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1 Einleitung

1.1 Subarachnoidalblutung und cerebraler Vasospasmus

Die Subarachnoidalblutung (SAB) ist verantwortlich fiir 5 bis 10% aller cerebralen Insulte.
Die tberwiegende Ursache einer primiren, atraumatischen Subarachnoidalblutung ist eine
Ruptur eines Aneurysmas, welches eine abnorme Ausstilpung und Erweiterung einer
Hirnarterie darstellt. Weitere, weitaus seltenere Utrsachen sind unter anderem arteriovendse
Malformationen, durale arteriovendse Fisteln, selten Kavernome.

Betroffen von der aneurysmatischen SAB sind vorwiegend Patienten im Alter von 40 bis
60 Jahren. Sie kann dennoch in jeder Altersstufe auftreten (Wardlaw und White 2000). Nahezu
12% der Patienten versterben bereits in der priklinischen Phase. Fast 40% der hospitalisierten
Patienten sterben innerhalb eines Monats und mehr als ein Drittel der Uberlebenden haben
schwere neurologische Defizite, so dass sie Hilfe benttigen und eine starke Einschrinkung
threr Lebensqualitit erfahren miissen (Wardlaw und White 2000). Das Ausmal3 der initialen
Blutung bestimmt malgeblich das Outcome eines Patienten (Weir 1995). Einige der
Hauptrisikofaktoren fiir eine SAB stellen Hypertension, Zigarettenrauchen, héheres Alter und
Alkoholabusus dar (Cook 1995).

Die aneurysmatische SAB ist wegen des hohen Morbiditits- und Mortalitdtsrisikos ein
medizinischer Notfall. Aufgrund des hohen Nachblutungsrisikos besteht nach gesicherter
Diagnose mit Computertomographie oder Lumbalpunktion und zerebraler Angiographie die
Indikation zur sofortigen Therapie des Aneurysmas mittels Clipping oder Coiling. Wegen der
initialen Komplikationen und Nachblutungen, stellt der cerebrale Vasospasmus (CVS) den
fihrenden Grund fir ein schlechtes Outcome bzw. den Tod eines Patienten dar (Dorsch 1995).

Ein CVS tritt im Mittel am dritten Tag nach SAB auf, hat sein Maximum am Tag 912
nach SAB und kann zwei bis drei Wochen andauern (Wilkins 1990). Er ist die primare
Erklirung fir eine klinische Verschlechterung des physischen Zustandes in diesem Zeitraum.
Durch einen CVS resultieren ein Anstieg des intracraniellen Druckes, eine Verminderung des
cerebralen Blutflusses und des Perfusionsdrucks. Differentialdiagnostisch sollten aber auch
Hydrozephalus, Nachblutung, Hypoxie, Hypotension und Elektrolytstérungen bedacht werden.

Obwohl bei 70% der Patienten eine angiographisch gesicherte Gefillverengung vorliegt,
manifestieren sich bei nur 20-30% motorische oder sprachliche Defizite, Verwirrtheitszustinde
und Bewusstseinsverinderungen (Dorsch 1995). Die neurologischen Defizite resultieren aus
der Minderversorgung bzw. aus Infarkten der Hirnregion, deren versorgende Arterie vom CVS

betroffen ist.



Die Entwicklung effektiver medikamentéser, praventiver und therapeutischer Mafnahmen
wird erschwert durch den noch nicht endgiltig erklirten Pathomechanismus und der
wahrscheinlich multifaktoriellen Genese des CVS. In den letzten Jahrzehnten wurden

zahlreiche Mechanismen identifiziert, die hierbei moglicherweise eine Rolle spielen.

1.2 Stand der Forschung beziglich der Pathomechanismen des
CVS

1.2.1 Kontraktion der glatten GefaBmuskulatur

CVS kann betrachtet werden als eine abnorm verlingerte Kontraktion der glatten
Gefillmuskulatur. Hierbei spielt das intrazellulire freie Calcium eine wichtige Rolle (Horowitz
et al. 1996). Im Falle einer Calcium-abhingigen GefiBBkontraktion wird der intrazellulire Ca*'-
Anstieg durch einen Ca*'-Einstrom aus dem Extrazellulirraum erzeugt. Eine Rolle spielen
hierbei sowohl rezeptorgesteuerte unspezifische als auch spannungsgesteuerte Kationenkanile.
Dieser Influx wird durch Blutprodukte im Subarachnoidalraum, insbesondere durch
Oxyhimoglobin getriggert. Im Cytosol bindet das Ca®" an cytoplasmatisches Calmodulin,
welches vier Ca*’-Ionen binden und einen Ca**-Calmodulin-Komplex bilden kann. Dieser
Komplex aktiviert die Myosin-leichte-Ketten-Kinase, welche die Myosinkopfe der Myosin-
leichte-Kette phosphoryliert. Schlieflich fithrt die Interaktion mit Aktin zur Kontraktion
(Winder et al. 1998).

Ebenso kommt es durch die Stimulation eines G-Protein-gekoppelten Rezeptors durch
Blutprodukte im Subarachnoidalraum zur Generierung von Phospholipase C, welche die
Umwandlung des membranstindigen Phosphatidylinositolbisphosphats in Inositoltrisphosphat
und Diacylglycerol einleitet. Inositoltrisphosphat bewirkt darauthin die Freisetzung von
gespeichertem Ca’* aus dem Sarkoplasmatischen Retikulum in den Intrazellulirraum bzw.
inhibiert Diacylglycerol Giber weitere Aktivierung der Proteinkinase C die Myosinphosphatase.
Beide bringen somit die GefiBmuskulatur zur Kontraktion. Auch eine Abspaltung von
Arachidonsidure aus der Zellmembran durch Phospholipase A, fiihrt zu einer Inhibierung von

Myosinphosphatase (Tani 2002).

1.2.2 Endothelin-1

Als vasoaktive, korpereigene Substanz hat Endothelin-1 je nach Konzentration sowohl
vasodilatierende als auch hauptsichlich vasokonstriktorische Eigenschaften. Vasodilatierend
wirkt es Uber die Freisetzung von Stickstoffmonoxid (NO) und Prostacyclin an ETjy;-

Rezeptoren der Endothelzellen. Uber ET,-Rezeptoren entfaltet Endothelin-1 seine



vasokonstriktorische Wirkung. Es agiert von der Adventitia der Gefil3e aus und kann auch von
Astrozyten und Neuronen produziert werden (Chow et al. 2002).

Experimente zu Endothelin-1 wurden im Zusammenhang auf die Entwicklung eines CVS
nach SAB mehrfach unternommen. Hier stellte sich heraus, dass Endothelin-1 im Liquor schon
vor Auftreten einer klinischen Symptomatik und vor angiographischer Sicherung des CVS
ansteigt. Ein Riickgang der Symptomatik wird durch Abfallen der Endothelin-1-Konzentration
im Liquor angekindigt (Kaestner et al. 2005, Suzuki et al. 2000, Kessler et al. 2005).

Eine Studie zur Verwendung des ET,-Rezeptor-Antagonisten Clazosentan zeigte zwar
einen dosisabiangigen Rickgang von Vasospasmen; beztiglich des weiteren Krankheitsverlaufs
konnte jedoch nur ein Trend fir dessen protektive Eigenschaften auf sekundire cerebrale
Infarkte und verzogert einsetzende ischimisch neurologische Defizite (DIND) ausgemacht

werden (Macdonald et al. 2007).

1.2.3 Freie Radikale

Freie Radikale entstehen als Zwischenstufen bei chemischen Reaktionen, zum Beispiel bei
Verbrennungsprozessen im Mitochondrium und bei du3eren Einfliissen wie oxidativem Stress,
Hitze, UV-Strahlung. Aber auch eisenhaltige Bestandteile wie Himoglobin kénnen die
Entstehung von Sauerstoffradikalen verursachen (Misra und Fridovich 1972) und ein Grund
fur cerebralen Vasospasmus darstellen (Fox 1979).

Oxyhidmoglobin (oxidiertes Himoglobin), das hdufig fir den CVS mitverantwortlich ist,
unterliegt einer Autooxidation zu Methimoglobin, wobei ein Superoxidanionradikal wahrend
der Reaktion produziert wird. Hohe Konzentrationen von Oxyhimoglobin finden sich im
Liquor von Patienten wihrend des Vasospasmus (Macdonald und Weir 1991; Nishizawa und
Laher 2005; Pluta 2005).

In endothelialen Zellkulturen unterstitzt Oxyhidmoglobin die immunreaktive Biosynthese
und Freisetzung von Endothelin. Auch potenziert es die immunreaktive Endothelin-
Produktion durch Thrombozyten (Ohlstein und Storer 1992).

Durch oxidative Wirkung auf biologische Membranen und der darauf folgenden
Entstehung von Lipidperoxiden wird Oxyhidmoglobin ebenfalls als Mitverursacher angesehen
(Sano et al. 1980). Ein Vertreter der Lipidperoxide ist das Cholesterylester-Hydroperoxid
(CEOOH), welches bei oxidativem Stress aus membranstindigem Cholesterylester hervorgeht.
Ein Experiment zur Héhe des CEOOH und dem Auftreten eines CVS zeigte, dass bei

Patienten, die im Verlauf der SAB einen symptomatischen Vasospasmus entwickelten, die



CEOOH-Konzentrationen 48 Stunden nach Blutungsbeginn im Liquor signifikant erhoht
waren (Kamezaki et al. 2002).

