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1. Einleitung

1.1. Vorwort

Der Begriff Ischdmie bedeutet eine Minderdurchblutung oder ein vollstindiger Ausfall der
Durchblutung eines Gewebes oder eines Organs. Je nach Ausmal} der Ischimie kommt es zu
Storungen der Funktion, des Metabolismus und letztlich der anatomischen Struktur [40]. Eine
Ischdmie im Gehirn des Menschen hat, aufgrund der hohen Durchblutung und der grof3en
Stoffwechselleistung des Gehirns, hier besondere Bedeutung.

Grundsitzlich wird zwischen einer globalen und einer fokalen Form der zerebralen Ischimie
unterschieden [95]. Im Fall einer globalen Ischdmie des Gehirns liegt eine
Durchblutungsabnahme vor, die den Grofiteil des gesamten Gehirns betrifft. Ursachen hierfiir
konnen ein plotzlicher Herz-Kreislaufstillstand, z.B. nach einem Herzinfarkt, eine arterielle
Hypotension, z.B. aufgrund von Herzrhythmusstorungen oder ein starker Blutverlust im
Rahmen eins Polytraumas sein.

Dagegen liegt bei der fokalen zerebralen Ischdmie eine Abnahme der Durchblutung nur in
einem bestimmten Bereich des Gehirns vor, z.B. im Versorgungsgebiet einer intrakraniellen
Arterie. Die Ursachen hierfiir liegen hauptsichlich in Stenosierungen oder einem kompletten
Verschluss einzelner Hirnarterien aufgrund von mikro- oder makroangiopathischen
Veranderungen, durch Embolien aus zufiihrenden Gefdlen oder dem Herzen. Aber auch
Thrombosierungen oder Abflussstdrungen in vendsen Hirnvenen durch einen Tumor oder
durch eine posttraumatische Hirnschwellung kénnen einen ischdmischen Infarkt ausldsen [69].
Dieser fokale Durchblutungsabfall liegt dem Schlaganfall, oder Apoplex cerebri, ursidchlich
zugrunde.

Der Schlaganfall ist definiert als ein neurologisches Defizit bedingt durch eine akute fokale
Storung des zentralen Nervensystems aufgrund einer vaskuldren Ursache [91]. Je nach
Atiologie unterscheidet man zwischen einem, durch eine umschriebene Durchblutungsstérung
des Gehirns bedingten, ischdmischen Schlaganfall (ca. 80-85% der Fille) oder einem, durch
eine intrakranielle Blutung ausgeldsten, hdmorrhagischen Schlaganfall (ca. 15-20 % der Fille).
Davon abzugrenzen ist die TIA, die sogenannte transitorisch ischdmische Attacke, die nach
neueren Richtlinien definiert wird als eine kurze Episode einer neurologischen Storung
aufgrund einer fokalen zerebralen Ischdmie. Im Gegensatz zum Schlaganfall kommt es hierbei

allerdings nicht zu einer anhaltenden zerebralen Infarzierung [34].



Da der Schlaganfall eine komplexe Erkrankung darstellt, die verschiedene Ursachen haben
kann, wurden bereits vor einigen Jahrzehnten verschiedene Einteilungen des Schlaganfalls
vorgestellt. Hierbei war das Ziel, fiir den jeweiligen Schlaganfalltyp die richtige Therapie und
eine Vorhersage fiir das zukiinftige Risiko eines erneuten Schlaganfalls zu finden. So wurde
unter anderem 1993 die TOAST-Klassifikation (Trial of Org in acute stroke treatment)
vorgestellt, um den Erfolg einer bestimmten Antikoagulationstherapie fiir verschiedene
Schlaganfalltypen aufzuzeigen. Zwar stellte sich heraus, dass das eingesetzte Antikoagulanz
keinen Effekt fiir die verschiedenen Schlaganfalltypen hatte, die Klassifikation wurde aber fiir
verschiedene andere Zwecke, wie zum Beispiel das Ermitteln von Risikofaktoren oder
genetischen Merkmalen weiterhin verwendet. Im Jahr 2003 wurde das CCS (Causative
Classification System) vorgestellt, um eine evidenzbasierte Ursachenklassifikation des
Schlaganfalls unter Einbeziehung verschiedener neuerer Untersuchungstechniken, wie zum
Bespiel der diffusionsgewichteten Kernspintomographie, zu etablieren. Dabei erfolgte auch
hier die Einteilung in 5 Gruppen mit Unterteilung in verschiedene Untergruppen, wie bei der
TOAST-Klassifikation [21]. 2011 wurde von Gao et al. die CISS-Klassifikation (Chinese
Ischemic Stroke Classifikation) mit dem Ziel einer noch genaueren Unterteilung eines
Schlaganfalls, initiiert. Diese Einteilung besteht aus 2 Teilen. Zuerst wird der Schlaganfall,
basierend auf der TOAST-Klassifikation, in 5 Gruppen unterteilt. Im zweiten Teil erfolgte die

Eingruppierung anhand des zugrundeliegenden pathophysiologischen Mechanismus [36].

Die medizinische und auch wirtschaftliche Bedeutung des Schlaganfalls fiir eine Bevolkerung
wird durch die von der American Heart Association im Jahr 2009 vorgestellten Zahlen fiir die
amerikanische Bevolkerung verdeutlicht. Demnach ereignet sich in den USA im Durchschnitt
alle 40 sec. ein Schlaganfall. Alle 4 Minuten verstirbt ein Schlaganfallpatient. Da die
Gesellschaft immer élter wird, wird die Anzahl an Schlaganféllen wahrscheinlich steigen. Bei
allen Uberlebenden eines Schlaganfalls kommt es in 70% der Fille zu einer verminderten
Arbeitsfahigkeit, 30% der Patienten brauchen Hilfe im Alltag. Fiir das Jahr 2010 wurden in den
USA die geschitzten Gesundheitskosten fiir Schlaganfallpatienten auf ca. 74 Milliarden Dollar
geschétzt. Der Schlaganfall ist die zweithdufigste Todesursache weltweit [69].

Durch neue therapeutische Ansédtze und Entwicklungen konnte der Anteil pflegebediirftiger

Patienten nach einem Schlaganfall reduziert wird [12].



1.2.  Pathophysiologie der zerebralen Ischdmie

Kommt es zu einer fokalen zerebralen Ischdmie, fiihrt diese zu einem fast kompletten Ausfall
der Durchblutung im Kern der Ischdmie. In diesem umschriebenen Gebiet kommt es innerhalb
von Minuten zum irreversiblen Zellsterben. Um diesen Kern herum nimmt die Durchblutung
zwar auch ab, aber sie liegt noch oberhalb der Schwelle, die den Zelluntergang bedingt. Dieses
Gebiet wird als Penumbra bezeichnet und sie enthdlt Gehirnzellen, die, bei Erholung der
Durchblutung innerhalb einer bestimmten Zeit, ihre Funktion wiederaufnehmen kénnen. Hier
lag ein wesentlicher Therapieansatz der letzten Jahrzehnte [111].

Intrazellulir kommt es nach der Minderung der Hirndurchblutung aufgrund des weiter
anhaltenden Verbrauchs von ATP zu einer Abnahme desselben und zur Ausbildung einer
Laktatazidose. Dies fiihrt zu einem Zusammenbruch der Ionenhdmostase in den Nervenzellen.
Im weiteren Verlauf werden Neurotransmitter freigesetzt sowie deren Wiederaufnahme
verringert, vor allem Glutamat, dem wichtigsten exzitatorischem Neurotransmitter. Dessen
Bindung an verschiedene Rezeptoren lisst Calcium, Natrium und Wasser in die Zellen flieen.
Der intrazellular erhohte Calciumspiegel aktiviert unter anderem Phospholipase und Proteasen
[67],was zu Zerstorung von Nervenzellmembranen fiihrt, wohingegen der gleichzeitig
stattfindende Natrium- und Wassereinstrom zu Zellschwellung, Odem und Abnahme des
Extrazelluldrraums fiihrt. Zusdtzlich fiihren die oben genannten Verdnderungen zu einer
Aktivierung der mitochondrialen Bildung von Sauerstoffradikalen und Prostaglandinen. [70].
Neben diesen werden weitere Prozesse angestoen, wie zum Beispiel die
Lipooxygenasekaskade [82], die Aktivierung von PARP [62], um nur Einige zu nennen. Sie
fiihren zu Nekrose, Zelltod und Zellabbau [86].

Auch der negative Einfluss von sogenannten ‘cortical spreading depression’ (CSD), also eine
starke Depolarisierung von Neuronen wihrend einer zerebralen Ischdmie, fiihrt zu einer
InfarktvergroBerung [78].

Diese oben genannten Prozesse fithren schlielich zu einer Aktivierung des Immunsystems und
dem Auftreten von Entziindungszellen [51] [71].

Kommt es im Verlauf zu einer Erholung der Durchblutung, so ist dies zwar iiberlebenswichtig
fiir die Gehirnzellen, die noch nicht abgestorben sind. Allerdings fiihrt die Reperfusion auch

zum sog. ‘secondary brain injury’, und somit zu einem zusétzlichen Schaden im Gehirn.
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Bereits 1993 konnten Banati et al [4] zeigen, dass aktivierte Mikroglia, also die ortsstdndigen
Immunzellen des ZNS, sich in der Ndhe der Lision sowie der Penumbra ansammelt. Dabei
stellte sich in neuerer Zeit heraus, dass diese Immunzellen nicht nur negativen Einfluss auf das
ZNS haben, sondern sowohl modulierend als auch schiitzend auf entziindliche Prozesse im ZNS

einwirken konnen [74] [100].

1.3.  Aktivierung von Leukozyten bei der zerebralen Ischimie

Barone et al. zeigten 1992 in Versuchen an Ratten, dass sich bei der fokalen zerebralen Ischdmie
neutrophile Granulozyten sowohl innerhalb als auch auBerhalb von Venolen im Gehirn
anreicherten [7]. Clarke et al. zeigten 1994, dass polymorphkernige Leukozyten in einem
Zeitraum von Minuten bis zu einigen Stunden im Gehirngewebe auftraten [23].

Neben diesen Feststellungen ist heutzutage allgemein anerkannt, dass die Ischdmie eine lokale
Entziindungsreaktion im betroffenen Gehirngebiet induziert und diese wiederum zu einer
Aktivierung von verschiedenen Zellarten fithrt. Am Ende einer Kaskade kommt es, neben einer
gesteigerten Produktion von Sauerstoffradikalen und einer gestorten
Bluthirnschrankenfunktion, zu einer gesteigerten Expression von Adhisionsmolekiilen auf
Endothelzellen und zu einem Verschluss von Kapillaren durch Leukozyten. Diese Prozesse
bedingen die Entstehung und Entwicklung eines Infarktes [114].

Die oben erwédhnten Adhésionsmolekiile fordern das Rollen und Sticken von Leukozyten am
GefidBendothel bei Ischdmie/Reperfusion. Das Adhédsionsmolekiil P- Selectin ist hierbei fiir das
Leukozytenrollen verantwortlich, wahrend das feste Anheften von Leukozyten, das sogenannte
,Sticken’, am GefiaBBendothel durch Beta-2-Integrine vermittelt wird [52].

Danton et al. vertraten die These, dass es nach dem festen Anheften der Leukozyten zu einem
Auswandern dieser in das umliegende ischdmische Hirngewebe kommt und sie dort mit
Astrozyten und der ortsstandigen Mikroglia reagieren [26].

Sowohl Astrozyten als auch die Mikroglia werden durch eine Ischdmie aktiviert und bilden
entzlindungsférdernde Zytokine, die wiederum zur einer weiteren Leukozytenrekrutierung und
Expression von Adhésionsmolekiilen fiihren. Weiterhin wird vermutet, dass es dann zu einer
Reaktion der Astrozyten mit den ins Hirngewebe eingewanderten Leukozyten kommt und die
wiederum zu einer Freisetzung von Zytokinen fiihrt, unter anderem Il-1, TNFo und MCP-1 [2].
Beck et al. konnte an einem Model der globalen zerebralen Ischédmie in der frithen Reperfusion
einen signifikanten Anstieg rollender, als auch fest am GefdBendothel von postkapilldren

Venolen anheftender Leukozyten intravitalmikroskopisch feststellen [8].
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Eine Arbeit von Beray-Berthat et al. aus dem Jahr 2003 konnte an einem Rattenmodell und 2-
stiindiger fokaler zerebraler Ischimie eine Reduktion des postischdmischen Schadens im
ipsilateralen Cortex nach Gabe von Vinblastin zeigen, woraus geschlossen wurde, dass
Leukozyten am postischdmischen Hirnschaden groen Anteil haben [11].

Lehmberg et al. zeigte 2006 in seiner Arbeit, dass ein P-Selectin-Antikérper zwar das Rollen
der Leukozyten am Gefdflendothel nach globaler zerebraler Ischdmie reduzierte, aber weder
einen Effekt auf das feste Anheften von Leukozyten am GefiBendothel noch auf das Uberleben
der Tiere im Verlauf hatte [64].

Die Arbeitsgruppe um Jin et al. schlussfolgerte aus seinen Untersuchungen, dass P-Selectin-
Expression zur Storung der Blut-Hirnschranke 24 Stunden nach transienter fokaler zerebraler
Ischidmie beitragt [54].

Durch intravitalmikroskopische und immunhistologische Untersuchungen konnten Hermann et
al. vorweisen, dass Leukozyten im ischdmischen Hirnareal akkumulieren und priadisponierend
sind fiir den sekundiren Hirnschaden, ein Hirnddem und ein schlechteres neurologisches
Outcome [50].

Die auf diesen oben genannten Uberlegungen basierenden und in Tierexperimenten teilweise
erfolgreich angewandten Therapien, konnten in der klinischen Anwendung am Menschen
allerdings bisher nicht liberzeugen

Eine Arbeit von Enzmann et al. aus dem Jahr 2013 zeigte sogar, dass es in der frithen Phase der
Ischdmie gar nicht zu einem Auswandern der Leukozyten in das geschidigte Hirngewebe
kommt, sondern das die HirngefdBe im infarzierten Gebiet der Ort sind, an dem Leukozyten
aktiv sind [35].

Aus den oben genannten experimentellen Ergebnissen von Beck et al. und Lehmberg et al.
sowie den doch unterschiedlichen Ergebnissen und Schlussfolgerungen der aktuellen
Forschung war dieses Projekt beziiglich Material und Methoden, Versuchsmodel und Ablauf

eine logische Folgerung.
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1.4.  Stand der Forschung

Bereits im Jahr 1968 beschrieben Ames und Mitarbeiter erstmals, dass die Ischdmie die
Eigenschaften von Blut verdndert und dadurch die Rezirkulation bei der globalen Ischimie
beeintrichtigt [1]. Der Aktivierung von neutrophilen Granulozyten wird dabei eine besondere
Rolle zugeschrieben [27]. Hallenbeck [46] und del Zoppo [28] haben eine Haufung von weillen
Blutkorperchen im ischdmischen Hirngewebe gefunden mit Verschluf von Mikrogefdafen
durch diese Zellen. Neben dem Eindringen dieser Blutkorperchen [37] [38] ist es regelhaft
beobachtet und bestétigt worden, dass eine Unterbindung dieses Vorganges, u. a. durch Anti-
Leukozytenserum [10] oder Antikorper gegen Adhédsionsmolekiile [14] [20] [101] [96] bei der
zerebralen Ischdmie protektiv ist, ebenso durch die Verwendung genetisch verdnderter Mause
mit eingeschrinkter Leukozytenfunktion [24] [85].

Es gibt zahlreiche Untersuchungen die gezeigt haben, dass es zu einer Aktivierung von
Leukozyten wéhrend der fokalen zerebralen Ischimie kommt [49].

Die unterschiedlichen Ergebnisse auf diesem Forschungsgebiet lassen sich nicht immer
vergleichen, da sowohl die Versuchsanordnung, als auch die Tierspezies selten gleich sind.
Die Hypothese, dass Leukozyten als Mediatoren des zerebralen Sekunddrschadens fungieren
konnen erfordert ihre Aktivierung und Akkumulation bei Ischdmie und Reperfusion, sowie eine

Abhingigkeit der Gewebeschddigung vom Ausmal der Leukozytenaktivierung.

13



1.5. Ziel der Studie

Ziel dieser Arbeit war es, die Bedeutung der Leukozyten-Endothelinteraktionen in der
Pathophysiologie der transienten fokalen zerebralen Ischdmie zu untersuchen.

Hierfiir war zunéchst notwendig:

1. Etablierung eines akuten und chronischen experimentellen Modells zur Analyse der
Mikrozirkulation unter besonderer Bertiicksichtigung von Leukozyten-

Endothelinteraktionen und Kldrung von Ausmal und Kinetik der auftretenden Phianomene.

Die Auswirkungen der Leukozytenaktivierungen sollte dann anhand der folgenden

Untersuchungen erfasst werden:

2. Quantifizierung des Gewebeschadens nach transienter fokaler zerebraler Ischimie anhand

histologischer Untersuchungen in den betroffenen Hirnarealen.

3. Ermittlung des funktionellen Outcomes der Versuchstiere durch Untersuchung auf

neurologische Defizite, Gewichtsverlust und Verhaltensauffalligkeiten.

4. Beurteilung der Ischdmietiefe in Bezug auf das neurologische Defizit, die Infarktgrofle und

die Leukozyten-Endothelinteraktionen.

Als zentraler Teil der Methodik wurde die intravitale Fluoreszenzmikroskopie gewéhlt. Dieses
Verfahren ermoéglicht die direkte Darstellung der mikrovaskuldren Durchblutung und die
quantitative Beurteilung von zelluldren Interaktionen und Verdnderungen des GefidBbettes in
verschiedenen Organen.

Durch das Uberleben der Tiere nach der Akutphase des Versuches konnten die Tiere noch iiber
4 Tage neurologisch untersucht werden und anschlieBend der histologische Gewebeschaden
analysiert werden. Eine weitere Versuchsreihe mit Durchfiihrung der Intravitalmikroskopie 12
— 96 Stunden nach Ende einer 2-stiindigen transienten fokalen zerebralen Ischdmie konnte
auftretende Leukozyten-Endothelinteraktionen zu einem deutlich spateren

Untersuchungszeitpunkt gegeniiber der ersten Versuchsreihe darstellen.
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2. Material und Methoden

Die Untersuchungen fiir die vorliegende Arbeit erfolgten in den Jahren von 1999 bis 2001 am
Institut fiir chirurgische Forschung der Ludwig-Maximilians-Universitat Miinchen (ehemaliger

Direktor: Prof. Dr. med. Drs h.c. mult. K. Mef3mer).

Der im Folgenden beschriebene Versuchsaufbau erfolgte an dem bereits von Beck et al.
beschriebenen und etablierten Versuchsautbau zur Untersuchung der Leukozyten-

Endothelinteraktionen bei der globalen Ischédmie [8].

2.1.  Versuchstiere und Haltung

Als Versuchstiere wurden Mongolische Wiistenrennméuse (Meriones unguiculatus), auch als
Gerbil bezeichnet, miannlichen Geschlechts, einem Alter zwischen 3- 6 Monaten und einem
Korpergewicht von 60 — 80g verwendet.

Die Haltung erfolgte im institutseigenen Tierstall. Dort wurden die Wiistenrennméuse in
Macrolonkéfigen vom Typ 3 bei einer Raumtemperatur von 22°C, einer Luftfeuchtigkeit von
60% und einem kunstlichtgesteuerten 12-stiindigen Tag-/ Nachtzyklus gehalten. Nach
Abschluss des Akutversuches wurden die Tiere zur postoperativen Beobachtung jeweils einzeln
in einem Kéfig untergebracht. Die frei zugéngliche Nahrung bestand aus Trockenfutter (Fa.
Ssniff Spezialdiédten, Soest, mit 18.000 L.E./kg Vit. A, 1280 L.E./kg Vit. D3 und 120mg/kg Vit.
E) und Trinkwasser je nach Bedarf der Tiere.

2.2.  Experimentelles Modell

2.2.1. Narkose

Die Narkose erfolgte widhrend des gesamten Versuches mit dem Inhalationsanésthetikum
Halothan (Halothan Hoechst®, Hoechst AG, Frankfurt am Main), welches stark narkotisch und
gering analgetisch wirkt. Zu Versuchsbeginn wurden die Tiere unter eine Plexiglashaube
gelegt, in die ein Gasgemisch aus Luft, angereichert mit Sauerstoff auf 25% Volumenanteil und
Halothan 4% Volumenanteil, eingeleitet wurde. Mit Hilfe eines Oxymeters (Oxidig,
Driagerwerke AG, Liibeck) wurde die inspiratorische Sauerstofffraktion kontinuierlich
gemessen. Fiir die gesamte Versuchsdauer erhielten die spontanatmenden Tiere eine

Maskennarkose iiber einen zurechtgeschnittenen Spritzenkopf einer 20ml Spritze (20ml
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Spritze, Braun Melsungen AG, Melsungen), der iiber die Schnauze der Tiere gesetzt wurde.
Das Gasgemisch mit einem Volumenanteil von 0,4% bis 1,5% Halothan und einem konstanten
Fluss von 0,5 I/min, wurde iiber einen Gummischlauch, der in den Spritzenkopf eingelassen
war, den Tieren zur Einatmung angeboten. Zur Absaugung der Narkosegase diente ein zweiter,
ebenfalls in den Spritzenkopf eingelassener Gummischlauch. Der im Einatmungsgemisch
enthaltene Volumenanteil Halothan wurde fiir jedes Tier zu dem jeweiligen Versuchszeitpunkt

individuell eingestellt, um einen konstanten mittleren arteriellen Blutdruck aufrecht zu erhalten.

