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,We conclude... chemical products of cerebral metabolism... can cause variations of
the calibre of the cerebral vessels”
Roy and Sherrington 1890

“... A number of relevant issues remain unsolved: ... What is the role of the many
metabolites... discussed as mediators of [neurovascular] coupling?”

Villringer and Dirnagl 1995
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Zusammenfassung

Kalium und Stickstoffmonoxid (NO) werden als mogliche Vermittler neurovaskularer
Kopplung diskutiert. Die extrazellulare Kaliumkonzentration ([K]e) im Gehirn verandert
sich situationsabhangig: Die basale [K]. liegt bei 3 mM, bei neuronaler Erregung
steigt die Konzentration auf 12 mM, in pathophysiologischen Situationen auf > 60
mM. Hierbei verandert sich der zerebrale Blutfluss (z.B. Blutfluss-Anstieg nach
neuronaler Erregung).

NO ist ein kurzlebiger Vasodilatator, der von NO Synthasen (NOS) produziert wird.
NO ist im Gehirn fUr die Aufrechterhaltung eines basalen, vaskularen Tonus relevant
und spielt eine Rolle als Vasodilatator in verschiedenen Situationen (z.B. permissive
Rolle von NO bei der Vermittlung der zerebrovaskularen Reaktion auf Azidose).

In der vorliegenden Arbeit wurde die Interaktion von Stickstoffmonoxid und
Kaliumkanalfamilien bei der zerebrovaskuldaren Reaktion auf veranderte
Kaliumkonzentrationen untersucht. Experimentelles Modell war die isolierte A. cerebri
media der Ratte.

Die Ergebnisse zeigen, dass kumulative Steigerung von [K]e zu einer Gefalidilatation
in physiologischen Bereichen (20 mM) flihrt, die bei pathophysiologischen
Konzentrationen (80 mM) verschwindet. Bei (unspezifischer) NOS Blockade zeigt
sich keine Anderung der GefaRreaktion auf 12 und 20 mM [K]., die Reaktion auf > 40
mM [K]e wird jedoch inhibiert. Dasselbe Ergebnis zeigt sich bei Blockade der
I6slichen Guanylatcylcase (sGC). Es zeigt sich eine Abhangigkeit der Vasodilatation
bei pathohysiologischen [K]e von NO/zyklischem Guanosin Monophosphat (cGMP).
Bei Substitution eines basalen NO Spiegels unter NOS Inhibition kann die
Gefaldilatation bei 40 mM [K]e wiederhergestellt werden. NO/cGMP hat hier die
Rolle eines Modulators. Bei Blockade einzelner Kaliumkanalfamilien zeigt sich nach
Kir-Blockade eine Inhibition der Reaktion auf 20 mM [K].. Die weiteren
Gefalireaktionen bleiben unbeeinflusst. Bei kombinierter Blockade unterschiedlicher
Kaliumkanalfamilien zeigt sich bei Blockade von einwarts-Gleichrichter
Kaliumkanalen und ATP-abhangigen Kaliumkanalen (Kir und Katp) bzw. dreifach
kombinierter (Kir, Katp, Calcium-abhangige Kaliumkanadle (Kca)) und vierfach
kombinierter (Kir, Katp, Kca, Spannungsabhangige Kaliumkanale (Ky))

Kaliumkanalblockade eine Reduktion der Reaktion auf 40 mM [K]e.



Zusammengefasst zeigt sich ein Wechsel des Mechanismus der GefalRdilatation auf
gesteigerte [K]e abhangig von der Hohe von [K]le. NO/cGMP ist von zentraler
Bedeutung fur die Aufrechterhaltung der Vasodilatation bei pathophysiologischen [K]e
und spielt dabei die Rolle eines Modulators. Flr die Vermittlung der Gefalireaktion
auf physiologische [K]e spielt NO/cGMP keine erkennbare Rolle. Hier wird die
Gefalkdilatation ausschlieRlich Uber Kigr vermittelt. Die Gefalreaktion auf 40 mM [K]e
lasst sich nicht durch Inhibiton einzelner Kaliumkanalfamilien, jedoch durch
kombinierte Inhibition mehrerer Kaliumkanalfamilien vermindern. Dies stellt mdglicher
Weise einen Kompensationsmechanismus in pathophysiologischen Situationen dar.

Die Ergebnisse tragen zum Verstandnis der Mechanismen der Gefaldilatation in
physiologischen und pathophysiologischen Situationen mit veranderten [K]e bei. Dies
ist von Relevanz fur die Pathophysiologie der Cortical Spreading Depression und
Cortical Spreading Ischaemia (CSD und CSI), die ein mdgliches Korrelat verzdgerter
Vasospasmen nach Subarachnoidalblutung (SAB) darstellen, sowie fur das
Verstandnis grundlegender Mechanismen neurovaskularer Kopplung. Des Weiteren
bilden diese Ergebnisse die Grundlage fiur weitere Studien zur Interaktion
unterschiedlicher Kaliumkanalfamilien und des NO/cGMP Systems bei erhdhten [K]e,
die einen zentralen Mechanismus physiologischer und pathophysologischer

zerebrovaskularer Reaktionen darzustellen scheint.

10



Abstract

Nitric Oxiede (NO) and Potassium are discussed as important parts of the
mechanisms of neurovascular coupling. Cerebral extracellular potassium
concentrations [K]e depend on functional situtations in the brain. Basal [K]e are
around 3 mM but [K]e inceases to 12 mM with neuronal activity and above 60mM in
pathophysiological situations. This goes together with changes in cerebral bloodflow
(Increase with neuronal activity etc.). NO is a shortliving bioradical that is produced
by NO synthases (NOS). Vasodilation by NO is essential in many situtations in the
brain (maintaining basal vascular tone, modulation of cerebrovascular reaction to
acidosis etc.).

The experiments presented here adressed the question of the role of NO and
potassium channels in the cerebrovascular reaction to increased [K].. The
experiments were performed using the model of the isolated middle cerebral artery.
The results show that increasing [K]e leads to vasodilation at 20 mM that vanishes at
80 mM. With NOS Inhibiton vasodilation to 20 mM does not change but vasodilation
to > 40mM turns into vasoconstriction. The vasodilation by NO can be inhibited by
blocking Soluble Guanylate Cyclase (sGC). By substituting a basal NO level during
NOS Inhibition the vasodilation at 40 mM is restored. This shows a permissive role of
NO in potassium dependent vasodilation at [K]e > 40 mM. Vasodilation at 20mM [K]e
is exclusively mediated via the inward rectifier potassium channel (Kir). At [K]e > 40
mM inhibition of isolated potassium channel families does not reduce vasodilation.
However, combined inihibtion of potassium channel families leads to a significant
reduction of vasodilation at 40 mM.

The results show that the mechanism of vasodilation to increased [K]e changes
depending on the amount of increase in [K]e. While at physiological [K]e vasodilation
is mediated via Kir at pathophysiological [K]e NO/cGMP related mechanisms play an
important role in maintaining vasodilation and different potassium channel families
seem to have the ability to compensate for each other.

These findings are important in understading the mechanisms of potassium related
vasoreaction which possibly has a major contribution to vasodilation occurring with
neuronal activity and the pathophysiological mechanisms behind clinical and
experimental phenomenons like Cortical Spreaing Depression/Cortical Spreading

Ischaemia (CSD/CSI). It also stresses the need for further studies regarding the
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interaction between NO and potassium channels at high [K]e to further understand

their role in maintaining blood flow in pathophysiological situations.

Keywords:

Cerebral blood flow, isolated artery, vasodilation, potassium channels, NO, cGMP
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1. Einleitung

1.1.

Die Bedeutung der zerebralen Durchblutung

Ein vélliger Ausfall der Hirndurchblutung fiihrt zum Tod des Organismus

Eine kontinuierliche Versorgung des Gehirns mit Sauerstoff (O2) und Glucose ist von
existentieller Bedeutung. Bei einem Anteil von ca. 2% des Korpergewichts dienen ca.
13% des Ruhe-Herzzeitvolumens der Hirndurchblutung; ca. 21% des O, Verbrauchs
des Korpers in Ruhe entfallen auf das Gehirn (Silbernagl,S. und Lang,F. 1998b). 15-
20 Sekunden sistierter Hirndurchblutung haben Bewustlosigkeit, 7-10 Minuten
irreversiblen Nervenzellschaden und den (Hirn)tod des Organismus zur Folge. Neben
Niere, Verdauungstrakt und Myokard ist das Gehirn bezogen auf das Organgewicht
eines der am Besten durchbluteten Organe des Korpers (Silbernagl,S. und Lang,F.
1998a).

Die zerebrale Durchblutung wird innerhalb bestimmter Grenzen konstant

gehalten

Bei funktioneller Aktivitat steigt die Durchblutung einzelner Organsysteme um ein
Vielfaches an. In Gefallgebieten mit stark schwankenden Anforderungen kommt es
hierbei zu den relativ groten Durchblutungsanderungen (z.B. Skelettmuskulatur).
Die Durchblutung lebenswichtiger Organe (z.B. Gehirn) ist hingegen nur
geringflugigen Schwankungen ausgesetzt. Innerhalb bestimmter Grenzen wird die
Durchblutung den gleich bleibend hohen Anforderungen entsprechend durch
spezielle Regulationsmechanismen konstant gehalt (Busse,R. 1997).

Im Gehirn gewahrleistet die zerebrale Autoregulation bei systemischen mittleren
arteriellen Blutdriicken zwischen 60 und 150 mmHg die ausreichende Durchblutung
(Paulson,O.B. et al. 1990).

Der grundlegende Mechanismus der Autoregulation im Gehirn beruht auf der
myogenen Antwort (Bayliss Effekt). Bei Anstieg des transmuralen Drucks kommt es
in terminalen Arterien und Arteriolen zu einer myogen bedingten Kontraktion, die

einen Anstieg der Durchblutung weitestgehend verhindert (Bayliss 1902). Autonome
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(sympathikoadrenerge) Mechanismen spielen fir die zerebrale Autoregulation nur
eine geringflgige Rolle (Busse,R. 1997).

Im Gegensatz zur im Wesentlichen gleich bleibenden Gesamtdurchblutung des
Gehirns unterscheidet sich einerseits die generelle Durchblutung einzelner
Hirnregionen (die Hirnrinde ist bspw. deutlich besser durchblutet als das Marklager),
andererseits verandert sich die lokale Durchblutung situationsabhangig. Grinde
hierfir sind physiologischer (z.B. neuronale Erregung) oder pathophysiologischer

Natur (z.B. Vasospasmus nach Subarachnoidalblutung, Epilepsie).

1.1.1.

Der lokale Blutfluss im Gehirn ist an neuronale Erregung gekoppelt

Funktionelle Aktivierung kortikaler Areale fuhrt zu einer verstarkten Blutflussantwort
(Villringer,A. und Dirnagl,U. 1995). Diese sogenannte neurovaskulare Kopplung
bietet somit Uber die Messung des zerebralen Blutflusses die Maoglichkeit der
indirekten Untersuchung neuronaler Aktivitat. Die Kopplung von neuronaler Aktivitat
und zerebralem Blutfluss bildet die Grundlage vieler funktionell-bildgebender
Verfahren (z.B. funktioneller Kernspintomtographie (fMRI)), die einen wichtigen
Bestandteil neurologischer Diagnostik darstellen und die Grundlage funktioneller in-
vivo Studien aus unterschiedlichsten Bereichen der Neurowissenschaften bilden
(Villringer,A. und Dirnagl,U. 1995).

Die verstarkte Blutflussantwort nach funktioneller neuronaler Aktivierung wird durch
eine Dilatation von Arteriolen des entsprechenden Hirnareals hervorgerufen. Lange
wurde angenommen, dass der zerebrale Blutfluss an den Iokalen Energie
Metabolismus gekoppelt ist und der Anstieg des Blutflusses dem neuronalen Bedarf
an Glucose und Sauerstoff entspricht oder aber dem Abtransport von Lactat dient.
Der genaue Mechanismus der neurovaskularen Kopplung ist jedoch nach wie vor
nicht geklart. Es mehren sich die Hinweise, dass der BlutfluR weniger direkt den
Energieverbrauch der Neurone abbildet als vielmehr indirekt durch Glutamat
vermittelte lokale neuronale Netzwerke und andere Neurotransmitter (z.B. Amine und
Acetylcholin) kontrolliert wird (Attwell,D. und ladecola,C. 2002).

Aufgrund der zunehmenden Bedeutung funktioneller  Bildgebung  mit
unterschiedlichsten Methoden als Maoglichkeit der nicht-invasiven Untersuchung
neuronaler Aktivitdt am Menschen ist das genaue Verstandnis der zugrunde

liegenden Mechanismen neurovaskularer Kopplung von grofRter Bedeutung fur die
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Interpretation der gewonnen Daten und die hierauf beruhende klinische und
wissenschaftliche Entscheidungsfindung (siehe Abb. 1). Dies wird umso deutlicher,
da Erkrankungen, Medikamente und moglicher Weise Bestandteile der taglichen
Ernahrung einen Einflu® auf diese Mechanismen haben (Villringer,A. und Dirnagl,U.
1995). Als Beispiel seien fMRI Untersuchungen bei neuropsychiatrischen
Erkrankungen genannt, die mit Veranderungen von Serotonin, Noradrenalin,
Dopamin etc. einhergehen (Sabatini,U. et al. 2000;Vaidya,C.J. et al. 1998). Wenn
neurovaskulare Koppplung u.a. auf aminbasierten neuronalen Netzwerken beruht, ist
dies bei der Interpretation dieser Daten zu bericksichtigen (Attwell,D. und
ladecola,C. 2002).

Mehr als ein Jahrhundert nach Formulierung der Theorie, dass Metaboliten des
lokalen Stoffwechsels mogliche Vermittler zwischen Neuron und Gefal® darstellen
konnten (Roy,C.S. und Sherrington,C.S., 1890), werden unterschiedlichste
Mediatoren fir diese Rolle diskutiert. Beispiele fur Metaboliten, die im Focus der
Untersuchungen standen und stehen sind unter anderem H*, K*, Adenosin, Lactat,
CO,, Dopamin, GABA, Stickstoffmonoxid (NO) (Villringer,A. und Dirnagl,U.
1995;Girouard,H. und ladecola,C. 2006). Es ist am wahrscheinlichsten, dass
neurovaskulare Kopplung aus dem Zusammenspiel vieler Faktoren in
unterschiedlichen Situationen in Gesundheit und Krankheit resultiert und es nicht den
.einen“ Mediator neurovaskularer Kopplung gibt (Girouard,H. und ladecola,C. 2006).
Aus den genannten Metaboliten sind fir die vorliegende Arbeit K* und NO von
Bedeutung. Die Rolle dieser beiden Metaboliten in physiologischen und

pathophysiologischen Situationen wird im Folgenden besprochen.
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Abb.: 1

Beispiel einer klinischen Anwendung funktioneller Kernspintomographie (fMRI). Bei der
préoperativen Bildgebung vor Resektion eines links parietal gelegenen Tumors zeigt sich bei
Fingertapping rechts eine links kraniodorsal des perifokalen Odems gelegene Aktivierung,
am ehesten dem primérmotorischen Cortex entsprechend. Ebenfalls zu sehen ist die rechts
zerebelldre Koaktivierung (Roth,J.H. und Lobsien,D. 2006, Abt. fiir Neuroradiologie
Universitét Leipzig, persénliche Mitteilung).

1.2.

Erkrankungen verdandern den zerebralen Blutfluss

Viele haufige Erkrankungen kdnnen zu Veranderungen des zerebralen Blutflusses
fuhren. Beispiele fur Situationen und Erkrankungen bei denen experimentell
Veranderungen zerebraler Gefaldreaktion gezeigt wurden sind u.a. Hypertonus,
Hypercholesterinamie, Diabetes, Alterungsprozesse und Meningitis (Faraci,F.M. und
Heistad,D.D. 1998). Beispiele fur neurologische Erkrankungen, bei denen die

pathologische Veranderung von Blutfluss und neurovaskularer Kopplung von
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malfgeblicher Bedeutung flr den Krankheitsverlauf sind, sind Hirntrauma und die

Subarachnoidalblutung als Unterform des Schlaganfalls.

1.2.1.

Hirntrauma fiihrt zu einer Reduktion des zerebralen Blutflusses

In den USA erleiden jahrlich 1.5-2 Millionen Menschen ein Schadel-Hirntrauma
(SHT), das in vielen Fallen in Tod oder schwerwiegenden neurologischen
Beeintrachtigungen resultiert. Trotz zunehmender Kenntnis pathophysiologischer
Grundlagen Uber neuronalen und glialen Zellschaden, vaskulare Veranderungen etc.
sowie experimenteller therapeutischer bzw. neuroprotektiver Ansatze, sind viele
pathophysiologische Vorgange infolge eines SHT noch unverstanden. Es existieren
diesbezuglich kaum kausale Therapieansatze und entsprechende klinische Studien
zeigten sich bisher wenig erfolgreich (Golding,E.M. 2002; DeWitt,D.S. und
Prough,D.S. 2003).

Bei einer traumatischen Schadigung des Gehirns kommt es neben einer Vielzahl an
anderen Phanomenen auch zu einer Reduktion des zerebralen Blutflusses und es
zeigen sich ischamische Veranderungen (DeWitt,D.S. und Prough,D.S. 2003;
Graham,D.I. et al. 1989). Die Zufuhr von Sauerstoff und Glukose ist vermindert und
Energie abhangige Prozesse zur Aufrechterhaltung des Membranpotentials
versagen. Es kommt zu einer Depolarisation von Neuronen und Glia, Aktivierung
spannungsabhangiger Calciumkanale und Ausschuttung exzitatorischer Transmitter
wie Glutamat. Die Aktivierung glutamatabhangiger Rezeptoren flhrt zu einem
neuronalen Einstrom von Kalzium und letztlich steigt der Ausstrom von Kalium. Der
Natrium und Chlorid Einstrom in die Neuronen steigt an, passiv gefolgt von Wasser
und es entwickelt sich ein zytotoxisches Odem (Golding,E.M. 2002). Die Reduktion
des Blutflusses nach Schadel-Hirn Trauma (SHT) geht mit schlechterem
neurologischen Outcome einher und macht das Gehirn empfanglicher flr
Sekundarschaden.

Die Mechanismen, die zur Verminderung des Blutflusses flhren sind nicht vollstandig
verstanden. Es wird eine Entkopplung von Hirnmetabolismus und zerebralem
Blutflu®, eine Abnahme von lokalem Blutflu® und einer Zunahme des lokalen
Glukoseverbrauchs beobachtet (Golding,E.M. 2002). Die Zunahme der Glykolyse

wird als Korrelat fur die Versuche der Neurone, energieabhangige Prozesse aufrecht
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zu erhalten, interpretiert. Experimentell ist die vaskuldare Antwort auf Serotonin
(Kontos,H.A. und Wei,E.P. 1992), Acetycholin (Ellison,M.D. et al. 1989) und CO.
(Golding,E.M. et al. 1999) in-vivo nach Trauma vermindert, in-vitro aber erhalten
(Bukoski,R.D. et al. 1997). Dies weist auf Veranderungen der Kommunikation
zwischen Gefald und Parenchym hin und nicht auf einen gefallintrinsischen Prozess.
Nach experimentellem Hirntrauma wird ein kurzeitiger Anstieg der zerebralen NO
Konzentration und Aktivitat der konstitutiven NO Synthase (NOS) beobachtet, der im
Verlauf auf subnormale Werte absinkt (DeWitt,D.S. und Prough,D.S. 2003).

