Aus der Neurochirurgischen Klinik der
Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen
Vorstand: Prof. Dr. med. J. C. Tonn

und dem

Institut fir Chirurgische Forschung der
Ludwig-Maximilians-Universitat Miinchen
komm. Direktor: Prof. Dr. med. A. Baethmann

Neuroprotektion durch hypertone Lésungen bei der

experimentellen Subarachnoidalblutung

Dissertation
zum Erwerb des Doktorgrades der Medizin
an der Medizinischen Fakultat der
Ludwig-Maximilians-Universitat zu Miinchen

vorgelegt von
Serge Chr. F. Thal

aus

Neuss

Jahr
2005



Mit Genehmigung der Medizinischen Fakultét

der Universitat Minchen

Berichterstatter:

Mitberichterstatter:

Mitbetreuung durch den

promovierten Mitarbeiter:

Dekan:

Tag der mundlichen Prifung:

Priv.-Doz. Dr. med. Robert Schmid-Elsaesser

Univ.-Prof. Dr. med. H.-W. Pfister
Univ.-Prof. Dr. med. H. A. Kretzschmar

Priv.-Doz. Dr. med. Stefan Zausinger

Prof. Dr. med. Dr. h.c. Klaus Peter

27.1.2005



Inhaltsverzeichnis

A. EINLEITUNG

B. MATERIAL UND METHODEN
1. VERSUCHSTIERE

2. VERSUCHSANORDNUNG

2.1. Arbeitsplatz

2.2. Versuchsdurchfiihrung

2.3. Materialverarbeitung

2.4. Histologie

2.5. Morphometrie

2.6. Postoperative neurologische Untersuchung
2.7. Versuchsgruppen

2.8. Statistische Datenauswertung

C. ERGEBNISSE

1. INTRAOPERATIVE DATEN

1.1. KOrpertemperatur

1.2. Kopftemperatur

1.3. Blutgase

1.4. Elektrolyte

1.5. Serumosmolaritat

1.6. Blutzucker und Laktat

1.7. Hamatokrit

1.8. Hamoglobin Konzentration im Blut
1.9. Blutdruck — MAP

1.10. Intrakranieller Druck — ICP

1.11. Zerebraler Perfusionsdruck — CPP
1.12. Regionale Hirndurchblutung —,,CBF*
. HisTOLOGIE

2.1. Motorkortex

2.2. Caudoputamen

2.3. Hippokampus

2.4, Zerebellum

o oo 00 ~N

14
15
16
17
22
22

23

23
23
24
24
26
27
28
28
29
30
31
32
33
35
35
36
37
38



3. LETALITAT

4. FUNKTIONELLE ERHOLUNG

4.1. Neuroscore Typ 1 —,,6 Punkte Score*
4.2. Neuroscore Typ 2 —,,allgemeiner Score*
4.3. Balkengang

4.4, Hangetest

4.5. Rotarod

4.6. Korpergewicht

D. DISKUSSION
1. METHODIK

1.1. Modell der Subarachnoidalblutung
1.2. Tierstamm

1.3. Laserdopplerfluxmetrie
2. INTRAOPERATIVE DATEN

2.1.ICP
2.2. CBF, MAP und CPP
2.3. Weitere physiologische Parameter

3. NEUROLOGISCHE ERHOLUNG
3.1. Neuroscore Typ 1 - ,,6 Punkte Score**

3.2. Neuroscore Typ 2 - ,,allgemeiner Score*
3.3. Balkengang

3.4 Hangetest

3.5 Laufrad

3.6 Korpergewicht

4. LETALITAT
5. HISTOLOGIE

6. KLINISCHE BEURTEILUNG DES ERGEBNISSES
E. ZUSAMMENFASSUNG
F. LITERATURVERZEICHNIS
G. DANKSAGUNG

H. LEBENSLAUF

39

40
40
41
42
44
45
46

47

47
47
48
49
50
50
51
52
53
53
54
54
55
55
56
S7
58

58

60

61

75

77



A. Einleitung

Einfuhrung in die Problematik:

Zerebrovaskuléare Erkrankungen stehen nach Herz-Kreislauferkrankungen und Krebs
an dritter Stelle der Todesursachen. Die Folgen von Subarachnoidalblutungen (SAB)
aus einem Aneurysma eines hirnversorgenden GefaRes machen dabei einen Uberpro-
portionalen Anteil der Todesfalle, sowie der bleibenden Schaden wie Lahmungen,
Sprach- und Verhaltensstorungen aus: Nach den Ergebnissen internationaler Multi-
center-Studien sind Subarachnoidalblutungen zwar fur nur 6-10% aller Schlaganfélle
verantwortlich, diese nehmen in der Folge jedoch einen besonders schweren Verlauf,
so daB aus Subarachnoidalblutungen 22-25% aller zerebrovaskuldaren Todesfalle re-
sultieren. Beli initial komatdsen Patienten kommt es nur bei 11% der Patienten zu
einer vollstandigen Erholung. Ca. 70% der initial komat6sen Patienten versterben
innerhalb von 6 Monaten an den Folgen der Blutung™*4%%1#,

Die wichtigste Ursache fir die hohe Mortalitdt und Morbiditat nach Subarachnoi-
dalblutungen ist die nach der Blutung sich entwickelnde zerebrale Minderdurchblu-
tung (Ischédmie). In einer Vielzahl klinischer und experimenteller Studien konnte eine
enge Korrelation zwischen der Schwere der Blutung und dem Ausmal der ischdmi-
schen Schadigung sowie dem spéteren klinischen Zustand der betroffenen Patienten
gezeigt werden?9:32:53:67:68,77
Urséchlich fur die bereits unmittelbar nach der Blutung einsetzende globale, d.h. das

gesamte Gehirn betreffende Ischdmie des Gehirns sind v.a. zwei Pathomechanismen:

Erniedriqung des zerebralen Blutflusses (CBF):

6;83;92;114

Sowohl in der friihen Phase unmittelbar nach Blutung , als auch Tage danach

(beim Menschen ~7-14 Tage post SAB®, bzw. je nach Tiermodell zwischen 2-10

18;75

Tage™ ") flhrt die SAB zu einer mehr blutungsintensitats- und weniger lokalisati-
onsabhéngigen globalen Erniedrigung des zerebralen Blutflusses. Bei klinischen,

meist mit der Xenon-Inhalationsmethode oder SPECT (single photon emission com-



puted tomography) untersuchten Patienten betrug der CBF je nach Schweregrad der
Blutung in der Akutphase zwischen 36% und 85%>*""""%8! der Kontrollgruppen.
Das Ausmald und die Dauer des CBF-Abfalls zeigten eine enge Korrelation mit dem

initialen und spateren klinischen Zustand der Patienten'*3237:7477

. Experimentelle
Untersuchungen bestédtigen diese Ergebnisse bei allen untersuchten Tierarten und
MOdel|en5;46;48;89;94;115.

Der genaue Pathomechanismus, der der unmittelbar nach der Blutung einsetzenden
CBF-Erniedrigung zugrunde liegt, ist derzeit noch nicht vollstandig geklart; in den
Arbeiten zum Pathomechanismus der CBF-Erniedrigung wird eine Reihe potentiell
auslosender Substanzen und Mechanismen genannt, wobei v.a. die Gewichtung der
einzelnen Faktoren bisher unklar ist: Anstieg von u. a. Thromboxan A2, Seroto-
nin®***°, freien Sauerstoffradikalen'®, Endothelin®**® und Oxyhaemoglobin’***°; Ab-
fall von Prostazyklin® und NO' - durch Bindung an Hamoglobin und Oxy-
Hamoglobin - werden als mogliche Ausldser diskutiert. Die erwéhnten Stoffwechsel-
vorgange minden jedoch Ubereinstimmend in einen Endothelzellschaden und/oder
eine Vasokonstriktion, welche die unmittelbare Ursache fiir den CBF-Abfall darstel-

len.

Erhdhung des intrakraniellen Drucks (1CP):

In Klinischen Studien werden Werte zwischen 28 mmHg bei kleinen und dber 180
mmHg bei groRen Hdmatomen (Normalwert 5-15 mmHg) unmittelbar nach der Blu-
tung angegeben®*"®"®_ Experimentelle Studien erbrachten einen initialen Anstieg bis
liber 110 mmHg bei Affen?***** und iiber 60 mmHg bei Ratten>***%%Als Folge
des schnellen ICP-Anstiegs bis in Hohe des mittleren arteriellen Blutdrucks sinkt der
zerebrale Perfusionsdruck, wodurch die zerebrale Durchblutung stark verringert wird.
Doppler-Messungen der Arteria cerebri media beim Menschen zeigten zum Zeitpunkt
der Blutung und wahrend der folgenden Minuten einen nahezu vollstandigen
FluRstillstand®®*’.

Zugrundeliegend fur den schnellen ICP-Anstieg sind - neben der raumfordernden
Wirkung des Hamatoms, einer intrakraniellen VVasoparalyse mit Erhéhung des intra-

kraniellen Blutvolumens® und méglicherweise eines Hydrozephalus (Hirnwasse-



11;41;57;64;105 Dle

raufstau) - das sich entwickelnde Hirnddem intrakranielle VVasoparaly-

se filhrt zu einem Verlust der zerebralen Autoregulation'”. Folge der zerebralen I-

195 mit Austritt von Wasser

schamie ist der Zusammenbruch der Blut-Hirnschranke
und hohermolekularen Substanzen in das umgebende Hirngewebe. Das Sistieren der
ATP-Produktion resultiert in einem unkontrollierten Einstrom von Wasser und lonen
in die Zellen des Gehirns. Die generalisierte Schwellung des Gehirns, das von der
knochernen Schadelkapsel umgeben ist, die keinen elastischen Druckausgleich er-
laubt, fihrt in der Folge zu einer Erhohung des intrakraniellen Drucks. Das Auftreten
eines Hirnédems nach SAB konnte sowohl im Tierversuch als auch beim Menschen
gezeigt werden
rebrale Ischdmie und es entstehen disseminierte kortikale und hypothalamische In-

farktel3;85;123

Therapeutische Ansatze:

Zurzeit existieren nur wenige therapeutische Ansatze friihzeitig in die Pathomecha-
nismen der Subarachnoidal-Blutung einzugreifen, um damit das Uberleben zu verbes-
sern, und das Ausmal bleibender neurologischer Defizite zu verringern. Die Therapie
besteht in der Akutphase v.a. aus Stabilisierung der kardiopulmonalen Situation,
Analgosedierung und Hirndruck-Kontrolle, z.B. Messung durch Anlage einer exter-
nen Ventrikeldrainage oder Parenchymsonde und Hirndrucksenkung mit Gabe von
Mannitol, tiefer Barbiturat-Narkose, Hyperventilation oder hypervolamisch-
hypertensiver Therapie, bei der durch eine Kombination von Hd&modilution, Hypervo-
ldmie und induzierter Hypertension ein Anstieg des initial erniedrigten zerebralen

|39

BlutfluRes erreicht werden soll®”. Zusatzlich existieren verschiedene medikamentdse

Ansatze, die z.B. durch antioxidative Therapie mit Tirilazad®'***° den ischdmischen

3;111

Hirnschaden verringern sollen oder mit Ca’*-Kanal-Blockern wie Nimodipin®**** oder

Kortikosteroide den VVasospasmus verhindern sollen.

Trotz dieser MaRnahmen sterben ~30% der Patienten noch wéahrend der ersten Stun-
den und Tage nach der Blutung'® - der dafiir grundlegende EinfluR von Hirndruckan-

stieg, zerebraler BlutfluBminderung und der nachfolgenden Ausbildung eines



globalen Hirnddems als bedeutendste Pathomechanismen wurde oben erlautert. Zur
Therapie des Hirnédems nach SAB gibt es bislang keine spezifische bzw. kausal

wirksame Methode.

Gerade auf mikrozirkulatorischer und zellulérer Ebene existieren Mechanismen von
Bedeutung fur die Entstehung des sekundéren Hirnschadens, deren klinisch sinnvolle
Hemmung nicht ausreichend erforscht ist. Dabei sind Funktionsstérungen der Blut-
Hirn-Schranke und zellbiologische Mechanismen des sekundédren Nervenzellunter-
gangs besonders zu erwéhnen. Als neues Konzept fur die Primértherapie des trauma-
tisch-hdmorrhagischen Schocks und des Schédel-Hirntraumas ist in den letzten
Jahren die intraventse Bolusinjektion eines kleinen Volumens (250ml) einer stark
hyper-osmolaren (7,2-7,5%) Kochsalzlésung propagiert worden: Sie wird als Small-
Volume-Resuscitation (SVR) bezeichnet®. Das Ziel ist die Normalisierung der Mak-
ro- und der Mikrozirkulation. SVR nutzt eine kurze Infusion eines geringen Volu-
mens  einer  hypertonen  Kochsalzlosung, um intraendotheliales und
intraparenchymales Wasser zu mobilisieren und dadurch das intravaskulare VVolumen
wiederherzustellen und zu vergré3ern. Die dadurch erzielte Hamodilution zusammen
mit dem hyperosmolaritatsbedingten Schrumpfen des endothelial-perivaskuldren
Volumens fuhrt zu einer signifikanten Verbesserung der mikrovaskuldren Perfusion
und einem Auswaschen potentiell gefahrlicher Metaboliten. Die Reduktion des peri-
vaskularen Odems fiihrt Gber eine Verringung der Vasoobstruktion zu einer Reperfu-
sion der mikrovaskuldren Strombahn und zur Reduktion von ,no reflow*-
Ph&nomenen. Zur Aufrechterhaltung des osmotischen Gradienten wird der Losung
eine hyperonkotische Komponente beigegeben, i. d. R. HAES 200.000 oder 10%
Dextran 60 oder 70°%%,

Die Wirkmechanismen von SVR sind im Einzelnen:

- unmittelbarer, Uberproportionaler Anstieg des Intravasalvolumens durch Mobilisie-
rung korpereigener Flussigkeit, in besonderem MaRe aus dem GefaRendothel™®

- periphere GefaRdilatation, insbesondere kleiner Arteriolen®

- positiv-inotroper Effekt am Herzen®



- Hamodilution mit Verbesserung der Blutfluiditat*?

