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A. Einleitung

1. Epidemiologie

Nach Herz-Kreislautkrankheiten und Krebserkrankungen stehen zerebrovaskuldre Erkrankungen
an dritter Stelle der Todesursachenstatistik (1999: 85 755 Tote) in Deutschland*”.

Die Subarachnoidalblutung (SAB), bei der sich eine arterielle Blutung im Liquorraum zwischen
Arachnoidea und Pia mater (Subarachnoidalraum) ausbreitet, hat in Mitteleuropa eine Inzidenz
von 10 bis 12/100.000 Einwohner/ Jahr'®***'®"_ Das Blut kann dabei in das Hirnparenchym, das
Ventrikelsystem oder in den Subduralraum eindringen, typischerweise sammelt sich das Blut aber
in den arachnoidalen Zisternen unterhalb des Gehirns, bzw. entlang der Konvexitdt. Die Mehr-
zahl der Subarachnoidalblutungen (80%) sind durch ein rupturiertes Aneurysma der Hirnbasisar-
terien bedingt, selten sind oberflachliche Tumoren oder GefiBmalformationen dafiir verantwort-
lich. Aneurysmen entstehen an Abgangsstellen und Verzweigungen der Arterien, wo es zu Ver-

wirbelungen im Blutfluss kommt und daraus aufgrund einer Schwéche der Tunica media muscu-

laris Aussackungen der Gefdfwand

entstehen. Risikofaktoren sind
24%

A corr i ant.

N. oplicus

arterielle Hypertonie, Rauchen und

Hypercholesterinamie!'*>.

e — = Die meisten Aneurysmen werden an
der A. carotis interna (37 - 42%), der

A. communicans anterior (16- 24%)

A beiesie und der A. cerebri media (30%)

gefunden(13 7,165)

Haufigkeiten in  der  Literatur
' /'\ varileren. Man vermutet weiter eine

gewisse Prédisposition, wenn Aneu-

, wobei die genannten

rysmen bei mindestens zwei nahen

Abbildung 1: Aneurysmalokalisation im Bereich des Circulus arteriosus Verwandten auftreten(BS) Paticnten
Willisii modifiziert nach ¢® .

mit hereditirer polyzystischer Nie-
renerkrankung, Ehlers-Danlos-Syndrom, Marfan-Syndrom und fibromuskuldrer Dysplasie haben
ebenfalls ein erhohtes Risiko, eine Aneurysmaruptur zu erleiden.

Obwohl der Anteil der SAB an der Zahl der Schlaganfille nur zwischen 7 — 10% betrigt, liegt der
Anteil an den zerebrovaskuldren Todesfillen bei 22 — 25%. Die Letalitdt nach 30 Tagen betrigt

ca. 45%"". Aufgrund des schweren Verlaufs der SAB erreichen nur ca. 58% der Patienten ihren

-7 -



pramorbiden Status wieder, bei initial stupordsen oder komatdsen Patienten kommt es nur bei
30,2%, bzw. 11,1% zu einer vollstdndigen Erholung. Etwa 40% der initial stupordsen und 70%
der initial komatosen Patienten versterben innerhalb von 6 Monaten an den Folgen der Subarach-

noidalblutung"”"®.

2. Pathophysiologie der Subarachnoidalblutung

Wichtigste Ursache fiir diese hohe Letalitit und Morbiditét ist die sich nach initialer Blutung
bzw. Zweitblutung entwickelnde zerebrale Durchblutungsstérung und die daraus resultierende
ischdmische Schidigung. Die Schwere der Blutung und das Ausmal der ischdmischen Schédi-
gung sowie der spitere klinische Zustand der betroffenen Patienten korrelierten in einer Vielzahl
von experimentellen und klinischen Studien eng!"®!7¢-284%-101.112)

Die entstehende globale Ischdmie des Gehirns wird im wesentlichen durch zwei Pathomechanis-

men bedingt:

2.1 Erhdéhung des intrazerebralen Druckes (ICP)

Klinische Studien ergaben Druckerhohungen (Normalwert: 5 — 15 mmHg) zwischen 28
mmHg bei kleinen und iiber 180 mmHg bei grolen Hdmatomen unmittelbar nach Blutung
(6.69.124.129) "1y experimentellen Studien wurde ein Anstieg des intrakraniellen Druckes bis tiber
110 mmHg bei Affen®®’**” und auf 50-90 mmHg bei Ratten"?”'"""**) gemessen. Dieser
Druckanstieg bis in Hohe des mittleren arteriellen Blutdruckes fiihrt zu einer Unterbrechung
der zerebralen Durchblutung und damit zur Minderversorgung des Gehirnes; Messungen
beim Menschen mittels transkranieller Doppler-Sonographie zeigten wéhrend der Blutung in
der Arteria cerebri media einen nahezu vollstindigen Flussstillstand®**. Diesem sich schnell
entwickelnden ICP-Anstieg liegen - neben der Raumforderung des Hadmatoms selbst und ei-

nes sich eventuell ausbildenden Hydrozephalus — das entstehende vasogene!'*®®)

