Dass sich die [K ], nach
DHC-Gabe nicht énderte, zeigt, dass mit groler Wahrscheinlichkeit nur der
transzellulaire Weg fiir Makromolekiile durch DHC gedffnet wird, weshalb
eine Evans-Blue-Extravasation auftritt, wahrend der parazellulare Weg unter
DHC vermutlich geschlossen bleibt.

Alternativ konnte es sein, dass Kalium zwar vom Serum in das Intersti-
tium gelangt, aber die Astrozyten es so effizient abpuffern, dass es zu keiner
[onenkonzentrationsanderung kommt. Das ist jedoch eher unwahrscheinlich,
da es einer gewissen glialen Reaktionszeit auf den [K*],-Anstieg bedarf und
so wenigstens eine kurze Schwankung des [K], messbar sein misste. Es ist
ebenfalls sehr unwahrscheinlich, dass die DC-Messungen an Stellen im Kor-
tex stattfanden, die nicht vom DHC erreicht wurden. Denn in diesem Fall
héatte mindestens eine Verminderung der positiven Hyperkapnie-induzierten
DC-Anderung auftreten miissen, da mithilfe des neuen Algorithmus gezeigt
wurde, dass ein recht grofies Areal von der BBB-Offnung betroffen war. Der
fehlende [K™*],-Anstieg nach DHC-Gabe konnte auch nicht durch Verdin-
nungseffekte erklart werden und l&sst somit nur den Schluss zu, dass die BBB
unter DHC selektiv fiir kleine Ionen, insbesondere KT, geschlossen blieb.

4.4.2 PH-Wert unter Hyperkapnie

Da in meinen Untersuchungen das DC-Potenzial wihrend Hyperkapnie in
seinem Profil und zeitlichen Verlauf sehr gut mit dem extrazellularen pH-
Wert korreliert, ldsst sich eine direkte Abhéangigkeit des DC-Potenzials vom
pH-Wert vermuten. Serie 2 dieser Arbeit zeigte, dass in vivo, unter erhohtem
pCO; der Atemluft, sowohl eine Senkung des arteriellen als auch des ex-
trazelluldaren, zerebralen pH-Werts stattfindet. In Hirnschnitten wurde eben-
falls eine pH-Wertabhangigkeit der Depolarisationen und Hyperpolarisatio-
nen verschiedener Nervenzellschichten unter Hyperkapnie beschrieben (Leh-
menkiihler and Péppelmann, 1989).

Zusammenfassend deuten die beobachtete, zeitlich mit dem positiven DC-
Shift korrelierende, reversible Verminderung der neuronalen Aktivitét (Burst
Suppression) und die gleichzeitige extrazellulare pH-Wert-Senkung um ca.
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0,2 pH-Einheiten darauf hin, dass gliale und neuronale Mechanismen Einfluss
auf die Entstehung des DC-Potenzials wahrend Hyperkapnie nehmen.
Beziiglich der BBB-Beteiligung an der p CO,-abhangigen DC-Shift-Entste-
hung wire es interessant, auflerdem die mit Hyperkapnie assoziierten pH-
Wertinderungen nach BBB-Offnung durch verschiedene Methoden zu unter-
suchen und mit den hier vorliegenden Daten zu vergleichen. Spekulativ wiirde
ich keine Anderung fiir das DHC-Modell erwarten, da es vermutlich nur den
transzelluliren Weg der BBB beeinflusst, aber moglicherweise konnten Ab-
weichungen auftreten, wenn andere BBB-Modelle beide Wege beeinflussen.

4.4.3 ET-1 und BBB

Stanimirovic et al. (1993) berichteten, dass ET-1 die Endothelpermeabilitét
in Kulturen humaner zerebraler Kapillarzellen erhoht. Sie beschrieben, dass
schon eine Stunde nach ET-1-Gabe eine Durchlassigkeit der Endothelzellkul-
turen fiir Chrom (°!Cr) und Laktatdehydrogenase auftrat und vermuteten
daraufhin, dass dieser ET-1-Effekt durch rezeptorspezifische Aktivierung der
Proteinkinase C sowie durch intrazelluldre Kalziummobilisation verursacht
wird (Stanimirovic et al., 1993).

