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Abkurzungverzeichnis

aCOM — anterior Communicating artery (A. communicans anterior)

APP - Amyloid precursor protein

BBB - Blood Brain Barrier (Blut-Hirnschranke)

CBF - Cerebral Blood Flow (Zerebraler Blutfluss)

CCA - Common carotid artery (A. carotis communis)

CD - Cluster of differentiation

CSD - Cortical Spreading Depolarisation (sich ausbreitende/wandernde kortikale

Depolarisation)

CT - Computertomografie

DMEM - Dulbecco’s modified eagle medium

DSA - Digitale Subtraktionsangiografie

ECA - External carotid artery (A. carotis externa)
EVD - Externe Ventrikeldrainage

FACS — Fluorescence activated cell sorter

GFP - Green fluorescent Protein

Gy - Gray (Energiedosis ionisierender Strahlung)
H&H - Hunt und Hess Gradierung

HSVTK — Herpes simplex virus thymidine kinase
HUVEC — human umbilical cord vein endothelial cells
Iba-1 - lonnized calcium-binding adaptor molecule-1
ICA - Internal carotid artery (A. carotis interna)
ICAM - Inter cell adhesion molecule

ICB - Intracerebral Hemorrhage (intrazerebrale Blutung)
ICP - Intracranial Pressure (intrakranieller Druck)
IL - Interleukin

IL-R - Interleukin-Rezeptor

i.p. - intraperitoneal

iv. - intravends

MACS - Magnetically activated cell sorter



MG - Mikroglia

pCom — posteroior communication artery (A. communicans posterior)
PCR - Polymerase Chain Reaction (Polymerasekettenreaktion)
PSGL — P-selectin glycoprotein

SAB - Subarachnoidalblutung

TCD - Transkranielle Dopplersonografie

TGF - Tumor Growth Factor

TNF - Tumor Nekrose Faktor

WENS — World Federation of Neurological Surgeons

ZNS - Zentralnervensystem



Einleitung

Subarachnoidalblutung — Epidemiologie

Der Schlaganfall zahlt zu den drei haufigsten Ursachen fiir Behinderung und Tod in den
westlichen Landern. Unter den Schlaganféllen nehmen die hamorrhagischen Formen mit ca.
15% eine wichtige Rolle ein, da sie chirurgisch therapiert werden kdénnen. lhre Entstehung
unterscheidet sich  maRgeblich von der ischamischer Schlaganfélle. Die
Subarachnoidalblutung (SAB) als Sonderform der hdmorrhagischen Schlaganfalle (ca. 1/3)
entsteht durch die Ruptur eines intrakraniellen Aneurysmas, welche dann zu einer
charakteristischen Blutverteilung in den basalen Zisternen fuhrt. Mit einer Inzidenz von ca.
1:100000 Einwohnern sind in Deutschland ca. 8000 Menschen jedes Jahr betroffen’ (Zahlen
extrapoliert aus Daten des statistischen Bundesamtes vor der Wiedervereinigung).
Insbesondere schwer wiegt die Tatsache, dass — anders als bei den anderen Formen der
Schlaganfalle — vor allem jlingere Patienten (in der 4.-6. Lebensdekade) vornehmlich
betroffen sind. Hierdurch fihrt die SAB nicht nur zu einer hohen Rate an Behinderungen und
Todesfallen bei jungen Patienten, sondern verursacht auch einen erheblichen sozio-
6konomischen Schaden durch den Wegfall von Arbeitskraft und die Belastung der Kranken-
und Rentenversicherungen2'4. Ca. ein Drittel der Patienten verstirbt an der SAB, ein weiteres
Drittel Gberlebt die Blutung mit einer maRRgeblichen Behinderung, und nur ein Drittel Gbersteht
die Blutung in einer Form, dass ein selbstandiges Leben oder die Wiederaufnahme der

beruflichen Tatigkeit moglich ist®.

Pathophysiologie der Subarachnoidalblutung

Die akute nicht-traumatische Subarachnoidalblutung entsteht in der Regel durch die Ruptur
eines intrakraniellen Aneurysmas, obgleich auch andere Blutungsquellen im
Subarachnoidalraum zu einer SAB filhren kénnen. Das Kardinalsymptom ist ein plétzliches
Kopfschmerzereignis ungekannter Intensitdt, wobei auch leichtere Kopfschmerzen,
Nackenschmerzen, Meningismus, fokale neurologische Symptome, unerklarliches Koma oder

sogar unspezifische Symptome wie Schwindel, Ubelkeit oder Erbrechen prinzipiell an eine



SAB denken lassen mussen. Risikofaktoren fir die Ruptur eines Aneurysmas sind ein
arterieller Hypertonus, die Einnahme oraler Kontrazeptiva, Nikotin-, oder Kokainabusus und
eine Schwangerschaft oder Geburt®. Ein Alleinstellungsmerkmal der SAB unter allen anderen
Formen der Schlaganfalle ist, dass die Schadigung nicht innerhalb des Gehirnparenchyms
auftritt. Bei ischamischen Schlaganfallen kommt es zu einem direkten Hirngewebeuntergang
durch die unterbrochene Durchblutung im GefalRbereich - ebenso wie es bei einer
intrazerebralen Blutung (ICB) zu einer direkten Hirngewebeschadigung durch das
Blutvolumen innerhalb des Parenchyms kommt. Im Gegensatz dazu ereignet sich die SAB —
von wenigen Ausnahmefdllen abgesehen — im Subarachnoidalraum, auRerhalb des
Gehirnparenchyms und umgibt das Gehirn, beziehungsweise liegt unterhalb des Gehirns. Die
Schadigung des Gehirns gliedert sich hierbei in zwei Schritte — eine friilhe oder direkte
Hirnschadigung und eine verzogerte oder indirekte Hirnschadigung.

Die Mechanismen der frihen Hirnschadigung nach SAB sind gut untersucht. Durch den
plotzlichen Anstieg des intrakraniellen Volumens steigt der intrakranielle Druck (ICP).
Hierdurch kommt es zu einer Minderung der zerebralen Perfusion und des zerebralen
Blutflusses (CBF). Das Hirngewebe erleidet eine Hypoxie und nimmt Schaden®’. Zusatzlich
kommt es zu direkten schadigenden Wirkungen des subarachnoidal lokalisierten Blutes auf
das Gehirn, was zu einer Schwellung und damit zu einer weiteren Erhéhung des ICP und
damit sukzessiven Senkung des CBF fiihrt"®.

Die sekundare Hirnschadigung nach SAB kann verschiedene Ursachen haben. Als eine der
haufigsten ist hier der zerebrale Vasospasmus zu nennen (ndhere Ausfihrung unter
Komplikationen nach Subarachnoidalblutung), welcher einen maRRgeblichen Anteil an einem
schlechten klinischen Verlauf haben kann. Als weitere Ursachen fir eine sekundére
Hirnschadigung nach SAB sind eine Stérung der Blut-Hirnschranke (BBB), das Auftreten
kortikaler wandernder Depolarisationen (CSD) oder eine Stérung der zerebrovaskularen
Autoregulation mit konsekutiver Hypo- oder Hyperperfusion zu nennen**'?. Im Jahr 2007
wurde von einer internationalen Expertengruppe im Rahmen eines Konzeptpapiers die Idee
der inflammatorischen Schadigung des Gehirns im Rahmen einer SAB erstmalig diskutiert™.

Bereits friiher gab es Hinweise auf eine Aktivierung des Immunsystems nach SAB, dass eine



Immunantwort mit direktem Einfluss auf das Zentralnervensystem (ZNS) vorliegen kénnte war

bislang nicht nachgewiesen.

Klinische Einteilung der Subarachnoidalblutung

Die klinische Einteilung erfolgt nach zwei Bewertungssystemen in jeweils finf Schweregrade:
1.) der Gradierung nach Hunt & Hess von 1 (wach und ohne fokales Defizit — nur
Kopfschmerz) bis 5 (komat6s) und 2.) nach der World Federation of Neurological Surgeons
(WFNS) GCS-basiert von 1 (GCS 15 ohne neurologisches Defizit) bis 5 (GCS 3-6 — also
komatds). Welches Gradingsystem in der jeweiligen Institution angewandt wird hat meist
historische Urspriinge; prinzipiell sind aber beide recht gut vergleichbarE’. Die initiale klinische
Prasentation ist prognostisch relevant fur den weiteren Verlauf und ist Pradiktor fir das

klinische Outcome.

Subarachnoidalblutung — Diagnostik

Durch die klinische Verdachtsdiagnose ausgel6st ist die Notfalldiagnostik der Wahl fir die
Subarachnoidalblutung eine native Computertomographie des Kopfes. In dieser kann eine
SAB mit 95-prozentiger Wahrscheinlichkeit diagnostiziert werden, wenn das Blutungsereignis
noch nicht mehr als 48 stunden zurlck liegt. Zu einem spateren Zeitpunkt wird das Blut
sukzessive durch die Liquorzirkulation aus dem Subarachnoidalraum ausgewaschen, so dass
die Sensitivitat der nativen CCT deutlich sinkt.