2.2.2. Temperatur

Um eine konstante Korpertemperatur wihrend der Priparations- und Versuchsdauer zu
erhalten, wurden die Tiere auf eine auf 37°C erwirmte Heizplatte (Fa. Effenberger, Pfaffing)
gelegt. Diese war mit einer rektal eingefiihrten Temperatursonde (Fa. Effenberger, Pfaffing)
riickgekoppelt, um ein Auskiihlen oder Uberwirmen der Tiere zu vermeiden. Die parietale
Schidelkalotte wurde mit einer ebenfalls 37°C warmen isotonen Kochsalzldsung

superperfundiert, um eine lokale Hypothermie zu verhindern.

2.2.3. Arterieller und venoser Katheter

Die im Folgenden beschriebenen mikrochirurgischen Préparationen erfolgten mit Hilfe eines
Operationsmikroskops (Fa. Zeiss, Oberkochen). Fiir die kontinuierliche mittlere arterielle
Blutdruckmessung, wurde den Gerbilen ein Kunststoftkatheter (AuBendurchmesser 0,61 mm ,
Innendurchmesser von 0,28 mm) der Fa. Portex (Hythe, England) in die A. caudalis gelegt.
Mittels Perfusorpumpe (Perfusor secura, Fa. B. Braun, Melsungen) wurde ein kontinuierlicher
FluB mit einer Rate von 0,2 ml/h einer isotonen Kochsalzlosung (Fa. Fresenius, Bad Homburg)
aufrechterhalten. Er war iiber einen Druckschlauch, der mit Kochsalzlsung gefiillt war, an
einem Druck-Transducer (DTX Plus, Fa. Spectramed, Diisseldorf) angeschlossen. Der
Transducer war mit einem Messaufnahmesystem (Servomed SMS 308, Fa. Hellige GmbH,
Freiburg im Breisgau) verbunden, das den aktuellen Blutdruck anzeigte.

Zur Applikation der Fluoreszenzfarbstoffe zu Beginn und wéhrend des Versuches wurde
auflerdem noch ein vendser Zugang in die linke V. femoralis gelegt. Hierfiir wurde ebenfalls ein

Kunststoffkatheter mit den gleichen Durchmessern der Fa. Portex (Hyte, England) verwendet.
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2.2.4. Umschlingen der Halsschlagader

Zur Préparation der rechten Halsschlagader lag das narkotisierte Versuchstier auf dem Riicken.
Der Hautschnitt an der rechten Halsseite wurde zwischen Unterkiefer und Manubrium sterni
gesetzt. Es folgte die Mobilisierung der Glandula mandibula und des Fettgewebes. Die rechte
Arteria carotis wurde dann im Winkel zwischen dem Musculus sternocleidomastoideus und
sternohyoideus aufgesucht und im Verlauf entlang der Trachea dargestellt. Geachtet werden
musste dabei auf den im Préparationsgebiet ebenfalls verlaufenden Truncus sympathicus und
den Nervus phrenicus. Anschlieend wurde die A. carotis mit einem monofilen Prolenefaden
(Stirke 5-0, Fa. Ethicon, Norderstedt) vorsichtig umschlungen. Hierbei wurde darauf geachtet,
dass weder wihrend, noch nach der erfolgreichen Umschlingung der Halsschlagader der
Blutfluss in dieser Arterie unterbrochen wurde. An die freien Enden dieses Fadens wurde dann
zur Induktion der Ischidmie im spéteren Versuchsablauf eine chirurgische Klemme mit einem
Gewicht von ca. 15g angehingt.

Die Gerbilen weisen die anatomische Besonderheit eines insuffizienten Circulus arteriosus
willisi auf [66]. Dadurch gibt es keine suffiziente Anastomose zwischen dem vorderen und dem
hinteren gibt. Eine Unterbrechung der arteriellen Blutzufuhr in einer der beiden
Halsschlagadern fiihrt zu einer Reduktion des arteriellen Blutzuflusses auf der betroffenen
Seite. Da aber eine Restdurchblutung tiber die Arteria communicans anterior zur betroffenen
Seite moglich ist, ist die Minderdurchblutung und somit das Ausmaf der fokalen Ischédmie nicht
vorhersehbar. Nach Beendigung der zweistlindigen Ischdmiephase wurde die Reperfusion

durch vorsichtiges Ziehen des Prolenefadens eingeleitet.

2.2.5. Transdurales Schiadelfenster

Um nun mit der Préparation des Schédelfensters fortfahren zu konnen, wurde das Tier von der
Riicken- in die Bauchlage gedreht und der Kopf des Tieres zur Stabilisierung des Schédels in
den Stereotax (Mod. 51600, Stoelting Co., Wooddale, IL, USA) eingespannt, wobei die beiden
Ohrstébe auf den Meatus acusticus externus gesetzt wurden. Der mediale Hautschnitt iiber der
parietalen Kalotte erfolgte {liber eine Lénge von 2,5 cm. Die Hautrdnder wurden anschlieSend
mit vier Seidenfiden (Perma-Hand Seide Stirke 4.0, Fa. Ethicon, Norderstedt)
auseinandergehalten. Das Periost {iber dem rechten Knochen der Hemisphire wurde sorgfaltig
entfernt. Mit Hilfe eines elektrobetriebenen Bohrers (Fa. Rewatronic, Miinchen), in dem ein
Rosenbohrer (Durchmesser 0,75 mm, Fa. Féger Sup-Dent, Miinchen) eingespannt wurde,

erfolgte unter VergroBerung durch ein Operationsmikroskop (Fa. Zeiss, Oberkochen) das
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Frisen eines ca. 4 x 4 mm grofen Schddelfensters bis auf die Lamina interna des
Schiadelknochens unter regelméBiger Kithlung mit 0,9% Kochsalzlosung. Anatomisch befand
sich dieses Fenster ca. 2 mm lateral der Sutura sagittalis, sowie unterhalb der Sutura coronalis
und oberhalb der Sutura lambdoidea. Das ausgefréste Schiadelfenster wurde vorsichtig mit einer
feinen Pinzette (Fa. Aesculap, Tuttlingen) herausgelost. Wurde die Dura mater wéhrend des
Bohrens oder beim Herausldsen des Knochens beschidigt, erfolgte der Ausschluss des Tieres.
Das, aufgrund der intakten Dura mater auch als geschlossenes Schidelfenster bezeichnete
Fenster, wurde in der nun folgenden Versuchszeit feucht gehalten, indem die vier Seidenfaden
so iiber Widerlager gespannt wurden, dass der Hautschnitt sich zu einem kleinen Trichter
aufspannte. Dieser wurde dann kontinuierlich mit physiologischer Kochsalzlosung, die auf

37°C erwiarmt wurde, befiillt.

Spiillosung
Objektiv /
Q
° : oo Schiidelknochen

Laser-Doppler Sonde

Dura mater 78 : ° o L |
N
Abb. 1: Schema des transduralen Schddelfensters mit geschlossener Dura mater (aus
Beck, et al.)

2.3.  Laser-Doppler-Fluxmetrie

Zur kontinuierlichen Messung der kortikalen Durchblutung wéhlten wir die Laser-Doppler-
Fluxmetrie [30] [31] [63]. Bei der Laser-Doppler-Fluxmetrie wird Infrarot-Licht von einer
Laserdiode auf ein Gewebe abgegeben und wieder aufgenommen. Dabei wird dieses Licht von
bewegenden Zellen und von nicht bewegendem Gewebe gestreut. Bei sich bewegenden Zellen
kommt es aber, im Gegensatz zum ortsstindigen Gewebe, dabei zu einem Doppler-
Frequenzsprung.

Die Héufigkeit dieses Frequenzsprung ist proportional zur Geschwindigkeit der sich

bewegenden Zellen [31].

18



Die an einem Mikromanipulator angebrachte Glasfasersonde sendete das Laserlicht auf die
Dura mater. Das vom Gewebe zuriickgesendete Streulicht erzeugte iiber den Fotodetektor ein

elektrisches Signal.

Glasfasersonde

Laser-Licht
sammelnde Glasfaser

Laser-Licht
emittierende Glasfaser

Gewebeoberflache

Oberflachengefilie penetrierende

Gefille

Kapillaren

@ flieBende Blutkdrperchen
e ruhende Gewebezellen

Abb. 2: Schematische Darstellung der Laser-Doppler-Messung zur Messung der
kortikalen Durchblutung nach Haberl [44]

Das so entstandene Signal des Fotodetektors wurde von einem Analog- und Digitalprozessor
weiterverarbeitet. Die gemessenen Werte, als willkiirliche Einheit ohne Dimension, der Laser-
Doppler-Fluxmetrie wurden sowohl zu den festgelegten Untersuchungszeitpunkten, als auch
zwischendurch, notiert. Da das Laserlicht wihrend der Messung zu einer Uberstrahlung des
Gewebes fithrte, war eine gleichzeitige Messung des LDF und Anfertigung

intravitalmikroskopischer Bilder nicht moglich.

2.4. Intravitalmikroskopie

2.4.1. Epiillumination

Fluoreszenzlicht ist Licht, dass durch Bestrahlung mit Licht bestimmter Wellenldnge erzeugt
wird [44]. Im Gegensatz zur Phosphoreszenz leuchtet Fluoreszenz nicht nach. Bei der
Epiilluminationsmikroskopie (Abb. 3) wird ein fluoreszierender Indikator mit Licht geeigneter
Wellenlédnge angeregt, dass durch eine Lichtquelle erzeugt wird und einen Filter passieren
muss. Zur Beobachtung der Fluoreszenzemission sind Sperrfilter in den Strahlengang

eingebracht, die das Licht des Anregungsspektrums absorbieren oder reflektieren. Im Okular
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erscheint deshalb keine Erregungsstrahlung, wihrend das Fluoreszenzlicht die Sperrfilter
passiert. Durch die helle Emission des fluoreszierenden Indikators vor einem dunklen

Hintergrund wird ein hoher Bildkontrast erreicht.

A Erregerlicht
= kul
| Okular — — — - Fluoreszenzlicht
Xenon Erregerr ——— Sperrfilter
Lampe filter |
H : dichroitischer
|:|] |_| \ Spiegel
|
| Objektiv
<J|> Préparat
Abb. 3: Schema der Fluoreszenzmikroskopie mit Epiilluminationstechnik, nach Gerlach

[45].

2.4.2. Intravitalmikroskop

Die Messung der Mikrozirkulation der Hirnoberfliche erfolgte, wie bereits von Beck et al. zur
Untersuchung der Mikrozirkulation bei der globalen zerebralen Ischdmie, mit einem Orthoplan
Epiilluminationsmikroskops (Fa. Leitz, Wetzlar) [8]. Da sich der im Folgenden ausfiihrlich
beschriebene Versuchsaufbau bei Beck et al. fiir die globale zerebrale Ischdmie bereits als sehr
verlasslich und stabil bewiesen hatte, wurde der Aufbau fiir die Untersuchungen bei der fokalen
zerebralen Ischdmie unverdndert {ibernommen [8].

Der intravitalmikroskopische Arbeitsplatz war schwingungsfrei auf einer 300 kg schweren
Granitplatte befestigt. Uber ein Kugelgelenk (Fa. Effenberger, Pfaffingen) war der
stereotaktische Halter mit dem Versuchstier fixiert, wodurch das Schédelfenster in der

Horizontalen orientiert werden konnte. Pro Versuch wurden 3-4 Gefifigebiete — Regions of
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interest (ROI) — der Hirnoberflidche in einem x-y-Koordinatensystem festgelegt und mit Hilfe
eines Kreuztisches (Fa. Leitz, Miinchen) exakt reproduzierbar wiedergefunden. Das schnelle
Wiederfinden der gespeicherten ROIs zu den gewiinschten Messzeitpunkten und somit die
wiederholte Beobachtung identischer GefdBabschnitte iiber den gesamten Versuchszeitraum
wurde durch computergesteuerte Schrittmotoren (IXE.C, Fa. Phytron, Grdébenzell)
gewihrleistet. Als Anregungslichtquelle stand eine 75 W Xenon-Gasentladungslampe (XBO
75 W/2, Fa. Leitz, Miinchen) zur Verfiigung bei einer Strahlungsleistung (in Prozent der
Leistungsaufnahme) bei: A <380 nm von ca. 3 %, bei A: 380 — 760 nm von ca. 15 % und bei
A>780nm von ca. 44 %. Das Licht passierte zundchst ein 7 mm Hitzefilter (Fa. Leitz,
Miinchen), danach eine variable Irisblende, schlieBlich eine fest installierte Filterkombination.
Die Auflicht-Fluoreszenzeinrichtung Ploemopak (Fa. Leica, Wetzlar) ermoglichte dabei die
Integration von aufeinander abgestimmten Erregerfilter, Reflexions-Kurzpassfilter und
Sperrfilter in austauschbaren Filterblocken. Durch eine schnelle Schaltvorrichtung (Fa. Leitz,
Wetzlar) zwischen den Filterblocken N2, L3 und 12/3 (Tab. 1) konnten die mit
unterschiedlichen Fluoreszenzindikatoren gefdrbten Strukturen per

Mehrwellenfluoreszenztechnik unter raschem Bildwechsel separat dargestellt werden.

Filterblock Anregungsbereich Anregungsfilter Teilerspiegel Sperrfilter

L3 (FITC) Blau BP 450-4990nm  RKP 510 nm  BP 525/20 nm

N2 (Rhodamin 6G) Griin BP 530-560nm  RKP 580 nm LP 580 nm

12/3 (Na*-Fluoreszein) Blau BP 450-4990nm  RKP 510nm LP 515 nm
Tab. 1: Spektren der verwendeten Ploemopak-Filter. BP: Bandpassfilter,

LP: Langpassfilter, RKP: Reflexions-Kurzpassfilter, FITC: Fluoreszeinisothiocyanat

Das Salzwasserimmersionsobjektiv (25-fach, numerische Apertur: 0,6; Fa. Leitz, Wetzlar)
konzentriert als Kondensor die Erregerstrahlung im Objektfeld und sammelt gleichzeitig das
emittierte Fluoreszenzlicht. Ein 10-fach Objektiv mit der numerischen Apertur 0,22 erlaubte
Ubersichtsaufnahmen der Hirnoberfliche, z. B. zur Beurteilung der Integritit der Blut-
Hirnschranke. Die durch die jeweils gefilterte Fluoreszenzemission sichtbaren Bildelemente
konnten durch ein Okular (Periplan 10-fach; Fa. Leitz, Wetzlar) betrachtet werden oder direkt
iiber einen C-Mount-Adapter von einer hochauflosenden  Silikon-intensivierten
Restlichtkamera (C2400-08, Fa. Hamamatsu Photonics, Japan), in einer Sensitivitit von

mindestens 50 pA/uW im Spektrum von 400-650 nm, als Video aufgenommen werden. Zur
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Fokussierung war das Mikroskop mit Kamera an einem motorgesteuerten Spindeltrieb mit
manueller Feinjustierung befestigt. Die online Darstellung der Bilder erfolgte durch einen
Trinitron Monitor (Fa. Sony, Japan) in 930-facher VergroBerung. Gleichzeitig wurden sie zur
spiteren Analyse der einzelnen intravitalmikroskopischen Szenen mit einem S-VHS
Videorecorder (AG-7350, Fa. Panasonic, Japan auf Videoband (KCA-60 BRS, Fa. Sony,
Japan) in einer Frequenz von 50 Halbbildern/Sekunde aufgezeichnet. Ein Videotimer (VTG-
33, Fa. FOR-A-Company Ltd., Japan) spielte Datum und Zeit (2/100 s-Schritte) ein.

= =

Durchmesser

|
! | _ S-VHS =
| i R
\'\ LEI
Xenon- I _
Lichtquelle ﬂ

Extravasation

{siTs |

S —

227 FLux]| ||

) ® | Laser-DoppIer-Fqumetrie| KD
\{ Mikrometertisch |
Abb. 4: Schema des intravitalmikroskopischen Versuchsaufbaus. LEI: Leukozyten-

Endothelinteraktionen, KD: Kapillardichte, SITS: Silikon intensified target system
(lichtempfindliche Réhrenkamera) (aus Beck et. al).

2.4.3. Fluoreszenzfarbstoffe

Da sowohl Blutplasma, als auch Endothelzellen, Blutzellen und Leukozyten keine ausreichende
Eigenfluoreszenz haben, wurden Fluoreszenzfarbstoffe (Tab. 2) eingesetzt. Hochmolekulares
Dextran (durchschnittliches MG: 150.000 u; Fa. Sigma, Deisenhofen), dass an den
Fluoreszenzfarbstoff Fluoreszeinisothiocyanat (FITC) gekoppelt war, fiihrte zu einer
Kontrastverstirkung von Plasma. Vor den intravitalmikroskopischen Beobachtungen wurde ein
0,25 ml-Bolus einmal intravends injiziert. Das Passieren einer intakten Blut-Hirnschranke ist
aufgrund des Molekulargewichts von Dextran und anderer Eigenschaften nicht moglich (46).

Um Mitochondrien und Kernstrukturen lebender Zellen zu farben, wurde Rhodamin 6G (Fa.

Merck, Darmstadt), ein positiv geladener, lipophiler Fluoreszenzfarbstoff, mit einem
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Molekulargewicht von 479u, verwendet [3] [107]. Dadurch konnten Leukozyten in
BlutgefdBen fiir die Intravitalmikroskopie sichtbar gemacht werden. Zur Darstellung
durchbluteter Kapillare und somit zur Bestimmung der Kapillardichte, wurde zu jedem
Messzeitpunkt 0,1 ml Rhodamin 6G (0,01%) iiber den vendsen Katheter appliziert.

Zu jedem Versuchsende wurde Na'-Fluoreszein (Fa. Merck, Darmstadt) mit einem
Molekulargewicht von 376u iiber den femoralen vendsen Katheter gegeben, um eine Aussage

uber den Status der Blut-Hirnschranke treffen zu konnen.

Fluoreszenz-Farbstoff Konzentration applizierte Menge Gesamt-Dosis Spektrum

FITC-Dextran 1% 0,3 ml 0,05 g/kg A: 490 nm
E: 525 nm
Rhodamin 6G 0,01% 0,4 ml 0,7 mg/kg A: 540 nm
E: 625 nm
Na*-Fluoreszein 0,1% 0,2 ml 3 mg/kg A: 490 nm
E: 525 nm

Tab. 2: Fluoreszenzfarbstoffe. Konzentration, Volumen, Dosierung und Wellenlingen der
Absorbtions- (A) und Emissionsmaxima (E)

Die auf Video aufgezeichneten intravitalmikroskopischen Aufnahmen wurden spiter an einem
Auswertmonitor (Fa. Sony, Japan) beziiglich der zuvor festgelegten Versuchsparameter

ausgewertet.

2.4.4. Arterielle und vendse Gefalldurchmesser

Die Durchmesserbestimmung von Arteriolen und Venolen wurden am Videostandbild mittels
einer Schublehre mit Nonius-Skalierung ermittelt. Hierflir wurde nach Gabe von FITC-Dextran
die Distanz von zwei gegeniiberliegenden Punkten der Rinder der GefdB-Plasma-Sdule
bestimmt [58]. Zur exakten Identifikation in den folgenden Aufnahmen wurden diese Punkte
in einer Skizze des Gefdllbettes markiert. So konnten GefiaB3kaliberschwankungen von 2-3 pm
erfasst werden. Es wurden Arteriolen mit einem Durchmesser von 20-90 um und Venolen mit

einem Durchmesser von 20-60 pm ausgewertet.
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2.4.5. Leukozyten-Endothelinteraktionen

Die Leukozyten-Endothelinteraktionen wurden quantitativ und offline anhand der
Videoaufnahmen ausgewertet. Dabei wurden 3-4 GefdBregionen iliber mindestens 30 s
aufgezeichnet, die eine oder mehrere Venolen oder Arteriolen enthielten. Folgende Parameter

wurden bestimmt:

Roller: Anzahl der am Gefdflendothel entlangrollenden Leukozyten mit mindestens einer

Anderung der FlieBgeschwindigkeit.

Sticker: Anzahl der am GefdBendothel fest adhdrenten Leukozyten, die ihre Position iiber eine

Zeit von > 20 s nicht dnderten.

