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1 Einleitung

1.1 Thema der Arbeit

Eine temporare Okklusion einer hirnversorgenden Arterie ist bei zahlreichen
neurochirurgischen Eingriffen erforderlich. Beispiele sind (1)
Aneurysmaoperationen, (2) Gefaltranspositionen, (3) extra-/intrakranielle
Bypassoperationen und (4) Karotisendarterektomien.

Um das Gehirn bei langerer Unterbrechung der Durchblutung vor einem
ischamiebedingten Schaden zu schitzen, bedarf es protektiver Mallnahmen.
Die Erforschung der Pathophysiologie der zerebralen Ischamie brachte eine
Reihe neuer Substanzen hervor, die im Experiment neuroprotektiv wirken.>">2
Um die Wirkung zu erhéhen, wurde vielfach eine Kombinationstherapie aus
protektiven Substanzen gefordert. Im Rahmen eines umfassenden
tierexperimentellen Projekts wurde von unserer Arbeitsgruppe eine
Kombinationstherapie, bestehend aus Magnesium, Tirilazad und milder
Hypothermie (MTH) mit synergistischer protektiver Wirkung entwickelt’""%"28
und mit dem derzeitigen neurochirurgischen Standard in einem Modell der
temporéren fokalen zerebralen Ischamie verglichen.'®? Es zeigte sich, dass
die neu entwickelte Kombinationstherapie bei praischamischer Applikation
den bisher verwendeten Verfahren sowohl hinsichtlich Verbesserung der
neurologischen  Erholung als auch hinsichtlich  Reduktion des
morphologischen Schadens deutlich Gberlegen ist.

Im Gegensatz zur bewusst induzierten temporaren Okklusion einer Arterie im
Rahmen einer Operation, bei der die Gabe hirnschitzender Medikamente
oder die Anwendung zerebroprotektiver Verfahren vor dem Verschluss
maoglich ist, kann die Therapie beim Schlaganfall naturgemal erst nach dem
Insult eingeleitet werden.

Die groRe epidemiologische Relevanz des Schlaganfalls und die bislang
unzureichenden Behandlungsmoglichkeiten waren Anlass fur Teil | der
vorliegenden Arbeit. Dabei wurde die neuroprotektive Wirksamkeit der

Kombinationstherapie (MTH) bei Gabe mit und nach einer temporaren fokalen



Ischamie untersucht und das therapeutische Fenster, innerhalb dessen ein
schutzender Effekt erzielt werden kann, bestimmt.

In Teil lIA und IIB der Arbeit wurde die Wirksamkeit der Kombinationstherapie
(MTH) bei permanenter fokaler Ischamie untersucht. Dies hat insofern
klinische Relevanz, wenn nach einer Thrombembolie nicht zwangslaufig eine
Rekanalisation eintritt oder wenn ein im Rahmen einer neurochirurgischen
Operation verschlossenes Gefall intraoperativ nicht mehr rekonstruiert

werden kann.

1.2 Globale vs. fokale zerebrale Ischamie

Grundsatzlich sind zwei Formen der zerebralen Ischamie zu unterscheiden,
die globale und die fokale Ischamie. Meist ist die globale zerebrale Ischamie
Folge eines vorubergehenden Herzstillstandes, bei dem es zur kompletten
Unterbrechung der Blutzufuhr zum Gehirn kommt, d.h. es gibt hierbei keine
kollaterale Blutversorgung aus anderen Gefaldiregionen. Nach 6 - 8 Sekunden
findet sich in der grauen Substanz des Gehirns kein molekularer Sauerstoff
mehr. EEG-Veranderungen treten auf. Nach etwa 10 Sekunden kommt es zur
Bewusstlosigkeit und nach 3 - 4 Minuten ist die freie Glucose verbraucht.
Nach 4 - 5 Minuten kann es zu ersten nekrotischen Prozessen in
Nervenzellen kommen und eine globale zerebrale Ischamie von Uber 10
Minuten fihrt in der Regel zum Hirntod.*”"° In Abb. 1.1 sind im zeitlichen
Ablauf Auswirkungen einer globalen Ischamie auf Gewebesauerstoff, das
Bewusstsein, das EEG, die Morphologie und den Glucosegehalt der
Nervenzellen dargestellt.

Hiervon abzugrenzen ist die fokale zerebrale Ischamie, der ischamische
Schlaganfall. Hierbei fuhrt eine gestorte Durchblutung im Territorium einer
Hirnarterie zu fokalen Perfusionsdefiziten. Im Vergleich zur globalen Ischamie
ist bei der fokalen Ischamie eine mehr oder weniger ausgepragte kollaterale
Blutversorgung vorhanden. Die Minderdurchblutung kann temporar sein, wie
beispielsweise bei einer vorubergehenden Unterbrechung des arteriellen
Blutstroms bei einer neurochirurgischen Operation, oder permanent, wie bei

einem nicht rekanalisierten embolischen Schlaganfall.



1.3 Epidemiologie des Schlaganfalls

Die gesamtmedizinische Bedeutung des Schlaganfalls wird deutlich
angesichts von 200000 Menschen, die pro Jahr in Deutschland einen
Schlaganfall erleiden. 50 % der wegen akuter neurologischer Stérungen
hospitalisierten Patienten gehdren der Gruppe der Schlaganfallpatienten an.
Die Mortalitat liegt bei etwa 25 % und immer noch ist der Schlaganfall an 3.
Stelle der Todesursachenstatistiken der zivilisierten Lander. Die hohe Rate an
schweren bleibenden Behinderungen (20 - 30 %) wie Aphasien oder
Lahmungen fuhrt nicht nur zu einer dramatischen Belastung der betroffenen
Individuen und deren Familien, sondern auch der Volkswirtschaft: In den USA
schatzt man die direkten und indirekten durch den Schlaganfall verursachten
Kosten zwischen 30 und 40 Mrd. Dollar j&hrlich.*

Die Folgen eines ischamischen Schlaganfalls sind je nach betroffener
Hirnregion Halbseitenlahmungen, Sprachstorungen und der Ausfall héherer

Hirnfunktionen.



Abbildung 1.1: Auswirkungen einer globalen Ischdmie

Schematische Darstellung der Auswirkungen einer globalen Ischédmie auf

Gewebesauerstoff, das Bewusstsein, das EEG, die Morphologie und den
Glucosegehalt der Nervenzellen.
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1.4 Pathophysiologie der fokalen zerebralen Ischamie

Die therapeutischen Mdoglichkeiten bei fokaler zerebraler Ischamie sind bis
dato sehr begrenzt. Dies lasst sich teilweise auf ein unvollstandiges
Verstandnis der zugrundeliegenden pathophysiologischen Mechanismen und
des Zeitverlaufes der ischamischen Schadigung zuruckfihren. Durch die
primare Durchblutungsstérung werden vielfaltige komplexe Prozesse
ausgelost, die selbstandig ablaufen bzw. erst wahrend einer Reperfusion
aktiviert werden. Die folgenden Punkte sollen die wichtigsten Mechanismen

erlautern.

1.4.1 Zerebrale Durchblutung und Penumbra

Das Gehirn macht mit seinen 1600 g etwa 2 % des Koérpergewichtes aus,
bendtigt aber 20 % des Herz-Minuten-Volumens, um seinen Sauerstoff- und
Energiebedarf zu decken. Durchschnittlich 55 ml/100g/min Blut durchstromen
das gesunde menschliche Gehirn, wobei die graue Substanz des Kortex etwa
4 mal so stark durchblutet ist wie die weiRe Substanz.''® Die normale
Durchblutung wird Uber weite Blutdruckbereiche durch die Fahigkeit der
zerebralen Widerstandsgefalle zur Autoregulation konstant gehalten. Sinkt
die Hirndurchblutung und damit die Substrat- und Sauerstoffversorgung unter
den Bedarf des Gehirns zur Aufrechterhaltung von Funktions- und
Strukturstoffwechsel (die sogenannte Ischamie- bzw. Infarktschwelle) ab, so
spricht man von einer zerebralen Ischamie. (Abb. 1.2)

Werden Flusswerte von 20 - 18 ml/100g/min unterschritten, so kommt es
zunachst zu einem Funktionsverlust, erkennbar am isoelektrischen
EEG.210149150 Morphologische Veranderungen oder gar ein Zelluntergang
treten jedoch erst bei einem weiteren Absinken der Durchblutung unter Werte
von 12 - 10 ml/100g/min auf. Bei Blutflusswerten zwischen 12 und 18
ml/100g/min bleibt der Strukturstoffwechsel erhalten. Man spricht vom
Entstehen einer Penumbra.? Im Bereich dieses ischdamischen Halbschattens

ist zwar die synaptische Ubertragung eingestellt, das lonengleichgewicht ist
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jedoch, zumindest vorerst, noch erhalten. Der Ausfall der synaptischen
Ubertragung ist voll reversibel, falls rechtzeitig eine ausreichende Reperfusion
wiederhergestellt werden kann.'®® So kann diese Zone auch noch Stunden
nach einer Ischamie einer Therapie zuganglich sein. Man spricht von einem
"therapeutischen Fenster", innerhalb dessen durch therapeutische

MalRnahmen Hirnareale innerhalb der Penumbra gerettet werden

kdnnen 60,121,139
— EEG -Verinderungen
—» Isoelektrisches EEG
Versagen der
Ionenpumpen
ml/100g/min 55 7o . 20 18-12
erebrovaskulire
CBF J Reser B X Penumbra
Prozent 100% 40%
|
Ischimie - Infarkt -
schwelle schwelle

v v

Verlust der

Ischimischer > Funktions- ) | strukturellen | Cy | ZELLTOD
Insult verlust Integritit

T—{ THERAPEUTISCHES FENSTER }—T

Abbildung 1.2: Zerebrale Mangelperfusion

Durchschnittlich 55 ml/100g/min Blut durchstrémen das gesunde menschliche
Gehirn. Der normale Blutfluss wird (ber weite Blutdruckbereiche konstant
gehalten. Erst wenn Flusswerte von 20 - 18 ml/100g/min unterschritten
werden, kommt es zu EEG-Verdnderungen und schlielich zum
Funktionsverlust, erkennbar am isoelektrischen EEG. Der Funktionsausfall ist
Jjedoch nicht gleichbedeutend mit dem Auftreten morphologischer
Verédnderungen. Bei Blutflusswerten zwischen 12 und 18 mil/100g/min bleibt
der Strukturstoffwechsel erhalten (Penumbra). Die Penumbra zeichnet sich
dadurch aus, dass ein temporérer Funktionsverlust bei Wiederherstellung des
Blutflusses voll oder partiell reversibel ist. Diese Zone kann auch Stunden
nach der Ischédmie einer Therapie zugénglich sein (therapeutisches Fenster).
Bei anhaltenden Blutflusswerten unter 12 - 10 ml/100 g/min versagen die
lonenpumpen und die Zellen werden irreversibel geschéadigt.
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1.4.2 Energieverlust

Wird bei der zerebralen Ischamie die Versorgung des Gehirns mit Sauerstoff
und Substraten unterbrochen, so kommt die Produktion von Adenosin-
Triphosphat (ATP) und anderen energiereichen Nucleosid-Triphosphaten zum
Erliegen und die Reserven an ATP und Phosphokreatin werden aufgebraucht.
Bereits zwei Minuten nach Eintritt der Ischamie sind kaum mehr
Phosphokreatin und ATP im Gewebe nachweisbar.'*

Der Mangel an ATP, per se nicht ausschlaggebend fur den Zelltod, stof3t drei
unterschiedliche Kaskaden an, die das Uberleben der Zelle gefahrden:
Erstens kommt es Uber ein Versagen der Na’-/K*-ATPase zu einem Einstrom
von Na® und CI, osmotisch gefolgt von Wasser, sowie zu einer massiven
Uberladung der Zelle mit Ca?*-lonen. Diese Ca**-Uberladung stellt einen
besonders bedeutsamen Schritt in der Pathogenese des Hirninfarktes dar.
Zweitens wird durch das Fehlen einer adaquaten Energiegrundlage die
anaerobe Glycolyse stimuliert. Dies flhrt Uber eine Anhaufung des
Endprodukts Laktat zur intra- und extrazellularen Azidose. Als dritte
Konsequenz des Energieverlustes ist die strukturelle Integritat der Zelle
bedroht, da die energiereichen Phosphate fur die Synthese von Protein- und
Lipidbausteinen zustandig sind, die die Zellstruktur tragen. Aulderdem kommt
es zum Abbau von Phospholipiden und zur Anhaufung der Abbauprodukte.
Hierzu gehoren Lysophospholipide, Diacylglyceride und freie Fettsauren

inklusive der Arachidonsaure.'®

1.4.3 Ca**-Uberladung

Wie oben erwahnt ist die massive Uberladung der Zelle mit Ca**-lonen als
Folge des Verlustes energiereicher Valenzen ein zentrales Ereignis bei der
Entstehung des ischdmischen Hirnschadens.?®'*® Normalerweise pumpen
energieabhangige ATPasen Ca*" aktiv aus der Zelle oder in intrazelluldre
Speicherorganellen wie z.B. das endoplasmatische Retikulum. So bleibt die
zytoplasmatische Ca®'-Konzentration etwa 1000fach niedriger als die

110

extrazellulare. Im energetischen Versagen wahrend und nach einer
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Ischamie kann jedoch die Konzentration um ein Vielfaches des
physiologischen =~ Wertes  ansteigen. Ca**-lonen  gelangen  durch
spannungsabhangige Kanale (VSCC), rezeptorgesteuerte Kanale (v.a.
NMDA-Rezeptoren) oder nicht-selektive Kationenkanale (NSCC) in das
Neuron. Erhdhtes intrazelluldres Ca?* filhrt durch Enzymaktivierung zur
Proteinphosphorylierung  (Proteinkinase C),*® Proteolyse (Proteasen),®’
Lipolyse (Phospholipase A2)** und DNA-Fragmentierung (Endonukleasen).*®

)56,90 und

Als Folge der Lipolyse wird "Platelet Activating Factor" (PAF
Arachidonsaure freigesetzt.>?® Die vermehrte Bildung und Metabolisierung
von PAF und Arachidonsaure fuhrt zur Entstehung freier
Sauerstoffradikale.’™® Durch Stimulation der NO-Synthase wird die Bildung
von NO katalysiert. NO kann selbst als Radikal vorliegen oder in Verbindung
mit Superoxid-Anionen Peroxinitrit erzeugen.7‘°”103 Eine weitere wesentliche
Ursache fiir den exzessiven Einstrom von Ca?*-lonen ist die Akkumulation

von Glutamat im Extrazellularraum.