Bei klinischem Veracht auf eine Subarachnoidalblutung und negativer CCT ist eine
Lumbalpunktion mit der Suche nach Hamosiderophagen obligat. Diese ist die sensitivste
Untersuchung zum Nachweis, bzw. zum Ausschluss einer stattgehabten Blutung im
Subarachnoidalraum. Mdégliche Fehlerquelle ist hier allerdings das Risiko einer traumatischen
Punktion, durch welche ein falsch positiver Befund erhoben werden kann, indem eine
peridurale Vene vor dem Durchstechen des Duralschlauches verletzt wird. Zusatzlich kann
durch eine Lumbalpunktion eine Meningitis als mdgliche Differentialdiagnose ebenfalls

ausgeschlossen werden. Es besteht ein geringes Risiko dass durch Liquordrainage in Folge



eines kurzfristig negativen Drucks im Subarachnoidalraum eine Nachblutung aus dem
Aneurysma beglinstigt wird.

Zur Lokalisation der Blutungsquelle eignet sich in der Notfalldiagnostik die moderne CT-
Angiographie in Dunnschichttechnik mit Moéglichkeit der dreidimensionalen Rekonstruktion.
Der Goldstandard ist jedoch noch immer die invasive Diagnostik mittels digitaler
Subtraktionsangiographie. Diese verflgt Uber die héchste Sensitivitdit und Spezifitat zur
Aneurysmasuche und gibt zeitgleich Aufschluss Uber die zerebrale vaskulare Hamodynamik
(inklusive zerebraler Vasospasmen — siehe dort).

Als weitere diagnostische Modalitat eignet sich die MRT — sowohl zur Diagnose der Blutung
selbst als auch zur Suche der Blutungsquelle (MR-Angiographie). In Hamosiderin-sensitiven
Sequenzen wie beispielsweise der FLAIR- oder SWI-Bildgebung kénnen auch Wochen nach
der stattgehabten Blutung noch Residuen derselben aufgezeigt werden. Die Logistik fir ein

MRT ist allerdings hoch, so dass es in der Notfallsituation nur selten Anwendung findet.

Subarachnoidalblutung — Therapie

Mikrochirurgisches Clipping

Als althergebrachte Standard-Operationsmethode eines zerebralen Aneurysmas ist hat das
direkte Clipping, die Platzierung eines Clips Uber die Basis des Aneurysmas zur kompletten
Ausschaltung des Aneurysmasacks aus dem Blutkreislauf mit Einfihrung des
Operationsmikroskops und mikrochirurgischen Instrumentariums seit den 70er-Jahren eine
signifikante Veranderung erlebt. Doch auch innerhalb der vergangenen Jahre haben
technische Entwicklungen zu einer Verbesserung bekannter operativer Strategien
beigetragen. Intraoperative Gefaldarstellung, Verschlusskontrolle des Aneurysmas, bzw.
Kontrolle der Perfusion des tragenden Gefalies, sowie Techniken zur Behandlung komplexer
Aneurysmen (Rapid Ventricular Pacing, Adenosin, Cardiac Arrest, nonokklusive Bypass-
Techniken) sind hierbei ebenso wichtig wie die Veringerung der Invasivitat des Eingriffs an
sich durch die Weiterentwicklung der ,Schlissellochchirurgie®. Nach wie vor weist von allen

verfigbaren Behandlungsmethoden flr ein intrakranielles Aneurysma das mikrochirugische



Clipping die hochste Stabilitdt und Dauerhaftigkeit, sowie die geringste Rate fiir erneutes
Aneurysmawachstum und Nachblutung auf'*"°.

Mit einem minimal erhéhten Risiko fir ein unvorteilhaftes Outcome (6,9% Unterschied zum
endovaskularen Coiling im kurzfristigen Verlauf) bei Aneurysmen der vorderen Zirkulation
kann das mikrochirurgische Clipping in Einzelfallen der endovaskularen Versorgung hinten
angestellt werden. In jedem Fall sollte die Entscheidung Uber das geeignetste
Therapieverfahren von einem multidisziplindren Team mit Erfahrung in der operativen und
intreventionellen Versorgung auf Einzellfallbasis getroffen werden. Hierfur spielen neben
Aneurysmagrole, -lokalisation und —konfiguration auch Alter und Begleiterkrankungen des
Patienten und Schwere sowie Konfiguration der Blutung eine Rolle. Ebenso sollten zeitliche

und personelle Verfligbarkeit und individuelles Interventionsrisiko der beiden therapeutischen

Optionen gegeneinander abgewogen werden.

Endovaskuldre Versorgung

Bei der endovaskularen Versorgung ist das Fillen des Aneurysmas mit Guglielmi Detachable
Coils (GDC), vorgeformter Platinspiralen variabler Grée und Konfiguration die am haufigsten
verwendete Technik. Zusatzlich kann eine Assistenz mit intravaskuldren Stents vorgehalten
werden, was allerdings zu einer signifikanten Erhéhung des intraprozeduralen Risikos fur
Schlaganfalle fihrt. Glnstige Aneurysmakonfigurationen fiir ein endovaskulares Vorgehen
sind ein hohes Dom-zu-Basis Verhaltnis, eine mittlere AneurysmagréofRe (>5mm und kleiner
15mm) und ein moglichst proximales Tragergefall, sowie der auf geradem Wege

endovaskular erreichbare aber chirurgisch mit hohem Aufwand zu versorgende Basilariskopf.

Konservative Therapie

Die konservativen Therapiemallnahmen nach einer stattgehabten SAB umfassen eine
konsequente Einstellung des Blutdrucks, um Blutdruckspitzen oder gar —krisen zu vermeiden
und so das Risiko einer Nachblutung zu senken. Hierfir ist die Anlage einer invasiven
Blutdruckmessung sinnvoll. Komatdse Patienten missen zuerst eine Atemwegssicherung

und Aspirationsprophylaxe erfahren und sollten daher intubiert werden. Gute Analgesie und



Oxygenierung, Oberkorper-Hochlagerung bis 30 Grad, Normothermie, Normovolamie,
Normokapnie und strenge Bettruhe sollten ebenso beachtet werden wie leichte abfuhrende
MaRnahmen (um ein Pressen zu vermeiden), Sedierung falls notwendig und die frihe
Einleitung einer antivasokonstriktiven Therapie (siehe unter Komplikationen — Vasospasmus).
Trotz weitreichender Mdglichkeiten moderner Intensivmedizin und Operationsmethoden kann
bei schwerkranken Patienten mit massiver Blutung und klinisch infauster Prognose die
Entscheidung gegen eine Versorgung des Aneurysmas in Einklang mit dem mutmaflichen
oder gedullerten Patientenwillen (Beispielsweise im Rahmen einer Patientenverfigung) im
Einverstadndnis mit den Angehdrigen getroffen werden und eine palliativ-supportive Therapie
eingeleitet werden. In diesen Fallen sollte auf Grund der meist ausschlieBlich vorliegenden
Gehirnschadigung die Madoglichkeit einer Konditionierung fir eine Organtransplantation

angesprochen werden.

Subarachnoidalblutung — Komplikationen

Zerebraler Vasospasmus

Der zerebrale Vsospasmus in Form einer Kontraktion der basalen Hirngefafe bis zu drei
Wochen im Anschluss an eine Subarachnoidalblutung ist neben medizinischen
Komplikationen wie kardiale, pulmonale oder infektiologische Probleme der grofite
Risikofaktor flir Morbiditat und Mortalitat nach SAB. Mit dem Auftreten eines Vasospasmus
muss ab Tag 3 nach der Blutung gerechnet werden. Das Maximum findet sich ca. 7-9 Tage
nach SAB; selten tritt ein Vasospasmus spater als 17 Tage nach SAB ein. Die Inzidenz des
angiographischen Vasospasmus betragt ca. 30-70%, wobei aber die Rate der Patienten bei
denen der Vasospasmus klinisch relevant wird nur ca. 20-30% betragt. Durch das Auftreten
eines Vasospasmus kommt es zu einer eingeschrankten Perfusion im abhangigen Bereich
und dem Auftreten verzogerter neurologischer Defizite die reversibel aber auch dauerhaft
sein koénnen, und die ihrerseits signifikant zu Morbiditdt und Mortalitdt beitragen.
Risikofaktoren fiir einen Vasospasmus sind ein arterieller Hypertonus, Hypovolamie, hohes
Alter und Nikotinabusus, aber insbesondere ein héherer Hunt & Hess- oder WFNS-Grad und

eine ausgedehnte Blutverteilung entlang der Hirnbasisgefale (eingeteilt nach Fisherm).
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Die Pathogenese des zerebralen Vasospasmus ist trotz jahrzehntelanger Forschung nicht
hinreichend geklart. Die direkte Wirkung von Blut an der Gefallwand im Subarachnoidalraum
scheint bestatigt, so dass das Ausspllen des Blutes wahrend der Aneurysmaversorgung eine
Senkung des Vasospasmusrisikos erbringt. Endothelin 1 ist ein méglicher Mediator' ™.