(96,86)

und zytoto-

xische Hirnédem
(181)

zugrunde. Dabei kommt es im Gefolge eines Verlustes der zerebralen

(156 ynd damit zum

Autoregulation zu einem Zusammenbruch der Blut-Hirn-Schranke
Austritt von Wasser und hohermolekularen Substanzen in das perivaskuldre Parenchym; der
Zusammenbruch des Energiehaushaltes fiihrt zusétzlich zu einem ungeregelten Einstrom von
Wasser und Ionen in die Zellen. Beide Mechanismen bedingen eine Schwellung des Gehirns,
welches durch die knocherne Hiille des Schidels in seiner Ausdehnung und damit in einem

Druckausgleich eingeschriankt ist, weswegen es zu einem intrazerebralen Druckanstieg

-8 -



kommt. Mit steigendem Hirndruck wird aber die Perfusion des Gehirns weiter eingeschriankt,
es kommt zur globalen Ischdmie mit begleitenden disseminierten kortikalen und hypothalami-

schen Lasionen®® 183122,

2.2 Abfall des zerebralen Blutflul3 (CBF)

Die Blutung fiihrt sowohl beim Menschen als auch im experimentellen Mo-
del1 7127 LT3 7y einer sofortigen und andauernden Reduktion des zerebralen Blutflus-
ses auf Werte um 36% bis 85% der Kontrollgruppen'''*!'7:¢*11249) Djese Reduktion des Blut-
flusses ist eher blutungsintensitdts- denn lokalisationsabhéngig und zeigte in Studien eine en-
ge Korrelation mit dem spiteren klinischen Zustand der Patienten'®-'%7=>4-112),

In Untersuchungen zum Pathomechanismus der CBF-Reduktion werden verschiedene poten-
tiell auslosende Substanzen genannt, deren Gewichtung jedoch unklar ist: Erwdhnt wird ei-
nerseits ein Anstieg von Thromboxan A2, Serotonin'” ’47), freien Sauerstoffradikalen' 6), En-

(10410 “andererseits ein Abfall von Prostacyklin'” und NO

dothelin®**? und Oxyhimoglobin
durch Bindung an Oxy-Hb"*"*4) Der genaue Pathomechanismus, der die CBF-Senkung
hervorruft ist nicht vollstindig bekannt; {ibereinstimmend wird jedoch berichtet, dass die ge-
nannten Stoffwechselvorginge zu einem Endothelschaden und/oder einer Vasokonstriktion

fiihren, welche die unmittelbare Ursache des CBF-Abfalls darstellen.

Beide Mechanismen fiihren zu einer weiteren Schidigung des betroffenen Hirnareals (sog.

Sekundirer Hirnschaden) und tragen so zur schlechten Prognose bei.

3. Therapieoptionen

Die heute iibliche Therapie der SAB zielt — neben der baldmoglichen Ausschaltung des Aneu-
rysmas — zum einen darauf, den Allgemeinzustand des Patienten zu stabilisieren (Bettruhe, Anal-
gesie, Blutdruckkontrolle, evtl. Sedierung) und den intrakraniellen Druck zu senken (Anlage ei-
nes Ventrikelkatheters, Analgosedierung), zum anderen darauf, einen Vasospasmus und damit
eine weitere zerebrale Durchblutungseinschrankung zu verhindern (Kalziumkanalblocker, z.B.
Nimodipin)®'%?, freie Radikale abzufangen, die erwiesenermafien Zellschiden verursachen (Tiri-

)(156,77,194)

lazad und mit Hilfe der sog. Triple-H-Therapie®”'?®, d.h. mit Himodilution, Hypervo-

lamie und blutdrucksteigernden Medikamenten (Hypertonie), zu versuchen, den reduzierten ze-

_9.



rebralen Blutfluss zu steigern'®. Hierbei ist allerdings noch unklar, wie und ob diese Therapie
die initiale Ischdmie nach SAB becinflusst, wihrend der Einsatz bei klinischem Auftreten des
verzogerten ischdmischen Defizits (Vasospasmus) etabliert ist. Zusétzlich wird das Aneurysma
moglichst frithzeitig entweder durch eine Operation mittels ,,Clipping* oder interventionell durch
Plazieren eines Platindrahtes iiber einen intraarteriellen Katheter (,,Coiling*) von der arteriellen

Durchblutung ausgeschaltet®®.