Die Auszdhlung von Rollern und Stickern erfolgte in identischen GefdBsegmenten von
Arteriolen und Venolen auf einer Ldange von 100 um. Das Ergebnis ist als Zahl [n] von

Leukozyten pro GefdBabschnitt und Zeiteinheit wiedergegeben [n/100 pm*min™].

2.4.6. Kapillardichte
Die Messung der Kapillardichte wurde mit Hilfe eines Bildverarbeitungssystems (CAMAS, Dr.

Zeintl, Heidelberg) [115] durchgefiihrt, da sich dieses System schon bei den Versuchen zur
globalen zerebralen Ischidmie bei Beck et al. etabliert hatte [8].

Die ausgewihlten Kapillaren wurden markiert und deren Dichte als gesamte Lédnge pro
Beobachtungsfeld in cm/cm? angegeben. Zu jeder Versuchsaufnahme wurde dann ein 25 pl
Rhodamin 6G-Bolus intravends appliziert. Die hierdurch intravitalmikroskopisch sichtbare und
somit perfundierte Kapillare konnte zur Bestimmung der Kapillardichte (KD), definiert als
Liange der mit Plasma (Rhodamin 6G) perfundierten Kapillaren pro Flache, herangezogen
werden.

Als Plugger im Kapillargebiet wurden im gleichen Beobachtungsfeld markierte Leukozyten
gezdhlt, die eine Kapillare nicht ldnger als 20 sec. verschlossen. Hingegen wurden als Sticker
im Kapillargebiet markierte Leukozyten bezeichnet, die, wiederum im gleichen
Beobachtungsfeld, eine Kapillare ldnger 20 sec. verschlossen.

Perfundierte Venolen im Kapillargebiet waren kleine GefdBle im Kapillargebiet mit einem

Durchmesser von ca. 4-8 um, die durch die Bolusgabe wihrend der intravitalmikroskopischen
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Aufnahmen in der Stabilisierungsphase zu erkennen waren und wéhrend der Ischdamie- und

Reperfusionsphase sich kontrastierten oder nicht.

2.4.7. Integritit der Blut-Hirnschranke

Am Versuchsende wurde jedem Gerbil 0,2 ml des Farbstoffes Na"-Fluoreszein (Fa. Sigma,
Deisenhofen) iiber einen Zeitraum von 1 Minute mittels Perfusor iiber die V. femoralis
infundiert. Nach einem Zeitraum von 20 Minuten konnte die Integritdt der Blut-Hirnschranke
in der UbersichtsvergroBerung gepriift werden. Na*-Fluoreszein befindet sich bei intakter Blut—
Hirnschranke nur intravasal. Bei einem Defekt kommt es dagegen zum Austritt des Farbstoffes

in das umgebende Hirnparenchym.

2.5. Korpergewicht

Das Korpergewicht der Versuchstiere wurde am Versuchstag, sowie tédglich in der
postoperativen 4-tigigen Uberlebensphase mit einer Waage (Ohaus LS 2000; Fa. Ohaus, USA)
gemessen, um Aussagen liber die Prognose nach transienter fokaler zerebraler Ischdmie zu

treffen.

2.6.  Neurologische Untersuchung

Um den neurologischen, postischdmischen Status der Tiere zu quantifizieren, verwendeten wir
ein Testprotokoll zur Bestimmung eines Neuroscores, das von Bures et al. (52) fiir Ratten
entwickelt wurde und inzwischen fiir Mongolische Wiistenrennméduse [17] [105] [106]
abgewandelt wurde. Dieses Testprotokoll wurde an jedem der 4 Untersuchungstage und jeweils
24 Stunden nach dem eigentlichen Ende der Ischamie wéhrend des Akutversuches durchgefiihrt

und beinhaltete die unten aufgefiihrten Punkte:

Greifreflexe: Nach Bestreichen der Pfoten mit einem Holzstdbchen wird dieses fest umgriffen.
Ausrichtreflexe: Beim Drehen des Riickens in eine Richtung bewegt sich der Kopf in die
andere; wird das Tier auf den Riicken gelegt, dreht es sich sofort auf die Fiile. Bei Anndherung
des am Schwanz gehaltenen Gerbils an eine Unterlage werden beide Vorderpfoten ausgestreckt.
Kornealreflex: Lidschluss nach Beriihrung der Kornea mit einem Wattebausch.

Pinnareflex: Kopfschiitteln nach Bestreichen des Ohrs.

Spontanmotilitdt: Keine Bewegungspausen von >30 s beim wachen Tier.

Circling: Laufen im Kreis.
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Haltung: Keine Flexion der Vorderpfote oder Verdrehung des Thorax, wenn das Versuchstier
am Schwanz gehalten wird.

Knabbern: Das Zernagen von Pappe.

Fiir die aufgefiihrten Verhaltensweisen bzw. das Bewiltigen von Aufgaben wurden Punkte
(Tab. 3) vergeben. Der normale Ausgangswert der Tiere vor fokaler zerebraler Ischdmie betrug

23 Punkte.

Aufgabe normale Punktzahl gesamt Defizit
Greifreflex 1 (pro Vorderpfote) 2 0
Fallreflex 1 (pro Vorderpfote) 2 0
Spontanmotilitit 2 2 0
Circling 2 2 1 (am Schwanz gehalten), 0 (spontan)
Umdrehen 2 2 0
Flucht 2 2 0
Fell 2 2 0
Knabbern 2 2 0
Ptosis 2 2 1 (einseitig), O (beidseitig)
Lagophtalmus 1 pro Seite 2 0
Anfall 2 (kein) 2 1 (vereinzelt), O (Status)
Verdrehung Hals- Rumpf 1 1 0
Gesamtpunktzahl 23
Tab. 3: Punkteskala zur Bewertung des neurologischen Status eines Versuchstieres.

2.7. Histologie

Zur Quantifizierung des ischdmischen Parenchymschaden [25] [95] [65] wurde das Gehirn der
Gerbilen histomorphometrisch analysiert.

Am Tag 4 nach Ende des Akutversuches wurden die Tiere mittels Athernarkose (Fa. ASID
Bonz, Boblingen) narkotisiert, dann thorakotomiert und mit Phosphat-gepufterter (pH 7,4) 4%-
Paraformaldehydldsung [22] perfusionsfixiert. Dafiir wurde der linke Herzventrikel durch den
Apex cordis mit einer stumpfen 20 G Einmalkaniile (Fa. Braun, Melsungen) punktiert. Durch
Eroffnung des rechten Herzohres konnte das gesamte Gefdl3system gespiilt werden. Zunichst
erfolgte dies mit 0,9% physiologischer Kochsalzlosung und einem Perfusionsdruck von
100 cm H2O bis die aus dem rechten Herzen austretende Fliissigkeit klar war. AnschlieSend

wurde filir 15 Min die 4%-ige Paraformaldehydldsung zur Perfusionsfixation infundiert.
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Nach Entfernen der Kalotte mit einer Knochenzange und Er6ffnen der Dura mater wurden der
kaudale Hirnstamm und die Nervi olfactorii und optici durchtrennt, das Gehirn entnommen und
in Paraformaldehydlosung (4%) eingelegt.

Nach mindestens 24 Stunden wurde das fixierte Gehirn mit einer Alkoholreihe steigender
Konzentration entwissert. Zur Entfernung des Alkohols wurde das Gehirn danach in
Methylsalicylat und Xylol (Fa. Merck, Darmstadt) suspendiert. Die mit Paraplast-plus (Fa.
Monoject Scientific, Athy, Ireland) eingebetteten Prdparate wurden mit einem
Rotationsmikrotom in der Koronarebene seriell geschnitten (5 um Schichtdicke), auf einem
beschichteten Objekttrager (SuperFrost, Fa. Menzel, Braunschweig) aufgetragen und HE
gefarbt.

2.7.1. Infarktausmessung

Mit Hilfe der digitalen Planimetrie wurde das Infarktvolumen in den beiden Hemisphéiren unter
einem Lichtmikroskop (Fa. Zeiss, Oberkochen) ausgemessen.

Das AusmaB der Infarzierung wurde mit der Formel von Cavalieri berechnet, nach der das
Volumen des Infarktes gleich dem Abstand der untersuchten Schnitte multipliziert mit der

Summe der, in diesem Fall infarzierten, Fldche pro Schnitt ist.

V=dx2 Areal

Gleichung 2: Formel nach Cavalieri.

2.8.  Versuchsgruppen und Protokolle

2.8.1. Versuchsgruppe ,Systemische Parameter’

In dieser eigenstindigen Versuchsgruppe wurden jeweils 6 Tiere einer Kontroll- und einer
Ischdmiegruppe zugeteilt. Hiermit sollten eventuelle Einfliisse durch Verdnderungen dieser
Werte zwischen den Versuchsgruppen ausgeschlossen werden. Da die Tiere nur iiber ein
geringes Blutvolumen verfiigen, konnten diese Werte nicht wihrend der eigentlichen
Versuchsreihe gemessen werden. Nach Narkotisierung der Tiere erfolgte die Priparation mit
Implantation des arteriellen und vendsen Katheters und die Préparation und Umschlingung der
rechten A. carotis. In der Ischdmiegruppe wurde durch Anhédngen einer chirurgischen Klemme

die transiente fokale zerebrale Ischimie induziert, wihrend in der Kontrollgruppe dies nicht
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erfolgte. In beiden Gruppen wurde der Faden nach 2 Stunden wieder gezogen. Uber den
arteriellen Katheter erfolgten 2 Blutabnahmen. Einmal 60 Minuten vor Beginn der Ischimie
und einmal 3 Stunden nach Ende der 2-stiindigen Ischdmie. Ein transdurales Schidelfenster
wurde nicht gebohrt und somit konnten in beiden Gruppen keine intravitalmikroskopischen

Aufnahmen durchgefiihrt werden.

2.8.2. Versuchsgruppe ,Friithe Reperfusion’

In diese Versuchsgruppe wurden 9 Kontrolltiere und 22 Versuchstiere eingeschlossen.
Aufgrund der umfangreichen Prédparation und der langen Versuchszeit wurden keine groB3en
Tieranzahlen pro Gruppe erreicht. Da trotz duf3erst sorgfaltiger Praparation es unbeobachtet zu
Verletzungen der Dura mater kommen konnte und dies zu einer Aktivierung von Leukozyten
fiihrte, wurden Versuchstiere erst bei Durchsicht der Aufzeichnungen nach Versuchsende als
valide oder nicht valide eingestuft. In der Kontrollgruppe wurde ein vendser und ein arterieller
Gefdlkatheter implantiert und die rechte A. carotis umschlungen. AnschlieBend wurde das
transdurale Schidelfenster gebohrt. Eine Ischdmie wurde in dieser Gruppe nicht herbeigefiihrt.
In der Ischdmiegruppe erfolgte die gleiche Priparation wie in der Kontrollgruppe. Die fokale
zerebrale Ischdmie wurde durch Anhédngen der chirurgischen Klemme an den Carotisfaden
induziert. Nach der chirurgischen Priparation der beiden Katheter, des Carotisfaden und des
transduralen Schédelfensters, was ca. 70-90 Minuten dauerte, folgten in der 1-stiindigen
Stabilisierungsphase, der 2-stiindigen Ischdmiephase und 3-stiindigen Reperfusionsphase
intravitalmiksokopische Aufnahmen der Mikrozirkulation zur Bestimmung der oben
angegebenen Parameter. Die Belichtung der Hirnoberfliche mit L3-gefiltertem Licht zur
Bestimmung des GefaBdurchmessers dauerte 5s, mit N2-gefiltretem Licht zur Bestimmung der
Leukozytenendothelinteraktion und der Kapillardichte jeweils 30s fiir jede Aufnahmeperiode.
AnschlieBend wurden die Versuchstiere iiber einen Zeitraum von 4 Tagen tdglich neurologisch
untersucht und das Korpergewicht gemessen. Am 4. postischdmischen Tag wurde die
Perfusionsfixation des Gehirns mit Paraformaldehyd durchgefiihrt und die entnommenen

Gehirne histologisch untersucht.
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Zeitpunkte der Intravitalmikroskopie und Messung der Versuchsparameter

Abb. 5: Protokoll fiir die Versuchsgruppe , Friiher Reperfusion’. Nach der Prdparation
und derl-stiindigen Kontrollphase erfolgte die 2-stiindige Ischdmiephase, gefolgt von der 3-
stiindigen Reperfusionsphase. Die intravitalmikroskopischen Aufnahmen wurden zu den
markierten Zeitpunkten durchgefiihrt. Nach 4-tigiger neurologischer Beobachtungsphase
wurden die Gehirne nach Perfusionsfixation entnommen und histologisch untersucht.

2.8.3. Versuchsgruppe ,Friihe Reperfusion’ und unterschiedliche Ischédmietiefe

Eine genaue Vorhersage des zerebralen Durchblutungsabfalls war nicht moglich und
manipulative Maflnahmen nicht gewollt, um Storeinfliife auf die Untersuchungsparameter
auszuschlieBen. Allerdings wiesen Hallenbeck et al. bereits 1990 [45] darauf hin, dass eine
Infarktentstehung sowohl von der Abnahme der zerebralen Durchblutung, der sogenannten
Ischidmietiefe, als auch der Dauer der Ischdmie abhidngig ist. Anhand der untenstehenden
Abbildung wird deutlich, dass, wenn die residuelle Durchblutung hoher ist, das betroffene
Gewebe liberlebt, auch wenn die Ischdmie ldnger anhélt. Ist die residuelle Durchblutung sehr
niedrig aber die Ischdmiedauer kurz, muss es nicht zu einem Gewebeuntergang im betroffen

Hirnareal kommen.
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Ischamietiefe/lschamiedauer

Abb. 6: Zusammenhang der Ischdmietiefe und der Ischdmiedauer nach Hallenbeck et al.
[45]

Wir teilten alle Ischédmietiere der Versuchsgruppe ,Frithe Reperfusion’ daher in 3 Gruppen ein.
Eine Gruppe mit einer Restdurchblutung wihrend der 2-stiindigen Ischdmiephase die deutlich
unter der von Hallenbeck et al. [45] beschriebenen Infarktschwelle lag. Diese Tiere zeigten
eine Restdurchblutung von < 10% des Ausgangswertes. Die zweite Gruppe lag mit der
Restdurchblutung wihrend der Ischdmiephase nur noch knapp unter der beschriebenen
Infarktschwelle. Hier lag die Restdurchblutung > 10% und < 30% des Ausgangswertes aus der
Stabilisierungsphase.

Eine Abnahme der Durchblutung wihrend der Ischdmiephase von > 30% des Ausgangswertes,
und somit oberhalb der Infarktschwelle, zeigten Tiere der dritten Gruppe.

Anhand dieser Einteilung sollte nachvollzogen werden konnen, inwieweit die
Durchblutungsabnahme wéhrend der 2-stiindigen Ischimie Einfluss auf die gemessenen

Parameter hat.
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2.8.4. Versuchsgruppe ,Spéite Reperfusion’

In diese eigenstindige Versuchsgruppe wurden 8 Kontrolltiere und 32 Ischédmietiere
eingeschlossen. Bei allen Tieren wurde zunéchst die rechte A. carotis prépariert und diese mit
einem Faden umschlungen. Nur in der Versuchsgruppe wurde dann eine 2-stiindige Ischdmie
herbeigefiihrt, in gleicher Weise wie oben beschrieben. Die intravitalmikroskopischen
Aufnahmen wurden diesmal aber 12h, 24h, 48h, 72h oder 96h nach Ende der Ischdmie
durchgefiihrt. Sie erfolgten an 2 Zeitpunkten iiber einen Zeitraum von 1 Stunde. Hierflir wurde
jedem Tier ein vendser und arterieller Katheter implantiert und das transdurale Schédelfenster
gebohrt. Alle Tiere wurden nach Ende dieser Aufnahmen perfusionsfixiert und die Gehirne fiir

die Histologie in Paraformaldehyd eingelegt.

Reperfusion
12h
24h
Ligatur 2 Stunden Ischémie Katheter Intravitalmikroskopie Entnahme :‘>
48h Schédelfenster des Gehirns
Histologie

72h | |

96h

0 Zeitpunkte der 60
Intravitalmikroskopie
Abb. 7: Protokoll fiir die Versuchsgruppe ,Spdte Reperfusion’. Die Reperfusion dauerte

je nach Versuchsgruppe 12, 24, 48, 72 oder 96 Stunden. Die intravitalmikroskopischen
Aufnahmen erfolgten nach Implantation der Katheter und Prdparation des Schédelfensters.

Auch in dieser Versuchsreihe war eine Vorhersage der Durchblutungsabnahme wéhrend der
Ischdmiephase nicht mdglich. Die untenstehende Tabelle zeigt die Tieranzahl pro
Versuchsgruppe und Dauer bis zu den intravitalmikroskopischen Aufnahmen nach Ende der
Ischdmie. Da in manchen Fillen nur wenige bis gar keine Tiere in eine der Gruppen fielen, war
eine Unterteilung in die verschiedenen Ischdmiegruppen nicht sinnvoll. Daher wurde nur eine
Kontrollgruppe und eine Ischdmiegruppe, jeweils mit Unterteilung in die angegebenen

Zeitintervalle bis zu den intravitalmikroskopischen Aufnahmen gebildet.
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Versuchsgruppe 12h 24h 48h 72h 96h insgesamt
<10% 0 1 1 1 0 3
> 10% und < 30% 3 3 3 2 1 12
> 30% 2 3 2 5 5 17
Kontrollgruppe 1 1 2 2 2 8
Tab. 4: Tabelle iiber die Tieranzahl pro Versuchsgruppe und Zeitintervall bis zur

Durchfiihrung der intravitalmikroskopischen Aufnahmen nach Ende der fokalen zerebralen
Ischdamie.

2.9.  Statistik

Die Ergebnisse wurden mit einem Personalcomputer unter Verwendung des SigmaStat-
Programms (Version 12.5, Systat Software GmbH, Erkrath) statistisch ausgewertet. Nach
Priifen auf Normalverteilung mit dem Shapiro-Wilk-Test wurden Unterschiede zwischen den
Gruppen mit Hilfe parametrischer oder bei nicht Normalverteilung mit nicht-parametrischen
Tests auf Signifikanz analysiert. Fiir den Vergleich zwischen mehreren Gruppen bei nicht-
normalverteilten Daten wurde der Kruskal-Wallis-Test gefolgt vom Student-Newman-Keuls-
oder Dunn’s Test eingesetzt; lagen nur zwei Gruppen vor so wurde der T-Test oder bei nicht
Normalverteilung der Mann-Whitney-U-Test verwendet. Bei Gruppen mit geringer Tieranzahl
wurde immer aufgrund der geringen n-Zahl ein nicht-parametrisches Testverfahren verwendet.
Als Signifikanzniveau wurde eine Irrtumswahrscheinlichkeit von p<5% zur Ablehnung der
Nullhypothese festgelegt. Die in den Abbildungen und Tabellen dargestellten Ergebnisse sind
als Mittelwert (MW) £ Standardfehler des Mittelwertes (SEM) angegeben.
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3. Ergebnisse

3.1.  Kontrollparameter

3.1.1. Systemische Parameter

Der p.O2 - Wert fiel in beiden Gruppen zum Versuchsende hin ab. In der Kontrollgruppe von
120,02 mmHg auf 108,27 mmHg, in der Ischdmiegruppe von 131,43 mmHg auf 124,55 mmHg.
Der arteriell gemessene CO2 Partialdruck fiel ebenfalls zum Versuchsende in beiden Gruppen
ab.

Nach 6- stiindiger Versuchsdauer waren alle Tiere der Versuchsreihe azidotisch, in der
Kontrollgruppe mit pH 7,25 etwas weniger als in der Ischdmiegruppe mit pH 7,21.

Wihrend der p.O2, paCO2, der pH und der Blutzuckergehalt iiber die gesamte Versuchsdauer
mehrfach bestimmt wurden, wurde der Himoglobingehalt sowie die Leukozytenzahl nur gleich
zu Beginn und am Ende des jeweiligen Versuches gemessen.

Dabei zeigten die Leukozytenzahlen einen Anstieg in beiden Gruppen zum Versuchsende hin.
Der Himoglobingehalt fiel dagegen in beiden Gruppen um jeweils etwas mehr als 1 mg/dl zum
Versuchsende hin.

Der arterielle Blutzuckergehalt stieg in der Kontrollgruppe an, wihrend er in der
Ischdmiegruppe abfiel. Statistisch zeigten sich aber keine signifikanten Unterschiede zwischen

den beiden Versuchsgruppen.