Fur die Friherkennung des Vasospasmus ist eine engaschige neuro-intensivmedizinische
klinische Uberwachung notwendig. Zusatzlich kann durch eine regelmaRig durchgefiihrte
transkranielle Dopplersonographie der Hirnbasisarterien als bettseitig durchfiihrbare
Untersuchung ein Hinweis auf einen Vasospasmus erhalten werden (bei mittlerer
Blutflussgeschwindigkeit tGber 200cm/s oder einem Anstieg von 50cm/s innerhalb von 24
Stunden, oder einem Lindegaard-Index >3 - konstante Untersuchungsbedingungen
vorausgesetzt). Bei Verdacht auf einen Vasospasmus, regelhaft jedoch an Tag 7-9 nach der
Blutung sollte eine GefaRdarstellung angestrebt werden. Obwohl in der Kombination von CT-
Angiographie und CT-Perfusion auch das Auftreten eines Vasospasmus quantitativ beurteilt
werden kann, ist die digitale Subtraktionsangiographie nach wie vor die sensitivste
Untersuchungsmethode zur Quantifizierung des VasospasmusS.

Die Therapie des zerebralen Vasospasmus geschieht noch immer symptomatisch. Zur
Standardtherapie gehort die HHH (triple-H)-Therapie, die Hypertension, Hypervolamie und
Hamodilution umfasst, und bei der durch Katecholamine, HAES und Elektrolytidsungen eine
Erhéhung des prastenotischen Drucks und eine Verbesserung der Rheologie erreicht werden
sollen. Zur Standardtherapie bei rupturierten Aneurysmen gehért die Verschreibung des
Kalziumantagonisten Nimodipin zur Relaxation der glatten GefaRmuskulatur. Dieser ist seit
jeher traditioneller Teil der Standardprophylaxe des Vasospasmus, obgleich er keinen
nachgewiesenen Effekt auf den radiographischen Vasospasmus oder auf die Mortalitat hat.
Dennoch fihrt die Behandlung zu einem verbesserten Outcome”’.

Auf Grund des Zusammenhangs mit Endothelin 1 wurden in der ndheren Vergangenheit
grolRe Anstrengungen unternommen aus dieser experimentellen Erkenntnis einen klinischen
Nutzen zu ziehen. Mit der Gruppe der Endothelin-Antagonisten zur Relaxation der glatten
GefalRmuskulatur wurde in internationalen multizentrischen Studien eine wirkungsvolle non-
invasive Behandlungsoption gefunden durch welche die Inzidenz des zerebralen

Vasospasmus und der assoziierten neuen Infarkte signifikant gesenkt werden konnte.
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Uberraschender Weise fiihrte dieser signifikante Therapieerfolg in diesen Studien aber nicht
zu einer Verbesserung des klinischen Ergebnisses bei den Patienten®?'. Seit
Veroffentlichung der Ergebnisse dieser CONSCIOUS-Studien wird daher an alternativen

Erklarungskonzepten fiir das schlechte klinische Ergebnis nach SAB gearbeitet.

Nachblutung

Solange die Blutungsquelle nicht ausgeschaltet ist besteht bei Aneurysmen nach
stattgehabter Blutung ein hohes Risiko fur eine Nachblutung. Dieses betragt innerhalb der
ersten zwei Wochen ca. 20% (4% am ersten Tag und ca. 1,5% pro Folgetag). Innerhalb der
ersten sechs Monate nach SAB betragt das Nachblutungsrisiko bei unversorgtem Aneurysma
50%. Die meisten Nachblutungen sind schwerer als die Erstblutung. Je schwerer die initiale

Blutung, desto héher ist das Risiko fur eine NachblutungS.

Hydrozephalus

Durch eine Liquorzirkulations- oder -abflussstérung kann es in ca. 15-20% der Patienten nach
SAB zu einem Hydrozephalus kommen, der sich klinisch durch einen Einbruch der Vigilanz
im Verlauf oder durch eine Zunahme der Kopfschmerzen, sowie im schlimmsten Fall Zeichen
der oberen Einklemmung aufern kann. Risikofaktoren fiir einen posthamorrhagischen
Hydrozephalus sind hohes Alter, intraventrikulares Blut auf dem initialen CT, eine grolle
Blutmenge im Subarachnoidalraum, ein vorbestehender arterieller Hypertonus und
Aneurysmen in der hinteren Zirkulation. Aneurysmen der A. zerebri media haben ein
geringeres Risiko fur einen Hydrozephalus. Zur akuten Therapie des Hydrozephalus muss
eine voribergehende externe Liquorableitung angelegt werden. Nach Normalisierung des
Blut- und Proteingehaltes kann diese dann (bei Persistenz der Malresorption) in einen

dauerhaften Shunt mit meist peritonealer oder kardialer Ableitung umgewandelt werden”.
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Aktueller wissenschaftlicher Stand

Zerebraler Vasospasmus

Als mogliche (Mit-)Verursacher des zerebralen Vasospasmus wurden in der jlngeren
Vergangenheit Cortical Spreading Depolarisations, toxische Effekte des Hamoglobinabbaus
und dessen Metabolite, Mikrothrombosen und eine Stérung der Blut-Hirnschranke
diskutiert'"***. Auf dem Boden dieser und weiterer klinischer Ergebnisse aus meist
kleineren, monozentrischen Studien (viele aus Japan), wurde die Forschung auf einige
intravends oder intraarteriell verabreichbare Pharmaka prazisiert. Die Folge hieraus ist
jedoch, dass es eher zu einer Zerfaserung der Therapieentscheidungen kommt und dass an
vielen Institutionen eine gewisse ,Hausregel* Vorrang hat. Mdgliche Beispiele fiir diese
Pharmaka oder Therapieformen sind: Magnesium, Nicardipin, intrathekale Fibrinolyse,
Angioplastie (auch wiederholt), Antioxidantien, MAP-Kinase-Inhibitoren,
Phosphodiesterasehemmer, Nitroprusside, Erythropoietin, lumbale Liquordrainage, Aspirin,
Serumproteaseinhibitoren, NO-Donatoren, Neurostimulationsverfahren und viele mehr. In den
vergangenen Jahren sind keine groReren randomisierten multizentrischen Studien zur
Therapie des Vasospasmus erschienen, es macht den Anschein, dass wahrlich neue Ideen
fehlen, wodurch die Forschungsbemihungen etwas wenig zielgerichtet erscheinen. Ein
lohnenswerter Ansatz scheint die lokale Gabe von Nicardipin in niedrig konzentrierter Form
Uber einen definierten Zeitraum hinweg direkt am bedrohten Gefal3, beispielsweis in Form
sogenannter Prolonged-Release Pellets. Diese Therapie wurde in experimentellen Studien
entwickelt und in mehreren klinischen Staudien evaluiert. Sie bietet erwiesener MafRen einen
Vorteil in der Bekdmpfung des Vasospasmus und der assoziierten Infarkte, welcher den
groBen Endothelin-1-Antagonisten-Studien vergleichbar ist, ohne zu einer Zunahme des
internistischen Risikos zu fuhren. Damit ist in den dazu verdffentlichten Studien auch stets

192631 Derzeit wird das

eine Verbesserung des klinischen Outcome verbunden gewesen
Ergebnis der NEWTON-Studie erwartet, welche eine gelférmige Weiterentwicklung dieser
Pellets untersucht hat, welche nicht nur im Rahmen einer Kraniotomie, sondern auch bei
endovaskular behandelten Patienten eingesetzt werden kénnte.

Eine wahre Richtlinie zur Behandlung des zerebralen Vasospasmus hat sich bisher nicht

international etablieren lassen. Hierzu kann in Zukunft eventuell die internationale Konferenz
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zerebrovaskularer Ereignisse nach aneurysmatischer Subarachnoidalblutung beitragen,

welche wechseljahrig in den USA, Europa und Japan ausgerichtet wird.

Entziindliche Verdanderungen im Zentralnervensystem

Entzindliche Veranderungen im ZNS, welche auch fiir eine Uber die zu Grunde liegende
Pathologie hinaus reichende Schadigung des Gehirns verantwortlich sind, sind im Rahmen
anderer ZNS-Erkrankungen bereits beschrieben. Hier sind zuvorderst die Gruppe der
entzindlichen ZNS-Erkrankungen, die Alzheimer-Erkrankung, Hirntumore oder ischamische

Schlaganfille zu nennen®*°

. All diesen Erkrankungen ist gemein, dass sie — anders als die
SAB - ihren Ursprung innerhalb des Gehirngewebes haben, und somit die BBB nicht zu
einem Schutz des Gehirngewebes vor den entzindlichen Veranderungen beitragen kann.
Daruber hinaus ist eine Aktivierung der ZNS-eigenen Immunzellen, der Mikroglia (MG), ohne
einen Signalweg ber die BBB einfach denkbar.