Ebenso bestitigten Experimente mit einem Hydroperoxid der Arachidonsdure als
Verursacher der Lipidperoxidation, dass Lipidperoxide einen Spasmus und eine Schidigung
von Arterienstrukturen erzeugen (Cook und Vollrath 1995; Sano et al. 1980). Erhchte Werte
von Lipidperoxiden (CEOOH), sowie ein Abfall des Antioxidanz Ascorbinsiure wurden im
Liquor von Patienten mit CVS nachgewiesen (Polidori et al. 1997).

Antioxidantien und Radikalfinger wie Nicotinamid, das Aminosteroid Tirilazad und das
die Glutathionperoxidase imitierende Ebselen haben in experimentellen Tierstudien gezeigt,
dass sie antispastisch wirken und die Lipidperoxidation reduzieren (Suzuki et al. 1999).

Freie Radikale wie das Superoxidradikal und das Hydroxylradikal und nicht radikalische
Derivate des Sauerstoffs wie Wasserstoffperoxid kénnen Lipide, Proteine und Nukleinsiuren
angreifen und zerstoren. Das Superoxidradikal steuert seinerseits zum CVS bei, indem es
Stickstoffmonoxid als Vasodilatator und Relaxans der glatten Muskulatur inaktiviert (Hanggi

und Steiger 2000).

1.3 Stand der Forschung bezlglich 8-Isoprostaglandin F,,

1.3.1 Arachidonséaure und ihre Metaboliten

Als mehrfach ungesittigte Fettsidure ist Arachidonsdure ein integraler Bestandteil von
Phospholipiden biologischer Membran. Durch G-Protein-gekoppelte Aktivierung der
Phospholipase A, kann Arachidonsdure aus den Phospholipiden freigesetzt werden und tber
Wege der Cyclooxygenase (COX) und der Lipoxygenase in verschiedene biologisch aktive
Substanzen verstoffwechselt werden.

Der COX-Weg fiihrt schlieBlich zur Entstehung von Prostaglandinen, wie Thromboxan
A, (TXA,), Prostacyclin (PGI,) und PGA,, PGE, PGD,, PGF,,. Als Vasokonstriktoren
bekannt sind PGF,,, PGE, und TXA,, wihrend PGI, als potenter Vasodilatator fungiert (Cook
1995).

2009

1.3.2 Biochemie der Isoprostane und 8-Isoprostaglandin Fy,

Isomere der aus der Arachidonsiure gebildeten Prostaglandine sind die Isoprostane.
Wihrend Prostaglandine in einer enzymatischen Reaktion durch Cyclooxygenase (COX)
gebildet werden, entstehen die Isoprostane in einer durch freie Radikale induzierten

Peroxidation der Arachidonsdure (Abb.1). In einer ersten Reaktion entsteht eines von drei



moglichen Arachidonyl-Radikalen. An dieses lagert sich in einer zweiten Reaktion, der
Peroxidation, ein Sauerstoffmolekiil an und fihrt zur Entstehung eines Peroxyl-Radikals.
Darauthin folgt eine Endozyklisierung zu vier bizyklischen Endoperoxid-Radikalen und die
erneute Anlagerung von Sauerstoff fuhrt zu vier bizyklischen H,-Prostaglandin dhnlichen
Endoperoxiden. Durch die Reduktion der vier intermedidren Endoperoxid-Regioisomere

entstehen schlieBlich vier F,-Isoprostan-Regioisomere (Roberts und Morrow 1999).
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Abb.1: Entstebung der F,-Isoprostane. AA=Arachidonsdnre. (Roberts und Fessel 2004)

Die vier Regioisomere koénnen jeweils acht razematische Diastereomere ausbilden,
wodurch man schliefSlich 64 Verbindungen erhilt. Da diese Verbindungen isometrisch zu aus
Cyclooxygenase gebildetem Prostaglandin F,q sind, wurden sie F,-Isoprostane benannt. Das
biologisch aktive und mit am haufigsten und besten untersuchte Isoprostan ist das 8-
Isoprostaglandin F,, (8-iso PGF,q). Die Zahl 8 steht fir die Position der Hydroxylgruppe in der
Seitenkette, der Index 2 fiir die Anzahl der Doppelbindungen in den Seitenketten, das o« fir die

Stellung der Hydroxylgruppen des Cyclopentan-Rings nach unten (zs-Stellung).
Neben der am hiufigsten gebrauchten Bezeichnung 8-iso PGF,q werden folgende

Bezeichnungen synonym verwendet: 15-F,-Isoprostaglandin, 8-Epiprostaglandin = Fyq,



Isoprostaglandin Fyq Typ III und 8-Isoprostan Fq. Eine Nomenklatur erfolgte durch das
Eicosanoid Nomenclature Committee der IUPAC und bezeichnet die vier Regioisomerklassen
anhand der Position des Kohlenstoffs, an welchem die Hydroxylgruppe in der Seitenkette
hingt.

Tierstudien zeigten, dass die Konzentration von 8-iso PGF,q bei oxidativem Stress, wie
Radikalbildung, ansteigt und deren Aktivitit durch Antioxidantien, wie dem Radikalfinger BN
80933 (Marin et al. 2000) geblockt werden kann. Freie Radikale entstehen im Koérper bei der
Zellatmung in den Mitochondrien, bei Entztiindungsreaktionen und Durchblutungsstérungen
und sind beispielsweise vertreten durch Stickstoffmonoxid- oder Stickstoffdioxidradikale,

Hydroxylradikale, Superoxidradikal, Ozon oder molekularen Sauerstoff (Halliwell 1997).

1.3.3 Biologische Aktivitat des 8-Isoprostaglandin F,,

Eine biologische Aktivitit des 8-iso PGF,q wurde in mehreren Tierexperimenten

nachgewiesen. Es ist beschrieben, dass 8-iso PGFyq dosisabhingig die Adhisivitit der
Thrombozyten erhoht und die antiaggregatorische und antiadhisive Aktivitit von
Stickstoffmonoxid (NO) reduziert. Ebenso setzt es Calcium und Inositoltriphosphat aus
intrazellularen Speichern frei und fihrt zur reversiblen Aggregation der Thrombozyten (Pratico
et al. 1996; Morrow et al. 1992; Minuz et al. 1998; Audoly et al. 2000).

Im Tierversuch an Ratten wurde gezeigt, dass das 8-iso PGF,q zur Vasokonstriktion der
Blutgefille der Niere fithrt, dabei die glomerulire Filtrationsrate und den renalen Plasmafluss
zunichst reduziert und in der Hoéchstdosis vollstindig aufheben kann. Nahezu wirkungslos
erweist sich im gleichen Versuch das isomere Prostaglandin Fpo (Takahashi et al. 1992).

Eine Vasokonstriktion konnte ebenfalls an der Pulmonalarterie von Kaninchen und Ratten
beobachtet werden, sowie eine Bronchokonstriktion in der Lunge der Ratte (Morrow et al.
1997; Kang et al. 1993). Ebenso beschrieben und untersucht wurde eine Vasokonstriktion an
retinalen (Lehaie et al. 1998; Hou et al. 2004) und cerebralen Gefillen von Schweinen (Hou et
al. 2004).

Im Rattenversuch fihrte 8-iso PGFq an den glatten Gefillmuskelzellen der Aorta zum
einen zur Induktion der Zellteilung und zur Freisetzung von Endothelin-1. In Folge fiihrte
Endothelin-1 nach seiner Freisetzung zur Vasokonstriktion. Zum anderen stimulierte 8-iso
PGF,q die Inositoltriphosphat-Produktion und DNA-Synthese in diesen Zellen (Fukunanga et
al. 1993; Yura et al. 1999).



Ein Anstieg des mittleren arteriellen Druckes wurde nach intravendser Injektion von 8-iso
PGFyy bei Miusen nachgewiesen. Der Druck lieB sich durch den Thromboxan
A,/Endoperoxid-Rezeptor-Antagonisten SQ29,548 wieder senken (Audoly et al. 2000).

Die Aktivitit des 8-iso PGF,q wurde hierbei im Wesentlichen durch Wechselwirkung mit
dem Thromboxan A, (TXA,)/Endoperoxid (PGH,)-Rezeptor vermittelt (Takahashi et al. 1992;
Morrow et al. 1992).

In der Literatur werden Konzentrationsbereiche fir 8-iso PGP im Plasma gesunder
Menschen mit 4242 pg/ml und im Utin mit 126156 pg/ml Kreatinin (Ohashi et al. 2000)
beschrieben. Es eignet sich wegen seiner hohen Stabilitit in vivo gut als Marker des oxidativen
Stresses.

Bestimmte Lebensweisen und Krankheiten fihren zu einem Anstieg der Konzentration im
Urin und Plasma. So erh6ht ein vermehrter Alkoholkonsum dosisabhingig die Ausscheidung

des 8-iso PGFpq im Urin. Bei Patienten mit alkoholbedingter ILeberzirrhose oder

alkoholinduzierter Hepatitis konnte ebenfalls eine erhéhte 8-iso PGFy¢-Konzentration im Urin
festgestellt werden (Meagher et al. 1999; Aleynik et al. 1998).