Es zeigt sich des Weiteren eine Verminderung der Aktivitat von ATP- und Kalzium-
abhangigen Kaliumkanalen (Katp,Kca) nach experimentellem  Hirntrauma
(Armstead,W.M. 1997a;Armstead,W.M. 1997b) sowie ein Anstieg der extrazellularen
Kalium Konzentration Uber physiologische Werte kombiniert mit einer Zunahme der
Osmolaritat (Katayama,Y. et al. 1998).

Zusammengefasst werden also bei Hirntrauma u.a. eine Verminderung der
zerebralen Durchblutung sowie Veranderungen des NO sowie Kalium Stoffwechsels
beobachtet. Ein Einfluss durch die Veranderung von NO und Kalium bzw. der
Aktivitat von Kaliumkanalen auf den Blutfluss ist wahrscheinlich, bisher aber noch
nicht eingehend untersucht (DeWitt,D.S. und Prough,D.S. 2003).

1.2.2.

Verzégerte Vasospasmen sind Komplikationen einer Subarachnoidalblutung

Der Schlaganfall ist die dritthaufigste Todesursache in Industrielandern. Es handelt
sich hierbei entweder um Durchblutungsstérungen (lschamie) oder Blutungen
(Hamorrhagie). Eine spezielle Form der intrakraniellen Blutung ist die
Subarachnoidalblutung (SAB), bei der es haufig durch Ruptur eines Aneurysmas der
Gefale der Hirnbasis zu einem Austritt von Blut in die basalen Liquorraume kommt.
Bis zu 10 Prozent aller Schlaganfalle sind SABs. SAB resultiert in Tod oder schwerer
Behinderung in Uber 50% der Falle. Eine kritische klinische Komplikation der SAB ist
der verzogerte Vasospasmus der basalen Hirnarterien, der mit einer Latenz von 2-3
Tagen in der Halfte aller Patienten zu beobachten ist und unbehandelt in bis zu 20%
zum Tode oder Behinderung fuhrt, die Uber das urspringliche Ausmal} des
Schadens hinaus geht (Dorsch,N.W. 2002;Sobey,C.G. und Faraci,F.M. 1998;
Dietrich,H.H. und Dacey,R.G., Jr. 2000; Pluta,R.M. 2005).
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Abb.: 2

Klinisches Beispiel einer pathophysiologischen Gefél3reaktion. Links ist das cCT einer
aneurysmatischen SAB gezeigt. Rechts ein angiographischer Befund eines verzégerten
Vasospasmus der MCA (Pfeil) (Roth, J.H. und Lobsien, D. 2006, Abt. fiir Neuroradiologie
Universitét Leipzig, persénliche Mitteilung).

Die genauen pathophysiologischen Vorgange, die zum Entstehen eines
Vasospasmus fuhren sind nicht vollstandig geklart. Es sind Mechanismen assoziiert,
die sowohl mit vermindertem Einflu} vasodilatativer Faktoren als auch verstarktem
Einfluld  vasokonstringierender  Faktoren einhergehen. Pathophysiologische
Mechanismen, die diskutiert werden, sind unter anderem die verminderte Bildung
von NO im Endothel, bzw. Verminderung der NO Verfugbarkeit durch
Oxyhamoglobin und dadurch vermindertes cGMP, verminderte Aktivitat von
Kaliumkanalen und vermehrte Produktion von Endothelin und vermehrte Aktivitat der
Proteinkinase C (Dietrich,H.H. und Dacey,R.G., Jr. 2000; Sobey,C.G. und
Faraci,F.M. 1998).

Nach Subarachnoidalblutung werden vermehrt kortikale Nekrosen in Obduktionen
gefunden (Birse,S.H. und Tom,M.I. 1960). Diese kdnnten Resultat Uber den Kortex
wandernder Wellen von Ischamiezonen, sogenannter Cortical Spreading Ischaemias
(CSI) sein (Windmuller,O. et al. 2005).

Experimentell lassen sich CSI in-vivo durch erhdhte subarachnoidale

Kaliumkonzentrationen und NO vermindernde Substanzen beispielsweise NOS-
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Inhibitoren wie LNNA (Verminderung der NO Produktion) oder Oxyhamoglobin
(Bindung und damit Aktivitatsverlust von NO) auslésen (Windmuller,O. et al. 2005;
Dreier,J.P. et al. 1998).

Hamoglobin und Kalium sind Hauptbestandteil von Erythrozyten. Bei einer Blutung
und Zellschaden kommt es zu einem Austritt in den subarachnoidalen Raum und
Steigerung der Hamoglobin- und extraluminalen Kalium Konzentration. Nach SAB
zeigt sich aullerdem eine verminderte Aktivitat bestimmter Kaliumkanalfamilien
(Sobey,C.G. und Faraci,F.M. 1998).

Die etablierte Therapie des Vasospasmus ist weitestgehend symptomatisch und
bestent in der Gabe von NO unabhangigen Vasodilatatoren (z.B. Nimodipin),
Hypervolamie ggf. HHH Therapie (Hypervolamie, Hypertension, Hamodilution), sowie
teilweise  minimal invasiver Angioplastie. Experimentelle  Therapiestudien
untersuchten jedoch bereits in unterschiedlichen Tiermodellen und klinischen
Fallserien (bzw. Studien) mit wechselndem Erfolg Ansatze, die die Aktivierung von
Kaliumkanalen, Gabe von NO Donoren oder Antagonisierung von Endothelin
beinhalten (Dorsch,N.W. 2002;Dietrich,H.H. und Dacey,R.G., Jr. 2000; Vajkoczy, P.
et al. 2005).

Zusammengefasst stellt die Veranderung des Blutflusses nach SAB ein erhebliches
klinisches Problem dar, das derzeit nur teilweise behandelt werden kann.
Pathophysiologisch spielen erhdhte Kaliumkonzentrationen, Veranderung der
Aktivitat von Kalium Kanadlen sowie Reduktion der Aktivitdt von NO zusammen mit
vielen anderen Faktoren eine Rolle. Dies bildet bereits Grundlage experimenteller
Therapieansatze, die genauen Zusammenhange sind jedoch nur unzureichend

verstanden.

1.3.

Kurze Darstellung der Anatomie von Arterien

Die innerste Schicht der GefalRe, Tunica Intima, besteht aus Endothelzellen sowie
der Basalmemebran und begrenzt das Lumen des GefalRes. Die mittlere Schicht,
Tunica Media, besteht aus den Gefallmuskelzellen. Entsprechend der Groflke der
GefalRe variiert diese Schicht in der Ausdehnung. Kapillaren fehlt diese
Muskelschicht. Die auflere Schicht, Tunica Adventitia, besteht aus umgebendem

Bindegewebe und Nervenenden. Alle drei Schichten sind wichtig zur
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Aufrechterhaltung des vaskularen Tonus. Ateriolen und Kapillaren sind von
AstrozytenendflifRen umgeben, die die Kommunikation mit anderen Gefalden und
Neuronen erleichtern (Golding,E.M. 2002).

Unter Anderem besteht eine Funktion des Endothels in der Fahigkeit eine Reihe von
Faktoren zu produzieren, die einen Einflul auf die Gefallmuskelzellen der Tunica
Media haben und entweder Dilatationen oder Kontraktionen hervorrufen kdnnen.
Diese Faktoren stehen unter physiologischen Bedingungen in einem Gleichgewicht,
das unter pathophysiologischen  Bedingungen gestért werden  kann.
Endothelabhangige  vasokonstiktorische = Faktoren  sind  unter  anderem
vasokonstriktorische Metaboliten der Arachidonsaure, Endothelin, Sauerstoff
Radikale (ROS). Endothelabhangige vasodilatatorische Faktoren sind unter anderem
NO (historisch als Endothelial Derived Relaxing Factor (EDRF) bezeichnet),
vasodilatatorische = Metaboliten der Arachidonsaure, Endothelium Derived
Hyperpolarizing Factor (EDHF), ROS (Golding,E.M. 2002; Faraci,F.M. und
Heistad,D.D. 1998).

1.4.

Stickstoffmonoxid ist ein starker Vasodilatator

Die Freisetzung relaxierender Faktoren aus dem Endothel wurde erstmalig 1980
beschrieben (Furchgott,R.F. und Zawadzki,J.V. 1980). Spater wurde NO als der
prominenteste Bestandteil der EDRFs identifiziert (Palmer,R.M. et al. 1987). NO ist
ein starker, kurzlebiger Vasodilatator, der leicht zu den Zielzellen diffundieren kann.
Obwohl zuerst im GefalRendothel der Kaninchenaorta entdeckt, wird NO von vielen
Zelltypen durch eine Familie von Isoenzymen, den NO Synthasen, aus der
Aminosaure L-Arginin produziert (Faraci,F.M. und Heistad,D.D. 1998; Palmer,R.M. et
al. 1988).

Drei Isoformen der NO Synthase sind bekannt: Neuronale NOS (nNOS) und
endotheliale (eNOS), die die konstitutive Form der NOS darstellen, und die
induzierbare NOS (iNOS). Die konstitutive NOS ist flr die vorliegenden Experimente
von Interesse. Zerebral wurden die konstitutiven NOS Isoformen in Neuronen, Glia
und GefalRendothel nachgewiesen (Faraci,F.M. und Heistad,D.D. 1998).

21



eNOS/nNOS ¢ L-Arginin
v K* ca*
NO +
~a

— 1] il
AP NN

GTP cGMP Hyperpolarisation

¥

Myosin Phosphatase (MLCP)
Ca * Sensitivierung

~——____ | Relaxation
K > GefaRdilatation j

Glatte Gefallmuskelzelle

Abb.: 3

Schematische Darstellung der NO vermittelten Vasodilatation. NO wird durch NOS
Isoformen gebildet, diffundiert in die glatte Muskelzelle, stimuliert dort die Iésliche
Guanylatcyclase, cGMP wird aus GTP gebildet. CGMP vermittelte oder direkte Aktivierung
von Kaliumkanélen resultiert in  Kaliumausstrom, Hyperpolarisation, Inihibition
spannungsabhéngiger Calcium Kanéle, Reduktion der intrazelluldren Calcium Konzentration,
Relaxation der Zelle und Vasodilatation (nach FaraciF.M. und Heistad,D.D.
1998;Sobey,C.G. und Faraci,F.M. 1998).

1.4.1
Stickstoffmonoxid wirkt an der glatten Muskelzelle iiber einen cGMP

vermittelten Mechanismus

Der bekannteste Weg auf dem NO seine vasodilatatorische Wirkung entfaltet ist Gber
den second messenger cGMP vermittelt. Nach Freisetzung diffundiert NO in die
GefalRmuskelzelle und stimuliert dort eine I6sliche Guanylat Cyclase (sGC), worauf
es zu einem intrazellularen Anstieg von cGMP kommt, danach zu einer Aktivierung
der cGMP abhangigen Proteinkinase und letztlich zur Relaxation der
GefalRmuskelzelle und Dilatation des GefalRes, z.B. Uber die Phosphorylierung von
lonenkanalen (Faraci,F.M. und Heistad,D.D. 1998).
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Die Aktivitat der NOS kann durch L-Arginin Analoga wie z.B. L-NNA inhibiert werden.
Die Inhibition durch L-Arginin Analoga betrifft nNOS und eNOS gleichermalen
(Faraci,F.M. und Heistad,D.D. 1998).

Eine weitere Moglichkeit den NO/cGMP Weg zu untersuchen ist die Blockade der
sGC. Substanzen, die herflr verwendet werden kdnnen, sind z.B. Methylenblau, von
dem jedoch unspezifische Effekte auf die NO vermittelte Vasodilatation berichtet
werden (Kontos,H.A. und Wei,E.P. 1993), oder die jungere Substanz ODQ, die eine
deutlich spezifischere Blockade der sGC erzeugt (Garthwaite,J. et al. 1995).
Zusatzlich zu diesem cGMP-abhangigen Mechanismus kann NO in glatten
GefalBRmuskelzellen Reaktionen durch direkte Nitrosylierung vermitteln und somit
ebenso die Aktivitat von Kaliumkanalen verandern (Bolotina,V.M. et al. 1994;
Archer,S.L. et al. 1994; Robertson,B.E. et al. 1993).

1.4.2.

NO: Ein Modulator neurovaskularer Kopplung

Aufgrund der Kurzlebigkeit, starken vasodilatatorischen Wirkung und Produktion in
GefalRendothel und Neuronen ist NO ein guter Kandidat fir einen maoglichen
Mediator neurovaskularer Kopplung bzw. zerebraler Gefalireaktion (Villringer,A. und
Dirnagl,U. 1995). Viele Studien deuten jedoch daraufhin, dass NO bei einer Reihe
von unterschiedlich induzierten zerebrovaskularen Reaktionen eher die Rolle eines
Modulators als die eines Mediators zu spielen scheint. Dies scheint auch fur
kaliumvermittelte Gefallantworten von Bedeutung zu sein.

Das Modulator/Mediator Konzept geht davon aus, dass NO als Vasodilatator auf
prinzipiell zwei unterschiedlichen Wegen zur Vermittlung einer Gefalireaktion
beitragen kann. Im Sinne eines Mediators neurovaskularer Kopplung wirde man
davon ausgehen, dass NO auf einen Stimulus hin freigesetzt wird, in die
Gefallmuskelzelle diffundiert und dort die Vasodilatation hervorruft. Abstrahiert
formuliert, handelt es sich um eine lineare Aneinanderreihung von Ereignissen.

Im Sinne eines Modulators geht man davon aus, dass ein konstant vorhandener
NO/cGMP Spiegel im Gewebe die vasodilatatorische Wirkung eines anderen
Mediators im Sinne einer permissiven Wirkung ermoglicht. Bei parallelem

Vorhandensein des basalen NO/cGMP Spiegels wird die vasodilatatorische Wirkung
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des Mediators vermittelt, bei Fehlen des basalen NO/cGMP Spiegels wird sie

verhindert.

NO: Mediator NO: Modulator

NO basalesrpr;lecs):l é IcGMP
Produktion
NO f cGMP ‘r NO / cGMP ~
|
L> (@ { +
Vasodilatation

Abb.: 4

Schematische  Darstellung des  Mediator/Modulator  Konzeptes. Als  Mediator
kaliumvermittelter GefdBreaktion fiihrt der Anstieg von Kalium zur Produktion von NO und
cGMP. Als Modulator fiihrt der Anstieg der Kaliumkonzentration zur Gefél3reaktion, wenn
parallel ein basaler NO/cGMP Spiegel aufrechterhalten wird.

Die Funktion von NO/cGMP als Modulator zerebrovaskularer Reaktion konnte flr
unterschiedliche vasodilatatorische Stimuli gezeigt werden. Unter anderem findet
sich die modulatorische Rolle von NO in vivo bei Gefalireaktionen auf Hyperkapnie
(ladecola, C. et al. 1994), in-vitro bei der Reaktion der isolierten MCA auf erniedrigte
pH Werte (Lindauer,U. et al. 2001), in vivo bei der Gefallantwort auf physiologisch
erhdhte Kaliumkonzentrationen (Dreier,J.P. et al. 1995) und im somatosensorischen
Kortex der Ratte bei Reaktion auf sensorische Stimulation (Lindauer,U. et al. 1999).
Im Cerebellum hingegen wurde fir NO die Rolle eines Mediators neurovaskularer

Kopplung gezeigt (Akgoren, N. et al. 1996).
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1.5.

Kalium: Ein moéglicher Mediator neurovaskulédrer Kopplung

Die extrazellularen Kaliumkonzentrationen im Gehirn sind nicht immer gleich
bleibend. Vielmehr andern sie sich in einer Vielzahl von Situationen.

In physiologischen Situationen fuhrt neuronale Erregung zu einem Anstieg der
extrazelluldaren Kaliumkonzentration von einem Ruhelevel von 3-4 mM auf
Konzentrationen von bis zu ca. 12 mM (Sykova,E. 1983). In pathophysiologischen
Situationen wie traumatischer Hirnschadigung oder Schlaganfall wurde gezeigt, dafl®
die extrazellulare Kaliumkonzentration auf mehr als 60 mM ansteigt (Astrup,J. et al.
1980;Katayama,Y. et al. 1998). Dieser pathophysiologische, extrazellulare
Kaliumanstieg geht im Falle eines Traumas mit einem Anstieg der Osmolalitat des
extrazellularen Milieus einher (Katayama,Y. et al. 1998).

Diese Situationen sind von Veranderungen im lokalen Blutfluss begleitet. Kalium und
die Veranderung der extrazellularen Kaliumkonzentrationen wird dementsprechend
als ein mdglicher Mediator neurovaskularer Kopplung diskutiert (Villringer,A. und
Dirnagl,U. 1995).

1972 wurde eine Zunahme des Durchmessers pialer Arterien auf erhohte
extraluminale Kaliumkonzentrationen beschrieben (Kuschinsky,W. et al. 1972).
Seitdem wurde die Beteiligung von Kalium und veranderten Kaliumkonzentrationen
fur eine Vielzahl von Gefaldreaktionen in unterschiedlichen experimentellen Modellen
und GefalRbetten gezeigt werden (Faraci,F.M. und Heistad,D.D. 1998; Faraci,F.M.
und Sobey,C.G. 1998; Nelson,M.T. und Quayle,J.M. 1995).

Die Rolle eines Mediators der neurovaskularen Kopplung wird durch die
~Syphonhypothese“ unterstutzt (Paulson,0.B. und Newman,E.A. 1987). Hiernach
wird Kalium nach Freisetzung aus den Neuronen von Astrozyten aufgenommen. Der
Kalium Einstrom depolarisiert die Zellen und bedingt einen passiven Ausstrom in
anderen Regionen des Astrozyten oder in Astrozyten, die elektrophysiologisch an die
Zelle gekoppelt sind. Die astrozytaren Endflufie haben eine weitaus grofiere Kalium
Leitfahigkeit, als der Rest der Zelle, vornehmlich vermittelt durch K¢, (Newman,E.A.
1986). Es wird vermutet, dal® deshalb ein grol3er Teil des Kaliums an den Endfufien,
in direkter Nahe der GefalRe ausgeschuttet wird (Paulson,0.B. und Newman,E.A.
1987).
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Abb.: 5
Schematische Darstellung  extrazelluldrer  Kaliumkonzentrationen im  Gehirn in
unterschiedlichen physiologischen und pathophysiologischen Situationen.

Auf diesem Wege kommt es weitaus schneller zu héheren Kalium Konzentrationen
im Bereich der Gefale, als auf dem Wege der Diffusion allein, insbesondere wenn
der Ort der Kaliumfreisetzung in einiger Entfernung der GefalRwand liegt. Diese
Hypothese wird experimentell durch den Nachweis eines interzellularen ,K* channel-
to-K* channel“ pathways gestiitzt: Neuronale Aktivitit bewirkt einen Anstieg von Ca**
in Astrocyten, es kommt zur Aktivierung von K¢, der Astrocyten EndfiRe und
konsekutivem Kaliumausstrom mit Steigerung der extrazelludren Kaliumonzentration
in direkter Nahe zu den Gefallmuskelzellen. Dies hyperpolarisiert die
GefalRmuskelzelle, es kommt zur Aktivierung von Kig und folgend zur Gefalidilatation
(Filosa,J.A., et al. 2006). Andere Untersuchungen zeigen jedoch, dass im in-vitro
Modell der isolierten Retina der Ratte die ,Syphon-Hypothese® allenfalls eine
untergeordnete Rolle bei der Vermittiung neurovaskularer Kopplung spielt
(Metea,M.R., et al. 2007).
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1.5.1
Kaliumkanalfamilien und die Na/K ATPase spielen eine wichtige Rolle in der

Regulation des Membranprotentials

Wie in allen Zellen geschieht die Kommunikation zwischen extra- und intrazellularem
Milieu durch unterschiedliche teils aktive, teils passive Mechanismen. Hierzu gehort
beispielsweise die Diffusion entlang eines Konzentrationsgefalles, die erleichterte
Diffusion durch (lonen)Kanale in der Zellmembran oder der energieverbrauchende
Transport Uber die Zellmembran.