MG sind das wesentliche zellulare Element, welches an inflammatorischen Prozessen bei
ZNS-Erkrankungen beteiligt ist. Neben ihnen gibt es wenige andere Zellarten, die
inflammatorische Prozesse auslésen, unterhalten oder unterstitzen koénnen. Zu diesen
zahlen die perivaskularen Makrophagen und die Makrophagen des peripheren Blutpools, die
sekundar uber die BBB in das Gehirnparenchym einwandern kénnen. Grundsatzlich handelt
es sich bei all diesen Zellen um myeloide Zellen hamatopoetischen Ursprungs. Wahrend
zirkulierende Monozyten auf einen ausreichenden Stimulus hin jederzeit das BlutgefalRsystem
verlassen kénnen, werden MG friih wahrend der Embryogenese in das ZNS implementiert®
% Sie sind die ZNS-eigenen Makrophagen und haben neben Endozytose und Phagozytose
auch die Aufgabe des Schutzes der Neurone und Astrozyten. Die Rolle der MG bei
inflammatorischen Erkrankungen scheint weiterhin nicht vollstandig geklart. Wahrend viele
Grinde fur eine protektive Position der MG zum Schutz der Neurone sprechen gibt es

39-41

Befurworter schadigender Effekte die von MG ausgehen kbénnen Eine mdgliche

Erklarung hierfiir ware dass Kollateralschaden bei der Bekdmpfung schadigender Einflisse

entstehen, die ihrerseits zu einer Bedrohung fiir die Neurone werden konnen®4%42,
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Auch Makrophagen aus dem peripheren Blutpool kénnen zu einer inflammatorischen
Reaktion bei ZNS-Erkrankungen beitragen. lhr Auftreten scheint etwas spater als die MG
Aktivierung zu erfolgen, und scheint etwas gerichteter der Rdumung zellularer Uberreste und
Antigene zu gelten, obgleich es auch hier Hinweise auf eine weitere neuronale Schadigung
gibt, die beispielsweise durch Sekretion inflammatorischer Zytokine und Chemokine erfolgen

kann***3,

Inflammation nach Subarachnoidalblutung

Allgemeine entzindliche Veranderungen nach SAB wurden bereits friihzeitig beobachtet.
Neben Fieber und einer Leukozytose im peripheren Blut sind auch der Nachweis
inflammatorischer Zytokine im lumbalen Liquor und deren Einfluss auf das klinische Outcome

oder den zerebralen Vasospasmus gefiihrt***’

. In unserer Arbeitsgruppe konnten im Vorfeld
bei Patienten nach SAB im Rahmen einer Mikrodialyse-Studie erhdhte Werte
inflammatorischer Zytokine (Interleukin-6 (lI-6)) im Liquor und im Gehirnparenchym
nachgewiesen werden. Hierbei fand sich eine Korrelation der Werte mit einem schlechten
klinischen Outcome der Patienten*. Eine Erhéhung des ICP im Rahmen einer SAB hatte
nachweislich Einfluss auf die Menge an II-6 welches im Liquor und im Mikrodialysat
gemessen wurde®. Zusatzlich konnten wir ebenfalls nach SAB eine Depression der
peripheren Infektabwehr aufzeigen, bei der es insbesondere zu einer Minderung der T-
Lymphozyten und des Spiegels an Interferon-Gamma kam. Diese Patienten litten signifikant
haufiger an Pneumonien und anderen Krankenhaus-assoziierten Infektionen®®.  Eine
inflammatorisch Belastung des Organismus nach SAB war also schon frihzeitig
nachgewiesen. Das extraparenchymatdse Kompartiment des ZNS, der Subarachnoidalraum
ist offenbar ebenfalls von inflammatorischen Vorgangen betroffen. Unklar war geblieben, ob
die beobachteten Veranderungen primar auf dem Boden der SAB basierten, oder ob der
durchaus deutlich erhohte Stresslevel sekundar zu diesem inflammatorischen Status des
Gesamtorganismus beigetragen haben koénnte. Auch die Auswirkung der peripheren

Inflammation und der Immunaktivierung im Subarachnoidalraum auf das ZNS selbst blieb

unklar. Ob nun tatsachlich in der Folge einer SAB eine intrinische Inflammation innerhalb
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ZNS auftritt und inwiefern diese selbst zu einer sekundaren Hirnschadigung beitragen kann

wurde erstmals 2007 in einem Konzeptpapier hinterfragt13.
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Fragestellung

Ziel der vorgelegten Arbeit ist die Beantwortung der Frage, ob und in welchem Zeitintervall es
nach SAB zu einer Aktivierung des intrinsischen Abwehrsystems des ZNS kommt, in welchen
Kompartimenten des ZNS diese stattfindet, und welche Elemente daran beteiligt sind
(zellular, subzellular). Weiterhin sollen die Auswirkungen einer Aktivierung des
Immunsystems innerhalb des ZNS auf klinische, funktionelle, histologische und molekulare
Verlaufsparameter untersucht werden. Ursachlich beteiligte Elemente sollen identifiziert
werden, Mechanismen in der Aktivierungskaskade sollen aufgedeckt werden. Der Einfluss
inflammatorischer Reize auf den zerebralen Vasospasmus, sowie dessen Friitherkennung
und Mdglichkeiten der Behandlung sollen behandelt werden. Auf klinischer Ebene soll eine
praktikable Methode zur Friherkennung von Patienten mit erhéhtem Vasospasmusrisiko
evaluiert werden. Im Rahmen einer klinischen Studie soll ein Medikament, welches beim
mikrochirurgischen Clipping intrazisternal zur Vasospasmusprophylaxe eingesetzt werden
kann im Vergleich zu vergleichbaren Kontrollgruppen ohne Medikament und nach

endovaskularer Behandlung evaluiert werden.
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Eigene Arbeiten

1. Der Nutzen von ,Nicardipine Prolonged Release Implants
(NPRID“ bei mikrochirurgischem Aneurysmaclipping nach
Subarachnoidalblutung: Vergleich mit endovaskuldarem Vorgehen

UIf C. Schneider, Stefanie Dreher, Karl-Titus Hoffmann, Peter Schmiedek und

Peter Vajkoczy Acta Neurochirugica 2011

Bei Patienten mit Subarachnoidalblutung kann es im Verlauf der Erkrankung (Maximum des
Auftretens zwischen Tag 7 und 10 nach der Blutung) zu einem zerebralen Vasospasmus
kommen. Dieses reaktive Zusammenziehen der extrazerebralen Blutgefafie auf einen bislang
noch nicht vollstdndig geklarten Stimulus — mutmaRlich im Subarachnoidalraum - ist
Hauptrisikofaktor fur die Entwicklung zerebraler Infarkte im weiteren Verlauf. Durch das
Einbringen Nicardipin-freisetzender Implantate entlang der basalen HirngefalRe konnte in
experimentellen Arbeiten und ersten klinischen Einsatzen eine signifikante Reduktion des
zerebralen Vasospasmus gezeigt werden. In unserer Arbeit haben wir die Implantation dieser
NPRI nach Aneurysmaclipping mit einem operativen Vorgehen ohne NPRI sowie mit der
Vasospasmus- und Infarktinzidenz nach endovaskularer Versorgung verglichen.

In einer Fall-Kontroll Studie haben wir drei Gruppen a 27 Patienten (1. Mikrochirurgische
Behandlung mit NPRI, 2. Mikrochirurgische Behandlung ohne NPRI, 3. Endovaskulare
Behandlung) untersucht, die mit einer aneurysmatischen SAB in unserer Klinik behandelt
wurden. Inzidenzen von angiographischem Vasospasmus und neuen zerebralen Infarkten
wurden dokumentiert. Die Inzidenz des zerebralen Vasospasmus war in der ersten Gruppe
signifikant geringer als in den beiden anderen Gruppen (11% vs. 44% vs. 48%). Subsequent
war auch die Rate an neuen Infarkten nach NPRI-Behandlung deutlich geringer (7% vs. 22%
vs. 28%).

Aus diesen Daten schlossen wir, dass die Applikation der NPRI sicher und effektiv in der
Behandlung von Patienten mit aneurysmatischer Subarachnoidalblutung waren und zu

niedrigeren Vasospasmus- und Infarktraten fiihrten. Leider ist diese Behandlungsmodalitat
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bislang auf operativ behandelte Patienten begrenzt, da die Implantate direkt an den

extrazerebralen Gefalen eingebracht werden mussen.
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Nachdem wir diese Beeinflussbarkeit der zerebralen GefaRarchitektur klinisch und
bildgebend nachgewiesen hatten, versuchten wir Rickschlisse uber die Ursachen des
zerebralen Vasospasmus und der sekundaren Hirnschadigung nach Subarachnoidalblutung
zu gewinnen. Seit Veroffentlichung eines Perspektivenpapiers durch eine internationale
Expertengruppe wurden inflammatorische Veranderungen nach Subarachnoidalblutung
ebenfalls als mdgliche Ursache fiir primére und sekundére Gehirnschaden hypothetisiert'.
Um diesen Vorgangen weiter auf den Grund zu gehen und die Veranderungen in der
zerebralen MikrogefaRarchitektur mit inflammatorischen Vorgangen zu integrieren, begannen

wir die klinischen Daten in experimentellen Anwendungen aufzuarbeiten.