Spater zeigten Narushima et al. (1999), dass ein intrazisternal applizier-
ter Bolus von 40 pmol ET-1 in Hunden zu einer verstiarkten Fluorescein-
Permeation in den Liquor cerebrospinalis fiihrt, welche mit einer vorher
applizierten Dosis des selektiven ET 4-Rezeptorantagonisten S-0139 verhin-
dert werden konnte (Narushima et al., 1999). Aufilerdem fanden Matsuo
et al. (2001), dass S-0139-Administration die zerebrale Odembildung und die
Albumin-Extravasation in einem Ischdmie-Modell der Ratte vermindert, wo-
bei die Ischédmie nicht ET-1-induziert, sondern durch Filament-Okklusion der
Arteria cerebri media hervorgerufen wurde. Diese Studie impliziert, dass ET-
1 generell wihrend fokaler Ischdmie ausgeschiittet wird und tiber den ET 4-
Rezeptor an der verzogert auftretenden BBB-Offnung beteiligt ist (Matsuo
et al., 2001). Obwohl in der Literatur mehrfach durch ET-1 verursachte BBB-
Storungen beschrieben werden, fiihrten ET-1-induzierte SDs, ebenso wie SDs
in physiologischem Gewebe, in meinen Experimenten zu keiner signifikanten
frithen BBB-Offnung.

Meine Ergebnisse zeigten, dass in den ersten Stunden nach topischer ET-
1-Applikation keine signifikante BBB-Offnung stattfindet. Im Zusammen-
hang mit den oben genannten Beobachtungen (Stanimirovic et al., 1993; Na-
rushima et al., 1999; Matsuo et al., 2001), vermute ich, dass ET-1 die BBB
tatsichlich offnet, aber diese Offnung zeitlich erst nach der SD-Induktion
einsetzt . Die verzogerte BBB-Offnung durch ET-1 spricht wiederum fiir eine
ischamische BBB-Offnung, da diese linger braucht, um sich zu entwickeln.
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Diese Schlussfolgerung wird durch weitere experimentelle Hinweise unter-
stutzt: Kuroiwa et al. (1985) und Jin et al. (2010) vermuteten, dass zerebra-
le Ischamie und Reperfusionsschiden dynamische Verdnderungen der BBB-
Permeabilitdt induzieren. Initiale, leichte BBB-Verdnderungen sollen dabei
reversibel und somit weniger schéadlich sein. In den genannten Studien schien
sich, nach einer Refraktérzeit zwischen einer und fiinf Stunden, eine stirkere
und persistierende BBB-Storung zu entwickeln, welche eventuell Therapie-
ansatze, wie die Thrombolyse aber auch Nebenwirkungen, wie das vasogene
Odem, negativ beeinflussen kénnten und somit ein Ziel fiir die therapeutische
Intervention darstellt (Kuroiwa et al., 1985; Jin et al., 2010).

4.4.4 Spreading Depolarization unter ET-1

Der Vasokonstriktor ET-1 scheint das Gewebe anfilliger fiir pathologische
Prozesse zu machen, da, in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von Drei-
er et al. (2007), langere SDs unter ET-1 auftreten als in gesundem Gewebe.
Die verlangerte SD-Dauer spricht dafiir, dass ET-1 eine der Penumbra von
Ischamien dhnliche Umgebung schafft (Oliveira-Ferreira et al., 2010).
Daher ist es sehr wahrscheinlich, dass sich in meinen Experimenten eine BBB-
Offnung zu einem spéteren Zeitpunkt (> 3 Stunden) héitte nachweisen lassen,
denn die fokale Ischédmie ist typischerweise mit einer verzogert auftretenden
BBB-Offnung, nach mehr als drei Stunden, assoziiert (Pluta et al., 1994; Be-
layev et al., 1996; Kuroiwa et al., 1985). Die fehlende zeitige BBB-Offnung
nach ET-1-Gabe, liefert somit einen weiteren Hinweis dafiir, dass die in an-
deren Studien beobachtete, mit ET-1 assoziierte BBB-Unterbrechung nicht
durch direkte ET-1-Wirkung auf die BBB, sondern eher sekundér, durch die
ET-1-induzierte Vasokonstriktion und Ischdmie entsteht.