Fir Kalium bestent unter physiologischen Bedingungen ein starkes
Konzentrationsgefalle zwischen intrazellularem und extrazellularem Raum. Es ist fur
Kalium moglich die Zellmembran entlang dieses Gefalles durch passive Diffusion
Uber spezielle lonenkanale zu Uberwinden, was abhangig von der Anzahl gedffneter
lonenkanale standig geschieht. Vier Ubergeordnete Gruppen von Kaliumkanalen sind
bekannt, die nach unterschiedlichen Mechanismen funktionieren und in
unterschiedlichen Situationen flr einen Kaliumstrom durch die Zellmembran sorgen.
Fir die Aufrechterhaltung des Konzentrationsunterschiedes und damit des
Membranpotentials sorgt die Natrium-Kalium-ATPase, die Kalium entgegen des
Konzentrationsgefalles im Austausch gegen Natrium energieabhangig in die Zelle
transportiert (Dudel,J. 1998)

In zerebralen Gefallen wurde die Expression aller vier Kaliumkanalfamilien, sowie
des Enzyms Natrium-Kalium-ATPase nachgewiesen (Faraci,F.M. und Sobey,C.G.
1998; Johnson,T.D. et al. 1998).

Der Tonus der glatten Muskulatur in kleinen Arterien und Arteriolen ist eine wichtige
Determinante in der Regulation des peripheren vaskularen Widerstandes. Das
Membranpotential der glatten Muskelzellen wiederum ist ein wichtiger Regulator des
Tonus und folglich auch des Durchmessers der Arterien. Kaliumkanale spielen
hierbei eine wichtige Rolle.

Offnen sich Kaliumkanéle in der Membran glatter Muskelzellen in Arterien steigt der
Kaliumausstrom entlang des Konzentrationsgradienten aus der Zelle und es kommt
zur Hyperpolarisation der Zelle. Diese Hyperpolarisation schlief3t
spannungsabhangige Calciumkanale, der Calciumeinstrom sinkt, damit sinkt die
intrazellulare Calciumkonzentration und es kommt zur Entspannung der Muskelzelle

und zur Vasodilatation. Eine Anzahl endogener Vasodilatatoren (z.B. Calcitonin

27



Gene Related Peptide (CGRP) und Adenosin) wirkt durch Mechanismen, die eine
Aktivierung, also die Offnung von Kaliumkanélen einschlieRen.

Auf der anderen Seite ist ein recht haufiger Mechanismus von Vasokonstriktoren,
dal® sie eine Membrandepolarisation hervorrufen. SchlieRen von Kaliumkanalen
resultiert in einer Verringerung des negativen Membranpotentials (Hypo- bzw.
Depolaristation), dadurch folgend steigt der Calciumeinstrom und es kommt zur
Anspannung der glatten Muskulatur und Konstriktion des GefalRes. Es ist
wahrscheinlich, dal} die Inhibition von Kaliumkanalen wichtiger Bestandteil des
Mechanismus Vasokonstriktor-vermittelter Membrandepolarisation ist (Nelson,M.T.
und Quayle,J.M. 1995).

1.5.2.
Alle vier Hauptfamilien von Kaliumkanédlen werden in glatten Muskelzellen

zerebraler Arterien exprimiert

Neben den erst klrzlich entdeckten und bisher nicht hinreichend untersuchten
Familie von ,two-pore domain“ Kaliumkanalen (Bryan et al., 2006), auf die im
Rahmen dieser Arbeit nicht weiter eingegangen wird, werden vier unterschiedliche,
gut charakterisierte Hauptfamilien von Kaliumkanalen an glatten Gefallmuskelzellen

beschrieben:

» Spannungsabhangige Kaliumkanale (K,)
* (Calciumabhangige Kaliumkanale (Kca)
* ATP-abhangige Kaliumkanale (Katp)

* Einwarts-Gleichrichter Kaliumkanale (K|r)

Alle diese vier Kaliumkanaltypen werden an der glatten Muskulatur zerebraler
Gefalle exprimiert (Faraci,F.M. und Sobey,C.G. 1998).
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1.5.3.
Calciumaktivierte Kaliumkanédle sind die héaufigsten Kaliumkanédle an
zerebralen GefaBemuskelzellen und kénnen durch Tetraethylammonium

inhibiert werden

Calciumaktivierte  Kalium Kanale werden durch erhdhte intrazellulare
Calciumkonzentrationen aktiviert. Aulerdem wird dieser Kaliumkanaltyp wie auch
spannungsabhangige Kaliumkanale durch Membrandepolarisation aktiviert.
Calciumabhangige Kaliumkanale (Kca) sind wahrscheinlich die haufigsten
Kaliumkanale an glatten Muskelzellen zerebraler Gefalte mit bis zu 10 000 Kanalen
pro Zelle (Nelson,M.T. und Quayle,J.M. 1995).

Kca kbnnen durch Tetraethylammonium in Konzentrationen von 1 mmol/l inhibert
werden. Andere Inhibitoren sind Iberiotoxin und Charybdotoxin, diese Toxine sind
sehr selektiv fur Kca (Nelson,M.T. und Quayle,J.M. 1995). Neben den
pharmakologischen Inhibitoren der Kca werden auch pharmakologische Offner in
experimentellen Studien benutzt. Eine Substanz, die in vielen experimentellen
Studien zum Aktivieren von K¢, benutzt wird ist NS 1619.

In zerebralen Arterien ruft die Applikation von Inhibitoren dieser Kanale in vitro und in
vivo eine Kontraktion hervor, K¢, scheinen also unter Ruhebedingungen aktiv zu sein.
Insbesondere scheint der Einfluss in gro3en zerebralen Arterien wichtiger als in
Arteriolen zu sein, weil hier durch Inhibitoren nur geringe Effekte hervorgerufen
werden kdnnen (Faraci,F.M. und Heistad,D.D. 1998).

Neben der Beeinflussung des Ruhetonus scheinen diese Kanale wichtig fur die
Vermittlung von Vasodilatation durch vielfaltige andere Stimuli zu sein.
Adenylat-Cyclase vermittelte Vasodilatation kann durch die Inhibition von Kca
verringert werden. Dies ist moglicherweise ein wichtiger Mechanismus in der
Regulation des zerebrovaskularen Tonus, weil cAMP in Gefallmuskelzellen durch
vielfaltige Stimuli erhéht wird, unter anderem Adenosin, Prostacyclin, CGRP, VIP und
andere. Auferdem kann eine Relaxation der MCA durch Produkte des
Arachidonsaure Metabolismus mit TEA inhibiert werden (Faraci,F.M. und
Heistad,D.D. 1998).

Desweiteren wurde eine NO abhangige Modulation von K¢, auf cGMP abhangigem
und unabhangigem Weg gezeigt (Bolotina,V.M. et al. 1994; Archer,S.L. et al. 1994).

29



Karp Kanal Kca2* Kanal

Aprikalim TEA
Cromakalim Glibenclamid ROS Iberiotoxin
NO + foenclami NO + Charybdotoxin
K K
+ - + -

PO, cGMP
% ATP % ca*
cAMP cAMP

Hyperpolarisation

— Ca®

Relaxation l ¢ [Ca®] —p
\ GefaRdilatation < U [/

Abb.: 6

Schematische Darstellung der grundlegenden Funktionen von Calcium und ATP abhéngigen
Kaliumkanédlen an der glatten Muskelzelle zerebraler GefdlBe. Erhéhung der
Offnungswahrscheinlichkeit der Kaliumkanéle fiihrt zur Hyperpolarisation der Zelle,
Verminderung des Calcium Einstroms, konsekutiver Reduktion der intrazelluldren Calcium
Konzentration, Relaxation der Zelle und Dilatation des GefdlRes (nach Nelson,M.T. und
Quayle,J.M. 1995; Faraci,F.M. und Heistad,D.D. 1998).

1.5.4.
ATP abhédngige Kaliumkanéle reprdsentieren den metabolischen Status der

Zelle und kénnen durch Sulfonylharnstoffe wie Glibenclamid inhibiert werden

ATP abhangige Kaliumkandle (Katp) reagieren auf intrazellulares ATP, das die
Aktivitat der Kanale hemmt. Die Dissoziation von ATP vom Kanal resultiert in einer
Offnung des Kanals und damit in einer Hyperpolarisation der Membran. AufRerdem
offnen andere metabolische Stimuli, wie Absinken von pH oder pCO, den Kanal und
produzieren Vasorelaxationen. Es ist moglich Karp durch synthetische Stoffe wie

Cromakalim und Aprikalim zu aktivieren (Faraci,F.M. und Heistad,D.D. 1998).
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Die Aktivitat von Katp kann durch Sulfonylharnstoffe, wie Glibenclamid inhibiert
werden. In Konzentrationen unter 3 pmol/l ist Glibenclamid eine selektiver Inhibitor
von Katp (Nelson,M.T. und Quayle,J.M. 1995).

Aktvierung von Katp verursacht Hyperpolarisation und Vasorelaxation von zerebralen
Arterien, auch humanen Arterien in vitro. Diese Aktivierung ruft auch in vivo
Dilatationen der A. basilaris und zerebraler Arteriolen hervor. Intraparenchymale
Injektion von Cromakalim produziert eine Glibenclamid sensitive Steigerungen des
lokalen zerebralen Blutflusses. Inhibition von Karp mit Glibenclamid hat keinen
Einfluld auf den Ruhetonus zerebraler Arterien (Faraci,F.M. und Heistad,D.D. 1998).
Zusammen mit Kca vermitteln Karp zerebrale Vasodilatation auf Azidose in vitro
(Lindauer,U. et al. 2003). Im Gegensatz zu friheren Berichten zeigen jlngere
Publikationen, dass Karp durch NO moduliert werden kénnen (Han,J. et al. 2002;
Shinbo,A. und lijima,T. 1997). Mdglicher Weise spielen Katp eine Rolle in der
Vermittlung zerebraler Vasodilatation nach Hypoxie, wenn es zu einer Reduktion des
zellularen Metabolismus mit Absinken von intrazellularem ATP kommt (wie z.B. nach

zerebraler Ischamie).

1.5.5.
Einwaérts Gleichrichter Kaliumkanéile vermitteln Vasodilatationen zerebraler
Arterien auf physiologisch erhéhte Kaliumkonzentrationen und kénnen durch

Barium lonen inhibiert werden

Einwarts Gleichrichter Kaliumkanale (Kir) werden im Gegensatz zu Calcium und
spannungsabhangigen Kaliumkanalen durch Membranhyperpolarisation aktiviert.
Diese Kaliumkanale vermitteln einen auswartsgerichteten hyperpolarisierenden
Kaliumstrom und kénnen durch Bariumionen inhibiert werden (Nelson,M.T. und
Quayle,J.M. 1995;Faraci,F.M. und Heistad,D.D. 1998).

Wenig ist Uber die Funktion dieser Kanale bekannt. Kir spielen mdglicher Weise eine
wichtige Rolle in der Vermittlung der Vasodilatation auf geringe Anderungen der
extrazellularen Kaliumkonzentrationen. Physiologische Erhéhungen der
extrazellularen Kaliumkonzentration rufen eine Hyperpolarisation und Dilatation
zerebraler GefalRe in-vitro hervor. Beide Effekte kdnnen durch Barium inhibiert
werden, allerdings nicht durch eine Kombination aus TEA, 4-AP und Glibenclamid,

sind also wahrscheinlich alleine durch Kir vermittelt (Johnson,T.D. et al. 1998;
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Quayle,J.M. et al. 1993; McCarron,J.G. und Halpern,W. 1990; Faraci,F.M. und
Heistad,D.D. 1998).

Da Kaliumkonzentrationen bis 20 mM bei neuronaler Erregung auftreten spielen Kir
mdglicher Weise eine wichtige Rolle in der Vermittlung neurovaskularer Kopplung.
Kir sind auBerdem an der Aufrechterhaltung des Ruhemembranpotentials beteiligt
(Quayle,J.M. et al. 1993).

Ky Kanal Kir Kanal
Membran- AAP Membran-
Depolarisation - Hyperpolarisation .
Nop N Caesium K}/p P N Barium
K K
+ - + -

\/ pH

Hyperpolarisation

Relaxation l ¢ [Ca®] —p
\ GefaRdilatation < [l [/

Abb.: 7

Schematische Darstellung der grundlegenden Funktionen von spannungsabhéngigen und
einwérts gleichrichtenden Kaliumkanélen an der glatten Muskelzelle zerebraler Gefal3e (nach
Nelson,M.T. und Quayle,J.M. 1995, Faraci,F.M. und Heistad,D.D. 1998).
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1.5.6.
Spannungsabhédngige Kaliumkanéle beeinflussen den Ruhetonus zerebraler

Arterien und kénnen durch 4-AP inhibiert werden

Uber die genaue Funktion spannungsabhéngiger Kaliumkandle (K,) ist
vergleichsweise wenig bekannt. Die Offnungswahrscheinlichkeit von K, erhéht sich
bei Membrandepolarisation mit dem Resultat eines Auswartsstroms, wodurch das
Membranpotential wieder zum Ruhepotential zurlckkehrt. K, scheinen also ein
negativer Feedback Mechanismus zur Regulation des Membranpotentials zu sein
(Faraci,F.M. und Heistad,D.D. 1998).

Wie Kca scheinen K, an der Regulation des Ruhemembranpotentials und an der
GefalRantwort auf Veranderungen des arteriellen Drucks beteiligt zu sein. 4 AP, ein
Antagonist der K,, depolarisiert die glatte Muskelzelle zerebraler Gefalle und flhrt zu
einer Vasokonstriktion. Dies 1aRt darauf schlielen, dald die Aktivitat von K, fur die
Aufrechterhaltung des Ruhetonus in zerebralen GefalRen eine wichtige Rolle spielt
(Faraci,F.M. und Sobey,C.G. 1998). Die Reduktion des intrazellularen pH erhoht den
Strom durch K,. Eine Beteiligung an der Vasodilation auf Azidose in-vitro konnte
jedoch nicht gezeigt werden (Lindauer,U. et al. 2003). In pulmonaler
Gefallmuskulatur aktiviert NO die K,. Es ist nicht bekannt, ob ahnliche Mechanismen
zur NO vermittelten Vasodilatation zerebraler GefaRe beitragen (Faraci,F.M. und
Heistad,D.D. 1998).

1.6.

Zusammenfassung

NO ist ein Vasodilatator und ein Modulator der zerebralen Gefalireaktion. Ein basaler
NO/cGMP Spiegel ist notwendig, um den Ruhetonus der zerebralen Arterien
aufrechtzuerhalten. Die vasodilatative Wirkung von NO wird vornehmlich Uber den
cGMP Weg vermittelt. NO kann die Aktivitat bestimmter Kaliumkanal Gruppen jedoch
auch Uber direkte Nitrosylierung oder Uber cGMP-abhangige Phosphorylierung
verandern.

Kalium ist ein madglicher Mediator neurovaskularer Kopplung. Extrazellulare
Kaliumkonzentrationen verandern sich in physiologischen und pathophysiologischen

Situationen im Gehirn. Viele dieser Situationen gehen mit einer Anderung des
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Durchmessers von Arteriolen und Arterien und des zerebralen Blutflusses einher -
mit entscheidenden Konsequenzen:

Ein Anstieg des Blutflusses bedeutet eine verstarkte Versorgung der Nervenzellen
mit Glucose und Sauerstoff und einen verbesserten Abtransport von Abfallprodukten
des Stoffwechsels. Ein physiologischer Anstieg des Blutflusses ist als Korrelat
neurovaskularer Kopplung die Grundlage funktioneller Bildgebung. Eine
Verminderung des Blutflusses kann einen Untergang von Neuronen bedeuten. Dies
geschieht in bestimmten pathophysiologischen Situationen wie z.B. wahrend SAB
oder zerebralem Trauma. Unter anderem kommt es in diesen Situationen zu einem
pathophysiologischen Anstieg extrazellularerer Kalium Konzentrationen.

Die  Vermittlung von Gefalreaktionen bei physiologisch erhdhten
Kaliumkonzentrationen ist wahrscheinlich ausschlieBlich durch Kir vermittelt. Welche
und ob Kaliumkanale bei der Vermittlung der Reaktion auf pathophysiologische
Kalium Konzentrationen eine Rolle spielen ist nicht bekannt. Desweiteren ist nicht
bekannt, welche Rolle NO in der Vermittlung der Gefallreaktion auf

pathophysiologische Kaliumkonzentrationen spielt.

34



1.7.
Hypothesen

Auf der Grundlage dieser Kenntnisse lassen sich folgende Hypothesen formulieren,
die in der vorliegenden Arbeit unter Verwendung des Modells der isolierten MCA der

Ratte auf ihre Giltigkeit hin Uberpraft wurden:

1) NO spielt eine Rolle in der zerebrovaskularen Reaktion auf physiologisch und

pathophysiologisch erhdhte Kaliumkonzentrationen

2) Der Effekt von NO wird durch das cGMP System vermittelt

3) NO hat dabei die Rolle eines Modulators der neurovaskularen Kopplung und

nicht die eines Mediators

4) Die zerebrovaskulare Reaktion auf physiologisch erhohte
Kaliumkonzentrationen im Modell der isolierten Ratten MCA wird durch Kr

Kanale vermittelt

5) Das Zusammmenspiel weiterer Kaliumkanale spielt eine Rolle in der
Vermittlung der zerebrovaskularen Reaktion auf pathophysiologisch erhdhte

Kaliumkonzentrationen

Anmerkung:

Zu Hypothese 1 und Hypothese 3 gab es zum Zeitpunkt der Durchfiihrung der hier dargestellten
Studien bereits Vorbefunde von der in der Abteilung arbeitenden Doktorandin Renate Brodowsky. Sie
konnte in Pilotexperimenten zeigen, dass NO fir die Vasodilatation auf pathophysiologisch erhéhte
Kaliumkonzentrationen von Bedeutung ist, dass die reduzierte Dilatation auf 40mM K" unter NOS
Blockade durch Zugabe eines NO-Donors wiederhergestellt werden kann und dass fir die
Vasodilatation auf die Kaliumkonzentration von 20mM alleinig Kir-Kanale verantwortlich sind. Die
Dissertation ist bisher nicht eingereicht. Um die weiterfihrenden Untersuchungen, die wesentliche
Grundlage der Beantwortung der oben dargestellten Hypothesen waren, sinnvoll durchzufihren und
mit grindlichen Kontrollexperimenten auszustatten, wurden vom Autor vorliegender Arbeit alle
relevanten Experimente wiederholt. Die im Ergebnisteil dargestellten Daten sind alleinig vom Autor
dieser Arbeit erarbeitet worden und sind somit keine Kopien anderer Arbeiten.
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2. Material und Methoden

2.1.
Das Modell der isolierten MCA eignet sich besonders zur Untersuchung lokaler

Mechanismen der Vasoreaktivitat

Fir die vorliegenden Experimente zur Gefalireaktivitat auf physiologische und
pathophysiologische Kaliumkonzentrationen wurde das Modell der isolierten MCA
der Ratte gewahlt. Das Modell wurde von Dacey und Duling entwickelt und von
Bryan et. al modifiziert (Dacey, R.G., Duling, B.R., 1982; Bryan,R.M., Jr. et al. 1996).
Es handelt sich um einen in-vitro Aufbau, bei dem die vom Gehirn isolierte Arterie
ohne pharmakologische Beeinflussung allein durch den hydrostatischen Aufbau des
transmuralen Druckes einen spontanen Ruhetonus entwickelt (Bryan,R.M., Jr. et al.
1996). Die Praparation trennt das Gefal® vom umgebenden Parenchym, bewahrt
jedoch das perivaskulare Nervengeflecht (Ignacio,C.S. et al. 1997; Lindauer,U. et al.
2001).