Versuchsbeginn Versuchsende
Kontrolle Ischédmie Kontrolle Ischédmie
paO2 [mmHg] 120,02 £ 4,45 131,43 £4,39 108,27 £ 11,03 124,55 +7,75
paCO2 [mmHg] 40,53 £ 0,81 38,52 £0,48 38,17 £2,42 36,60 £ 1,96
PH 7,33 £ 0,01 7,33+ 0,02 7,25+0,01 7,21 +0,02
Hémoglobin [mg/dl] | 13,6 + 0,32 13,47 0,35 12,34+ 0,62 12,36 + 0,71
Leukozyten [10%/1] 11,79 £ 1,24 9,86 1,30 15,79 £2,46 13,96 + 2,43
Glukose [mg/dl] 115,67 £3,90 138,00+ 18,44 118,67 £11,26 128,17 £5,52
Tab. 5: Gemessene Blutgasanalysen der Kontroll- und Ischdmietiere. Es zeigten sich

keine statistisch signifikanten Unterschiede.
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3.1.2. Makrohdmodynamik — Mittlerer arterieller Blutdruck Versuchsgruppe ,Friihe

Reperfusion’

Der arterielle Mitteldruck, kurz MAD genannt, der Kontroll- und der Ischdmietiere war in der
Ausgangsphase mit 74 £5 mmHg und 75 £10 mmHg nahezu identisch. Im weiteren Verlauf
erkennt man in der Versuchsgruppe nach Induktion der Ischdmie einen Anstieg des MAD,
gefolgt von einem Abfall wihrend der {brigen Ischdmiephase. Zu Beginn der
Reperfusionsphase zeigte sich wiederum ein geringer Anstieg, der aber statistisch nicht
signifikant war.

Wihrend der Ischdmiephase kam es zum Zeitpunkt 5 Minuten in der Gruppe mit Ischidmie zu
einem signifikanten Anstieg des MAD. Diese Signifikanz bestand gegeniiber den beiden
spéteren Ischidmiezeitpunkten 60 Min. und 120 Min. sowie zu allen 4 Messzeitpunkten der
Reperfusionsphase dieser Gruppe (* p < 0,05 vs. > 5 Min.).

AuBerdem war in der Ischdmiegruppe der MAD-Wert des Stabilisierungszeitpunkt -60 Min.
signifikant erhoht gegeniiber den Ischdmiezeitpunkten 60 Min.,, 120 Min. und
Reperfusionszeitpunkt 300 Min. (# p < 0,05 vs. 60, 120, 300 Min.).

In der Kontrollgruppe war lediglich der erste MAD-Wert in der Stabilisierungsphase signifikant

verschieden zum Reperfusionszeitpunkt 300 Min.
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Abb. 8: Darstellung des mittleren arteriellen Blutdrucks vor, wihrend und nach der

Ischdmie in der Kontroll- und der Ischimiegruppe. * p < 0,05 vs. > 5 Min., #p < 0,05 vs. 60,
120, 300 Min.
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3.1.3. Makrohdmodynamik — Mittlerer arterieller Blutdruck Versuchsgruppe ,Friihe

Reperfusion’ und unterschiedliche Ischdmietiefen

Die dargestellte Abbildung zeigt den Verlauf des mittleren arteriellen Blutdrucks der
Kontrollgruppe sowie der 3 Ischdmiegruppen wéhrend der gesamten Versuchszeit. In der
Grafik sind die jeweiligen Blutdruckwerte zu den intravitalmikroskopischen
Untersuchungszeitpunkten aufgefiihrt.

Es gab keinen signifikanten Unterschied zwischen der Kontroll- und allen Ischdmiegruppen
iiber alle Zeitpunkte zusammen (p > 0,05).

In der Gruppe mit einer Restdurchblutung < 10% war zum Ischdmiezeitpunkt 60 Min. der MAD
gegen die Ischdmiezeitpunkte 5 Min. sowie die Reperfusionszeitpunkte 150 Min. und 180 Min.
signifikant erniedrigt (* p < 0,05 vs. 5, 150, und 180 Min.). AuBBerdem war der Wert zum
Ischdmiezeitpunkt 120 Min. in dieser Gruppe signifikant gegeniiber den Ischdmiezeitpunkten
5 Min. und dem Reperfusionszeitpunkt 150 Min. erniedrigt (# p < 0,05 vs. 5 und 150 Min.).
In der Gruppe mit einer Restdurchblutung > 10 % und < 30% zeigten sich keine signifikanten
Unterschiede.

In der dritten Ischdmiegruppe mit einer Restdurchblutung > 30% war der MAD-Wert des
Ischdmiezeitpunktes 5 Min. gegeniiber dem Reperfusionszeitpunkt 150 Min. signifikant erhoht
($ p <0,05 vs. 150 Min.).

Bei der Betrachtung der einzelnen Untersuchungszeitpunkte war der Wert des
Reperfusionszeitpunktes 150 Min in der Ischdmiegruppe mit einer Ischimietiefe < 10%
signifikant gegeniiber den beiden anderen Ischimie- sowie der Kontrollgruppe erhoht (§ p <

0,05 vs. Kontrollgruppe, Ischiamietiefe < 30% und Ischdmietiefe > 30%).
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Abb. 9: Darstellung des mittleren arteriellen Blutdrucks vor, wihrend und nach der

Ischdmie in der Kontrollgruppe und den 3 Ischiamiegruppen, Restdurchblutung < 10% mit * p
< 0,05 vs. 5, 150, und 180 Min., # p < 0,05 vs. 5 und 150 Min., $ p < 0,05 vs. 150 Min.,
Restdurchblutung < 10% mit § p < 0,05 vs. Kontrollgruppe, Restdurchblutung >10 und < 30%
und Restdurchblutung > 30%.

3.2.  Zielparameter — Versuchsgruppe ,Friihe Reperfusion’

3.2.1. Arterielle GefaBdurchmesser

In den ersten 60 Minuten des Versuches fanden sich keine Unterschiede in der Kontroll- und
der Versuchsgruppe beziiglich des arteriellen GefaBdurchmessers. In der Kontrollgruppe blieb
wihrend der Ischdmiephase der arterielle GefaBdurchmesser konstant. In der Ischdmiegruppe
kam es nach Induktion der Ischdmie durch die einseitige Karotisokklusion zu einer Abnahme
des arteriellen Gefa3durchmessers, der am Ende der Ischdmie wieder leicht zunahm.

Statistisch zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen der Kontroll- und
Ischdmiegruppe iiber alle Untersuchungszeitpunkte insgesamt. Ebenso zeigten sich sowohl
zwischen den beiden Gruppen zu den einzelnen Versuchszeitpunkten, als auch innerhalb der

Kontrollgruppe keine statistischen Unterschiede iiber den gesamten Versuchszeitraum.
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Bei der statistischen Betrachtung der Ischimietiere iiber die Versuchszeit waren die arteriellen
Gefdfldurchmesser signifikant erniedrigt zu den Ischdmiezeitpunkten 5 Min., 60 Min. und 120
Min. gegeniiber allen Stabilisierungs— und allen Reperfusionszeitpunkten

(*p<0,05vs. 5,60, 120 Min.).
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Abb. 10: Darstellung der Gefdfsdurchmesser der untersuchten Arteriolen in der

Kontroll- und der Ischimiegruppe. * p < 0,05 vs. gegeniiber -60, -30, 150, 180, 240 und 300
Min.
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3.2.2. Venose GefaBdurchmesser

Die Gefalldurchmesser der postkapilldren Venolen blieben in der Kontroll- und Ischdmiegruppe
wihrend der gesamten Versuchszeit konstant. Es zeigten sich statistisch keine signifikanten

Veranderungen wihrend der Kontroll-, der Ischdmie- und der Reperfusionsphase.
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Abb. 11: Darstellung der Gefdfsdurchmesser der untersuchten Venolen in der Kontroll-
und der Ischdmiegruppe.

3.2.3. Laser-Doppler-Fluxmetrie

In der folgenden Abbildung sind die wihrend des gesamten Versuches gemessenen Laser-
Doppler-Fluxmetriewerte der Kontroll — und Ischdmiegruppe gegen die Zeit aufgezeichnet und
die gemessenen Werte in Prozent vom Ausgangswert dargestellt. Dieser Wert ist dem
Mittelwert der beiden Werte der Stabilisierungsphase dquivalent.

In der Kontrollgruppe kam es insgesamt iiber die Zeit zu einem leichten Anstieg im Vergleich
zum Ausgangswert. Dieser war aber statistisch nicht signifikant (p > 0,05). In der
Ischdmiegruppe erkennt man dagegen einen deutlichen Abfall des Laser-Doppler-Wertes nach
Induktion der Ischdmie. Sofort nach Beendigung der Karotisokklusion war der Laser-Doppler-
Wert gegeniiber dem Ausgangswert erhoht, fiel danach zum Zeitpunkt 180 Minuten der
Reperfusion bis auf das Ausgangsniveau wieder ab um zu den letzten beiden

Untersuchungszeitpunkten leicht iiber dem Ausgangswert zu liegen.
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In der Ischdmiegruppe waren die Laser-Doppler-Fluxmetriewerte wahrend der Ischamiephase
zur Stabilisierungsphase und zu allen 4 Zeitpunkten der Reperfusionsphase signifikant

erniedrigt (* p < 0,05 vs. -60, 150, 180, 240 und 300 Min.).

Vergleicht man die beiden Gruppen zu den einzelnen Zeitpunkten, so zeigten sich signifikante
Unterschiede nur zu den Ischidmiezeitpunkten 5 Min., 60 Min. und 120 Min.
(# p < 0,05 vs. 5 Min., 60 Min., 120 Min.)
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Abb. 12: Darstellung des Laser-Doppler-Flow in der Kontroll- und der Ischdmiegruppe.
*p <0,05vs. -60, 150, 180, 240 und 300 Min., #p < 0,05 vs. Kontrollgruppe.

3.2.4. Leukozyten-Endothelinteraktionen — Roller vends/arteriell
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Roller vends

Die graphische Darstellung der am vendsen GefdBBendothel entlangrollenden Leukozyten zeigt
nicht nur einen erhdhten Wert gleich nach Ende der 2-stiindigen Ischdmiephase, sondern auch
einen zunehmenden Anstieg der Roller in der Ischdmiegruppe wéhrend der gesamten
Reperfusionsphase. In der Kontrollgruppe hingegen sieht man nur einen sehr geringen Anstieg.
Die statistische Auswertung zeigt keine Unterschiede zwischen der Kontroll- und
Ischdmiegruppe iiber alle Zeitpunkte insgesamt. Auch innerhalb der Kontrollgruppe iiber die
gesamte Versuchszeit hinweg gab es keine signifikanten Unterschiede. Allerdings war in der
Ischdmiegruppe der Anstieg der Roller zu jedem Zeitpunkt der Reperfusionsphase signifikant
zu den Zeitpunkten der Stabilisierungsphase (* p < 0,05 vs. -60 und -30 Min.).

Da wihrend der Dauer der Karotisokklusion die Durchblutung in den Venolen der
Versuchsgruppe deutlich verringert war, konnte wéihrend dieser Phase die Auswertung nicht
exakt durchgefiihrt werden. Dieser Bereich wurde daher nicht in die statistische Auswertung

miteinbezogen und in der Graphik grau schraffiert.
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Abb. 13: Darstellung der Roller in venosen Gefdffen in der Kontroll- und der

Ischdmiegruppe, * p < 0,05 vs. -60 und -30 Min.

Roller arteriell
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Die folgende Graphik zeigt die rollenden Leukozyten in den Arteriolen der Gruppen. Nach
Beendigung der Ischidmie zeigte sich graphisch zu zwei Zeitpunkten der Reperfusionsphase ein
sehr geringer Anstieg der arteriellen Roller in beiden Gruppen. Dieser war aber in keiner der
beiden Gruppen statistisch signifikant (p > 0,05).

Da auch wihrend der Ischdmiephase der Blutfluss in den Arteriolen deutlich verringert war,
konnte die Auswertung nicht exakt durchgefiihrt werden und wurde daher auch nicht in die

statistische Auswertung mit einbezogen.
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Abb. 14: Darstellung der Roller in arteriellen Gefifsen in der Kontroll- und der
Ischdmiegruppe.

3.2.5. Leukozyten-Endothelinteraktionen — Sticker vends/arteriell

Sticker venods

Die Anzahl der am GefdB3endothel der postkapilldren Venolen fest anheftende Leukozyten sind
in der folgenden Graphik dargestellt. Wiederum wurde die Ischdmiephase ausgegrenzt, da hier
aufgrund der verminderten Durchblutung und Flussrate keine Unterscheidung zwischen
rollenden und fest anheftenden Leukozyten getroffen werden konnte.

Man erkennt, dass es in der Kontrollgruppe wéhrend der Reperfusion kaum zu

Leukozytenadhédrenz an den GefaBwénden kam.
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In der Ischdmiegruppe zeigt sich ab dem ersten MeBzeitpunkt nach Ende der Ischdamie eine sehr
gering erhohte Leukozytenadhirenz. Diese Adhédrenz hilt sich auf leicht erh6htem Niveau bis
zum Ende der Reperfusionsphase gegeniiber der Stabilisierungsphase.

Statistisch gab es keine Signifikanzen zwischen beiden Gruppen {iiber alle Zeitpunkte
zusammen sowie innerhalb der beiden Versuchsgruppen zu den einzelnen

Zeitpunkten (p > 0,05).
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Abb. 15: Darstellung der Sticker in vendsen Gefdfien in der Kontroll- und der
Ischdmiegruppe.

Sticker arteriell

Anschlielend sind die ermittelten Werte arterieller Sticker, also an einer Arteriolenwand fest
anheftender Leukozyten, dargestellt.

Die statistische Auswertung ergab auch hier keine signifikanten Unterschiede zwischen der
Kontroll- und Ischdmiegruppe zwischen der Stabilisierungsphase und jedem der 4 einzelnen
Zeitpunkte in der Reperfusionsphase (p > 0,05). Die schraffierte Fliche zeigt wiederum den

nicht in die Bewertung eingeflossenen Messbereich der Ischdmiephase.
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Abb. 16: Darstellung der Sticker in arteriellen Gefdifsen in der Kontroll- und der
Ischdmiegruppe.

3.2.6. Kapillardichte

Die hier dargestellte Kapillardichte der Kontroll- und Ischdmiegruppe ist in Prozent des
Ausgangswertes der Stabilisierungsphase dargestellt. Sie fallt in der Ischdmiegruppe nach
Karotisokklusion deutlich ab. Nach Ende der 2-stiindigen Ischdmiephase

erholt sie sich wéahrend der 3-stiindigen Reperfusionsphase nur teilweise, erreicht aber nicht das
Ausgangsniveau.

Innerhalb der Kontrollgruppe konnten keine Signifikanzen gefunden werden (p > 0,05).

In der Ischdmiegruppe hingegen war die Abnahme der Kapillardichte in der Ischdmie- und der
Reperfusionsphase signifikant zum Ausgangswert.

(* p<0,05 vs. — 60 Min.).

AuBerdem zeigten sich ab dem Zeitpunkt 5 Minuten, also kurz nach Induktion der Ischémie,
signifikante Unterschiede zu jedem einzelnen der folgenden Untersuchungszeitpunkte

zwischen der Kontroll- und Ischdmiegruppe. (# p < 0,05 vs. Kontrollgruppe)
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Abb. 17: Darstellung der Kapillardichte in der Kontroll- und der Ischimiegruppe,

*p <0,05vs. — 60 Min., #p < 0,05 vs. Kontrollgruppe.

44



3.2.7. Plugger Kapillargebiet

Die folgende Graphik zeigt die Anzahl an Plugger im untersuchten Kapillargebiet. Diese
bleiben auf Ausgangsniveau bis zum Ende der Reperfusionsphase. Statistisch zeigten sich keine
signifikanten Unterschiede (p > 0,05). Die Ischdmiephase wurde wiederum nicht in die

statistische Auswertung miteinbezogen.
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Abb. 18: Darstellung der Plugger im Kapillargebiet in der Kontroll- und der
Ischdmiegruppe.
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3.2.8. Sticker Kapillargebiet

Der dauerhafte Verschluss von KapillargefaBen durch sogenannte Sticker ist in der folgenden
Abbildung fiir beide Gruppen dargestellt. Die Ischdmiephase wurde wieder nicht in die

statistische Auswertung miteinbezogen. Es zeigten sich auch hier keine

Signifikanzen (p > 0,05).
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Abb. 19: Darstellung der Sticker im Kapillargebiet in der Kontroll- und der
Ischdmiegruppe.

3.2.9. Perfundierte Venolen Kapillargebiet

Nachfolgend werden die perfundierten Venolen im untersuchten Kapillargebiet der beiden
Versuchsgruppen in Prozent vom Ausgangswert der Stabilisierungsphase abgebildet.

Hierbei erkennt man, dass es wéihrend der 2-stiindigen Ischdmiephase in der Ischdmiegruppe
zu einer deutlichen Abnahme von perfundierten Venolen kommt, der sich mit Beginn der
Reperfusionsphase wieder erholt aber das Ausgangsniveau nicht wieder erreicht.

Es zeigten sich statistisch keine Signifikanzen zwischen der Kontroll- und Ischdmiegruppe iiber
alle Zeitpunkte zusammen. Auch gab es keine Signifikanzen innerhalb der Kontrollgruppe

zwischen den unterschiedlichen Zeitpunkten (p > 0,05).
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Dagegen ist zu erkennen, dass sich die Anzahl perfundierter Venolen in der Ischdmiegruppe
zwischen der Stabilisierungsphase und den Ischdmiezeitpunkten 5 Min., 60 Min. und 120 Min.
sowie dem Reperfusionszeitpunkt 150 Min. signifikant erniedrigt ist (* p < 0,05 vs. 5 Min., 60
Min. ,120 Min., 150 Min.).

Die Anzahl perfundierter Venolen zu den Reperfusionszeitpunkten 180 Min., 240 Min. und 300
Min. war zu den drei Ischdmiezeitpunkten signifikant erhoht (# p <0,05 vs. 5, 60 und 120 Min).
Zusitzlich besteht ein signifikanter Unterschied in der Anzahl zum Reperfusionszeitpunkt 150
Min. im Vergleich zu den Ischdmiezeitpunkten 60 Min. und 120 Min. ($ p < 0,05 vs. 60 und
120 Min.).
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Abb. 20: Darstellung perfundierter Venolen im untersuchten Kapillargebiet in der

Kontroll- und der Ischimiegruppe.
*p <0,05vs. 5, 60, 120 und 150 Min., #p < 0,05 vs, 5, 60 und 120 Min., $ p < 0,05 vs. 60 und
120 Min., Q p < 0,05 vs. Kontrollgruppe.

Zwischen der Kontroll- und Ischimiegruppe bestehen signifikante Unterschiede zu allen drei
Ischdmiezeitpunkten (Q p < 0,05 vs. Kontrollgruppe) aber keine Signifikanzen in der

Stabilisierungs- und der gesamten Reperfusionsphase (p > 0,05).
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3.2.10. Blut-Hirnschranke

Die intravitalmikroskopische Priifung der Blut-Hirnschranken-Integritit wurde bei allen Tieren
am Ende der Reperfusionsphase und 20 Minuten nach Gabe des Na*- Fluoreszein durchgefiihrt.
Dabei wurde unterschieden, ob die Blut-Hirnschranke intakt, fokal oder generalisiert defekt
war.

Man erkennt in der Abbildung, dass in der Kontrollgruppe deutlich hiufiger die Blut-
Hirnschranke, nimlich bei ca. 80% der Tiere, intakt war. Auch waren fokale oder generalisierte
Defekte in der Kontrollgruppe deutlich seltener im Vergleich zur Versuchsgruppe. Statistisch
gab es innerhalb der Kontrollgruppe einen signifikanten Unterschied bzgl. der Intaktheit der
Blut-Hirnschranke (* p < 0,05 vs. fokal defekt und generalisiert defekt). Innerhalb der

Versuchsgruppe gab es allerdings keinen statistisch signifikanten Unterschied.
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Abb. 21: Zustand der Blut-Hirnschranke in der Kontroll- und der Ischdmiegruppe,

*p < 0,05 vs. Fokal defekt und generalisiert defekt.

3.2.11. Neuroscore

Jedes Tier wurde am Versuchstag vor der Narkose neurologisch untersucht. Dieser Wert

spiegelt als Ausgangswert den Tag 0 wieder. An den folgenden Tagen wurde jeweils ca. 24

Stunden nach Versuchende die gleiche neurologische Untersuchung durchgefiihrt.
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Man erkennt in der Graphik eine deutliche Abnahme des Neuroscores am 1. Tag, der in der
Kontrollgruppe dann wieder ansteigt, wihrend in der Ischdmiegruppe eine weitere, aber
diesmal geringere Abnahme zu erkennen ist. In beiden Gruppen wird der Ausgangswert nicht
wieder erreicht.

In der statistischen Auswertung zeigten sich innerhalb der Kontrollgruppe keine signifikanten
Unterschiede (p > 0,05). In der Ischamiegruppe dagegen zeigte sich eine statistisch signifikante
Abnahme im Neuroscore an allen 4 postischdmischen Tagen im Vergleich zu Tag 0 (* p <0,05
vs. Tag 0).