Wenn auch durch obengenannte Therapiekonzepte Fortschritte in der Behandlung von SAB-
Patienten erreicht worden sind, sind die Behandlungsmdglichkeiten der initialen ischdmischen
Schidigung des Gehirns bei weitem noch nicht ausgeschopft.

Der primdre Schaden, der durch die Raumforderung und destruierende Wirkung der Blutung
selbst entsteht, entzieht sich durch das sofortige Auftreten zum Zeitpunkt des Insults einer Thera-
pie. Die Mechanismen, die im Zeitraum von Stunden und den ersten Tagen zu einem sekunddren
Schaden fiihren und oben ausgefiihrt wurden, sollten aber prinzipiell einer Therapie zugénglich

sein.

4. Small-Volume-Resuscitation

Gerade im Rahmen von Kreislaufstillstand und Schock, die beide ebenfalls zu einer Durchblu-
tungsstorung des Gehirnes fiihren, bestehen auf mikrozirkulatorischer und zellulirer Ebene Me-
chanismen, wie sie auch nach SAB zum sekunddren Hirnschaden fiihren; als wichtigste seien die
Funktionsstorung der Blut-Hirn-Schranke, die Freisetzung freier Radikale, Eicosanoide und die
Aktivierung von Leukozyten erwihnt, welche letztlich in den sekundéren Nervenzelluntergang
miinden.

Auf der Suche nach Moglichkeiten, diese Mechanismen zu hemmen, wurde als neue Therapieop-
tion zuerst fiir Patienten mit traumatisch-hamorrhagischem Schock, spéter auch fiir Patienten mit
Schédel-Hirn-Trauma, das Konzept der Small Volume Resuscitation (SVR) eingefiihrt. Dabei
handelt es sich um ein kleines Volumen (i.d.R. 250 ml) einer stark hyperosmolaren (7,2% - 7,5%)
Kochsalzlosung, die als Bolus, d.h. in sehr kurzer Zeit, infundiert wird. Ziel dieser Infusion ist die
Wiederherstellung sowohl der Makro-, als auch der Mikrozirkulation.

Die erzielte Wirkung ist die Etablierung eines osmotischen Gradienten iliber die GefdBwand,
welcher zu einer Mobilisierung von Gewebsfliissigkeit in das Gefal und zur Schrumpfung des

Gefallendothels fiihrt; die dabei wirkenden Kréfte werden deutlich, wenn man sich vor Augen
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fiihrt, dass die Erh6hung der Osmolaritit des Plasmas um ein mosm/l einem Druckgradienten
zwischen intravasalem und extravasalem Kompartiment von ca. 19 mmHg entspricht!'®”; bei
einer Erhdhung um 20 mosm/l, die durch Infusion hypertoner Losungen erreicht werden®*'"®,
resultiert kurzzeitig ein Druckgradient von fast 400 mmHg, welcher zu einer Mobilisierung von
Fliissigkeit des Interstitiums nach intravasal fiihrt. Die dadurch entstehende Hédmodilution fiihrt
im Zusammenspiel mit dem durch die Schrumpfung des endo- und perivaskulidren Volumens
verminderten Perfusionswiderstands zu einer signifikanten Verbesserung der Mikrozirkulation
und damit zur besseren Versorgung mit Sauerstoff und zum Auswaschen von potentiell toxischen
Metaboliten®®. Um das durch den osmotischen Gradienten nach intravasal mobilisierte Volumen
korpereigener Fliissigkeit ldnger im Intravalsalraum zu binden, wird der Losung eine hyperonko-
tische Komponente beigegeben, 1. d. R. Hydroxyethylstirke (HAES) oder 10% Dextran 60 oder
70(9493.128,143,129)
Die Wirkmechanismen von hyperton/hyperonkotischen Losungen sind im einzelnen:

e Unmittelbarer, iiberproportionaler Anstieg des Intravasalvolumens durch Mobilisierung

korpereigener Fliissigkeit, insbesondere aus dem GeféBendothel '

e Periphere GefiBdilatation, insbesondere kleiner Arteriolen®”

e Positiv inotroper Effekt am Herzen"**""
e Héimodilution und Verbesserung der Blutfluiditat!3%!¥

e Wiederherstellung oder Steigerung der physiologischen Vasomotion®”

e Reduktion der postischdmischen Leukozytenadhérenz'#*'°®)