- Reduktion der postischdmischen Leukozytenadharenz®

Die angegebenen Wirkungen wurden in tierexperimentellen Studien beobachtet, bei
denen ein hamorrhagischer Schock mit und ohne zerebrale Lasion induziert wurde.
Insbesondere der positive EinfluB auf die wichtigsten Pathomechanismen nach einer
SAB, die Erhéhung des intrakraniellen Drucks und die Erniedrigung des zerebralen

BlutfluRes, ist in einer Reihe experimenteller Studien belegt®2360:90:98:99:120

In mehreren klinischen Studien wurde SVR mittels hypertoner Kochsalzlésung als
Priméartherapie bei traumatisch-h&morrhagischem Schock und bei Schadel-
Hirntrauma getestet: Vassar*'®**” fand in einer prospektiven, doppelblinden, rando-
misierten Studie an Patienten mit traumatisch-hdmorrhagischem Schock, die mit SVR
behandelt wurden keine erhéhte Blutungs- oder Tachyphylaxie-Inzidenz. Diese Pati-
enten benodtigten wéhrend des Transports weniger Flissigkeit zur Stabilisierung des
Kreislaufs. Bei gleicher Mortalitétsrate bis zur stationdren Aufnahme hatten Patienten
mit schwerem Schédel-Hirntrauma und Gabe von hyperton-hyperonkotischer Lésung
eine verbesserte Uberlebensrate von 84% gegeniiber 68% bei Gabe von Ringer-
Laktat.

1991 wurden die Ergebnisse einer ersten Multizenterstudie bei polytraumatisierten
Patienten verdffentlicht™®. Diese zeigten in der praklinischen Phase im Vergleich mit
Bolus Ringer-Laktat Infusion einen signifikant héheren Blutdruck, jedoch keine ho-
here Uberlebensrate in den ersten 24 Stunden. Die Untergruppenanalyse der Patienten
mit einem GCS (Glasgow Coma Score: 0-15) < 8, bei denen eine sofortige Operati-
onsindikation bestand, erbrachte hingegen eine signifikant héhere Uberlebensrate
nach SVR. Nach SVR waren signifikant seltener Komplikationen (ARDS, Nierenver-
sagen, Koagulopathien) zu beobachten. Es traten insbesondere keine pulmonalen
Nebenwirkungen (akute VVolumentiberladung und erhohte Filtration von Flussigkeit)
oder Laborauffalligkeiten (Prothrombinzeit, PTT nach 2, 4 und 24 Stunden) auf, ab-
gesehen von einer kurzzeitigen Hypernatri- und Hyperchloriddmie und der erwtinsch-

ten Hamodilution (Hamatokrit: 32,7+7%) bei erhohter Serum-Osmolaritat™ 3.
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Verschiedene  Arbeitsgruppen?%45:56:82:96:108

infundierten  Patienten  hyperton-
hyperonkotische Kochsalzlésungen i.v. bei posttraumatischer ICP-Erhéhung. Alle
Untersucher beobachteten eine ICP-Senkung um 20-25 mmHg bei den behandelten

Patienten.

Die Bedeutung der pathologischen Vorgange in der Akutphase nach einer Subarach-
noidalblutung auf den resultierenden klinischen Zustand der Patienten und deren
gezielte Beeinflussung durch Small-Volume-Resuscitation machen aus unserer Sicht
einen therapeutischen Einsatz Erfolg versprechend. Unser Bestreben war es, die Hirn-
schwellung zu hemmen und damit die zerebrale Durchblutung zu verbessern, um die
Entstehung eines Circulus vitiosus zu verhindern. Aus diesem Grund sollte SVR in
einem Tiermodell der SAB auf ihre Wirksamkeit, Wirkmechanismen und therapeuti-
sche Sicherheit hin untersucht werden. Das Ziel der Versuche war es, die experimen-
tellen Grundlagen fir eine schnell verfligbare, sichere und gezielte Therapie bei
Patienten mit schwerer SAB zu schaffen. Nicht zuletzt handelt es sich bei hyperton-
hyperonkotischer Kochsalzlésung um ein kostengiinstiges und bereits klinisch er-
probtes Medikament, was eine rasche klinische Umsetzung bei positiven experimen-
tellen Resultaten wesentlich begunstigen und beschleunigen wiirde.



B. Material und Methoden

1. Versuchstiere

Als Versuchstiere verwendeten wir ménnliche Spraque-Dawley Ratten (Charles Ri-
ver, Sulzfeld, Deutschland) mit einem Gewicht von 260-300g, entsprechend einem
Lebensalter von 3-4 Monaten. Die Tiere wurden im Tierstall des Instituts fur Chirur-
gische Forschung in 26x42x15cm (LxBxH) grofRen Kafigen mit freiem Zugang zu
Wasser und Futter gehalten. Die Tierstallung war voll klimatisiert bei einer Raum-
temperatur von etwa 20°C und einer relativen Luftfeuchtigkeit um 65%. Uber eine
Zeitschaltuhr wurde ein Zwolf-Stundenrhythmus kinstlicher Beleuchtung eingehal-
ten. 12 Stunden vor den Versuchen wurden die Ratten bei Wasser ad libitum ntichtern

gelassen.
Verstarker fur ICP und Temperatur Messgeréte Computer zur
MAP Monitor Datenaufzeichnung

OP Mikroskop

Respirator

Stereotakti-
scher Rahmen

Abbildung B.1: Experimenteller Arbeitsplatz



2. Versuchsanordnung

2.1. Arbeitsplatz

Die Versuche wurden in der Zeit von Oktober 2000 bis Juni 2001 in einem Tier-
Operationssaal des Instituts fur Chirurgische Forschung durchgefihrt.

Der Arbeitsplatz ist speziell fir Operationen an Ratten eingerichtet. Der Aufbau ist in
Abbildung B.1 dargestellt. Die einzelnen Gerédte werden im jeweiligen Abschnitt
beschrieben.

2.2. Versuchsdurchfiihrung
2.2.1. Narkose und Pramedikation
Die Narkoseeinleitung erfolgte
mit Ather (Diethylether, Chino-
solfabrik, Seelze, Deutschland).
Zur Verhinderung einer Ver-

schleimung der Atemwege wur-

de Atropinsulfat (B. Braun

Abbildung B.2: Tubus fur die endotracheale Intubation
Melsungen AG, Melsungen, bei Ratten (Durchmesser: 1,8 mm)

Deutschland) subkutan in einer Dosis von 0,15mg pro 100mg Korpergewicht appli-

ziert, danach der Operationsbereich am Hals und Kopf rasiert. AnschlielRend erfolgte
unter Sicht die Intubation in 45° Kopfhochlagerung mit einem OP-Mikroskop (OPMI
6, Carl Zeiss, Gottingen, Deutschland). Als Tubus wurde eine Eigenkonstruktion
(siehe Abbildung B.2) bestehend aus einem 16G-Venenverweilkatheter (Vasculon
Plus, Becton-Dickinson Medical, Heidelberg, Deutschland) mit einer Silikonhtlle
(RTV Silikon, Rhone-Poulenc, Paris, Frankreich) an der Spitze verwendet'?.

Danach wurde das Tier mit einem druckgesteuerten Kleintierrespirator (Kent Scienti-
fic, Torrington, GrofRbritannien) mit einem Gas-Gemisch aus 30% Sauerstoff und
70% Lachgas (Linde, Minchen, Deutschland) beatmet. Diesem Gemisch wurde 0,8-
1,5% Halothan (Eurim-Pharma, Piding, Deutschland) tiber einem Drager-Vapor 19.3
Narkosemittel-Verdunster (Drager Medial, Libeck, Deutschland) hinzugefugt. Die

Halothan-Dosis betrug wahrend der Schadelpraparation 1,5% und nach Umlagerung

8



auf den Rucken 0,8%.

2.2.2.1. Rektale Temperaturkontrolle

Zur Kontrolle der Korpertemperatur wurde eine Sonde rektal eingefiihrt und mit ei-
nem Temperaturhomoostasegerdt (Homeothermic Blanket Control Unit, Harvard
Apparatus, Holliston, USA) verbunden, das eine Heizplatte im Boden des stereotakti-

schen Rahmens steuerte. Als Richtwert diente eine Koérpertemperatur von 37°C.

2.2.2.2. Temporale Temperaturmessung

Zur Sicherung einer gleichbleibenden Kopftemperatur von 37°C wurde rechts am M.
temporalis eine MeRsonde (Philips IE Deutschland, Hamburg, Deutschland: Mantel-
Thermoelement D40) eingebracht. Dazu wurde ein ca. 1 mm langer Schnitt an der
rechten Schléfe gesetzt und die Sondenspitze submuskular plaziert) Die Ansteuerung
einer Heizlampe (Philips R95 Infraphil 100W, Springe, Deutschland) erfolgte durch

ein Temperaturhomdostasegerat (K40, Philips, Springe, Deutschland).

2.2.3. Praparation der kraniellen MeRfenster

Das Tier wurde im stereotaktischen Rahmen in Bauchlage positioniert. Es erfolgte
eine 1,5 cm lange mediane Inzision der Kopfhaut zur Freilegung des Schéadelkno-
chens von der vorderen (Bregma) bis zur hinteren (Lambda) Koronarnaht. Orientie-
rend am Bregma wurde tber dem Versorgungsgebiet der A. cerebri media beidseits
ca. 5 mm lateral und 1 mm okkzipital ein Bohrloch mit einem Durchmesser von 1,5
mm gefrast (Bohrmaschine: Uni-Drive N, Paggen Werkzeugtechnik, Starnberg,
Deutschland; Bohrer: Aesculap GD870R, 0,8x5,1dmm, B. Braun Melsungen AG,
Melsungen, Deutschland). AnschlieRend erfolgte die Anlage eines weiteren Bohr-
lochs mit einem Durchmesser von ca. 1 mm etwa 1 mm rechts lateral der Sagitalnaht
und ca. 1 mm frontal der hinteren Koronarnaht. (Abbildung B.3)



ICP-Sonde

Interaural Line

Abbildung B.3: Darstellung eines Rattenschadels mit Markierung der kraniellen
Trepanationsstellen

2.2.4. Intrakranielle Druckmessung

Nach vorsichtiger Inzision der Dura mit einer 20G Injektionskantle (Becton Dickin-
son, Spanien) erfolgte die Plazierung einer Codman MicroSensor Basic Parenchym-
sonde (Codman, Norderstedt, Deutschland) mit Hilfe eines Mikromanipulators
(David Kopf Instruments, Tujunga, USA). Die Sonde wurde ca. 2 mm tief im parieta-
len Marklager plaziert und anschliefend mit Knochenzement (Poly-F Plus Bondex,
Dentsply DeTrey, Konstanz, Deutschland) auf der Schadelkalotte befestigt. Die Mes-
sung erfolgte mittels des Codman ICP Express Systems (Codman, Norderstedt,
Deutschland).

2.2.6. Messung des lokalen zerebralen Blutflusses mittels Laserdopplerfluxmetrie

Nach Implantation der ICP-Sonde erfolgte die Umlagerung der Ratte in Riickenlage
und Fixierung des Schédels an drei Punkten mit (das Trommelfell nicht perforieren-
den) Earbars und einer Mundsperre. Zur bilateralen kontinuierlichen Erfassung der
zerebralen Durchblutung wurden abgewinkelte Laserdopplersonden (Moor Sonden

Typ P5bs, Moor Instruments, Devon, UK) mit zwei Mikromanipulatoren der Dura

10



mater aufgesetzt. Die Lokalisation der Bohrlocher war so gewéhlt, daR sie tGber dem
Versorgungsgebiet der A. cerebri media gelegen waren. Die Sonden waren an ein 2-
Kanal Laserdopplergerdt (MBF3D, Moor Instruments, Devon, UK) angeschlossen.
Die Erfassung der Daten erfolgte in Abstanden von 1 Sekunden, beginnend 25 Minu-
ten vor Induktion bis 90 Minuten nach Induktion der SAB.

2.2.7. Blutdruckmonitoring

Zur kontinuierlichen Blutdruckerfassung wurde ein Katheter mit angeschlossenem
Drucksensor in die Schwanzarterie implantiert. Nach medianer, ca. 1 cm langer Inzi-
sion am kranialen Ende des Rattenschwanzes mit Durchtrennung der Faszie, erfolgte
die Préparation der Arterie und Punktion mit einem Katheter (Auliendurchmesser:
0,96mm, Polythene Katheter, SIMS Portex, GroRbritannien). Der Blutdruck wurde
mit einem Transducer von Becton Dickinson (DTX Plus DT-XX, Becton-Dickinson
Medical, Heidelberg, Deutschland) gemessen. Zur Verhinderung eines Verschlusses
der Arterie wurde das Kathetersystem mit einer 0,9% NaCl Losung mit einer Fluf3rate
von 0,4 ml/hr perfundiert (Infusionspumpe WPI SP100i Syringe Pump, World Preci-

sion Instruments, Sarasota, USA).