Raucher, die durch Zigarettenrauch tiglich einer hohen Konzentration an freien Radikalen
ausgesetzt sind, zeigen erhohte 8-iso PGIao-Werte in Urin und Plasma, was einen Beweis fir
eine chronische Erhohung der Lipidperoxidation liefert. Ob ein Zusammenhang der Werte mit
dem Alter, der Dauer des Rauchens und der Anzahl der Zigaretten pro Tag besteht, wird
kontrovers diskutiert (Obata et al. 2000; Reilly et al. 1996; Morrow et al. 1995).

Oxidativer Stress, der in Verbindung mit der Erhéhung von 8-iso PGF,q steht, spielt bei
der Entwicklung zahlreicher Krankheiten eine entscheidende Rolle. Unter anderem wurden bei
folgenden Krankheiten erhéhte 8-iso PGFo-Werte in  der Literatur beschrieben:
Arteriosklerose (Pratico et al. 1997), Diabetes mellitus (Davi et al. 1999; Gopaul et al. 1995),
ARDS (in exhaliertem Kondensat) (Carpenter et al. 1998), familidre Hypercholesterinimie
(Reilly et al. 1998), Sklerodermie (Cracowski et al. 2002), Alzheimer-Demenz (Pratico et al.
1998) und Asthma (in exhaliertem Kondensat) (Montuschi et al. 1999).

Eine tierexperimentelle topische Applikation von 8-iso PGF,y um cerebrale Arterien von
Ratten zeigte eine starke und lang anhaltende dosisabhingige Vasokonstriktion. Dieser
vasokonstriktorische Effekt wurde vollstindig aufgehoben durch Applikation des
semiselektiven TXA,/PGH,-Rezeptorblockers SQ 29,548. Applikation des Isomers 8-iso PGE,
hatte einen geringeren und des anderen Isomers PGF,q nahezu keinen vasokonstriktorischen

Effekt (Hoffman et al. 1997).



Es ist bisher unklar, ob 8-iso PGF,q tiber einen eigenen Rezeptor verfiigt und wirkt bzw.
wie viele und welche anderen Rezeptoren es aktiviert. Ebenso unvollstindig ist der Nachwetis,
ob 8-iso PGFyq direkt oder indirekt tiber andere Stoffwechselprodukte seine Wirkung entfaltet.
Hierzu gibt es viele unterschiedliche Forschungsergebnisse. Beschrieben wird seine Wirkung als
Partialagonist am Thromboxan A,/PGH,-Rezeptor (TP-Rezeptor) der Thrombozyten, wo es
moglicherweise die proaggregatorischen Effekte der TP-Rezeptor-Stimulation inhibiert
(Cranshaw et al. 2001). Uber die Existenz eines eigenen Rezeptors an vaskulirer glatter
Muskulatur von Ratten wurde bisher alleinig 1993 von Fukunaga et al. berichtet. 8-iso PGFq
fordert unter anderem die Freisetzung von TXA, PGI, NO und Endothelin-1 an der
Endothelzelle. Die meisten Daten sprechen aber bisher fir eine Wirkung iber den TP-
Rezeptor (Hoffmann et al. 1997; Cranshaw et al. 2001; Cracowski et al. 2001; Takahashi et al.
1992; Morrow et al. 1992; Audoly et al. 2000).

1.4 Ziel des klinischen Experiments
Messungen der 8-iso  PGIpg-Konzentration in  vivo am  Patienten  mit

Subarachnoidalblutung (SAB) wurden noch nicht vorgenommen. Nachdem dem 8-iso PGlq,
aber vasokonstriktorische Eigenschaften mehrfach bestitigt wurden und es eine Rolle im
oxidativen Stress spielt, ist es von pathophysiologischer und therapeutischer Bedeutung, seine
Rolle in der Entwicklung eines cerebralen Vasospasmus zu untersuchen.

Ungeklirt ist bisher auch, ob das 8-iso PGFq im Hirn durch freie Radikale entsteht oder
ob es in anderen Organen gebildet wird, die ebenfalls oxidativem Stress ausgesetzt sind.

Hierzu wurden der zeitliche Verlauf der 8-iso PGF,¢-Konzentrationen tiber sieben Tage
nach SAB in arteriellem, jugularvenésem und zentralvenésem Blut sowie im Liquor der
Patienten bestimmt, der arterielle Sauerstoffpartialdruck (PaO,) gemessen, die arterio-
jugularvendse Sauerstoffdifferenz (avDO,) berechnet und der inspiratorische Anteil des
Sauerstoffs ~ (FiO,) erfasst. Zur Detektion eines CVS wurden transkranielle

Doppleruntersuchungen (TCD) durchgefiihrt.



2 Materialien und Methoden

2.1 Patientengut

Die seriellen Messungen von 8-iso PGF,q, des arteriellen Sauerstoffpartialdruckes, der
arteriellen Sauerstoffsittigung und den Flussgeschwindigkeiten in den Aa. cerebri mediae und
den extrakraniellen Aa. carotides internae wurden an 34 Patienten durchgefiihrt.
Einschlusskriterien waren Patienten, die an einer aneurysmatischen SAB erkrankt waren,
innerhalb von 24 Stunden nach Blutungsereignis auf der neurochirurgischen Intensivstation
aufgenommen wurden und bei denen neurologisch mindestens zwei Hirnstammreflexe
nachzuweisen waren. Die Altersspanne belief sich von 19 bis 74 Jahre (Mittelwert 53,0£14,6);
das Verhiltnis Frauen zu Minnern lag bei 2,8:1,0. Eingeschlossen wurden alle klinisch
neurologischen Grade nach Hunt & Hess (I — V) sowie alle Blutverteilungsgrade nach Fischer
(1 — 4). Ein Ventrikelkatheter, ein zentralvenoser Katheter und ein Bulbus venae jugularis-
Katheter wurden angelegt.

Ausschlusskriterien waren Alter <18 und >76 Jahre, weite lichtstarre Pupillen seit mehr als
2 Stunden, frithere wund bestehende neurologische Erkrankungen wie massives
Schidelhirntrauma, Apoplex, Multiinfarkt-Demenz und Alzheimer-Demenz.

Als Kontrollgruppe wurden zehn gesunde, nicht rauchende, freiwillige, kaukasische
Probanden rekrutiert und deren 8-iso PGF,o-Konzentration im Plasma bestimmt.

Die Experimente wurden durch die Ethikkommission des Fachbereichs Medizin der

Justus-Liebig-Universitit Gieflen genehmigt.

2.2 Zeitplan fur die Datenerhebung

Der Tag der Blutung entsprach Tag 0. Von Tag 1 bis Tag 7 nach der SAB erfolgte die
tagliche Bestimmung von 8-iso PG, im arteriellen, jugularvendsem, zentralvenésem Blut und
im Liquor, sowie die zeitgleiche Messung des arteriellen Sauerstoffpartialdruckes und der
arteriellen  Sauerstoffsittigung mittels Blutgasanalyse. Die inspiratorische Sauerstoff-
Konzentration wurde zum Zeitpunkt der Probenentnahme notiert.

Durchgefithrt wurden zeitnah zur Probenentnahme transkranielle dopplersonographische
Messungen der Arteriae cerebri mediae (MCA) dextrae et sinistrae, sowie der extrakraniellen

Arteriae carotides internae (ICA) dextrae et sinistrae.



2.3 8-Isoprostan EIA Kit

Fir die Messung der 8-iso PGF,q-Konzentrationen fand das das 8-Isoprostane EIA Kit
der Cayman Chemical Company (Ann Arbor, MI, USA) mit der Katalognummer 516351
Anwendung. Dieses Kit beinhaltet folgende Bestandteile:

8-Isoprostan EIA Antiserum,

8-Isoprostan AchE Tracer,

8-Isoprostan Standardlésung,

EIA Pufferkonzentrat,

Waschpufferkonzentrat,

Tween 20,

monoklonale Maus-Antikaninchen IgG-Antikorper beschichtete Lochplatte,

Plattenabdeckung,

Ellmans Reagenz.

2.3.1 Funktion des Enzymimmunoassays

Der Enzymimmunoassay (EIA) basiert auf der kompetitiven Bindung. Hierbei
konkurrieren 8-Isoprostane und ein 8-Isoprostan-Acetylcholinesterase-Konjugat um eine
begrenzte Anzahl an 8-Isoprostan spezifischen Bindungsstellen eines Kaninchen-Antiserums
(Abb.2). Da die Konzentration des 8-Isoprostan-Tracers konstant gehalten wird, wihrend die
Konzentration von 8-Isoprostan variiert, ist die Menge des Tracers, der mit dem Antiserum
bindet, antiproportional zur Konzentration der 8-Isoprostane der Probe. Dieser Kaninchen-
Antiserum-8-Isoprostan-Komplex bindet an die monoklonalen Maus-Antikaninchen IgG-
Antikorper, mit denen die Lochplatten beschichtet sind. Damit alle ungebundenen Reagenzien
von der Lochplatte entfernt werden, muss diese gewaschen werden. Dann erfolgt die Zugabe
von Ellmans Reagenz, welches aus Acetylthiocholin und 5,5-Dithio-bis-(2-nitrobenzoesiure)
besteht. In Gegenwart der Acetylcholinesterase des Tracers wird das Acetylthiocholin zu Acetat
und Thiocholin gespalten, welches in der mit 5,5-Dithio-bis-(2-nitrobenzoesiure) zu 5-Thio-2-
nitrobenzoesiure reagiert. Das Produkt dieser enzymatischen Reaktion hat eine leicht gelbliche
Farbe und absorbiert stark bei 412 nm. Die Intensitit der Farbe, photospektrometrisch
gemessen, ist proportional zur Anzahl der von Tracer gebundenen 8-Isoprostane der Probe

und antiproportional zur Anzahl an freiem 8-Isoprostan.