Diese Wirkungen wurden in tierexperimentellen Studien beobachtet, bei denen ein hdmorrhagi-
scher Schock mit und ohne zerebrale Lasion induziert wurde. Insbesondere der positive Einfluss
auf die hauptsdchlichen Pathomechanismen nach einer SAB, die Erh6hung des intrakraniellen
Drucks und die Erniedrigung des zerebralen Blutflusses ist in einer Reihe experimenteller Studien
belegt(14391129.144.18039.15)

In mehreren klinischen Studien wurde SVR mittels hypertoner oder hyperton-hyperonkotischer
Losung als Primértherapie bei traumatisch-hdmorrhagischem Schock und bei Schédel-Hirntrauma
getestet:

Vassar et al.'” fanden in einer prospektiven, doppelblinden, randomisierten Studie bei Patienten
mit traumatisch-hdmorrhagischem Schock, die mit SVR behandelt wurden, keine erhohte Reblu-
tungs- oder Anaphylaxieinzidenz. Diese Patienten benotigten wihrend des Transports vom Un-
fallort zur Klinik weniger Fliissigkeit zur Stabilisierung des Kreislaufs. Bei gleicher Sterberate

bis zur stationdren Aufnahme hatten Patienten mit schwerem Schiadel-Hirntrauma und Gabe von
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hyperton-hyperonkotischer Lsung eine verbesserte Uberlebensrate von 84% gegeniiber 68% bei
Gabe von Ringer-Laktat.

1991 wurden die Ergebnisse einer ersten Multicenterstudie bei polytraumatisierten Patienten ver-
offentlicht"®®. Diese ergaben ebenfalls in der priklinischen Phase im Vergleich mit Ringer-
Laktat einen signifikant verbesserten Blutdruck, jedoch keine hohere Uberlebensrate in den ersten
24 Stunden. Die Untergruppenanalyse der Patienten mit einem GCS (Glasgow Coma Score: 3 -
15) < 8, bei denen eine sofortige Operationsindikation bestand, zeigte hingegen eine signifikant
héhere Uberlebensrate nach SVR. Patienten mit schwerer SAB weisen einen vergleichbaren neu-
rologischen Status auf und sind daher am ehesten mit dieser Gruppe vergleichbar. Nach SVR
waren signifikant seltener Komplikationen (ARDS, Nierenversagen, Koagulopathien) zu beo-
bachten. Es traten insbesondere keine pulmonalen Nebenwirkungen (akute Volumeniiberladung
und erhohte Filtration von Fliissigkeit) oder Gerinnungsstdrungen (getestet wurden Prothrombin-
zeit, PTT nach 2, 4 und 24 Stunden) auf, abgesehen von einer kurzzeitigen Hypernatri- und Hy-
perchloriddmie und der erwiinschten Hdmodilution (Hamatokrit 32,7+7%) bei erhohter Serum-
Osmolaritt! 7419839,

Holcroft et al.®? berichten in einer doppelblinden, prospektiven und randomisierten Studie an
polytraumatisierten Patienten, die v.a. wegen Thorax- und Abominaltraumen einer chirurgischen
Versorgung bedurften, ebenfalls von einem verbesserten Uberleben in der 7,5% NaCl+ Dextran
70 — Gruppe vs. Ringer Laktat.

Verschiedene Gruppen(82,45,64,140,63,120,150,160,140)

infundierten Patienten hyperton-hyperonkotische
Kochsalzldsungen intravends bei posttraumatischer ICP-Erhohung. Alle beobachteten eine ICP-
Senkung um 20-25 mmHg bei allen behandelten Patienten:

1998 wurde in einer prospektiven, randomisierten und kontrollierten Studie von Simma et al.!>
bei Kindern mit schweren Schidelverletzungen festgestellt, dass bei Behandlung mit hypertoner
Kochsalzlosung die Zahl der Interventionen, um den ICP unter 15 mmHg zu halten, die Fliissig-
keitsmenge, um den Blutdruck aufrecht zu erhalten, sowie die Beatmungszeit geringer war als in
der Gruppe, die mit Ringer-Laktat-Losung behandelt wurde.

Schwarz et al.!'*”

zeigten 2002 bei 8 Schlaganfallpatienten mit 22 Episoden einer mannitolre-
sistenten Hirndruckerh6hung bei jeder Applikation von 10% NaCl-Losung eine Hirndrucksen-
kung und Perfusionsdruckerhohung, ohne Nebenwirkungen feststellen zu konnen.