Zur Untersuchung der grundlegenden Mechanismen von Gefalireaktionen auf
unterschiedliche experimentelle Parameter eignen sich in-vitro Modelle besonders.
Gegenuber in-vivo Modellen sind insbesondere zwei technische Vorteile dieses
Modells zur Untersuchung der Fragestellung von Bedeutung:

Zum einen lassen sich aufgrund der Trennung vom Parenchym Gefalireaktionen
unabhangig vom umgebenden Gehirn untersuchen. Insbesondere flr
Untersuchungen, die das Zusammenspiel von Endothel, glatter Muskulatur und
perivaskularen Nerven betreffen, lassen sich Einflisse durch das umgebende
Parenchym so ausschliel3en. Die Interaktion von Gliazellen, Neuronen und anderen
Faktoren in in-vivo Modellen bereitet bei der Untersuchung grundlegender lokaler
Mechanismen haufig Schwierigkeiten (Faraci,F.M. und Sobey,C.G. 1998).

Der zweite Vorteil gegenuber in-vivo Modellen besteht in der Moglichkeit der
gezielten lokalen Anderung einzelner experimenteller Parameter. So kénnen relativ
einfach Anderungen der Elekrolytkonzentrationen vorgenommen werden oder intra-
und extraluminal Pharmaka verabreicht werden, ohne die Beeinflussung der

Experimente durch mogliche systemische Reaktionen.
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Desweiteren bietet das Modell Vorteile gegenuber anderen in-vitro Modellen zur
Untersuchung von Gefalireaktionen. Als Beispiel seien die haufig verwendeten
Arterienring-Praparate angefuhrt. Im Modell der isolierten und kannulierten MCA baut
das Gefall durch den hydrostatischen Aufbau des transmuralen Druckes einen
spontanen Ruhetonus auf (Johnson,T.D. et al. 1998). Es ist keine pharmakologische
Vorkontraktion notwendig, wie dies bei Arterienringpraperaten der Fall ist (bspw.
durch bestimmte Prostaglandine). Durch die Perfusion des Gefalies bleibt aullerdem
die Trennung von intra- und extraluminalem Raum erhalten, was die intra- und

extraluminal getrennte Gabe von Pharmaka ermdglicht.

Vorteile Nachteile
* Spontaner Ruhetonus * Isoliert vom Hirnparenchym
* Keine pharmakologische
Vorkontraktion

* Isoliert vom Hirnparenchym

* Perivaskulare Neurone erhalten

* Madglichkeit intra-/extraluminaler
Pharmaka-Applikation

Abb.: 8
Vor- und Nachteile des Modells der isolierten MCA der Ratte.

Aus den Vorteilen des Modells folgt der Nachteil namlich ebenfalls die Trennung vom
umgebenden Hirnparenchym. Es lassen sich nur Mechanismen, die die lokale
Regulation der Vasoreaktivitat betreffen, untersuchen.

Da in den vorliegenden Experimenten lokale Mechanismen der Vasoreaktivitat
untersucht wurden, ist dieser Nachteil hier von untergeordneter Bedeutung, spielt
jedoch eine Rolle fir die Interpretation der Ergebnisse vor dem Hintergrund der
Gesamtsituation.

Durch die Einordnung der Ergebnisse in den Kontext von in-vivo Experimenten,
erganzen sich die Methoden in lhren Vorteilen. Es kdnnen durch die lokal-
mechanistischen Erkenntnisse der in-vitro Versuche Erklarungmodelle flr

(patho)physiologische Phanomene aus dem in-vivo Modell generiert werden.
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2.2
Ziel des experimentellen Aufbaus ist die Isolierung und Perfusion der MCA

unter Erhaltung der GefaBreaktivitat

Der Versuchsaufbau lasst sich in vier Schritte einteilen. Ziel ist eine isolierte,
kontinuierlich perfundierte MCA, die einen spontanen Ruhetonus aufbaut und positiv
auf Standardstimuli reagiert:

1. Hirnpraparation

2. Praparation der Arterie

3. Druckaufbau und Aquilibrierung

4

. Standardstimuli/Reaktionen
Zusammensetzung des intra- und extraluminalen Puffers

Intra- und extraluminal bzw. fur die Praperation wurde eine 3-(N-
morpholino)propanosulfonsaure  (MOPS) gepufferte  Salzlésung verwendet,

bestehend aus folgenden Substanzen (in mM):

144 NaCl; 3,0 KCI; 2,5 CaCl,; 1,5 MgSOy; 1,21 NaH.PQOy4 0,02 EDTA; 2,0 Pyruvat;
2,0 MOPS; 5,0 Glucose

Der intraluminale bzw. zur Praparation verwendete Puffer enthielt zusatzlich 1 %
dialysiertes, bovines Serumalbumin (,Albuminpuffer®). Dies dient dem Schutz des
Endothels und der =zellularen Matrix (Duling, R.M., Rivers, R.J. 1986). Die
Pufferlésung wurde vor jedem Experiment mit bidestillietem Wasser angesetzt. Vor
Beginn der Experimente erfolgte die Titrierung mit NaOH auf einen PH von 7,4 +
0,02.

Anschlieend an eine tiefe Halothan Narkose erfolgt die Entnahme des Gehirns

in einem Zeitfenster < 5 min.

Mannliche Wistar Ratten (260-350g) wurden in 4 % Halothan narkotisiert und nach

Erreichen der notwendigen Narkosetiefe mittels einer Kleintierguillotine dekapitiert.
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Abb.: 9

Versuchsaufbau:

Ein ca. 1-2 mm langes, abgangfreies Stlick der MCA befindet sich in der Kammer des
Arteriographen, aufgezogen auf zwei Glaspipetten und befestigt durch die Ligatur auf jeder
Seite. Die Glaspipetten sind verbunden mit einem Schlauchsystem, in dem sich der
intraluminale Puffer befindet; MOPS gepufferte Salzlésung mit 1 % dyalisiertem bovinem
Serum Albumin. Uber dieses Schlauchsystem 4Rt sich der intraluminale FluB, sowie der
transmurale Druck im Gefal3 hydrostatisch aufbauen und kontrollieren, indem inflow und
outflow Gefélie entsprechend hoch (iber das Niveau der Arterie gebracht werden und der
Druck Uber eine Drucksonde gemessen wird. Der extraluminale Puffer gelangt (ber ein
zweites Schlauchsystem in die Kammer. In diesem System zirkuliert der Puffer mit Hilfe einer
Pumpe und wird dber einen Durchlauferhitzer entsprechend erwdrmt. Je nach
Versuchsdesign ist es moéglich, Pharmaka extraluminal bzw. Intraluminal zu applizieren, bzw.
die Zusammensetzung der Puffer zu variieren und damit das Milieu im oder um das Gefal3
zu verdndern. Der Arteriograph wird auf einem inversen Mikroskop plaziert, das an eine
Videokamera gekoppelt ist, die wiederum mit einem Monitor und einem Computer verbunden
ist. Die Reaktion der Arterie wird anhand des luminalen Durchmessers direkt am Bildschirm
gemessen bzw. kénnen Bilder einzelner Reaktionen fiir spétere Analysen im Computer
gespeichert werden.
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Die Kopfschwarte wurde mit einem Skalpell durchtrennt und das gesamte
Neurokranium von der Muskulatur befreit. Mit einer von kaudal eingeflhrten
Knochenzange wurde die Occipitalschuppe entfernt. Mit zwei von dorsal eingeflhrten
Klemmen erfolgte die Entfernung der Parietalknochen nach lateral und Exposition
des GroBhirns. Das Gehirn wurde mit einer anatomischen Pinzette vom Hirnstamm
und Kleinhirn aus mobilisiert und direkt in eine Petrischale mit 4°C kaltem
Albuminpuffer Gberfuhrt. Das gesamte Gewebe war von Pufferlésung bedeckt.

Das Grof3hirn und die beiden Aa. cerebri mediae wurden wahrend der Praparation
nicht beriihrt. Die Dauer der Préaparation von Dekapitiation bis Uberfihrung in 4 °C

kalte Lésung lag bei allen verwendeten Arterien unter 5 min.

Die Prédparation der Arterie erfolgte mikrochirurgisch unter dem

Préaparationsmikroskop in 4°C kaltem Albuminpuffer

Nach Praparation des Gehirns erfolgte die Praparation eines ca. 2 mm langen
Arterienstickes. Es wurde nur der Hauptstamm der A. cerebri media verwendet.
Samtliche folgende Arbeitsschritte erfolgten mikrochirurgisch  unter dem
Praparationsmikroskop.

Mit einer Mikroschere wurde beginnend am Circulus arteriosus Willisi das
umliegende piale Bindegewebe in gebuhrendem Abstand zum Gefald vom
Parenchym sowie die Arterie selber von den distalen und proximalen
GefalRanbindungen getrennt.

Mit einer Pinzette erfolgte die Mobilisation des Gefalkes zusammen mit dem
umliegenden Bindegewebe. In einer mit Pufferldsung gefillten Petrischale wurde das
Gefaly stumpf vom Bindegewebe befreit und daraufhin mit einer gro3lumigen Pipette
in die ebenfalls mit 4 °C Albuminpuffer geflillte Kammer des Arteriographen
uberfuhrt. Entsprechend der Flielrichtung wurden proximal und distal Glaskapillaren
zur Perfusion eingeflhrt, sodass zwischen den Kapillaren ein abgangsfreier
Messbereich von ca. 1-2 mm entstand. Das Gefald wurde distal und proximal mit

einer Ligatur befestigt.
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Wihrend einer einstiindigen Aquilibrierungsphase baute die Arterie einen

spontanen Ruhetonus auf

Im Anschlul® an die Praparation der Arterie wurde der transmurale Druck im Gefafl
uber ca. 15 min. bis auf 80 mmHg hydrostatisch aufgebaut, indem Inflow und Outflow
Gefalle langsam unter kontinuierlicher Druckmessung Uber das Niveau der Arterie
erhoht wurden. Mit einem Durchlauferhitzer wurde anschlieBend das extraluminale
Pufferbad auf 37°C erwarmt und mit einer Rate von ca. 20 ml/min. erneuert.

Wahrend der folgenden Aquilibrierungsphase von 1 h erholte sich das GefaR von der
Praparation und entwickelte unter hydrostatischem Druckaufbau ohne
pharmakologische Beeinflussung einen spontanen Ruhetonus. Es wurden nur
GefalRe fur Experimente zugelassen, die eine Reduktion des Durchmessers von
mindestens 30% verglichen mit dem Durchmesser direkt vor der Aqulibrierungsphase

aufwiesen.

Die Funktion jedes fiir Experimente verwendeten Gefiaes wurde mit

Testreaktionen (iberpriift

Messparameter bei allen folgenden Experimenten war der intraluminale
Durchmesser der Gefalle in Mikrometern. Vor Beginn der Experimente wurde die
Funktion jedes GefalRes anhand der Reaktion auf eine Erhéhung der extraluminalen
Kaliumkonzentration auf 20 mM Uber einen Zeitraum von 10 min. Uberpruft. Die
Testreaktion wurde 1-2 Mal mit intermittierender 15 min. Auswaschphase
durchgefuhrt.

Es wurden nur GefalRe zum Experiment zugelassen, die in der Testreaktion auf 20
mM K" eine Dilatation von mind. 30% verglichen mit dem Ruhetonus zeigten.
Tonusaufbau und Reaktion auf 20 mM K" sind in der Literatur anerkannte Merkmale
einer intakten Gefalfunktion (Bryan,R.M., Jr. et al. 1996b; Johnson,T.D. et al. 1998)
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Arteria Cerebri Media Arteria Cerebri Media
Extraluminale Kaliumkonzentration 3 mM Extaluminale Kalium Konzentration 20 mM

Abb.: 10

Bildschirmfotos einer MCA wéhrend der Testreaktion auf erhGhte extraluminale
Kaliumkonzentrationen. Bild A zeigt das Gefal3 nach AbschluB der Aquilibrierungsphase.
Die extraluminale Kaliumkonzentration betrdgt 3 mM, das Gefdl3 hat einen spontanen
Ruhetonus aufgebaut. In Bild B sieht man das Gefadf8 nach Erhéhung der extraluminalen
Kaliumkonzentration auf 20 mM. Es kommt zu einer deutlichen Dilatation der Arterie.
Spontane Ausbildung eines Ruhetonus sowie Dilatation auf erhbhte Kaliumkonzentrationen
sind Zeichen der erhaltenen Vasoreaktivitdt nach der Préaparation.

t/min.

>

o]

(3}
—

Hirnpraperation
Druckaufbau
Aquilibrierung

1. Testreaktion
2. Testreaktion
Experiment

Arterienpraperation

Abb.: 11

Dargestellt ist der schematische zeitliche Ablauf von Préparation, Testreaktion und
Experiment. Préparation und Testreaktionen sind als Teil des Versuchsaufbaus flir jedes
Experiment identisch wéhrend das eigentliche Experiment je nach Ablauf und Fragestellung
in der zeitlichen Ausdehnung variiert. Die Zahlenwerte stellen Zeit in min. dar.
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2.3.
Angaben zu den verwendeten Puffersubstanzen sowie den Ldésungsmitteln
Ethanol und DMSO

Samtliche Substanzen, die in den folgenden Experimenten verwendet wurden,
wurden extraluminal appliziert. Experimenteller Parameter war der intraluminale
Durchmesser des GefaRes. Die Messung erfolgte jeweils am Ende der
Ein/Auswaschphase. Die Dauer der einzelnen Kaliumkonzentrationsstufen betrug
jeweils 10 min. bzw. unter Ruhebedingungen (3 mM K*) 15 min.. Pharmaka wurden
jeweils 20 min. vor Beginn einer Kaliumreihe eingewaschen, falls nicht anders
angegeben. Wahrend Erhdhung der Kaliumkonzentration erfolgte keine gleichartige
Reduktion der Natriumkonzentration. Die Messungen erfolgten also unter
hyperosmolaren Bedingungen, wie sie unter pathologischen Situationen beobachtet
werden (Golding,E.M. et al. 2000; Katayama,Y. et al. 1990). Wahrend der gesamten
Experimente wurden Temperatur, Druck, intraluminale FluRgeschwindigkeit und pH
kontinuierlich Uberwacht und konstant gehalten.

Die benutzten Pharmaka wurden in der MOPS Pufferlésung bzw. destilliertem
Wasser, Ethanol oder DMSO geldst.

In friheren Arbeiten wurde ein moglicher Effekt von MOPS in hdéheren
Konzentrationen (5mM) auf die Reaktion glatter GefaRmuskelzellen beschrieben
(Altura,B.M. et al. 1980). Die in diesem Modell verwendete Konzentration 2 mM
fuhrte zu einem vergleichbaren Aufbau des Ruhetonus verglichen mit Bikarbonat-
gepufferten Systemen, sodall die mogliche Abschwachung vaskularer Reaktionen
durch MOPS in diesem Modell nicht zu beobachten war.

Einige verwendete Substanzen wurden in Ethanol (0,1%) geldst. In anderen Arbeiten
wurde gezeigt, dass Ethanol in geringen Konzentrationen (0.01-0.075%) zu einem
inhibitorischen Effekt auf Karp fuhren kann, der bei hdheren Konzentrationen wieder
verschwindet (Rosenblum,W.l. et al. 2001b). Auf Grund der in den vorliegenden
Experimenten hoheren Ethanolkonzentrionen sowie der zu Literaturdaten
vergleichbaren Reaktion der GefaRe auf Pinacidil (ein spezifischer Katp Offner) spielt
dieser Effekt hier keine Rolle (Zimmermann,P.A. et al. 1997).

Analog wurde von DMSO eine Inhibition auf Hydroxyl vermittelte Dilatation pialer
Arterien sowie Beeinflussung der Aktivitat von Katp beschrieben (Rosenblum,W.I. et

al. 2001b;Rosenblum,W.I. 1983). In den Vehikelversuchen zeigte sich keine
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Beeinflussung der Reaktion auf Veranderungen der extraluminalen
Kaliumkonzentration nach Einwaschen von DMSO in beschriebener Konzentration.

Eine Beeinflussung der Experimente durch DMSO ist demnach ausgeschlossen.

24.

Statistik

Es wurde von jedem Tier nur eine MCA verwendet. Die angegebenen Werte sind
Mittelwerte * Standardabweichung. Die statistische Auswertung erfolgte bei
normalverteilten Daten mit einer Repeated Measures ANOVA, gefolgt von einem
post-hoc Test nach Bonferroni im Falle statistisch signifikanter Unterschiede
(P<0,05). Im Falle nicht normalverteilter Daten wurde eine Friedmann’sche
Varianzanalyse nach Rangen angewandt, gefolgt von einem post-hoc Test nach
Student Newman Keuls bei signifikanten Unterschieden. Unabhangige
Versuchsreihen wurden mit einer ANOVA flr unabhangige Strichproben untersucht,
bei signifikanten Unterschieden ebenfalls gefolgt von einem post-hoc Test nach
Student Newman Keuls. Die Auswertung erfolgt mit der Software Sigma Stat 2.03
(SPSS).
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2.5.

Materialien, Pharmaka, Chemikalien, Tiere

Herkunft der verwendeten Pharmaka, Chemikalien, Tiere und Materialien

Chemikalien

Natriumchlorid

Kaliumchlorid

Calciumchlorid

Pyruvat

Glucose

Natriumphosphat

EDTA

Magnesiumsulfat
3-(N-morphosolino)propansulfonsaure (MOPS)
DMSO

Ethanol

dialysiertes bovines Serumalbumin

Aqua bidest.

> Sigma

Merck
Sigma

Braun

Tiere

Mannliche Wistar Ratten (260-350g); Die Tiere wurden von Charles River Labs
(Sulzfeld, Deutschland) bezogen und bis zur Toétung in der Tierhaltung der
experimentellen Neurologie gehalten (AZ der Behorde: ZH106). Die Tétung erfolgte

nach Anzeige beim Landesamt fir Arbeitsschutz, Gesundheitsschutz und technische

Sicherheit Berlin (AZ der Behorde: T0032/99).

Narkose

Halothan 4%, Sauerstoff 96%

durch Halothan Vapor, Drager
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Pharmaka

TEA
Glibenclamid
Bariumchlorid
4-AP
8-Bromo-cGMP
oDQ

LNNA
Papaverin
Nimodipin
Pinacidil
NS1619

SNAP

> Sigma

RBI

Materialien, Geréate

Schlauche
Arteriograph
Mikroskop
Arbeitsmikroskop
Glaskapillaren
Praparationsbesteck
Kamera, Monitor
Pumpe
Durchlauferhitzer

Druckmesser

Micropipette puller

Novodirekt und Cole Palmer
Living Systems

Leica

Leica M3Z

World Precision Instruments
Fine Science Tools

JVC und Sony

Cole Palmer

MLW

Hellige

Sutter Instr. Co
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2.6.

Experimentelles Design

Gruppe I-ll: Reaktion des Gefales auf physiologische und pathophysiologische

Kaliumkonzentrationen:

Kontollgruppen/Zeitkontrollen:

1) Reaktion auf kumulativ ansteigende extraluminale [K*]

Es wurde die Reaktion des Gefalles auf extraluminale Erhéhung der
Kaliumkonzentration untersucht. Die Erhdhung der Kaliumkonzentrationen erfolgte
kumulativ, d.h. zwischen den einzelnen Schritten erfolgte keine Ruckkehr zu
Ruhebedingungen. Jede Konzentrationsstufe wurde fir 10 min. eingewaschen, die
Messung erfolgte am Ende der Einwaschphase.