2. Die funktionelle Analyse pro-inflammatorischer Eigenschaften

im Liquor zerebrospinalis nach Subarachnoidalblutung in vivo und

in vitro
UIf C. Schneider, Jennifer Schiffler, Nahid Hakiy, Peter Horn und Peter
Vajkoczy The Journal of Neuroinflammation 2012°'

Diese Arbeit haben wir mit dem Ziel durchgefiihrt, im Subarachnoidalraum, also im Liquor
zerebrospinalis ein pro-inflammatorisches Millieu nachzuweisen, und zu evaluieren, ob der
posthamorrhagische Liquor auch vasokonstriktive Eigenschaften ausbildet. Hierfiir haben wir
den ventrikuldren Liquor (Uber eine externe Ventrikeldrainage (EVD)) von 10 Patienten nach
schwerer SAB (WFNS Grad 3 oder schlechter) in zwei eigens dafiir etablierten Bio-Assays
untersucht und mit dem Liquor von gesunden Patienten verglichen, die sich einer
diagnostischen lumbalen Myelographie unterzogen hatten.

Der Liquor wurde zum einen auf eine extra fir den individuellen Patienten praparierte
Ruckenhautkammer an der Maus gegeben, welche die Beurteilung mikrovaskularer
Veranderungen als Reaktion auf das Superfusat zulasst und das Auftreten intravaskularer
inflammatorischer ~ Veranderungen im  Sinne einer  gesteigerten Leukozyten-

Endothelinteraktion in vivo zulasst. Intravitaimikroskopisch wurden mikrovaskulare
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Durchmesseranderungen, sowie die Anzahl rollender und haftender Leukozyten innerhalb der
postkapilldaren Venolen gemessen. In einem in vitro Assay, in dem die
Monozytentransmigrationsrate durch eine geschlossene Endothelzellschicht messbar war,
haben wir ferner pro-inflammatorische Eigenschaften im Sinne einer Chemoattraktion von
Immunzellen evaluiert.

Durch die Liquorsuperfusion kam es in der Rickenhautkammer der Maus ab ca. 4 Tagen
nach der Blutung zu einer signifikanten Vasokonstriktion. Parallel hierzu induzierte der
posthamorrhagische Liquor in der Mikrozirkulation eine signifikante Leukozyten-
Endothelinteraktion im Sinne eines gesteigerten Rollens und Haftens der Leukozyten in den
Venolen. Bei Patienten, bei denen ein zerebrales Odem Klinisch bildgebende apparent war,
sahen wir zusatzlich eine erhéhte Extravasation der Fluoreszenzmarker als Hinweis auf eine
gestorte Blutgefallwandintegritat. Konkordant hiermit sahen wir in den in vitro-Versuchen eine
deutlich  hdéhere  Monozytentransmigration auf den  chemischen Reiz  des
posthamorrhagischen Liquors hin.

Zusammenfassend haben wir inflammatorische und vasospastische Eigenschaften des
posthamorrhagischen Liquors im Verlauf einer Subarachnoidalblutung in vivo und in vitro
gezeigt. Dieses so charakterisierte pro-inflammatorische Millieu des Subarachnoidalraumes
kdénnte eine tragende Rolle in primarer und sekundarer Hirnschadigung nach SAB spielen,
und tragt offenbar zur Auspragung des zerebralen Vasospasmus im Verlauf dieser

Erkrankung bei.
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Wir konnten also ein inflammatorisches Millieu im Subarachnoidalraum beschreiben, welches
in zwei Assays deutliche Vasokonstriktionen ausldste. Um das klinische Phanomen des
zerebralen Vasospasmus naher zu untersuchen, fihrten wir eine Kklinische
Beobachtungsstudie durch, in der wir zur Friherkennung des zerebralen Vasospasmus

spontane Blutdruck&nderungen untersuchten.

3. Anderungen des Blutdrucks nach Subarachnoidalblutung haben
eine Verbindung zum Auftreten eines zerebralen Vasospasmus
und zum klinischen Verlauf

Katharina Faust, Peter Horn, UIf C. Schneider und Peter Vajkoczy.

Clinical Neurology and Neurosurgery 2015

Der zerebrale Vasospasmus und aus ihm resultierende zerebrale Ischamien sind Teil der
schwersten sekundaren Komplikationen nach SAB. Die friihe Erkennung des zerebralen
Vasospasmus ist nach wie vor eine der groften Herausforderungen in der Neuro-
Intensivmedizin. Das Ziel dieser Studie war es daher friihe spontane Blutdruckveranderungen
bei Patienten nach SAB auf ihre Relevanz beziiglich der Pradiktion des Vasospasmus und
eines schlechten klinischen Verlaufes zu evaluieren.

In einer retrospektiven Studie untersuchten wir 98 Patienten nach SAB. Diese unterteilten wir
in zwei Gruppen (mit Vasospasmus oder ohne Vasospasmus). Die Bestatigung des
Vasospasmus geschah in einer routinemallig an Tag 8+/-1 durchgefiihrten zerebralen
digitalen Subtraktionsangiographie, oder in einer solchen friher, falls klinische Zeichen eines
Vasospasmus vorlagen. Systolische, diastolische und mittlere Blutdruckwerte wurden
stiindlich gemittelt und Uber die Zeitachse aufgetragen. Auf diese Weise wurde der
Blutdruckverlauf mit dem Auftreten eines Vasospasmus und dem klinischen Verlauf korreliert.
In beiden Patientengruppen kam es zu einem mehr oder minder ausgepragten
Blutdruckanstieg. Ab Tag 4 nach der Blutung kam es bei in der Patientengruppe mit

Vasospasmus zu einem signifikant héheren Anstieg der systolischen, diastolischen und
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mittleren Blutdruckwerte im Vergleich zu der Gruppe ohne Vasospasmus. Ein Anstieg von
mehr als 20% innerhalb der ersten vier Tage war pradiktiv fir die Entwicklung eines
Vasospasmus. Ein Anstieg der mittleren Blutdruckwerte um mehr als 25% innerhalb der
ersten Woche nach Blutung war pradiktiv fir einen schlechten klinischen Verlauf.

Wir schlussfolgerten hieraus, dass eine aneurysmatische SAB zu spontanen
Blutdruckveranderungen fihrt, welche in vielen Fallen die Vorhersage eines Vasospasmus
erlaubt. Ein deutlicher Anstieg des mittleren arteriellen Drucks ldsst sogar eine Aussage

bezlglich eines schlechten klinischen Verlaufs zu.
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Nachdem wir ein pro-inflammatorisches Millieu extrazerebral darstellen konnten (Eigene
Arbeit Nr.2), und hier Hinweise gewonnen hatten, dass die inflammatorischen Veranderungen
durchaus einen Einfluss auf direkte und indirekte, oder primare und sekundare
Hirnschadigung hatten, untersuchten wir im Rahmen weiterer experimenteller Studien, ob
auch intrazerebrale inflammatorische Veranderungen nachweisbar sind, welcher Art diese
sind und in wieweit sie quantitativ und mechanistisch zur Hirnschadigung nach SAB

unabhangig vom zerebralen Vasospasmus beitragen.

4. Mikroglia verursachen eine sekundare Hirnschadigung nach
Subarachnoidalblutung

UIf C. Schneider, Anja-Maria Davids, Susan Brandenburg, Annett Mduller,
Anna Elke, Salima Magrini, Etienne Atangana, Kati Turkowski, Tobias Finger,
Angelika Gutenberg, Claire Gehlhaar, Wolfgang Bruck, Frank Heppner und

Peter Vajkoczy. Acta Neuropathologica 2015

In dieser Arbeit konnten wir mehrere grundlegende neue Erkenntnisse gewinnen. Wir haben
eine intrazerebrale Mikroglia-Akkumulation beschrieben, deren Zeitverlauf charakterisiert und
durch Isolation der Mikroglia aus den Gehirnen der Mause das pro-inflammatorische
Zytokinprofil definiert und so den aktivierten Status der Zellen bestéatigt. Diese zellulare
Inflammationsreaktion benannten wir als ,Cerebral Spreading Inflammation®. Zeitgleich mit
der Mikroglia-Akkumulation im Gehirn konnten wir einen neuro-axonalen Schaden
nachweisen. Da diese beiden Phanomene demselben Zeitverlauf folgten, adressierten wir
einen potenziellen Mechanismus. Durch ein transgenes Mikroglia-Depletionsmodell an der
Maus konnten wir nachweisen, dass nach signifikanter Mikroglia-Depletion der Verlust von
Neuronen signifikant reduziert war und signifikant mehr vitale Neurone nachweisbar waren.
Hieraus haben wir den Schluss abgeleitet, dass die Mikroglia-basierte ,Cerebral Spreading
Inflammation den neuronalen Zelluntergang verursacht. Denselben Verlauf an Mikroglia

Akkumulation im Gehirngewebe haben wir an humanen Sektionspraparaten von Patienten
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nach SAB ebenfalls nachweisen kdnnen, so dass es sich nicht um ein rein experimentelles
Phanomen handelt, sondern beim Menschen ebenso auftritt. Diese ,Cerebral Spreading
Inflammation® ist eine mdgliche Erklarung fur den schlechten klinischen Verlauf mancher
SAB-Patienten.