Auch bei der statistischen Betrachtung zwischen Kontroll- und Ischdmiegruppe zeigte sich,
dass die Tiere der Ischimiegruppe einen statistisch signifikant niedrigeren Neuroscorewert an

den Untersuchungstagen 2, 3 und 4 aufwiesen (# p < 0,05 vs. Kontrollgruppe).
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Abb. 22: Verlauf des Neuroscores in der Kontroll- und der Ischimiegruppe in der

postischimischen Beobachtungsphase, * p < 0,05 vs. Tag 0, #p < 0,05 vs. Kontrollgruppe.

3.2.12. Korpergewicht

In der folgenden Abbildung ist das téglich gemessene Korpergewicht aufgezeigt. Man erkennt,
dass das Korpergewicht bei allen Tieren abnimmt. An Untersuchungstag 4 steigt das
Korpergewicht in beiden Gruppen wieder leicht an.

Statistisch gab es eine signifikante Abnahme innerhalb der Kontroll- und Ischdmiegruppe von

allen 4 postischdmischen Tagen gegeniiber Tag 0 (* p < 0,05 vs. Tag 0 in Kontroll- und
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Versuchsgruppe), sowie von Tag 1 gegeniiber Tag 2 — 4 (# p < 0,05 vs. Tag 1 in Kontroll- und

Ischdmiegruppe).

Zwischen der Kontroll- und Ischdmiegruppe gab es keine statistisch signifikanten Unterschiede

zu den einzelnen Zeitpunkten (p > 0,05).
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Abb. 23: Verlauf des Korpergewichtes in der Kontroll- und der Ischimiegruppe in der

postischimischen Beobachtungsphase, * p < 0,05 vs. Tag 0 in Kontroll- und Versuchsgruppe,
#p < 0,05 vs. Tag 1 in Kontroll- und Ischimiegruppe.

3.2.13. Infarktvolumen

4 Tage nach Beendigung des Akutversuches und damit nach Ende des postischdmischen
Untersuchungszeitraums wurden die Tiere erneut narkotisiert, perfusionsfixiert und die Gehirne
in toto entnommen. AnschlieBend erfolgte die histologische Untersuchung zur Bestimmung des
Infarktvolumens.

Bei der statistischen Auswertung zeigt sich ein signifikanter Unterschied zwischen der

Kontroll- und Ischdmiegruppe hinsichtlich der InfarktgroBe (** p < 0,01 vs. Kontrollgruppe).
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Abb. 24: Infarktvolumen in % der ipsilateralen Hemisphdre in der Kontroll- und der
Ischdmiegruppe, ** p < 0,01 vs. Kontrollgruppe.
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3.2.14. Korrelationsgraphik Laser-Doppler-Fluxmetrie gegeniiber Infarkt

Stellt man die, mittels Laser-Doppler-Fluxmetrie gemessene, Durchblutungsabnahme wéhrend
der 2-stiindigen Ischdmiephase dem histologisch gemessenen Infarktvolumen der betroffenen
Hemisphére aller Tiere gegeniiber, so erkennt man, dass ab einer Durchblutungsabnahme von

ca. 20% und niedriger vom Ausgangswert der Kontrollphase ein Infarkt fast immer messbar ist.
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Abb. 25: Darstellung der Korrelation von Infarktvolumen gegeniiber der Abnahme des
g geg

Laser-Doppler-Flux bei Tieren der Kontroll- und der Ischdmiegruppe.

3.2.15. Uberleben

Die unten dargestellte Graphik zeigt das Uberleben der Kontroll — und Ischéimietiere nach dem
Ende des Akutversuches. Die Anzahl der Tiere wurde in Prozent vom Ausgangswert, in diesem

Fall dem OP-Tag, dargestellt. In der Ischdmiegruppe zeigte sich eine Abnahme der Tieranzahl

ab dem 2. Tag der postischdmischen Kontrollphase.
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Bei der statistischen Auswertung konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen beiden

Gruppen hinsichtlich des Uberlebens gefunden werden (p > 0,05).
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Abb. 26: Uberleben der Tiere der Kontroll- und der Ischimiegruppe nach Ende des
Akutversuches.
3.3. Zielparameter — Versuchsgruppe ,Frithe Reperfusion’ wund unterschiedliche
Ischdmiegruppen

3.3.1. Arterielle GefaBdurchmesser

Dargestellt sind die Verdnderungen der GefdBdurchmesser der Arteriolen der verschiedenen
Ischdmiegruppen iiber den Versuchszeitraum.

Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede der arteriellen GefaBdurchmesser zwischen
der Kontrollgruppe und allen Ischdmiegruppen iiber alle Zeitpunkte zusammen (p > 0,05). Auch
innerhalb der Kontrollgruppe waren keine statistisch signifikanten Unterschiede nachzuweisen
(p > 0,05).

In der Ischdmiegruppe mit einer Ischdmietiefe < 10% waren die arteriellen GefaBdurchmesser
zu den Reperfusionszeitpunkten 150 Min. und 180 Min. zu allen Ischdmiezeitpunkten, sowie

der Ischidmiezeitpunkt 5 Min. zusétzlich noch zu den beiden Zeitpunkten der
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Stabilisierungsphase und zu den Zeitpunkten 240 Min. und 300 Min. der Reperfusionsphase
statistisch signifikant verschieden (p < 0,05).

In der Ischdmiegruppe mit einer Ischdmietiefe > 10 % und < 30% waren die gemessenen
arteriellen Gefd8durchmesser aller drei Ischdmiezeitpunkte zum 1. Messwert der
Stabilisierungsphase signifikant verschieden (p < 0,05).

In der letzten Ischdmiegruppe mit einer Ischdmietiefe >30% zeigten sich hingegen keine

signifikanten Unterschiede (p > 0,05).
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Abb. 28: Darstellung der Gefifsdurchmesser der untersuchten Arteriolen in der Kontroll-

und den 3 Ischdmiegruppen, Ischimietiefe < 10% mit * p < 0,05 vs. 5, 60 und 120 Min., #p <
0,05 vs. — 60, - 30, 150, 180, 240 und 300 Min., Ischimietiefe < 30% mit § vs. -60 Min.

3.3.2. Venose GefalBdurchmesser
Hier gab es keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen der Kontroll- und allen drei

Ischdmiegruppen hinsichtlich der Verdnderungen des GefaBdurchmessers

der Venolen (p > 0,05).
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Abb. 29: Darstellung der Gefdfsdurchmesser der untersuchten Venolen in der Kontroll-

und den 3 Ischdmiegruppen.

3.3.3. Laser—Doppler-Fluxmetrie

Bei der Betrachtung des Verlaufs der Laser-Doppler-Werte zeigte sich ein sehr
unterschiedlicher Verlauf des Laser-Doppler-Flux je Ischdmiegruppe in der Reperfusionsphase.
In der Ischdmiegruppe < 10% kam es 30 Minuten nach Beendigung der Karotisokklusion zu
einer Hyperperfusion, gefolgt von einer Hypoperfusion zum Reperfusionszeitpunkt 180 Min.
Danach verzeichneten wir einen langsamen Anstieg des Laser-Doppler-Flux. Am Ende des
Versuches wurde das Niveau der anderen Tiere erreicht, welches gering iiber dem Wert der
Stabilisierungsphase lag.

In der Ischdmiegruppe < 30% kam es zu keiner Hyperperfusion, sondern die Hypoperfusion
zum Reperfusionszeitpunkt 150 Minuten stieg iliber den restlichen Untersuchungszeitraum
langsam an und erreichte das Niveau der anderen Tiere, inklusive der Kontrolltiere. Auch in
der dritten Gruppe kam es nicht zu einer Hyperperfusion wie in der Ischdmiegruppe mit
Ischdmie < 10%. Allerdings war der Laser-Doppler-Fluxwert zum Reperfusionszeitpunkt 150
Minuten genauso leicht erhoht gegeniiber dem Wert der Stabilisierungsphase wie der Wert zum

gleichen Zeitpunkt in der Kontrollgruppe.
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Innerhalb der Ischdmiegruppe < 10% sind alle 3 Ischdmiezeitpunkte zur Stabilisierungsphase
sowie zu allen 4 Reperfusionszeitpunkten, sowie der Reperfusionszeitpunkt 150 Min. zum
Reperfusionszeitpunkt 180 Min. signifikant verschieden (* p < 0,05).

In den beiden Gruppen mit einer Abnahme der Hirndurchblutung > 10% und < 30% und > 30%
gegeniiber dem Wert der Stabilisierungsphase waren auch die Laser-Doppler-Werte der
Ischdmiephase gegeniiber der Stabilisierungs- und Reperfusionsphase signifikant verschieden.
Zu den 3 Ischidmiezeitpunkten sind alle 3 Ischdmiegruppen deutlich signifikant erniedrigt
gegeniiber der Kontrollgruppe (** p <0,001).

Bei der Betrachtung der einzelnen Zeitpunkte zeigt sich, dass sich zum Reperfusionszeitpunkt
150 Minuten die Ischdmiegruppe < 30% zur Kontrollgruppe und der Ischdmiegruppe < 10%
sowie die Ischdmiegruppe > 30% gegeniiber der Ischdmiegruppe < 10% signifikant
voneinander unterscheiden.

Zum Zeitpunkt 180 Minuten gab es statistisch keine signifikanten Unterschiede zwischen den

Versuchsgruppen.
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Abb. 30: Darstellung des Laser-Doppler-Flux in der Kontroll- und den 3

Ischdmiegruppen. Ischimietiefe < 10% mit * p < 0,05 vs. -60, 150, 180, 240 und 300 Min.,
Qp <0,05vs. 180 Min., Ischdmietiefe < 30% und > 30% mit #p < 0,05 vs. -60, 150, 180, 240
und 300 Min., alle Ischimiegruppen mit ** p < 0,01 vs. Kontrollgruppe, Ischdmietiefe < 30%
mit $ p < 0,05 vs. Kontroll- und Ischdamietiefe < 10%, Ischdmiegruppe > 30% mit O p < 0,05
vs. Ischdmietiefe < 10%.
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3.3.4. Leukozyten-Endothelinteraktionen — Roller vends/arteriell

Roller vends

In der Gruppe mit einer Durchblutungsabnahme > 30% vom Ausgangswert war ein
kontinuierlicher Anstieg in der Anzahl an vendsen Rollern gegeniiber allen anderen Gruppen
iiber den gesamten Reperfusionszeitraum zu verzeichnen. In der Ischdmiegruppe mit einer
Durchblutungsabnahme < 10% vom Ausgangswert war nur ein kurzzeitiger Anstieg nach Ende
der Ischimie zu erkennen. Danach stagnierte die Anzahl rollender Leukozyten auf einem
hoheren Niveau gegeniiber der 2. Ischdmiegruppe und der Kontrollgruppe.

Die geringste Anzahl an vendsen Rollern verzeichneten wir in der Kontrollgruppe.

In der statistischen Auswertung zeigten sich allerdings keine statistisch signifikanten
Unterschiede zwischen allen Ischdmiegruppen und der Kontrollgruppe iiber alle Zeitpunkte
zusammen.

Auch konnten keine signifikanten Unterschiede in der Kontrollgruppe zu den einzelnen
Zeitpunkten gefunden werden.

Innerhalb der Ischdmiegruppe < 10% und der Gruppe > 10% und < 30% war die Anzahl an
Rollern nicht unterschiedlich (p > 0,05)

In der 3. Ischdmiegruppe mit einer Ischdmietiefe > 30% war die erhohte Anzahl der Roller
gegeniiber den Werten der Stabilisierungsphase und zu jedem Zeitpunkt der Reperfusionsphase
signifikant.

Zu den Zeitpunkten 240 Min. und 300 Min. der Reperfusionsphase war die Anzahl rollender
Leukozyten in der 3. Versuchsgruppe auch gegeniiber der Kontrollgruppe signifikant erhdht.
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Abb. 31: Darstellung der Roller in vendsen Gefdfien in der Kontroll- und den 3

Ischdmiegruppen, * p < 0,05 vs. — 60 und — 30 Min., # p < 0,05 vs. Kontrollgruppe.
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Roller arteriell

Hier war nur ein minimaler Anstieg der Anzahl arterieller Roller zum Zeitpunkt 180 Min. der
Reperfusionsphase in der 1. Versuchsgruppe mit einer Ischdmietiefe < 10% des
Ausgangswertes zu erkennen.

Statistisch zeigten sich keine signifikanten Unterschiede innerhalb der Kontrollgruppe zu den
einzelnen Zeitpunkten. Auch innerhalb der 3 Versuchsgruppen, sowie zu den einzelnen
Zeitpunkten zwischen den Versuchsgruppen gab es statistisch keine statistisch signifikanten

Unterschiede.
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Abb. 32: Darstellung der Roller in arteriellen Gefdfien in der Kontroll- und den 3

Ischdmiegruppen.
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3.3.5. Leukozyten-Endothelinteraktionen — Sticker vends/arteriell

Sticker venos

In der Gruppe mit einer Ischdmietiefe > 30% des Ausgangswertes zeigte sich zu Beginn der
Reperfusion eine erhdhte Anzahl von am vendsen Gefdflendothel fest anheftender Leukozyten.
Diese Adhdrenz nimmt aber im Verlauf kontinuierlich ab und erreicht zum Versuchsende hin
dann das Niveau der Kontrollgruppe. In den beiden anderen Versuchsgruppen konnten kaum
Leukozytenadhdrenzen festgestellt werden.

Statistisch gibt es keine signifikanten Unterschiede innerhalb der einzelnen 4 Versuchsgruppen

sowie zu den einzelnen Zeitpunkten zwischen den Versuchsgruppen.
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Abb. 33: Darstellung der Sticker in venosen Gefifen in der Kontroll- und den 3
Ischdmiegruppen.
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Sticker arteriell

Auch bei an arteriellen Gefdflen fest anheftenden Leukozyten zeigten sich statistisch keine

signifikanten Unterschiede.
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Abb. 34: Darstellung der Sticker in arteriellen Gefdfsen in der Kontroll- und den 3
Ischdmiegruppen.

3.3.6. Kapillardichte

Die folgende Abbildung veranschaulicht den Verlauf der Kapillardichte der Kontroll- gegen
alle 3 Versuchsgruppen. In keiner der 3 Versuchsgruppen erholt sich die Kapillardichte nach
Beendigung der Karotisokklusion wieder. Wéhrend in der

Gruppe mit einer Durchblutungsabnahme < 10% des Ausgangswertes die funktionelle
Kapillardichte zum Ende der Reperfusionszeit wieder leicht abnimmt, hélt sie sich in der 2.
Versuchsgruppe iiber die gesamte Reperfusionszeit auf dem gleichen aber gegeniiber der
Stabilisierungsphase deutlich erniedrigten Niveau wie am Ende der Ischdmiephase. In der 3.
Ischdmiegruppe kommt es tendenziell zu einem geringen Anstieg der Kapillardichte zum Ende
der Reperfusionsphase.

In der Kontrollgruppe kommt es zum Versuchsende hin zu einem leichten Abfall der

funktionellen Kapillardichte.
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Statistisch kam es innerhalb der Kontrollgruppe nicht zu signifikanten Unterschieden zwischen
den einzelnen Zeitpunkten.

In den Versuchsgruppen mit einer Ischidmietiefe < 10% und < 30% des Ausgangswertes
unterscheiden sich die Werte der Stabilisierungsphase jeweils von allen Werten der Ischédmie-
und Reperfusionsphase signifikant.

In der Versuchsgruppe mit einer Durchblutungsabnahme > 30% des Ausgangswertes
unterscheiden sich die Werte der Stabilisierungsphase gegeniiber den Werten der Zeitpunkte
60 Min. und 120 Min. der Ischdmiephase sowie gegentiiber allen Werten der Reperfusionsphase
signifikant voneinander.

Zu den Versuchszeitpunkten 5 Min. und 60 Min. der Ischdmiephase unterscheiden sich die
Werte der Kontrollgruppe signifikant von denen der 1. und 2. Versuchsgruppe.

Zum Zeitpunkt 120 Min. der Ischdmiephase unterscheidet sich die Kontrollgruppe signifikant
von allen 3 Ischdmiegruppen sowie die Gruppe mit einer Durchblutungsabnahme > 30% von
der Gruppe mit einer Durchblutungsabnahme < 10%.

Zum Zeitpunkt 150 Min. der Reperfusionsphase unterscheidet sich die Kontrollgruppe von
allen 3 Ischdmiegruppen und die Gruppe mit Durchblutungsabnahme > 30% von den beiden
anderen Ischdmiegruppen signifikant voneinander.

Zu den Zeitpunkten 180 Min., 240 Min. und 300 Min. der Reperfusionsphase unterscheidet sich
die Kontrollgruppe und die Gruppe mit Durchblutungsabnahme > 30% signifikant von den

beiden tiefen Ischdmiegruppen.
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Abb. 35: Darstellung der Kapillardichte in der Kontroll- und den 3 Ischdmiegruppen,

Ischdmietiefe < 10% und < 30% mit * p < 0,05 vs. -60 Min., Ischdmietiefe > 30% mit $ p <
0,05 vs. — 60 Min., Ischimietiefe <10% und <30% mit ¢ p < 0,05 vs. Kontrollgruppe,
Ischdmiegruppen mit ## p < 0,05 vs. Kontrollgruppe, Ischimietiefe < 10% mit § p < 0,05 vs.
Ischdmiegruppe > 30%, Ischdmietiefe < 10% und < 30% mit & p < 0,05 vs. Ischdmietiefe >
30%, Ischdamietiefe < 10% und < 30 % mit > p < 0,05 vs. Kontrollgruppe uns Ischimietiefe >
30%.
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3.3.7. Plugger Kapillargebiet

Hier ergaben sich keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen der Kontroll- und allen
3 Ischamiegruppen hinsichtlich der Anzahl Kapillaren kurzzeitig verlegenden Leukozyten (p >

0,05).

N
o
1

—@— Kontrolle n=7

—QO— Ischidmie <10% n=8
—w— Ischamie <30% n=4
—— |schidmie >30% n=9

-
(8)]
1

Anzahl Plugger Kapillargebiet ( n)
P >

= o

0’0 i T 1 1 1 1
-60 -30 5 60 120 150 180 240 300
Zeit (min)
Abb. 36: Darstellung der Plugger im Kapillargebiet in der Kontroll- und den 3
Ischdmiegruppen.

64



3.3.8. Sticker Kapillargebiet

Das geringfiigig hdufigere Auftreten von Stickern in der Reperfusionsphase im Kapillargebiet
in der Gruppe mit Durchblutungsabnahme < 10% ist statistisch nicht signifikant. In den iibrigen

Gruppen konnten auch keine statistisch signifikanten Unterschiede gefunden werden.
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Abb. 37: Darstellung der Sticker im Kapillargebiet in der Kontroll- und den 3
Ischdmiegruppen.
3.3.9. Perfundierte Venolen Kapillargebiet

In der Abbildung erkennt man eine deutlichere Abnahme der Anzahl perfundierter Venolen im
Kapillargebiet in den Gruppen mit Durchblutungsabnahme < 10% und einer < 10% und

< 30% gegeniiber der 3. Gruppe und der Kontrollgruppe. In der Reperfusionsphase ist die
Zunahme der Anzahl perfundierter Venolen in der Gruppe mit Durchblutung < 10% zeitlich
schneller als in der Gruppe > 10% und < 30% und erreicht fast das Ausgangsniveau wieder.
Statistisch zeigte sich keine Signifikanz in der Kontrollgruppe zwischen den einzelnen
Beobachtungszeitpunkten. In der Gruppe mit einer Durchblutungsabnahme < 10%
unterscheidet sich die Ischdmiephase signifikant gegeniiber der Stabilisierungs- und der
Reperfusionsphase.

Bei den Versuchstieren mit einer Durchblutungsabnahme > 10% und < 30% unterschiedet sich

die Stabilisierungsphase signifikant von den Zeitpunkten 60 Min. und 120 Min. der
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Ischdmiephase und dem Zeitpunkt 150 Min. der Reperfusionsphase, auerdem unterscheiden
sich die Ischdmiezeitpunkte 60 Min. und 120 Min. von den Reperfusionszeitpunkten 240 Min.
und 300 Min. der Reperfusionsphase.

In der Gruppe mit einer Durchblutungsabnahme > 30% des Ausgangswertes zeigten sich
statistisch keine signifikanten Unterschiede.

Zu den Ischdmiezeitpunkten 5, 60 und 120 Min. unterscheidet sich die Gruppe mit
Durchblutungsabfall < 10% von der Kontrollgruppe signifikant. Zum Ischdmiezeitpunkt 60
Min. und 120 Min. der Ischdmiephase unterscheiden sich die Kontroll- und Gruppe > 30%
jeweils statistisch signifikant von den iibrigen beiden Gruppen.