10



Abb.2: Bindungsschema des 8-Isoprostane ELA. Y = Monoklonale Mausantikirper; SBB08 = blockierende Proteinschicht; BO

= Tracer; == = spezifischer 8-Isoprostan-Antikirper; O - Sfreies 8-Isgprostan (Cayman Chemical 2000)

2.3.2 Probenvorbereitung

Fir jede Messung wurden pro Patient und Messort 10ml Blut in Réhrchen entnommen,
die mit EDTA und 0,005% BHT (butyliertes Hydroxytoluol) versetzt waren. BHT sollte
zusatzliche Oxidationsvorginge z.B. durch Licht verhindern. Direkt nach Abnahme wurden die
Proben 10 Minuten bei 3000 U/min zentrifugiert. Das Serum wurde abpipettiert. Die Proben
sollten moglichst sofort gemessen oder bei -80°C bis zur Messung aufbewahrt werden. Alle
Patientenproben miissen frei von Partikeln und organischen Prizipitaten sein, da jegliche
Kontamination mit dem Assay interferieren kann. Zur Reinigung stellt die Cayman Chemical
Company eine 8-Isoprostane Affinity Column (Katalognhummer 416358) zur Verfiigung. Dieser
Reinigungsvorgang wurde von Cayman fiir Plasma und Urin validiert und mit einer

durchschnittlichen Erholung der Sdulen von >90% und einer Varianz von <20 angegeben.

2.3.3 Probenreinigung

Weniger als die Hilfte der totalen Plasma 8-Isoprostane liegen ungebunden als freie
Siuren vor, die Ubrigen verestert mit Lipoproteinen (Morrow et al., 1995). Ohne Hydrolyse
wirde ein direkter EIA der Patientenproben nur den freien 8-Isoprostananteil messen. Eine
Bestimmung der totalen Plasma 8-Isoprostane erfordert eine alkalische Hydrolyse vor dem
eigentlichen EIA.

Hierbei wurde zu 1 ml Plasma entsprechend 1 ml 15%ige KOH (Kaliumhydroxid)
gegeben und bei 40°C fir 60 Minuten inkubiert. Zur nun verseiften Probe gaben wir 0,01%

BHT enthaltendes Ethanol, mischten die Probe mittels Vortex und lieBen die Lésung bei 4°C
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fur 5 Minuten inkubieren. Darauthin zentrifugierten wir die Probe 10 Minuten bei 1500 U/min
und entfernten die prizipitierten Proteine. Der Uberstand wurde in ein sauberes Réhrchen
dekantiert, das Ethanol mittels Distickstoff (N,) verdampft.

Dann wurde die Probe mittels 1 M KH,PO, (Kaliumphosphat) auf einen pH-Wert von 7,0
— 7,4 neutralisiert und anschlieBend 1 — 2 ml des FEicosanoid Affinity Column Buffer
(Katalognummer 400220) hinzugegeben. Die weitere Aufreinigung erfolgte mit der 8-
Isoprostan Affinity Column (Katalognummer 516358), indem man auf die 20 ml-Sdule 10 ml
Column Buffer und folgend 10 ml ultrareines Wasser (UltraPure Water, Cayman Chemical,
Katalognummer 400000) gab.

Eluiert wurde das 8-Isoprostan von der 20 ml-Siule durch Zugabe und Durchlaufenlassen
von 5 ml Elution Solution (Katalognummer 400230). Danach musste die Elutionslésung
mittels N,-Verdampfer getrocknet werden, um alle organischen Bestandteile zu entfernen und
somit eine storfreie Messung zu ermoglichen.

Wir 16sten die eluierte 8-Isoprostanprobe mit 450 ul EIA Puffer und mischten beides auf

dem Vortex. Diese Losung konnte nun zur Analyse verwendet werden.

2.3.4 Vorbereitung der Reagenzien
ELA Buffer

Der Flascheninhalt des EIA Buffer Concentrate wurde mit 90 ml ultrareinem Wasser

gel6st. Hierbei wurde auf vollstindiges Auflsen der Bestandteile geachtet.

Wash Buffer
Das 5 ml Wash Buffer Concentrate wurde auf 2 1 mit ultrareinem Wasser verdunnt und

hinzu 1 ml Tween 20 gegeben.

8-Isoprostane Standard

Die Pipettenspitze wurde mehrmals mit Ethanol vorgespilt, um dann 100 ul des 8-
Isoprostane Standards in ein sauberes Eppendorfrohrchen zu geben. Dann wurde der Standard
mit 900 pl ultrareinem Wasser verdiinnt. Die erhaltene Konzentration dieser Losung belief sich
auf 5 ng/ml (sog. bulk standard). Aufbewahrt bei 4°C war die Losung fiir sechs Wochen
haltbar.

Acht saubere Eppendorfrohrchen wurden mit den Nummern 1 - 8 beschriftet. In
Rohrchen Nummer 1 gaben wir 900 pl EIA Buffer und 100 ul des bulk standard und mischten
gut durch. In die Rohrchen 2 - 8 fillten wir 500 pul EIA Buffer. Nun entnahmen wir aus
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Rohrchen 1 eine Menge von 500 ul und gaben es in Rohrchen 2, gut gemischt. Dann
Entnahme von 500 pl aus Rohrchen 2 und Hinzugabe dieser 500 pl in Réhrchen 3. Wir fithren
diesen Prozess systematisch fiir die Rohrchen 4 - 8 fort.

Die so erhaltene Standardverdiinnungsreihe ergab folgende Dosierungen:

Standardlésung | 1 2 3 4 5 6 7 8

Dosis [pg/ml] 500 250 125 62,5 31,3 156 78 39

Tab.1: Standardverdiinnungsreibe fiir 8-Lsoprostan

Der Standard war 24 Stunden verwendbar und wurde somit pro Messvorgang neu
hergestellt. Die jeweilige Test-Standardkurve wurde dabei mittels Berechnung der

Regressionsgeraden durch das von Cayman Chemical mitgelieferte Computerprogramm erstellt.

8-Isoprostane ACHE Tracer
Der Tracer wurde mit 6 ml EIA Buffer wieder hergestellt und bei 4°C fir maximal vier

Wochen auftbewahrt.

8-Isoprostane Antiserum
Das Antiserum wurde mit 6 ml EIA Buffer wieder hergestellt und bei 4°C fiir maximal

vier Wochen aufbewahrt.

2.3.5 Pipettierschema
Es wurde, wie in der Anleitung des 8-Isoprostane EIA Kit beschrieben, wie folgt

pipettiert:
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Abb.3: Pipettierschema der 96er Lochplatte. Blk = Leerprobe; T.A = Totalaktivitat; NSB = unpezifische Bindung;

By = maximale Bindung; $1-S8 = Standards 1-8; * = Probe (Cayman Chemical 2000).

Die mit dem Kit gelieferte Lochplatte war bereits gebrauchsfertig. Es erfolgten
Doppelbestimmungen der Totalaktivitit (TA), der unspezifischen Bindung (NSB), der
Standards (S) und der Proben (). Die Felder der Leerprobe (Blk) blieben frei (Abb.3).

ELA Buffer
In die Locher zur Messung der NSB wurden jeweils 100 ul EIA Buffer gegeben, in diese
fir die Maximale Bindung (B) jeweils 50 ul EIA Buffer.

8-Isoprostane Standard
In die Locher zur Bestimmung der Standards (S1-S8) wurden jeweils 50 ul der

entsprechend vorbereiteten 8-Isoprostane Standard-Lésungen gegeben.

Proben

Jeweils 50 pl wurden in die vorgesehenen Locher pipettiert.
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8-Isoprostane ACHE Tracer
Zu allen Messléchern wurden 50 ul Tracer hinzupipettiert, mit Ausnahme der TA- und der
Blk-Lécher.

8-Isoprostane Antiserum

Zu allen Messlochern wurden 50 ul Antserum hinzupipettiert, mit Ausnahme der TA-, der
NSB- und der Blk-Lécher.

Die fertig pipettierte Mikropipettierplatte wurde bei Raumtemperatur tiber 18 Stunden

inkubiert.

2.3.6 Entwicklung, Lesen und Berechnung der Platte

Nach Verstreichen der Inkubationszeit wurde das Ellmans Reagenz mit 20 ml ultrareinem
Wasser versetzt. Das Reagenz musste dunkel gelagert und am gleichen Tag verbraucht werden.

Die Lochplatte wurde geleert und finf Mal mit Wash Buffer gewaschen. Wir fugten 200 ul
Ellmans Reagenz in jedes Loch und 5 pl Tracer in die TA-L6cher. Danach wurde die Platte mit
einem Plastikfilm abgedeckt und der Assay 60 - 90 Minuten auf einem Rithrer im Dunkeln
entwickelt.

AnschlieSend wurde die Platte mit dem BioTek Mikroplattenlesegerit pQuant mit einer
Wellenlinge zwischen 405 und 420 ausgelesen und die Extinktionswerte Uber eine Gerite
eigene Schnittstelle an den Computer Gbermittelt.

Zur Berechnung und Finlesung der Assayresultate verwendeten wir ein von der Cayman

Chemical Company angebotenes Computerprogramm.