Es ist nicht auszuschliefen, dass eine geringfiigige Anderung der BBB-
Permeabilitdt dem von mir entwickelten Algorithmus entgangen sein konn-
te. Weiterhin kdnnte nur eine Permeabilitdtserhohung fiir kleinere Molekiile,
durch z.B. die Zonulae occludentes des parazellularen Wegs, stattgefunden
haben, welche anhand der Extravasation des relativ groen Albumin-Evans-
Blue-Komplexes nicht nachzuweisen gewesen wére.

4.4.5 Evans-Blue-Quantifizierung

Evans-Blue-Quantifizierung in der Literatur
In der Literatur findet man quantitative Evans-Blue-Auswertungen meist
im Zusammenhang mit Perfusionsfixation und Fluoreszenzmessungen nach
chemischer Homogenisierung des Gewebes, denn Evans Blue fluoresziert nach
Anregung bei 470 nm oder 540 nm mit einer Emission von 680 nm.



73

In der Studie von Gursoy-Ozdemir et al. (2004) wurden Ratten, 15 min vor
SD-Induktion, Evans Blue intravents verabreicht. Zu verschiedenen Zeit-
punkten (nach 30min, 1h, 3h, 6h, 24h und 48h) wurden dann Gewebe-
proben entnommen, welche in mehreren Schritten chemisch behandelt und
mit aufwandigen Schnittverfahren fiir die eigentliche Analyse vorbereitet wer-
den mussten (fiir ndhere Beschreibungen siehe auch Katayama et al. (1978);
Gursoy-Ozdemir et al. (2004) und Jorks et al. (2011b)).

Vergleich mit der TBR aus veroffentlichten Daten
Zum Vergleich meiner Resultate mit Ergebnissen von Seiffert et al. (2004)
und Gursoy-Ozdemir et al. (2004) berechnete ich die jeweiligen TBRs aus
den in beiden Studien verdffentlichten Daten. Die TBR-Werte aus meinen
eigenen Untersuchungen waren dabei geringfiigig niedriger fiir die jeweiligen
Messzeitpunkte und weisen vermutlich auf eine etwas geringere Genauig-
keit meiner Methode hin. Ursache hierfiir konnte das in allen Tieren, infolge
der OP, unterschiedlich stark ausgeprigte Odem in der Fensterregion sein.
Da SD eine zeitabhingige Odembildung verursacht, kénnte die Evans-Blue-
Konzentration und somit auch die blaue Intensitat durch den Verdiinnungsef-
fekt schwacher erschienen sein, und die tatsachliche TBR meiner Experimente
wiirde hoher liegen als mit meiner Methode berechnet.

In dieser Untersuchung konnte jedoch gezeigt werden, dass mein neu-
er semi-quantitativer Algorithmus die notige Sensitivitédt besitzt, grofle Per-
meabilitatsunterschiede (DHC versus Kontrolle) aufzuzeigen (Jorks et al.,
2011b). Dabei besteht eine gewisse Unsicherheit in Bezug auf seine Sensi-
tivitat gegeniiber sehr kleinen Permeabilitdtsénderungen der BBB. Vorteile
des neuen Algorithmus vor anderen in der Literatur beschriebenen Methoden
sind der geringere Arbeitsaufwand, die niedrigeren Kosten sowie die enorme
Zeitersparnis. Auflerdem wird die gesamte Auswertung, trotz der Notwen-
digkeit der visuellen Kontrolle und der manuellen Auswahl repréisentativer
Schnittbilder, durch den nachfolgenden automatisierten Ablauf wesentlich
weniger von menschlichen Fehlern beeinflusst. Es ist geplant, diesen Algo-
rithmus zur Validierung in weitere Studien zu integrieren und mit anderen
géangigen Methoden zu vergleichen. Jedoch ist meiner Meinung nach, bei Be-
darf einer genauen Quantifizierung, die Methode von Katayama et al. (1978)
zu bevorzugen.
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4.5 Ausblick

In geplanten nachfolgenden Studien werden die hier untersuchten Theori-
en zur DC-Entstehung weitergehend betrachtet: vor allem sollen der Ein-
fluss der Dendriten (Canals et al., 2005; Herreras, 2005) und die Bedeu-
tung der Energie-( Hypoglykamie-) sowie der Elektrolytabhéngigkeit auf DC-
Messungen in Hirnschnitten intensiver untersucht werden. Aufgrund mei-
ner interessanten Ergebnisse zur BBB und der kontroversen Schlussfolgerung
iiber die beiden, relativ unabhéngig voneinander beeinflussbaren Passagewe-
ge der BBB, konnten in nachfolgenden Arbeiten sowohl weitere BBB-Modelle
als auch weitere Nachweismethoden der BBB-Offnung eingesetzt werden.