2.2.8. Venoser Zugang

Fur die spatere Infusion der Therapiefllssigkeiten wurde jeweils in die linke Vena
femoralis ein Katheter (AuRendurchmesser: 0,61mm, Polythene Katheter, SIMS Por-
tex, GroRbritannien) gelegt. Zur Verhinderung des Verschlusses erfolgte dann eine
kontinuierliche Spulung (0,9% NaCl Loésung) mit einer FluRrate von 0,1 ml/hr Gber

eine Infusionspumpe.

11



2.2.9. Induktion der Subarachnoidalblutung
Die Induktion der SAB

erfolgte nach dem Fa-

denmodell nach Beder-
son. Dafiir wurde die
Haut am Rattenhals ca.
1 mm lateral der Medi-
anlinie auf einer Lange
von 1,5 cm inzidiert.
Nach Freilegung der
Carotisbifurkation

wurde die A. carotis

externa ca. 0,8 cm nach

der Bifurkation mittels

modif. n. Bederson, Stroke, 1995

Fadenligatur verschlos-

sen. Nach Clippung der Abbildung B.4: Schema der Fadenperforation
ECA = A. carotis externa ICA = A. carotis interna  CCA = A. carotis com.
Carotis communis und MCA = A. cerebri media ACA = A. cerebri anterior PCA = A. cerebri posterior
BA = A. basilaris VA = A. vertebralis
Carotis interna erfolgte PCOA = A. cerebri comm. posterior ~ ACOA = A. cerebri comm. anterior

die Durchtrennung und Eréffnung der Carotis externa. Nun wurde ein monophiler
Faden (Prolene 3-0, Lange 2,5 cm; Ethicon, Norderstedt, Deutschland) eingefiihrt
und mit einer Fadenligatur das Gefal} abgedichtet. Die Dicke des Fadens wurde ent-

sprechend den Angaben von Schwartz*™

ausgewahlt. Nach Entfernung des temporé-
ren Clips auf der A. carotis communis und interna wurde der Faden unter
Laserdoppler-Kontrolle vorgeschoben. Die Position des Fadens am Abgang der A.
cerebri media wurde anhand eines ipsilateralen Abfalles des Laserdoppler-Signals
(LDF) um ca. 80% festgestellt. Daraufhin wurde der Faden 3 mm weiter vorgescho-
ben, wodurch das Gefal3 perforiert und die SAB induziert wurde. Die SAB fuhrt zu
einem prompten beidseitigen Abfall des LDF und gleichzeitigem ICP-Anstieg””.

AnschlieBend wurde der Faden zurlickgezogen und die A. carotis externa mittels

Fadenligatur okkludiert. Die Ischdmiezeit betrug wahrend dieser Prozedur maximal 5
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Minuten.

2.2.10. Datenerfassung

Die Datenerfassung erfolgte mit einem PC (Betriebssystem: Microsoft Windows
2000 Pro, PC System: F&P, Miinchen, Deutschland) mit einer Analog-Digital-
Wandlerkarte von Adlink (AD 9112) und der Datenerfassungssoftware DasylLab 5.0
(measX, Monchengladbach, Deutschland).

Samtliche wahrend der Narkose der Tiere gewonnenen Daten (Temperatur, intrakra-
nieller Druck, Blutdruck, lokaler zerebraler BlutfluR) wurden mit einer zeitlichen
Auflosung von 10 Hz aufgezeichnet, beginnend 30 Minuten vor Induktion bis 90
Minuten nach Induktion der SAB.

Zur Datenreduktion wurden 10 aufeinander folgende Werte zu einem Wert gemittelt.
Fur die weitere Verarbeitung wurden die Daten im DasylLab-Datenformat gespei-
chert.

Die Auswertung erfolgte mit dem Programm FlexPro 5.0 (Weisang, St. Ingbert,
Deutschland). Zuerst wurde der Zeitpunkt der SAB anhand des ICP und CBF Kur-
venverlaufs definiert. Hierzu wurde der Zeitpunkt des beidseitigen Laser-Doppler-
Signal-Abfalls und gleichzeitigen ICP-Anstiegs angegeben. Fir die Berechnung der
prozentualen Anderungen der Laserdoppler-Daten wurde fiir beide Hemispheren ein
Basiswert aus dem Mittelwert der Daten 15 min bis 5 min vor Blutungsbeginn be-
stimmt. Im Zeitraum 12 min vor SAB bis 90 min nach SAB wurde in 3 min Interval-
len die LDF-Daten gemittelt und in Prozent des Basiswertes umgerechnet.

Die rektale und temporale Temperatur, ICP und MAP wurden ebenfalls tiber 3 min
beginnend 12 min vor SAB bis 90 min nach SAB gemittelt. Die berechneten Daten
wurden in SigmaPlot 2000 (Systat Software, Erkrath, Deutschland) gespeichert und
graphisch aufgearbeitet.
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2.3. Materialverarbeitung

2.3.1. Blutgase

Es wurden zu den Zeitpunkten 60 min und 10 min vor SAB sowie 30, 60 und 90 min
nach SAB je 60 ul arterielles Blut in eine heparinbeschichtete Kapillare (Chiron Di-
agnostics, Walpole, USA) abgenommen und mit einem Chiron Diagnostics 860 Blut-
gasanalysegerat sowohl pH-Wert, pO,, pCO,, als auch die Na*, K*, Ca™, CI', Glukose
und Laktat-Konzentration bestimmt.

2.3.2. Hamatokrit

Zu den Zeitpunkten 10 min vor und 90 min nach SAB erfolgte eine zusatzliche Ab-
nahme von 60 pl Blut in eine heparinbeschichtete Kapillare (Chiron Diagnostics,
Walpole, USA). Mit einem Blutzellanalysegerat Counter AcT 8 (Beckmann Coulter
Inc., Fullerton, CA, USA) wurde der Hamatokrit bestimmt.

2.3.3. Osmolaritat

Zur Bestimmung der Serumosmolaritat im Verlauf der Therapie wurden zu den Zeit-
punkten 10 min vor sowie 30, 60 und 90 min nach SAB 120ul arterielles Blut in eine
heparinbeschichtete Kapillare (Chiron Diagnostics, Deutschland) entnommen. Zur
Gewinnung des Serums wurden die festen Blutbestandteile bei 8.000U/min tber 10
min abzentrifugiert (Labofuge 400R, Heraeus Instruments, Deutschland). Vom Uber-
stand wurden 50ul abpipettiert und mit einem Gefrierpunkt-Osmometer (Osmomat
030, Gonotec, Berlin, Deutschland) die Osmolaritat bestimmt.
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2.4. Histologie

7 Tage nach der Operation wurden die Gehirne fir die histologische Aufarbeitung
entnommen. Dazu erfolgte eine Narkoseeinleitung mit Ather (Diethylether, Chinosol-
fabrik, Seelze, Deutschland), gefolgt von einer intraperitonealen Injektion von Chlo-
ralhydrat (Dosis: 3,6 mg / 100 mg Kdrpergewicht). Nach Eintritt einer vollstandigen
Analgesie und tiefen Sedierung wurde das Herz freiprapariert. Uber die Herzspitze
wurde dann eine abgerundete Kantle tber den linken Ventrikel in die Aorta vorge-
schoben und das Tier dann 20 min lang mit einer 2 % Paraformalin-Ldsung (pH=7,4)
transkardial perfundiert (Perfusionsdruck: ca. 120 cmH,0). Der rechte Herzvorhof
wurde am Herzohr fir den Ausflul von Blut und Spulflussigkeit er6ffnet. Danach
wurde das Gehirn entnommen und in einer 2 % Paraformalin-Losung aufbewahrt.

Die Einbettung der Gehirne in Paraffin erfolgte mit einem Einbettautomaten (Shar-
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Abbildung B.5: Schema der Schnittfiihrung der histologischen Aufarbeitung

don, Deutschland) nach Standardprotokoll.

GroRhirn und Kleinhirn wurden mit einem Mikrotom (Reichert-Jung Biocut, Heidel-
berg-Nuf3loch, Deutschland) in 4 um dicke Scheiben geschnitten, fiir die Auszahlung
jeweils 4 Scheiben in Abstdnden von 400 um verwendet. Das Kleinhirn wurde in
Richtung Medulla oblongata, das Grof3hirn in Richtung Riechhirn geschnitten
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(Schnittschema siehe Abbildung B.5). Die Schnitte wurden in Vierergruppen auf
insgesamt 28 Objekt-Tragern fixiert.

Die Farbung erfolgte nach Nissl. Dazu wurden die Schnitte zur Entparaffinisierung
uber 2x 10 min in Rotihistol gelegt. Danach wurden sie mittels einer absteigenden
Alkoholreihe entwéssert (2 min 100% Ethanol, 2 min 96% Ethanol, 2 min 70% Etha-
nol) und dann fir 10 min in eine Standard Nissl-Farb Mischung gelegt. Darauf wur-
den die Schnitte kurz mit Aqua destillata gespult und mittels einer aufsteigenden
Alkoholreihe entwassert (kurz 70% Ethanol + Hac, kurz 96% Ethanol, kurz 100%
Ethanol, 2 min Isopropanol rein), gefolgt von einer 2x 4 mindtigen Lagerung in Roti-
histol. Zuletzt erfolgte die Eindeckung der Schnitte mit Eukitt.

2.5. Morphometrie

Zur Bestimmung der Neuronenzahl wurden beiderseits verschiedene Hirnregionen
untersucht: Motorkortex M1 und M2, Caudoputamen, posterior superior fissure (psf)
und primary fissure (prf) des Kleinhirns (Purkinjezellen), sowie die Hippocampusre-
gionen CA1-3. Die Auswahl der Hirnregionen wurde mit Hilfe eines stereotaktischen
Rattenhirnatlas durchgefiihrt (Paxinos&Watson 1998).

Fur die Bildaufnahme diente ein PC-Arbeitsplatz, bestehend aus einem Leitz Mikro-
skop (Leica Mikrosysteme, Bensheim, Deutschland)mit einem Adapter fir eine Fuji
Digital Kamera HC-300Z (AVT Horn, Aalen, Deutschland). Die Kamera war (ber
einen SCSI Anschlu® mit dem PC verbunden, auf welchen die Bilddaten mittels Fuji
Photograb 300Z Software Version 2 ubertragen wurde. Fir die Aufnahmen wahlten
wir eine 16-fache Objektiv-VergroRerung.

Die Aufnahmen wurden mit dem Programm Optimate Version 6.51 (Media Cyberne-
tics, Silver Spring, USA) ausgewertet. Dazu wurden die Bilder in eine zuvor festge-
legte einheitliche Position gedreht und ein definierter Rahmen der Grolke 0,2 x 0,3
mm 0ber das Bild gelegt. Die Kalibrierung erfolgte mit einem Objekttrager mit ein-
gravierter MeRskala. Die im Rahmen vorhandenen Neurone der Region wurden ge-

zahlt. Die Auszahlung der Neurone erfolgte verblindet.
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2.6. Postoperative neurologische Untersuchung

Zur Erfassung der neurologischen Ausfélle nach SAB wurden die Ratten taglich mit
verschiedenen Leistungstests und neurologischen Untersuchungen verblindet beur-
teilt. Die Tests erfolgten je zweimal in gleicher Reihenfolge nachmittags nach 16
Uhr. Zwischen den Tests hatten die Ratten jeweils eine Pause von 5 min.

2.6.1. Seilhangeversuch
Die Apparatur bestand aus einem 60 cm langen 0,3 cm dicken Edelstahl Drahtseil,

Abbildung B.7: Seil-Hangeapparatur

welches 40 cm horizontal tber einem Schaumstoffpolster gespannt war. Die Ratten
wurden mit den Vorderpfoten an das Drahtseil gehdngt und dann frei hdngend auf der
Apparatur (siehe Abbildung B.7) belassen'*'°. Es wurde die Zeitspanne gemessen,
wahrend der sich die Tiere an dem Seil festhalten konnten. Die maximale Testzeit
betrug 120 s. Zusatzlich wurde notiert ob die Tiere eine oder beide Hinterpfoten auf
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das Seil heben konnten.

2.6.2. Balkengang
Bei diesem Test wurden die Ratten jeweils nacheinander auf die Mitte eines 1,5

Abbildung B.8: Balkengang-Apparatur

cm®* und 2,5 cm***%** breiten unbeschichteten quadratischen Holzbalkens aufge-
setzt, welcher sich 40 cm Uber einem Schaumstoffpolster befand. Es wurde bei die-
sem Test gemessen, wie lange sich die Tiere auf dem Balken festhalten konnten. Die

maximale Testzeit betrug 120 s.
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2.6.3. Rotarod
Die Apparatur bestand aus einem Laufrad (siehe Abbildung B.9), welches von einen
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Abbildung B.9: Laufrad

Elektromotor angetrieben wurde***®. Das Laufrad bestand aus zwei durchsichtigen
Plexiglasscheiben, zwischen denen 18 Edelstahlstdbe (Durchmesser: 0,1 cm) montiert
waren. Die Stébe bildeten einen Kreis mit einem Durchmesser von 8 cm. Die Tiere
wurden in das Laufrad gesetzt, das dann innerhalb von 90 s auf 40 U/min beschleu-
nigt wurde und weitere 30 s bei dieser maximalen Umdrehungszahl blieb. Es wurde
gemessen, wie lange die Ratten im Laufrad laufen konnten. Die maximale Testzeit
betrug 120 s.