2.3.7 Bestimmung des Normalwertebereichs

Im Vorversuch wurde die 8-iso PGF, -Konzentration im Plasma einer Kontrollgruppe
von zehn gesunden, nicht rauchenden, freiwilligen, kaukasischen Probanden bestimmt. Da bei
diesen Probanden davon ausgegangen werden kann, dass sie keinem zusitzlichen oxidativen
Stress an bestimmten Organen ausgesetzt sind, unterstellten wir gleiche Konzentrationen fir
arterielles, zentralvendses und jugularvendses Blut. Die 8-iso PGFyq-Konzentration im Plasma
betrug 57,23%121,73 pg/ml mit einem 2o-Intervall von 57,23143,46 pg/ml, sodass ein

Normalwertebeteich von 13,77 pg/ml bis 100,69 pg/ml angenommen werden kann.
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2.4 Datenerfassung und Datenanalyse

2.4.1 Transkranielle Dopplersonographie

Sie diente der Erkennung eines CVS. Die Diagnose eines CVS lag vor, wenn die
Flussgeschwindigkeit einer A. cerebri media bei Vy;,=120 cm/s lag und der Lindegaard-Index
(Vaier/ Ve rc) =3 wat.

Zur Untersuchung wurden zu Beginn ein maximales Messvolumen und eine hohe
Leistung eingestellt. Dann wurde der Schallkopf ungefahr mittig zwischen Epikanthus lateralis
und dullerem Gehorgang kurz oberhalb des Jochbogens aufgesetzt und die MCA bzw. ICA in
einer Tiefe von 52 — 58 mm aufgesucht. Die MCA zeigte dabei einen Fluss zur Sonde hin, die

ICA einen Fluss von der Sonde weg.

2.4.2 Bulbus venae jugularis-Katheter

Nach Punktion der V. jugularis interna wurden ein 5 French Cordis Katheter und ein 4
French Oxymetrix Katheter der Firma Baxter Critical Care und Baxter Health Care (Deerfield,
IL, USA) auf der lumenstirkeren, tberwiegend rechten Seite so weit nach kranial in die V.
jugularis interna vorgeschoben, bis ein Widerstand spiirbar war. Die dominante Seite wurde
moglichst zuvor mittels CT-Scan ermittelt. Danach wurde der Katheter 1 cm nach kaudal
zuriickgezogen und mit einer Naht fixiert. Hine seitliche Schidel-Ubersichtsaufnahme
dokumentierte die regelrechte Position des Katheters im Bulbus venae jugularis superior, der
sich radiologisch hinter das Mastoid projiziert. Kalibriert wurde der Katheter alle 12 Stunden in
vivo. Aus diesem zur kontinuierlichen Erfassung der jugularvendsen Sauerstoffsittigung
herangezogenen Katheter, entnahmen wir unter langsamer Aspiration zwei Proben mit jeweils
1 — 2 ml jugularvenésem Blut in ein heparinisiertes Rohrchen zur Berechnung der arterio-

jugularvendsen Sauerstoffdifferenz (avDO,) und zur Messung der dortig herrschenden 8-iso

PGF,q-Konzentration. Die Berechnung der avDO, erfolgte nach der Kety-Schmidt-Methode:

avDO, = {1,34 * Hb * (Sa0,[%] - SjvO,[%]) : 100}.

2.4.3 8-lsoprostaglandin F,,-Konzentration

Die Messung der 8-iso PGIq-Konzentration erfolgte mit dem Enzymimmnunoassay von
der Cayman Chemical Company (Ann Arbor, MI, USA) mit der Katalognummer 516351. Das
Einlesen der Messwerte wurde mittels eines Computerprogramms von Cayman und

entsprechender Schnittstelle auf den Laborcomputer realisiert.
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2.4.4 Statistik

Alle gemessenen Werte wurden in einer Access-Datenbank (Microsoft Office Access
2003, Microsoft Corporation, Seattle, WA, USA) erfasst.

Das Statistikprogramm  Statistika Version 6 (Statsoft, Tulsa, OK, USA) wurde zur
Erstellung von Hiufigkeitstabellen, zur Regressionsanalyse und fir die Berechnung des Chi-
Quadrat-Test nach Pearson verwendet. Die kumulative Haufigkeit von cerebralen
Vasospasmen wurde nach der Kaplan-Meier Methode dargestellt. Die Signifikanz wurde
definiert als ein Wert p<0,05. Die Daten wurden ausgedriickt als Mittelwerte und deren

Standardabweichungen.
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3 Ergebnisse

3.1 Zeitlicher Verlauf der 8-Isoprostaglandin F,,-Konzentration

Die bei Patienten iiber sieben Tage gemessenen arteriellen Konzentrationen lagen im
Mittel bei 88,29£84,87 pg/ml. Einen nahezu konstanten Vetlauf zeigten die Werte der Tage 1
bis 3. Am vierten Tag nach SAB zeigte sich im Vergleich zum Vortag ein Anstieg der
Konzentration um 26,18 pg/ml auf 106,31 pg/ml und folgend am flnften Tag ein Abfall um
26,39 pg/ml. An den Tagen 6 und 7 war nochmals ein leichter Anstieg zu verzeichnen.

Jugularvenose 8-iso PGF,q-Konzentrationen lagen im Mittel bei 86,89£56,51 pg/ml. Von
Tag 1 bis 3 sah man einen kontinuietlichen Abfall von 73,12 pg/ml auf 56,07 pg/ml. An den
Tagen 4 und 5 stieg die Konzentration wiederum leicht an, um an den Tagen 6 und 7 nochmals
gering abzufallen.

Zentralventse Konzentrationen waren im Mittel 45,72+50,87 pg/ml. Es zeigte sich ein
Abfall der 8-iso PGF,¢-Konzentration von 51,53 pg/ml am Tag 2 bis auf 39,07 pg/ml am Tag
4. Danach stieg die Konzentration am Tag 6 wieder auf 56,19 pg/ml an.

Im Liquor lagen die mittleren 8-iso PGF,q-Konzentrationen bei 35,75+61,33 pg/ml. Von
Tag 1 bis Tag 3 nach SAB fiel die Konzentration um 40,36 pg/ml auf 16,48 pg/ml und stieg
anschlieBend langsam kontinuietlich bis Tag 7 auf 45,46 pg/ml an.

Die mittleren arteriellen 8-iso PGF,q-Konzentrationen bei SAB-Patienten lagen um 54,3%
héher als bei der Kontrollgruppe. Ebenso waren die jugularvensen Konzentrationen im Mittel
um 51,6% gegentiber der Kontrollgruppe erhoht.

Nachdem im Votversuch der Normwertebereich von 8-iso PGFyq im Blut ermittelt

wurde, fanden sich in den Patientenproben pathologisch erhohte 8-iso PGF,q-Konzentrationen
>100,69 pg/ml bei 56 Messungen im arteriellen, bei 23 Messungen im jugularvendsen und bei

13 Messungen im zentralvendsen Blut.
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3.2 Bildungsort des 8-iso PGF,,

Zur Eingrenzung des Produktionsortes von 8-iso PGF,q wurde zum einen die Differenz
aus arteriellen und jugularvendsen Konzentrationen (ajvDIso) und die Differenz aus
zentralvendser und arterieller Konzentration (cvaDIso) gebildet. Hierbei stellten positive Werte
fir ajvDIso eine Aufnahme des 8-iso PGF,q ins Gehirn dar, negative Werte sprachen dagegen
fir eine Freisetzung aus dem Hirn. Negative Werte fir cvaDIso standen fir eine Freisetzung
des 8-iso PGF,q aus der Lunge, positive Werte fiir eine sonstige Herkunft. In 77,8% der Fille
sah man eine Aufnahme ins Hirn, also positive Werte fiir ajvDIso. Eine Ausgabe aus der Lunge
wurde in 84,3% der Fille beobachtet, also negative Werte fir cvaDIso. Somit liegt der
Bildungsort des 8-iso PGF,q am hidufigsten in der Lunge. Zu 66,7% wurde das in der Lunge

gebildete 8-iso PGF,q Uber den arteriellen Weg ins Hirn transportiert und dort aufgenommen

(p=0,0166) (Tab.2).

Aufnahme Hirn Ausgabe Lunge [%0]
nein ja gesamt
nein 12,12 15,15 2727
ja 6,06 66,67 72,73
gesamt 18,18 81,82 100,00

Tab.2: Bildungs- und Zielorgan von 8-iso PGF 5,

3.3 Cerebraler Vasospasmus

Mittels transkranieller Dopplersonografie (TCD) wurde der CVS nachgewiesen. Dieser
definierte sich zum einen aus der Flussgeschwindigkeit in einer der beiden MCA = 120 cm/s
und zum anderen aus dem Lindegaard-Index = 3,0.

Ab Tag vier nach SAB wurde erwartungsgemil3 eine Hiufung von cerebralen

Vasospasmen dokumentiert (Tab.3).

Tag nach Blutung 1 2 3 4 5 6 7

Anzahl CVS 2 11 9 16 12 15 14
Anzahl der TCD-

Messungen 13 19 20 25 18 19 19

% CVS 15 58 45 64 67 79 74

Tab.3: Haufigkeiten cerebraler Vasospasmen
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Zwar schien ein CVS im Hinblick auf die Aufnahme von 8-iso PGF,q ins Hirn gehduft mit
diesem einherzugehen (47,6%), ein signifikanter Zusammenhang mit der Aufnahme des 8-iso
PGF,q ins Hirn und der Entwicklung eines CVS lag aber nicht vor (p=0,7831).