Diese Grundlagenuntersuchungen sollen eine Basis fiir neue therapeuti-
sche und diagnostische Strategien nach z.B. aSABs und Hirninfarkten sein,
da sich die zerebrale Zirkulation von Ratten und Méausen nicht prinzipiell von
der hoherer Spezies unterscheidet und auch viele molekularen Mechanismen
auf den Menschen iibertragbar sind. In unserer Arbeitsgruppe werden unter
anderem auch DC-ECoG-Messungen und gleichzeitige EEG-Ableitungen von
SDs beim Menschen untersucht. So kénnen tierexperimentelle Erkenntnisse
rasch in klinischen Studien umgesetzt werden. Zum Beispiel ist die COSBID-
Studie unserer Arbeitsgruppe die erste multizentrische, klinischen Studie, in
der untersucht wird, wie sich das Auftreten von SDs bei Patienten nach aSAB
auf die Prognose auswirkt.

4.5.1 Klinischer Ausblick

Da SD kein einzelner spezialisierter Prozess ist, sondern als Summenmaf
fiir den drohenden Zelluntergang eines groffen Nervenzellverbandes gesehen
werden kann, ist sie sowohl fiir neue Therapiestrategien als auch diagnos-
tisch bedeutsam (Dreier, 2009). Die Messung eines solchen komplexen Sum-
menprozesses, wie z.B. in der ECoG, soll dann idealer Weise zu sinnvollen
Therapieentscheidungen am Patientenbett verhelfen.

Da jetzt humane Daten zu DC-Messungen bei SD zur Verfligung stehen,
wird vermutlich eine verbesserte zeitliche Einschatzung von klinisch wichtigen
Subprozessen moglich. Eventuell konnten dann alle bei Energiemangel be-
schriebene Schadens- oder Reparaturmechanismen im Kortex in ihrer Bezie-
hung zum Summenphénomen SD eingeordnet werden. Dies wiederum koénnte
eine praktische Bedeutung fiir einen zeitlich differenzierten Einsatz von Neu-
roprotektiva erlangen, da Signale wie z.B. die NMDA-Rezeptoraktivierung,
die in der Akutphase zum Zelltod beitragen, in der Regenerationsphase an
Prozessen der Reparatur und Plastizitét beteiligt sind (Lo, 2008).
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In dhnlicher Weise konnte sich auch die Bedeutung von ET-1 und des ET 4-
Rezeptors fiir die akute und die subakute Behandlung unterscheiden.

AuBlerdem koénnten Messungen von SD als Summenmafl fiir den dro-
henden Zelluntergang in Zukunft zur Durchfithrung einer frithen Therapie-
stratifikation verhelfen. D.h. der Patient wiirde selektiv im Moment der
Schadensentstehung einer bestimmten, moglicherweise nebenwirkungsreichen
aber wirksamen Therapie zugefithrt werden, wihrend diese Therapie bei an-
deren Patienten, die keinen Schlaganfall entwickeln, vermieden wird (Dreier,
2009). Dies konnte z.B. bei verzogerten ischamischen Schlaganfillen nach
aSAB, welche erst Tage nach der eigentlichen Hirnblutung auftreten, genutzt
werden, da sich der Patient dann bereits auf der neurologischen Intensivsta-
tion befindet, wo das Auftreten von SDs online erfasst werden kann (Dreier,
2009).