1.4.4 Exzitotoxizitat

Die Exzitotoxin-Hypothese''?114125126 hesagt, dass dem ischamiebedingten
Untergang von Neuronen in erster Linie eine Akkumulation der
exzitatorischen Aminosauren Glutamat und Aspartat zugrunde liegt. Glutamat
gilt als der wichtigste erregende Transmitter im ZNS, ist andererseits aber
auch potentiell toxisch, sofern in zu hoher Konzentration im Extrazellularraum
vorhanden. Diese Janus-kopfige Natur der Glutaminsaure hat zur Pragung
des Begriffes "Exzitotoxin" gefiihrt.®®

In direkter Folge des Energieverlustes kommt es neben den schon oben
beschriebenen Mechanismen zur Wiederaufnahmestorung fur Glutamat im
Bereich der Prasynapsen und der Gliazellen.” Zudem filhrt eine
Depolarisation des Neurons durch Funktionsstorung von ATP-abhangigen
lonenpumpen zu einer vermehrten Freisetzung von Glutamat. Die
Aminosaure vermittelt ihre Wirkung im ZNS Uber vier derzeit bekannte

Klassen von Glutamatrezeptoren.
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Der NMDA-Rezeptor ist mit einem fiir Na*- und fiir Ca**-lonen permeablen
lonenkanal assoziiert und somit der wichtigste Rezeptor fir den Ca?'-
Einstrom."™ Bei nicht depolarisierter Zellmembran ist der Kanal durch ein
Mg®*-lon blockiert. Kommt es im ischamischen Gewebe jedoch zum
Zusammenbruch des physiologischen Membranpotentials und der normalen
lonenhomdostase, so depolarisiert die Zellmembran. Bindet nun gleichzeitig
ein Glutamatmoleklil am Rezeptor, so 6ffnet sich der lonenkanal und Ca®
kann in die Zelle einstromen.

Eine zweite Klasse von Rezeptoren, die an der massiven Ca**-Uberladung
beteiligt sind, werden als metabotrope Glutamatrezeptoren bezeichnet. Sie
setzen (ber eine Aktivierung der Phospholipase C Ca®* aus dem
endoplasmatischen Retikulum frei.?®

Kainat- und AMPA-Rezeptoren sind wie der NMDA-Rezeptor an lonenkanale
gekoppelt, bewirken jedoch lediglich einen Einstrom von Na®-lonen.
Moglicherweise bedingt dieser Na'-Einstrom jedoch die fur die
Funktionsweise des NMDA-Rezeptors so wichtige Depolarisation der
Zellmembran.

Zusammenfassend entsteht als Folge des Ablaufs der oben geschilderten
molekularen Mechanismen ein Circulus vitiosus von sich gegenseitig

bedingender Glutamatfreisetzung und Ca?*-Uberladung der Zelle. (Abb. 1.3)
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Ischamie

i) ¥ [EEd

Versagen der Versagen der Versagen von
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Wiederaufnahme ATPase Transportern

\v/

Depolarisation

P N-Typ VSCC
3 > 2
GIUtam at ‘ NMDA-Rezeptor - Ca +‘

Abbildung 1.3: Circulus vitiosus

Als Folge des Substrat- und Sauerstoffmangels kommt es zu einem Verlust
energiereicher Phosphate. Es versagen energieabhéngige
Transportvorgénge, was schliel3lich zur Depolarisation der Zelle fiihrt.
Zwischen Depolarisation, Glutamatfreisetzung und Ca**-Einstrom in die Zelle
bestehen Zusammenhénge, die Uber verschiedene Rezeptoren/lonenkanéle
vermittelt werden und so einen Circulus vitiosus aufrechterhalten.

1.4.5 Freie Radikale

Freie Radikale sind Atome oder Molekule mit ungepaarten, also ,freien®
Elektronen, die die Tendenz haben, in Ihrer Elektronenhtlle ein
Elektronenpaar zu  bilden. Hieraus  resultiert lhre  besondere
Reaktionsfreudigkeit. Sie reagieren mit fast allen organischen Molekulen, es
werden DNA und Strukturproteine und insbesondere Phospholipide der
Zellmembran und subzelluldren Organellen angegriffen.?>®® Die héchste
Affinitat zeigen Radikale zu mehrfach ungesattigten Fettsduren, die im
zentralen Nervensystem (ZNS) besonders haufig vorkommen. Zur
sogenannten Lipidperoxidation kommt es, wenn ein Wasserstoffatom aus der

Seitenkette einer ungesattigten Fettsaure durch den Angriff eines Radikals
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entfernt wird. Dies fuhrt zu einer Kettenreaktion mit der weiteren Zerstérung
benachbarter Fettsauren in den Zellmembranen.® Freie Radikale werden bei
zerebraler Ischamie aus verschiedenen Quellen freigesetzt.

Hypoxanthin und Xanthin entstehen wahrend der Ischamie. Ein erhohter
Ca?*-Spiegel wird fiir eine Aktivierung von Proteasen verantwortlich gemacht,
die Xanthindehydrogenase in Xanthinoxidase umwandeln. Xanthinoxidase
wiederum katalysiert die Oxidation von Xanthin zu Harnsaure, sobald durch
eine Reoxygenierung wieder Sauerstoff bereit steht. Produkte dieser Reaktion
sind Superoxid und das Superoxid-Radikal ¢O,". Voraussetzung hierfur ist
eine hohe O»-Spannung, wie sie beispielsweise bei Ischamie und
nachfolgender Reperfusion vorkommt. Reagieren «O, und Superoxid in der
sogenannten Haber-Weiss-Reaktion miteinander, entsteht das extrem
toxische und lipophile Hydroxyl-Radikal eOH". Als Katalysefaktor dient Eisen,
das entweder bei saurem pH-Wert (Azidose) aus Transferrin oder mit Hilfe
von O, aus Ferritin freigesetzt wird."® Das von der Ca®*-aktivierten NO-
Synthetase (NOS) aus L-Arginin hergestellte NOe-Radikal wird vor allem flr
den am GefalRendothel entstehenden Schaden verantwortlich gemacht. Es
diffundiert in die glatte Gefalmuskulatur und bewirkt eine Vasodilatation.
Beckmann et al."* zeigten, dass O, und NOe zum Peroxynitrat-lon NO3
reagieren, das wiederum bei saurem pH zu NO, und ¢OH" zerfallt.

Andere Quellen der Radikalbildung sind die Arachidonsaurekaskade, die
Oxidation von Katecholaminen oder extravasiertem Hamoglobin sowie
infiltrierende  Leukozyten.®*®  Durch Akkumulaton und Abbau von
Arachidonsaure entstehen weitere biochemische Produkte wie Leukotriene,
Thromboxane und Prostaglandine, welche eine Vasokonstriktion und somit
eine Zirkulationsstorung verursachen konnen.

Die quantitative Bedeutung und der Zeitpunkt, an dem die jeweiligen fur die
Radikalbildung verantwortlichen Mechanismen wirken, ist letztlich nicht
geklart. Bei permanenter fokaler Ischamie kommt es zu einem
kontinuierlichen Anstieg der Konzentration von Sauerstoffradikalen Uber die
gesamte Ischamiedauer. Im Gegensatz dazu werden bei einer Reperfusion
plétzlich massiv Sauerstoffradikale produziert."”® Offensichtlich werden die

Voraussetzungen flr die Radikalproduktion wahrend der Ischamie
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geschaffen, bei wiederhergestellter Sauerstoffversorgung nach Reperfusion
konnen die Radikale dann massiv produziert werden. Der Gewebeschaden
durch Radikale spielt folglich bei temporarer Ischamie eine weitaus groRere

Rolle als bei permanenter Ischamie.

1.4.6 Azidose

Ursachlich fur den Abfall des intra- und extrazellularen pH-Wertes wahrend
der Ischamie ist ein Missverhaltnis zwischen Glycolyse und oxidativer
Phosphorylierung. Unter aeroben Bedingungen wird Glucose in der Glycolyse
zu 2 M Pyruvat abgebaut, hierbei entstehen 2 M ATP. Bei Anwesenheit von
O, wird Pyruvat dann von der Pyruvatdehydrogenase und sukzessive von
verschiedenen mitochondrialen Reaktionen zu CO, und H,0O verstoffwechselt.
Der Energiegewinn betragt hierbei etwa 36 M ATP. Kommt es nun zu einem
O,-Mangel wie bei Hypoxie oder Ischamie, so bleibt die Reaktionskaskade
beim Schritt der Pyruvatoxidation stehen und Pyruvat wird von der
Pyruvatreduktase zu Laktat umgesetzt. Da die wahrend der Glycolyse
entstehenden 2 M ATP zu 2 M ADP und intrazellularem Phosphat hydrolysiert
werden, betragt das Nettoresultat des anaeroben Abbaus von 1 M Glucose: 2
M Laktat + 2 M H*. Aus der anaeroben Glucoseumsetzung folgt: Es entstehen
weniger Energietrager in Form von ATP und das Zellmilieu wird sauer.
AuRerdem besteht ein komplexer Zusammenhang zwischen ATP-Produktion
und dem Ca?*-Haushalt der Zelle. Da die Sequestration von Ca®" in die
Mitochondrien energieabhangig ist und bei hoher Ca?*-Konzentration (wie bei
Ischamie s.0.) energiereiche Phosphate fur den Betrieb der Transporter
abgezogen werden, entsteht von vornherein schon weniger ATP. Diese
energiereichen Valenzen fehlen dann wiederum bei energieabhangigen
Vorgangen wie z.B. dem Betrieb der Ca?*-sequestrierenden Transporter mit
der Folge eines rasanten Anstiegs der intrazelluldren Ca?*-Konzentration.
Anaerob entstehendes H* vertreibt hierbei Ca?* aus seinen Bindungen und
tragt dadurch ebenfalls zur massiven Ca?*-Uberladung der Zelle bei.'*

Faktoren, die das Ausmal der intra- und extrazellularen Azidose bedingen,

sind zum einen die Plasmaglucosekonzentration vor Ischamie sowie der
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Glycogengehalt des Gewebes und zum anderen der Verlust an
energiereichen Valenzen in Form von ATP. Wahrend der Ischamie ist die
Durchblutung und somit die Substratversorgung vermindert, Glucose ist
hierbei der limitierende Faktor fur die Laktatproduktion. So kann ein erhohter
Glucoseverbrauch wie bei Hyperglycamie die Azidose verstarken. Ist
allerdings die ATP-Konzentration nur marginal vermindert, so wird auch eine
Hyperglycamie keine verstarkte Akkumulation von Laktat und H* bewirken.
Anders bei sehr niedrigem ATP, wo die groRte Menge an Glucose anaerob
verstoffwechselt wird."*® Nakai et al."®® diskutierten eine Abhangigkeit des
intrazellularen Azidosegrades von der Durchblutung. lhre Daten zeigten, dass
nur ein Abfall der Hirndurchblutung unter 20 ml/100g/min zu einer
ausgepragten Azidose fuhrte, Verhaltnisse, wie sie bei einer fokalen Ischamie
nur im gering durchbluteten Zentrum (Core) der Lasion vorherrschen. Hier
kann es zu pH-Werten zwischen 6,2 und 6,4 kommen, wie sie normalerweise
nur bei globaler Ischamie beobachtet werden.®® Daher ist es bei
tierexperimentellen Ischamiestudien wichtig, die Glucosekonzentration der
Tiere auf einem gleichmafig niedrigen Niveau und den pH-Wert wahrend des

gesamten Experiments konstant zu halten.
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1.4.7 Ischamisches Hirnodem

Das ischamische Hirnédem zahlt zu den sogenannten sekundaren
Hirnschaden, jenen Schaden also, die sich erst mit einer gewissen Latenz
nach Eintritt des Infarktes entwickeln."*' Kurz nach Induktion der Ischamie
kommt es wie oben beschrieben zu einem Verlust energiereicher Phosphate.
Energieabhéngige Prozesse wie der Na'-Transport aus der Zelle, vermittelt
durch die Na'-K'-ATPase, kommen zum Erliegen. Na* und CI', osmotisch
gefolgt von H,0, strémen in die Zelle ein.'"'? Neurone und Gliazellen
schwellen gleichermal3en an, man spricht von einem zytotoxischen Hirnddem.
Dieser ersten Phase in der zeitlichen Entwicklung des ischamischen
Hirnédems folgt die fur die Hirnschwellung quantitativ bedeutungsvollere 2.
Komponente, das sogenannte vasogene Hirnddem.'® Dieses basiert auf dem
Zusammenbruch der Blut-Hirn-Schranke entweder durch eine direkte
Zerstorung von Endothelzellen, z.B. durch freie Radikale, oder durch die
Zerstorung von tight junctions zwischen den Endothelzellen. In der Folge
kommt es zu einem Durchtritt von proteinreicher Flussigkeit, der etwa 4 - 6
Stunden nach Gefaliokklusion beginnt. Je nach Art und Schwere des Insults
wird das Maximum nach 2 - 4 Tagen erreicht.”®® Nach etwa einer Woche
normalisiert sich der Wassergehalt des Gewebes wieder.

Die Bedeutung des ischamischen Hirnddems liegt einerseits in der
Massenverschiebung, in bildgebenden Untersuchungen als Mittellinienshift zu
erkennen. In extremer Auspragung fuhrt eine transtentorielle Einklemmung
zum Tod. Andererseits bewirkt eine 6dembedingte Erhdhung des
intrakraniellen Drucks eine Abnahme des zerebralen Perfusionsdrucks, also
eine sekundare Ischamie.

Eine zusammenfassende Darstellung der in diesem Kapitel besprochenen
pathophysiologischen Mechanismen bei zerebraler Ischamie findet sich in
Abbildung 1.5.
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Zusammenfassende Darstellung der pathophysiologischen Abléufe
Rahmen der zerebralen Ischémie.
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1.5 Neuroprotektion

Wahrend verschiedener neurochirurgischer Eingriffe kann es notwendig
werden, temporar ein hirnversorgendes Gefall zu verschlielen. Abhangig von
der Dauer und Schwere der dadurch erzeugten Ischamie wirde dies ohne
geeignete SchutzmalRnahmen die Gefahr des Untergangs von Hirngewebe
beinhalten. Bei langer dauerndem GefalRverschluss (je nach Gefallabschnitt
5-20 Minuten) werden deshalb zum perioperativen Gewebeschutz
Neuroprotektiva eingesetzt. Am weitesten verbreitet sind Barbiturate, die als
“Goldstandard“ bei neurovaskuldren Operationen angesehen werden,®
aullerdem werden Kortikosteroide, Mannitol und Kalziumantagonisten wie
Nimodipin gegeben. Bis dato existiert jedoch kein in prospektiven Studien

geprufter Standard zur Neuroprotektion.

1.5.1 Pathophysiologisch orientierte Neuroprotektion

Die vorausgehenden Kapitel zur Pathophysiologie der fokalen zerebralen
Ischamie verdeutlichen, wie komplex die Mechanismen und Zusammenhange
sind, die sich auf molekularer Ebene abspielen. Trotzdem lassen sich einige
Schlusselmechanismen identifizieren, deren potentielle Antagonisierung fur
eine  Neuroprotektion besonders vielversprechend ist. Die grofte
experimentelle Erfahrung besteht mit Kalziumantagonisten,
Glutamatantagonisten sowie Radikalfangern und Hemmstoffen der

Lipidperoxidation.

1.5.2 Magnesium und Tirilazad

Viele Medikamente, die im Tierexperiment erfolgreich die pathopysiologische
Kaskade antagonisieren, sind allerdings mit ausgepragten Nebenwirkungen
behaftet, so dass eine Verwendung der Substanzen am Patienten nicht in
Frage kommt. Sucht man nun Pharmaka, die pathophysiologisch orientiert

wirken und auflerdem noch fir den Einsatz am Menschen zugelassen sind,
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so verbleiben nur wenige Substanzen wie etwa Magnesium und das 21-

Aminosteroid Tirilazad (Freedox®).