Zum Reperfusionszeitpunkt 150 Min. unterscheidet sich die Kontrollgruppe von der Gruppe
mit Durchblutungsabfall < 10% und Der Gruppe > 10% und < 30% statistisch signifikant,
ebenso die Gruppe > 30% von der Gruppe > 10% und < 30% und die Gruppe mit einer

Durchblutung > 10% und < 30% von der Gruppe < 10% voneinander.
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Abb. 38: Darstellung der perfundierten Venolen in der Kontroll- und den 3

Ischdmiegruppen, Ischdimietiefe < 10% mit * p < 0,05 vs. — 60 Min. und Reperfusionsphase,
Ischdmietiefe < 30% mit #p < 0,05 vs. — 60 Min., $ p < 0,05 vs. 240 und 300 Min.,
Ischdmietiefe < 10% mit O p < 0,05 vs. Kontrollgruppe, Kontroll — und Ischimiegruppe > 30%
mit Q p < 0,05 vs. Ischiamiegruppe < 10% und Ischdmiegruppe < 30%, Kontrollgruppe mit &
p < 0,05v vs. Ischamietiefe < 10% und Ischdmietiefe < 30%.
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3.3.10. Blut-Hirnschranke

Es gibt einen statistisch signifikanten Unterschied zwischen der Kontroll- und Ischdmiegruppe
mit einer Durchblutung < 10% des Ausgangswertes hinsichtlich der Verdnderungen eines
generalisierten Defektes der Blut-Hirnschranke (p < 0,05).

Bei der Korrelation zwischen der Intaktheit der Blut-Hirnschranke gegen Ischdmietiefe zeigte
sich keine signifikante Korrelation. Auch bei der Korrelation zwischen einem generalisierten
Defekt der Blut-Hirnschranke gegen die Ischdmietiefe fanden sich keine statistisch

signifikanten Korrelationen.
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Abb. 39: Zustand der Blut-Hirnschranke in der Kontroll- und den 3 Ischdmiegruppen,
generalisierter Defekt der Bluthirnschranke mit * p < 0,05 vs. Kontrollgruppe.

3.3.11. Neuroscore

Hier ist der Verlauf der Werte des Neuroscores in Prozent zum Ausgangswert mit Aufteilung
der Ischdmiegruppe in die 3 Untergruppen. Die Kurve der Gruppe mit einer Durchblutung

< 10% fallt iiber den gesamten Beobachtungszeitraum ab, wihrend in der Gruppe mit einer
Durchblutung >10 % und < 30% sich die Werte ab dem 2. Tag auf gleichem Niveau
einzupendeln scheinen. Die Gruppe mit einer Durchblutung > 30% steigt im Neuroscorewert

zum Ende der Beobachtungsphase tendenziell wieder an.
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In der statistischen Auswertung gibt es innerhalb der Kontrollgruppe keinen signifikanten
Unterschied an den einzelnen Untersuchungstagen. In allen drei Ischdmiegruppen zeigen sich
hingegen signifikante Unterschiede zwischen dem Untersuchungstag 0 und allen {ibrigen
Untersuchungstagen. Ab dem 2. Untersuchungstag sind die Unterschiede im Neuroscore

zwischen der Kontroll- und der Gruppe mit einer Durchblutung < 10% ebenfalls signifikant.
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Abb. 40: Verlauf des Neuroscores in der Kontroll- und den 3 Ischdmiegruppen in der

postischimischen Beobachtungsphase, alle Ischdmiegruppen mit * p < 0,05 vs. Tag 0,
Ischdmietiefe < 10% mit Q p < 0,05 vs. Kontrollgruppe.

3.3.12. Korpergewicht

Aus dem graphischen Verlauf des Korpergewichtes der Kontroll- und den einzelnen
Ischdmiegruppen zeigt sich, dass es in allen Gruppen zu einer Abnahme des Kdrpergewichtes
kommt. In keiner der 4 Versuchsgruppen wird das Ausgangsgewicht wieder erreicht.
Tendenziell erkennt man, dass die Tiere der Gruppe mit einer Durchblutung < 10% stetig an
Gewicht verlieren wihrend es in den anderen Ischdmiegruppen zum Ende der postischdmischen
Beobachtungstage zu einer Zunahme an Korpergewicht kommt. Statistisch zeigt sich, dass in
der Kontroll — und allen Ischdmiegruppen das Korpergewicht an den Tagen 1-4 signifikant
niedriger ist gegeniiber Tag 0.

An Tag 4 unterschiedet sich die Gruppe mit einer Durchblutung < 10% von allen anderen

Gruppen signifikant.
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Abb. 41: Graphischer Verlauf des Korpergewichtes in der Kontroll- und den 3
Ischdmiegruppen in der postischdmischen Beobachtungsphase. * p < 0,05 vs. Kontrollgruppe
und alle 3 Ischimiegruppen, $ p < 0,05 vs. Kontroll- und den iibrigen 2 Ischdmiegruppen.
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3.3.13. Infarktvolumen

Der histologische Schnitt in Abbildung 41 zeigt das typische Bild eines rechtsseitigen Infarktes

nach 2-stiindiger Ischimie.

Abb. 42: Histologische Darstellung eines rechtsseitigen Infarktes nach 2-stiindiger
fokaler Ischdmie.

In der Grafik erkennt man, dass das gemessene Infarktvolumen in der Gruppe mit einer
Durchblutung < 10% und einer Durchblutung > 10% und < 30% mit ca. 40% des Volumens
der ipsilateralen Hemisphdre deutlich groBer ist gegeniiber der 3. Ischdmie- und der
Kontrollgruppe.

Dabei war der statistische Unterschied zwischen der Kontroll- und den beiden oben
erstgenannten Ischamiegruppen signifikant. Aulerdem war das Infarktvolumen in der Gruppe
mit einer Durchblutung < 10 % statistisch signifikant erhoht gegeniiber der Gruppe mit einer

Durchblutung > 30%.
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Abb. 43: Infarktvolumen in % der ipsilateralen Hemisphdre in der Kontroll- und den 3

Ischdmiegruppen, * p < 0,05 vs. Kontrollgruppe, Ischdmiegruppe > 30% mit #p < 0,05 vs.
Ischdmiegruppe < 10%.

3.3.14. Uberleben

Man erkennt, dass es in den Ischdmiegruppen zu einem Versterben der Tiere schon ab dem 1.
postischdmischen Tag kommt. Am Ende leben in der Gruppe mit einer Durchblutung < 10%
und einer Durchblutung > 10% und < 30% mit ca. 60% die wenigsten Tiere. In der Gruppe mit
einer Durchblutung > 30% leben noch knapp 80% der Tiere. In der Kontrollgruppe leben mit
fast 90% noch die meisten Versuchstiere. Statistisch zeigen sich allerdings keine signifikanten
Unterschiede beziiglich der Uberlebenszeit zwischen der Kontroll- sowie allen

Ischdmiegruppen.
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Abb. 44: Uberleben der Tiere der Kontroll- und den 3 Ischimiegruppen nach Ende des
Akutversuches.
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3.4.  Zielparameter - Versuchsgruppe ,Spate Reperfusion’

3.4.1. Arterielle GefaBdurchmesser

Hier sind die Durchmesser der Arteriolen in den untersuchten Tieren aufgezeichnet. Es
bestanden keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen der Kontroll- und den

einzelnen Reperfusionsgruppen.

140
g_ 120
c
2
© 100 -
[
[}
<
s 80 -
w
w
g
E 60 - T
8 T
= T
Q 40 T T T

20 -
0 I T I 1 I 1
12h 24h 48h 72h 96h Kontrolle
Zeit nach Ischamie
Abb. 45: Darstellung der Gefdfsdurchmesser der Arteriolen der Kontrollgruppe und den

nach der Reperfusionszeit unterteilten Ischimiegruppen.
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3.4.2. Venose GefaBdurchmesser

Auch die Durchmesser der Venolen zeigten statistisch keine signifikanten Unterschiede

zwischen den Versuchsgruppen.
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Abb. 46: Darstellung der Gefdfidurchmesser der Venolen der Kontrollgruppe und den

nach der Reperfusionszeit unterteilten Ischimiegruppen.
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3.4.3. Leukozyten-Endothelinteraktionen — Roller vends

Dargestellt sind die vendsen Roller der einzelnen Reperfusionsgruppen gegen die
Kontrollgruppe. Die Anzahl rollender Leukozyten in vendsen Gefédfen ist in den Gruppen 12h

und 24h sowie 72h und 96h signifikant gegeniiber der Kontrollgruppe erhoht.
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Abb. 47: Darstellung der Roller in venosen Gefdfsen der Kontrollgruppe und den nach
der Reperfusionszeit unterteilten Ischdmiegruppen, Versuchsgruppen 12h, 24h, 72h und 96h
mit * p < 0,05 vs. Kontrollgruppe.
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3.4.4. Leukozyten-Endothelinteraktionen — Sticker vends

Dargestellt sind hier an vendsen GefdBwiénden fest anheftenden Leukozyten. Deren Anzahl ist

signifikant in allen 5 Versuchsgruppen der spiten Reperfusionsphase gegeniiber der

Kontrollgruppe erhoht.
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Abb. 48: Darstellung der Sticker in vendsen Gefdfien der Kontrollgruppe und den nach
der Reperfusionszeit unterteilten Ischamiegruppen, alle Versuchsgruppen mit * p < 0,05 vs.
Kontrollgruppe.
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3.4.5. Kapillardichte

Die Kapillardichte zeigte zu allen Zeitpunkten und in allen Versuchsgruppen keine statistisch

signifikanten Unterschiede.
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Abb. 49: Darstellung der Kapillardichte der Kontrollgruppe und den nach der
Reperfusionszeit unterteilten Ischdmiegruppen.
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3.4.6. Perfundierte Venolen Kapillargebiet
In dieser Darstellung wurde die Anzahl perfundierter Venolen in Prozent des Ausgangswertes,

also zu Beginn der intravitalmikroskopischen Aufnahmen, gegen die Anzahl am Ende der

Aufnahmen abgebildet. Statistisch signifikante Unterschiede fanden sich dabei nicht.
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Abb. 50: Darstellung der perfundierten Venolen im Kapillargebiet der Kontrollgruppe
und den nach der Reperfusionszeit unterteilten Ischdmiegruppen in Prozent vom Ausgangswert.

78



4. Diskussion

Es ist zu erkennen, dass die in den experimentellen Versuchen gewonnenen Ergebnisse
vielschichtig sind. Die Deutung und Ubertragung auf die Klinik soll in der Diskussion erdrtert

werden.

4.1. Methodik

4.1.1. Das experimentelle Modell

In der Literatur werden verschieden Modelle beschrieben, die die klinische Manifestation einer
zerebralen Ischdmie untersuchen [76]. Die akute fokale zerebrale Ischdmie, die dem
Schlaganfall zugrunde liegt, ist wohl klinisch die relevanteste Manifestation fiir den Menschen.
Die Ursache fiir eine fokale zerebrale Ischidmie liegt meist in einer Stenosierung oder einem
Verschluss einer oder mehrerer Hirnarterien, meistens der A. cerebri media. Im
Versorgungsgebiet des betroffenen Gefdlles kommt es innerhalb von wenigen Minuten durch
die Ischdmie zu einem Gewebeuntergang, dem Infarkt [112]. Hier liegt die Restdurchblutung
durch Kollateralversorgung bei unter 10% des Ausgangswertes [ 104]. Fiir das betroffene Gebiet
bedeutet dies einen Blutfluss von nur noch ca. 12-15 ml/100g/min. Um dieses Gewebe herum
befindet sich die Penumbra, ein Bereich, in dem der erniedrigte Blutfluss zwar zum Sistieren
der elektrischen Aktivitdt der Neurone fiihrt aber das Membranpotential der Nervenzellen
erhalten ist. Hier betrdgt die Restdurchblutung ca. 25-50% vom Ausgangswert. [93].

Dieses Gewebe kann, im Gegensatz zum Gewebe im Infarkt selbst vor dem Untergang bewahrt
werden, selbst wenn es erst nach einigen Stunden (2-4 Stunden) zu einer Erholung der
Durchblutung kommt [104] [93]. Hélt die Durchblutungsstdrung aber weiterhin an, geht auch

das Nervengewebe in der Penumbra unter [81].

Durch den reduzierten Blutfluss kann das von den noch aktiven Nervenzellen weiterhin
verbrauchte ATP nicht wieder synthetisiert werden. Die Folge ist ein Mangel an ATP, eine
Lactatacidose und ein Verlust der [onenhdmostase der Nervenzellen. Es folgt eine festgelegte,
multimodale und multizelluldire Kaskade [16] [29]. Es kommt zur Freisetzung von
Neurotransmittern, vor allem des exzitatorischen Glutamat, deren Wiederaufnahme durch den
Energiemangel gestort bleibt. Glutamat bindet an N-Methyl-D-Aspartat- (NMDA) und o-
Amino-3-Hydroxy-5-Methyl-4-Isoxazolproprionsidure-Rezeptoren (AMPA), was zu einem
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starken Einstrom von Calcium fiihrt. Dieser Einstrom fiithrt wiederum zu einer Aktivierung von
Phospholipasen und Proteasen, die dann Zellmembranen und Proteine zerstéren. AuBBerdem
vermitteln Glutamatrezeptoren einen massiven Natrium- und Wassereinstrom mit daraus
resultierenden Zellschwellungen, Zellodem und Abnahme des Extrazelluldrraums [67]. Ein
gleichzeitig ablaufender Calciumeinstrom aktiviert ebenfalls Proteasen, Lipasen und
Nukleasen. Die auftretenden hohen Konzentrationen von Calcium, Natrium und ADP
verursachen eine hohe Produktion von Sauerstoffradikalen, sowohl in Mitochondrien, als auch
bei der Prostaglandinsynthese und dem Abbau von Hypoxanthin. Diese Sauerstoffradikale
zerstoren Lipide, Proteine, Nukleinsduren und Kohlenhydrate. Neben der Produktion von
Sauerstoffradikalen werden u.a. auch die Lipoxygenase- Kaskade [83], die poly-ADP-Ribose-
Polymerase (PARP) [62] aktiviert, die auch zu einer Stérung der lonenhdmostase fithren und
schlielich zum Absterben der Neurone [87].

Vermutlich durch die erhohte extrazelluldre Calciumkonzentration und das freigesetzte
Glutamat kommt es zu cortical spreading depressions (CSD). Diese fithren unter anderem auch
zur Stérung der lonenhdmostase und Zellschwellungen [32].

AufBlerdem konnte u.a. Shin et al. zeigen, dass durch die den CSD nachfolgenden
Vasokonstriktionen es zu einer Zunahme des Infarktvolumens kam [94]. Dies geschieht nach
Dreier et al. aufgrund einer Oligdmie wihrend der Ischdmie, obwohl CSD bei einem nicht-

ischdmischen Zustand eher eine Hyperdamie bedingen [32].

Neben diesen im Infarktgebiet stattfindenden Prozessen kommt es auch zu einer Aktivierung
des peripheren Immunsystems. Diese dauert Tage bis Wochen und bedingt ein Auftreten von
Entziindungszellen [51]. Dem ortsstindigen zerebralem Immunsystem, der Mikroglia, kommt
ebenso eine wichtige Rolle direkt vor Ort zu. Sie iiberwacht das Hirngewebe und reagiert auf
Verdnderungen, zum Beispiel durch Steigerung der Makrophagenfunktion, der Sekretion von
Zytokinen und der Antigenprdsentation [48]. Nach einer Ischimie kommt es innerhalb von
Minuten zu einer Aktivierung der Mikroglia und diese akkumuliert sowohl in der eigentlichen
Lision, als auch in der Penumbra [4]. Dabei kommt es 48 — 72 Stunden nach Beginn einer
fokalen zerebralen Ischimie zu einem Peak und hilt fiir Wochen an. Dabei kann sie nach
Aktivierung neben Sauerstoff- und Stickstoffradikalen auch Antigene prisentieren [88].

Barone et al. stellten fest, dass eine zerebrale Ischimie zum Auftreten von Entziindungszellen
im Infarktgebiet fiihrt [5]. Dies wiederum fiihrt zur Aktivierung von Endothelzellen,
Makrophagen und Astrozyten [29], die zusammen mit Entziindungszellen die Ausschiittung

von TNF-a und IL-1 aus dem ischdmischen Gewebe stimulieren [19]. Dadurch kommt es zur
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Exprimierung von Adhisionsmolekiilen auf der Oberfliche der Endothelzellen, die eine
Rekrutierung von Leukozyten und Pléttchen in das Ischdmiegebiet vermitteln [19]. Dies fiihrt
in diesem Gebiet zu Leukozytenrollen und — anheften am GefiaBBendothel [77]. Die schrittweise
ablaufenden Prozesse beginnen zundchst mit dem P-Selectin vermittelten Leukozytenrollen.
Dabei verbindet sich das P-Selectin auf den Endothelzellen mit der Sialylkette auf den
Leukozyten [52], wohingegen das danach stattfindende feste Anheften der Leukozyten durch
die Verbindung von [2-Integrinen auf Leukozyten mit ICAM-1 auf den zerebralen
Endothelzellen vermittelt wird [68]. Ob die Leukozyten direkt oder indirekt, durch Freisetzen
von Sauerstoffradikalen, Proteasen und Entziindungsmediatoren, an der Infarktentstehung
beteiligt sind, ist noch nicht abschlieend geklart. Fiir beide Varianten gibt es wissenschaftliche
Belege [101] [61]. Kommt es zu einer Reperfusion des zuvor nichtdurchbluteten Hirngewebes,
ist dies zum einen iiberlebenswichtig fiir das bisher noch nicht betroffene Gewebe und Zellen,
die unempfindlicher gegen eine Minderdurchblutung sind. Allerdings gibt es seit einigen Jahren
deutliche Hinweise dafiir, dass eine Reperfusion auch zu weiterem Schaden am Gewebe fithren
kann. So kommt es auch durch die Reperfusion selber zu einer Dysfunktion der Endothelzellen
mit Zellschwellung, Verlust von Pinocytosevesikeln, Abheben der Endothelzellen von der
darunterliegenden Basalmembran und Anheften von aktivierten Leukozyten an die

Leukozytenoberfliche [18].

4.1.2. Versuchstiere

Fiir die Ischdmieforschung ist die Verwendung der richtigen Versuchstiere essentiell zur
Bewertung der erzielten Ergebnisse und Effekte einer therapeutischen Therapie zur
Anwendung beim Menschen. Neben Gerbilen werden Ratten und Méuse am héufigsten
verwendet. Sie alle zeichnen sich, aufgrund von Inzucht, durch eine grole Homogenitdt aus
und zeigen groBe genetische Homologien zu hdheren Siugetieren. Auch grofe Ahnlichkeiten
in der neuroanatomischen Entwicklung sowie dem Vorhandensein eine Gefdflversorgung des
Gehirns durch 4 Arterien macht sie fiir die Forschung interessant. Dabei muss bedacht werden,
dass bei einem fokalen Ischimiemodell, wie zum Beispiel bei einem Modell mit Verschluss der
Arteria cerebri media (MCAO = middle cerebral artery occlusion), eine Reduktion der
Durchblutung sowohl im Striatum als auch im Cortex resultiert, aber das Ausmal} des
Durchblutungsabfalls als auch dessen Verteilung im betroffenen Gebiet sind sowohl von der
Dauer des GefaBBverschlusses, der Stelle, an dem die Okklusion erfolgt, als auch von der

Kollateralversorgung im Versorgungsgebiet abhingig [103].
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Durch die Benutzung von Operationsmikroskopen konnen auch an diesen Kleintieren

mikrochirurgische Priparationen vorgenommen werden.

Die oben beschriebenen Experimente wurden an Mongolischen Wiistenrennméusen

(Ordnung: Rodentia, Familie: Muridae, Genus: Meriones, Spezies: unguiculatus), kurz Gerbil,

durchgefiihrt. Aufgrund der folgenden Punkte sind Gerbile fiir die Ischdmieforschung von
Vorteil:

1.

Der Circulus arteriosus Willisii dieser Tiere zeigt wichtige anatomische
Besonderheiten. Zum einen gibt es keine Aa. communicantes posteriores und damit
keine Verbindung zwischen den beiden Vertebralarterien und den beiden Aa. carotidis
internae [33] [41]. AuBerdem sind in 30 - 40% der Tiere auch die Aa. communicantes
anterior nicht vorhanden.

Somit resultiert aus dem Verschluss einer A. carotis interna eine ischdmische Lision

der ipsilateralen Hemisphire.

Eine diinne Dura mater und ein schmaler Subarachnoidalraum ermoéglichen die
Beobachtung der Hirnoberfliche mittels Intravitalmikroskopie nach Entfernen der
Schidelkalotte. So kann die Mikrozirkulation ohne traumatische Eréffnung der Dura
mater und der damit verbundenen Aktivierung von Leukozyten [84] iiber einen ldngeren
Zeitraum beobachtet werden. Auflerdem erlaubt eine nicht-eroffnete Dura mater ein
lingeres Uberleben ohne Infektion nach Ende der Akutphase und damit eine

Beobachtung iiber mehrere Tage.