Um jedoch diese pathologischen DC-Signale beim Menschen richtig in-
terpretieren zu koénnen, ist es notwendig, die verschiedenen DC-Generatoren
besser zu verstehen. Insbesondere Atemgasabhéangige DC-Potentiale sind hier
als klinisch wichtiger Storfaktor zu nennen, welche daher in meiner Disserta-
tion eingehender untersucht worden sind.
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A.2 Abkiirzungsverzeichnis

Abkiirzung Erklarung

aBGA arterielle Blutgasanalyse

AC Wechselspannung (alternating current)

aCSF kiinslicher Liquor (artificial cerebrospinal fluid)

Ag*t Silberion

AgCl Silberchlorid

AP Aktionspotenzial

aSAB Subarachnoidalblutung nach Aneurysma

BBB Blut-Hirn-Schranke (blood brain barrier)

BOLD blood-oxygenation-level-dependent MRT

bzw. beziehungsweise

ca. zirka

Ca** Kalziumion

[Ca®T); intrazellulare Kalziumkonzentration

[Ca®T], extrazellulare Kalizumkonzentration

CBF zerebraler Blutfluss (cerebral blood flow)

CBV zerebrales Blutvolumen

Cl- Chloridion

CMRQO, Rate des zerebralen Sauerstoffverbrauchs
(cerebral rate of oxygen consumption)

Loy schweres Chrom

DC Gleichspannung (direct current)

DC; intrakortikales DC-ECoG der Mikroelektroden

DCeo, C'O5-Reaktivitat des DC-Potenzials

DCgu im Subduralraum gemessene DC-ECoG

DC-Shifts DC-Potenzialdnderungen

DHC Natrium-Dehydrocholat

DIND Delayed Ischaemic Neurological Deficits

ECE-1 Endothelin-Converting-Enzym-1

ECoG Elektrokortikografie

EEG Elektroenzephalografie

EPSPs exzitatorisches postsynaptisches Potenzial
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Abkiirzung Erklarung

ET-1 Endothelin-1(;_sy)

ET-1 Endothelin-1;_sy)

ET—l(l,gl) Endothelin—l(l,g,l)

loP Integral des Quadrates (integral of power)
Kt Kaliumion

(K], extrazelluldre Kaliumkonzentration

kPa Kilopascal

MAP systemischer mittlerer arterieller Blutdruck
min Minute

%Ol Mikromol pro Liter

WL”OZ Millimol pro Liter

MMP-9 Matrixmetalloproteinase-9

MRT Magnetresonanztomografie

Na* Natriumion

NaCl Natriumchlorid

NEP neutrale Endopeptidase (NEP) 24.11
NMDA N-Methyl-D-Aspartat

%Ol Nanomol pro Liter

paCO, arterieller Kohlendioxidpartialdruck

pa0y arterieller Sauerstoffpartialdruck

rCBF lokaler CBF (regional cerebral blood flow)
rCBF ¢o, CO5-Reaktivitdt des rCBF

ROI region of interest

S Sekunde

SD Spreading Depolarization

SI Spreading Ischemia

TBR target-to-background-ratio

z.B. zum Beispiel
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A.3 Source Code

Listing 1: Variablen einlesen

function dj_GetBrainHisto

% saves original and cut images as .pdf and as ’'struct ' A

cc=cd

root="C:\ Dokumente und Einstellungen\wurm\Desktop\Histo\ ';
path_s=[uigetdir(root, CHOOSE PATH to FILE of one GROUP'), filesep];
cd(path_s)

% create 'struct’
D=dir ([path_s, 'dj*']);
xind=length (D): —1:1;

for k=xind
if strcmpi(D(k).name,’.")==1 || strcmpi(D(k).name,"..")==1
D(k)=[];
end
end

D=rmfield (D,{ "isdir ', "date ', 'datenum’, ' bytes '});
clear xind
xind=1:length(D);

% save variables
cd(path_s(1l:end—1))
save dir_list D
cd(cc)

% path to single animal files
for k=xind
cd ([path_s ,D(k).name])
A=dir ("imx");
yind=length (A): —1:1;

for j=yind
if strempi(A(j).name,’.")==1 || strcmpi(A(]j).name, ...
"..")==1 || isdir(A(j).name) || strcmpi(A(j).name(end...
—3:end), ".mat’)==1 || isempty(A(]j).name)
A=l
end
end

A=rmfield (A, { isdir ', 'date’', 'datenum’, ' bytes '});
save dir_list A

clear yind

yind=1:length(A);

aa=round (sqrt (length(yind))); %for subplots
bb=ceil (sqrt(length(yind)));

clear j

% read in data
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for j=yind
tO=imread (A(]j).name);
A(j).orgim=t0;
A(j).grayim=rgb2gray(t0);
clear t0

end

clear j

% brain mask
s=size (A(1l).orgim);
for j=yind
a0=A(j).orgim;