Magnesium ist ein physiologischer Kalziumantagonist und reguliert sowonhl
Gefaltonus als auch Zellmembranfunktionen. Aul3erdem ist das Kation an der
Aktivierung von etwa 300 Enzymen Dbeteiligt, wovon einige
energieproduzierende und energiekonsumierende Reaktionen katalysieren.*
Magnesiumionen blockieren spannungsabhangig den NMDA-Rezeptor-
lonenkanal und verhalten sich pharmakologisch wie nicht-kompetitive NMDA-
Antagonisten. An der Zellmembran wird der Kalziumeinstrom sowohl Uber
spannungsabhangige als auch Uber rezeptorgesteuerte Kationenkanale
gehemmt, in Mitochondrien wird die Kalziumaufnahme vermindert.”®* Eine
neuroprotektive Wirkung wurde in Modellen der fokalen und globalen
Ischdmie bei verschiedenen Tierspezies nachgewiesen.*?"¢%111131 |n einer
Mikrodialyse-Studie bei Ratten wurde gezeigt, dass Magnesium die
ischamieinduzierte  Akkumulation von Glutamat und Aspartat im
Extrazellularraum vermindert.*® Magnesium ist leicht verfiigbar und dabei sehr
gunstig. Hinzu kommt ein bewahrtes Sicherheitsprofil, da das lon schon seit
langerem als Standardmedikation bei der Eklampsie eingesetzt wird. In einer
klinischen Studie an Schlaganfallpatienten zeigte sich ein besseres klinisches
Outcome in der innerhalb von 12 Stunden nach dem Apoplex mit MgSQO4
behandelten Gruppe (30% verstorben oder behindert gegentber 40% in der
Plazebogruppe). Eine prospektive Multizenter-Studie (IMAGES, Intravenous

Magnesium Efficacy in Stroke Trial) wird derzeit durchgefiihrt.'®

Das 21-Aminosteroid (,Lazaroid“) Tirilazad (Freedox®) ist ein potenter
Inhibitor der durch Sauerstoff-Radikale induzierten und durch Eisen
katalysierten  Lipidperoxidation in  mikrovaskularem Gewebe und
Nervengewebe. Diese Wirkungen sind bei Tirilazad im Vergleich zu dem
Glucocorticoid Methylprednisolon, von dem die Substanz abgeleitet ist, noch
starker ausgepragt. Hall et al.** konnten zudem in vitro zeigen, dass die
antioxidative Potenz von Tirilazad etwa 100 mal starker als die von Vitamin E
ist. Das Aminosteroid hilft aber auch, die Konzentration dieses wichtigsten

endogenen Antioxidans beizubehalten, verringert die durch Lipidperoxidation
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induzierte Freisetzung von Arachidonsaure, stabilisiert Zellmembranen und
durch seine Affinitat zum zerebrovaskularen Endothel speziell auch die Blut-
Hirn-Schranke und wirkt als Fanger von Hydroxyl-Radikalen. Die
zerebroprotektive Wirksamkeit von Tirilazad wurde bei verschiedenen
Tierspezies und in verschiedenen Modellen der ZNS-Schadigung (Ischamie,
Subarachnoidalblutung, Vasospasmus, Trauma) Uberzeugend
nachgewiesen.%*%*

In einem Rattenmodell der temporaren fokalen zerebralen Ischamie konnten
Xue et al.”™® bei Verabreichung von Tirilazad vor experimenteller MCA-
Okklusion eine signifikante Reduktion des Infarktvolumens nachweisen. Die
Ergebnisse bei permanenter fokaler Ischamie sind widersprichlich. Wahrend
Xue et al.™®® keine Verringerung der InfarkigroRe sahen, demonstrierten Park
et al.""® sowohl ein geringeres neurologisches Defizit als auch eine geringere
InfarktgréRe bei den mit dem Aminosteroid behandelten Tieren.

In einer klinischen Studie an Schlaganfallpatienten, die Tirilazad im
Durchschnitt 4,3 Stunden nach dem Insult erhielten, konnte keine
neuroprotektive Wirkung nachgewiesen werden, wobei eine Maoglichkeit fur
das Ausblieben eines signifikanten Effektes der spate Applikationszeitpunkt'
aulRerhalb eines nach experimentellen Daten diskutierten therapeutischen
Fensters von ca. 3 Stunden' sein kénnte.

Internationale Multizenter-Studien ergaben eine signifikante Abnahme der
Mortalitat und bessere Erholung bei Patienten mit schwerer aneurysmatischer
Subarachnoidalblutung.®' Tirilazad wurde zur Prophylaxe und Behandlung
einer ischamischen Schadigung bei Patienten mit Subarachnoidalblutung in

einigen Landern zugelassen.
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1.5.3 Hypothermie

Nachdem die Hypothermie therapeutisch  zunachst bei  vdllig

43143 \wurde sie als

unterschiedlichen Indikationen eingesetzt worden war,
protektive MalRnahme in der Neurochirurgie mit Ausnahme der Anwendung
bei Operationen komplexer Aneurysmen des hinteren Kreislaufs, die nur unter
Herzstillstand und tiefer Hypothermie angegangen werden kdnnen,®:144146
aufgrund vermehrter Komplikationen wie Erhéhung der Blutviskositat,
erhohter Pneumonie- und Sepsisrate, Pankreatitiden, kardialen Arrhythmien
und negativer Inotropie bald wieder aufgegeben.’®*'° Allerdings scheinen
diese potentiell lebensbedrohlichen Nebenwirkungen bei milder Hypothermie
nicht oder nur in geringem Ausmaf aufzutreten.'?

Als milde Hypothermie wird hierbei ein Temperaturbereich von 35 - 33 °C
bezeichnet, von moderater Hypothermie spricht man in einem Bereich von 32
- 29 °C, von tiefer Hypothermie von 28 - 17 °C und von profunder
Hypothermie von 16 - 4°C."321%°

Nachdem in Tierexperimenten gezeigt werden konnte, dass das Absenken
der Korper- bzw. Hirntemperatur um nur 1-2 °C vor den Folgen der globalen

132

Ischamie schutzen kann, ”* wurden zahlreiche neue Untersuchungen mit

milder Hypothermie durchgefiihrt.>>°4#

Fir den neuroprotektiven Effekt der Hypothermie werden hierbei
unterschiedliche Mechanismen wie eine Pravention postischamischer
Perfusionsstérungen,®® eine  Verminderung der ischdmieinduzierten

24551 aine Unterdriickung der Aktivitit freier Radikale

Glutamatfreisetzung,
sowie eine bessere Erholung des Energiestoffwechsels und des lokalen
Glucosemetabolismus verantwortlich gemacht.?*%°

Tierexperimentelle Daten zu milder bis moderater Hypothermie, die an
Rattenmodellen der fokalen zerebralen Ischamie erhoben wurden, zeigen
Reduktionen des Infarktvolumens von bis zu 80 %, wobei der Effekt bei
temporarer Ischamie starker als bei permanenter ausgepragt zu sein
scheint.”'® AuRerdem spielt neben dem Grad und dem Zeitpunkt der
Induktion einer Abklhlung auch die Dauer der Hypothermie eine wichtige

Rolle."’
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Mehrere klinische Studien mit therapeutischer Hypothermie bei Patienten mit
Schadel-Hirn-Trauma sind mittlerweile abgeschlossen.**"**"%® vor kurzem
wurden die Ergebnisse einer Multizenterstudie?® veroffentlicht, bei der
Patienten mit globaler zerebraler Ischamie nach Kreislaufstillstand mit milder
Hypothermie behandelt worden waren (105 Minuten Median zwischen
Wiedereinsetzen des Kreislaufs und Induktion der Hypothermie). Hierbei
zeigte sich eine Verbesserung des neurologischen Outcomes und eine
verminderte Mortalitat .

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Hypothermie als
wirkungsvollster Schutz bei experimenteller Ischamie gilt."” Fir die
Entwicklung einer optimalen Behandlungsstrategie ist daher zu fordern, dass
potentiell zerebroprotektive Medikamente einzeln oder in Kombination

entweder der Hypothermie Uberlegen sind oder mit ihr synergistisch wirken.

1.5.4 Magnesium, Tirilazad und milde Hypothermie (MTH)

Prozesse auf molekularer Ebene, die an der Entstehung des ischamischen
Hirnschadens beteiligt sind, konnen als Ziele einer pharmakologischen
Intervention betrachtet werden. Hierzu gehdren die Akkumulation von
exzitotoxischem Glutamat, die Uberladung der Zelle mit Kalzium, die Bildung
freier Radikale und die Lipidperoxidation. Obwohl viele therapeutische
Ansatze im Tierversuch vielversprechend aussahen, waren die Ergebnisse
der meisten klinischen Studien ernuchternd. Aus diesem Grund wurde von
vielen Autoren die Uberpriifung von kombinierten therapeutischen Ansatzen
befiirwortet.#®81834148  Eine  simultane  Antagonisierung  mehrerer
Mechanismen der komplexen ischamischen Kaskade konnte zu
synergistischen Effekten fiihren.®'7#4445101.147 An einem Rattenmodell der
temporaren fokalen zerebralen Ischamie wurden von unserer Arbeitsgruppe
Versuche zur Evaluation unterschiedlicher Kombinationen von Kalzium-,
Glutamatantagonisten und Antioxidantien durchgefuhrt. Die Kombination des
Kalzium- und Glutamatantagonisten Magnesium mit dem Antioxidans
Tirilazad erwies sich als synergistisch und reduzierte das Volumen des

Hirninfarktes um 59 % im Vergleich zu den Kontrolltieren. Magnesium und
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Tirilazad als Monotherapie reduzierten den Hirninfarkt jeweils um 25 % und
48 %."™ In Kombination mit milder Hypothermie von 33 °C lieR sich die
Wirksamkeit der Pharmaka noch steigern. Reduzierte in dieser Versuchsreihe
die Kombination von Magnesium und Tirilazad den Hirninfarkt um 56 % und
milde Hypothermie allein um 63 % im Vergleich zur Kontrollgruppe, so hatten
die mit der Kombination MTH behandelten Tiere einen um 77 % im Vergleich
zu den Kontrollgruppe kleineren Hirninfarkt bei Gabe des Cocktails vor
Induktion der Ischamie.’?® In einer nichsten Versuchsreihe verglichen wir die
Wirksamkeit des in unserer Arbeitsgruppe entwickelten Cocktails MTH mit der
neurochirurgischen Standardtherapie (bestehend aus: Nimodipin, Mannitol
und Dexamethason) in Kombination mit einem durch Methohexital induzierten
Barbituratkoma. MTH reduzierte das Hirninfarktvolumen um 73 % im
Vergleich zur Kontrollgruppe und war damit der bisherigen neurochirurgischen
Standardmedikation in Kombination mit Barbituratkoma mit einer Reduktion
des Hirninfarktes um 36 % gegentber den Kontrolltieren deutlich

iiberlegen.®?

Reduktion des Neurologisch
Publikation Versuchsreihe .
Infarktvolumen unauffallig
Ktr. vs. M -25% 6/10
Schmid-Elsaesser et al. 1999™° Ktr.vs. T -48% 6/10
Ktr. vs. M+T -59 % 9/10
Ktr. vs. M+T - 56 % 6/10
Schmid-Elsaesser et al. 1999'* Ktr. vs. H -63 % 8/10
Ktr.vs. M+ T +H -77 % 10/10
Zausinger et al. 200162 Ktr. vs. St.+ Barb. -36 % 4/10
Ktr.vs. M+ T +H -73% 10/10

Tabelle 1.1: Bisherige Versuchsreihen

Zusammenfassung bisheriger Versuchsreihen unserer Arbeitsgruppe.
Dargestellt sind Publikation, Versuchsreihe (Ktr. = kontrollgruppe, M =
Magnesium, T = Tirilazad, H = Hypothermie, St. = Standardmedikation
Nimodipin, Mannitol und Dexamethason, Barb. = Barbituratkoma), Reduktion
des Gesamtinfarktvolumens im Vergleich zur Kontrollgruppe sowie die Anzahl
der neurologisch unauffélligen Tiere in der jeweiligen Therapiegruppe am
Ende des 7-tdgigen Beobachtungszeitraums.
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Die  Uberzeugenden  experimentellen  Ergebnisse, die  geringen
Nebenwirkungen und die klinische Zulassung machen MTH zu einem idealen
Kandidaten fir eine Kklinische Uberprifung in der Neurochirurgie. Als
klinisches Modell scheint die temporare Gefallokklusion im Rahmen der
Aneurysmaausschaltung am besten geeignet zu sein. Ein diesbezuglicher
Antrag wurde von der Ethikkommission der LMU Munchen genehmigt und
eine prospektive, randomisierte klinische Studie zur Uberprifung der
Wirksamkeit von MTH in der Aneurymachirurgie wurde im Jahr 2000

begonnen.
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1.6 Fragestellung

Im Rahmen der von unserer Arbeitsgruppe durchgefuhrten Studien konnte die
neuroprotektive Wirksamkeit von MTH bei der temporaren fokalen zerebralen
Ischamie deutlich nachgewiesen werden. Vor dem Hintergrund einer bewusst
induzierten, temporaren Okklusion einer hirnversorgenden Arterie, wie dies
beispielsweise bei einer Aneurysmaoperation haufig erforderlich ist, wurde die
Therapie im Experiment bereits vor Induktion der zerebralen Ischamie
begonnen.

Bei einem ischamischen Schlaganfall sind Umfang und Wirksamkeit der sich
derzeit im Kklinischen Einsatz befindlichen therapeutischen MalRnahmen
deutlich begrenzt. So erscheint es lohnenswert, die Moglichkeiten des
kombinierten Therapieansatzes auch vor diesem Hintergrund zu untersuchen.

Dies fuhrte uns zu folgenden Fragestellungen:

1. Wie ausgepragt ist die Wirksamkeit von MTH vor dem klinischen
Hintergrund eines ischamischen Schlaganfalls mit spaterer Reperfusion.
D.h. bei Therapiebeginn nach Induktion einer temporaren fokalen
zerebralen Ischamie? Wie lange ist das therapeutische Zeitfenster,
innerhalb dessen noch eine neuroprotektive Wirksamkeit der Therapie zu

erwarten ist, offen?

In den bisherigen Versuchsreihen wurde das neu entwickelte multimodale
Therapiekonzept auf seine Wirkung bei temporarer zerebraler Ischamie hin
untersucht. Hiermit sollte die klinische Situation einer temporaren
Unterbrechung der zerebralen Durchblutung bei neurochirurgischen
Operationen oder im ersten Teil dieser Studie auch bei einem spontan oder
aufgrund therapeutischer Intervention rekanalisierten Gefaly im Sinne eines
ischamischen Schlaganfalls im Experiment abgebildet werden.