Ein CVS trat bei 58,7% der Patienten auf, bei denen die arterielle 8-iso PGFq-
Konzentration im Mittel 94,11 pg/ml betrug. Bei Patienten ohne CVS lag die atterielle
Konzentration hoher bei 106,14 pg/ml (p=0,5304) (Tab.4).

Beim Vorliegen eines CVS war bei 60,3% der Patienten eine jugularvendse 8-iso PGFq-
Konzentration von durchschnittlich 68,10 pg/ml zu messen, ohne CVS wurde eine
Konzentration von 80,63 pg/ml gemessen (Tab.5).

58,1% der Patienten, die einen CVS entwickelten, wiesen eine 8-iso PGF,q-Konzentration
im Liquor von 37,77 pg/ml auf, wihrend die Konzentration im Liquor ohne Vasospasmus bei
36,60 pg/ml lag (Tab.7).

Im zentralvendsen Blut lag bei 56,1% der Patienten mit CVS die 8-iso PGFaq-
Konzentration bei 47,14 pg/ml, ohne CVS betrug die Konzentration 69,08 pg/ml (Tab.6).

Ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem Auftreten eines CVS und der Hohe der

Konzentration von 8-iso PGF,q im arteriellen, jugularvendsen und zentralvendsen Blut sowie

im Liquor bestand nicht (p=0,5304; p=0,4373; p=0,1672; p=0,9495).
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8-iso PGF,, arteriell
MW = STABW Hiufigkeit

Vasospasmus [pg/ml] [%]
nein 106,14 £ 85,18 41,3
ia 94,11 + 102,48 58,7

Tab.4: Haufigkeit von CV'S unter arteriellen Isoprostankonzentrationen

8-iso PGT,q, jugularvends

MW £ STABW Hiufigkeit
Vasospasmus [pg/ml] [%0]
nein 80,63 * 65,34 39,7
ja 68,10 + 60,13 60,3

Tab.5: Haufigkeit von CV'S unter jugularvendsen Isgprostankonzentrationen

8-iso PGF,,, zentralvenos Hiufigkeit
Vasospasmus MW + STABW [pg/ml] [%0]
nein 69,08 + 55,92 439
ja 47,14 £ 60,82 56,1

Tab.6: Haunfigkeit von CV'S unter entralvendsen Isgprostankonzgentrationen

8-iso PGF;, Liquor
MW = STABW Hiufigkeit

Vasospasmus [pg/ml] [%0]
nein 36,60 + 45,83 41,9
ja 37,77 + 85,22 58,1

Tab.7: Haunfigkeit von CV'S unter Liguor-Isgprostankonzentrationen
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Grafik 6: Isoprostankongentration mit und obne Vasospasmus

Es wurde deutlich, dass hohere 8-iso PGF,o-Konzentrationen eher nicht zu einem CVS

fihrten bzw. dass niedrigere Konzentrationen etwas haufiger mit CVS einhergingen.

3.4 Akutes Lungenversagen (ARDS)

Zur Diagnose eines akutes Lungenversagen (ARDS, Acute respiratory distress syndrome)
wurden die Rontgenbefunde der Lungenaufnahmen und der Horowitz-Oxigenierungsindex
(PaO,/FiO,) herangezogen. Alle Patienten mit einem Index <200 zeigten zuvor eine akute
respiratorische Verschlechterung und Lungeninfiltrate. Hiernach wurde in 24,5% der Fille ein

ARDS diagnostiziert. Zu 19,4% ging das ARDS mit der Freisetzung von 8-iso PGF,q aus der

Lunge einher. Die meisten Patienten (64,8%), die eine Ausgabe von 8-iso PGF,q aus der Lunge
aufwiesen, entwickelten kein ARDS (Tab.12).

Bei 23,0% der Patienten mit ARDS lag eine arterielle 8-iso PGF,¢-Konzentration von
durchschnittlich 83,65 pg/ml vor, bei denen ohne ARDS betrug die Konzentration 91,51
pg/ml (Tab.8).
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Eine jugularvenése 8-iso PGFyo-Konzentration von im Mittel 85,22 pg/ml zeigten 18,9%
der Patienten, die ein ARDS entwickelten. Diejenigen ohne ARDS hatten eine jugularvendse
Konzentration von 65,71 pg/ml (Tab.9).

Im Liquor zeigte sich bei 18,8% der Patienten mit ARDS eine 8-iso PGF,q-Konzentration
von 206,77 pg/ml, wihrend bei denjenigen ohne ARDS die Konzentration im Liquor bei
durchschnittlich 36,80 pg/ml betrug (Tab.11).

Zentralvenos war die Konzentration fiir 8-iso PGF;q bei 23,1% der Patienten mit ARDS
im Mittel 42,42 pg/ml, ohne ARDS im Mittel 46,72 pg/ml (Tab.10).

18,9% der Patienten, die eine Aufnahme des 8-iso PGIyq ins Hirn zeigten, hatten zudem
ein ARDS (p=0,3932). Auch unter einem ARDS litten 19,4% der Patienten, die eine Ausgabe
von 8-iso PGy aus der Lunge aufwiesen (p=0,9670).

Es besteht kein signifikanter Zusammenhang zwischen dem Auftreten eines ARDS und
der HShe der arteriellen, jugularvendsen, zentralvenosen und der im Liquor gemessenen 8-iso

PGF,o-Konzentration (p=0,6102; p=0,2114; p=0,7126; p=0,4991).

8-iso PGF, arteriell
MW £ STABW Hiufigkeit

ARDS [pe/ml] [%]
nein 91,51 % 87,97 77,0
ja 83,65 + 81,03 23,0

Tab.8: Haufigkeit von ARDS nnter arteriellen Isoprostankonzentrationen

8-is0 PGF, jugularvends

MW + STABW Hiufigkeit
ARDS [pe/ml] [%%]
nein 65,71 + 58,37 81,1
ia 85,22 + 53,67 18,9

Tab.9: Haufigkeit von ARDS unter jugnlarvendsen Isoprostankonzentrationen
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8-iso PGF,q, zentralvenos

MW + STABW Haufigkeit
ARDS [pg/ml] [%]
nein 46,72 + 48,50 76,9
ja 42,42 + 59,03 23,1

Tab.10: Hanfigkeit von ARDS unter zentralvendsen Isoprostankonzentrationen

8-is0 PGT;, Liquor
MW = STABW Hiufigkeit

ARDS [pe/ml] [%%]
nein 36,80 + 65,87 81,2
ia 26,77 + 31,92 18,8

Tab.11: Haufigkeit von ARDS unter Liguor-Isoprostankonzentrationen

ARDS Ausgabe Lunge [%0]
nein ja gesamt
nein 12,04 64,81 76,85
ja 3,70 19,44 23,15
gesamt 15,74 84,26 100,00

Tab.12: Haufigkeit von ARDS unter Ausgabe von 8-iso PGF g ans der Lunge

3.5 Arterio-jugularvendse Sauerstoffdifferenz

Die arterio-jugularvendse Sauerstoffdifferenz (avDO,) der SAB-Patienten war im Mittel
niedriger als bei Normalpatienten. Durchschnittlich lag die avDO, bei 3,0 £ 1,6 Vol.-%.
Normalwerte werden mit 6,7 * 0,8 Vol.-% angegeben.

Zu Beginn zeigte die avDO, einen wenig alternierenden Verlauf. Ab Tag vier bis zum
siebten Tag sah man dann einen Anstieg. Vergleichend mit der Graphik zur Hiufigkeit von
cerebralen Vasospasmen, war ein nahezu paralleler Verlauf sichtbar. Das hei3t, mit steigender
Rate an CVS nahm auch die avDO, zu.

Die avDO, als globaler Marker der Sauerstoffaufnahme im Hirn und als Parameter von
Ischimien zeigte keine Korrelation mit dem Auftreten erhéhter 8-iso PGF,q-Konzentrationen
im arteriellen, jugularventsen und zentralvendsen Blut sowie im Liquor (r=0,1197; r=-0,14066;

r=-0,3649; r=-0,5118). Nur 26,2% der Variabilitit der avDO, sind durch die Héhe des 8-iso

PGF,q-Gehaltes im Liquor bedingt (1*=0,2619) und konnte also hiermit nicht erklart werden.
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Isoprostan im Liquor [pofmi]
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Grafik 9: Arterio-jugularvenise Sauerstoffdifferens versus Isoprostan im Lignor
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4 Diskussion

4.1 8-lsoprostaglandin F,,-Konzentration und cerebraler
Vasospasmus

Das Ziel der Studie war zum einen, die Hoéhe der 8-iso PGF,o-Konzentration im
arteriellen, jugularvenésen und zentralvenosen Blut sowie im Liquor von Patienten nach
aneurysmatischer SAB zu bestimmen und zum anderen, den zeitlichen Verlauf der 8-iso
PGFyo-Konzentration in Bezug zum Auftreten eines cerebralen Vasospasmus nach SAB zu
setzen. So sollte herausgefunden werden, ob 8-iso PGF,q, das in verschiedenen Tierversuchen
in Nieren- (Takahashi et al. 1992), Lungen- (Morrow et al. 1997; Kang et al. 1993) und retinalen
(Lehaie et al. 1998; Hou et al. 2004), sowie cerebralen Gefillen von Schweinen (Hou et al.
2004) und Ratten (Hoffman et al. 1997) vasokonstriktorische Aktivitit zeigt und durch
oxidativen Stress entsteht, auch im menschlichen Hirn vasoaktive Wirkung entfaltet.