Die oben beschriebenen Versuche sollten Verdnderungen in der zerebralen Mikrozirkulation,

die Leukozytenendothelinteraktionen in den zerebralen Gefdflen, die Beeintrachtigung der

Bluthirnschranke sowie die Makro- und Mikrohdmodynamik des Gehirns untersuchen.

Diese Parameter konnen nur an einem lebenden Versuchstier untersucht werden.
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4.1.3. Dauer der Ischimie

Wiéhrend der Ischdmiephase des Versuches wurde durch einen Verschluss der rechten A. carotis
die Durchblutung der durch diese Arterie versorgten Hemisphére reduziert.

In Experimenten mit beidseitiger Karotisokklusion konnte an Gerbilen gezeigt werden, dass
sich nach einer Ischdmiedauer von 3 Minuten bereits histologisch messbare Verluste an
Nervenzellen zeigen [57]. Jones et al. zeigten bereits 1981 in einer Versuchsreihe mit fokaler
zerebraler Ischdmie an wachen Affen, dass nach einer Ischdmiedauer von 15-30 Minuten
mikroskopisch erkennbare Infarkte zeigten, bei einer Ischdmiedauer von 2-3 Stunden hingegen
die Infarkte deutlich grofer waren [56]. Bei Versuchen mit ldngeren Ischdmiephasen konnten
Weber et al. einen Zusammenhang zwischen Nervenzelluntergang und dem Uberleben der
Versuchstiere herstellen [109].

Somit war mit der von uns gewihlten Ischdmiedauer von 2 Stunden zum einen die
Voraussetzung geschaffen, dass es zu einer messbaren Infarktentstehung kommen kann und
zum anderen, dass die Versuchstiere den Akutversuch iiberleben, um dann in der 4-tdgigen
Beobachtungsphase neurologisch untersucht werden zu kénnen.

Bezogen auf den Alltag spiegelt das fiir diese Versuche gewihlte Zeitfenster in etwa die Zeit
wieder, die es dauert, bis eine Therapie nach FEinsetzen der ersten Symptome eines

Schlaganfalls beginnt.

4.1.4. Intravitalmikroskopie der zerebralen Mikrozirkulation

Mit Hilfe der Intravitalmikroskopie konnte in diesem Modell zerebrale Mikrozirkulation in
Arteriolen, Venolen, Kapillaren und auch die Bluthirnschranke vor, wihrend und nach der
Induktion einer 2-stiindigen fokalen zerebralen Ischdmie untersucht werden. Auflerdem konnte
untersucht werden, inwieweit es durch die Induktion einer solchen Ischimie zu einer
Aktivierung von Leukozyten in der Reperfusionsphase kommt. Durch das 4-téigige Uberleben
der Tiere nach Ende des Akutversuches und der tdglichen neurologischen Untersuchung war es
moglich, die im Akutversuch gewonnen Messergebnisse mit diesen Untersuchungsergebnissen
in Bezug zu setzten. Dadurch, dass in einer weiteren Versuchsreihe bei gleichem
Versuchsaufbau und — ablauf die intravitalmikroskopischen Aufnahmen 12, 24, 48, 72 und 96
Stunden nach Ende der 2-stiindigen Ischdmiephase durchgefiihrt wurden, konnte zudem

untersucht werden, inwieweit es zu einer zeitverzogerten Aktivierung von Leukozyten kommt.
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In der Literatur finden sich viele Untersuchungen zu dem oben genannten Themenkomplex. So
zeigten Ishikawa et al., dass es nach Induktion einer Ischdmie bereits nach einigen Minuten
Reperfusion zu einer Ansammlung von adhdrenten Leukozyten in den vendsen Gefdlen kam
und nach ca. 4 Stunden Reperfusion der Hochstwert erreicht wurde [53]. Ritter et al. zeigten an
einem Fadenmodell an Ratten, dass es zu einem signifikanten Leukozytenrollen und —sticken
in Venolen in der frithen Reperfusion kommt und vermuten, dass diese Leukozyten die Gefal3e
und umgebenden Hirnzellen schiddigen und es so zu einer entziindlichen Reaktion kommt [90].
Auch Jin et al. vermuteten, dass es zu einem direkten Kontakt zwischen den Leukozyten und
dem infarzierten Hirngewebe kommt [55]. Dafiir wire ein Auswandern der Leukozyten aus den
Gefdflen aber notwendig. Barone et al. zeigten 1995 an einem Rattenmodell, dass die
Rekrutierung von Leukozyten liber mehrere Tage anhélt. In der intravitalmikroskopischen und
immunhistochemischen Arbeit von Herrmann et al. wurde eine Akkumulation von Leukozyten
im Hirnparenchym nachgewiesen [50].

Eine Arbeit von Enzmann et al. zeigte ebenfalls, dass es zu einem frithen Auftreten von
Leukozyten nach einer transienten fokalen Ischdmie bei der Maus und beim Menschen kommt,
allerdings konnten sie kein Auswandern von Leukozyten in das infarzierte Hirngewebe

feststellen.

Die Methode der Intravitalmikroskopie erlaubt die Darstellung und das Sichtbarmachen des
mikrovaskuldren Systems. Damit kann die regionale Durchblutung und die Vasomotorik zu
verschieden Zeitpunkten quantitativ untersucht werden. Auch eine Differenzierung zwischen
Rollern und Stickern ist hiermit moglich [97]. Dabei sind Roller am Gefdflendothel
entlangrollende und Sticker dem Gefdflendothel fest anheftende Leukozyten.

Auch die Bestimmung der Kapillardichte und eine Beurteilung der Integritidt oder Schadigung
der Bluthirnschranke kann iiber den gesamten Zeitraum des Versuches untersucht werden.

Die ersten in vivo Untersuchungen des Hirnkreislaufs mit einem geschlossenen Schidelfenster
sollen 1811 von Ravina an Hunden (84) durchgefiihrt worden sein. Spéter folgten
Untersuchungen u.a. an Affen, Katzen, Kaninchen, Ratten und Méusen [58]. Dabei konnte die
Hirnoberflache mit Durch- oder Auflicht beobachtet werden. So konnte Meyer et al. bereits
1958 eine Aktivierung von Leukozyten mit Schédigung der Blut-Hirnschranke qualitativ
beschreiben [73]. Mittels Durchlichttechnik beobachtete Yamakawa et al. 1987 [113] bei
Katzen mit hdmorrhagischer Hypotension das Verhalten von weiflen Blutzellen. Allerdings

fiihrte die in den Kortex eingefiihrte Lichtquelle zur Verletzung des Hirngewebes mit Erdffnen
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der Blut-Hirnschranke, Mikroblutungen und vermehrter Warmeproduktion. Unter Verwendung
der Auflichtmikroskopie konnten diese Komplikationen umgangen werden.

Auch durch die Verwendung eines geschlossenen Schidelfensters konnte eine Herniation von
Hirngewebe und eine Verletzung der Dura mater mit nachfolgender Aktivierung von
Leukozyten vermieden werden. Schon eine geringfiigige Verletzung der Dura mater zeigte in
einigen Versuchen vermehrte Leukozyten-Endothelinteraktionen [49]. Durch den Verschluss
der Kopfhaut am Ende der Reperfusionsphase wurde die Infektionsgefahr vermindert.

Fir die Messung der mikrovaskuldren Perfusion und zur Beobachtung des Ablaufes der
Leukozyten-Endothelinteraktionen ist die Fluoreszenzmikroskopie gut geeignet. Zur
Darstellung des Intravasalraums wurde hochmolekulares und mit Fluoreszein markiertes
Dextran (MW: 150.000 u) infundiert. Aufgrund des niedrigen Molekulargewichtes des von uns
verwendeten Dextrans konnte die von Steinbauer et al. beschriebenen Nebenwirkungen auf die
Blutviskositit, die Leukozyten-Endothelinteraktion und die Kapillardichte vermindert werden
[98].

Die in vivo Fluoreszenzmarkierung von Leukozyten durch wéhrend des Versuches intravends
verabreichtes Rhodamin 6G umgeht die beschriebene extrakorporale Aktivierung von ex vivo
markierten Leukozyten [47] und Veridnderungen der rheologischen Eigenschaften [60] [79].
Durch die in diesen Versuchen verwendete Dosis ist von einer guten Anfarbung der Leukozyten
auszugehen [3].

Da wihrend der langen Gesamtversuchsdauer ein Verlust des Indikators Rhodamin 6G
verhindert werden sollte, waren wiederholte Gaben notwendig. Um phototoxische
Nebenwirkungen auf die Hirnoberfldche zu vermeiden, wurde die Fluoreszenzlichtexposition
auf 30 s pro Messgebiet eingeschriankt [89]. Zusitzlich konnte durch die Verwendung des
computergesteuerten Mikrometertisches, ein schnelles und sehr genaues Wiederfinden der zu
untersuchenden Gebiete ohne Lichtexposition erfolgen. Die Verwendung einer SITS-
Restlichtkamera ermdoglichte eine Anregungsbeleuchtung mit geringer Intensitit und
verhinderte eine photochemische Stérung der Blut-Hirnschranke.

Wir untersuchten Arteriolen und Venolen mit einem Durchmesser unter < 50 pm, da die
eingeschrinkte Tiefenschirfe des optischen Systems in Gefdlen mit groferem Durchmesser
die Auszéhlung der Leukozyten erschwerte.

Die Anzahl rollender und fest adhdrenter Leukozyten am Gefdendothel wurde pro Minute

angegeben und bezieht sich jeweils auf einen GefdBabschnitt von 100 um Lénge.
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4.1.5. Quantifizierung der zerebralen Durchblutung

Wir verwendeten zur Messung der zerebralen Durchblutung die Laser-Doppler-Fluxmetrie.
Bereits 1980 haben Williams et al. gezeigt, dass mit der Laser-Doppler-Fluxmetrie die
regionale Durchblutung mit guter zeitlicher und raumlicher Auflosung bestimmt werden kann
[110]. Der Vorteil dieses Verfahrens ist, dass die Sonde durch ihre Platzierung auf der Dura
mater oder, wie in unseren Versuchen, auf der Schidelkalotte, das Hirnparenchym nicht verletzt
und die Durchblutung nicht beeintrichtigt.

Die Messung der zerebralen Mikrozirkulation bleibt allerdings, aufgrund der begrenzten
Eindringtiefe des Lasers von 1,5 mm, auf die Hirnoberflache beschrinkt. Da der Doppler-Effekt
nur bei HirngefédfBen mit einem Durchmesser < 200 um Giiltigkeit hat, wihlten wir Gefd3e mit
deutlich kleineren Durchmessern [13].

In Versuchen an Ratten mit fokaler zerebraler Ischimie konnten Dirnagel et al. eine enge
Korrelation zwischen der Laser-Doppler-Fluxmetrie und der, mittels Autoradiographie
gemessenen, Durchblutung im Gehirn festgestellt werden, sodass Riickschliisse auf die
Durchblutung in ml/100g Gewebe*min gemacht werden kdnnen [30].

Auch die Intravitalmikroskopie kann zur Beurteilung der Gehirndurchblutung herangezogen
werden.  Mittels Messung des  GefdBdurchmessers und der Messung  der
Stromungsgeschwindigkeit von Thrombozyten kann die Perfusion eines Gefilles erfasst
werden. In unseren Versuchen war die Qualitdt der Aufnahmen nicht ausreichend, um per
Sequenzanalyse von aufgezeichneten Videobildern die Stromungsgeschwindigkeit zu messen.
Fiir die durchgefiihrten Untersuchungen war die Laser-Doppler-Fluxmetrie zusammen mit der

Intravitalmikroskopie eine gute Methode zur Messung der regionalen Hirndurchblutung [9]

4.1.6. Neurologische Untersuchung und Histologie

Mit unserem o.g. Protokoll konnte in einfacher Art und Weise die Funktionstiichtigkeit der
verschiedenen anatomischen Strukturen mit ihren afferenten und efferenten Verbindungen
iiberpriift werden [105].

Die Priifung des Greif- und des Fallreflexes gibt Aufschluss iiber die Funktionsfahigkeit des
motorischen Kortex. Eine normale Spontanaktivitdt deutet auf einen intakten Hippocampus hin
[42], wéhrend Circling oder ein inkorrektes Umdrehen aus der Riickenlage auf eine Hemiparese
hinweisen konnen. Das Nagen an Pappe ldsst Riickschliisse auf die Integritdt des

Zentralnervensystems zu.
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Da es nach dem eigentlichen Infarktgeschehen durch die Ausbildung eines ischdmischen
Hirnddems zur Beeinflussung tieferer Strukturen kommen kann [102], wurden durch die o.g.
Tests auch diese Strukturen in die neurologische Untersuchung miteinbezogen.

Da schon Lipton 1999 auf den verzdgerten neuronalen Zelltod nach Ischdmie hinwies und auch
in neueren Studien dieses Phinomen bestdtigt wurde, wurden die Gehirne der Versuchstiere am
4. Tag entnommen und anschlieBend histologisch untersucht, um einen messbaren Schaden am
Gehirn mikroskopisch erkennen zu kénnen [67] [67] [92].

Um die histologische Qualitdt der Schnitte im Vergleich zur Immersionsfixation zu erhdhen,
wurden die Gehirn nach dem von Brown und Brierley 1968 beschriebenen Verfahren in
Paraformaldehyd perfusionsfixiert. Die so fixierten Gehirne wurde dann in 5 pm dicke Schnitte
geschnitten und mit HE gefarbt [15].

Mit Hilfe der digitalen Planimetrie konnte das Infarktvolumen in der betroffenen Hemisphére

sicher und genau ausgemessen werden.

4.2.  Ergebnisse

4.2.1. Kontrollparameter

Es wurde ein kurzzeitiger Anstieg des Blutdrucks nach Induktion der Ischdmie gefunden.
Dieser war nach 5 Minuten signifikant erhoht. An den beiden folgenden Ischdmiezeitpunkten
sowie zum Reperfusionszeitpunkt 300 Min. war der mittlere arterielle Blutdruck hingegen
signifikant erniedrigt gegeniiber der Stabilisierungsphase. Wahrend der iibrigen Versuchszeit

blieb der Blutdruck in beiden Gruppen stabil.

Inwieweit die Ischidmietiefe Einfluss auf den Blutdruck hat, sollte durch die Aufteilung in die
oben bereits beschrieben Ischdmiegruppen aufgezeigt werden. In der Ischdmiegruppe mit einer
Ischdmietiefe < 10% zeigte sich ein Anstieg des Blutdrucks kurz nach Induktion der Ischimie
am deutlichsten und war statistisch signifikant.

Nach der Ischdmiephase blieb der mittlere arterielle Blutdruck in allen Versuchsgruppen stabil,
in der Gruppe mit einer Ischdmietiefe < 10% allerdings auf hoherem Niveau gegeniiber den
anderen Gruppen, wobei nur zum Zeitpunkt 150 Min. der mittlere arterielle Blutdruckwert
statistisch signifikant erh6ht war gegeniiber den anderen Gruppen.

Wir flihren diese Blutdruckverdanderungen auf eine Reaktion der zerebralen Kreislaufzentren

durch die starke Reduktion der zerebralen Durchblutung zuriick.
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Mattle et al. zeigten in ihrer klinischen Studie an Schlaganfallpatienten, dass ein niedriger
mittlerer arterieller Blutdruck innerhalb der ersten 4 Stunden nach Symptombeginn zu einem
milderen Infarkt und einem besseren Outcome der Patienten fiihrt [72]. Auch in unseren
Versuchsgruppen zeigte sich, dass Tiere mit einem erhohten mittlerer arteriellen Blutdruckwert
nach Beginn der Ischimie einen groferen Infarkt hatten und auch die Ergebnisse der
neurologischen Untersuchung waren in dieser Gruppe signifikant schlechter.

Um den Einfluss der Narkose auf die systemischen Parameter der Tiere zu untersuchen, wurden

in einer eigenen Versuchsreihe Blutgasanalysen an Kontroll- und Ischdmietieren durchgefiihrt.

Dabei zeigte sich, dass die gefundenen Verdnderungen u.a. des pH-Wertes, der Blutglukose
und der Leukozytenzahl keinen Einfluss auf ZielgroBen des Versuches hatten.

Der Abfall des Himoglobins wird auf den operativ bedingten Blutverlust zuriickgefiihrt und
war in beiden Versuchsgruppen gleich ausgeprégt. Der Anstieg der Leukozytenzahl war sowohl
in der Kontroll — als auch in der Ischdmiegruppe gleich. Dieser Anstieg wird ebenfalls auf den
operativen Eingriff zuriickgefiihrt. Da sich keine erhohte Leukozyten-Endothelinteraktion in
der Kontrollgruppe zeigte, kann von einer vermehrten Interaktion am Gefdendothel nur durch

eine erhohte Leukozytenanzahl im Blut, nicht ausgegangen werden.

4.2.2. Zerebrale Durchblutung

Nach einseitiger Unterbindung der A. carotis kam es zu einer fokalen zerebralen Ischdmie auf
der betroffenen Hemisphdre. Anhand der Laser-Doppler-Fluxmetrie konnte die
Durchblutungsabnahme bestitigt werden. Dabei war die Durchblutungsabnahme nicht
vorhersehbar und bei jedem Versuchstier unterschiedlich. Die Werte dieser Abnahme lagen
zwischen 2% und 73% bezogen auf den Ausgangswert. Einen Nullwert in der Laser-Doppler-
Fluxmetrie kann es aufgrund von Brow’schen Molekularbewegungen nicht geben, da diese
Molekularbewegungen ein Doppler-Signal erzeugen.

Nach Beendigung der Durchblutungsunterbrechung kam es in der Ischdmiegruppe zu einem
deutlichen Anstieg. Dabei lag der Laser-Doppler-Fluxwert der Ischdmiegruppe auf gleichem
Niveau wie der Wert der Kontrollgruppe zu diesem Zeitpunkt und dieser lag ebenfalls etwas
iber dem Ausgangswert in der Stabilisierungsphase. Es folgte im Anschluss in der
Ischdmiegruppe eine geringe Abnahme der Laser-Doppler-Fluxmetriewerte, die dann in dieser

Gruppe wieder leicht anstiegen und oberhalb des Ausgangswertes blieben.
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Die Abnahme in der Ischimiephase war innerhalb der Ischimiegruppe und gegeniiber den
Werten der Kontrollgruppe statistisch signifikant.

Nach Unterteilung in die unterschiedlichen Ischdmietiefen wurde deutlich, dass Tiere mit einer
tiefen Ischdmie, also die Versuchsgruppe mit einer Durchblutungsabnahme < 10% vom
Ausgangswert, eine stirkere Hyperperfusion zum ersten Reperfusionszeitpunkt und am
darauffolgenden Messzeitpunkt eine stirkere Hypoperfusion gegeniiber den anderen
Versuchsgruppen zeigten.

Mehrere Untersuchungen bei globaler zerebraler Ischdmie [99] [75] zeigten eine deutliche
postischdmische Hyperperfusion, die von einer Hypoperfusion gefolgt war. Diese
Hypoperfusion wird u.a. auf die Akkumulation vasodilatatorischer Substanzen mit Aufhebung
der Autoregulation von Widerstandsgefden zuriickgefiihrt [59]. Eine Hypoperfusion nach dem
eigentlichen ischdmischen Ereignis fiihrt zu einer erneuten Hypoxie und Substratmangel im
betroffenen Areal, das jedoch zu diesem Zeitpunkt einen erhohten Bedarf an Sauerstoff hat
[80]. Da eine suffiziente Reperfusion fiir das Uberleben von Nervenzellen essentiell ist, fiihrt
eine insuffiziente Reperfusion nach Ende der eigentlichen Ischdmie zu einem weiteren
Absterben von Nervenzellen und somit zu einer Infarktausbreitung. Versuchstiere mit einer
Durchblutungsabnahme < 10% vom Ausgangswert hatten in der histologischen Untersuchung
statistisch signifikant groBere Infarkte.

In unseren Untersuchungen war der arterielle Mitteldruck in der Reperfusionsphase sowohl in
der Kontroll- als auch der Ischdmiegruppe statistisch nicht unterschiedlich, sodass eine
Blutdruckerniedrigung als Ursache der Hypoperfusion nicht in Frage kommt. Auch die
unverdnderten arteriellen und vendsen Gefd8durchmesser lassen eine Beteiligung dieser
Parameter in der Reperfusionsphase an der Hypoperfusion als unwahrscheinlich erscheinen.
Hier bleibt aber zu bedenken, dass mittels der Intravitalmikroskopie nur die oberfldchlichen
Gehirnabschnitte untersucht werden konnten, und somit keine Aussagen iiber im tieferen
Hirngewebe oder an der Schédelbasis befindliche Gefid3e getroffen werden konnten.
Allerdings konnten wir deutliche Verédnderungen in der Kapillardichte feststellen.