2.6.4. Gewicht
Als allgemeiner Parameter fir das Befinden der Tiere wurde taglich das Korperge-

wicht gemessen.
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2.6.5. Neuroscore

Die Tiere wurden taglich mit 2 neurologischen Tests bewertet, um die Stérungen der
Motorik und des Verhaltens festzustellen und deren Schwere durch Zuordnung eines
Punktewertes zu charakterisieren.

2.6.5.1. Neuroscore Typ 1 —,,6 Punkte Score*

Dieser Test besteht aus 6 Punkten (Grad 0 — 5) und wird wie folgt definiert”**":

Grad 0 = Tiere, die keine Spontanbewegung zeigten, wurden mit 0 Punkten be-
wertet.

Grad 1 = Den Ratten wurde die freie Bewegung auf dem Boden erlaubt. Tiere,
die spontan eine Kreisbewegung in Richtung einer geldhmten Seite aus-
ubten, wurden mit 1 Punkt bewertet.

Grad 2 = Den Ratten wurde die freie Bewegung auf dem Boden erlaubt und es
wurde untersucht, ob sie bei Zug am Schwanz anfingen, eine Kreisbe-
wegung zu zeigen. Bei Drehungen in Richtung einer geldahmten Seite
erhielten die Tiere 2 Punkte.

Grad 3 = Die Ratten wurden auf einem weichen beschichteten Papierstiick aufge-
setzt, so dal} sie sich nicht festkrallen konnten. Danach erfolgte von bei-
den Seiten Druck hinter der Schulter und es wurde kontrolliert, ob das
Tier mit den Vorderpfoten von beiden Seiten gleich gut dagegen dri-
cken konnte. Bei erkrankten Tieren findet man einen eingeschrankten
Widerstand und diese Tiere erhielten 3 Punkte.

Grad 4 = Die Ratte beugt die Vorderpfote kontralateral (links) zum gesetzten
Schaden. Alle Bewegungsformen von Beugung der Pfote, Uber Adduk-
tion der Schulter bis zur starken Flexion von Pfote, Ellenbogen und In-
nenrotation der Schulter wurden mit 4 Punkten bewertet.

Grad 5 = Die Tiere wurden vorsichtig am Schwanz ca. 1m uber dem Boden ge-
halten. Dabei wurde die Flexion der VVorderpfoten beobachtet. Tiere die
ihre Vorderpfoten Richtung Boden ausstreckten und keine neurologi-
schen Auffalligkeiten zeigten, bekamen 5 Punkte.
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2.6.5.2. Neuroscore Typ 2 — ,,allgemeiner Score*

Der allgemeine Neuroscore ist wie folgt definiert™:

1.) Allgemeines Verhalten

Aufmerksamkeit ~ an Umwelt interessiert = 0 Punkte
trage, nicht an Umwelt interessiert = 20 Punkte

Atmung normal = 0 Punkte
abnormal = 20 Punkte

2.) Hirnnervenstatus

Geruchssinn vorhanden = 0 Punkte
nicht vorhanden = 4 Punkte
Visus vorhanden = 0 Punkte
nicht vorhanden = 4 Punkte
Corneal Reflex vorhanden = 0 Punkte
nicht vorhanden = 4 Punkte
Bewegung der Barthaare
vorhanden = 0 Punkte
nicht vorhanden = 4 Punkte
Gehor vorhanden = 0 Punkte
nicht vorhanden = 4 Punkte
3.) Motorik normal = 0 Punkte
steifer, unkoordinierter Gang = 5 Punkte
Lahmungen = 10 Punkte
4.) Sensorik Schmerzreaktion vorhanden = 0 Punkte

Schmerzreaktion nicht vorhanden =4 Punkte
5.) Koordination
Balkengang maoglich = 0 Punkte
nicht moglich = 5 Punkte
Bodengreiftest (beide VVorderpfoten beriihren den Boden,
wenn die Ratte am Schwanz hochgehoben wird)
maoglich = 0 Punkte
nicht moglich = 5 Punkte
Aufrichtreflex (Ratte dreht sich auf den Bauch,
wenn auf Riicken plaziert)

vorhanden = 0 Punkte

nicht vorhanden =5 Punkte
Halten am Ende eines Tisches

vorhanden = 0 Punkte

nicht vorhanden = 5 Punkte

Im Test kann maximal eine Summe von 100 Punkten erreicht werden. 0 Punkte steht

dabei flr das beste mogliche Ergebnis und 100 Punkte fir das schlechteste.
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2.7. Versuchsgruppen
Die intravendse Gabe der Therapielosungen erfolgte bei allen Tieren 30 min nach
SAB-Induktion in die linke V. femoralis. Die Gabe erfolgte verblindet als Bolus tber
2 min.
Die Tiere wurden drei Versuchsgruppen (je 20 Tiere) randomisiert zugeteilt:
1. Kontrollgruppe: Gabe von 0,9 % NaCl (Isotone Kochsalz-Lésung 0,9%
Braun, B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) [4 ml/kg KG]
2. Therapie mit 7,5 % NaCl (Krankenhausapotheke, Klinikum Grofl3hadern,
Miuinchen, Deutschland) [4 mli/kg KG]
3. Therapie mit 7,5 % NaCl und 6% Dextran 70 (Rescue Flow™: BioPhausia
AB, Stockholm, Schweden) [4 ml/kg KG] = HSD

2.8. Statistische Datenauswertung

Zur Beurteilung der Daten wurden Varianzanalysen fur unverbundene Stichproben
durchgefihrt. Die Nullhypothese, d.h. kein statistisch nachweisbarer Unterschied der
untersuchten Daten, wurde mit einer Fehlerwahrscheinlichkeit von unter 5% abge-
lehnt. Die Ergebnisse der Neuro-Scores wurden anhand der one-way Varianzanalyse
nach Kruskal-Wallis im Intergruppenvergleich'** an allen Beobachtungstagen auf
signifikante Unterschiede hin getestet. Die physiologischen Parameter und histo-
morphometrischen Daten wurden mit einer one-way ANOVA, die Laserdoppler-,
MAP- und ICP-Werte mit der two-way ANOVA fir wiederholte Messungen analy-
siert. Nachfolgende Paarvergleiche wurde mit dem Student-Newman-Keuls Test bzw.
Dunnett’s Test durchgefiihrt. Die Sterblichkeit der Gruppen wurde mit dem Chi-
Quadrat-Test verglichen.

Die Statistik wurde mit dem Programm SigmaStat 2.0 (Systat Software, Erkrath,
Deutschland) durchgefihrt.

Wenn nicht anderes gekennzeichnet, sind in der Folge die Daten als Mittelwert +
Standardfehler des Mittelwerts (SEM) angegeben.
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C. Ergebnisse

1. Intraoperative Daten
1.1. Korpertemperatur
Die rektal gemessene Korpertemperatur war bei allen Versuchstieren stabil mit Wer-

ten um 36,4+0,2 °C (Diagramm C.1) ohne signifikante Unterschiede zwischen den
einzelnen Gruppen.
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Diagramm C.1: Intraoperativer Verlauf der Korpertemperatur (MW=SEM)),
aufgetragen sind ber 3 min gemittelte Werte gegen die Zeit

23



1.2. Kopftemperatur
Die gemessenen temporalen Temperaturwerte bewegten sich analog zur Kdpertempe-

ratur in einem engen Bereich von 36,8+0,1°C ohne signifikante Gruppenunterschie-
de.

36,9 ~
36,8
36,7
36,6
36,5

36,4

Temperatur [°C]

36,3

36,2

—@— 0,9% NaCl
—l— 7,5% NaCl
—AA— HSD

36,1

10,0 A
0,0 T T T T T T T T T T T
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Zeit [min]

Diagramm C.2: Intraoperativer Verlauf der Kopftemperatur (MW=SEM),
aufgetragen sind Uber 3 min gemittelte Werte gegen die Zeit

1.3. Blutgase

Die Blutgase der Tiere der Versuchgruppen unterschieden sich bis zum Zeitpunkt der
SAB nicht signifikant voneinander. Anschliefend bestand ein leicht divergierender
Verlauf:

Wahrend in der HSD-Gruppe der pO, wéhrend des ganzen Versuchs bei Werten um
ca. 110 mmHg stabil blieb, fiel der pO, der beiden anderen Gruppen nach SAB-
Induktion leicht auf 92-95 mmHg ab (Tabelle C.1). Der Unterschied war lediglich bei
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pO, 0,9% NaCl 7,5% NaCl HSD
-40 min 110,1+3,1 104,4+4,3 104,9+6,2
-10 min 108,1+3,2 105,2+3,8 109,0+3,7
30 min 91,2+3,9 97,243,5 103,7+3,8
60 min 92,7+3,7 94,1+3,3 *110,2+4,4
90 min 92,8+4,1 95,5+3,7 107,1+4,3
Tabelle C.1: Blut pO,-Werte (MW=SEM) [mmHg]
* p<0,05 HSD vs. 0,9% und 7,5% NacCl
pCO; 0,9% NaCl 7,5% NaCl HSD
-40 min 39,8+1,7 40,6+1,6 38,6+1,2
-10 min 41,4411 41,0+1,6 38,7+0,9
30 min 45,8+1,3 45,5+1,6 *39,0+1,2
60 min 44.8+1,4 41,5+1,5 *34.4+1,6
90 min 43,7+1,8 41,3+1,7 #37,1+1,5

Tabelle C.2: Blut pCO,-Werte (MW+SEM) [mmHg]
* p<0,05 HSD vs. 0,9% und 7,5% NaCl
# p<0,05 HSD vs. 0,9% NaCl

der 2. Blutabnahme nach SAB Induktion (60 min nach SAB) signifikant.

Bei den pCO,-Werten war der Unterschied nach SAB-Induktion zwischen den Grup-
pen deutlicher. So stieg der pCO, in allen Gruppen durchschnittlich leicht an. Der
Anstieg war aber in der 0,9% und 7,5% NaCl Gruppe deutlicher ausgepragt und zu
den Zeitpunkten 30 und 60 min post SAB signifikant gegeniiber der HSD-Gruppe
erhoht (Tabelle C.2). Zum Zeitpunkt 90 min nach SAB war der Unterschied nur noch
zwischen 0,9% NaCl und der HSD-Gruppe signifikant. Sdmtliche Blutgaswerte be-
wegten sich jedoch zu jedem Zeitpunkt innerhalb des physiologischen Rahmens.

Die pH-Werte blieben wahrend der gesamten Versuchsdauer stabil in allen Gruppen.
Die Werte bewegten sich in allen Gruppen vor SAB-Induktion bei 7,40+0,01 und

pH 0,9% NacCl 7,5% NaCl HSD

-40 min 7,41+0,02 7,40+0,01 7,41+0,01
-10 min 7,39+0,01 7,40+0,01 7,41+0,01
30 min 7,34+0,01 7,34+0,01 7,35+0,01
60 min 7,36+0,01 7,36+0,01 7,35+0,01
90 min 7,37+0,01 7,38+0,01 7,37+0,01

Tabelle C.3: Blut pH-Werte (MW=SEM)

spater bei 7,37£0,01 (Tabelle C.3). Es fand sich kein signifikanter Unterschied zwi-

schen den einzelnen Therapiegruppen.
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1.4. Elektrolyte

Wie zu erwarten stiegen die Na" und CI" Konzentration im Plasma nach Infusion der
7,5% NaCl und der HSD-Gruppe von Ausgangswerten um Na:~138 mmol/l, Cl:~106
mmol/I signifikant auf Na:~148 mmol/l, Cl:~118 mmol/l an, fielen dann im weiteren
Verlauf ab, blieben aber bis zum Ende der OP deutlich erhéht (Tabelle C.4).

In der Kontroll-Gruppe gab es bei den Elektrolyten Na" und CI” keine Veranderungen

wéhrend des gesamten Beobachtungszeitraums.

Na* 0,9% NacCl 7,5% NaCl HSD

-40 min 139,2+0,6 138,7+0,4 138,4+0,5
-10 min 138,0+0,5 137,8+0,6 137,711
30 min *139,2+0,5 148,0+0,5 149,2+0,7
60 min *138,2+1,0 143,7+0,5 143,8+0,6
90 min *139,8+0,8 142,5+0,8 143,3+0,6

Tabelle C.4: Plasma Na*-Werte (MW+SEM) [mmol/I]
* p<0,05 0,9% NaCl vs. 7,5% NaCl & HSD

Cr 0,9% NaCl 7,5% NaCl HSD

-40 min 106,5+0,7 108,0+1,1 105,9+0,6
-10 min 107,4+0,7 105,6+0,6 106,2+0,8
30 min *107,9+0,6 116,0+0,8 119,6+0,9
60 min *107,5+0,9 112,6+0,7 115,4+0,8
90 min *108,0+1,1 114,1+1,3 112,2+0,6

Tabelle C.5: Plasma CI-Werte (MW=SEM) [mmol/l]
* p<0,05 0,9% NaCl vs. 7,5% NaCl & HSD

Im Verlauf fiel die K'-Konzentration in den beiden Therapiegruppen leicht ab und

war zum Zeitpunkt 60 min signifikant gegeniiber der Kontrollgruppe erniedrigt. Am

K* 0,9% NaCl 7,5% NaCl HSD

-40 min 4,2+0,1 4,0+0,1 4,0+0,1
-10 min 4,0+0,1 4,0+0,1 4,0+0,1
30 min #4,040,1 3,740,1 3,60,1
60 min *4,340,2 3,610,1 3,640,1
90 min 4,0+0,2 §3.8+0,1 4,5+0,2

Tabelle C.6: Plasma K*-Werte (MW + SEM) [mmol/I]
* p<0,05 0,9% NaCl vs. 7,5% NaCl & HSD

# p<0,05 0,9% NaCl vs. HSD

§ p<0,05 7,5% NaCl vs. HSD

Ende des Versuchs war in der HSD-Gruppe ein deutlicher Anstieg der Serum-K*-
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Konzentration im Vergleich zu den 30 min Werten um ~1 mmol/l auffallig. Der Un-
terschied war zwischen der HSD und 7,5% NaCl-Therapiegruppe signifikant (Tabelle
C.6).