[A(j).brain ,A(j).mask,A(j).cropy ,A(j).cropx]=...

dcm_getbrain(a0,A(j).orgim,s);
% here would be subplot generation
clear a0

end

% save struct
cd([path_s ,D(k).name])
save brain A
cd(cc)

end

end

% nested function for identifying brain outline

function [new,use,cropy,cropx]=dcm_getbrain(t0,new,s, flag)
use=zeros(s(1),s(2));

a=3;

% one of three filters
tO=rgb2gray(t0);
[COUNTS, X]=imhist (t0,10);
t0 (t0<X(6))=0;
t0 (t0>X(9))=0;

if flag==1
cutoff=mean2(t0)+0.4xstd2(t0);
t0 (t0>cutoff)=0;
cutoff=mean2(t0)—1xstd2(t0);
t0 (t0<cutoff)=0;
t0(end—20:end,:)=0;
t0(1:20,:)=0;
t0 (:,end—20:end)=0;
t0(:,1:20)=0;

elseif flag==
cutoff=mean2(t0>0)+2.7+std2(t0);
t0 (t0>cutoff)=0;
cutoff=mean2(t0>0)—0.5%std2(t0);
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t0 (t0<cutoff)=0;
end

% contour plot
t0=single (t0);
[xx yy zz]=gradient(t0);
t0=zz;
clear xx yy zz
f3=figure;
set(f3, windowStyle ', "modal ', 'visible ', ' off ");
[c,h]=contour3(t0,a);
hlen=1:length(h);
indi=1;
pnew=zeros(a,l);
pind=pnew;
for i=hlen
% get all contour line coordinates
xd=get(h(i), xdata’);
yd=get(h(i), ydata');
if (yd(end—1)==yd (1)) && (xd(end—1)==xd (1))
% if polygon complete, calculate area
pnew(indi)=polyarea(xd(l:end—1),yd(1l:end—1));
pind(indi)=i;
indi=indi+1;
end
end

[p.,newi]=sort(pnew, "descend ');
hand=pind (newi(1));

xd=get (h(hand), 'xdata');
yd=get (h(hand), 'ydata');
use (:,:)=poly2mask(xd(l:end—1),yd(1l:end—1),s(1),s(2));
clear cropx cropy tO

[cropy , cropx]=croplMG(use,s);

for j=1:3
new(:,:,j)=new(:,:,]j).xuintl6 (use);
end
clear a t0 xd yd hand indi pind pnew p h hlen
close (f3);
end

% nested function for cropping image
function [cropy , cropx]= cropIMG(use,s)
yy=1:s (1);

xx=1:5(2);

yyr=s(1): —1:1;

xxr=s(2): —1:1;

for j=yy
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end
for

end
for

end
for

end

f_oben=find (use(j,:),1);
if ~isempty(f_oben)
clear f_oben

fo_ind=j —1;
break :

end

j=yyr

f_unten=find (use(j,:),1);
if ~isempty(f_unten)
clear f_unten

fu_ind=j+1;
break;

end

J=Xxx

f_left=find (use(:,]j),1);
if ~isempty(f_left)
clear f_left

fl_ind=j -1,
break :

end

j=xxr

f_right=find (use(:,j),1);

if ~isempty(f_right)
clear f_right
fr_ind=j+1;
break;

end

cropy=fo_ind:fu_ind;
cropx=fl_ind:fr_ind;

clear s use fl_ind fr_ind fo_ind fu_ind j yy xx

end

yyr

XXr
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Listing 2: Lokalisation der vier Quadrate
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% load data

cc=cd:

root=uigetdir ('C:\...", Choose File of Group to Evaluate
cd(root);

load representative % struct C from 'chooseRep.m’

load dir_list % struct E from ’'brainCutOut.m’
cd(cc);

yind=1l:length (C);

aa=round(sqrt(length(yind))); % for subplots

bb=ceil (sqrt(length(yind)));