Sowohl im neurologischen als auch im neurochirurgischen Fachgebiet kann
jedoch auch die Situation eines anhaltenden Verschlusses einer
hirnversorgenden Arterie auftreten. Dies betrifft beispielsweise Schlaganfall-

Patienten, bei denen nach einer Thrombembolie keine spontane
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Rekanalisation eintritt, die die Kriterien fur eine Lysetherapie nicht erflllen
oder bei denen diese Therapie nicht zu dem erhofften Erfolg fuhrt. Ein
anderes Beispiel sind Patienten, bei denen es intraoperativ zu einer nicht-
rekonstruierbaren Lasion einer hirnversorgenden Arterie kommt. So stellt sich

fur den zweiten Teil der aktuellen Studie die Frage:

2. Wie wirksam ist das neu entwickelte multimodale Therapiekonzept

(MTH) im Rahmen einer permanenten fokalen zerebralen Ischamie?
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2 Methodik

2.1 Allgemeine Versuchsdurchfiihrung

Bei allen Versuchen wurden mannliche Sprague-Dawley Ratten mit einem
Korpergewicht von 250 — 300 g verwendet (Charles River Laboratory,
Deutschland). Ab 12 Stunden vor Versuchsbeginn erhielten die Tiere kein
Futter mehr, hatten aber freien Zugang zu Wasser. Die Narkoseeinleitung
erfolgte in einem Behalter mit 4 Vol % Halothan. Die Tiere wurden mit 0,5
mg/kg Atropin s.c. pramediziert und orotracheal intubiert. Die Narkose wurde
mit 0,8 % Halothan in 70 % Lachgas (N20O) und 30 % Sauerstoff (O;) unter
druckkontrollierter Beatmung aufrechterhalten  (Pressure  Controlled
Respirator, RSP 1102, Kent Scientific Corporation, USA).' Die rektal
gemessene Korpertemperatur wurde mit Hilfe einer Warmeplatte bei 37,0°C
gehalten. Die Hirntemperatur korreliert mit der Temperatur unter dem M.
temporalis.?'® Daher wurde ein in eine Kaniile eingeldtetes
Miniaturmantelthermoelement (AB Ac 025/T1/335/D 40/2 AB K/2 m,
THERMOCOAX, Philips Industrial Electronics GmbH, Deutschland) unter dem
M. temporalis plaziert. Uber unabhéngige Regelkreise (Industrial Controller
Version 407, Philips Prozess- und Maschinen-Automation GmbH,
Deutschland) wurden die subtemporale und die rektale Temperatur konstant
bei 37,0 °C gehalten. In den mit Hypothermie behandelten Versuchsgruppen
wurden die an beiden Stellen gemessenen Temperaturen durch Auflage von
Kidhlelementen auf 33,0 °C gesenkt und dann konstant gehalten. Zur
Blutdruckkontrolle, Bestimmung von Laborparametern und arteriellen
Blutgasen zur Narkosesteuerung wurde ein Katheter in die Schwanzarterie
und zur intravendsen Infusion ein Katheter in die V. femoralis gelegt
(Polyethylen, Portex, England). Wahrend des Versuchs wurden der mittlere
arterielle Blutdruck (MAP), Blutgase und Blutzuckerspiegel kontrolliert und

aufgezeichnet.
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2.2 Laser-Doppler Flowmetrie

Uber dem somatosensorischen Kortex wurde beidseits 5 mm lateral und 1
mm dorsal des Bregmas ein Bohrloch angelegt (Durchmesser: 1 mm), ohne
die Dura mater zu verletzen. Dieses Areal reprasentiert das
Versorgungsgebiet der A. cerebri media.*® Die Versuchstiere wurden dann in
ihrer endgultigen Position im Stereotax unter Schonung der Trommelfelle
fixiert (Model 900, David Kopf Instruments, USA). Die Spitzen zweier
abgewinkelter Laser-Doppler Sonden (Spezialanfertigung, Medizintechnik
Lawrenz, Deutschland) wurden mittels Mikromanipulatoren in den
Bohrlochern platziert. (Abb. 2.1)

Dieser Versuchsaufbau ermdglicht eine kontinuierliche Messung (2 Hz) des
lokalen zerebralen Blutflusses (LCBF, local cerebral blood flow) bzw. der
mikrovaskularen Perfusion in beiden Hemispharen (MBF3D, Moor
Instruments Ltd., England). Durch den Abfall des LCBF wird die Induktion der
Ischamie objektiviert. Relative Veranderungen der lokalen Durchblutung,
beispielsweise im Sinne einer postischamischen Hyper- oder Hypoperfusion,
oder eine Beeinflussung durch Pharmaka werden erkennbar.®*°® Kommt es
aufgrund intrakranieller Gefallperforation zu einer Subarachnoidalblutung
(SAB), kann dies dank des LCBF-Monitorings sofort erkannt und die
Versuchstiere aus der Studie ausgeschlossen werden. Eine insuffiziente
Gefalokklusion, die als haufigste Komplikation dieses Modells beschrieben

ist, kann binnen Sekunden erfasst und korrigiert werden.'?®
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Abbildung 2.1: Versuchsaufbau

Die Versuchstiere werden in Riickenlage im Stereotax fixiert. Die Spitzen
zweier abgewinkelter Laser-Doppler Sonden werden mit Hilfe von
Mikromanipulatoren in den vorher angelegten Bohrléchern plaziert. Dieser
Versuchsaufbau ermdéglicht eine kontinuierliche Messung der lokalen

mikrovaskuldren Perfusion in beiden Hemisphdren ohne Repositionierung der
Sonden.
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2.3 Intraluminales Fadenmodell der fokalen zerebralen Ischamie

Als Modell sowohl fir die Versuche zur temporaren als auch zur permanenten
fokalen Ischamie wurde das intraluminale Fadenmodell nach Koizumi et al.?°
(Okklusion der A. cerebri media bei Ratten mit und ohne Induktion einer
Rezirkulation) ausgewanhlt. Hierbei wird im Halsbereich ein paramedianer
Hautschnitt angelegt und das Platysma durchtrennt. Uber eine Verlagerung
der oberfachlich gelegenen Gdl. submandibularis zusammen mit dem M.
sternocleidomastoideus nach lateral und durch gleichzeitiges Abschieben der
Zungenbeinmuskulatur nach medial ergibt sich der Zugang zur A. carotis. Die
A. carotis communis und die Karotisbifurkation werden mikrochirurgisch vom
umgebenden Bindegewebe unter Schonung des N. vagus freiprapariert.
AnschlielRend wird die A. carotis externa aufgesucht, etwa 5 mm distal der
Karotisbifurkation ligiert und durchtrennt.

Ein 4-0 Prolene-Faden (Ethicon GmbH, Deutschland) wird Gber den
proximalen Stumpf der A. carotis externa in die A. carotis interna
vorgeschoben bis es zu einem Abfall der Perfusion im ipsilateralen
Mediaversorgungsgebiet kommt, der sich durch eine Reduktion des Laser-
Doppler Signals auf 20 - 30 % des Ausgangswertes darstellen lasst. Die
distalen 5 mm des Fadens sind mit einem Silikonzylinder (Durchmesser 0.28
mm) beschichtet (Rhodorsil RTV 1556 A and B Pink, Rhdéne-Poulenc,
Frankreich). Nach dieser Vorgehensweise liegt der Zylinder im Circulus Willisii
und verschliel3t den Abgang der A. cerebri media. (Abb. 2.2)

Bei den Versuchen mit temporarer Ischamie wird eine Rezirkulation im
Mediaversorgungsgebiet durch Zurlickziehen des Fadens in den Stumpf der
A. carotis externa nach 90 Minuten erreicht. Bei den Untersuchungen mit
permanenter Ischamie wird bei den Tieren der chronischen Versuchsgruppe
(Teil 1IA) nach 90 Minuten das proximale Ende des Okkluderfadens am
Stumpf befestigt und der Uberstehende Rest abgesetzt.

Der Verlauf des LCBF wird je nach Versuchsgruppe mindestens fir weitere

60 Minuten verfolgt und aufgezeichnet.
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AbschlieRend werden bei den Tieren in den chronischen Versuchsgruppen
alle Katheter und Sonden entfernt, die Haut verschlossen und die Tiere

extubiert, sobald eine ausreichende Spontanatmung sichergestellt ist.

A. carotis
externa

A carotis
interna

A. carotis communis

Abbildung 2.2: Okklusion der A. cerebri media.

Ein 4-0 Prolene-Faden wird (ber die A. carotis externa in die A. carotis interna
eingefiihrt und vorgeschoben, bis sein distales, silikonbeschichtetes Ende den
Abgang der A. cerebri media verschliel3t. Die Kollateralzirkulation (ber die A.
communicans anterior und posterior ist ebenfalls ausgeschaltet.

BA = A. Basilaris; ICA = A. carotis interna; MCA = A. cerebri media; PCA = A.
cerebri posterior; VA = A. vertebralis.
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2.4 Quantifizierung der ischamischen Schadigung

Zur Quantifizierung der ischamischen Schadigung wurde in den chronischen
Versuchsgruppen (1.) das funktionelle neurologische Defizit, (2.) die
Gewichtsentwicklung an 7  postoperativen  Tagen  sowie (3.)
histomorphometrisch die InfarktgroRe nach Totung der Tiere am 7.
postoperativen Tag bestimmt. In den akuten Versuchsgruppen wurden die
Tiere nach 6-stindiger Ischamie getétet und im Anschluss wurde die

InfarktgroRe ebenfalls histomorphometrisch quantifiziert.

2.41 Quantifizierung des funktionellen neurologischen Defizits

Zur Quantifizierung des funktionellen Defizits wurde taglich ein nach

Bederson et al.”® modifizierter Neuro-Score bestimmt. Der Score wurde von

Untersuchern erhoben, die keine Kenntnis von der Therapie hatten. Die

Bewertung erfolgte nach folgendem Schema:

0 Punkte: Keine Spontanbewegung

1 Punkt: Spontanes Circling in Richtung der Hemiparese

2 Punkte: Circling nur bei erhéhtem Kraftaufwand (Zug am Schwanz)

3 Punkte: Kein Circling, verminderte Standstabilitdt bei Druck von der
Seite

4 Punkte: Kein Circling, keine verminderte Standstabilitdt. Bei Hochheben
am Schwanz und Annaherung an den Boden Unfahigkeit, die
zum Infarkt  kontralaterale @ Vorderpfote zu  strecken
(eingeschrankter Stellreflex)

5 Punkte: neurologisch unauffallige Versuchstiere
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2.4.2 Quantifizierung des morphologischen Hirnschadens in den
chronischen Versuchsgruppen

Am 7. postoperativen Tag wurden die Versuchstiere erneut narkotisiert und
mit einer Uberdosis KCI getdtet. Nach transkardialer Perfusionsfixierung mit
Paraformaldehyd (2 %) wurden die Gehirne zur histopathologischen
Aufarbeitung entnommen. In 400-um-Intervallen wurden 24 Paraffinschnitte
mit einer Dicke von 3 um auf Objekttrager aufgenommen und mit Hamatoxylin
und Eosin angefarbt. Von den 24 Schnitten, die das gesamte Infarktareal
enthielten, wurde ipsi- und kontralaterales Hemispharenvolumen sowie
kortikales und subkortikales Infarktvolumen mittels digitaler Planimetrie
(OPTIMAS 5.1, BioScan Inc., Edmonds, WA, USA) bestimmt. Das Volumen
(V) ergab sich aus der Summe der Schnittflachen (Fn) multipliziert mit dem
Abstand (400 pm) zwischen den Schnitten (V = 0.4[F1+Fo+...F24] mm?). Das
Infarktvolumen wurde separat in Kortex und Basalganglien bestimmt. Die
Auswertung wurde von einem Untersucher vorgenommen, der keine Kenntnis

der Therapie hatte.

2.4.3 Quantifizierung des morphologischen Hirnschadens in den akuten
Versuchsgruppen

Nach medianer Laparotomie und Inzision der linken Herzkammer wurde das
Gehirn entnommen und auf Parafiim im Kuhlschrank bei —20 ° fur 18-20
Minuten angefroren. Die gefrorenen Gehirne wurden mittels einer Vorrichtung
(Rodent Brain Matrix RBM-2000 fur Ratten mit 250 - 300 g, ASI-Instruments,
Warren, MI, USA) in 8 Scheiben a 2 mm Dicke geschnitten und mit
Tetrazoliumchlorid (TTC) angefarbt. Es folgte eine Fixierung mit
Parafomaldehyd (4 %). Die Schnitte wurden mit Hilfe eines Scanners und
zugehoriger Software (AGFA Fotolook 2.08, Agfa-Gevaert N.V., Mortsel,
Belgien) in einen PC eingelesen und danach mit einer
Fotobearbeitungssoftware (Adobe Photoshop 3.0, Adobe Systems Inc., San
Jose, CA, USA) weiterbearbeitet. Die eingelesenen und bearbeiteten
Hirnschnitte wurden digitalisiet und mit einem Planimetrieprogramm
(OPTIMATE 6.5, BioScan Inc., Edmonds, WA, USA) analysiert.
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Wiederum wurde ipsi- und kontralaterales Hemispharenvolumen sowie
kortikales und subkortikales Infarktvolumen bestimmt. Das Volumen (V) ergab
sich aus der Summe der Schnittflachen (Fn) multipliziert mit der Schnittdicke
(2 mm) (V = 2[F1+F2+...Fg] mm?®). Das Infarktvolumen wurde separat in Kortex
und Basalganglien bestimmt. (Abb. 2.3)

Um die mittels TTC-Farbung bestimmten Volumina zu evaluieren, wurden die
gefarbten Schnitte anschlielRend in Parafomaldehyd (2 %) eingelegt und mit
Hamatoxylin und Eosin angefarbt. Die histopathologische Aufarbeitung und
planimetrische = Berechnung erfolgte wie bei den chronischen
Versuchsgruppen. Die mit beiden Farbetechniken erzielten Ergebnisse

wurden abschlieRend korreliert.

Gehirn-Entnahme ﬁ
i 7
Anfrieren

-20°C/18 min.
0°C/18 min 2mm-Schnitte mittels

»Brain Matrix“/Rasierklinge

Speichern als Grafik-Datei
und morphometrische

Auswertung TTC-Farbung

sScannen® der Hirnschnitte
—» digitalisiertes Bild

Abbildung 2.3: Quantifizierung des morphologischen Hirnschadens in
den Akutgruppen

Schematische Darstellung des  Quantifzierungsvorganges von der
Hirnentnahme nach 6-stiindiger Ischdmie bis zur digitalen Fotografie als
Grafik-Datei, die im Anschluss mittels digitalisierter  Planimetrie
weiterverarbeitet wird.
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2.5 Experimentelle Gruppen | — temporare Ischamie

In den experimentellen Gruppen | soll MTH bei Induktion der Mediaokklusion
sowie wahrend und zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach einem temporaren
ischamischen Ereignis hinsichtlich der zerebroprotektiven Wirksamkeit

Uberprift werden.

2.5.1 MTH vs. Kontrolle zu unterschiedlichen Zeitpunkten bei und nach
Induktion einer temporaren Ischamie

Die Versuchstiere wurden randomisiert einer von 5 Gruppen ((1): n=12, (2)-
(4): n=10, (5): n=6)) zugeteilt. Es wurden 56 Sprague-Dawley Ratten
verwendet. 4 Tiere starben im Versuchszeitraum. 8 Ratten erlitten
intraoperativ eine SAB. Diese Tiere wurden ausgeschlossen. Das
Versuchsprotokoll von Teil | ist in Abb. 2.4 schematisch dargestellt.

(1) Normotherme Kontrollgruppe (37 °C): Anasthesie mit 0,8 %
Halothan in 70 % N2O und 30 % O, fur 4.5 - 7.5 Stunden,
Dauerinfusion von isotonischer Kochsalzlosung (1 ml/kg/h), rektale
und subtemporale Temperatur blieben konstant bei 37,0 °C.