Die Ca™"-Werte verhielten sich in allen Gruppen ahnlich und blieben wahrend des
gesamten Beobachtungszeitraums konstant (Tabelle C.7). Die MeRwerte unterschie-
den sich nicht zwischen den Therapiegruppen.

ca™ 0,9% NacCl 7,5% NaCl HSD

-40 min 1,2+0,02 1,2+0,01 1,3+0,02
-10 min 1,2+0,02 1,2+0,01 1,2+0,02
30 min 1,2+0,02 1,2+0,02 1,2+0,02
60 min 1,2+0,02 1,2+0,02 1,2+0,02
90 min 1,2+0,03 1,2+0,03 1,2+0,02

Tabelle C.7: Plasma Ca**-Werte (MW + SEM) [mmol/I]

1.5. Serumosmolaritat

Im Serum zeigte sich ein signifikanter Anstieg der Osmolaritat von ~300 mosmol/kg
auf ~322 mosmol/kg in den beiden hypertonen Therapiegruppen. Die Werte pendel-
ten im weiteren Verlauf auf signifikant erhohte Werte um 316 mosmol/kg (Tabelle
C.8).

Osmolaritat 0,9% NaCl 7,5% NaCl HSD
-10 min 302,1+0,9 301,6+0,8 301,2+1,0
30 min *304,5+1,0 323,4+11 324,6+1,4
60 min *305,4+1,1 317,5%1,1 318,3%+1,5
90 min *303,6+1,3 315,7+1,3 315,8+1,4

Tabelle C.8: Serum Osmolaritat-Werte (MW=SEM) [mosmol/kg]
* p<0,05 0,9% NaCl vs. 7,5% NaCl & HSD
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1.6. Blutzucker und Laktat
Die Blutzuckerkonzentration (Tabelle C.9) und die Laktatwerte (Tabelle C.10) blie-
ben in der 0,9% und 7,5% NaCl-Gruppe wahrend der gesamten OP-Dauer stabil auf

Glukose 0,9% NaCl 7,5% NaCl HSD
-40 min 106,3+4,8 110,2+4,7 108,1+4,7
-10 min 106,1+4,6 112,8+4,6 105,246,2
30 min 105,5+4,1 112,6+5,0 105,1+4,8
60 min 107,245,0 103,3+3,9 111,8+5,6
90 min 107,6+5,4 113,6+6,4 *138,8+6,9

Tabelle C.9: Blut Glukose-Werte (MW+SEM) [mg/dl]
* p<0,05 HSD vs. 0,9% und 7,5% NaCl

Ausgangsniveau. Die HSD-Gruppe zeigte zum Ende einen deutlichen, signifikanten
Anstieg der Serumglukosekonzentration (90 min post SAB) um ~30 mg/dl auf ~138
mg/dl und 60 und 90 min post SAB der Blutlaktatwerte um ca. 0,7 mmol/l auf ~1,4

Laktat 0,9% NacCl 7,5% NaCl HSD
-40 min 0,82+0,12 0,83+0,08 0,95+0,08
-10 min 0,65+0,05 0,76+0,04 0,75+0,09

30 min 0,55+0,04 0,69+0,05 0,75+0,10
60 min 0,58+0,04 0,57+0,03 *1,37+0,13
90 min 0,55+0,04 0,71+0,05 *1,52+0,16

Tabelle C.10: Blut Laktat-Werte (MW=SEM) [mmol/l]
* p<0,05 HSD vs. 0,9% und 7,5% NaCl

mmol/I.

1.7. Hadmatokrit

Der Hamatokrit blieb in den Therapiegruppen mit 0,9% NaCl und 7,5% NaCl wah-
rend der Operationsdauer stabil. Demgegeniber stieg der Hamatokrit in der HSD-
Gruppe deutlich und signifikant von ~42% auf ~50% an (Tabelle C.11).

Hamatokrit 0,9% NaCl 7,5% NaCl HSD
-10 min 43,2+2,5 42,4+3,7 43,2+3,3
90 min 44,2+2.9 42,5+3,1 *50,1+4,8

Tabelle C.11: Hamatokrit-Werte (MW=xSD) [%)]
* p<0,05 HSD vs. 0,9% und 7,5% NacCl
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1.8. H&moglobin Konzentration im Blut

Die Hb-Konzentration in der 0,9% und 7,5% NaCl Gruppe blieb wahrend des gesam-
ten Beobachtungszeitraums stabil (Tabelle C.12).

Serum-Hb 0,9% NaCl

7,5% NaCl Dextran
-10 min 14,9411 14,8+1,3 15,1+1,0
90 min 15,0+1,1 14,741,2 *17,1+1,5

Tabelle C.12: Blut Hamoglobin-Konzentration (MW+SD) [g/dI]
* p<0,05 Dextran vs. 0,9% und 7,5% NaCl

In der HSD-Gruppe fand sich eine leichte, signifikante Erhohung der Hb-
Konzentration von ~15g/dl auf ~17g/dl am Ende der Operation.
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1.9. Blutdruck — MAP

Der mittlere Blutdruck (MAP) war in den 0,9% und 7,5% NaCIl-Gruppen wéhrend
des gesamten Beobachtungszeitraums stabil bei Werten um 95 mmHg. Der Verlauf
des Blutdrucks in der HSD-Gruppe spiegelt die Uberempfindlichkeits-Reaktion der
Spraque-Dawley Ratten gegen Dextran wider. Es zeigte sich ein deutlicher Blut-
druckabfall nach Infusion 30 min post SAB. Der Blutdruck fiel innerhalb von 15 min
nach Infusion auf Werte um 58 mmHg ab und erholte sich innerhalb von 15 min auf
Werte um ~75 mmHg. Wahrend des gesamten Zeitraums nach Infusion der HSD-
Losung blieb der Blutdruck signifikant unterhalb dem der anderen beiden Gruppen

(Diagramm C.3).
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Zeit [min]

Diagramm C.3: Verlauf des mittleren arteriellen Blutdrucks bei den Tieren der verschiedenen
Therapiegruppen (MW+SEM)

* p<0,05 0,9% NaCl vs. HSD und 7,5% NaCl

$ p<0,05 HSD vs. 0,9% NaCl und 7,5% NaCl
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1.10. Intrakranieller Druck — ICP

Der intrakranielle Druck stieg nach Induktion der SAB sofort in allen Gruppen auf
Werte um ~55 mmHg an, erholte sich aber innerhalb von 30 min auf ~32 mmHg. In
der Kontrollgruppe blieb der ICP in den folgenden 90 min konstant in diesem Be-
reich. In den Therapiegruppen kam es zu einem sofortigen und signifikanten ICP-
Abfall nach Infusion der Lésungen. Nach Gabe von 7,5% NaCl fiel der ICP auf Wer-
te um ~ 20 mmHg, stieg dann aber im Verlauf langsam wieder an, so dal} der letzte
gemessene Wert (90 min post SAB) sich nicht mehr signifikant von der Kontroll-
gruppe unterschied. In der HSD-Gruppe fiel der ICP noch deutlicher auf hochnorma-
le Werte um ~15 mmHg. Der ICP stieg deutlich langsamer an und blieb wahrend des

gesamten Beobachtungszeitraums signifikant erniedrigt (Diagramm C.4).
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Diagramm C.4: Verlauf des intrakraniellen Drucks bi den Tieren der verschiedenen Therapie-
gruppen (MW=SEM)

* p<0,05 0,9% NaCl vs. 7,5% NaCl

$ p<0,05 0,9% NaCl vs. HSD
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1.11. Zerebraler Perfusionsdruck — CPP

Aus den Parametern ICP und MAP wurde der zerebrale Perfusionsdruck entspre-
chend der Formel CPP=MAP-ICP bestimmt. In allen Gruppen fiel der CPP nach SAB
von ~82mmHg auf Werte um ~45mmHg. Innerhalb von 30 min erholte sich der CPP
auf Werte um ~65mmHg. In der Kontroll- und 7,5% NaCl-Gruppe blieb der CPP in
den folgenden Minuten in diesem Bereich. Bedingt durch den Blutdruckeinbruch
findet man in der HSD-Gruppe zw. 36 min und 54 min nach SAB signifikant ernied-
rigte CPP Werte (Diagramm C.5).
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—@— 0,9% NaCl

120 A SAB —— 7,5% NaCl

110 - —A— HSD

100 *

CPP [mmHg]
3
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Diagramm C.5: Verlauf des zerebralen Perfusionsdrucks bei den Tieren der verschiedenen
Therapiegruppen (MW=SEM)
* p<0,05 0,9% NaCl & 7,5% NaCl vs. HSD
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1.12. Regionale Hirndurchblutung — ,,CBF*
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Diagramm C.6: Verlauf der rechtshemispharischen regionalen Hirndurchblutung bei den Tie-
ren der verschiedenen Therapiegruppen (MW=SEM)

* p<0,05 7,5% NaCl vs. 0,9% NaCl & HSD

$ p<0,05 7,5% NaCl vs. HSD
Nach Induktion der SAB fiel in allen Gruppen der ipsilateral lokale CBF auf ~15%
des Ausgangsniveaus. Danach kam es innerhalb von 30 min zu einer Erholung der
Hirndurchblutung auf Werte um ~55%. In der Kontrollgruppe stieg die rechtsseitige
Hirndurchblutung im Verlauf weiter langsam auf ~65% an. In der 7,5% NaCl Gruppe
stieg die Durchblutung fir ca. 25 min auf ca. ~80% an. Die Werte sind aber lediglich
zu den Zeitpunkten 39-45 min post SAB signifikant. In der HSD-Gruppe fand man
einen Ansatz von Durchblutungssteigerung 3 min nach Therapie auf ~72%. Diesem
Anstieg folgte aber ein deutlicher Abfall der Durchblutung auf ~45%, erholte sich
aber innerhalb von ~25 min wieder auf Niveau der 0,9% NaCl Gruppe. Zu keinem
Zeitpunkt unterscheiden sich die 0,9% NaCl und die HSD-Gruppe (Diagramm C.6).
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Diagramm C.7: Verlauf der linkshemispharischen regionalen Hirndurchblutung bei den Tieren

der verschiedenen Therapiegruppen (MW+SEM)
* p<0,05 7,5% NaCl vs. HSD

Hier findet sich sofort nach SAB Induktion ein Abfall der Durchblutung auf Werte
um ~25% des Ausgangsniveaus. Die Durchblutung stieg anschlieBend innerhalb von
30 min auf Werte um 55% an. Nach Therapie blieb die Durchblutung in der 7,5%
NaCl Gruppe stabil bei 60%, wahrend es in der 0,9% NaCl und HSD-Gruppe zu ei-
nem leichten 25 mindtigen Abfall auf ~48% kam, welcher in der HSD-Gruppe zum
Zeitpunkt 42-45 min post SAB signifikant gegentber der 7,5% NaCl Gruppe ist.

Nach ca. 60 min unterscheiden sich die Gruppen nicht mehr (Diagramm C.7).
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2. Histologie
2.1. Motorkortex
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Abbildung C.1: Reprasentatives Bild eines histologischen Schnittes aus dem Motorkortex M1
Nissl-Farbung, 160x VergroRerung

Die Unterschiede der Neuronenzahl zwischen den Gruppen waren bei der Untersu-
chung im Motorkortex (Abbildung C.1) gering. Linksseitig waren in der Regionen
M1 und M2 kaum Unterschiede sichtbar. Lediglich auf der rechten Hemisphere war
die Neuronenzahl in den Therapiegruppen signifikant gegeniber der 0,9% NaCl-
Vergleichsgruppe erhoht (Tabelle C.13).

Motorkortex 0,9% NaCl 7,5% NaCl HSD
M1 rechts *15,5+0,9 19,1+1,4 20,5%0,7
M1 links 18,0+1,4 18,7+1,0 20,4+0,7
M2 rechts *19,3+1,0 24,1+1,8 24,9+1,1
M2 links 23,0+1,8 23,1+1,1 26,3+1,0

Tabelle C.13: Neuronenzahl Motorkortex (MW+SEM) [n/0,2*0,3mm]
* p<0,05 0,9% NaCl vs. 7,5% NaCl & HSD
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2.2. Caudoputamen

Abbildung C.2: Repréasentatives Bild eines histologischen Schnittes aus dem Caudoputamen
Nissl-Farbung, 160x VergroRerung

Im Caudoputamen (Abbildung C2.) waren die Unterschiede etwas deutlicher und
beidseits ausgepréagt. Die Neuronenzahl beider Therapiegruppen war signifikant ho-

her im Vergleich zur Kontrollgruppe (Tabelle C.14).