Dieses Vorgehen wurde bei samtlichen hier vorliegenden Kaliumreihen gewahlt.
[K*]e: 3 mM, 20 mM, 30 mM, 40 mM, 60 mM, 80 mM; n=5

)] Reaktion auf repetitive Kaliumreihen

Zum Ausschlul einer Veranderung der Gefalreaktion durch repetitive Experimente
wurde zweimal aufeinanderfolgend eine kumulative Kaliumreihe nach oben
beschriebenem Schema am gleichen Gefald durchgeflhrt. Zwischen beiden Reihen
lag eine Aquilibrierungsphase von 15 min. [K']e: 3 mM, 12 mM, 20 mM, 40 mM; n=6
(Zeitkontrollgruppe)

Gruppe llI-1V: Beteiligung des NO/cGMP Systems:

Hypothese: ,,NO spielt eine Rolle in der zerebrovaskuldren Rekation auf

physiologisch und pathophysiologisch erh6hte Kaliumkonzentrationen*
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1)} Unspezifische NOS-Blockade durch LNNA

Es wurde eine Kaliumreihe unter gleichzeitiger NOS-Blockade mit LNNA
(Konzentration=10 uM) durchgefihrt. Die Substanz wurde in MOPS Puffer geldst. Mit
LNNA wird eine irreversible, suffziente, unspezifische Blockade der NOS Isoformen
erreicht (Faraci,F.M. und Heistad,D.D. 1998). Vor Beginn der Kaliumreihen wurde die
Substanz fur 20 min. extraluminal eingewaschen und verblieb fir den Rest des
Experimentes im System. [K]e: 3 mM, 20 mM, 30 mM, 40 mM, 60 mM, 80 mM; n=5

Hypothese: ,,Der Effekt von No wird durch das cGMP System vermittelt”

IV)  Spezifische Inhibition der I6slichen Guanylatcyclase mit ODQ

Im Anschluf® an eine Kontrollreihe wurde eine Kaliumreihe unter Inhibition der sGC
mit ODQ (Konzentration 10 uM) durchgefuhrt. Die Substanz wurde in 0,5 ml DMSO
gel6st. ODQ erzeugt eine spezifische Blockade der sGC (Zhao,Y. et al. 2000;
Sobey,C.G. und Faraci,F.M. 1997). [K']e: 12 mM, 20 mM, 40 mM: n=6

Gruppe V-VII: Mediator/Modulatorfunktion von NO

Hypothese: ,,NO hat dabei die Rolle eines Modulators der neurovaskulédren

Kopplung und nicht die eines Mediators*

V) Applikation von 8-Bromo-cGMP wahrend unspezifischer NOS-
Blockade

Im Anschlu® an eine Kontrollreihe wurde eine Kaliumreihe unter NOS-Blockade
durchgefuhrt und darauf unter weiter bestehender NOS Blockade 8-Bromo-cGMP
(Konzentration 3-7,5 uM) hinzugeflgt. Es wurde hierbei die Konzentration gewahlt,
die notwendig war, um den durch NOS Blockade verminderten Ruhetonus
wiederherzustellen. Die Konzentration wurde hierzu individuell angepasst. In 6
Experimenten wurde der Ruhetonus durch eine Konzentration von 3 pM

wiederhergestellt in 3 Experimenten war die hdhere Konzentration von 7,5 uM
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notwendig. 8-Bromo-cGMP wurde jeweils 20 min. vor Beginn der Kaliumreihe
eingewaschen und verblieb fur die Dauer des Experimentes im System.
[K*]e: 20 mM, 40 mM; n=9

VI) Applikation von NO durch SNAP wahrend unspezifischer NOS-
Blockade
VIl) Applikation von Nimodipin wahrend unspezifischer NOS-Blockade

Im Anschlufd an eine Kontrollreihe wurde eine Kaliumreihe unter unspezifischer NOS
Blockade durchgeflhrt und darauf unter weiter bestehender NOS Blockade NO durch
die Substanz SNAP (NO-Donor, Konzentration= 2,5x10"M; Experiment V1) appliziert
bzw. der NO unabhangige Vasodilatatoren Nimodipin (Konzentration 30 nM,;
Experiment VII) hinzugefugt. Die Konzentration wurde anhand der Wiederherstellung
des durch NOS Blockade verminderten Ruhetonus titriert. Die Lésung von Nimodipin
erfolgte in Ethanol. In Experiment VI wurde durch kontinuierliche Erneuerung der
Substanz ein gleichbleibender NO Spiegel aufrechterhalten.

[K*]le: 20 mM, 40 mM; VI n=5; VII n=7;

Gruppe VIII-XVIII: Beteiligung einzelner sowie Kombinationen unterschiedlicher

Kaliumkanalfamilien

Hypothese: ,Die zerebrovaskuldre Reaktion auf physiologisch erhéhte

Kaliumkonzentrationen im Modell der isolierten MCA wird durch Kr vermittelt®

Hypothese: ,,Das Zusammenspiel weiterer Kaliumkanéle spielt eine Rolle in der
Vermittelung der zerebrovaskuldren Reaktion auf pathophysiologisch erhéhte

Kaliumkonzentrationen**

VIIl) Blockade von Katp mit Glibenclamid
IX) Blockade von Ky mit 4-AP

X) Blockade von K¢, mit TEA

Xl) Blockade von Kir mit BaCL;

Xll) Blockade Kgr mit 400pM BacCl,

Xlll) Kombinierte Blockade von Katp und Kir
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XIV) Kombinierte Blockade von Katp und K¢,

XV) Kombinierte Blockade von Karp und Ky

XVI) Kombinierte Blockade von K¢, und Ky

XVIl) Kombinierte Blockade von Kca, Katp und Kig
XVIIl) Kombinierte Blockade von Kc,, Katp, Kv und Kir

Im Anschlu® an eine Kontrollreihe wurde eine Kaliumreihe unter Blockade
unterschiedlicher einzelner Kaliumkanalfamilien durchgefuhrt.

TEA ist in einer Konzentration von < 10 mM ein spezifischer Inhibitor von Kc,. In den
vorliegenden Experimenten wurde die Konzentration 1 mM verwendet, in der ein
suffizienter Block von Kca zu erwarten ist ohne Inhibition anderer
Kaliumkanalfamilien. 4-AP ist in der hier verwendeten Konzentration von 1 mM ein
spezifischer Inhibitor von Ky. Eine zusatzliche Inhibition von Karp ist jedoch nicht
vollstandig auszuschlielen (Nelson,M.T. und Quayle,J.M. 1995). Glibenclamid ist ein
spezifischer Inhibitor von Katp. Es wurde die Konzentration 10 uM verwendet, die
Ldsung erfolgte in Ethanol. BaCL; ist in der hier verwendeten Konzentration von 140
MM ein weitestgehend spezifischer Inhibitor von Kir. Eine geringfigige Inhibition von
Katp ist in dieser Konzentration jedoch nicht vollstandig auszuschlieRen (Nelson,M.T.
und Quayle,J.M. 1995). Nach Blockade einzelner Kaliumkanalfamilien erfolgten
Experimente unter kombinierter Blockade mehrerer Kaliumkanalfamilien. Ablauf und
Konzentration der Pharmaka wurde (auBer in Experiment XlII [BaCly]) nicht
verandert. Experimente XIV-XVI stellen mit je n=1 Screening Versuche zu einzelnen,
kombinierten Kanalinhibitionen dar. Die Versuche wurden der Vollstandigkeit wegen
dargestellt. Es erfolgte keine weitere Auswertung der Experimente XIV-XVI.

[K']e: 12 mM, 20 mM, 40 mM; IX-XII je n=6; XIIl n=3; XIIl n=4; XIV-XVI je n=1; XVII
und XVIII je n=5.

Gruppe XIX-XXII: Vehikelversuche und Nachweis Kaliumkanalblockade
XIX) Einfluss von DMSO auf die GefaRreaktion
XX) Einfluss von Ethanol auf die GefaRreaktion

XXIl) Nachweis der spezifischen Blockade ATP abhangiger

Kaliumkanale durch Glibenclamid mit Pinacidil
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XXIl) Nachweis der spezifischen Blockade calciumabhangiger
Kaliumkanale durch TEA mit NS1619

Die in den Gruppen XIX-XXIl durchgefluhrten Experimente dienten zum Ausschlull
mdglicher Effekte durch die verwendeten Losungsmittel auf die Gefaldireaktion sowie
zum Nachweis der Kaliumkanalblockade unter Verwendung spezifischer Kanaloffner.
DMSO wurde in einer Konzentration von 0,5%0 zur Lésung von ODQ verwendet.
Ethanol wurde in einer Konzentration von 1% zur Losung von Nimodipin und
Glibenclamid verwendet. Im Anschluld an eine Kontrollreihe erfolgte die Durchflhrung
einer Kaliumreihe unter DMSO bzw. Ethanol.

[K']e: 12 mM, 20 mM, 40 mM; XIX u. XX je n=3

Zum Nachweis der spezifischen Blockade von Katp durch Glibenclamid wurden
Kontrollversuche mit dem Katp - Offner Pinacidil durchgefiihrt. Im AnschluR an einen
Kontrollversuch erfolgte das Einwaschen von Pinacidil (Konzentration 10uM) bei
Ruhebedingungen (Kaliumkonzentration 3 mM). Die Karp Aktivierung war an der
Zunahme des Gefalddurchmessers zu erkennen. Unter Beibehaltung von Pinacidil
erfolgte das Einwaschen von Glibenclamid (Konzentration 10 uM). Nach gleichem
Schema erfolgten Kontrollversuche mit dem Kca -Offner NS 1619 (Konzentration
10uM) zum Nachweis einer spezifischen Blockade von K, durch TEA (Konzentration
1mM). Pinacidil und NS 1619 sind in der Literatur haufig verwendete
Kaliumkanaloffner (Lindauer,U. et al. 2003; Long,W. et al. 2000).

XXl u. XXIl je n=3.
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Experimentelles Design

Insgesamt: n=99

Gruppe I-ll: Reaktion auf physiologische und pathophysiologische
Kaliumkonzentrationen:

)

3 20 3 20 30 40 60 80

Kumulativ aufsteigende Kaliumreihe; n=5

3 20 3 12 20 40 3 12 20 40

Zeitkontrolle kumulative Kaliumreihe; n= 6

Gruppe llI-IV: Beteiligung des NO/cGMP Systems:
1)
3 20 3 20 30 40 60 80
T*

Kaliumreihe + LNNA (*); n=5

3 20 3 12 20 40 3 12 20 40
T

Kaliumreihe + ODQ (*); n=6

Gruppe V-VII: Mediator/Modulatorfunktion von NO

VI, VI, VIII)

3 20 3 20 40 3 20 40 3 20 40
T L )
Kaliumreihe + LNNA (*) + 8-Bromo-cGMP (°); n=9

Kaliumreihe + LNNA (*) + SNAP (°): n=5
Kaliumreihe + LNNA (*) + Nimodipin (°); n=7
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Gruppe VIII-XVIII: Beteiligung einzelner sowie Kombinationen unterschiedlicher

Kaliumkanalfamilien

VI, X, X, X1, X1, XL XV, XV, XVI, XV XV

3 20 3 12 20 40 3 12 20 40

t*o**oo

Kaliumreihe + Glib (*); n=6

Kaliumreihe + BaClz (*); n=6

Kaliumreihe + TEA (*); n=6

Kaliumreihe + 4-AP (*); n=6

Kaliumreihe + 400uM + BaClz (*); n=3
Kaliumeihe + BaCl; (*) + Glib (°);n=4
Kaliumreihe + Glib (*) + TEA (°); n=1
Kaliumreihe + Glib (*) + 4-AP (°); n=1
Kaliumreihe + TEA (*) + 4-AP (°); n=1
Kaliumreihe + TEA (*) + BaClz (°) + Glib (**); n=5
Kaliumreihe + TEA (*) + BaClz (°) + Glib (**) + 4-AP (°°); n=5

Gruppe XIX-XXIIl: Vehikelversuche

XIX, XX)
3 20 3 12 20 40 3 12 20 40
Tx
Kaliumreihe + DMSO (*); n=3
Kaliumreihe + Ethanol (*); n=3
XXI1, XXII)
3 20 3 3 3
T, LD
Ruhebedingungen + Pinacidil (*) + Glibenclamid (°); n=3
Ruhebdingungen + NS 1619 (*) + TEA (°); n=3
Abb.: 12

Schematische Darstellung des experimentellen Designs. Dargestellt ist die zeitliche Abfolge
der Applikation der unterschiedlichen [K']s und der verwendeten Pharmaka. Applikation der
Pharmaka erfolgte fiir alle Experimente extraluminal. Ein einmal verwendetes Pharmakon
verblieb fiir den Rest des Experimentes im System. Einzelne [K']. wurden fiir je 10 min
beibehalten, Ruhebedingungen und Einwaschen von Pharmaka erfolgte liber 15-20 min. Die
Zahlenwerte stellen die extraluminale [K]. in mM dar. Erlduterungen/Details siehe Text.
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3. Ergebnisse

3.1.
Gruppe I-ll: Reaktion auf physiologische und pathophysiologische

Kaliumkonzentrationen

Reaktion auf kumulativ ansteigende [K'].
Reaktion auf repetitive Kaliumreihen

2a) Kurze Kaliumreihe 1.
Durchfihrung

2b) Kurze Kaliumreihe 2.
T T Durchfihrung

e
Z— 250 - —a—1) Lange Kaliumreihe
2
» 200 -
]
e
e
O 150 - :
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50
0
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Abb.13: Dargestellt sind 2 Versuchsreihen: 1 zeigt die Reaktion des GefdlBes auf
extraluminal erhéhte [K']. Die Steigerung von [K'] erfolgte kumulativ, d.h. zwischen den
einzelnen Konzentrationsstufen erfolgte keine Aquilibrierungsphase; (n=5). 2 a und b zeigt
die Reaktion des Gefdlles auf repetitiv durchgefiihrte Kaliumreihen. Die erste Reihe a und
die zweite Reihe b sind getrennt durch eine 15 min. Aquilibrierungsphase; (n=6).*p<0,05,
**p<0,01

) Reaktion auf kumulativ ansteigende [K']e

) Reaktion auf repetitive Kaliumreihen

In der kumulativen Kaliumreihe zeigt sich bei Steigerung der extraluminalen
Kalliumkonzentration auf 12 mM und 20 mM eine signifikante Dilatation des Gefalies
im Vergleich zum Ruhetonus (P<0,01). Diese ist auch bei Kaliumkonzentrationen von
40 mM noch vorhanden. Bei 80 mM zeigt sich kein signifikanter Unterschied. Bei

einzelnen Versuchen ist sogar eine leichte GefalRkonstriktion bei 80 mM zu
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beobachten. Bei repetitiver Durchfiihrung zweier Kaliumreihen (2a, 2b) zeigt sich bei
der zweiten Reihe eine signifikante Zunahme des Gefalkidurchmessers bei
Kaliumkonzentrationen von 12 mM und 20 mM (P<0,05), jedoch kein Unterschied bei
40 mM.

3.2.
Gruppe llI-1V: Beteiligung des NO/cGMP Systems

Unspezifische NOS-Blockade durch LNNA
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Abb.14: 1 zeigt die Reaktion des GeféRes auf kumulativ ansteigende [K'] unter gleichzeitiger
unspezifischer NOS Blockade mit LNNA (Konzentration=10 uM). 2 zeigt zum Vergleich die
kumulative Kaliumreihe ohne NOS Blockade aus Abb.1; (n=5).**P<0,01

) Unspezifische NOS-Blockade durch LNNA

Unter unspezifischer NOS Blockade zeigt sich eine signifikante Abnahme des
Ruhedurchmessers. Die GefaRdurchmesser unter einer Kaliumkonzentration von 20
mM K stellen sich unter NOS Blockade vermindert da. Bezogen auf den jeweiligen
Ruhetonus zeigt sich jedoch kein Unterschied im Ausmall der prozentualen
Gefalreaktion auf 20 mM K* verglichen mit der Kontrollreihe ohne NOS Inhibition.
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Deutliche Veranderungen zeigen sich in der Gefalireaktion auf pathophysiologisch
gesteigerte Kaliumkonzentrationen (>30mM). Die Gefalireaktion auf 40 mM ist im
Vergleich zur Kontrolle signifikant vermindert (p<0,01). Ab 40 mM ist keine Dilatation
des Gefales unter NOS Blockade zu sehen, wahrend sie in der Kontrollsituation
noch vorhanden ist. Bei 60 und 80 mM kommt es zu einer Konstriktion des Gefales
unter NOS Blockade.

Spezifische Inhibition der I6slichen Guanylatcyclase mit ODQ
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Abb.15: Dargestellt sind zwei repetitiv durchgefiihrte Kaliumreihen. 1 zeigt die Kontrollreihe.
2 zeigt die Kaliumreihe unter gleichzeitiger Inhibition der sGC mit ODQ (Konzentration= 10
uM); (n=6).*p<0,01

IV)  Spezifische Inhibition der I6slichen Guanylatcyclase mit ODQ

Unter Blockade der sGC zeigt sich eine signifkante Abnahme des
Ruhedurchmessers sowie ein Ausbleiben der GefalRreaktion unter 40 mM (p<0,01)
(Gefalidilatation unter Kontrollbedingungen). Es zeigt sich kein signifikanter

Unterschied in der Reaktion auf Kaliumkonzentrationen von 12mM und 20 mM.
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3.3.
Gruppe V-VIII: Modulatorfunktion von NO

Substitution von 8-Bromo-cGMP wéhrend unspezifischer NOS-Blockade

300
m 1) Kontrolle @ 2) LNNA O 3) LNNA+ cGMP
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Abb.16: Dargestellt sind drei repetitiv durchgefiihrte Kaliumreihen. 1 zeigt die Kontrollreihe.
2 zeigt die Kaliumreihe unter unspezifischer NOS Blockade mit LNNA (Konzentration=10
uM). 3 zeigt die Kaliumreihe unter NOS Blockade und gleichzeitigem Einwaschen von 8-
Bromo-cGMP (Konzentration=3-7,5 uM); (n=9).**p<0,01

V) Substitution von 8-Bromo-cGMP wahrend unspezifischer NOS-Blockade

Unter unspezifischer NOS Blockade zeigt sich eine signifikante Abnahme des
Ruhedurchmessers. 8-Bromo-cGMP wurde in der Konzentration hinzugegeben, die
es ermdglichte, den Ruhedurchmesser wiederherzustellen. Unter 8-Bromo-cGMP
zeigt sich eine zum Teil wiederhergestellte GefalRdilatation auf 40 mM (unter NOS
Blockade Verschwinden der Gefalidilatation). Die GefalRdurchmesser unter NOS-
Blockade und Hinzugabe von 8-Bromo-cGMP wie auch die Gefalldurchmesser der
Kontrolle und unter 8-Bromo-cGMP sind signifikant unterschiedlich (p<0,01). Es zeigt
sich desweiteren eine signifikante Zunahme der GefalRreaktion auf 20 mM K unter
NOS Blockade und gleichzeitigem Einwaschen von 8-Bromo-cGMP im Vergleich zur
Kontrolle (p<0,01).
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Substitution von NO durch SNAP wéhrend unspezifischer NOS-Blockade
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Abb.17: Dargestellt sind drei repetitiv durchgefiihrte Kaliumreihen. 1 zeigt die Kontrollreihe.
2 zeigt die Kaliumreihe unter unspezifischer NOS Blockade. 3 zeigt die Kaliumreihe unter
NOS Blockade und gleichzeitigem Einwaschen von SNAP (Konzentration= 2,5x107M);
(n=5).**p<0,01

VI)  Substitution von NO durch SNAP wahrend unspezifischer NOS-Blockade

Unter unspezifischer NOS Blockade zeigt sich eine signifikante Abnahme des
Ruhedurchmessers (3 mM K¥). SNAP, der NO-Donor, wurde in der Konzentration
hinzugegeben, die es ermdglichte, den Ruhedurchmesser wiederherzustellen
(Konzentration= 2,5x107M). Unter SNAP zeigt sich eine zum Teil wiederhergestellte
Gefaldilatation auf 40 mM (unter NOS Blockade Verschwinden der GefalRdilatation).
Der Unterschied zwischen NOS-Blockade und Hinzugabe von SNAP wie auch der
Unterschied zwischen Kontrolle und SNAP ist signifikant (P<0,01). Es zeigt sich kein
Unterschied der Gefaldreaktion auf 20 mM unter NOS Blockade und gleichzeitigem

Einwaschen von SNAP im Vergleich zur Kontrolle.
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Nimodipin wéhrend unspezifischer NOS-Blockade
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Abb.18: Dargestellt sind drei repetitiv durchgefiihrte Kaliumreihen. 1 zeigt die Kontrollreihe.
2 zeigt die Kaliumreihe unter unspezifischer NOS Blockade. 3 zeigt die Kaliumreihe unter
NOS Blockade und gleichzeitigem Einwaschen von Nimodipin (Konzentration=30 nM);
(N=7).**p<0,01

VII)  Nimodipin wahrend unspezifischer NOS-Blockade

Unter unspezifischer NOS Blockade zeigt sich eine signifikante Abnahme des
Ruhedurchmessers (3 mM K*). Nimodipin wurde in der Konzentration hinzugegeben,
die es ermdglichte, den Ruhedurchmesser wiederherzustellen (Konzentration=30
nM). Unter Nimodipin zeigt sich eine zum Teil wiederhergestellte Gefalidilatation auf
40 mM (unter NOS Blockade Verschwinden der Gefalldilatation). Die
GefalRdurchmesser unter NOS-Blockade und nach Hinzugabe von Nimodipin wie
auch die GefalRdurchmesser der Kontrolle und nach Hinzugabe von Nimodipin sind
signifikant unterschiedlich (P<0,01). Es zeigt sich kein Unterschied der Gefalireaktion
auf 20 mM K unter NOS Blockade und gleichzeitigem Einwaschen von Nimodipin im

Vergleich zur Kontrolle.