(2) MTH: Anasthesie mit 0,8 % Halothan in 70 % N2O und 30 % O3
fur 4.5 - 7.5 Stunden sowie Gabe von:

MgCl, (2x1 mmol/kg) (MgCl,, Sigma-Aldrich  Chemie,
Deutschland) als intravendse Kurzinfusion uber 15 Minuten sowie
gleiches Volumen +Tirilazad (2x3 mg/kg) (Freedox®, Upjohn,
USA), ebenfalls als Kurzinfusion Uber 15 Minuten, beide
Substanzen in Dosierungen, die bei friheren Versuchen unserer
Arbeitsgruppe am gleichen Modell verwendet wurden'?130:163 42

h Hypothermie: Die Temperatur wurde fur 2 Stunden konstant

auf 33 °C gehalten und darauf folgte die schrittweise

Wiedererwarmung auf 37 °C mit Hilfe einer Warmeplatte und einer

Warmelampe.

Applikation der Pharmaka und Induktion der Hypothermie:

bei MCA-Okklusion
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(3) MTH:
MgCl, (2x1 mmol/kg)+ Tirilazad (2x3 mg/kg)+ 2 h Hypothermie
60 min nach MCA-Okklusion

(4) MTH:
MgCl, (2x1 mmol/kg)+ Tirilazad (2x3 mg/kg)+ 2 h Hypothermie
180 min nach MCA-Okklusion

(5) MTH:
MgCl, (2x1 mmol/kg)+ Tirilazad (2x3 mg/kg)+ 2 hHypothermie
300 min nach MCA-Okklusion

1. Dosis i.v. 2. Dosis i.v.
== =
= O 1vvochermic 33:c A
Kontr.|
(normotherm) _—— —
== i |
Kontr.
— —
i | i |
Kontr.|
— —
i | i |
=300 | :vvochermie 337 A
Kontr.
— —
Priiparation | Ischimie Reperfusion
Zeit [min] | 9(Il 1?0 27|0 3(?0 45|0 -

Abbildung 2.4: Versuchsprotokoll 1— MTH 0, 60, 180 und 300 Minuten
nach Induktion einer temporéaren Ischdmie

Nach ca. 90 Minuten chirurgischer Prédparation erfolgte die Okklusion der
MCA und nach 90 minttiger Ischdmie die Reperfusion. Der Laser-Dopper
Flow liber beiden Mediastromgebieten wurde von mindestens 30 Minuten vor
Ischamie bis 30 min nach Wiedererwdrmung kontinuierlich aufgezeichnet. Vor
Ischédmie und danach in stiindlichen Abstdnden wurden Blutentnahmen zur
Bestimmung der arteriellen Blutgase und des Blutzuckerspiegels
durchgefiihrt. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurde die Therapie mit
Jeweils zweimaliger Gabe von Magnesium und Tirilazad und begleitender 2-
stiindiger Hypothermie durchgeftihrt.
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2.6 Experimentelle Gruppen Il - permanente Ischamie

In den experimentellen Gruppen Il soll die zerebroprotektive Wirksamkeit von
MTH bei einer permanenten Okklusion der A. cerebri media untersucht

werden.

2.6.1 Teil A: MTH vs. Kontrolle vor permanenter Ischamie — chronische
Versuchsgruppen

Die Versuchstiere wurden randomisiert einer von 2 Gruppen ((1): n=17, (2):
n=12) zugeteilt. Es wurden 33 Sprague-Dawley Ratten verwendet. 13 Tiere
starben im Versuchszeitraum. 3 Ratten erlitten intraoperativ eine SAB und 1
Ratte hatte eine insuffiziente Okklusion der A. cerebri media. Diese Tiere
wurden ausgeschlossen. Das Versuchsprotokoll von Teil IlA ist in Abb. 2.5
schematisch dargestelit.
(1) Normotherme Kontrollgruppe (37 °C):
Dauerinfusion von isotonischer Kochsalzlésung (1 ml/kg/h)
(2) MTH:
MgCl, (2x1 mmol/kg)+ Tirilazad (2x3 mg/kg)+ 2 h Hypothermie
30 min vor MCA-Okklusion
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1.Dosis 1.v. 2.Dosis i.v.
[ (s |
Kontr. —
(normotherm) —
Préparation Okklusion ———p 7 Tage
~90 min
Zeit(min) 0 9 130 180
I ]
LDF

Abbildung 2.5: Versuchsprotokoll 2—- MTH vor Induktion einer
permanenten Ischamie, chronische Gruppen

Nach ca. 90 Minuten chirurgischer Préparation erfolgte die permanente
Okklusion der MCA mit in situ am Abgang der MCA belassenem
Okkluderfaden. Der Laser-Dopper Flow (iber beiden Mediastromgebieten
wurde von mindestens 30 Minuten vor Ischédmie bis 180 Minuten nach
Okklusion kontinuierlich aufgezeichnet. Vor Ischdmie und danach in
stiindlichen Abstdnden wurden Blutentnahmen zur Bestimmung der arteriellen
Blutgase und des Blutzuckerspiegels durchgefiihrt. Zu den angegebenen
Zeitpunkten wurde die Therapie mit jeweils zweimaliger Gabe von Magnesium
und Tirilazad und begleitender 2-stiindiger Hypothermie durchgefiihrt.
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2.6.2 Teil B: MTH vs. Kontrolle vor permanenter Ischamie — akute
Versuchsgruppen

Die Versuchstiere wurden randomisiert einer von 2 Gruppen ((1): n=10, (2):
n=10) zugeteilt. Es wurden 22 Sprague-Dawley Ratten verwendet. 2 Ratten
erlitten intraoperativ. eine SAB und wurden ausgeschlossen. Das
Versuchsprotokoll von Teil 1IB ist in Abb. 2.6 schematisch dargestelit.
(1) Normotherme Kontroligruppe (37 °C):
Dauerinfusion von isotonischer Kochsalzlosung (1 mi/kg/h)
(2) MTH:
MgCl, (2x1 mmol/kg)+ Tirilazad (2x3 mg/kg)+ 2h Hypothermie
30 min vor MCA-Okklusion

1. Dosis i.v. 2. Dosis1.v.

| |
therapic [E72T oM Hypothermiec 33°C iy 2SN
Kontr.
(normotherm) — —
Praparation N
N %p min Okklusion 6 h
Zeit(h) ? ¢

| |
LDF

Abbildung 2.5: Versuchsprotokoll 3 - MTH vor Induktion einer
permanenten Ischdamie, akute Gruppen

Nach ca. 90 Minuten chirurgischer Préaparation erfolgte die permanente
Okklusion der MCA mit in situ am Abgang der MCA belassenem
Okkluderfaden. Der Laser-Dopper-Flow (liber beiden Mediastromgebieten
wurde von mindestens 30 Minuten vor Ischdmie bis 6 Stunden nach
Okklusion kontinuierlich aufgezeichnet. Vor Ischdmie und danach in
stiindlichen Absténden wurden Blutentnahmen zur Bestimmung der arteriellen
Blutgase und des Blutzuckerspiegels durchgefiihrt. Zu den angegebenen
Zeitpunkten wurde die Therapie mit jeweils zweimaliger Gabe von Magnesium
und Tirilazad und begleitender 2-stiindiger Hypothermie durchgefiihrt
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2.7. Statistik

In den Ergebnissen wird der Mittelwert (MW) und die Standardabweichung
(SD) bzw. der Standard Error of the Mean (SEM) (MW = SD o. MW + SEM)
angegeben. Parametrische Daten wurden mit der Varianzanalyse (One Way
ANOVA) und unverbundene, nicht-parametrische Daten (Neuro-Score) mit
dem Kruskal-Wallis Test (ANOVA ON RANKS) auf Signifikanz gepruft.
Nachgeordnete Vergleiche gegen die Kontrolle wurden entsprechend mit dem
parametrischen oder nicht-parametrischen Dunnet Test vorgenommen. Fur
den Vergleich aller Gruppen gegeneinander wurde der Student-Newman-Keul
Test verwendet. Die Korrelation der nach TTC- und HE-Farbung gemessenen
Infarktvolumina wurde mittels Pearson Product Moment Correlation errechnet.
Die Auswertung erfolgte mit SigmaStat 2.0 Statistical Software (Jandel
Scientific, San Rafael, California, USA). Die Nullhypothese, d.h. Abwesenheit
eines signifikanten Unterschieds zwischen zwei Merkmalen, wurde bei einer

Irtumswahrscheinlichkeit < 5 % abgelehnt.
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3 Ergebnisse

3.1 Teil I: MTH vs. Kontrolle zu unterschiedlichen Zeitpunkten bei
und nach Induktion einer temporaren Ischamie

Mortalitat: Zwei Versuchstiere der Kontrollgruppe starben innerhalb des
Beobachtungszeitraums von 7 Tagen. Zwei Tiere der Gruppe 5
(Therapiebeginn 300 Minuten nach Induktion der Ischamie) starben innerhalb
eines Tages nach Ischamie. Die Mortalitat war in beiden Gruppen an den
ersten drei postoperativen Tagen am hochsten. In Anbetracht der Mortalitat
und fehlender neurologischer Erholung wurde die Gruppe 5 nach 6 Tieren
entsprechend den Maligaben der Genehmigung des Tierversuchsvorhabens
terminiert. (Abb. 3.1)

N & 2
— N — T — ]

2/6

N W
[T —

Mortalitit [% Tiere/Gruppe]
=
(—

2/12 0/10 0/10 0/10

[—y
(—]

—

Kontrolle t=0 t=60 t=180 t=300

Abbildung 3.1: Postoperative Mortalitét

Mortalitdt wéhrend der 7-tdgigen Beobachtungsperiode (% Anzahl der
Tiere/Gruppe). Lediglich in der Kontrollgruppe und in der Gruppe mit dem
spétesten Therapiebeginn verstarben Tiere nach der Operation.
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Physiologische Parameter: Es bestanden keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Gruppen hinsichtlich pra-, intra- und postischamischem
arteriellem Blutdruck und Blutgasen. Die Blutglucosespiegel stiegen bei den
hypothermen Tieren nach Infusion von MgCl, signifikant an, wahrend die
Blutglucose in den normothermen Kontrolltieren absank. Der Blutdruck fiel
wahrend der Infusion von MgCl, um 10 bis 15 mmHg ab, ohne jedoch die

Mittelwerte signifikant zu beeinflussen.

Laser-Doppler Flowmetrie: In der Kontrollgruppe und in den Gruppen, die
zu verschiedenen Zeitpunkten mit MTH behandelt worden waren, flhrte die
Okklusion der A. cerebri media zu einem Abfall des ipsilateralen LCBF auf ca.
20% des Ausgangswertes, wahrend der kontralaterale LCBF unverandert
blieb. Die Reperfusion war begleitet von einer kurzen Hyperamie, gefolgt von
einem langsamen Abfall des ipsilateralen LCBF auf ca. 70% des
Ausgangswertes, der bis zum Ende der postischamischen
Aufzeichnungsperiode bestehen blieb. In allen behandelten Gruppen fiel der
kontralaterale LCBF wahrend der Abkuhlphase signifikant auf ca. 80% des
Ausgangswertes ab und erholte sich mit der Erwarmung wieder auf
Ausgangswerte. In der Gruppe 2 mit Therapiebeginn zum Zeitpunkt der MCA-
Okklusion erholte sich der ipsilaterale LCBF auf ca. 85% des Ausgangswertes
zum Zeitpunkt der Reperfusion, wahrend mit Beginn der Erwarmung 30
Minuten spater der ipsilaterale LCBF graduell auf Werte von ca. 105% des
Ausgangswertes anstieg. Diese Werte waren signifikant hdher im Vergleich
zu den normothermen Kontrollen. In den Gruppen mit spaterer Induktion der
Hypothermie fiel der ipsilaterale LCBF wahrend der Kuhlung im Vergleich zu
den Kontrollen signifikant um ca. 20% ab und erholte sich mit der
Wiedererwarmung auf die Werte vor Hypothermie (ca. 80% des
Ausgangswertes), erreichte also einen mit den Kontrolltieren vergleichbaren
LCBF. (Abb. 3.2)
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Abbildung 3.2: Laser-Doppler Flowmetrie

Dynamische Verdnderungen des ipsilateralen und kontralateralen lokalen
zerebralen Blutflusses (LCBF) von vor der Ischamie bis zu 360 Minuten nach
Reperfusion (Gruppe t = 300), gemessen mittels kontinuierlicher LDF (2 Hz).
Die dargestellten Werte sind Durchschnittswerte (% des Ausgangswerts, MW
+ SEM) von 1-minltigen Perioden in einem Intervall von 10 Minuten und mit
kiirzeren Intervallen bei Induktion der Ischdmie bzw. Reperfusion. MTH von t
= 0 min bis t = 300 min.
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Funktionelle Defizite: Die Daten zeigen eine bessere funktionelle Erholung
der Therapiegruppen bis einschliellich t = 300 min im Vergleich zur
normothermen Kontrollgruppe. Der Effekt war nur in den Gruppen bis t = 180
min deutlich ausgepragt und an den ersten beiden postoperativen Tagen
signifikant (p < 0,05). (Abb. 3.3)
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%
s S I 1
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= T { —— t=60
&
n3
g J l —A— t=180
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z2 1 —v— t=300
1
1 —O— Kontrolle
0 T T T T T T T * P < 0,05 vs Kontrolle
0 1 2 3 4 5 6 7 (KW ANOVA on Ranks
Postoperativer Tag *+ Dunnetts’s Test)

Abbildung 3.3: Neuro-Score

Graphische Darstellung der neurologischen Erholung der Tiere aus der
Kontrollgruppe und den Therapiegruppen an den postoperativen Tagen 1 — 7.
Die dargestellten Werte sind Mittelwerte + SD. An den Tagen 1 und 2 liel3
sich bei den Tieren der Gruppen t = 0 min, t = 60 min und t = 180 min ein
signifikant besserer neurologischer Befund im Vergleich mit den Tieren der
Kontrollgruppe erheben (ANOVA on ranks, Dunnett Test, p < 0,05).
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Infarktvolumina: Die Wirksamkeit von MTH auf die funktionelle
neurologische Erholung der Tiere spiegelt sich auch im Infarktvolumen
wieder. Betrachtet man zunachst die Gesamtinfarktvolumina, so ergab sich
bei den zum Zeitpunkt t = 0 min therapierten Tieren eine signifikante
Infarktreduktion um 74 %, die sich graduell bis zum Therapiebeginn nach 300
Minuten verminderte und danach nicht mehr signifikant im Vergleich zur
Kontrollgruppe war.