Caudoputamen 0,9% NacCl 7,5% NaCl HSD
CP rechts *40,1+2,8 44,6+2,2 51,5+0,8
CP links *40,4+1,4 44,7+£1,3 49,7£1,1

Tabelle C.14: Neuronenzahl Caudoputamen (MW=+SEM) [n/0,2*0,3mm]
* p<0,05 0,9% NaCl vs. 7,5% NaCl & HSD
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2.3. Hippokampus
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Abbildung C.3: Reprasentatives Bild eines histologischen Schnittes aus der CA1-Region
Nissl-Féarbung, 160x VergroRerung

Im Hippokampus (Abbildung C.3) unterschied sich die Zahl der Neurone beider He-
mispharen. Die Anzahl war in der linken Hemisphére um ~50% geringer. In der rech-
ten Seite war die Zellzahl hoher und die Zahl der Neurone in der HSD-Gruppe
unterschied sich signifikant gegentber der Kontroll-Gruppe (Tabelle C.15).

Hippokampus 0,9% NaCl 7,5% NaCl HSD
CA1-3 rechts 10,2+1,6 15,4+1,8 *15,5+1,2
CA1-3 links 6,8+1,1 8,9+1,7 8,1+1,1

Tabelle C.15: Neuronenzahl CA1-3 (MW+SEM) [n/0,2*0,3mm]
* p<0,05 0,9% NaCl vs. HSD
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2.4. Zerebellum

Abbildung C.4: Représentatives Bild eines histologischen Schnittes aus dem Zerebellum
Nissl-Farbung, 160x VergroRerung

Wie im Hippokampus und Motorkortex unterschied sich die Zahl der Neurone der
linken Kleinhirn-Hemisphére (Abbildung C.4) kaum voneinander. Lediglich auf der
rechten Seite findet sich zwischen der Kontroll- und der HSD-Gruppe ein signifikan-
ter Unterschied zwischen beiden Regionen (psf und prf) (Tabelle C.16).

Kleinhirn 0,9% NaCl 7,5% NaCl HSD
psf rechts 3,0+0,7 5,1+0,4 *5,0+0,48
psf links 4,2+0,7 4,7£0,5 5,1+0,3
prf rechts 3,840,6 4,7+0,3 *5,5+0,3
prf links 3,8+0,6 5,1+0,6 5,2+0,4

Tabelle C.16: Neuronenzahl Kleinhirn (MW+SEM) [n/0,2*0,3mm]
* p<0,05 0,9% NaCl vs. HSD
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3. Letalitat
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Diagramm C.8: Kumulierte Uberlebensrate (Kaplan-Meyer-Kurve)

In der Kontrollgruppe mit 0,9% NacCl starben 13 von 20 Ratten = 65%, in der Thera-
piegruppe mit 7,5% NaCl waren es 12 von 20 Tiere = 60%, und in der HSD-Gruppe
verstarben 7 von 20 Ratten = 35% der Tiere innerhalb einer Woche.

Der Anteil der Tiere, welche in den ersten 2 Tagen verstarben, lag bei 28 von 32
Tieren (=87,5%). Die Autopsie zeigte geschwollene, amorphe Gehirne mit ausge-
pragter Blutansammlung in den basalen Zisternen. Dieses konnte auf eine zerebrale
Genese des Todes hindeutet. Die einzigen systemischen Befunde waren kleine pul-
monale intraparenchymale Blutungen. Es zeigte sich ein statistischer Trend (p=0,125)
hin zu einer verminderten Letalitdt der HSD-Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe
(Diagramm C.8).
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4. Funktionelle Erholung

4.1. Neuroscore Typ 1 —,,6 Punkte Score*

Die Tiere aller Versuchsgruppen zeigten das Maximum der funktionellen Beeintrach-
tigung am ersten posthamorrhagischen Tag mit einer stetigen Verbesserung des Sco-
res Uber den gesamten Beobachtungszeitraum ohne signifikante Unterschiede

5
4 -
o
S 31
n
c
o
&
[}
T 2 A
Q
m
—@— 0,9% NaCl
—l— 7,5% NaCl
1 4 —A— HSD
O T T T T T T T
1 2 3 4 5 6 7
Tage post OP

Diagramm C.9: Neuroscore Typ 1 (MW+SEM) [Punkte]

zwischen den Gruppen (Diagramm C.9).

Hinsichtlich mdglicher Korrelationen zwischen Neuroscore und Zellzahl der unter-
suchten Hirnregionen lieR3 sich lediglich am 4. post SAB Tag eine mélige Korrelation
mit der psf Kleinhirnregion (re: r=0,451 / p=0,03; li: r=0,473 /p=0,02), am 6. post
SAB-Tag mit der linken psf Kleinhirnregion (r=0,413 / p=0,05) bzw. rechtsseitigem
Caudoputamen (r=-0,379 / p=0,04) und am 7. post SAB-Tag mit dem rechtsseitigen
Caudoputamen (r=-0,407 / p=0,03) finden.
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4.2. Neuroscore Typ 2 — ,,allgemeiner Score*

Der allgemeine Score zeigte ebenfalls ein Maximum der funktionellen Beeintréchti-
gung am 1. Tag mit einer kontinuierlichen Verbesserung in allen Gruppen. Die Un-
terschiede zwischen den Gruppen werden im Verlauf des postoperativen
Beobachtungszeitraums geringer. Lediglich am ersten Tag ist der Unterschied zwi-
schen der HSD-Gruppe gegenuber der Kontrollgruppe signifikant (Diagramm C.10).
Der allgemeine Neuroscore korrelierte mit der linksseitigen psf Kleinhirnregion am 1.

100
*
20 4 —@— 0,9% NaCl

] —— 7,5% NaCl
@)
(&)
(72}
O 15 -
>
[}
zZ
©
C
‘o 10 4
£
)
oy
IS

5 -

0 T T T T T T T

1 2 3 4 5 6 7
Tage post OP

Diagramm C.10: Neuroscore Typ 2 (MW=SEM) [Punkte]
* p<0,05 0,9% NaCl vs. HSD

(r=-0,433 / p=0,04), 4. (r=-0,507 / p=0,02), 6. (r=-0,548 / p=0,01) und 7. (r=-0,448 /
p=0,04) post SAB-Tag. Zusétzlich zeigte sich am 3. post SAB-Tag mit der linken prf
Kleinhirnregion eine leichte Korrelation mit r=-0,483 / p=0,02.
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4.3. Balkengang

Der Balkentest zeigte keine Unterschiede zwischen den Gruppen. Schon nach dem 3.
Tag erreichten fast alle Ratten die maximale Standzeit von 120s, so dal sich ab die-
sem Zeitpunkt keinerlei Unterschiede mehr ergaben. Zu keinem Zeitpunkt unter-
schieden sich die einzelnen Gruppen signifikant voneinander (Diagramm C.11, C.12).
Die Zeiten auf dem 2,5 cm Balken korrelierten an den ersten drei Tag mit der rechts-
seitigen prf Kleinhirnregion (1: r=0,667 / p=0,00, 2: r=0,608 / p=0,00, 3: r=0,434 /
p=0,04). Zusatzlich gab es eine leichte Korrelation mit der linksseitigen CA1-3 Regi-
onam 1. (r=0,503 / p=0,01) und 3. (r=0,400 / p=0,03) post SAB-Tag.
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Diagramm C.11: Balkengang - Breite: 1,5cm (MWSEM) [s]

Die Zeiten auf dem 1,5 cm Balken korrelierten lediglich am ersten Tag post SAB mit
der rechtsseitigen prf Kleinhirnregion (r=0,626 / p=0,00). Zusétzlich gab es am 1.
post SAB-Tag eine minimale Korrelation mit der rechtsseitigen M2 Region (r=0,399 /
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p=0,03) und am 2. post SAB-Tag mit dem Caudoputamen (re: r=-0,373 / p=0,04, li:
r=-0,404 / p=0,03).
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Diagramm C.12: Balkengang — Breite: 2,5cm (MW£SEM) [s]
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4.4, Hangetest

Alle Gruppen verbesserten sich wahrend des Beobachtungszeitraums. Zu keinem
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Diagramm C.13: Hangetest (MWzSEM) [s]

Zeitpunkt unterschieden sich die Gruppen signifikant voneinander (Diagramm C.12).
Beim Hangetest fand sich lediglich am 7. post SAB-Tag eine Korrelation mit dem
rechtsseitigen Caudoputamen (r=-0,442 / p=0,02).
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4.5. Rotarod

Der Laufradversuch ergab am ersten Tag nach SAB-Induktion keinen Unterschied
zwischen den Gruppen. Auffallig ist, dal die HSD-Gruppe im Gegensatz zu den mor-
phologischen und sonstigen neurologischen Befunden ab ungefahr dem dritten Tag
tendenziell eine schlechtere Leistung liefert. Alle Gruppen verbessern sich allmahlich

bis zum 4. Tag. Danach erfolgt keine Leistungssteigerung mehr. Zu keinem Zeitpunkt
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Diagramm C.14: Rotarod (MW+SEM) [s]

war der Unterschied zwischen den Gruppen signifikant (Diagramm C.14).
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4.6. Korpergewicht

Die Tiere aller Gruppen zeigten am ersten Tag nach SAB Induktion einen deutlichen
Gewichtsverlust (Diagramm C.15). Dieser Gewichtsverlust ist in der HSD-Gruppe
gegentber den anderen beiden Gruppen signifikant geringer. In den nachfolgenden
Tagen findet sich dann kein Unterschied mehr zwischen den Therapiegruppen und
man sieht eine stetige Zunahme des Korpergewichts. Zu keinem Zeitpunkte korrelier-
te die Korpergewichtsentwicklung mit dem histologischen Ergebnis.
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Diagramm C.15: Korpergewicht (MW=SEM) [% vom Ausgangsgewicht]
* p<0,05 0,9% und 7,5% NaCl vs. HSD
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D. Diskussion

Die experimentellen Ergebnisse zeigen, dal? die Gabe der Ldsungs-Kombination aus
7,5% NaCl und 6% Dextran 70 (HSD) deutlich die Folgen einer Subarachnoidalblu-
tung (SAB) mindert. Die Anwendung fiihrte zu einer Senkung des intrakraniellen
Drucks, Verbesserung der neurologischen Erholung und Verringerung des Hirnpa-
renchymschadens nach experimenteller SAB bei Ratten.

Die Applikation von HSD stellt deshalb einen viel versprechenden Ansatz in der

Akuttherapie von Patienten mit Subarachnoidalblutung dar.

1. Methodik

1.1. Modell der Subarachnoidalblutung
Um die Pathophysiologie der Subarachnoidalblutung untersuchen zu kénnen, sollten
Tiermodelle folgende Kriterien®® erfiillen:
1.) Blutungsdynamik und H&matomverteilung sollten denen einer Subarachnoi-
dalblutung, z.B. aus einem zerebralen Aneurysma beim Menschen entsprechen.
2.) Das Modell sollte reproduzierbare pathophysiologische und morphologische
Veranderungen hervorrufen.
3.) Es sollte eine ,,akzeptable* Letalitat haben.
4.) Das Modell sollte sowohl die Untersuchung der friihen, als auch der spéaten
Veranderungen nach SAB erlauben.
Das erste bekannte Tiermodell an der Ratte wurde 1979 von Barry et al. beschrieben”.
Nach Punktion der A. basilaris tber den Clivus konnte der VVasospasmus durch direk-
te Beobachtung bewertet werden. In den folgenden Jahren wurden verschiedene an-
dere Modelle entwickelt, die sich in 3 Gruppen einteilen lassen:

1.) Punktion einer Arterie (A. basilaris* oder der A. carotis interna>**®

) mit Blutung
in die unmittelbare Umgebung;
2.) Chirurgische Darstellung eines extrakraniellen GefaRes und dessen Exposition

in autologem Blut;
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3.) Injektion von autologem Blut in den Subarachnoidalraum entweder mittels
druckgesteuerter Injektion in den perichiasmalen Subarachnoidalraum®°%'?,
als einmalige Injektion mit beliebigem Druck und definiertem Blutvolumen in

1806719316 oder Cisterna chiasmatica™, oder als Doppel-

die Cisterna magna

Injektions-Modell mit einer zweimaligen autologen Blutinjektion in die Cis-

terna magna’**'° nach 48 Stunden.
Fur unsere Studie wahlten wir das endovaskulédre Fadenmodell, welches die akuten
Folgen einer SAB — ICP-Anstieg und CBF-Abfall — am addquatesten abbildet. Die
hohe Letalitat von 30-50%** entspricht der beim Menschen'®*?, Im Gegensatz dazu
kommt es zum Beispiel bei den Injektionsmodellen zu keinem Geféalischaden. Die
Mortalitat ist bei dhnlicher Blutverteilung in den basalen Cisternen mit ca. 25% bei
druckgesteuerter Injektion und nahezu 0% bei volumengesteuerter Injektion deutlich
geringer. Die zerebrale Durchblutung erholt sich bei diesen Modellen meist innerhalb
von 15 Minuten.
Allerdings beinhaltet das Fadenperforationsmodell auch einige potentielle Fehler-
guellen wie (1) scharfe Fadenspitzen, durch welche eine Perforation schon in anderen
Geféallabschnitten hervorgerufen werden kann, (2) ein verzégertes Zurtickziehen des
Fadens mit der Folge einer verzogerten zweiten Blutung und (3) die Gefahr eines
starken Blutverlustes bei Entfernung des Fadens nach Induktion der Blutung.
Durch einige Modifikationen am Modell war es uns mdoglich, die Komplikationsrate
zu senken und ein zuverléssiges Monitoring der Blutungsinduktion zu gewahrleisten:
Als Filament verwendeten wir 2,5 cm lange 3/0 Prolene Faden, welche unter mikro-
skopischer Sicht orthogonal in Verlaufsrichtung abgestumpft wurden. Umgehend
nach Induktion der Blutung wurde der Faden komplett aus der A. carotis interna ent-
fernt, um eine ungehinderte sofortige Blutung zu erlauben. Der Zeitpunkt der Gefal-
perforation wurde sowohl Uber eine bilaterale Messung der Hirndurchblutung, als

auch uber Hirndruckmessung verifiziert.