59



3.4.

Gruppe IX-XVIII: Beteiligung einzelner sowie Kombinationen unterschiedlicher

Kaliumkanalfamilien
Blockade von Kare mit Glibenclamid
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Blockade von Kca mit TEA
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Abb.19: Dargestellt sind 4 Versuchsreihen mit jeweils 2 repetitiv durchgefihrten
Kaliumreihen. 1 zeigt die Kontrollreihe. 2 zeigt die Kaliumreihe unter spezifischer Blockade
einer Kaliumkanal-Familie. (Konzentrationen: Glib=10uM; 4-AP=1 mM; TEA=1 mM;
BaCL,=140 uM; je Versuchsreihe n=6). **p<0,01; *p<0,05
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IX)  Blockade von Karp mit Glibenclamid
X) Blockade von Ky mit 4-AP

XI)  Blockade von Kca mit TEA

XIl)  Blockade von Kigr mit BaCL,

Bei Blockade der Karp mit Glibenclamid zeigt sich im Vergleich zur Kontrollreihe eine
signifikante  Zunahme des  Ruhedurchmessers (P<0,01) sowie des
GefalRdurchmessers unter12 mM K* (P<0,05). Der Gefaldurchmesser unter 20 mM
K" sowie unter 40 mM K" bleibt unbeeinflusst. Bei der Blockade der Ky mit 4-AP zeigt
sich eine signifikante Zunahme des GefalRdurchmessers unter 12 mM K* und 20 mM
K" (P<0,05). Der Ruhedurchmesser sowie die Reaktion auf 40 mM K* bleiben
unbeeinflusst. Bei Blockade der Kca mit TEA zeigt sich bei samtlichen
Kaliumkonzentrationen kein signifikanter Unterschied des GefalRdurchmessers im
Vergleich zur Kontrolle. Bei Blockade der Kir mit BaCL; zeigt sich keine Zunahme
des GefalRdurchmessers unter 12 mM K" und 20 mM K'. Die Zunahme des
GefalRdurchmessers unter 40 mM K* ist geringfligig aber signifikant vermindert
(P<0,05). Es zeigt sich trotz Kir- Blockade eine signifikante (P<0,01) Gefalidilatation
unter 40 mM K" im Vergleich zum Ruhedurchmesser. Der Ruhedurchmesser selbst

bleibt unbeeinflusst.
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Blockade Kgr mit 400uM BaCl,
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Abb.20: Dargestellt ist eine kumulative Kaliumeihe unter Kr Blockade mit 400uM BaCl, (2).
Als Vergleich ist die additive Kaliumreihe ohne Blockade (1) aus Abb.1 dargestellt.
(Konzentration: BaCl,=400uM; n=3).**P<0,01,;*P<0,05

XIll)  Blockade Kigr mit 400pM BaCl,

Bei der hoheren Konzentration 400uM BaCl, zeigt sich in der additiven Kaliumreihe
eine Reduktion des Ruhedurchmessers (P<0,05). Die Gefaldilatation unter 12 mM
K" und 20 mM K" ist vollstandig verschwunden. Bei héheren Kaliumkonzentrationen
(30 mM, 40 mM) ist eine signifikante Gefalidilatation im Vergleich zum
Ruhedurchmesser vorhanden (P<0,05). Im Vergleich zur Kontrolle zeigt sich jedoch
auch bei den hoheren Kaliumkonzentrationen ein hochsignifikanter Unterschied in
der Auspragung der Gefaldilatation (P<0,01).

Dieser Unterschied in der GefaRdilatation auf 40 mM K" ist deutlicher ausgepragt als
in Reihe XII (Kaliumreihe unter 140 uM BaCl,). Bei Konzentrationen von 60 mM K*
und 80 mM K" zeigt sich kein signifikanter Unterschied zwischen Kontrollreihe und
der Kaliumreihe unter 400uM BaCl,.
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Kombinierte Blockade von Katp und Kir
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Abb.21: Dargestellt ist eine additive Kaliumeihe unter Blockade von Karp und Kig
(Konzentration: Glib=10uM; BaCl,=140 uM; n=4). **P<0,01;*P<0,05

XIll)  Kombinierte Blockade von Karp und Kig

Bei gleichzeitigem Hinzufigen von BaCL; (140uM) und Glibenclamid (10uM) zeigt
sich in der additiven Kaliumreihe eine signifikante Reduktion des Ruhedurchmessers
(P<0,05). Die GefaRdilatation bei 12 mM und 20 mM ist im Vergleich zur Kontrolle
verschwunden. Bei 40 mM zeigt sich keine signifikante Gefaldilatation im Vergleich
zum Ruhedurchmesser (im Gegensatz zu Reihe IX und XII bei alleinigem Hinzufligen
von Glibenclamid oder BaCly)

Es wurden desweiteren einzelne Versuche 2zu anderen kombinierten
Kaliumkanalblockaden durchgefuhrt (Reihe XIV-XVI; Ergebnisse nicht dargestellt). In
diesen einzelnen ,Screening“ Versuchen zeigen sich keine deutlichen Unterschiede
des Gefaldurchmessers unter 40 mM K* bei kombinierter Gabe von Glib/TEA (XIV),
Glib/4-AP (XV) oder TEA/4-AP (XVI).
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Kombinierte Blockade von Kca, Katp und Kig
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Abb.22: Dargestellt sind 2 additive Kaliumeihen unter Blockade unterschiedlicher
Kombinationen von Kaliumkanalfamilien. 1 stellt jeweils die Kontrollreihe 2 die Reihe unter
Kaliumkanalblockade dar. XVII: Blockade von Kca, Kate und Kigr. XVIII: Blockade von Kca,
Katp, Ky und Kig (Konzentrationen: Glib=10uM; 4-AP=1 mM; TEA=1 mM; BaCL,=140 uM;
Jeweils n=5) **P<0,01,;*P<0,05
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XVII) Kombinierte Blockade von Kca, Kate und Kig
XVIII) Kombinierte Blockade von Kca, Katp, Kvund Kig

In der Drei- (Blockade von Kca, Katp und Kir) und Vierfachblockade (Blockade von
Kca, Kate, Kv und Kir) zeigt sich in der additiven Kaliumreihe eine signifikante
Reduktion des GefalRdurchmessers unter Ruhebedingungen sowie eine signifikante
Reduktion des Gefallddurchmessers unter den getesteten Kaliumkonzentrationen
(12mM, 20 mM, 40 mM) (p<0,01 fur alle Reaktionen). Hierbei hat die zusatzliche
Blockade von Ky keinen zusatzlichen EinfluB auf die Anderung des

GefalRdurchmessers.
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3.5.
Gruppe XIX-XXII: Kontroll und Vehikelversuche

Einfluss von DMSO auf die Gefal3reaktion
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Abb.23: Dargestellt sind 2 Vehikelversuche zur Untersuchung eines méglichen Einflusses

der Lésungsmittel Ethanol und DMSO auf die Gefdl3reaktion. 1 stellt die Kontrollreihe, 2 die
additive Kaliumreihe unter Einwaschen des jeweiligen Lésungsmittels dar.

(Konzentrationen:DMSO=0,5%., Ethanol=1%.; jeweils n=3).
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Nachweis der spezifischen Blockade von Karp durch Glibenclamid mit Pinacidil
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Nachweis der spezifischen Blockade von K¢, durch TEA mit NS1619
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Abb.24: Dargestellt sind 2 Kontrollversuche zur spezifischen Blockade von Kare und Ke,. 1
stellt das Gefal3 bei Ruhebedingungen, 2 unter Einwaschen des Kaliumkanalbffners, 3 unter
gleichzeitigem Einwaschen von Kaliumkanaléffner und Blocker dar. (Konzentrationen:
Glib=10uM; TEA=1 mM; Pinacidil=10uM; NS1619=10uM; XXI: n=4, XXIl n=3).**P<0,01

68



XIX) Einfluss von DMSO auf den GefalRdurchmesser

XX) Einfluss von Ethanol auf den GefalRdurchmesser

In einigen Versuchen wurde DMSO als Lésungsmittel eingesetzt. Im Vehikelversuch
mit DMSO zeigt sich in der kumulativen Kaliumreihe kein signifikanter Einflufd auf den
GefalRdurchmesser unter Ruhebdingungen oder bei Kaliumkonzentrationen von 12
mM, 20 mM und 40 mM im Vergleich zur Kontrolle. Ebenso wurde ein
Vehikelversuch mit Ethanol durchgefuhrt. Es zeigt sich der Hinweis auf eine leichte
Zunahme des Ruhedurchmessers, die bei n=3 jedoch nicht signifikant wird
(P=0,085). Die Gefalkdurchmesser bei Kaliumkonzentrationen von 12 mM, 20 mM

und 40 mM zeigen keinen Unterschied im Vergleich zu Kontrolle.

XXI) Nachweis der spezifischen Blockade von Katp durch Glibenclamid mit Pinacidil
XXI1) Nachweis der spezifischen Blockade von K¢, durch TEA mit NS1619

Zum Nachweis der spezifischen Blockade von Katp durch Glibenclamid in der
verwendeten Dosis von 10uM wurde eine Kontrollreihe mit Einwaschen des Karp
Offners Pinacidil durchgefihrt. Nach Einwaschen von Pinacidil (10uM) bei einer
Kaliumkonzentration von 3 mM zeigt sich eine signifkante Zunahme des
Ruhedurchmessers (P<0,01), die nach Hinzufigen von Glibenclamid aufgehoben
wird. Es zeigt sich kein signifikanter Unterschied zwischen Ruhedurchmesser und
GefalRdurchmesser bei gleichzeitigem Hinzufligen von Pinacidil und Glibenclamid.

Das gleiche Experiment wurde mit TEA und NS1619 zum Nachweis einer
spezifischen Blockade von K¢, durch TEA 1 mM durchgeflhrt. Nach Einwaschen von
NS 1619 (10uM) zeigt sich eine signifikante Zunahme des Ruhedurchmessers
(P<0,01), die nach Hinzufigen von TEA aufgehoben wird. Es zeigt sich kein
signifikanter Unterschied zwischen Ruhedurchmesser und Gefalldurchmesser bei

(gleichzeitigem) Hinzufligen von TEA und NS1619.
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4. Diskussion

4.1.

Kontrollexperimente

Ubersicht (iber die Ergebnisse aus den Kontrollexperimenten und

Standardreaktionen:

1) Bei kumulativ ansteigenden Kaliumkonzentrationen zeigt sich eine signifikante
Geféldilatation bis zu 60mM: Die Dilatation ist bei 12mM und 20 mM am
starksten ausgepragt. Bei sehr hohen Kaliumkonzentrationen (80 mM) ist

keine GefaRdilatation zu beobachten.

2) Werden zwei Kaliumreihen konsekutiv durchgefiihrt zeigt sich eine leichte
Zunahme der Dilatation bei physiologisch gesteigerten Kaliumkonzentrationen
(12 mM, 20 mM).

3) Die Lésungsmittel DMSO (0,5%0) und Ethanol (0,1%) haben keinen Einflul3 auf

die Gefal3reaktion.

4) Glibenclamid (10uM) und TEA (1mM) erzeugen eine effektive Inhibition von
Kare und Kca: Eine GefaRdilatation, hervorgerufen durch spezifische Offner
von Karp und Kca (Pinacidil / NS1619) wird durch Glibenclamid und TEA

vollstandig aufgehoben.

4.1.1
Die isolierte MCA st ein etabliertes Modell zur Untersuchung

zerebrovaskulédrer Reaktion

Das Modell der isolierten MCA der Ratte stellt ein etablietes Modell flr
Untersuchungen zerebrovaskularer Reaktion unabhangig vom umgebenden
Parenchym dar (Bryan,R.M., Jr. et al. 1996). Es werden MOPS oder Bikarbonat

gepufferte Systeme verwendet, die vergleichbare Ergebnisse zeigen (Golding,E.M. et
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al. 2000; Lindauer,U. et al. 2001). Der Aufbau eines spontanen Ruhetonus (ohne
pharmakologische Beeinflussung) sowie die Reaktion auf gesteigerte extraluminale
Kaliumkonzentrationen stellen Standardparameter zur Beurteilung der intakten
Gefalreaktion dar (Lindauer,U. et al. 2001; Bryan,R.M., Jr. et al. 1996). Es wurden
nur Gefalde verwendet, deren Ruhetonus < 30% im Vergleich zum maximalen
Durchmesser (Aquilibierung) lag und die eine = 30% Dilatation auf eine extraluminale

Kaliumkonzentration von 20 mM zeigten.

4.1.2.
Bei physiologischen und pathophysiologischen Kaliumkonzentrationen

besteht eine Dilatation der isolierten MCA

Da insbesondere auch die Mechanismen der GefalRreaktion auf pathophysiologische
Kaliumkonzentrationen getestet werden sollten, wurden Kontrollreihen mit kumulativ
ansteigenden Kaliumkonzentrationen durchgefiihrt (d.h. ohne intermittierende
Ruckkehr auf die Baseline-Kaliumkonzentration). Bis zu einer Konzentration von 60
mM K" zeigt sich eine signifikante Vasodilatation mit einem Maximum bei 12 und 20
mM K. Bei einer Konzentration von 80 mM K" ist die Vasodilatation nicht mehr
signifikant bzw. es stellt sich sogar in einzelnen Experimenten eine Ileichte
Vasokonstriktion ein. Dies steht im Einklang zu Daten aus anderen Arbeiten
(Golding,E.M. et al. 2000; Golding,E.M. et al. 2002). Werden zwei Kaliumreihen
aufeinander folgend durchgefuhrt (mit intermittierender Rickkehr auf die Baseline
Kaliumkonzentration), so andert sich die Vasoreaktion bei physiologisch gesteigerten
Kaliumkonzentrationen. Es kommt zu einer leichten, aber doch signifikanten
Zunahme der GefaRdilatation bei 12 und 20 mM K'. Da die Auspragung der
Reaktionsverstarkung aber gering ist, wird ihr im weiteren Verlauf keine wesentliche
Bedeutung beigemessen. Moglicher Weise handelt es sich hierbei um eine Form der
Bahnung der Gefalireaktion bei 2 repetitiven Stimuli. Unverandert bleibt hingegen die
Gefalireaktion auf die als pathophysiologisch einzuordnende Kaliumkonzentration
von 40 mM K",
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4.1.3.
Die verwendeten Lésungsmittel haben keinen EinfluB auf die GefdBreaktion;

Glibenclamid und TEA erzeugen eine suffiziente Inhibition von Karp und Kc,

In einigen Experimenten wurden die Lésungsmittel DMSO und Ethanol verwendet. In
den Vehikelversuchen zeigte sich kein Einflu® auf die Gefalireaktion durch DMSO
oder Ethanol. Wie vorangehend beschrieben wurden in anderen Arbeiten mdgliche
Beeinflussungen insbesondere der Aktivitat von Karp durch DMSO bzw. Ethanol
gesehen (Rosenblum,W.I. et al. 2001a;Rosenblum,W.l. 1983). In den vorliegenden
Experimenten zeigte sich hierfur kein Hinweis.

FUr einige Kaliumkanalfamilien existieren spezifische Kanaloffner. Zwei haufiger
verwendete Substanzen sind Pinacidil (Karp)und NS1619 (Kca) (Zimmermann,P.A. et
al. 1997; Lindauer,U. et al. 2003a; Long,W. et al. 2000). Diese wurden zum
Nachweis einer spezifischen Blockade von Katp und K¢, eingesetzt. Unter Pinacidil
und NS1619 zeigte sich eine mit Literaturdaten vergleichbare Vasodilatation, die
durch Glibenclamid bzw. TEA zu unterdricken war. In diesem Modell und den hier
verwendeten Konzentrationen erzeugen Glibenclamid und TEA dementsprechend
eine suffiziente Blockade von Karp und Kca. Flr Ky exisitiert kein routinemafig
verwendeter Kanaloffner. Der Nachweis der erfolgreichen Blockade von Kr erfolgte
im Rahmen der Applikation von 12 bzw. 20 mM K® in der entsprechenden

Versuchreihe.

4.1.4.

Zusammenfassung

In der kumulativen Kaliumreihe kommt es zu einer reproduzierbaren Vasodilatation,
die bei hoheren Kaliumkonzentrationen abnimmt und bei sehr hohen
Kaliumkonzentrationen (80 mM K) verschwindet. Bei wiederholter Durchfiihrung
zeigt sich hierbei keine wesentliche Veranderung der GefaRdilatation auf
physiologische bzw. pathophysiologisch gesteigerte Kaliumkonzentrationen. Die
Gefalireaktion bleibt durch die verwendeten Lésungsmittel unbeeinflusst. Die
verwendeten Kanal Inhibitoren erzeugen, soweit testbar, eine suffiziente

Kanalblockade in den hier verwendeten Konzentrationen.

72



4.2.

Beteiligung des NO/cGMP Systems

Ubersicht Gber die Ergebnisse der Experimente zur Beteiligung des NO/cGMP

Systems an der Gefalireaktion der isolierten MCA auf physiologisch und

pathophysiologisch gesteigerte extraluminale Kaliumkonzentrationen:

1)

Der Ruhetonus zerebraler GefalBe ist NO abhéngig: Durch NOS Blockade

zeigt sich eine signifikante Abnahme des Ruhedurchmessers der Gefalle.

Die Aufrechterhaltung des Ruhedurchmessers durch NO wird (iber den cGMP
Weg vermittelt: Durch NOS Blockade und sGC Blockade ist eine identische

Abnahme des Ruhedurchmessers zu beobachten.