Um einen klinischen in vivo Verlaufsparameter flr den strukturellen neuronalen Verlust im
Verlauf nach SAB zu erreichen, hatten wir uns zunachst nach Madglichkeiten der neuro-
psychologischen Testung an der Maus umgesehen. Hier mussten wir leider feststellen, dass
die Schaden, die eine SAB an der Maus verursacht offenbar zu subtil sind, um durch die doch
noch sehr groben verfiigbaren Messmethoden erfasst zu werden. Wir entschlossen uns
daher flr eine Gehirnvolumetrie mittels Kernspintomographie, um eine globale
Hirnvolumenminderung, eine signifikante Zunahme des Liquorvolumens oder eine Minderung

des Hippocampusvolumens als besonders sensibles Areal zu detektieren.
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5. Das zerebrale MRT an der Maus kann keine Veranderungen im
Gehirnvolumen nach experimenteller Subarachnoidalblutung
nachweisen.

Etienne Atangana, David Homburg, Peter Vajkoczy und Ulf C. Schneider

Acta Neurochirurgica 2015>*

In humanen MRT-Studien konnte eine generalisierte  Gehirnatrophie  nach
Subarachnoidalblutung detektiert werden, welche als funktioneller Verlaufsparameter fir
neuropsychologische Defizite herhalten koénnte. Um herauszufinden, ob sich solche
Anderungen des Gehirnvolumens auch in unseren experimentellen Modellen nachweisen
lassen, fihrten wir Mause nach SAB einer repetitiven kernspintomographischen
Untersuchung zu.

In einem 7-Tesla-Nagetier-Scanner wurden sechs Mause an den Tagen 1, 2, 4, 21, 42 und
60 nach SAB gemessen. Die Gesamtvolumina der Hemisphéaren, des Liquorsystems und der

Hippocampi beidseitig wurden erhoben und mit denen parallel gemessener Sham-Tiere

verglichen. In den Auswertungen fanden wir eine extrem hohe Reproduzierbarkeit der
Messergebnisse mit minimaler Standardabweichung vom Mittelwert. Nichtsdestotrotz konnten
weder Veranderung des Gesamtvolumens des Gehirns noch der Hippocampi im Verlauf der
zwei Monate nach SAB nachgewiesen werden. Auffallig war ein temporarer Anstieg des
Liquorvolumens um Tag 2 nach der Blutung, was am ehesten Ausdruck eines
vorubergehenden Hydrozephalus malresorptivus war.

Auf diese Weise konnten wir der verwendeten Methode keine neuen Erkenntnisse in puncto
Gehirnatrophie abgewinnen, was unserer Ansicht nach nicht an der Sensitivitat der Methodik
lag. Eine mdogliche Erklarung fir dieses Ergebnis ware der unterschiedliche strukturelle
Aufbau des Nagergehirns im Vergleich zum humanen, welches ein wesentlich hdheres Grau-
zu-WeiR-Verhaltnis aufweist, so dass ein neuronaler Verlust, der sich mutmaRlich zuerst in

der grauen Substanz zeigt beim Menschen eher in Erscheinung tritt.
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Diskussion

Integration und Zusammenfassung der eigenen Ergebnisse

Zusammenfassend konnten wir in den vorgelegten Arbeiten die folgenden prinzipiellen neuen

Erkenntnisse gewinnen:

* Nach Subarachnoidalblutung kommt es beim Menschen wie auch im experimentellen
Setting bei der Maus zu einer intrazerebralen zellularen Immunantwort mit Héhepunkt
an Tag 14.

* Die dieser Immunantwort zu Grunde liegende Zelle ist die Mikrogliazelle, die
hirneigenen Immunabwehrzelle.

* Die Mikroglia befinden sich in einem Zustand der pro-inflammatorischen Aktivierung,

beurteilt an ihrem inflammatorischen Zytokin-Expressionsprofil.

Diese Mikroglia-Welle, die durch das Gehirn wandert haben wir als ,,Cerebral

Spreading Inflammation“ neu definiert

* Nach Subarachnoidablutung kommt es zu einem ausgepragten neuro-axonalen
Schaden, welcher substanziell zur sekundaren Hirnschadigung nach SAB beitragt.
* Die Mikroglia-Aktivierung liegt dem neuro-axonalen Schaden kausal zu Grunde.

Durch Mikroglia-Depletion kann selbiger signifikant reduziert werden.

Die ,Cerebral Spreading Inflammation ist kausal an der sekundaren Hirnschadigung

nach SAB beteiligt.

* Im posthamorrhagischen Liquor findet sich ein deutlich zum pro-inflammatorischen
hin verandertes Millieu, welches zum einen vasokonstriktive Effekte auf arterielle
BlutgefalRe hat und zum anderen die transendotheliale Migration von Monozyten aus

dem Gefalisystem anregt.
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Daruber hinaus haben wir in klinischem Setting die Vorhersehbarkeit, sowie die
Beeinflussbarkeit des zerebralen Vasospasmus und des klinischen Verlaufs nach SAB
untersucht, und hier ebenfalls wichtige Erkenntnisse gewonnen, die nun im klinischen Alltag
bei der Behandlung der SAB angewandt werden. Ob die in unserer erstgenannten Studie

verwendeten NPRI auch ein anti-inflammatorisches Potential haben bleibt bislang noch offen.

In unseren Arbeiten untersuchten wir vasokonstriktive oder inflammatorische Veranderungen
nach Subarachnoidalblutung in drei verschiedenen Kompartimenten des
Zentralnervensystems: 1.) In den extrazerebralen Gefaflen, 2.) Im Subarachnoidalraum
welcher diese und auch das intrazerebrale Kompartiment umgibt und 3.) Innerhalb des
Gehirnparenchyms selbst. Die Inflammation im Subarachnoidalraum geht der intrazerebralen
Inflammation zeitlich voraus, wirkt damit mdglicherweise im Sinne einer ,Outside-In
Aktivierung® und triggert die intrazerebrale Inflammation und somit die sekundare

Hirnschadigung.

Erlauterung der klinischen Ergebnisse im Kontext des aktuellen
klinschen Standards

In zwei Arbeiten konnten wir zum einen den sehr leicht und routinemaRig tUberwachbaren
klinischen Verlaufsparameter des arteriellen Blutdrucks als Friherkennungsmerkmal fir den
zerebralen Vasospasmus festlegen und zum anderen ein neues Medizinprodukt zur
effektiven Therapie des Vasospasmus und sekundarer zerebraler Ischamien untersuchen.
Letzteres scheint neben der rein vasodilatativen Wirkung noch eine weitere zu haben, da
bislang rein vasodilatativ wirkende Substanzen noch keine Besserung des klinischen Verlaufs

beweisen konnten®?

. Dennoch ist der zerebrale Vasospasmus mit der wichtigste Faktor fir
einen schlechten klinischen Verlauf und muss weiterhin konsequent bekampft werden*?". Die
etablierten Friherkennungssysteme kdénnen aber den Vasospasmus erst detektieren, wenn

er bereits eingesetzt hat — allen voran die transkranielle Dopplersonographie, aber auch die

zerebrale Mikrodialyse oder die intrazerebrale Sauerstoffsattigung mittels intrakranieller

73



Sonde. Eine fir die Zukunft in randomisierten Studien weiter zu validierende Methode zur
Pradiktion des Vasospasmus ware daher extrem wertvoll — insbesondere, wenn sie so leicht,
flachendeckend und kontinuierlich angewandt werden kann.

Bezlglich weiterer Entwicklungen zur lokalen Vasospasmustherapie sind die Ergebnisse
unserer Arbeit vergleichbar mit Resultaten, die bereits zuvor in experimentellen Studien an

%28 \wir werden daher weiterhin daran arbeiten dieses

Maus und Hund erhoben wurden
Medizinprodukt kommerziell zu entwickeln und der breiten Offentlichkeit zuganglich zu

machen.

Diskussion der inflammatorischen Prozesse im
Subarachnoidalraum nach Subarachnoidalblutung

In unseren Studien haben wir das pro-inflammatorische Milieu des Subarachnoidalraumes
nach stattgehabter SAB in vivo und in vitro funktionell charakterisiert. Wir haben zwei Assays
beschrieben, in welchen wir vasokonstriktive und inflammatorischen Eigenschaften humanen
posthamorrhagischen Liquors nachweisen konnten. In diesem experimentellen Setup
konnten wir eine signifikante friihe Vasokonstriktion, sowie entzindliche Veranderungen im
Patientenliquor nachweisen. Die arteriolare Vasokonstriktion und die erhdhte Leukozyten-
Endothelinteraktion gingen der klinischen Diagnose des zerebralen Vasospasmus bei den
Patienten voraus. Die gesteigerte Chemotaxis der Monozyten in unserem in vitro Assay
bestatigte eine erhdhte trans-endotheliale Migration inflammatorischer Zellen auf den
Stimulus des posthamorrhagischen Liquors.