Alle gemessenen 8-iso PGFo-Werte der Patienten lagen im Normalwertebereich. Die
mittleren arteriellen 8-iso PGF,o-Konzentrationen bei SAB-Patienten waren um 54,3% hoher
als bei der Kontrollgruppe. Ebenso zeigten sich die jugularvendsen Konzentrationen im Mittel
um 51,6% gegentiber der Kontrollgruppe erhéht. Man kann hier also aufgrund der
durchschnittlich hoéheren Levels von einem erhohten oxidativen Stress mit vermehrter
Freisetzung von 8-iso PGF,q ausgehen.

Bei graphischer Betrachtung des zeitlichen Verlaufs der arteriellen, jugularvendsen,
zentralvenésen und Liquor-Konzentration von 8-iso PGFaq, erkennt man einen stark
schwankenden Kurvenverlauf. Untereinander vergleichend, stellt sich ein unabhingiger Verlauf
jeder Kurve von den anderen dar. Um dem 8-iso PGFyq eine Rolle in der Provokation eines
CVS nach SAB zukommen zu lassen, hitte man eine andere Entwicklung der gemessenen 8-iso
PGFyo-Konzentrationen erwartet. Es wurde zwar mit dieser klinisch experimentellen Studie
eine Produktion des 8-iso PGFy in der Lunge und eine Aufnahme desselben ins Hirn
herausgefunden, jedoch konnte kein Zusammenhang mit der Entwicklung eines Vasospasmus
der cerebralen Gefil3e nachgewiesen werden.

Setzte man das Hirn und speziell den Subarachnoidalraum mit extravasalem Blut als
Bildungsort des 8-iso PG,y voraus, wire eine erhéhte Konzentration im Liquor sehr
wahrscheinlich. Wie in vorausgegangenen Experimenten bestitigt, gelten subarachnoidale
Blutprodukte als Produzenten freier Radikale (Macdonald und Weir 1991; Nishizawa und Laher

2005; Pluta 2005), so dass man hier erh6hte Konzentrationen des 8-iso PGFyq hitte erwarten
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konnen. Die Messergebnisse lieferten aber durchgehend niedrigere Werte als im Blut
gemessene und waren unabhingig von der Entwicklung eines CVS.

Die Blutkonzentrationen von 8-iso PGy zeigten beim Auftreten eines CVS geringere
Werte als beim Nichtauftreten eines CVS. Ohne Entwicklung eines CVS lagen die Werte im
arteriellen Blut 12,8%, im jugularvendsen Blut 18,4% und im zentralvendsen Blut 46,5% hoher.
Im Liquor dagegen waren die 8-iso PGFpo-Konzentrationen beim Auftreten eines CVS
minimal um 3,2% hoher als beim Nichtauftreten eines CVS. Ein signifikanter Zusammenhang

ist aber weder fir die Blut- noch fiir die Liquorkonzentrationen vorhanden.

4.2 ARDS und 8-Isoprostaglandin F,,-Konzentration

In der Literatur existieren bislang nur wenige Untersuchungen beziiglich des
Zusammenhangs von 8-iso PGI,o und ARDS. Carpenter et al. (1998) stellten hierbei eine

signifikant erhohte Konzentration von 8-iso PGFyy im exhalierten Kondensat von ARDS-
Patienten gegeniiber gesunden Patienten fest. Unsere Messwerte im Blut und Liquor lagen
durchschnittlich sowohl bei Patienten mit als auch ohne ARDS im Vergleich mit gesunden
Probanden im Normalwertebereich. Hierbei zeigten sich zwar vom Mittelwert ausgehend um
46,2% — 48,9% erhohte Werte im arteriellen und jugularvenésen Blut gegentiber den
Blutwerten der gesunden Probanden. Allerdings war auch die mittlere arterielle Konzentration
bei Patienten ohne ARDS um 59,9% gegentiber dem mittleren Normalwert erhoht.
Zentralvenos lagen die 8-iso PGI,¢-Konzentrationen sowohl bei Patienten mit als auch ohne
ARDS gering unterhalb des mittleren Normalwertes im Normalbereich.

Es besteht kein signifikanter Zusammenhang zwischen dem Auftreten eines ARDS und
der HShe der arteriellen, jugularvendsen, zentralvenosen und der im Liquor gemessenen 8-iso
PGFyo-Konzentration. Die Messung der 8-iso PGFyo-Konzentration im Blut ist daher als
Marker oxidativen Stresses in der Lunge und damit Indikator fiir ein bevorstehendes oder
bestehendes ARDS ungeecignet.

Betrachtet man das Verhiltnis vom Bestehen eines ARDS zur Ausgabe von 8-iso PG
aus der Lunge, wird die Untauglichkeit als Marker zusitzlich gefestigt. Denn nur 19,4% der
Patienten mit ARDS zeigten gleichzeitig eine Ausgabe von 8-iso PGF,q tber den arteriellen
Weg aus der Lunge.

Die Untersuchungen zum ARDS wurden auch unternommen um ausfindig zu machen, ob
ein erhohtes Sauerstoff-Angebot tber die inspiratorische Sauerstoff-Konzentration (FiO,)

vermehrt zu einem Anfall von Sauerstoffradikalen und damit zu oxidativem Stress fuhrt. Als
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Folge wiren durchaus stark erhohte 8-iso PGIFyg-Konzentrationen tber dem
Normalwertebereich im arteriellen Blut zu erwarten gewesen.
Aus den vorliegenden Ergebnissen wird deutlich, dass kein Zusammenhang zwischen

durch oxidativen Stress entstandenem 8-iso PGy in der Lunge, ARDS und dem Auftreten

von cerebralen Vasospasmen gegeben ist, da eine Ausgabe von 8-iso PGy aus der Lunge, wie
bereits beschrieben, ebenfalls unabhingig vom Auftreten cerebraler Vasospasmen war.

Dass die Blutspiegel der Patienten vor allem arteriell tberwiegend im oberen
Normalwertebereich lagen, kann man am ehesten begriinden mit einem Auftreten von mafig
oxidativen Stress in der Lunge. Dass das 8-iso PGy auch in der Lunge nicht direkt zur
Entwicklung eines ARDS durch pulmonale Vasokonstriktion beitrigt, konnte daran liegen, dass
es, wie fiir den CVS vermutet, nur als Trigger fungiert. Die das ARDS begleitenden pulmonalen
Vasokonstriktionen kénnten unter anderem durch Endothelin-1 und durch Thromboxan A,

hervorgerufen werden (Druml et al. 1993).

4.3 8-lsoprostaglandin F,, — ein direkter Vasokonstriktor?

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie lassen darauf schlieBen, dass 8-iso PG, keinen
direkten Einfluss auf die cerebrale Vasokonstriktion bei SAB-Patienten hat.

Wenn man die Methodik anderer auf tierexperimenteller Basis durchgefithrten Studien
zum Nachweis einer Vasoaktivitit von 8-iso PGF,q genauer eruiert, wird deutlich, dass das 8-
1so PGFq als Produkt aus der Cyclooxygenase-unabhangigen, durch freie Radikale induzierten
Peroxidation der Arachidonsdure von extern und hoch dosiert zugefithrt wurde und nicht die
korpereigene Produktion zum Beispiel im Blut gemessen wurde. Finzig stellte man hierdurch
fest, dass es zu einer vasokonstriktorischen Reaktion gekommen ist, die durch TXA,/PGH,-
Rezeptor-Blocker riickgingig war.

Ungeklirt bleibt weiterhin, Giber welche Rezeptoren 8-iso PGF,q seine Wirkung generiert
oder ob ein eigener Rezeptor existiert. Zwar wird in der Literatur beschrieben, dass seine
vasokonstriktorischen Effekte durch TXA,-Rezeptor-Blocker aufgehoben werden (Kang et al.
1993), es dabei aber nicht direkt an den TXA,-Rezeptor bindet (Fukunaga et al. 1993). Die
topische Applikation von 8-iso PGI stimuliert in Retinagefilen von Schweinen die TXA,-
und die Endothelin-1-Synthese und fiithrt hierdurch zur Vasokonstriktion (Lahaie et al. 1998).
Auch in einem anderen Experiment an neonatalen Schweinehirnen mit topischer Applikation
wirkt 8-iso PGP,y indirekt vasokonstriktorisch tiber die Stimulation von TXA, und Ca®'-

Ausschiittung in Astrozyten und Endothelzellen (Hou et al. 2000), so dass ithm hier nur eine
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Mitwirkung an gefiaB3aktiven Prozessen wahrend des oxidativen Stresses zugesprochen werden
kann und keine eigenstindige Wirkung vorliegt.

Es ist davon auszugehen, dass, wie in den Tierexperimenten bereits vermutet, 8-iso PGF,q
nicht direkt vasoaktiv wirksam ist. Die Triggerung anderer vasokonstriktorisch wirkender
Substanzen wie Endothelin-1 oder Thromboxan A, muss angenommen werden. Fur
Endothelin-1 wurde bereits mehrfach bestitigt, dass es als Pridiktor eines CVS im Liquor
nachgewiesen werden kann (Kaestner et al. 2005, Suzuki et al. 2000, Kessler et al. 2005). Und es
wurde belegt, dass 8-iso PG einen Anstieg von Endothelin-1 induziert und dieses hiertiber
zur Vasokonstriktion fithrt (Fukunanga et al. 1993, Yura et al. 1999).