Die Reaktion des GefdlRes auf physiologische Steigerung der extraluminalen
Kaliumkonzentration (< 20mM) ist nicht NO abhéngig: Es zeigte sich kein
Unterschied der Gefalireaktion unter NOS Blockade im Vergleich zur
Gefallreaktion ohne NOS Blockade. Dasselbe Ergebnis ist unter sGC

Blockade zu beobachten.

Die GefaBreaktion auf pathophysiologische Steigerung der extraluminalen
Kaliumkonzentration (= 30 mM) ist NO abhéngig: Es zeigte sich eine
signifikante Verminderung der Gefalreaktion unter NOS Blockade. Ab 40 mM
K" verschwindet die unter Kontrollbedingungen vorhandene GefaRdilatation
und wandelt sich bei hdheren Kaliumkonzentrationen in eine GefalRkonstriktion

um.

Die Aufrechterhaltung der GefdlRreaktion bei pathophysiologischen
extraluminalen Kaliumkonzentrationen durch NO st lber den cGMP Weg
vermittelt: Es zeigt sich eine identische Abnahme der Gefalireaktion nach sGC

Blockade und nach unspezifischer NOS Blockade.
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6) Bei Vermittlung der Gefalreaktion auf  pathophysiologische
Kaliumkonzentrationen hat NO die Rolle eines Modulators: Nach Einwaschen
des NO-Donors SNAP wahrend NOS Blockade kommt es zu einer nahezu
wiederhergestellten Gefaldilatation auf pathophysiologische extraluminale
Kaliumkonzentrationen. Des Weiteren kommt es nach Substitution von cGMP
durch 8 Bromo-cGMP unter NOS Blockade ebenfalls nahezu zu einer

Wiederherstellung der Gefalireaktion.

7) Die Aufrechterhaltung der GefélBreaktion auf pathophysiologische
Kaliumkonzentrationen ist auch durch NO unabhéngige Vasodilatatoren
mdéglich: Nach Einwaschen des NO unabhangigen Vasodilatators Nimodipin
zeigt sich ebenso eine nahezu wiederhergestellte Gefalireaktion auf
pathophysiologische Kaliumkonzentrationen. Dabei zeigt sich keine
signifikante Anderung der Reaktion auf physiologische

Kaliumkonzentrationen.

4.2.1.
NO/cGMP ist wichtig fiir die Erhaltung des Ruhetonus

In den vorliegenden Experimenten zeigt sich, dass NO an der Aufrechterhaltung
eines basalen Gefal3tonus beteiligt und dieser Effekt Uber den cGMP Weg vermittelt
ist. Da sich kein wesentlicher Unterschied im Ausmald der Reduktion des
Durchmessers unter NOS Inhibition und sGC Inhibition findet, scheinen nicht cGMP
abhangige Mechanismen hierbei allenfalls eine untergeordnete Rolle zu spielen. Dies
konnte auch im vergleichbaren, aber nicht MOPS gepufferten System gezeigt
werden (Golding,E.M. et al. 2001). Desweiteren ist aus anderen Arterien-Modellen
eine Beteiligung des NO/cGMP Systems am Ruhetonus bekannt (Faraci,F.M. und
Heistad,D.D. 1998; Lindauer,U. et al. 2001; Lindauer,U. et al. 1999). In den
vorliegenden GefalRen zeigte sich die Reduktion des Ruhedurchmessers durch
unspezifische NOS Blockade. Andere Arbeiten zeigen jedoch, dass insbesondere
NO aus dem GefaRendothel an der Aufrechterhaltung des basalen Tonus beteiligt zu
sein scheint (Alonso,M.J. et al. 1992; Cosentino,F. et al. 1993). So findet sich z.B. bei
eNOS Knock-Out Mausen keine Reduktion des basalen Tonus auf unspezifische
NOS Blockade (Ma,J. et al. 1996). Im Unterschied dazu spielt fir die
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zerebrovaskulare Reaktion auf Azidose NO aus perivaskuldaren Nerven eine

wesentliche modulatorische Rolle (Lindauer,U. et al. 2001).

4.2.2.
NO/cGMP ist wichtig fiir die Erhaltung der Vasodilatation bei

pathophysiologischen Kaliumkonzentrationen

Es wurde desweiteren die Rolle von NO bei extraluminal erhdhten
Kaliumkonzentrationen  untersucht, wie sie in physiologischen und
pathophysiologischen Situationen vorkommen (Sykova,E. 1983; Astrup,J. et al. 1980;
Katayama,Y. et al. 1990; Hansen,A.J. und Zeuthen,T. 1981). Wird die extraluminale
Kaliumkonzentration auf physiologische Werte (<20mM) gesteigert, zeigt sich unter
NOS Blockade keine Veranderung der Gefalireaktion. Ebenfalls zeigte sich unter
sGC Blockade keine Anderung der GefaRreaktion. Dies konnte auch in anderen
Arbeiten in vergleichbaren Modellen bestatigt werden (Golding,E.M. et al. 2001). In
vivo finden sich im Gegensatz dazu Hinweise auf eine modulatorische Rolle von
NO/cGMP in der zerebrovaskularen Reaktion auf erhdhte Kaliumkonzentrationen bis
20 mM (Dreier,J.P. et al. 1995).

Hiervon unterscheidet sich die Reaktion auf pathophysiologisch gesteigerte
Kaliumkonzentrationen. Unter unspezifischer NOS Blockade zeigt sich eine
signifikante Minderung der Gefaldilatation bei Kaliumkonzentrationen von 30-40
mM. Bei hoheren extraluminalen Kaliumkonzentrationen verschwindet die
Gefaldilatation bzw. kehrt sich bei einzelnen Versuchen in eine Gefallkonstriktion
um. Diese Ergebnisse lassen sich unter sGC Inhibition reproduzieren.
Zusammengefasst zeigt sich, dass das NO/cGMP System eine wichtige Rolle bei der
Aufrechterhaltung der GefaRdilatation und des Blutflusses bei pathophysiologisch
gesteigerten Kaliumkonzentrationen spielt. Diese Ergebnisse zeigten sich auch in
nicht MOPS gepufferten in-vitro Modellen und in in-vivo Experimenten (Golding,E.M.
et al. 2001; Dreier,J.P. et al. 1998; Windmiuiller, O. et al. 2005).
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4.2.3.
NO/cGMP ist ein Modulator der GefaBdilatation auf pathophysiologische

Kaliumkonzentrationen

NO wird als zentraler Bestandteil neurovaskularer Kopplung diskutiert (Dirnagl,U. et
al. 1993; ladecola,C. et al. 1994; Faraci,F.M. und Heistad,D.D. 1998; Lindauer,U. et
al. 1999). Wie eingangs erwahnt scheint NO jedoch auf unterschiedliche Art und
Weise eine Rolle bei der Vermittlung zerebrovaskularer Gefalireaktionen zu spielen.
Wahrend im Zerebellum eine Mediator-Rolle fir NO diskutiert wird (Li,J. und
ladecola,C. 1994), spielt NO in vielen anderen Bereichen die Rolle eines Modulators
neurovaskularer Kopplung (z.B. zerebrovaskulare Reaktion auf Azidose) (Lindauer,U.
et al. 1999; Lindauer,U. et al. 2001; Dreier,J.P. et al. 1995). In den vorliegenden
Experimenten sollte untersucht werden, ob NO bei der Beteiligung der
zerebrovaskularen Reaktion auf pathophysiologische Kaliumkonzentrationen die
Rolle eines Mediators oder Modulators spielt. Unter NOS- Inhibition und
gleichzeitiger Gabe von SNAP (NO Donor) zeigte sich eine teilweise
wiederhergestellte Gefaldireaktion auf 40 mM Kalium. Dies zeigt sich auch unter NOS
Inhibition und gleichzeitiger Gabe von 8-Bromo-cGMP. Unter der Vorstellung, dass
fur eine Funktion im Sinne des Modulator Konzeptes eine gleich bleibende
Konzentration von NO/cGMP im Gewebe zu erwarten ist, die aufgrund einer
permissiven Wirkung fur die Vermittlung der vasodilatativen Effekte anderer
Vasodilatatoren (z.B. Kalium) die Vorrausetzung ist, sprechen diese Ergebnisse fur
eine modulatorische Rolle von NO in der Vermittlung von Gefalireaktionen auf
pathophysiologische Kaliumkonzentration. Aufgrund der nur teilweise hergestellten
Dilatation sind neben cGMP andere Mechanismen jedoch nicht auszuschliel3en.
Andere Arbeiten postulieren eine mogliche Rolle von cAMP basierten Mechanismen

bzw. einer Interaktion beider Systeme (Golding,E.M. et al. 2001).

4.2.4.
Andere Vasodilatatoren haben einen NO/cGMP ahnlichen Effekt

Es stellt sich die Frage, ob die Wiederherstellung der GefaRreaktion auf 40 mM K*
durch NO bzw. cGMP Applikation wahrend NOS Blockade ein NO/cGMP spezifischer

Effekt ist, oder allein auf der Wiederherstellung des Ruhedurchmessers und somit
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auf einer unspezifischen vasoodilatatorischen Wirkung von NO/cGMP beruht.
Deshalb wurde in einer weiteren Versuchreihe anstelle von NO/cGMP der NO
/cGMP-System unabhangige Vasodilatator Nimodipin verwendet. Nach Hinzugabe
von Nimodipin zeigte sich ebenfalls eine teilweise wiederhergestellte Gefalldilatation
unter 40mM K*, vergleichbar der Reaktion unter dem NO-Donor SNAP bzw. 8-
Bromo-cGMP. Andere Arbeiten zeigen, dass ein ahnlicher Effekt auch durch lloprost
(cCAMP abhangiger Vasodilatator) zu erreichen ist (Golding,E.M. et al. 2001).
WeiterfUhrende Untersuchungen sind hier notwendig, um den genauen
Mechanismus der modulatorischen, aber mdglicher Weise unspezifischen Rolle von
NO/cGMP  bei der Gefalraktivitat auf  pathophysiologisch erhodhte

Kaliumkonzentrationen zu klaren.

4.2.5.

Zusammenfassung

Ein basaler, perivaskularer NO-Spiegel ist wichtig fur die Aufrechterhaltung des
Ruhetonus zerebraler Gefalke. NO spielt keine Rolle in der Vermittlung der
GefalRdilatation auf physiologisch gesteigerte  Kaliumkonzentrationen. Bei
pathophysiologischen Kaliumkonzentrationen kommt es jedoch zu einem Wechsel
des Mechanismus der Gefaldilatation. Hier ist ein konstanter NO Spiegel von
zentraler Bedeutung fur die Erhaltung der GefaRdilatation, die bei NOS Blockade
verschwindet bzw. sich in eine Gefalkonstriktion wandelt. Hierbei hat NO
wahrscheinlich die Rolle eines Modulators und die Wirkung von NO wird Uber den
cGMP Weg vermittelt. Die permissive Wirkung von NO bei pathophysiologischen
Kaliumkonzentrationen ist jedoch maoglicher Weise nicht spezifisch, sondern auch

durch bestimmte NO unabhangige Vasodilatatoren (z.B. Nimodipin) zu erreichen.
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4.3.

Beteiligung einzelner sowie Kombinationen unterschiedlicher

Kaliumkanalfamilien

Ubersicht Uber die Ergebnisse der Experimente zur Beteiligung unterschiedlicher

Kaliumkanalfamilien an der Gefalireaktion der isolierten MCA auf physiologisch und

pathophysiologisch gesteigerte extraluminale Kaliumkonzentrationen:

1.

Es zeigt sich der Hinweis auf eine Beteiligung von K¢, und Kigr am Ruhetonus:
Unter Kca und Kir Inhibition kommt es zu einer milden Reduktion des
Ruhedurchmessers. Unter Katp- und Ky-Blockade hingegen zeigt sich keine

Abnahme des Ruhedurchmessers.

Die Reaktion auf physiologisch erhbhte Kaliumkonzentrationen wird allein lber
Kir Kaliumkanéle vermittelt: Bei einer Konzentration von 140uM BaCL; zeigt
sich ein vollstandiges Verschwinden der Gefaldilatation bei 12 mM und 20
mM K.

Andere Kaliumkanalfamilien spielen isoliert keine Rolle bei der Vermittlung der
GefélBreaktion auf physiologisch erhbéhte Kaliumkonzentrationen: Isoliertes
Einwaschen von 4-AP, Glibenclamid und TEA bleibt ohne Einfluly auf die
GefaRreaktion bei 12 und 20 mM K".

Keine der vier Kaliumkanalfamilien spielt isoliert eine wesentliche Rolle bei der
Aufrechterhaltung der GefalBreaktion auf pathophysiologisch gesteigerte
Kaliumkonzentrationen: Allein bei Einwaschen von 140uM BaCL; zeigt sich
eine milde Reduktion der GefaRdilatation auf 40mM K*. Das Einwaschen von
4-AP, Glibenclamid und TEA bleibt ohne EinfluR auf die Gefalireaktion bei 40
mM K.
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5. Die kombinierte Aktivierung von Karp und Kir spielt moglicher Weise eine
Rolle bei der Aufrechterhaltung des Ruhetonus: Bei Einwaschen von 400 uM
BaCL, zeigt sich eine signifikante Abnahme des Ruhetonus. In dieser
Konzentration erzeugt BaCL; keine spezifische Blockade von Kigr, sondern es
ist zumindest eine partielle Blockade von Karp anzunehmen (Nelson,M.T. und
Quayle,J.M. 1995). Desweiteren zeigt sich bei kombiniertem Einwaschen von

Glibenclamid und BaCL; eine signifikante Reduktion des Ruhetonus.

6. Die kombinierte Aktivierung von Karp und Kir spielt moglicher Weise eine
Rolle bei der Aufrechterhaltung der Gefaldilatation auf pathophysiologisch
gesteigerte Kailiumkonzentrationen: Bei Einwaschen von 400 uM BaCL;
sowie bei kombiniertem Einwaschen von Glibenclamid und BaCL; zeigt sich
eine signifikante Abnahme der GefaRdilatation auf 30 mM K* und 40 mM K".

7. Die kombinierte Aktivierung zweier, anderer Kaliumkanalfamilien ist méglicher
Weise von geringerer Bedeutung fiir die Aufrechterhaltung der Gefél3dilatation
auf pathophysiologisch gesteigerte Kaliumkonzentrationen: In einzelnen
Versuchen zu kombinierter Blockade von Katp/Kca, Katp/Ky und Kca/Ky zeigt
sich kein Enflu} auf die Gefalireaktion bei 40 mM Kalium.

8. Die kombinierte Aktivierung von drei oder vier Kaliumkanalfamilien spielt eine
Rolle in der Aufrechterhaltung der Gefal3dilatation bei pathophysiologischen
Kaliumkonzentrationen: In den Versuchreihen zur kombinierten Blockade von
Kca/Katp/Kir  und  Kca/Katp/Kir/Ky  zeigt  sich  eine  Reduktion des
Ruhedurchmessers und ein Verschwinden der GefaRdilatation bei 40 mM K.
Die zusatzliche Blockade von Ky hat hierbei keinen wesentlichen additiven
Effekt.
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4.3.1.
Kombinierte Kaliumkanalaktivierung spielt bei der Aufrechterhaltung des

Ruhetonus eine Rolle

Unter Inhibition einzelner Kaliumkanalfamilien zeigte sich eine milde Reduktion des
Ruhetonus unter BaCl, und TEA sowie eine leichte Zunahme des Durchmessers
unter Glibenclamid. Unter 4-AP zeigte sich keine Anderung des Ruhedurchmessers.
Eine Beteiligung von Kir und Kca am Ruhetonus ist aus anderen Arbeiten bekannt
(Johnson,T.D. et al. 1998; Fujii,K. et al. 1991; Faraci,F.M. und Heistad,D.D. 1998;
Faraci,F.M. und Sobey,C.G. 1998; Gokina,N.l. et al. 1996; Hempelmann,R.G. et al.
1998). Katp spielen wahrscheinlich keine Rolle bei Erhaltung des Ruhedurchmessers
(Fujii,K. et al. 1991; Lang,M.G. et al. 1997; Wang,Q. et al. 1998). Beides zeigt sich
auch in anderen Arbeiten an dem hier verwendeten Modell (Lindauer,U. et al. 2003).
Bei kombinierter Inhibition von Kjg und Karp zeigte sich eine zusatzliche Abnahme
des Ruhedurchmessers als moglicher Hinweis auf eine kombinierte Beteiligung am
Ruhetonus. Bei kombinierter Blockade mehrerer Kaliumkanalfamlien (Kca/Katp/Kir
und Kca/Katp/Kir/Ky) zeigt sich dementsprechend eine erwartungsgemald deutlich

signifikante Reduktion des Ruhedurchmessers.

4.3.2.
Die GefédBdilatation auf physiologisch gesteigerte Kaliumkonzentrationen wird

in der isolierten MCA (liber K\r vermittelt

Alle vier bekannten Kaliumkanalfamilien werden an zerebralen Gefafl3en exprimiert
(Faraci,F.M. und Sobey,C.G. 1998; Johnson,T.D. et al. 1998; Nelson,M.T. und
Quayle,J.M. 1995). Es ist seit langerem bekannt, dass Veranderungen der
zerebralen Kaliumkonzentration mit Veranderungen des zerebralen Blutflusses
einhergehen. Bei physiologischer Steigerung der zerebralen Kaliumkonzentration
kommt es zu einer Vasodilatation und Zunahme des =zerebralen Blutflusses
(McCarron,J.G. und Halpern,W. 1990; Golding,E.M. et al. 2000; Kuschinsky,W. et al.
1972; Dreier,J.P. et al. 1995). Wie eingangs beschrieben sind in physiologischen
Situationen (z.B. neuronale Erregung) Kaliumkonzentrationen bis ~12 mM gemessen
worden (Sykova,E. 1983). Die hierbei auftretenden Vasodilatation ist wahrscheinlich
alleine Uber Kr vermittelt (Johnson,T.D. et al. 1998; Edwards,F.R. et al. 1988),
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wahrend bei Vasodilatation auf niedrige Kaliumkonzentrationen (0-5 mM) die Aktivitat
der Natrium/Kalium-ATPase ein Rolle zu spielen scheint (McCarron,J.G. und
Halpern,W. 1990). In den vorliegenden Experimenten kommt es nach Steigerung der
extraluminalen Kaliumkonzentration bis 20mM zu einer signifikanten Gefalidilatation.
Diese lasst sich durch Einwaschen von 140uM BaCl, unterdrucken. In dieser
Konzentration ist BaCl, ein weitestgehend spezifischer Inhibitor von Kir (Nelson,M.T.
und Quayle,J.M. 1995). Es zeigt sich kein EinfluR auf die Vasodilatation bei 12 und
20mM K* durch isolierte Inhibition anderer Kaliumkanalfamilien (Ky, Kca, Katp).
Vorangehend wurde gezeigt, dass auch NO/cGMP keinen Einflu} auf diese Reaktion
hat. Es bestatigt sich somit, dass die Gefalireaktion auf physiologisch gesteigerte
Kaliumkonzentrationen im Modell der isolierten MCA alleine Uber Kir vermittelt ist
und die Leitfahigkeit dieses Kaliumkanals offensichtlich nicht durch NO/cGMP
beeinflusst wird. Andere Kaliumkanalfamilien haben hierauf anscheinend ebenfalls

keinen EinflulR.

4.3.3.