Der Einfluss inflammatorischer Veranderungen auf die frihe Hirnschadigung nach SAB, das
Auftreten und die Auspragung des zerebralen Vasospasmus, sowie eine Auswirkung auf die
sekundare Hirnschadigung werden seit einiger Zeit in der Fachliteratur diskutiert”'>'85%°1,
Ebenso existieren Hypothesen, dass inflammatorische Veranderungen in der Wand von

6264 Dennoch sind die Mediatoren dieser

Aneurysmen die Ruptur mitbedingen kdénnen
Inflammation bislang unklar. Therapeutische Ziele konnten bislang nicht entdeckt werden.
Unter der Annahme, dass posthamorrhagischer Liquor eine hohe Zahl inflammatorischer

Zellen in den Subarachnoidalraum lockt, und dort auf diese Weise ein inflammatorisches
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Millieu entsteht, kdnnte dieses entlang der basalen HirngefaRe einen Vasospasmus ebenso
mitbedingen wie eine frilhe oder sekundare Hirnschadigung. Als mdglicher Mediator wurde
das Zytokin IL-6 bereits von uns und anderen diskutiert. Eine Erhdéhung dieses Zytokins
wurde bei Patienten mit SAB sowohl extraparenchymatds (Liquor) als auch
intraparenchymatds (Mikrodialysat) gefunden48. Auch in unseren experimentellen Studien
konnten wir IL-6 als einen der maRgeblich beteiligten Fakoren identifizieren®®. Zusatzlich
konnten wir zeigen, dass Monozyten im Subarachnoidalraum eine mdgliche Quelle fir

Interleukinausschiittung sind®*®

. Um diese Hintergriinde weiter zu beleuchten tragen die
beiden in unseren Arbeiten beschriebenen Assays zur bestehenden Literatur bei und sind

nutzliches Instrument fir weitere wissenschaftliche Fragen51.

Diskussion der zellularen Immunreaktion im Gehirngewebe

Das Konzept inflammatorischer Veranderungen nach SAB ist neu und war bislang
mafgeblich beschrankt auf perivaskuldare Veranderungen und den Subarachnoidalraum,

67-70

sowie die Bildung zerebraler Aneurysmen” ", Erst in jingster Zeit wurde die Modulation

inflammatorischer Prozesse mit einem veranderten Outcome nach Subarachnoidalblutung in

70-73

Verbindung gebracht""". Durch die Etablierung eines verlasslichen Mausmodells fiir eine
SAB konnten wir eine intrazerebrale Mikroglia-Akkumulation nachweisen, welche an der
Stelle der GefaRperforation begann, vergleichbar dem Verlauf an humanen Gehirnschnitten
von Patienten, die an einer SAB verstorben waren. Das Maximum der ,Cerebral Spreading
Inflammation“ wurde in unserer Patientenkohorte durch einen deutlichen Anstieg in der
Mortalitatsrate begleitet. Dieses Phanomen war also nicht nur ein experimentelles, sondern
scheint einen klinisch relevanten Beitrag zur sekundaren Hirnschadigung nach SAB
beizusteuern. Bei Patienten nach SAB kommt es haufig zu einer verzdgerten Phase der Re-
Orientierung, was bislang weithin durch den stattgehabten Anstieg des intrakraniellen Drucks

mit subsequentem Abfall der zerebralen Perfusion erklart wurde. Eine ,Spreading

Inflammation” stellt eine weitere Erklarung dar fur diesen eingeschrankten klinischen Zustand
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der Patienten, dessen Ursache oft nicht durch Standard-Bildgebungsverfahren erklart werden
kann®.

Neben Mikroglia sind weitere mononukledre Zellen innerhalb des ZNS im Rahmen
verschiedener pathophysiologischer Prozesse beschrieben. Abgesehen von peripheren
Makrophagen, welche in das ZNS einwandern koénnen, wurden bereits perivaskuéare,
choroidale und meningeale Makrophagen beschrieben®".

In unserem Mausmodell sehen wir perivaskuare, choroidale und meningeale Iba-1-positive
Zellen. Generell sind diese Zellen recht heterogen. Nur etwa die Halfte exprimiert Mikroglia-
Marker. Auch ist ihre Herkunft bislang ausschlief3lich in der experimentellen autoimmunen

Enzephalomyelitis beschrieben®".

Wahrend diese Makrophagen im Modell der
experimentellen autoimmunen Enzephalomyelitis offenbar aus dem peripheren Blutpool
kommen’®, scheinen sie nach SAB einen nicht-peripheren Ursprung zu haben, wie wir in
unseren Chimaren-Experimenten nachweisen konnten®. Nichts desto Trotz kdnnte die
intrazerebrale Mikroglia Akkumulation durch diese Makrophagen Subtypen stimuliert oder

propagiert werden, so wie es bereits in der Enzephalomyelitis beschrieben wurde’®’’. E

s
bleibt die Frage, warum Mikroglia, die im Grunde die Abwehrzellen des Gehirns sind ein
bereits betrachtlich unter Stress stehendes Gehirn zusatzlich schadigen sollten. Nicht nur als
Hauptzelle des zerebralen Abwehrsystems, sondern auch als ,Hausmeister® des
Zentralnervensystems spielen die Mikroglia eine wesentliche Rolle zwischen Synaptogenese
und entwicklungsbedingter Apoptose. Dennoch, oder gerade deswegen sind die
Mechanismen, die ihrer Dialektik unterliegen bislang noch weitestgehend ungeklart. Einige
Proteine (z.B. IL-6, TNF-a, BDNF, KARAP/DAP12) wurden bereits verdachtigt, das
Gleichgewicht der Mikroglia in die eine oder andere Richtung zu beeinflussen’®. Auf diese
Weise konnten aktivierungsabhangige Veranderungen von Mikroglia-Funktionen auch eine
unzureichende Produktion trophischer Faktoren umfassen, die gewdhnlich von MG produziert
werden. Auf diese Weise kdnnte ein Zustand Mikroglia-spezifischen Verlustes von Brain-
derived neurotrophic Factor entstehen, von welchem zuletzt gezeigt wurde, dass er eine
wichtige Rolle bei Lernprozessen und Synaptogenese inne hat”>"°.

Gleichzeitig wurde aber ebenfalls beschrieben, dass eine fortgesetzte Mikroglia-Aktivierung in

einer negativ-Feedback-Schleife und schlieRlich in einer Uber das Ziel hinaus schieflenden
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Reaktion enden kann, welche wie bei der Alzheimer'schen Erkrankung in einer prolongierten
Immunaktivierung resultieren kann, und ebenfalls die dauerhafte Expression pro-
inflammatorischer Zytokine, wie beispielsweise IL-12 und IL-13 verursachen, welche den
Verlauf der Erkrankung verschlechtern®°%8%-82,

Interessanter Weise haben wir bei der Definition des Zytokin-Expressionsprofils unserer
Mikroglia nicht nur eine hochregulierte Menge an pro-inflammatorischen Zytokinen gefunden,
sondern auch eine hochregulierte Menge an deren Rezeptoren auf den Zellen, welche
wiederum fir eine erhdhte Sensibilitat flir das Ansprechen auf entsprechende Reize pro-
inflammatorischer Zytokine Rechnung tragen, und welche eventuell sogar Hinweis geben auf
eine parakrine, autokrine Stimulation. Im Rahmen unserer Experimente haben wir keine
andere Quelle fur IL-6- oder TNF-a- Produktion im ZNS gefunden, abgesehen von Mikroglia.
Wahrend der Anteil der Zellen, die IL-6 exprimierten deutlich geringer war, war der Anteil der
Zellen, die TNF-a produzierten deutlich héher und lag bei ca. 30%°. Die Rolle beider
Proteine bei Inflammation und Apoptose schein sehr variabel zu sein. Beide kénnen neben

80,83-85

inflammatorischen auch Zelltodsignale bedingen Dennoch konnte von beiden

Proteinen gezeigt werden, dass sie das neuronale Uberleben unter bestimmten
Voraussetzungen auch positiv beeinflussen kénnen®*#%,

In frGheren Studien hatten wir bereits eine Hochregulation von IL-6 im Liquor und im
Mikordialysat bei Patienten nach SAB festgestellt und eine Korrelation mit der Schwere des
klinischen Verlaufs hergestellt48. Spater identifizierten wir die Mikroglia als zellularen
Produzenten von IL-6. Da die Depletion der Mikroglia als Quelle beider Zytokine zu einer
Veringerung des neuronalen Schadens geflhrt hat, scheint es dass beide, IL-6 und TNF-q,
im Verlauf einer SAB eher eine schadigende Rolle spielen. Wahrend wir an dieser Stelle nicht
ausschlieRen kénnen, dass weitere Zytokine eine Rolle in der inflammatorischen Kaskade
spielen, welche wir nicht gezielt untersucht haben, ist bereits hier klar, dass auch das Wo und

Wann von IL-6- und TNF-a-Angriffspunkten essentielle Determinanten flr den Verlauf der

Erkrankung darstellen®.
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Das Fadenperforationsmodell far die experimentelle
Subarachnoidalblutung

Es existieren verschiedene Modelle fir das Beibringen einer experimentellen
Subarachnoidalblutung. Die beiden meist verwendeten sind das Blut-Injektionsmodell Uber
eine Bohrlochtrepanation in die Zisterna magna und das Fadenperforationsmodell, dessen
wir uns bedient haben®. Beim Injektionsmodell wird ein vorbestimmtes Volumen autologen
Blutes unter konstantem Druck injiziert. Der Vorteil des Modells ist, dass durch Variation in
Blutvolumen und -druck die Schwere der Blutung gut beeinflusst werden kann und ansonsten
eine extrem hohe Konstanz bei deren Auspragung gewahrleistet ist. Beim Perforationsmodell
ist die Auspragung der Blutung nicht gleich schwer, so dass es in der direkten postoperativen
Phase zu deutlich weniger Todesfallen kommt. Durch die Anlage einer Trepanation an sich
kommt es jedoch bereits zu einer Entziindungsreaktion am Gehirngewebego. Ferner ereignet
sich die Blutung beim Perforationsmodell an derselben Stelle wie typischer Weise beim
Menschen. Darliber hinaus ist es moglich, dass das Einreien eines Gefalles an sich bereits
eine Rolle in den folgenden Pathomechanismen spielt’’. Diese Griinde haben uns dazu
bewogen das Fadenperforationsmodell fiir unsere Experimente heranzuziehen®.