Das Gesamtinfarktvolumen betrug 84,5 + 37,3 mm® (MW + SD) bei den
Kontrolltieren, 21,9 + 17,7 mm? (- 74 %) bei der Gruppe t = Omin, 43,1 + 30,3
mm?® (- 49 %) bei der Gruppe t = 60 min, 46,7 + 42,4 mm?® (- 45 %) bei der
Gruppe t = 180 min und 62,2 + 31,1 mm® (- 26 %) bei der Gruppe t = 300 min.
Die Behandlung mit MTH zu den Zeitpunkten t = 0 min, t = 60 min, t = 180 min
und t = 300 min reduzierte das Gesamtinfarktvolumen signifikant im Vergleich
zur Kontrollgruppe. * P = 0,004 vs. Kontrolle Kruskal-Wallis ANOVA on Ranks
+ Dunnetts’s Test. (Abb. 3.4)

Das kortikale Infarktvolumen betrug 40,1 + 26,2 mm? bei den Kontrolltieren,
54 + 11,3 mm? (- 87 %) bei der Gruppe t = 0 min, 12,6 + 18,1 mm® (- 69 %)
bei der Gruppe t = 60 min, 14,5 + 26,4 mm® (- 64 %) bei der Gruppe t = 180
min und 38,3 + 21,2 mm® (- 5 %) bei der Gruppe t = 300 min. Die Behandlung
mit MTH zu den Zeitpunkten t = 0 min, t = 60 min und t = 180 min reduzierte
das kortikale Infarktvolumen signifikant (* P = 0,005) im Vergleich zur
Kontrollgruppe.

Das Infarktvolumen in den Basalganglien wurde verglichen mit 40,7 £ 17,3
mm? bei den Kontrolltieren in der Gruppe t = 0 min mit 15,5 + 11,7 mm?® (- 59
%) signifikant reduziert (* P = 0,025). Eine weitere Verzogerung der
Behandlung um 1 bis 5 Stunden fuhrte zu keiner signifikanten Reduktion der
Infarktvolumina in den Basalganglien (27,6 + 10,1 bis 30,5 + 16,2 mm?® (- 25
bis - 32 %). (Abb. 3.5)
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Abbildung 3.4: Gesamtinfarktvolumina

Reduktion des Gesamtinfarktvolumens (MW x SD) in jeder Gruppe am 7.

postoperativen Tag.* p = 0,004 vs. Kontrolle, Kruskal-Wallis ANOVA on
Ranks + Dunnett Test
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Abbildung 3.5: Infarktvolumina in Kortex und Basalganglien

Reduktion des Infarktvolumens (MW % SD) in Kortex (Ko) und in den
Basalganglien (BG) am 7. postoperativen Tag. * p = 0,005 bzw. 0,025 vs.
Kontrolle, Kruskal-Wallis ANOVA on Ranks + Dunnett Test.
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3.2 Teil llIA: MTH vs. Kontrolle vor permanenter Ischamie -
chronische Versuchsgruppen

Mortalitat: In beiden Versuchsgruppen zeigte sich eine hohe, nicht signifikant
unterschiedliche Mortalitat. 5 von 12 Tieren der Kontrollgruppe (42,6 %) und 8
von 17 Tieren der Therapiegruppe (47 %) starben innerhalb des einwdchigen
Beobachtungszeitraums In beiden Gruppen war die Mortalitat an den ersten

drei postoperativen Tagen am hochsten.

Physiologische Parameter: Es bestanden keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Gruppen hinsichtlich pra-, intra- und postischamischem
arteriellem Blutdruck und Blutgasen. Die Blutglucosespiegel stiegen bei den
hypothermen Tieren nach Infusion von MgCl, signifikant an, wahrend die
Blutglucose in den normothermen Kontrolltieren absank. Der Blutdruck fiel
wahrend der Infusion des MgCl, um 10 bis 15 mmHg ab, ohne jedoch die

Mittelwerte signifikant zu beeinflussen.

Laser-Doppler Flowmetrie: In der Kontrollgruppe und in der Gruppe, die mit
MTH behandelt worden war, flihrte die Okklusion der A. cerebri media zu
einem Abfall des ipsilateralen LCBF auf ca. 20% des Ausgangswertes,
wahrend der kontralaterale LCBF unverandert blieb. Dies wurde bis 180
Minuten nach der Okklusion durch die LDF kontrolliert. In der behandelten
Gruppe fiel der ipsi- und kontralaterale LCBF wahrend der Abkuhlphase auf
ca. 80% des Ausgangswertes ab. Der kontralaterale LCBF erreichte in der

Aufwarmphase seinen Ausgangswert.

Funktionelle Defizite und Gewichtsentwicklung: Die Daten zeigen ab dem
4. postoperativen Tag eine bessere funktionelle Erholung der Therapiegruppe
im Vergleich zur normothermen Kontrollgruppe. Der Effekt wird am 6. und 7.
postoperativen Tag signifikant (p < 0,05). (Abb. 3.6)

Zusatzlich war bei den therapierten Tieren eine bessere Gewichtszunahme zu
verzeichnen, die am 7. postoperativen Tag die Signifikanz erreichte. (Abb.
3.7)
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Abbildung 3.6: Neuro-Score

Graphische Darstellung der neurologischen Erholung der Tiere aus der
Kontrollgruppe und der Therapiegruppe an den postoperativen Tagen 1 — 7.
Die dargestellten Werte sind Mittelwerte + SD. An den Tagen 6 und 7 zeigen
die behandelten Tiere einen signifikant besseren neurologischen Status als
die Tiere der Kontrollgruppe (* p < 0,05, Mann-Whitney U-Test).
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Abbildung 3.7: Gewichtsentwicklung

Graphische Darstellung der Entwicklung des Kbrpergewichts der
Versuchstiere an den postoperativen Tagen 1 - 7. Die dargestellten Werte
sind Mittelwerte + SEM. Am Tag 7 zeigen die Tiere in der Gruppe mit MTH
eine signifikant verbesserte Gewichtentwicklung als die Tiere der
Kontrollgruppe (* p < 0,05, Mann-Whitney U-Test).
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Infarktvolumina: Weder im Gesamtinfarktvolumen noch in den
Teilinfarktvolumina von Kortex und Basalganglien zeigte sich eine signifikante
Infarktreduktion bei den mit MTH behandelten Tieren im Vergleich zur
Kontrollgruppe.

Das Gesamtinfarktvolumen betrug 126,6 + 46,9 mm?> bei den Kontrolltieren
und 146,8 + 58,4 mm? bei den therapierten Tieren.

Das kortikale Infarktvolumen betrug 59,6 + 37,8 mm? bei den Kontrolltieren
und 85,4 + 39,1 mm? bei den therapierten Tieren.

Die Morphometrie des Infarktvolumens in den Basalganglien ergab ein
Infarktvolumen von 652 + 11,3 mm® in der Kontrollgruppe, in der

Therapiegruppe ein Volumen von 60,3 + 17,7 mm?®. (Abb. 3.8)
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— Kontrolle Hypothermie Kontrolle Hypothermie
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+ Tirilazad + Tirilazad

Abbildung 3.8: Gesamtinfarktvolumina sowie Infarktvolumina in Kortex
und Basalganglien (HE - Farbung)

Gesamtinfarktvolumen (MW = SD) sowie Infarktvolumen (MW + SD) in Kortex
(Ko) und in den Basalganglien (BG) am 7. postoperativen Tag. Weder beim
Vergleich der Gesamtinfarktvolumina noch beim Vergleich der Infarktvolumina
in Kortex (Ko) und in den Basalganglien (BG) am 7. postoperativen Tag
zeigten sich signifikante Unterschiede.
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3.3 Teil lIB: MTH vs. Kontrolle vor permanenter Ischamie - akute
Versuchsgruppen

Physiologische Parameter: Es bestanden keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Gruppen hinsichtlich pra-, intra- und postischamischem
arteriellem Blutdruck und Blutgasen. Die Blutglucosespiegel stiegen bei den
hypothermen Tieren nach Infusion von MgCI, signifikant an, wahrend die
Blutglucose in den normothermen Kontrolltieren absank. Der Blutdruck fiel
wahrend der Infusion des MgCl, um 10 bis 15 mmHg ab, ohne jedoch die

Mittelwerte signifikant zu beeinflussen.

Laser-Doppler Flowmetrie: In der Kontrollgruppe und in der Gruppe, die mit
MTH behandelt worden war, fluhrte die Okklusion der A. cerebri media zu
einem fur die Zeit des 6-stundigen kontinuierlichen Monitorings anhaltenden
Abfall des ipsilateralen LCBF auf ca. 20% des Ausgangswertes, wahrend der
kontralaterale LCBF unverandert blieb. In der behandelten Gruppe fiel der
ipsi- und kontralaterale LCBF wahrend der Abkuhlphase auf ca. 80% des
Ausgangswertes ab. Der kontralaterale LCBF erreichte in der Aufwarmphase

seinen Ausgangswert. (Abb. 3.9)
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Abbildung 3.9: Laser-Doppler-Flowmetrie

Dynamische Verdnderungen des ipsilateralen und kontralateralen lokalen
zerebralen Blutflusses (LCBF) von vor und bei 6-stiindiger Ischdmie,
gemessen mittels kontinuierlicher LDF (2 Hz). Die dargestellten Werte sind
Durchschnittswerte (% des Ausgangswertes, MW + SEM) von 1-minitigen
Perioden in einem Intervall von 10 Minuten und mit kiirzeren Intervallen bei
Induktion der Ischémie.
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Infarktvolumina: Nach 6-stindiger Ischamie und anschlieBender TTC-
Farbung der Gehirnschnitte ergab sich eine signifikante Reduktion des
Gesamtinfarktvolumens um 52 % bei den mit MTH behandelten Tieren im
Vergleich zur Kontrollgruppe.

Das Gesamtinfarktvolumen der Kontrollgruppe betrug 176,54 + 66,15 mm?
(MW + SD), das der Therapiegruppe 87,54 + 100,12 mm® (MW + SD).

Das kortikale Infarktvolumen betrug 83,08 + 72,8 mm? bei den Kontrolltieren
und 49,32 + 69,40 mm?® bei den therapierten Tieren.

Die Morphometrie des Infarktvolumens in den Basalganglien ergab ein
Infarktvolumen von 94,07 + 35,36 mm? in der Kontrollgruppe, in der
Therapiegruppe ein Volumen von 37,03 + 33,05 mm®. (Abb. 3.10)

Daneben konnte gezeigt werden, dass die nach 6 Stunden mittels TTC-
Farbung ermittelten Infarkte eine signifikante Korrelation zu den aus den
gleichen Hirnschnitten bestimmten Infarktvolumina nach anschlieRender HE-

Farbung aufwiesen. Der Korrelationskoeffizient r* betrug 0,97. (Abb. 3.11)
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Abbildung 3.10: Gesamtinfarktvolumina sowie Infarktvolumina in Kortex
und Basalganglien (TTC - Féarbung)

Gesamtinfarktvolumen (MW + SD) sowie Infarktvolumen (MW + SD) in Kortex
(Ko) und in den Basalganglien (BG) nach 6-stiindiger permanenter, LDF-
kontrollierter fokaler Ischdmie. * p < 0,05 vs. Kontrolle, Mann-Whitney U-Test.
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Abbildung 3.11: Korrelation der mit TTC vs. HE ermittelten
Infarktvolumina

Deutliche Korrelation der aus den gleichen, nach 6 Stunden mit TTC und
anschlieBend mit HE angefarbten Gehirnschnitten ermittelten Infarktvolumina
(% kontralaterale Hemisphere)
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4 Diskussion

4.1 Diskussion der Methodik

4.1.1 Das intraluminale Fadenmodell

1.8 ein neues Modell zur Induktion einer fokalen

|.91

1986 wurde von Koizumi et a
Ischamie bei Ratten beschrieben und spater von Longa et al.”" modifiziert. Bei
diesem Modell wird ein Nylonfaden Uber die A. carotis nach intrakraniell bis
zum Abgang der A. cerebri media vorgeschoben und das Gefaly auf diese
Weise okkludiert.

Inzwischen avancierte das intraluminale Fadenmodell zum weltweit
etabliertesten  Tiermodell zur  Untersuchung pathophysiologischer
Zusammenhange und therapeutischer Strategien bei permanenter und
temporarer fokaler zerebraler Ischamie. Im Vergleich zu anderen
Tiermodellen der fokalen Ischamie, wie z. B. dem 1981 von Tamura et
al.’®"'%2 peschriebenen Modell, bei dem eine Kraniotomie nétig ist, um den
proximalen Abschnitt der A. cerebri media zu verschlie3en, oder dem von

Busch et al.?’

publizierten Modell, bei dem ein autologer Thrombus in die A.
carotis injiziert wird, bietet dieses Modell einige Vorteile: (1) Die
Operationstechnik ist minimal invasiv. (2) Eine Kraniotomie, die die
Hirntemperatur sowie den intrakraniellen Druck, die Liquorzirkulation und die
Permeabilitat der Blut-Hirn-Schranke beeinflussen wuirde, ist nicht
erforderlich. Dies ist besonders auch bei Versuchen mit Hypothermie
vorteilhaft. (3) Eine Rezirkulation durch Zurlickziehen des Fadens ist
problemlos erreichbar. Bei permanenter Okklusion wird der Faden im Gefal
belassen und daran befestigt. (4) Abfall der zerebralen Durchblutung und
Infarzierung sind zuverlassig zu reproduzieren. (5) Im Gegensatz zum von

|-21

Busch et al.”" verwendeten autologen Thrombus wird das Nylonmaterial des

Okkluderfadens nicht von kérpereigenen Lysemechanismen angegriffen.
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Allerdings beinhaltet dieses Modell auch einige potentielle Fehlerquellen wie
(1) eine iatrogene Subarachnoidalblutung (SAB) durch Perforation der
GefalRwand mit dem Okkluderfaden, (2) ein primar insuffizienter Verschluss
der A. cerebri media, (3) eine spontane Dislokation des Okkluderfadens mit
vorzeitiger Rezirkulation, (4) eine Thrombosierung im verschlossenen Gefal®
bzw. eine ausbleibende Reperfusion oder (5) eine postischamische
Hyperthermie. Diese Komplikationen waren eine Erklarung fur die in der

Literatur berichtete Variabilitit der Ergebnisse mit diesem Modell.'?