Es kommt zu einer Reduktion der Vasodilatation auf pathophysiologische
Kaliumkonzentrationen durch kombinierte Inhibition mehrerer
Kaliumkanalfamilien

Wie im vorangehenden Abschnitt beschrieben, kommt es zu einer Anderung des
Mechanismus der Vermittlung zerebrovaskularer Reaktion, wenn die zerebralen
Kaliumkonzentrationen in pathophysiologische Bereiche ansteigen (= 30 mM). Ein
basaler NO/cGMP Spiegel wird essentiell fir die Erhaltung der Vasodilatation und
damit des zerebralen Blutflusses. Dies konnte auch von anderen Gruppen in nicht
MOPS gepufferten Systemen gezeigt werden (Golding,E.M. et al. 2001).

In den beschriebenen Experimenten des 2. Abschnitts sollte untersucht werden, ob
es im Modell der isolieten MCA =zu einer Anderung der beteiligten
Kaliumkanalfamilien bei der Vermittlung der Vasodilatation bei pathophysiologischen
Kaliumkonzentrationen kommt.

Es zeigte sich, dass die Inhibition einer einzelnen Kaliumkanalfamilie nicht zu einer
Anderung (insbesondere Reduktion) der Vasodilatation auf pathophysiologische
Kaliumkonzentrationen flihrt. Allein unter Kir Inhibition zeigte sich eine leichte

Reduktion der GefaRantwort bei 40mM K*. Es wurden daraufhin Kombinationen

81



unterschiedlicher Kaliumkanalfamilien untersucht. Unter 400 uM BaCl, zeigte sich
eine deutlich signifikante Reduktion der Vasodilatation auf 40 mM Kalium. In dieser
Konzentration erzeugt BaCl, keine alleinige Blockade der Kigr, sondern eine
zusatzliche partielle Blockade der Katp ist anzunehmen (Nelson,M.T. und
Quayle,J.M. 1995). Dieses Ergebnis reproduzierte sich unter kombinierter Blockade
von Kir und Katp mit Glibenclamid und BaCl,.

Erweitert man das Experiment auf eine Dreifachblockade unterschiedlicher
Kaliumkanalfamilien (Kca/Kate/Kir) zeigt sich das vollstdndige Verschwinden der
Dilatation unter 40 mM K. Eine zusétzliche Blockade von Ky (Kca/Katp/Kir/Ky) ergibt
keinen additiven Effekt.

4.3.4.

Zusammenfassung

Kir sind alleiniger Vermittler der Gefaldilatation auf physiologisch gesteigerte
Kaliumkonzentrationen (12mM, 20mM). Bei pathophysiologischen
Kaliumkonzentrationen kommt es zu einer Veranderung des Mechanismus der
Vermittlung der GefaRdilatation. Die GefaRdilatation bei 40 mM K™ kann nicht durch
alleinige Inhibition einzelner Kaliumkanalfamilien reduziert werden. Es kommt jedoch
zu einer signifikanten Reduktion der GefalRdilatation bei kombinierter Inhibition von
Kir und Katp bzw. Verschwinden der Gefalidilatation bei Inhibition von drei oder vier
Kaliumkanalfamilien gleichzeitig.

Zusatzlich spielt der permissive Effekt eines basalen NO/cGMP Spiegels eine
entscheidende Rolle in der Aufrechterhaltung der Vasodilatation bei 40 mM K*. Ob
es sich bei diesen beiden Ergebnissen um ein ,Nebeneinander” zweier unabhangiger
Mechamismen zur Aufrechterhaltung der Vasodilatation handelt oder beide Systeme
mit einander interagieren kann aus den vorliegenden Ergebnissen nicht abgeleitet
werden. Eine Interaktion ist jedoch zu vermuten, da eine Beeinflussung von

Kaliumkanalfamilien durch NO/cGMP in anderen Arbeiten beschrieben wurde.
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4.4.

Ubergreifende Interpretation und Ausblick

Wie erwahnt wird eine tragende Rolle fur das NO/cGMP System einerseits sowie fur
Kalium und Kaliumkanale andererseits im Rahmen neurovaskularer Kopplung
diskutiert. Dies ist moglicher Weise flr physiologische Situationen (funktionelle
Bildgebung) wie auch pathophysiologische Situationen relevant (SAB, Trauma,
Ischamie) (Villringer,A. und Dirnagl,U. 1995; Faraci,F.M. und Heistad,D.D. 1998). Es
folgt eine Interpretation der Ergebnisse der beschriebenen Experimente einerseits
vor experimentellem Hintergrund, aber auch der Versuch einer Eingliederung in den

klinischen Kontext sowie ein Ausblick auf mogliche Folgestudien.

4.4.1.

Die drei zentralen Ergebnisse dieser Arbeit sind

1) Bei pathophysiologischen Kaliumkonzentrationen (=30mM) besteht eine
deutliche  Vasodilatation, die jedoch abnimmt je hoéher die
Kaliumkonzentration ansteigt.

2) Bei Anstieg der Kaliumkonzentration von  physiologischen in
pathophysiologische Bereiche andert sich der Mechanismus durch den die
Vasodilatation vermittelt wird.

3) Das NO/cGMP System ist als Modulator essentiell zur Erhaltung der

Vasodilatation bei pathophysiologischen Kaliumkonzentrationen.

Alle drei Phanomene spielen mdglicher Weise eine entscheidende Rolle in der
Aufrechterhaltung des Blutflusses in unterschiedlichen funktionellen Zustanden des

Gehirns.

4.4.2.
Komplexe Mechanismen spielen eine Rolle bei Vasodilatation bei

pathophysiologischen Kaliumkonzentrationen

Die (patho)physiologischen Hintergriinde, warum es zu einer Anderung des

Mechanismus der Vermittlung von  Vasodilatation mit  ansteigender
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Kaliumkonzentration kommt, sind nicht geklart. Die Aktivitat von Kaliumkanalen und
NO scheint jedoch eine zentrale Rolle zu spielen. (Faraci,F.M. und Heistad,D.D.
1998; Nelson,M.T. und Quayle,J.M. 1995).

Bei maRiger Steigerung der extrazellularen Kaliumkonzentration kommt es zu einer
Aktivierung von Kir und Kaliumaustrom. Dies fuhrt zu einer Hyperpolarisation der
Zelle und letztlich Gefaldilatation (Nelson,M.T. und Quayle,J.M. 1995). Kr wird
durch NO/cGMP nicht beeinflusst. Es zeigt sich deshalb keine Anderung der
Gefaldilatation unter NOS-Blockade.

Unter hohen Kaliumkonzentrationen (> 30 mM) ist die Beeinflussung von
Kaliumkanalen unklar. Es wurde vorne gezeigt, dass unter diesen Bedingungen
NO/cGMP eine wichtige Rolle fur die Aufrechterhaltung der Vasodilatation spielt. Es
ist bekannt, dass NO die Aktivitdt von Kaliumkanalen (insbes. Karp und Kca)
beeinflussen kann (Archer,S.L. et al. 1994; Bolotina,V.M. et al. 1994; Shinbo,A. und
lijima,T. 1997; Lindauer,U et al. 2003; Han,J. et al. 2002). Katp (und Kca) scheint
jedoch keine alleinige Rolle in der Vermttlung der Vasodilation unter hohen
Kaliumkonzentrationen zu spielen. In kombinierter Blockade mit Kigr scheint der Katp
jedoch an Bedeutung zu gewinnen.

Es ist zu diskutieren, ob es in diesem Modell bei hohen Kaliumkonzentrationen
madglicher Weise durch Veranderung des Membranpotentials von Endothelzellen zu

einer Anderung endothelialer NOS Produktion kommit.

Hypothese

In dem komplexen Zusammenspiel dieser Faktoren kdnnte man folgende Hypothese
aufstellen:

Ansteigende Kaliumkonzentrationen aktivieren Kir und durch die dabei entstehende
Hyperpolarisation kommt es zur Vasodilatation. Erreichen die extrazellularen
Kaliumkonzentrationen jedoch einen bestimmten Level, kommt es zu einer
zunehmenden Dysfunktion der K. Durch die Aktivierung anderer Kaliumkanale wird
versucht, diesen Zustand zu kompensieren. Dies gelingt bei sehr hohen
Kaliumkonzentrationen nicht mehr und die Vasodilatation verschwindet bzw. es
kommt zur Vasokonstriktion. Ein basaler NO Spiegel erhalt den Ruhetonus Uber
cGMP basierte sowie ggf. andere Mechanismen aufrecht. Bei physiologisch

gesteigerten Kaliumkonzentrationen ist dieser (basale) Effekt nicht relevant, da der
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Effekt der aktivierten Kir deutlich tGberwiegt. Mit nachlassender Funktion der Kir
jedoch wird die Aktivierung von anderen Kaliumkanalgruppen wichtig, wobei NO eine
Rolle spielen konnte. Fehlt NO kann die Aktivierung der anderen
Kaliumkanalgruppen nur unzureichend erfolgen und es kommt deutlich friher zur
Vasokonstriktion. Dass auch andere Vasodilatoren den Effekt von NO zumindest
zum Teil imitieren kdnnen, kdnnte dadurch erklart werden, dass z.B. Kaliumkanale
auf vielen Wegen neben NO aktviert werden kdnnen, Kate z.B. durch cAMP, EDHF,
VIP, Adenosin, Prostacyclin etc. (Faraci,F.M. und Heistad,D.D. 1998).

Derzeit kann man mit Sicherheit nur sagen, dass eine komplexe Interaktion von
Kaliumkanalen, NO/cGMP und anderen Mechanismen bei der Erhaltung der
Vasodilatation bei pathophysiologisch gesteigerten Kaliumkonzentrationen besteht,
wobei ein modulatorischer, vasodilatorischer Effekt, z.B. durch NO/cGMP vermittelt,
eine Vorraussetzung fur Vasodilatation darstellt und unterschiedliche Kaliumkanale
wahrscheinlich kombiniert aktiviert werden, bzw. in ihrer Funktion kompensatorisch
wirksam werden kénnen. Ebenso ist unklar, in wie weit das vaskulare Endothel bei
der Vermittlung der Dilatation auf pathophysiologische Kaliumkonzentrationen eine

Rolle spielt.

4.4.3.
Vasokonstriktion bei pathophysiologischen Kaliumkonzentrationen unter NOS
Blockade ist méglicher Weise der Mechanismus der Cortical Spreading

Ischaemia

Aus in vivo Versuchen zur Cortical Spreading Depression (CSD) ist bekannt, dass es
nach einer voribergehenden Steigerung der extraluminalen Kaliumkonzentration zu
einer Steigerung des zerebralen Blutflusses kommt. Diese transiente Hyperamie
nach CSD wandelt sich unter erhdhter Kaliumkonzentration in eine Oligamie oder
Ischamie, die sog. Cortical Spreading Ischaemia (CSI), wenn gleichzeitig die NOS
inhibiert oder unter Hinzugabe von Hamoglobin, einem NO-Scavenger, der basale
NO-Spiegel reduziert ist (Dreier,J.P. et al. 1998). Wie in den vorliegenden Versuchen
wurde auch in vivo gezeigt, dass sich unter NOS Inhibition eine CSI wieder in eine
Hyperamie wandelt, wenn NO oder NO unabhangige Vasodilatoren wie Nimodipin

oder Papaverin hinzugegeben werden (Dreier,J.P. et al. 2002; Windmuller,O. et al.
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2005). CSI konnten mdoglicher Weise ein pathophysiologisches Korrelat flr
verzogerte ischamische Defizite nach Subarachnoidalblutung darstellen. Nach
Subarachnoidalblutung kommt es durch Zerfall der Erythrozyten zu einer ahnlichen
Situation, wie in den hier gezeigten in-vitro sowie den zitierten in-vivo Experimenten
modellhaft dargestellt (Windmuller,O. et al. 2005). Die extraluminale
Kaliumkonzentration steigt an und Hamoglobin (ein endogener NO Scavenger)
reduziert die NO Konzentration.

Es koénnte sein, dass das hier beschriebene Phanomen der Umkehr einer
Vasodilatation in eine Vasokonstriktion bei hohen Kaliumkonzentrationen unter NOS
Blockade den grundlegenden Mechanismus einer CSI darstellt (Windmuller,O. et al.
2005). Die Bedeutung gefaldintrinsischer Mechanismen (unabhangig vom
Hirnparenchym) hierbei wird unterstitzt durch die Befunde einer reduzierten
Vasoreaktion auf Azidose und erhdhte Kaliumkonzentrationen in Gefallen von
Tieren, die vorher einer CSD ausgesetzt waren (Seitz,l. et al. 2004). Die
Pathophysiologie verzdgerter ischamischer Defizite nach Subarachnoidalblutung ist
noch unzureichend Verstanden. CSI bilden jedoch mdglicher Weise einen Teilaspekt
des Mechanismus. Dieses wird unterstitzt durch eine derzeit laufende klinische
Studie (COSBID), die versucht CSD/CSI bei Patienten mit SAB durch invasive
Messungen nachzuweisen. Bei vereinzelten Patienten mit SAB und konsekutiven
Infarkten konnten erstmalig CSI ahnliche Korrelate gemessen werden (Dreier J,
Major S., personliche Mitteilung). Hinzu kommt jedoch, dass nach SAB eine Reihe
anderer Phanomene auftreten, die einen erheblichen Einflu auf den Blutfluss haben
konnen. Gezeigt wurde, dass die Aktivitdat von K, nach SAB vermindert ist und es
kommt zu Veranderungen bei einer Vielzahl von anderen vasoaktiven Substanzen
wie z.B. Endothelin etc. (Dietrich,H.H. und Dacey,R.G., Jr. 2000; Quan,L. und
Sobey,C.G. 2000).

4.4.4.
Veranderungen von NO/cGMP, Kaliumkanalaktivitat und zerebrovaskuléarer

Reaktivitét spielt eine Rolle in vielen Situationen

Da Steigerung der extraluminalen Kaliumkonzentration in vielen Situationen mit
Zellschaden auftritt ist eine Beeinflussung vaskularer Reaktivitat auch bei anderen

Krankheitsmodellen wie zerebrales Trauma oder Ischdmie anzunehmen. In
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experimentellen Traumamodellen sind Veranderungen neurovaskularer Kopplung
beschrieben worden ebenso wie Anderungen des Verhéltnisses vasokonstiktorischer
und dilatatorischer Faktoren (Golding,E.M. 2002). Mechanismen veranderter
zerebrovaskularer Reaktion, die auf verandertem NO und Kalium Metabolismus
beruhen, konnten einen Teilaspekt der komplexen Mechanismen darstellen, die in
diesen Situationen zu sekundaren Gewebeschaden fuhren.

Viele Daten aus der Literatur zeigen, dass es daruber hinaus bei chronischen
Erkrankungen zu Veranderungen der Vasoreaktion zerebraler GefalRe kommt,
insbesondere auch zu Veranderungen bezlglich der Aktivitat von Kaliumkanalen und
NO/cGMP (Faraci,F.M. und Heistad,D.D. 1998; Faraci,F.M. und Sobey,C.G. 1998).
Beispiele hierfur sind Erkrankungen wie Hypertonus oder Diabetes Mellitus. Zum Teil
werden diese Erkrankungen mit Medikamenten behandelt, die einen Einfluld auf die
Aktivitat von Kaliumkanalen oder NO/cGMP haben (z.B. Glibenclamid = orales
Antidiabetikum). Inwiefern dies Einflul hat auf die Ergebnisse funktioneller
bildgebender Verfahren, die eine immer groflere Gewichtung in der klinischen
Diagnostik bekommen, oder auf die Entwicklung von spezifischen vaskularen
Phanomenen wie z.B. verzogerte Vasospasmen ist derzeit nicht abzusehen
(Villringer,A. und Dirnagl,U. 1995). Hinweise darauf, dass z.B. die Beeinflussung der
besprochenen Mechanismen wichtig flr den Verlauf zerebrovaskularer Erkrankungen
sein kann, ist jedoch klinisch offensichtlich. Dies zeigt sich z.B. im Einsatz von
Nimodipin oder NO-Donor nach SAB oder Beeinflussung des Schlaganfall-Outcome
durch Glibenclamid (Dorsch,N.W. 2002; Kunte,H. et al. 2007).

4.4.5.
Die Arbeit bietet Grundlagen fiir die weitere Charakterisierung der

zerebrovaskuldren Reaktion in pathophysiologischen Situationen

In weiteren Folgestudien ware es interessant mit elektrophysiologischen Methoden
die Aktivitdt von Kir sowie der anderen Kaliumkanalfamilien unter ansteigenden
Kaliumkonzentrationen mit und ohne NOS Inhibition zu untersuchen. Insbesondere
eine elekrophysiologische Charaktersierung der Kaliumkanalaktivitat
unterschiedlicher Kaliumkanalfamilien (z.B. Katp 0d. Kca) unter pathophysiologischen
Kaliumkonzentrationen konnte zum weiteren Verstandnis der hier untersuchten

Mechanismen beitragen. Desweiteren kdnnte in dem hier verwendeten Modell
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untersucht werden, ob sich durch Katp oder Kca Offner (z.B. Pinacidil/NS1619) die
Vasokonstriktion bei hohen Kaliumkonzentrationen unter NOS Inhibition aufheben
lasst, ahnlich wie mit anderen NO unabhangigen Vasodiatoren. Es sollte auRerdem
die Bedeutung endothelialer Mechanismen auf die Vasodilatation unter hohen
Kaliumkonzentrationen in Folgestudien untersucht werden.

Vor dem Hintergrund der oben angefuhrten klinischen Aspekte ware es des Weiteren
interessant, ob sich die hier gezeigten Ergebnisse in Krankheitsmodellen, wie
hypertensiven oder Diabetes Tieren reproduzieren lassen, oder, etwas weiter
gedacht, ob es klinisch Unterschiede in der Haufigkeit des Auftretens eines
Vasospasmus nach SAB zwischen Kontrollen und Patienten gibt, die z.B. mit

Glibenclamid vorbehandelt wurden.
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ANHANG

Abkiirzungen

K*
[K]

[K'Je

MCA

NO

NOS

cGMP
8-Bromo-cGMP
LNNA
SNAP

oDQ

BaCl

TEA

4-AP

Glib.

Katp

Kea

Kv

Kir

ATP

DMSO
MOPS

NaCl

KCI

CaCly
MgSO4
NaH,PO4
Aqua bidest.
sGC

02

Kalium

Kaliumkonzentration

Kaliumkonzentration extrazellular

Arteria Cerebri Media

Stickstoff Monoxid

NO-Synthase

zyklisches Guanosin Monophosphat
8-Bromoguanosin 3°,5 -zyklisches Monophosphat
N-nitro-L-arginin
S-nitroso-N-acetylpenicillamin
1H-[1,2,4]oxodiazolo[4,3-alquinoxalin-1-eins
Barium-Chlorid

Tetraethylammonium

4-Aminopyridin

Glibenclamid

ATP-abhangige Kaliumkanale
Calcium-abhangige Kaliumkanale

Spannungsabhangige Kaliumkanale

einwarts gleichrichtende (inward rectifier) Kaliumkanale

Adenosin Triphosphophat

Dimethyl Sulfoxid
3-(N-morpholino)propanosulfonsaure
Natrium-Chlorid

Kalium-Chlorid

Calcium-Chlorid

Magnesiumsulfat

Natriumphosphat

Bidestilliertes Wasser

|6sliche Guanylatcyclase

Sauerstoff
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Ach
H*
SAB
CSD
Csl
EDRF
EDCF
EDHF
iINOS
eNOS
nNOS
CGRP

Acetylcholin

Wasserstoff lonen
Subarachnoidalblutung

Cortical Spreading Depression

Cortical Spreading Ischaemia
Endothelial Derived Relaxing Factor
Endothelial Derived Contracting Factor
Endothelial Derived Hyperpolarizing Factor
induzierbare NOS

endotheliale NOS

neuronale NOS

Calcitonin Gene Related Peptide
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