1.2. Tierstamm
Als Tierstamm verwendeten wir Spraque-Dawley (SD) Ratten. Bei diesen Ratten ist
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eine hypersensitive Reaktion auf Dextran bekannt. Die Reaktion beruht auf einer
Histaminausschittung aus Mastzellen, auf welchen sich oberflachlich gebundene IgE
Antikérper gegen Dextran-Epitope befinden'®. Dies fiihrt iiber eine periphere Vaso-
dilatation zu einem Abfall des Blutdrucks und zu einer Verringerung des peripheren
Widerstandes®. Die Auspragung der Uberempfindlichkeit unterscheidet sich je nach
Rattenstamm. Der Blutdruckabfall wurde in Kauf genommen und damit eine Aggra-
vierung des Modells akzeptiert. Von der Sensitivitat gegeniber Dextran sollen hyper-
tensive und native Wistar Stdmme besonders betroffen sein; SD-Ratten sollen eine

geringere bzw. keine Reaktion auf Dextran zeigen'%.

1.3. Laserdopplerfluxmetrie

Die Laser-Doppler Fluxmetrie misst die relative Durchblutung im Gewebe mit Hilfe
des Doppler-Effekts, d.h. tber eine Frequenzénderung von Laserlicht der Wellenlan-
ge 820 nm durch voriiberbewegende Erythrozyten. Der Laser-Doppler Flow wird aus
dem Produkt der Konzentration der Erythrozyten im gemessenen Gewebeareal und
der FlieBgeschwindigkeit der Erythrozyten errechnet®®. Die Messung der Hirndurch-
blutung mittels Laser-Doppler Flowmetrie liefert im Gegensatz zu Bestimmungen
durch radioaktive Mikrosphéren, Autoradiographie oder Clearance-Methoden keine
absoluten Werte, sondern zeigt relative Anderungen in einem kleinen Gewebevolu-

men von ca. 1 mm? 13!

an. Die Vorteile der Laser-Doppler Flowmetrie liegen in der
kontinuierlichen Aufzeichnung der Anderungen der Durchblutung. Die hohe zeitliche
Auflésung (1 Hz) ermdglicht eine rasche Beurteilung des Durchblutungabfalls nach
Induktion der Blutung und deren Erholung im weiteren Verlauf.

Am Gehirn konnte unter physiologischen und pathologischen Bedingungen eine gute
Korrelation der LDF-Werte mit Durchblutungswerten erhoben mittels radioaktiver
Mikrospharen®, Wasserstoff-Clearance®® und Autoradiographie'® nachgewiesen wer-

den.
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2. Intraoperative Daten

2.1. ICP

Die Anwendung von HSD fihrt sofort zu einer Reduktion des intrakraniellen Drucks
(ICP). Unter Therapie mit 7,5% NacCl, allein oder in Kombination mit Dextran kam
es zu einem sofortigen ICP-Abfall von ~30 mmHg auf Werte unter ~20mmHg. Dem-
gegentber blieb der ICP bei den unbehandelten Tieren Uber den gesamten operativen
Beobachtungszeitraum weitgehend unveréndert bei Werten um 30 mmHg in einem
deutlich pathologischen Bereich. Allerdings zeigten die beiden Testlésungen Wirk-
samkeitsunterschiede: So blieb der ICP bei der HSD-L6sung wéhrend des gesamten
Beobachtungszeitraums signifikant erniedrigt, wahrend der ICP bei der reinen hyper-
tonen Kochsalz-Losung allméhlich wieder anstieg und sich am SchluR nicht mehr
signifikant von der Kontrollgruppe unterschied.

Wesentliche Grinde fir den plétzlichen Anstieg des intrakraniellen Drucks nach
SAB sind die raumfordernde Wirkung des Hadmatoms und eine akute Vasoparalyse.
Daraus resultiert ein Anstieg des intrakraniellen Blutvolumens® und die schnelle

Entwicklung eines Hirngdems''**

als Ergebnis des Zusammenbruchs der zerebralen
Autoregulation®**'?*> und der Blut-Hirn-Schranke®®. Claassen zeigte 2002, daR
das globale Hirnddem einen unabh&ngigen Risikofaktor fir Sterblichkeit und
schlechtes neurologisches Outcome darstellt. An 34 von 54 kurz nach SAB verstor-
benen Patienten in einer neuropathologischen Studie von Neil-Dwyer fanden sich ein
diffuses Hirnédem mit geschwollenen Neuronen und Endothelzellen®.

Unter hypertonen Ldsungen versteht man im Allgemeinen kristalloide Ldsungen, die
eine hohe Konzentration an Natrium, Glukose oder Mannitol enthalten. Nach Infusi-
on flihren diese Losungen zu einer sofortigen Erhohung der Plasmaosmolaritat. Es
findet umgehend eine Wiederherstellung des Gleichgewichts durch Wasserverschie-
bung von extravasal nach intravasal statt. Die Verschiebung extravasaler (intrazellu-
larer und parenchymatdser) Flussigkeit reduziert das Hirnédem. Folge ist eine
intrakranielle Druckentlastung, welche durch Erh6hung des zerebralen Perfusi-
onsdrucks eine bessere zerebrale Durchblutung (siehe Diagramm D.1) bewirkt.

Um die Wirkdauer von hypertonen Kochsalzlésungen zu verldngern, wurde als kol-

loidale Komponente Dextran oder Hydroxyethylstarke (HAES) beigefiigt. Da diese
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Kolloide das GefaRbett nicht schnell verlassen kénnen®, soll durch die kolloidale
Wirkung das mobilisierte Wasser langer im GefaRbett verbleiben und dadurch die
Wirkung auf den Blutkreislauf verlangert werden. Der ICP-senkende Effekt von hy-
pertoner Kochsalzlosung wurde bisher vorwiegend in Modellen des Schadelhirn-
traumas gezeigt®>. Eine Kombination mit 10% Dextran 60 und 20% Mannitol senkte
den ICP bei einmaliger Anwendung vergleichbar effektiv. Bei wiederholter Gabe war
der Effekt hypertoner 7,2% NaCl-Losung + 10% Dextran 60 auf den zerebralen Per-
fusionsdruck (CPP) dem von 20% Mannitol tiberlegen®. Die Infusion einer Kombina-
tionslosung mit Dextran 60 bewirkte keine verstarkte Blut-Hirnschrankenstérung
nach Reperfusion bei globaler zerebraler Ischamie®. Bei Patienten mit auch unter

Intravasal- Extrazellular- Intrazellular-
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Diagramm D.1: Wirkungsmechanismus hyperton-hyperonkotischer Losungen

Mannitol und Barbiturat-Narkose therapieresistenter Hirndruckerh6hung, zeigte die
Gabe von 7,5% NaCl (2 ml/kg KG) selbst nach wiederholter Anwendung eine effek-
tive hirndrucksenkende Wirkung®.

2.2. CBF, MAP und CPP

Nach der SAB-Induktion kam es umgehend zu einem beidseitigen Abfall der regiona-
len Hirndurchblutung. Dieser initiale Abfall erholt sich innerhalb von 30 min auf
Werte von ~50-60% des Ausgangsniveaus.
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Die Infusion von 7,5% NaCl Losung fiuihrte zu einer 20 minitigen signifikanten Er-
hoéhung der zerebralen Durchblutung. Kontralateral blieb die Durchblutung konstant.
In der HSD-Gruppe sieht man nach Infusion einen kurzen Anstieg der zerebralen
Durchblutung, dieser Effekt wird jedoch rasch nivelliert und die Durchblutung geht
auf das Niveau der Kontrollgruppe zurlick. Auf der kontralateralen Seite unterschei-
det sich die Durchblutung der Kontroll- und HSD-Gruppe nicht.

Eine Ursache fir die fehlende Verbesserung der Durchblutung in der HSD-Gruppe
findet sich im Blutdruckverlauf. Der Blutdruck fallt nach Infusion der beiden Thera-
pielésungen initial fur ca. 5 min ab, erholt sich aber in der 7,5% NaCl-Gruppe sofort
wieder. Durch die anaphylaktische Reaktion auf Dextran fallt in der HSD-Gruppe der
Blutdruck aber flr ungefdhr 20 min weiter ab, erholt sich dann wieder, geht aber
nicht mehr auf Ausgangsniveau zurtick. Der CPP als Differenz zwischen dem mittle-
ren arteriellen Blutdruck und intrakraniellem Druck bricht dementsprechend kurz
nach HSD-Infusion signifikant (6 min bis 24 min nach Infusionbeginn) von
~65mmHg auf ~45mmHg ein. Danach unterscheiden sich die drei Gruppen nicht

mehr voneinander.

2.3. Weitere physiologische Parameter
Da aus tierexperimentellen Studien bekannt ist, dal die Reduktion der Kérpertempe-

ratur durch Kihlung eine neuroprotektive Wirkung hat'***?

, wurde die Korper- und
Kopftemperatur wéhrend der Operation in genauen Grenzen gehalten. Die Ergebnisse
zeigen, dall die Kontrolle tber einen Rickkopplungskreislauf aus MeRsonde und
Heizmatte bzw. Heizlampe zu stabilen physiologischen Werten gefihrt hat. Zu kei-
nem Zeitpunkt unterscheiden sich die drei Therapiegruppen.

Die Kontrolle der zerebralen Durchblutung tber die VVasomotorik wird mal3geblich
von der Konzentration an Sauerstoff und Kohlendioxid im Blut beeinflul3t. Im Sinne
der Autoregulation der Durchblutung des Gehirns fuhrt beispielsweise die Reduktion
des pCO; zu einer zerebralen Vasokonstriktion. Um die Blutgase bei allen Tieren zu
kontrollieren, wurden die Ratten intubiert und druckgesteuert ventiliert. Dabei wur-

den vor SAB-Induktion optimale Blutgase angestrebt und durch dreimalige Blutgas-
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kontrollen 30, 60 und 90 min nach SAB verifiziert. Die SAB-Induktion fihrte in der
Kontroll-Gruppe zu einer leichten Erhohung des pCO, und leichten Senkung des pO,.
Die Ursachen koénnten in einem gestorten Blutgasaustausch in der Lunge im Sinne
eines neurogenen Lungenddems® liegen.

Der pO,-Wert unterscheidet sich lediglich 62 min nach SAB zwischen HSD und den
beiden anderen Gruppen. Nach SAB-Induktion sind die pCO,-Werte der HSD-
Gruppe signifikant verbessert gegentiber der Kontrolle und bei den ersten zwei Mes-
sungen nach SAB gegeniber der 7,5% NaCl-Gruppe. Als Erklarung kommt in Be-
tracht, dal} die HSD-L&sung zu einer Verbesserung des Gasaustauschs in der Lunge

als Folge einer Hemmung der Ausbildung eines neurogenen Lungenddems fiihrt.

3. Neurologische Erholung
Um ein breites Spektrum neurologischer Parameter zu erfassen, wurden taglich flnf
Tests mit unterschiedlichem Schwerpunkt angewandt und zusatzlich das Korperge-

wicht gemessen.

3.1. Neuroscore Typ 1 - ,,6 Punkte Score*

In vielen in-vivo Studien zerebraler Schadigungen unter Verwendung von Ratten,
insbesondere nach fokaler zerebraler Ischamie, wird der von Bederson et al.” erstma-
lig beschriebene 6 Punkte Test verwendet. Mehrfach modifiziert konnte in verschie-
denen Arbeit gezeigt werden, dall dieser Neuroscore mit den Graden
morphologischer Schaden korreliert'?’. Im Gegensatz zu den Ergebnissen bei ischa-
mischen Schlaganfallmodellen konnten wir in unseren Versuchen keine Korrelation
mit dem hirnmorphologischen Schaden finden. Im Intergruppenvergleich zeigte sich
kein Unterschied zwischen den Therapieformen. Zusammenfassend scheint sich die-
ser Test nicht zur Detektion von neurologischen Unterschieden bei globalen hirnmor-

phologischen Schéden wie nach einer SAB zu eignen.
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3.2. Neuroscore Typ 2 - ,,allgemeiner Score*

Ziel dieses Tests ist die umfassende Erhebung des neurologischen Zustands der Rat-
ten>*. Untersucht und mit einem Punktesystem bewertet werden Vigilanz bzw. Auf-
merksamkeit, Hirnnerven, Motorik, Sensibilitdt und Koordination.