Teil I: Intraluminales Fadenmodell und temporare Ischamie: Durch einige
Modifikationen am Modell war es uns maoglich, die Komplikationsrate bei den
Versuchen mit temporarer Ischamie zu senken und ein zuverlassiges
Monitoring des GefaRverschlusses zu gewahrleisten:'®® SAB oder
unvollstandige Okklusionen konnten durch die Silikonumhullung am vorderen
Ende des Okkluderfadens, die Uber die Fadenspitze hinausreicht, und durch
zusatzliches Abstumpfen des Fadens auf ein Minimum reduziert werden.
SAB, vorzeitige oder ausbleibende Reperfusionen werden mittels
kontinuierlicher bilateraler Laser-Doppler Flowmetrie zuverlassig erkannt.
Bereits vor Erreichen einer vollstandigen Reperfusion kann der Faden
replaziert und die Ischamie aufrechterhalten werden. Bei ausbleibender
Reperfusion wurden die Versuchstiere ausgeschlossen. Zudem konnten wir
zeigen, dass eine Hyperthermie bei Sprague-Dawley Ratten nicht auftritt,
wenn die Ischamie auf 90 Minuten limitiert ist.””® AuRerdem war es in
Vorversuchen bei unserem Versuchsaufbau zu keiner Thrombosierung des

verschlossenen GefiRes gekommen.'?
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Teil llA: Intraluminales Fadenmodell und permanente Ischamie -
chronische Versuchsgruppen: Auch fur die permanente Ischamie ist das
intraluminale Fadenmodell etabliert und weit verbreitet.®2%>°" Hierbei wird der
okkludierende Faden vor dem Abgang der A. cerebri media plaziert und im
Gegensatz zur temporaren Ischamie dort bis zur Tétung der Tiere belassen,
in Teil IIA dieser Arbeit fur 7 postoperative Tage. Die meisten Untersucher
arbeiten bei diesem Modell jedoch mit Akutgruppen, bei denen die Tiere bis

zur Toétung in  Narkose gehalten werden,®'” oder mit kirzeren

Uberlebenszeiten im Bereich von 1 bis 3 Tagen.*3:8291.102.159

Im Teil lIA unserer Experimente zeigte sich sowohl in der Kontroll- als auch in
der Therapiegruppe eine hohe und nicht signifikant unterschiedliche Mortalitat
(42.6% vs. 47%). Fur diese Mortalitat gibt es mehrere mogliche Erklarungen:
(1) Es konnte gezeigt werden, dass sich bei einem permanenten Verschluss
der A. cerebri media groliere Infarkte entwickeln als bei temporarer Ischamie
und Verschlusszeiten unter 3 Stunden.?>'*? Proportional zur InfarktgroRe lasst
sich auch eine starkere Odemkomponente nachweisen, die im
kernspintomographischen Nachweis nach 24 Stunden etwa 24% des

t.9 Die Odembildung hat einen potentiell letalen Anstieg

Volumens einnimm
des intrakraniellen Drucks zur Folge. Da die Mortalitdt in unseren
Versuchsgruppen am ersten und zweiten postoperativen Tag, dem Zeitpunkt
der maximalen Hirnddemausbreitung,'** am hdchsten war und sich auch bei
der Sektion der verstorbenen Tiere Hinweise auf eine starke Hirnschwellung
ergaben, ist die Odembildung aufgrund der Infarzierung als eine mdgliche
Ursache der hohen Mortalitat denkbar.

(2) Bei 3 Tieren war nach dem Tod am 1. postoperativen Tag und
anschlieBender Sektion eine SAB festzustellen, die auf eine Perforation der
intrakraniellen A. carotis interna bei im Gefal} liegenden Faden zurtickgefuhrt
werden koénnte. Eine Subarachnoidalblutung fihrt zu einem massivem
Anstieg des intrazerebralen Drucks und einer globalen Ischamie, welche mit
einer hohen Mortalitat verbunden ist.” Bei den 7 Tage iberlebenden Tieren
war keine SAB festzustellen. Eine SAB ware jedoch mittels LDF erfasst
worden."””® Die GefaRperforation muss folglich nach Ende der

Monitoringphase aufgetreten sein.
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(3) Eine weitere Ursache konnte eine verzogert aufgetretene Dislokation des
Fadens mit Reperfusion im Stromgebiet der Art. cerebri media sein, was mit
einem erheblichen Reperfusionsschaden und nachfolgender Hirnschwellung

einhergehen wiirde.’

Teil lIB: Intraluminales Fadenmodell und permanente Ischamie — akute
Versuchsgruppen: Sowohl eine Gefal3perforation mit anschlieRender SAB
als auch eine verzogerte Reperfusion sind bei diesem Modell als Ursache der
hohen Mortalitat in Teil 1A zu diskutieren. Diese Artefakte wirden mittels
Laser-Doppler Flowmetrie nur wahrend der Monitoringphase und nicht
wahrend des postoperativen Beobachtungszeitraums erfasst werden. Um die
Wirksamkeit der Kombinationstherapie unter Ausschlul® oben beschriebener
Artefakte beurteilen zu kdnnen und ein Therapieversagen bei permanenter
Ischamie auszuschliel3en, fuhrten wir zur Evaluation der eigenen Ergebnisse
aus Teil IIA eine zweite Versuchsreihe [IB mit kontrollierter 6-stundiger
Ischamie durch. Wahrend der gesamten sechs Stunden wurde die beidseitige
Perfusion mittels Laser-Doppler Flowmetrie Uberwacht, so dass eine
Subarachnoidalblutung bzw. Reperfusion durch Dislokation des Fadens
ausgeschlossen werden konnte. In Tiermodellen erhobene Daten machen
deutlich, dass es schon 5 Minuten nach Induktion einer Ischamie zu einem
irreversiblen Zellschaden kommt, der nach 6 Stunden sein Maximum erreicht,
so dall die Effekte einer permanenten Ischamie nach 6-stindiger

Okklusionsdauer gut abgebildet werden kénnen.”:?779:98

4.1.2 Laser-Doppler Flowmerie

Die Laser-Doppler Flowmetrie misst mittels Doppler-Effekt die
Frequenzanderung von Laserlicht mit einer Wellenlange von 820 nm durch
rote Blutzellen. Der Laser-Doppler Flow wird im Wesentlichen aus dem
Produkt der Konzentration der Erythrozyten im gemessenen Gewebeareal
und der FlieRgeschwindigkeit der Erythrozyten errechnet.*® Die Messung der
Hirndurchblutung mittels Laser-Doppler Flowmetrie liefert keine absoluten

Werte wie die Bestimmung durch radioaktive Mikrospharen, Autoradiographie
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oder Clearance-Methoden, sondern =zeigt relative Anderungen der
Mikrozirkulation in einem kleinen Gewebevolumen von ca. 1 mm®.***" Die
Vorteile der Laser-Doppler Flowmetrie liegen darin, dass Anderungen der
Durchblutung kontinuierlich verfolgt werden konnen. Die hohe zeitliche
Aufléosung (2 Hz) ermdglicht promptes Reagieren beim Vorschieben des
Okkluderfadens zur Okklusion oder bei unerwarteten vorzeitigen
Reperfusionen, da sofort eine Replazierung des Fadens moglich ist. Am
Gehirn konnte unter physiologischen und pathophysiologischen Bedingungen
eine gute Korrelation der LDF-Werte mit radioaktiven Mikrospharen,*’

Wasserstoff-Clearance® und Autoradiographie*® nachgewiesen werden.

4.1.3 Neuro-Score

Zur Quantifizierung der Hirnschadigung nach zerebraler Ischamie und der
Wirkung neuroprotektiver Mallnahmen wird meistens das Infarktvolumen als
Hauptkriterium herangezogen. Anhand der Infarktbestimmung ist es allerdings
nicht moglich, weitaus subtilere Formen neuronalen Schadens und neuronaler
Dysfunktion zu erkennen. Schaden an nicht-homogenen Zellpopulationen, wie
sie beispielsweise im Striatum vorkommen, oder an Dendriten im Sinne einer
Verminderung der synaptischen Ubertragung oder eines Verlustes an
Strukturproteinen, lassen sich mit einem rein histologischen Ansatz nicht
beurteilen. Deshalb ist es insbesondere bei langeren Uberlebenszeiten
wichtig, den funktionellen Status der Versuchstiere zu erheben.*® AuRerdem
ist in der Klinik die neurologische Erholung und nicht das Infarktvolumen das
ausschlaggebende Kriterium.

Der von uns erhobene Neuro-Score'® beurteilt die motorischen Defizite der
Tiere und wurde in Anlehnung an den von Bederson et al. beschriebenen
Score’ modifiziert. Bei samtlichen von unserer Gruppe durchgefiihrten
Experimenten zur temporaren Ischamie bestand eine gute Korrelation
zwischen dem Infarktvolumen (vor allem dem kortikalen Infarktvolumen) und

der funktionellen Erholung an den 7 postoperativen Tagen.®’
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4.1.4 Infarktvolumina

Sowohl bei den Versuchen mit temporarer Ischamie als auch bei den
chronischen Versuchen mit permanenter Ischamie wurden die Gehirne am 7.
postoperativen Tag entnommen. Es wurden 24 mit Hamatoxylin und Eosin
gefarbte Schnitte angefertigt, die das gesamte Infarktareal enthielten. Fir eine
exakte Bestimmung des Infarktvolumens wird ein Minimum von acht
reprasentativen Schnitten gefordert.'™

Bei den akuten Experimenten mit permanenter Ischamie wurden die Hirne
nach 6 Stunden entnommen und nach Farbung mit Tetrazoliumchlorid (TTC)
8 Schnitte angefertigt. Verschiedene Studien zeigten, dass es beim
intraluminalen Fadenmodel nach 6 Stunden Okklusion zu keiner wesentlichen
VergroBerung des Infarktvolumens durch weitere Verlangerung der

7899 |in et al.®®

Okklusionsdauer komm zeigten, dass bei direkter
Infarktbestimmung durch Mitberechnung der sich an den ersten drei Tagen
nach Ischamie entwickelnden Odemkomponente die Infarktgroe, die an sich
gleich bleibt, Uberschatzt wird. Dies konnte durch die vom Ausmal} des
Odemes unabhangige indirekte Infarktmessung, die keine Veranderung des
primaren Infarktvolumens ergab, mittels Berechnung des nichtinfarzierten
Cortexvolumens bestatigt werden. AuRerdem konnte in dieser Studie® eine
gute Korrelation von mit TTC und dann im Anschlu3 mit HE angefarbten
Infarktvolumina gezeigt werden, was sich in unseren Versuchen

reproduzieren liel3.
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4.2 Diskussion der Ergebnisse

4.2.1 Teil I: MTH vs. Kontrolle zu unterschiedlichen Zeitpunkten bei und
nach Induktion einer temporaren Ischamie

Milde Hypothermie: Nachdem bereits fruh das neuroprotektive Potential von
Hypothermie entdeckt worden war und in den 50er Jahren vor allem auch die
tiefe Hypothermie im Fokus der Forschung stand,’?®'®* wurden diese
Versuche wegen erheblicher Nebenwirkungen nicht weiter verfolgt. In den
80er Jahren stellte man fest, dass bereits eine nur geringe Absenkung der
Hirntemperatur neuroprotektiv wirksam ist,>®> so dass in der Folgezeit
Untersuchungen zum Einsatz milder und moderater Hypothermie zunahmen.
In friheren Studien unserer Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass die
milde Hypothermie als ,pre-treatment” (also bei Applikation vor einem
ischamischen Ereignis) bei temporarer Ischamie (1) samtlichen zur Zeit in der
Klinik verwendeten ,Standard“ - Neuroprotektiva wie beispielsweise Mannitol,
Dexamethason, Nimodipin oder den Barbituraten iiberlegen ist'®? und (2)
auch im Vergleich mit anderen von uns getesteten Monotherapien wie

Magnesium und Tirilazad das wirksamste Einzeltherapeutikum ist."?®

MTH als ,pre-treatment”“: Nachdem in unserer Arbeitsgruppe die
Kombination aus Magnesium und Tirilazad auf ihre neuroprotektive
Wirksamkeit hin Uberpruft worden war, zeigte sich ein Synergismus
hinsichtlich Infarktreduktion und funktioneller neurologischer Erholung der
behandelten Tiere.”®® AuRerdem lieR sich durch die Kombination der beiden
Pharmaka mit milder Hypothermie die neuroprotektive Potenz von
Hypothermie noch steigern.’?® MTH reduzierte das Gesamtinfarktvolumen um
77% im Vergleich zur Kontrollgruppe, am deutlichsten war der Effekt im
Kortex ausgepragt, wo der Infarkt um 99% reduziert worden war. Aber auch in
den Basalganglien zeigte sich eine signifikante Reduktion um 55%. Passend
zum Effekt der Therapie auf die Infarktentwicklung zeigte sich bei den mit
MTH behandelten Tieren auch eine signifikant bessere neurologische

Erholung.
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MTH als ,,post-treatment®: Bei temporarer zerebraler Ischamie reduzierte
MTH das Infarktvolumen und bewirkte eine bessere funktionelle Erholung der
Versuchstiere. Dieser Effekt war bis zu einem Applikationszeitpunkt von 180
Minuten nach Ischamieinduktion signifikant. Im Vergleich mit anderen
Studien® lieR sich das therapeutische Fenster einer Monotherapie mit milder
Hypothermie durch die Kombination mit Magnesium und Tirilazad um eine
Stunde erweitern.

Bei einer Monotherapie mit moderater Hypothermie von 30°C ist zwar ein
ahnlich weites therapeutisches Fenster wie bei unseren Ergebnissen mit MTH
beschrieben.'® Klarer Nachteil einer therapeutischen Kihlung auf dieser
Temperaturstufe ist allerdings die deutlich hohere Inzidenz von
Nebenwirkungen.'*

Da alle Bestandteile von MTH Kklinisch zugelassen sind, erscheint diese
Kombinationstherapie in der Zusammenschau der experimentellen
Ergebnisse als hoffnungsvoller Kandidat fiir eine klinische Uberpriifung.

Ein bedeutender Faktor bei der Entwicklung einer therapeutischen Strategie
zur Verhutung eines fokalen ischamischen Hirnschadens ist das verfugbare
therapeutische Fenster. Dieses ist nicht nur vor dem klinischen Hintergrund
der Schlaganfallbehandlung, sondern auch bei neurochirurgischen Patienten
zu bericksichtigen. So kann es intraoperativ fur den Chirurgen zunachst
unbemerkt zu einer Thrombose, Embolie, Dissektion oder einem
Vasospasmus mit nachfolgender Stenose oder Verschluss eines
hirnversorgenden Gefaltes kommen. Da es also noch wahrend der Operation
zur Induktion einer Ischamie kommen kann, kbnnen Stunden vergehen, ehe
die Operation zu Ende ist und die klinischen Zeichen deutlich werden, oder,
wie im Fall von dauerhaft bewusstlosen Patienten, bevor sich Zeichen der
Ischamie durch bildgebende Verfahren darstellen lassen. Nach unserem
Wissen ist dies die erste Studie, die eine Anwendung von postischamischer
Hypothermie mit einer Verzogerung der Therapie von bis zu 300 Minuten
nach Induktion einer experimentellen Ischamie untersucht hat. Unsere
Ergebnisse lassen sich nicht durch eine Verlangerung der Halothannarkose
begrinden, da die postischamische Applikation von Halothan nicht zu einer
verbesserten  Neuroprotektion ~ fiihrt.'”  Auch  Unterschiede  der

physiologischen Parameter zwischen den Gruppen erklaren die Ergebnisse
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nicht. Weiterhin wurde durch konsequente Laser Doppler-gestutzte Kontrolle
eines adaquaten Verschlusses der A. cerebri media in allen Gruppen
wahrend des gesamten Experimentes eine Filamentdislokation mit
intermittierender Reperfusion oder eine GefaRperforation ausgeschlossen.'?
Unter diesem Gesichtspunkt scheinen daher eher pharmakologische Effekte
fur die beobachtete Erweiterung des therapeutischen Fensters milder
Hypothermie verantwortlich zu sein. Bisher konnte man nur bis zu einer
postischamischen Verzogerung der milden Hypothermie von 120 Minuten
noch einen zerebroprotektiven Effekt nachweisen.’®%

So war gezeigt worden, dass das therapeutische Fenster von Magnesium,
appliziert in einem Rattenmodell, bei dem ein Verschluss der MCA mittels
Embolisation eines autologen Thrombus erreicht wurde, 6 Stunden nach
Initiation der Ischamie betragt.” Bei globaler Ischamie konnte sogar ein
neuroprotektiver Effekt auf die CA1 Region des Rattenhippocampus
nachgewiesen werden, wenn Magnesium 24 Stunden nach Ischamie
gegeben wurde.”™ Eine klinische Pilot-Schlaganfallstudie beschrieb nach
Magnesiumgabe eine geringere Letalitdt und Pflegebedurftigkeit der
Patienten,’”  wahrend Daten  aktueller  Multizenterstudien  noch
ausstehen.?1%°

Obwohl die RANTTAS-Studie, bei der Tirilazad in einem Median von 4,3
Stunden nach Ischamie gegeben worden war, 1996 aufgrund einer
Interimanalyse, die keinen nachweisbaren Effekt zeigte, beendet wurde,?
gibt es experimentelle Daten, die ein therapeutisches Fenster von mindestens
3 Stunden nach Induktion einer temporaren fokalen Ischamie vermuten
lassen.” Ein méglicher Grund fiir den fehlenden Effekt von Tirilazad bei
klinischen Schlaganfallstudien konnte die Tatsache sein, dass Uber 75% der
Patienten Tirilazad nach mehr als 3 Stunden bekommen hatten.” Nach SAB
hingegen konnte ein neuroprotektiver Effekt nachgewiesen werden.®'628187
Aulerdem scheint die Wirksamkeit von Tirilazad bei temporarer Ischamie

8

ausgepragter zu sein als bei permanenter Ischamie,’®® was auch durch

Untersuchungen gestutzt wird, die zeigten, dass besonders viele freie
Radikale in der ischamischen Penumbra und nach Reperfusion gebildet

werden. %113
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Bei Patienten mit embolischem Verschluss einer hirnversorgenden Arterie
wird eine Lysetherapie mit tPA immer haufiger durchgefiihrt.® Christou und
Mitarbeiter®’ verabreichten einen tPA Bolus 132+/-54 Minuten nach Auftreten
von Symptomen einer zerebralen Ischamie. Im Mittel 251+/-171 Minuten nach
Beginn des Schlaganfalls konnte dopplersonographisch eine Rekanalisation
nachgewiesen werden. Hier kam es bei 30% der Patienten zu einer
vollstandigen und bei 40% der Patienten zu einer partiellen Rekanalisation.