Es ist also eher wahrscheinlich, dass 8-iso PGF,q als Mediator im Vorgang einer

Vasokonstriktion dienen konnte, als diese selbst zu verursachen.

4.4 AvDO, und Cerebraler Vasospasmus

Die arterio-jugularvendse Sauerstoffdifferenz (avDO,) ist ein Parameter fiir globale
zerebrale Ischimien und zeigte eine Zunahme ab dem vierten Tag nach SAB. Parallel hierzu
nahm auch die Rate an CVS zu. Die avDO, kénnte somit zusitzlich zur TCD zur Bestitigung
und Sicherung der Detektion von CVS herangezogen werden. Dies bestitigten Ergebnisse
vorangegangener Untersuchungen (Oertel et al. 2007).

Die 8-1so PGFy¢-Konzentrationen korrelierten nicht mit der avDO, und bestitigten somit

die Vermutung, dass 8-iso PGl zumindest kein direkter Verursacher von Ischimien bzw.

CVS ist.

4.5 Angewandte Methoden

Die durchgefithrten transkraniellen Dopplersonographien sind ein gingiges Verfahren, um
cerebrale  Vasospasmen zu diagnostizieren und werden von den Leitlinien der
Arbeitsgemeinschaft der Wissenschaftlichen Medizinischen Fachgesellschaften (AWMEF) mit
dem Empfehlungsgrad B angegeben. Der Vorteil dieser Methode ist eine schnelle und am
Patientenbett durchfiihtbare Methode, die keine invasiven Mallnahmen mit sich fiihrt.
Angenommen, 8-iso PGF,q hitte sich als sicherer Marker und Pridiktor fiir CVS herausgestellt,
wire die Bestimmung dieses Parameters mit sehr hohem zeitlichen und monetiren Aufwand
begleitet gewesen und hitte sich im klinischen Alltag wahrscheinlich gegen den bisherigen
Standard der cerebralen Angiographie nicht durchsetzen koénnen. Somit bleibt die TCD

weiterhin als validiertes und nichtinvasives Verfahren in der Diagnostik von CVS bestindig.
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Die Anwendung der Bulbusoxymetrie ist nicht unumstritten. In der kontinuierlichen
Messung der jugularvendsen Sauerstoffsittigung (SjvO,) kénnen nur etwa 50% der Werte
verwendet werden. Die Ursache liegt darin, dass die Spitze des Katheters dann nicht richtig
misst, wenn der Katheter an der Gefa3wand anliegt. Da wir keine kontinuierlichen Messungen
beziglich der SjvO, fir die Studie vorgenommen haben, sondern zu bestimmten Zeiten
jugularvendses Blut zur Bestimmung der avDO, und der 8-iso PGI¢-Konzentration
entnahmen, konnten wir hier von einer sicheren Methode ausgehen.

Das 8-Isoprostane EIA Kit der Cayman Chemical Company hat bereits in vielen
Experimenten zur Bestimmung von 8-iso PGI¢-Konzentrationen Anwendung gefunden und
stellte sich im Labor als gut handhabbar heraus. Allerdings ist die Methodik sehr zeitaufwindig

und fir eine schnelle Bestimmung eher nicht geeignet.

4.6 Schlussfolgerung

Nach einer SAB lagen die mittleren arteriellen und jugularvendsen 8-iso PGFaq-
Konzentrationen im oberen Normalwertebereich, so dass man bei Vorliegen dieser Erkrankung
von begleitendem oxidativen Stress ausgehen kann. Die Produktion von 8-iso PGFyq findet
nach SAB in der Mehrzahl der Patienten durch die Lunge statt. 8-iso PGF,¢ wird vom Gehirn
aufgenommen. Der weitere Stoffwechselweg von 8-iso PGF,q im Hirn bleibt noch offen. 8-iso
PGF;q scheint kein direkter Vasokonstriktor zerebraler Gefil3e zu sein. Es bleibt zu vermuten,
dass es in der Regelung des Vasotonus nur als Mediator fungiert. Dartiber hinaus konnte ein

Zusammenhang zwischen der 8-iso PGFq-Konzentration im Blut und des akuten

Lungenversagens ausgeschlossen werden.
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5 Zusammenfassung

8-Isoprostaglandin Fq (8-1so PGF,q) ist in Tierexperimenten und einer Vielzahl von
neurologischen Erkrankungen ein etablierter Marker fiir oxidativen Stress. Es hat in einer Reihe
von Gefilen vasokonstriktive Effekte, so auch an HirngefiBlen von Ratten und Schweinen.
Der oxidative Stress nach aneurysmatischer Subarachnoidalblutung (SAB) im Menschen wurde
in einer Vielzahl von Studien durch unterschiedliche Marker mit Ausnahme von 8-iso PGFjq,
nachgewiesen. Die vorliegende Arbeit wurde zur Kliarung der Hypothese durchgefiihrt, dass 8-
iso PGF,q auch nach SAB als Marker oxidativen Stresses verwendet werden kann und eine

Verbindung zur Entstehung des cerebralen Vasospasmus hat.

Insgesamt 34 Patienten nach SAB (mittleres Alter 53,0 * 14,6 Jahren,
minnlich:weiblich=1:2,8) aller Hunt&Hess- und Fisher-Grade wurden untersucht. Die
folgenden Parameter wurden tdglich aufgezeichnet: die 8-iso PGF,q Konzentrationen des
arteriellen, zentralvenésen und jugularvendsen Blutes sowie des Liquors, der arterielle
Partialdruck fiir Sauerstoff (Pa0O,), der Anteil des inspiratorischen Sauerstoffgehalts (FiO,), die
Blutflussgeschwindigkeiten beider mittleren Hirnarterien und der korrespondierenden Arteriae

carotides internae, sowie die arterio-jugularvendse Differenz fiir Sauerstoff (avDO,). Zur

Bestimmung der Produktionsstitte von 8-iso PGF,q wurde die arteriovendse Differenz tber

Hirn und Lunge berechnet. In Kontrollexperimenten wurde die Konzentration von 8-iso
PGF,q im vendsen Blut von gesunden, nichtrauchenden Kaukasiern bestimmt.

Insgesamt war 8-iso PG bei SAB Patienten im Vergleich zu gesunden Kaukasiern

leicht erhoht, jedoch nicht signifikant und im Rahmen der normalen Schwankungsbreite. In
den meisten Patienten und Messungen wurde 8-iso PGF,q in den Lungen produziert und vom
Gehirn aufgenommen. Es gab keine Beziehung zwischen 8-iso PGFy, und erhohten
Blutflussgeschwindigkeiten im TCD, welche zerebralen Vasospasmus anzeigen wirden. Es gab
keine Korrelation zwischen der avDO, und 8-iso PGF,q. Die pulmonale Produktion von 8-iso
PGFq stand in keinem Zusammenhang mit dem gleichzeitigen Auftreten von ARDS oder
erth6htem FiO,.

Nach SAB gibt es wahrscheinlich keinen Zusammenhang zwischen 8-iso PGFq und

zerebralen Vasospasmus. 8-iso PG,y wird vorwiegend in den Lungen produziert und vom

Hirn aufgenommen. Weitere Untersuchungen sind notwendig, um die biochemische Rolle von

8-iso PGF,q im Hirnmetabolismus zu kliren.
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6 Summary

8-iso PGFjq is a well known and established marker of oxidative stress in animal
experiments. In addition, it has vasoconstrictive properties in a variety of vessels including
cerebral arteries of pigs and rats. Oxidative stress after aneurysmal subarachnoid hemorrhage

(SAH) in humans has been proven in numerous investigations by a variety of markers except 8-
iso PGFyq. This study was conducted to test the hypothesis that 8-iso PGFyq is a marker of
oxidative stress and related to cerebral vasospasm after SAH in humans.

A total of 34 SAH patients (mean age 53,0 £ 14,6 years, male:female=1:2,8) of all
Hunt&Hess and Fisher Grades were included into the study. The following parameters were

recorded daily: arterial, central venous, jugular venous and cerebrospinal fluid concentrations of

8-iso PGFyq, arterial partial pressure of oxygen (PaO,), inspiratory fraction of oxygen (FiO,),
blood flow velocity of the medial cerebral arteries and the internal carotid arteries and the

arterio-jugular venous differences of oxygen (avDO,). To determine the production site of 8-
iso PGFqarteriovenous differences were calculated for the brain and the lungs. In control
experiments, 8-iso PGF,q concentrations of healthy caucasian volunteers were measured.

Overall 8-iso PGF,q was slightly increased but within normal ranges in arterial blood of
patients after SAH compared with healthy persons. In most of the patients 8-iso PGF,q was
produced in the lungs and taken up by the brain. There was no relationship with 8-iso PGl
and elevated TCD blood flow velocities that indicate cerebral vasospasm (CVS). There was
no correlation between avDO, and 8-iso PGFyq. The pulmonary production of 8-iso PGFaq
was not related to the presence of ARDS or elevated FiO,.

After SAH, 8-iso PGF,q is not directly related to CVS. 8-iso PGFq is primarily produced
by the lungs and there is an uptake of 8-iso PGF,q into the brain. Further studies are warranted

to clarify the biochemical role of 8-iso PGF,q within the brain metabolism.
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