In der Ischdmiegruppe war die Kapillardichte in der Ischimiephase und in der gesamten
Reperfusionsphase gegeniiber der Kontrollphase signifikant vermindert. Auflerdem war sie ab
dem 1. Zeitpunkt der Ischdmie (Zeitpunkt 5 Minuten) statistisch signifikant gegeniiber allen
folgenden Werten der Ischdmie- und Reperfusionsphase gegeniiber der Kontrollgruppe
vermindert.

Durch die Aufteilung in die verschiedenen Ischimiegruppen konnten wir feststellen, dass die

Tiere mit einer Durchblutungsabnahme < 10% vom Ausgangswert signifikant niedrigere
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Kapillardichten wihrend der Ischdmie- als auch wéhrend der gesamten Reperfusionsphase
aufwiesen, als die Kontrollgruppe.

Unterteilt man die Versuchsgruppen in eine Gruppe mit Ischdmie und mit Infarkt, eine Gruppe
mit Ischdmie aber ohne Infarkt und eine Kontrollgruppe, also ohne Ischdimie und ohne Infarkt,
zeigt sich folgendes Ergebnis: die Ischdmiegruppe mit Infarkt zeigte von Beginn der Ischimie
bis zum Ende der gesamten Reperfusionszeit eine signifikant verringerte Kapillardichte
gegeniiber der Ischimiegruppe ohne Infarktausbildung und der Kontrollgruppe. Somit kommt
der Kapillardurchblutung eine wichtige Rolle bei der Entstehung oder Nichtentstehung eines
Infarktes bei einer zerebralen Ischdmie zuteil.

In einer Arbeit von Grogaard et al.[43] konnten keine durch Leukozyten verlegten Venolen
oder Kapillaren gefunden werden wihrend Hallenbeck et al. [46] sog. Plugger bei der fokalen
zerebralen Ischédmie postulierte.

In unserer Untersuchung fanden wir auf Ebene der Kapillaren keine, die Kapillare langsam
durchrollenden Leukozyten, sogenannte Plugger. Kapillare komplett verschlieBende
Leukozyten, sogenannte Sticker, wurden nur sehr selten gefunden. Die statistische Auswertung
ergab folgerichtig fiir Plugger und Sticker keine signifikanten Unterschiede zur Kontrollgruppe.
Die den Kapillaren nachgeschalteten perfundierten Venolen zeigten mehrere signifikante
Unterschiede in der Ischdmiegruppe zwischen der Ischdmiephase und der Reperfusionsphase.
Auch waren die Unterschiede zwischen der Ischdmie- und Kontrollgruppe wihrend der
gesamten 2-stiindigen Ischdmiephase statistisch signifikant unterschiedlich.

Nach der Aufteilung in die oben genannten Ischdmietiefen zeigten sich wiederum mehrere
statistisch signifikante Unterschiede der beiden Gruppen mit starker Durchblutungsabnahme
gegeniiber der Gruppe mit einer Durchblutungsabnahme > 30% zum Ausgangswert und der
Kontrollgruppe.

Die Unterteilung der eigentlichen Versuchsgruppen wie beim Parameter Kapillardichte, also
Ischdmiegruppe mit Infarkt, Ischdmiegruppe ohne Infarkt und Kontrollgruppe zeigte ebenso
statistisch signifikante Unterschiede. So war die Anzahl perfundierter Venolen in der
Ischdmiegruppe mit Infarkt in der gesamten Ischdmiephase und bis 60 Minuten in der
Reperfusionsphase deutlich signifikant verringert gegeniiber der Ischdmiegruppe ohne Infarkt
und der Kontrollgruppe.

Somit fiihrt eine starke Storung der zerebralen Mikrozirkulation zu einer deutlichen
Infarzierung. Diese Infarzierung ist aber abhidngig von der Ischdmietiefe. Dies bedeutet
umgekehrt, dass nicht jede Ischimie, auch wenn sie 2 Stunden anhilt, einen histologisch

messbaren Schaden am Hirnparenchym hinterldsst. Die genaue Ursache fiir diese Storungen
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eventuell durch Kapillare verschlieende Leukozyten, also Plugger oder Sticker, ldsst sich aus
unseren Ergebnissen aber nicht sicher herleiten. Auch eine Verdnderung in der Vasomotorik
der arteriellen oder vendsen Gefdlle scheidet u.E. aus. Ursédchlich sehen wir Stérungen auf
Ebene der Kapillaren und die Kapillaren versorgenden kleinen Gefifle, den die Kapillaren
nachgeschalteten Venolen. Hier kam es zu signifikanten Korrelationen zwischen Abnahme der

Kapillardicht und Abnahme der perfundierenden Venolen und der Infarktausbildung.

4.2.3. Neuroscore und Infarktgrofle

In vielen Untersuchungen der zerebralen Ischdmie ist das neurologische Defizit ein wichtiger
Parameter. Auch in unseren Versuchen haben wir tdglich eine neurologische Untersuchung
durchgefiihrt. Dabei konnten wir feststellen, dass es nach einer fokalen zerebralen Ischimie zu
einem signifikanten Defizit kommt. Auch nach Aufteilung der Ischdmietiere in Gruppen mit
den 3 oben genannten Durchblutungsabnahmen blieb diese statistische Signifikanz erhalten.

Unter Beibehaltung dieser Unterteilung war zudem zu erkennen, dass sich in beiden Gruppen
mit einer starken Durchblutungsabnahme ein statistisch signifikant groerer Infarkt ausbildete
als in der Gruppe mit geringer Durchblutungsabnahme, d.h. > 30% vom Ausgangswert, und der

Kontrollgruppe.

4.2.4. Leukozyten und sekundirer Hirnschaden

Die intravitalmikroskopischen Beobachtungen konnten zeigen, dass es nach einer fokalen
zerebralen Ischdmie zu einer Aktivierung von Leukozyten-Endothelinteraktionen kommt.
Dabei ergab die quantitative Auswertung einen signifikanten Anstieg von an der GefaBwand
entlangrollenden Leukozyten, sogenannter Roller, in den postkapilliren Venolen der
Ischidmietiere. Bereits zum ersten Messwert nach Ende der Ischidmie zeigte sich ein messbarer
und statistisch signifikant erhohter Wert. Der danach folgende Anstieg der Roller war zu jedem
weiteren Messzeitpunkt ebenfalls statistisch signifikant im Vergleich zur Kontrollgruppe.
Interessanterweise konnte nach Aufteilung in die verschiedenen Ischimiegruppen festgestellt
werden, dass diese Signifikanz nur in der Gruppe mit einer geringen Durchblutungsabnahme,
nidmlich einer Abnahme der Durchblutung von > 30% vom Ausgangswert, bestand und nicht
in Gruppen mit einer starken Durchblutungsabnahme wihrend der Ischdmiephase, was zu
erwarten gewesen wire. Einige Autoren behaupten, dass Leukozyten zu einer Initiierung und

Entwicklung eines Infarktes nach einem ischdmischen Ereignis beitragen [114] [39]. Nach
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unseren Ergebnissen konnen wir dies so nicht bestdtigen, denn in der Gruppe mit einer
Durchblutungsabnahme > 30% vom Ausgangswert und statistisch signifikantem
Leukozytenanstieg in der Reperfusionsphase war kein Infarkt histologisch messbar. Denkbar
wire somit eine protektive Wirkung der aktivierten Leukozyten bei geringer
Durchblutungsabnahme wihrend der Ischémie.

Dagegen konnten keine statistisch signifikanten Unterschiede von am vendsen Geféllendothel
fest anheftenden Leukozyten, sogenannter Sticker, sowie Rollern und Stickern in arteriellen
Gefdllen festgestellt werden. Auch nach Aufteilung in die verschiedenen Ischédmietiefen waren
keine signifikanten Unterschiede zu erkennen. Diese Beobachtung findet sich auch bei anderen
Autoren.

In unseren weiteren Versuchen, bei denen die Beobachtungen der Leukozyten-Endothel-
Interaktionen der Reperfusionszeit auf spétere Zeitpunkte, namlich 12h, 24h, 48h, 72h und 96h
nach Ende der Ischidmiephase, untersucht wurden, zeigten sich in diesen o.g. Gruppen
statistisch signifikant erhohte Anzahlen sowohl an Rollern, als auch Stickern in vendsen
GefidlBen gegeniiber der Kontrollgruppe.

Anhand dieser Ergebnisse gehen wir davon aus, dass Leukozyten-Endothelinteraktionen bei
der fokalen zerebralen Ischimie in der friihen Reperfusionsphase beginnen und danach noch
iiber Tage, bis zu 96h nach dem eigentlichen Ende der fokalen zerebralen Ischdmie, anhalten.
Bereits Barone et al. beschrieben den zeitlichen Verlauf, wonach 2-12 Stunden nach Beginn
der Ischimie typische Entziindungsmediatoren, wie z.B. 1Il-1 und TNFoa die
Entziindungsreaktion weiterfilhren [5]. Inwieweit aber bei unserer letztgenannten
Versuchsreihe wieder verstdrkte Leukozyten-Endothelinteraktionen nur bei einer geringen
Durchblutungsabnahme oder unabhidngig von der Durchblutungsabnahme wéhrend der
Ischdmie stattfand, konnten wir, aufgrund des Versuchsprotokolls, nicht kldren.

Die Anzahl der Roller in den untersuchten venosen Gefidflen, die zum Ende der
Reperfusionsphase signifikant ansteigt, flihrt nach unseren Ergebnissen nicht zu einer
Veridnderung der lokalen Gehirndurchblutung, da diese, gemessen durch die Laser-Doppler-
Fluxmetrie, sich nicht dndert.

Einen Einfluss der rollenden Leukozyten in den vendsen GefdBen auf die Vasomotorik dieser
Gefdfle konnte ebenfalls nicht festgestellt werden, da sich die Gefddurchmesser der
untersuchten vendsen GefdBabschnitte wihrend der gesamten Reperfusionsphase nicht
dnderten.

Ein vermehrtes Rollen oder gar festes Anheften von Leukozyten durch die chirurgische

Priparation oder durch die Narkose halten wir fiir unwahrscheinlich. Zum einen ist die
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Unterbindung der A. carotis am Hals des Versuchstieres schonender als andere Methoden zur
Herbeifiihrung einer fokalen zerebralen Ischdmie, wie z.B. dem GefaBklipping nach Erdftnen
des Schidels oder Hypotension durch Hidmorrhagie. AuBBerdem bleibt bei unserer chirurgischen
Praparation die Dura mater intakt. Da sich in der Auswertung der Leukozyten-
Endothelinteraktionen keine Aktivierung in der Kontrollphase in beiden Tiergruppen zeigt,
gehen wir von einer schonenden, die Leukozyten nicht-aktivierenden, Priparation aus.

Ritter et al. konnten durch intravitalmikroskopische Untersuchungen der zerebralen
Mikrozirkulation an Ratten auch eine Aktivierung von Leukozyten nach 2-stiindiger Ischimie
erkennen [90]. Dabei waren die Leukozyten-Endothelinteraktionen, d.h. sowohl das Rollen als
auch das Sticken von Leukozyten, vor allem in Venolen signifikant erhoht. In Arteriolen
hingegen sahen sie zwar einen Anstieg gegeniiber der Kontrollgruppe, aber ohne Signifikanz.
Als Versuchsmodell wurde ein intraluminales Fadenmodel nach Longa et al. verwendet. Ein
Kriterium der Ischidmietiefe gab es nicht. Somit kann nicht ausgeschlossen werden, dass die
Versuchstiere unterschiedliche Ischdmietiefen hatten. AuBerdem kam es auch in der
Kontrollgruppe zu einem Auftreten von Leukozyten-Endothelinteraktionen, wobei die Anzahl
von Stickern deutlich hoéher war, als die Anzahl an Rollern in den untersuchten Venolen. Da
die Priparation und Implantation des intraluminalen Fadens in die A. carotis interna vor der
Visualisierung der Mikrozirkulation durch die Intravitalmikroskopie stattfand, ist auBerdem
eine unbeobachtete und vor der Induktion der eigentlichen Ischidmie stattfindende
Leukozytenaktivierung moglich.

Hierfiir wiirde auch sprechen, dass die fiir ein Auftreten von Rollern und Stickern bei Ratten an
einem MCAO-Modell nach Zhang et al. notwendige Expression von endothelialem ICAM
signifikant erst nach 2 Stunden Reperfusion bzw. 4 Stunden nach Ischidmie auftrat [116].

Wie Barone et al. bereits 1995 in ihren Versuchen an hypertensiven Ratten zeigen konnten,
kam es bis zu 5 Tage nach Ende der transienten fokalen Ischdmie zu einem signifikanten
Anstieg der Myeloperoxidase und Leukotrien B4 als Zeichen einer Infiltration von neutrophilen
Granulozyten im fokal ischdmischen Hirngewebe ([6]. Sie konnten zudem anhand
histochemischer Analysen eine Myeloperoxidase-Aktivitdt in Makrophagen im zerebralen
Infarkt nachweisen. Auch Wang et al. fanden an einem gleichen Modell sowohl bereits 3
Stunden, als auch noch am 5. Tag nach Ende der fokalen zerebralen Ischédmie, eine signifikant
erhohte Expression von ICAM-1 mRNA [108].

Diese zeitlichen Abldufe konnten wir auch in unseren Ergebnissen wiederfinden.

Die Ergebnisse, wonach eine Infiltration von neutrophilen Granulozyten ins Hirnparenchym

stattfinden soll, wird durch eine aktuellere Untersuchung von Enzmann et al. widerlegt [35].
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Demnach befanden sich die aufgefunden neutrophilen Granulozyten nur im Gefdf8lumen, aber
nicht im Hirngewebe selbst. Dagegen beschriebt Hermann et al in seiner Arbeit aus dem Jahr

2018, eine Akkumulation von Leukozyten im Hirnparenchym nach fokaler zerebraler Ischédmie.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Aktivierung der Leukozyten-
Endothelinteraktion vom Versuchsprotokoll, von der verwendeten Tierart, der chirurgischen
Préparation, Dauer der Ischdmie und Zeitraum der Beobachtung der Reperfusion abhingt.

In unseren Versuchen mit dem passenden Versuchstier, einer schonenden, die Leukozyten-
Endothelinteraktion nicht aktivierenden chirurgischen Préparation und ausreichend langen
Beobachtungsphasen konnte zuverldssig eine Leukozytenaktivierung als Folge -einer
transienten fokalen zerebralen Ischdmie gefunden werden.

Interessant dabei ist die Tatsache, dass diese Aktivierung bei Tieren auftrat, die wiahrend der
Ischdmie nur eine geringe Abnahme der zerebralen Durchblutung zeigten.

Folgende Interpretationen sind nach den Ergebnissen festzuhalten:

1. Durch die transiente fokale zerebrale Ischimie wird ein histologisch nachweisbarer
Hirnschaden produziert. Dieser Schaden trat in Ischdmiegruppen mit tiefer Ischdmie signifikant
héufiger auf. Allerdings kam es in diesen Gruppen nicht zu einem signifikanten Auftreten von
Leukozyten-Endothelinteraktionen, sondern das Gegenteil war der Fall. Es zeigte sich in der
Ischdmiegruppe mit milderer Ischdmie und mit histologisch geringerer Infarktausbildung eine

vermehrte Leukozyten-Endothelinteraktion.

2. Es gibt eine Aktivierung der Leukozyten-Endothelinteraktionen die noch mehrere Tage, in
unseren Untersuchungen bis zu 4 Tage, nach dem Akutereignis auftreten und nachweisbar sind.
Hier muss geklart werden, welche Auswirkungen diese Leukozyten-Endothelinteraktionen

haben.

3. Die Abnahme der Durchblutung in der Mikrozirkulation war in Gruppen mit tiefer Ischimie

signifikant und in diesen Gruppen traten signifikant gréere Infarktvolumina auf, allerdings
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ohne ein vermehrtes Auftreten von Leukozyten. Es muss daher gekldrt werden, welche
Mechanismen zur Abnahme der Mikrozirkulation fiihren, da eine Leukozyten-

Endothelinteraktion unserer Meinung nach nicht dafiir verantwortlich ist.

Nach unseren Ergebnissen und Ergebnissen aus anderen Untersuchungen bei der transienten
fokalen zerebralen Ischdmie ist zu folgern, dass Leukozyten-Endothelinteraktionen nicht
zwingend an der Entstehung eines Hirnschadens beteiligt sind. Da Leukozyten-
Endothelinteraktionen aber nachweisbar sind, muss gekldrt werden, welche Auswirkungen,
eventuell auch protektive, sie auf die Entstehung und den Verlauf des Hirnschadens nehmen.
Wenn sie positiven Einfluss haben, sollte gekldrt werden, wann und wo Leukozyten vermehrt

auftreten, und welche genauen Faktoren zu ihrem vermehrten Auftreten fiihren.
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5. Zusammenfassung und Aussicht

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der Leukozyten-Endothelinteraktion bei der transienten
fokalen zerebralen Ischdmie. Wir konnten die Mikrozirkulation einerseits akut, d.h. vor-
wihrend und bis zu 3 Stunden nach Ende der Ischdmie kontinuierlich, andererseits in einem
chronischen Modell auch nach 12, 24, 48 und 96 Stunden beobachten. Aus vielen
unterschiedlichen Fachbereichen der Medizin weil man, dass Leukozyten ein
pathophysiologisches Potential haben. So konnte der negative Einfluss dieser Zellen z.B. bei
Myokardischdmien oder chronisch entziindlichen Erkrankungen nachgewiesen werden. In der
Literatur findet man aber auch Beispiele fiir positive Einfliisse von Leukozyten nach dem
Ereignis einer Ischidmie.

Mit dieser Arbeit wollten wir den Einfluss der weilen Blutkorperchen bei der transienten
fokalen zerebralen Ischdmie auf die zerebrale Mikrozirkulation, und die daraus folgenden

Verdnderungen des Hirnparenchyms und auf die Neurologie untersuchen.

Hierfiir konnten wir ein Modell etablieren, dass es ermdglichte, verschiedene Parameter der
Mikrozirkulation, vor allem die Leukozyten-Endothelinteraktionen, in vivo zu untersuchen und
einen Zusammenhang zu neurologischen Ausfdllen und histomorphologischen Schdden zu
erstellen. Durch unser Modell mit einem geschlossenen Schéidelfenster und einer reversiblen
Ischimie konnte ein Uberleben der Versuchstiere iiber mehrere Tage erreicht werden und so
die Verdnderungen der Mikrozirkulation in der Akutphase den Langzeitauswirkungen

gegeniiberstellen.

Durch die 2-stiindige Unterbindung der rechten A. carotis konnte eine transiente fokale

zerebrale Ischdmie induziert werden, die durch die Laser-Doppler-Fluxmetrie bestétigt wurde.

Nach Beendigung der transienten fokalen zerebralen Ischdmie im Akutversuch kam es zu einem
Anstieg rollender Leukozyten in postkapilliren Venolen vor allem in Versuchstieren mit
milderer Ischdmie. Bei der Untersuchung der Leukozyten-Endothelinteraktionen 12 — 96
Stunden nach Ende der 2-stiindigen Ischdmie in einem weiteren Versuchsmodell zeigten sich
weiterhin vermehrte Leukozyten-Endothelinteraktionen, diesmal durch gehduftes Auftreten

von Rollern und Stickern.
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Wihrend es in der Akutversuchsphase zu einer Abnahme der funktionellen Kapillardichte und
der Anzahl perfundierter Venolen kam, waren bei den spédten Untersuchungen diese beiden

Parameter auf Normalniveau.

In den jeweiligen Kontrollgruppen kam es zu keiner Aktivierung der Leukozyten-

Endothelinteraktionen.

Die transiente fokale zerebrale Ischdmie fiihrt zu einem neurologischen Defizit bei den
betroffenen Tieren. Die histologischen Untersuchungen zeigten bei diesen Tieren eine deutliche
Infarzierung. Dabei waren Tiere mit einer milden Ischdmie sowohl neurologisch als auch bei
der Infarktausbildung deutlich geringer betroffen gegeniiber Tieren mit tieferen Ischdmien.
Eine Korrelation zwischen neurologischem Schaden, Infarktausbildung und Auftreten von
Leukozyten-Endothelinteraktionen konnten wir nicht finden. Er stellte sich dagegen heraus,
dass es in der Akutphase zu vermehrten Leukozyten-Endothelinteraktionen bei Tieren kam, die

eine milde Ischiamie erlitten.

Wir konnten somit zeigen, dass es bei der transienten fokalen zerebralen Ischdmie zu einer
Aktivierung von Leukozyten-Endothelinteraktionen kommt, die aber nicht mit der Tiefe der
Ischdmie korrelierten. Aullerdem konnte gezeigt werden, dass die Leukozytenaktivierung kein
kurzzeitiges, sondern im Gegenteil, ein liber mehrere Tage anhaltender, vielleicht sogar

langsam zunehmender Prozess ist.

Zusammengefasst konnen wir feststellen, dass es in diesem Modell der transienten fokalen

zerebralen Ischédmie zu einer Aktivierung von Leukozyten-Endothelinteraktionen kommt:
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