% figure

figure (1)
set(gef, color’,'k');
colordef black

subOrg=zeros(length(yind) 1);
F(length(yind)). roi=zeros(50,100,3);
m_blue=zeros (length(yind) ,5);

for nr=yind;
cropy=C(nr).cropy;
cropx=C(nr).cropx;
D=C(nr).brain(cropy,cropx ,:);
sl=size (D);
yl{nr}=1:fix (0.2%xs1(1)); % upper 1/5

% find x—values of squares

% x2 = blue square; x2a x2b x2c = 3 white squares
x1=fix (s1(2)*11/16)+10:fix (s1(2)*11/16)+59;

x2=[x1 sort(x1l, descend ")];

xla=s1(2)—x1(end):s1(2)—x1(end)+49;
x2a=[xla sort(xla, descend ')];

x1b=fix (s1(2)*14/16): fix(s1(2)*14/16)+49;
x2b=[x1b sort(xlb, 'descend ')];
xlc=s1(2)—xlb(end):s1(2)—x1lb(end)+49;
x2c=[xlc sort(xlc, descend ')];

% find y—values of squares
y2=ones(length(x2),1);
y2a=y2;
y2b=y2;
y2c=y2;

y2(1l:length(x2)/2)=y2(1l:length(x2)/2)xfind ...
(im2bw (D(yl{nr}, fix(s1(2)*11/16)+60)),1, first

3%

3

y2(length(x2)/2+1:end)=y2(length(x2)/2+1:end)*(y2(1)+50);

y2a(l:length(x2)/2)=y2a(1l:length(x2)/2)*find ,...
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49 (im2bw (D(yl{nr}fix(s1(2)*5/16)—60)),1, first ');
50

51 y2a(length(x2)/2+1:end)=y2a(length(x2)/...
52 2+1:end)*(y2a(1)+50);

53 y2b(1l:length(x2)/2)=y2b(1l:length(x2)/2)...
54 *(y2(1)+length (yl{nr})x3);

55 y2b(length(x2)/2+1:end)=y2b(length(x2)/...
56 2+1:end)*(y2b(1)+50);

57 y2c(1l:length(x2)/2)=y2c(1l:length(x2)/2)...
58 *(y2(1)+length(yl{nr})*3);

59 y2c(length(x2)/2+1:end)=y2c(length(x2) /...
60 2+1:end)*(y2c(1)+50);

61

62 % calculate mean intensity of squares

63 F(nr).roi=D(y2(1):y2(end) x1,:);

64 F(nr).contr=D(y2a(1l):y2a(end),xla,:);

65 F(nr).ipsi=D(y2b(1):y2b(end), x1lb,:);

66 F(nr).contu=D(y2c(1):y2c(end), xlc,:);

67 FF=F(nr).roi(:,:,3);

68 m_blue(nr,1)=mean(FF(FF>0));

69 FF=F(nr).contr(:,:,3);

70 m_blue(nr,2)=mean(FF(FF>0));

71 m_blue(nr,5)=m_blue(nr,1)/ m_blue(nr,2);
72 FF=F(nr).ipsi(:,:,3);

73 m_blue(nr,3)=mean(FF(FF>0));

74 m_blue(nr,6)=m_blue(nr,1)/ m_blue(nr,3);
75 FF=F(nr).contu(:,:,3);

76 m_blue(nr,4)=mean(FF(FF>0));

77 m_blue(nr,7)=m_blue(nr,1)/ m_blue(nr,h4);
78 clear FF

79

80 % plot brain and mark squares

81 subOrg(nr)=subplot(aa,bb,nr);

82 imshow (C(nr). brain)

83 title (subOrg(nr),[num2str(E(nr).name),’ ', num2str...
84 (C(nr).name)], ' fontsize ',8, fontname ', "arial ');
85 hold on

86 fill (x24+(cropx(1)—1),y2+(cropy(1)—1),'b")

87 fill (x2a4+(cropx(1)—1),y2a+(cropy(1)—1),'w")
88 fill (x2b+(cropx(1)—1),y2b+(cropy(1)—1),'w")
89 fill (x2c+(cropx(1)—1),y2c+(cropy(1)—1),'w")
90

91 % here follows printing picture for visual control + reading
92 % values into Excel with xlswrite(m, header, colnames, filename)
93 end
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A.4 Lebenslauf

Mein Lebenslauf wird aus Datenschutzgriinden in der elektronischen Version
meiner Arbeit nicht mit veroffentlicht.
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