In unseren Experimenten sahen wir eine einseitig beginnende Mikroglia-Ausbreitung, bevor
die Reaktion auf beide Hemispharen Ubergriff. Eine gute Erklarung hierfur kdnnte ein direkter
Schadigungsmechanismus sein. Dieser kdnnte beispielsweise chemisch weitergeleitet sein,
z.B. durch Hamoglobinabbauprodukte, oder auch physikalisch durch Druckveranderungen an
der Schadelbasis an der Blutungsstelle®. Eine weitere Erklarung wurde von Czosnyka und
Mitarbeitern diskutiert, die eine asymmetrische Blutfluss-Autoregulation nach SAB

nachweisen konnten'®.

Kernspintomographische Hirnvolumetrie nach experimenteller
Subarachnoidalblutung

Im langfristigen Verlauf nach SAB zeigen viele Patienten bis zu einem gewissen Grad ein

neuro-psychologisches Defizit, eine subtile Einschrankung oder sogar eine globale oder nur
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9293 ‘Wahrend wir diese Effekte durch unsere

lokale (Hippocampus) Hirnvolumenminderung
Daten des neuronalen Zelltodes untermauern kénnen, bedarf es weiterer Untersuchungen,
um die zu Grunde liegenden Mechanismen zu ergriinden. Auch die Frage ob und in welcher
Form kompensatorische Mechnismen greifen, um diese Defizite aufzuwiegen ist bislang nicht
beantwortet. In unseren Arbeiten zu Hirnvolumenminderung, Verschiebung des Hirn-Liquor-
Verhaltnisses und Hippocampusvolumina im Mausmodell, untersucht in seriellen
Kernspintomographie, konnten wir bislang keinen Hinweis auf eine messbare Einschrankung
in unserem Mausmodell finden®. Mogliche Grinde hierfir sind unter anderem in der
Methodik zu suchen, aber vorrangig und wahrscheinlicher im unterschiedlichen Aufbau des
murinen und des humanen Gehirns. In der nahen Vergangenheit haben mehrere Gruppen
begonnen von 2-dimensionaler MRT-Bildgebung bei der Volumetrie auf 3-dimenasionale
Bildgebung umzusteigen. Abgesehen von huibscheren Bildern sind auf diese Weise auch

94,95

gezielte Untersuchungen bestimmter Kortexregionen moéglich™ ™. Das am haufigsten benutze

Verfahren ist jedoch nach wie vor die von uns angewandte 2-dimensionale Volumetrie und

kann daher als Goldstandard angesehen werden®®*®

. Durch diese 2-dimensionale Messung,
die wir benutzt haben konnten wir Veranderungen im Gesamtvolumen des Gehirns und des
Liquors nachweisen welche nur wenige Mikroliter betrugen, so dass wir davon ausgehen
durfen, dass diese Methode adaquat zur Beantwortung unserer Frage war. Abgesehen davon
kénnen neuere Methoden eventuell weitere wissenschaftliche Fragen in dieser Richtung
beantworten.

Wahrscheinlicher ist also, dass die Grinde fur die Tatsache, dass wir im Gegensatz zum
Menschen in unseren Mausen keine Atrophie nachweisen konnten im unterschiedlichen
Aufbau der Gehirne zwischen den Spezies liegt. Die Relation von grauer zu weil3er Substanz
ist beim Menschen zugunsten der grauen Substanz héher als beim Nager. In vielen Studien
in denen Gehirnatrophie in verschiedenen Krankheitsbildern beschrieben ist, wurde bestatigt,

92,99-101

dass die graue Substanz deutlich schneller zugrunde geht als die weile . Bei Patienten

mit subkortikalen Infarkten konnte sogar eine kortikale Atrophie im assoziierten Bereich

102

gesehen werden . Auf diese Wiese kdnnte ein mehr gyriertes Gehirn leichter der Atrophie

anheim fallen als ein weniger gyriertes54
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Unser aktuelles Verstandnis der inflammatorischen Prozesse nach SAB - basierend auf
unseren aktuellen Ergebnissen — ist das einer Outside-In-Aktivierung. Zuerst kommt es zu
einer Aktivierung der Leukozyten-Endothelinteraktion innerhalb des GefaRsystems,
auRerhalb des Gehirns. Daran anschlieBend entsteht eine Akkumulation und Aktivierung von
Mikroglia innerhalb des Gehirns, welche dann zu einem neuronalen Zelltod und subsequent
zu einer deutlich reduzierten Zahl berlebender Neurone fihrt. Ob die effektive Behandlung
des Vasospasmus durch NPRI in klinischen Studien auch eine anti-inflammatorische Wirkung
hat bleibt bislang noch unklar. Die Patienten, die mit NPRI behandelt wurden zeigten
allerdings nach 6 Monaten einen deutlich verbesserten klinischen Verlauf, was bislang durch

die alleinige Bekampfung des zerebralen Vasospasmus nicht erreicht werden konnte®?°
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Zusammenfassung

In den vorgelegten Arbeiten beschreiben wir vasokonstriktive oder inflammatorische
Veranderungen nach Subarachnoidalblutung, die 1.) im GefaBsystem, 2.) im
Subarachnoidalraum, der die Gehirngefalle umscheidet, und 3.) in Form einer zellularen
Immunantwort innerhalb des Gehirnparenchymes auftreten. Die intravaskulare Inflammation
ist von einer Vasokonstriktion begleitet, welche als klinisches Korrelat fiir einen zerebralen
Vasospasmus angesehen werden kann. Die Kaskade der Inflammation lauft nach einem gut
charakterisierten Schema ab. Zuerst kommt es ca. 2-4 Tage nach der Blutung zur Ausbildung
eines inflammatorischen Millieus im Subarachnoidalraum welches sich durch eine gesteigerte
Immunzellattraktion auszeichnet und ein erhdhtes Vasospasmuspotential bedingt. An zwei
Bio-Assays konnten wir hier Patientenliquor nach SAB untersuchen, um diese Reaktionen in
vivo und in vitro zu charakterisieren.

In klinischen Arbeiten konnten wir den Spontanverlauf des arteriellen Blutdrucks als
Friherkennungsmerkmal fir das Auftreten eines zerebralen Vasospasmus definieren und
haben ein neues Medizinprodukt zur Verhinderung des Vasospasmus und zerebraler
Ischamien nach SAB in der Anwendung am Patienten untersucht.

Im zeitlichen Verlauf etwas nach den inflammatorischen Reaktionen im Subarachndoialraum
kommt es zum Einsetzen einer intrazerebralen Immunzellakkumulation welche sich von Tag
4 bis Tag 14 nach der Blutung ausbreitet und dann bis Tag 28 gleichmallig Uber beide
Hemispharen verteilt. Die zu Grunde liegende Zelle konnten wir als Mikroglia identifizieren
und dieser einen aktvierten, pro-inflammatorischen Status nachweisen. Dieses Phanomen
haben wir erstmalig als ,Cerebral Spreading Inflammation® beschrieben. Ein im Verlauf der
SAB fortschreitender neuronaler Zelltod mit einer signifikant verminderten Zahl vitaler
Neurone konnte durch Depletion der Mikroglia in einem transgenen Mausmodell aufgehalten
werden.

Als mafgeblich beteiligte pro-inflammatorische Cytokine konnten IL-6 und TNF-a identifiziert
werden, die mitsamt ihrer Rezeptoren auf Mikroglia hochreguliert waren, die mit Hilfe einer

magnetischen Sortierungsverfahrens aus Maushirnen isoliert wurden.
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Wir haben in unseren Arbeiten deutlich den Einfluss inflammatorischer Veranderungen auf
die sekundare Hirnschadigung nach Subarachnoidalblutung in Tiermodellen und auch im
menschlichen Organismus gezeigt, grundlegende Mechanismen beschrieben und zuvor
unbekannte Reaktionen neu definiert. Durch unsere Studien sind darlber hinaus weitere
wissenschaftliche Untersuchungen ermdglicht und neue diagnostische und therapeutische

Ziele identifiziert worden.
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