Es ist denkbar, dass eine milde Hypothermie das therapeutische Fenster
nach fokaler zerebraler Ischamie erweitert und so einem Radikalfanger wie
Tirilazad ermdoglicht, noch mehrere Stunden nach kompletter oder partieller

Reperfusion einen Effekt zu zeigen.

4.2.2 Teil llIA und lIB: MTH vs. Kontrolle vor permanenter Ischamie —
chronische und akute Versuchsgruppen

MTH hemmt bei temporarer Ischamie sowohl bei Gabe vor als auch wahrend
und sogar bis zu mindestens 180 Minuten nach Beginn der Ischamie effektiv
die Infarktentwicklung und verbessert die neurologische Erholung. In Teil Il
unserer Untersuchungen beschaftigten wir uns mit der Frage nach dem
neuroprotektiven Potential der Kombinationstherapie bei permanenter
Ischamie, da haufig klinische Situationen bestehen, in denen eine
Neuroprotektion im Rahmen einer permanenten zerebralen Ischamie
wuinschenswert ware.

Hierzu gehoéren Situationen, in denen keine Lysetherapie durchfihrbar ist
oder sich trotz Lysetherapie ein verschlossenes Gefaly nicht wiedereroffnen
Iasst. Es resultiert eine permanente Gefallokklusion.

Auch im Rahmen von neurochirurgischen Operationen kann es zu

dauerhaften Gefallverschlissen kommen.
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Betrachtet man zunachst die Einzelkomponenten von MTH, so gibt es in der

Literatur unterschiedliche Angaben zur Effektivitat bei permanenter Ischamie:

(1) Hypothermie: Zahlreiche Autoren konnten bei pra- oder intraischamischer
Applikation von systemischer milder oder moderater Hypothermie einen
protektiven Effekt zeigen. 894117157

Morikawa et al.’® hingegen konnten nach einer Uberlebenszeit von 3 Tagen
keine neuroprotektive Wirkung der Hypothermie bei permanenter
Mediaokklusion mehr nachweisen. Allerdings wurde durch die
Temperaturveranderung das topographische Muster der Kkortikalen
Infarzierung verandert. Ahnliche Ergebnisse erhielten auch Ridenour et al.,'??
als sie bei lhren Experimenten wahrend der ersten beiden Stunden Ischamie
eine milde Hypothermie von 33°C induzierten und nach 4 Tagen planimetrisch
das Infarktvolumen bestimmten. Die behandelten Tiere zeigten weder ein

besseres neurologisches Outcome noch eine Reduktion der Infarzierung.

Generell Iasst sich bei permanenter Ischamie im Vergleich zur Anwendung
bei temporarer Ischamie sagen, dass in Abhangigkeit von Dauer der
Hypothermie, Zeitpunkt der Induktion und Grad der Abkuhlung ein Effekt bei
langeren Uberlebenszeiten von einigen Tagen bis Wochen geringer
ausgepragt oder gar nicht mehr nachzuweisen ist.>>** Doerfler at al.>® zeigten
in einer aktuellen Studie, dass eine signifikante Reduktion des
Infarktvolumens durch milde Hypothermie nach 6 Stunden Ischamie schon
nach 24 Stunden nicht mehr nachweisbar war. Bei Kombination von
Hypothermie mit einer dekompressiven Kraniotomie war der Effekt von Dauer
und starker ausgepragt als bei alleiniger Kraniotomie. Diese Studie unterstutzt
damit erneut die Forderung nach einer Kombination der Hypothermie mit

anderen zerebroprotektiven MalRnahmen.

(2) Tirilazad und Magnesium: Uneinigkeit besteht bei den Autoren auch
hinsichtlich der Wirksamkeit von Tirilazad und Magnesium bei permanenter
Ischamie. Wahrend Yang et al.’™ bei Applikation von Magnesiumsulfat 6

Stunden nach permanenter Mediaokklusion noch einen positiven Effekt auf
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Mortalitat, neurologische Erholung und Infarktvolumen sahen, konnten Xue at

al."®® nur bei temporarer Ischamie eine Wirkung von Tirilazad nachweisen.

Vergleicht man die Ergebnisse von Teil IIA (chronische Versuchsgruppen)
und 1IB (akute Versuchsgrupen) der aktuellen Studie und setzt sie in
Beziehung zu den Ergebnissen von Teil | (temporare Ischamie), so lasst sich
Folgendes feststellen:

(1) Nach 6 Stunden Ischamie zeigt sich eine signifikante Reduktion des
Infarktvolumens bei den mit MTH behandelten Tieren im Vergleich zu den
Kontrolltieren. Diese neuroprotektive Wirkung auf die Infarktentwicklung lasst
sich in den chronischen Versuchsgruppen nach 7 Tagen nicht mehr
nachweisen. Zu diesem Zeitpunkt sind die Infarktvolumina in Therapie- und
Kontrollgruppe annahernd gleich.

(2) Betrachtet man nur die Kontroligruppe, so fallt auf, dass der Infarkt
wahrend der postoperativen Beobachtungszeit (6 Stunden vs. 7 Tage) etwas
kleiner geworden ist. Dies lasst sich mit der in den ersten 3 Tagen nach
Ischamieinduktion ausgepragten Odembildung erklaren.®?

Es scheint also nur der Infarkt in der Therapiegruppe gewachsen zu sein, ein

Phanomen, das in der Literatur beschrieben ist®®

und sich beispielsweise
durch eine vorribergehende Unterdriickung der Odemkomponente durch die
Hypothermie erklaren lielRe.

(3) Generell war das neurologische Outcome bei allen Tieren schlechter als in
friheren Studien unserer Arbeitsgruppe mit temporarer Ischamie, die Tiere
der Kontrollgruppe erholten sich wahrend der gesamten 7 postoperativen
Tage nicht. Dies zeigt sich im Vergleich zum ersten Teil dieser Arbeit wie
auch im Vergleich zu einer 1999 publizierten Studie'?® mit Gabe von MTH vor
temporarer Ischamie. Zusammenfassend erholten sich hier die Tiere der
Kontrollgruppe langsamer als in der therapierten Gruppe, trotzdem hatten am
Ende der siebentagigen Untersuchungsperiode einige der Kontrolltiere und
keines der mit MTH therapierten Tiere ein neurologisches Defizit mehr.

Kawamura et al.??

zeigten in direktem Vergleich, wie sich Tiere mit einer
permanenten Ischamie bei grolRerem Infarkt und schlechterer
Gewichtsentwicklung auch neurologisch schlechter erholten als Tiere mit

temporarer Ischamie.
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(4) In den Versuchen mit permanenter Ischamie zeigen sich also im Vergleich
zur temporaren Ischamie bei keinem dauerhaften Effekt der
Kombinationstherapie auf die Infarktbildung gréRere Infarkte, ein schlechteres
neurologisches Outcome und eine schlechtere Gewichtsentwicklung. Man
sieht allerdings eine in Diskrepanz zur Infarktbildung stehende relativ bessere
Erholung der therapierten Tiere. Hierfir waren mehrere Erklarungen denkbar:
Eine Verbesserung der neurologischen Funktion nach Ischamie kann durch
eine graduelle Abnahme des Hirnddems und Verkleinerung der Lasion
bedingt sein.'®" Aber auch andere Kompensationsmdglichkeiten im Sinne der
neuronalen Plastizitit werden diskutiert.*>'*>"® Hierbei kénnen gestorte
Hirnfunktionen durch andere Areale (ibernommen werden. Ni et al.’® konnten
nach permanenter MCA-Okklusion eine Atrophie der ipsilateralen Substantia
nigra reticulata (SNR) nachweisen, die sich einhergehend mit einer besseren
neurologischen Erholung der behandelten Tiere nach Applikation eines
AMPA-Antagonisten zuruckbildete. Bemerkenswerterweise waren von diesem
Effekt die primaren kortikalen und subkortikalen Infarkte unbeeinflusst.

5 als auch

Andere Arbeiten konnten sowohl durch NMDA-Antagonismus14
durch milde Hypothermie” direkte pathophysiologische Zusammenhénge zu

einer besseren funktionellen Erholung herstellen.
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5 Zusammenfassung

Nach wie vor sind die therapeutischen Maoglichkeiten bei einem ischamischen
Schlaganfall noch nicht ausgeschopft. Viele potentiell neuroprotektive
Substanzen zeigten sich im Tierexperiment als auRerordentlich wirksam, in
der Klinik waren jedoch nur geringe Erfolge zu verbuchen. Mit zunehmendem
Verstandnis der pathophysiologischen Zusammenhange bei der zerebralen
Ischamie ergaben sich neue therapeutische Ansatze. Trotzdem wurde schnell
deutlich, dass auch pathophysiologisch orientierte Monotherapien oft nicht
den gewlnschten Effekt zeigten. Ein mdglicherweise weiterfihrendes
Konzept besteht darin, verschiedene therapeutische Ansatze zu kombinieren
und auf Synergismen hin zu untersuchen. So wurde in unserer Arbeitsgruppe
der ,Minchner Cocktail®* MTH, bestehend aus Magnesium, Tirilazad und
milder Hypothermie, entwickelt. Die Kombination erwies sich im
Tierexperiment bei Gabe vor einer temporaren fokalen Ischamie als
aullerordentlich wirksam und zeigte hinsichtlich neurologischer Erholung,
Gewichtsentwicklung und Reduktion des Infarktvolumens wesentlich bessere
Effekte als die neurochirurgische Standardtherapie.

Diese Ergebnisse lieferten die experimentelle Grundlage fir eine klinische
Studie, die im Juli 2000 in der Neurochirurgischen Klinik des Klinikums
Grol3hadern begonnen wurde und das Outcome bei perioperativer Therapie
mit Magnesium, Tirilazad und moderater Hypothermie mit der bisher uUblichen
neuroprotektiven Therapie aus Barbiturat, Nimodipin und Dexamethason bei
inzidentellen Aneurysmen zerebraler Gefalde vergleicht.

Ziel des aktuellen Projektes war es, den bei einer neurochirurgisch
orientierten Fragestellung (,pre-treatment” vor temporarer Ischamie) so
erfolgreichen Cocktail auch auf seine Wirksamkeit bei einem ischamischen
Schlaganfall (,post-treatment® bei temporarer bzw. permanenter Ischamie) hin
zu untersuchen. Als experimentelles Modell fur die Versuche zur temporaren
und permanenten Ischamie verwendeten wir das Intraluminale Fadenmodell
nach Koizumi et al.,85 bei dem mittels eines Uber die A. carotis interna

vorgeschobenen Fadens der Abgang der A. cerebri media verschlossen und
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dadurch eine fokale Ischamie induziert wird. Die Ergebnisse der vorliegenden
Arbeit lassen sich wie folgt zusammenfassen:

(1) Das neuroprotektive Potential von MTH bei temporarer Ischamie konnte in
Fortsetzung der positiven Ergebnisse fruherer Arbeiten unserer Arbeitsgruppe
nun auch bei Gabe wahrend und nach einer Ischamie bestatigt werden.
Unseres Wissens ist dies die erste Studie, die eine Anwendung von
postischamischer Hypothermie mit einer Verzogerung der Therapie bis zu 300
Minuten nach Induktion einer experimentellen Ischamie untersucht hat. Bis zu
180 Minuten nach Induktion lie® sich die InfarktgrofRe bei den therapierten
Tieren im Vergleich zur Kontroligruppe signifikant reduzieren. Am
ausgepragtesten war die Wirkung auf den kortikalen Infarkt. Der Effekt auf die
neurologische Erholung war an den ersten beiden postoperativen Tagen in
den Gruppen mit Gabe des Cocktails bis einschlieBlich 180 Minuten nach
Einleitung der Ischamie signifikant. Der kombinierte Therapieansatz scheint
also auch fiur die in der klinischen Realitat haufig verzégerte Behandlung
eines Schlaganfalles geeignet zu sein.

(2) MTH erwies sich bei permanenter Ischamie im Vergleich zu den
Versuchen mit temporarer Ischamie als weniger wirksam. Ein signifikanter
Effekt auf die Infarktentwicklung war nach 6 Stunden permanenter Ischamie
zu beobachten. Allerdings liel® sich diese Wirkung nach 7 postoperativen
Tagen nicht mehr nachweisen, was wir anhand einer zweiten Versuchsreihe
zeigen konnten, bei der wir die eigenen Ergebnisse uberpriuften. Trotzdem
zeigten die behandelten Tiere im 7-tagigen Beobachtungszeitraum eine
bessere neurologische Erholung (signifikant an Tag 6 und 7) und
Gewichtsentwicklung (signifikant an Tag 7). Zusammenfassend haben wir
unsere eigenen Ergebnisse prospektiv und randomisiert im Tierexperiment
Uberpruft. Wir konnten in samtlichen durchgeflhrten Versuchsreihen das
neuroprotektive Potential des neu entwickelten kombinierten
Therapiekonzeptes ,Munchner Cocktail® bestatigen. So stellt MTH unseres
Erachtens auch einen hoffnungsvollen Ansatz zur Therapie von Patienten mit
anhaltendem Verschluss einer hirnversorgenden Arterie dar. Dies lasst sich
vor allem durch die positive Beeinflussung des in der Klinik bedeutendsten

Outcomeparameters, der funktionellen neurologischen Erholung, begrinden.
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