In diesem Test zeigt die HSD-Gruppe am ersten postoperativen Tag einen signifikant
besseren Punktewert als die Vergleichsgruppen. Im Verlauf des Beobachtungszeit-
raums verbessern sich alle Tiere, so daR ab dem 2. postoperativen Tag keine Unter-
schiede mehr zwischen den Gruppen feststellbar sind. Auch im Hinblick auf
funktionelle Erholung und Gewichtszunahme konnte ein positiver Effekt der SVR bei
Gabe von hypertoner Kochsalzlosung in Kombination mit Dextran beobachtet werde.
Da aber nur die Uberlebenden Tiere getestet werden konnten und mehr Tiere mit
schwerem Defizit in Gruppe | und Il in den ersten Tagen sterben, kdnnten dadurch
weitere signifikante Unterschiede zu spéteren Zeitpunkten eliminiert worden sein.
Dieser Neuroscore korreliert nur gering an den Tagen 1, 4, 6 und 7 post OP mit der
Neuronenzahl der kontralateralen psf Kleinhirnregion (r=~0,5). Mit der Neuronenzahl
in der prf Kleinhirnregion findet sich lediglich am 3. Tag eine schwache Korrelation
mit den Neuroscore-Werten. Mit den Werten der anderen untersuchten Hirnregionen
korrelieren die Neuroscore Daten zu keinem Zeitpunkt. Der ,,allgemeine Neuroscore*

lakt deshalb keine Riickschlusse auf das Ausmal} des Hirnparenchymschadens zu.

3.3. Balkengang

In der Literatur werden zahlreiche Varianten dieses Testverfahrens hinsichtlich Bal-
kendurchmesser, Lange und Form des Balkens und Bewertung der Leistung der Tiere
beschrieben. Oft wird eine deskriptive Skalierung der Balanceleistung verwendet,
héaufig auch die Zeit gemessen, die sich das Tier auf dem Balken hélt. In verschiede-
nen Tiermodellen der fokalen und globalen Ischdmie, Kortex-Ablation und SAB®
waren Leistungsunterschiede mel3bar gewesen.

In diesem Test unterscheidet sich die Leistung der Gruppen zu keinem Zeitpunkt
signifikant voneinander. Die Ergebnisse korrelieren nicht mit dem Parenchymscha-

den der untersuchten Hirnregionen. Fast alle Tiere der drei Therapiegruppen errei-
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chen innerhalb von 3 Tagen nach SAB die maximale Testzeit von 120 Sekunden auf
dem Balken.

Zusammenfassend ist dieser Test nicht sensitiv genug, um maogliche morphologische
Schéden vorherzusagen bzw. Unterschiede durch die Therapien zu detektieren.

3.4 Hangetest

Mit diesem Test wird die Kraft und Koordination der vorderen Extremitaten gemes-
sen. Obwonhl dieser Test wichtige Aspekte der Motorik untersucht, war der Test nicht
sensitiv genug, um Unterschiede zwischen den Gruppen zu detektieren. Lediglich am
7. postoperativen Tag korrelieren die Scores schwach (r=0,4) mit der Neuronenzahl
im rechtsseitigen Caudoputamen.

Verschiedene Faktoren wie die beidseitige groflie kortikale Reprasentation der Vor-
derpfoten und zusatzliche kortikale Repréasentationsareale fur das sensitive Empfin-
den der Vorderbeine sind wahrscheinlich fir die geringe Sensitivitat des Tests
verantwortlich®.

Ein weiteres Problem bei diesem Test ist die Motivation der Ratten. Unabhangig von
der Schwere der neurologischen Ausfélle lieRen sich die Ratten mit zunehmender
Beobachtungsdauer ohne offensichtliche Entkraftung oder fokale L&hmung einer
Extremitat haufiger fallen.

Tests, die nicht nur Kraft, sondern auch Greiffertigkeit testen, wie der Pfoten-

7 sind eventuell sensitiver fir die Uberpriifung

Greiftest (oder Treppenstufentest)
der Funktion der vorderen Extremitat.
Die Ergebnisse zeigen, dal} der Hangetest sich nicht fur die Untersuchung der neuro-

logischen Ausfélle nach experimenteller SAB in der Ratte eignet.

3.5 Laufrad
Fur diesen Test gibt es eine groRe Anzahl verschiedener Gerédte mit Unterschieden im
Durchmesser des Laufrads (3-9 cm), Beschaffenheit der Laufflache (Materialien,

Abstande der Laufbalken, etc.) und in der Umdrehungszahl bzw. Beschleunigung des
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Laufrades. Die verschiedenen Testverfahren unterscheiden sich hinsichtlich des
durchgefuhrten Vortrainings, sowie Haufigkeit und Dauer der Tests. Da die genauen
Untersuchungsmodalitdten haufig nicht beschrieben werden, ist ein Vergleich zwi-
schen den publizierten Arbeiten oft nicht mdglich.

Mit diesem Test kann in unserer Studie kein Unterschied zwischen den Gruppen
detektiert werden. Die Laufzeit korreliert zu keinem Zeitpunkt mit einer untersuchten
Hirnregion. Alle Gruppen verbesserten ihre Leistung bis zum 4. Beobachtungstag.
Danach fand keine Steigerung der Leistung mehr statt. Der induzierte Hirnschaden im
Motorkortex ist offensichtlich so klein, dal3 sich keine Unterschiede in der Laufleis-
tung zeigen. Auch dieser Test scheint fur die Therapieevaluation nach experimentel-

ler SAB nicht geeignet.

3.6 Korpergewicht

Als allgemeiner Indikator fiir das Wohlbefinden der Tiere kann die Entwicklung des
Korpergewichts herangezogen werden. Im Verlauf der sieben Beobachtungstage zeigt
die HSD-Gruppe einen signifikant geringeren postoperativen Gewichtsverlust im
Vergleich zu den anderen Gruppen. Die Gewichtsentwicklung korrelierte jedoch zu
keinem Zeitpunkt mit dem morphologischen Schaden oder den Neuroscores. Es
scheint, daR unabhangig vom individuellen neurologischen und hirnmorphologischen
Zustand das Allgemeinbefinden der Tiere nach HSD-Therapie besser als in den Ver-
gleichsgruppen ist, welches sich in einer schnelleren Normalisierung von Frefl3verhal-
ten und Stoffwechsel niederschlégt.
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4. Letalitat

Die von uns beobachtete Letalitat der Kontroll-Gruppe in Hohe von 65% innerhalb 7
Tagen entspricht der anderer Arbeitsgruppen®®*®. Vergleichbar mit dem Verlauf
beim Menschen verstarben die meisten Tiere (87%) innerhalb der ersten zwei Tage
nach SAB. Auch wenn die Therapie mit 7,5% NaCl-Ldsung eine signifikante Sen-
kung des Hirndrucks bewirkte, so war die Sterblichkeit unter dem verwendeten The-
rapieschema mit 60% nahezu identisch mit der Kontroll-Gruppe. Demgegentiber war
die Letalitat der HSD-Therapiegruppe mit 35% deutlich niedriger. Der Unterschied
war aber aufgrund der geringen Fallzahl nicht signifikant. Im Gegensatz zur alleini-
gen Gabe von reiner hypertoner Losung mit kurzer Wirkungsdauer, bewirkt die zu-
séatzliche Dextran-Gabe eine Wirkungsverlangerung bis ca. 24 Stunden nach Infusion.
Die SAB verursacht eine Aktivierung von Leukozyten, welche wahrscheinlich zu
einem VerschluB der Kapillaren und Uber die resultierende Ischdmie zu einem Zu-
sammenbruch der Blut-Hirn-Schranke fiihrt'?°. Schon geringe Mengen Dextran be-
wirken eine Reduktion des Reperfusionsschadens nach Schock und eine Reduktion
mikrozirkulatorischer low bzw. no-flow Zustande'®®®. Nolte et al.®® zeigten eine
signifikante Verringerung adhdrenter Leukozyten in den postkapillaren Venulen 24
Stunden nach Bolusinjektion von 7,2% NaCl + 10% Dextran 60 Losung nach Ischa-
mie-Reperfusion in der Hamster Rickenhautkammer. Diese Ldsung verhinderte ef-
fektiv die Durchlassigkeit fiir Makromolekiile und verringerte die Schwellung der
kapillaren Endothelzellen. Hypertone Losung alleine reduzierte signifikant weniger
die postischamische Leukozyten-Endothel Interaktion und deren Folgen.

Es erscheint denkbar, dal’ eine wiederholte Gabe nach 24 Stunden die Wirkung ver-

starkt und somit die Sterblichkeit weiter reduziert haben wirde.
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5. Histologie

Um den morphologischen Schaden zu beurteilen wurden verschiedene Hirnregionen
der 7 Tage Uberlebenden Tiere im Stromgebiet der A. cerebri anterior (Motorkortex:
M1), A. cerebri media (Motorkortex: M2, Caudoputamen, Hippokampus: CA1-3)
und A. cerebri posterior (Zerebellum: psf+prf Region) verblindet untersucht. In nahe-
zu allen untersuchten Regionen finden sich signifikante Unterschiede der Neuronen-
zahl zwischen Kontroll- und HSD-Therapiegruppe, in Teilarealen auch zwischen der
Kontrollgruppe und der Therapiegruppe mit reiner hypertoner Kochsalzldsung. Die
nahezu globale Neuronenzahlverringerung in der Kontrollgruppe deutet auf eine
globale zerebrale Ischamie hin, die durch die hirndrucksenkende und hirnédemredu-

zierende Therapie mit hyperton-hyperonkotischen Losungen verringert wird.

6. Klinische Beurteilung des Ergebnisses
Zur Zeit existieren nur wenige therapeutische Anséatze friihzeitig in die Pathomecha-
nismen der Subarachnoidal-Blutung einzugreifen, um das Uberleben zu verbessern,
und die Zahl bleibender neurologischer Defizite zu verringern.
Die Therapie besteht vorwiegend aus
1.) Stabilisierung der kardio-pulmonalen Situation und Analgosedierung
2.) Hirndruck-Kontrolle mit Hilfe einer Parenchymsonde oder externer Ventri-
keldrainage
3.) konservative Hirndrucktherapie zum Beispiel mit Hyperventilation, Barbitu-
ratnarkose und Mannitolgabe oder operative Druckentlastung mit Hilfe einer
Kraniotomie
4.) Kontrolle der BlutfluRgeschwindigkeit (mittels Ultraschall-
Doppleruntersuchung) zur Friihdiagnose eines VVasospasmus
5.) Medikamentdser Vasospasmuspravention mit Nimodipin und Kortikosteroi-
den.
Fur die zerebrale Makro- und Mikrozirkulation, welche posthamorrhagisch besonders
betroffen ist, gibt es zurzeit keine spezifische Therapiemdglichkeit. Die gestorte Au-
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toregulation wird meist durch Anpassung des systemischen Blutdrucks auf ein mittle-
res bis hoch-normales Niveau, insbesondere nach schweren Blutungen ohne Mdg-
lichkeit der Ausschaltung des zugrunde liegenden Aneurysmas, und durch
stabilisierende MaRRnahmen am Patienten behandelt. Diese Strategie birgt jedoch die
erhohte Gefahr einer Nachblutung. In dieser friilhen Phase nach SAB, wenn die akut
lebensbedrohlichen Folgen der Blutung im Vordergrund stehen, bietet sich die An-
wendung der SVR an. Klinische Erfahrungen mit der SVR nach hamorrhagischem
Schock zeigen, dal} ein schneller hdmodynamischer Effekt in Kombination mit tole-
rablen Nebenwirkungen erreicht werden kann. Dieses flhrte schlieRlich 1999 zur
Klinischen Zulassung der Kombination aus 7,5% NaCl- und 6% Dextran 70-L6sung
(,,RescueFlow™*) in acht europdischen L&ndern. Zusétzlich wird eine Volumenwir-
kung, eine Erhéhung der kardialen Auswurfleistung und eine Verringerung des peri-
pheren Widerstandes erreicht®. Wichtig ist, daR es unter dieser Therapie zu keiner
erhdhten Inzidenz einer Nachblutung nach Schédelhirntrauma kam'’ — in unseren
Experimenten konnten wir in keinem Fall nach SVR Gabe einen erneuten Anstieg des
ICPs bzw. Abfall des CBFs als Zeichen einer Nachblutung beobachten.

Unsere Ergebnisse zeigen, dall durch frihzeitige Infusion wvon hyperton-
hyperonkotischen Lésungen wie zum Beispiel einer Kombinationslésung aus 7,5%
NaCl mit 6% Dextran 70 Uber eine frihzeitige Hirndrucksenkung und Verringerung

des Hirnédems eine Verbesserung der Prognose erreicht werden kann.
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E. Zusammenfassung

Die fruhzeitige i.v. Infusion von hypertonen Ldsungen 30 min nach Subarachnoi-
dalblutung fiihrt zu einer raschen und anhaltenden Reduktion des intrakraniellen
Drucks. Die Wirkung wird durch Zusatz einer kolloidalen Komponente (Dextran 70,
HSD) verléangert — die Versuchstiere zeigten im Vergleich zur alleinigen Therapie mit
7,5% NaCl oder zur Gabe von isotoner Kochsalzldsung eine im Trend verringerte
Letalitat, geringere hirnmorphologische Schéden und eine verbesserte neurologische
Erholung.

In dieser Studie wird erstmalig die friihzeitige Anwendung von HSD nach SAB ge-
testet. Die bereits vorhandene klinische Zulassung der Kombination von 7,5% NaCl
mit 6% Dextran 70 als Kombinationspréaparat (,,RescueFlow™*) fiir die Behandlung
des hamorrhagischen Schocks begunstigt die Moglichkeit einer klinischen Untersu-
chung von Wirksamkeit und Vertraglichkeit dieses Therapieverfahrens bei SAB.
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