2003 wurde von Tseng et al."”” bei 10 SAB-Patienten mit WFNS-Grad 4-5 (Federation of Neu-
rological Surgeons, WFNS- Grad 1-5, basierend auf dem o.g. Glasgow Coma Score und dem

Vorhandensein oder Fehlen von fokalneurologischen Defiziten) eine signifikante Blutdruck-,
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Perfusionsdruck- und Blutflusssteigerung als auch eine ICP-Senkung nach teils mehrmaliger Ap-

plikation von 23,5% NaCl-Losung beobachtet

5. Hyperonkotische Komponenten

Wie erwihnt, kann die Wirkungsdauer der Bolustherapie mit hypertoner NaCl- Losung durch
Zugabe einer onkotischen Komponente verldangert und so eventuell additive Wirkungen der hype-
ronkotischen Losung ausgenutzt werden.

Dazu eignen sich hochmolekulare Losungen, wie Hydroxyethylstirke 200.000 oder Dextran 60

oder 70, ebenfalls ein Mehrfachzucker, sowie Gelatine oder auch Albumin.

5.1 Dextran

Dextrane sind Mehrfachzucker mit einem Molekulargewicht von ca. 70.000 Da. Thre Halbwerts-

zeit im Blut betrigt ca. 25 h®¥

. Der Abbau erfolgt durch Hydrolyse im Blut, anschlieend werden
sie renal eliminiert.

In einer Fiille von Arbeiten wurde Dextran in Konzentrationen von 6% bis 24% in Kombination
mit und ohne hypertone Kochsalzlosung im Tiermodell und an Patienten getestet. In den meisten
Studien an Patienten wurde Dextran 70 in einer Konzentration von 6% "*'**?yerwendet.

Im Tierversuch konnte gezeigt werden, dass Dextran das Herzminutenvolumen erhoht!' %5517,
zusitzlich zur hypertonen NaCl-Losung das Plasmavolumen steigert!**, eine verringerte Leu-

(110) (190) entfaltet. Daneben konnte

kozytenadhérenz induziert und eine ICP-senkende Wirkung
eine steigernde Wirkung auf den zerebralen Blutfluss festgestellt werden'*”. Kiirzlich ergaben
sich Hinweise, dass die Infusion von Dextran sowohl in Kombination mit isotonischer Ringer-
Laktat-, als auch mit hypertoner NaCl-Losung in hoherer Konzentration (2%, 3%) zu einer signi-
fikanten Abnahme der Permeabilitit von GefaBwénden fiir Wasser fiihrt"'””. Danach wiirde durch
die Ausbildung eines osmotischen Gradienten durch die beigemischte hypertone NaCl-Losung
Fliissigkeit ins Gefdflbett gezogen. Der onkotische Gradient, bedingt durch die beigemischte
Dextrankomponente, welche nicht durch die semipermeablen Membranen des Endothels das Ge-
faBlumen verlassen kann, wiirde die Wirkung des osmotischen Gradienten ergdnzen und das nach
intravasal gelangte Volumen dort zuriickhalten. Zusétzlich verbliebe dann durch die endothelab-
dichtende Wirkung des Dextrans''"” die nach intravasal gelangte Fliissigkeit ebendort; die Aus-
bildung eines Hirnddems in den nicht primir geschadigten Arealen wiirde abgeschwicht bzw.

verhindert.
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Diese, die hydraulische Konduktivitit von MikrogefaBwéinden senkende Wirkung, wurde nicht
nur mit hypertonen NaCl-, sondern auch mit isotonen Ringer-Losungen nachgewiesen und ist
somit wirklich eine Eigenschaft des Dextrans und unabhingig von der begleitenden Losung.
Andererseits ergaben sich auch Hinweise, dass der Dextranzusatz zumindest in der Schockthera-
pie wenig Nutzen haben konnte und dass die Hauptwirkung von der hypertonen NaCl-Losung
ausgeht!'"?.

Obwohl v. a. bei Dextran wiederholt berichtet, sind anaphylaktische Reaktionen nach SVR mit
dextranhaltigen Losungen in keiner der kontrollierten klinischen Studien bei Schockpatienten
bekannt®>'". Dextran beinflusst auBerdem die Gerinnung der Patienten durch Senkung von

Pléattchenzahl, Fibrinogen- und von Willebrand-Faktorkonzentration, sowie durch herabgesetzte

Reagibilitit der Thrombozyten auf ADP©'?.
5.2 Hydroxyethylstarke

Unter Hydroxyethylstirke (Haes) versteht man ebenfalls verschiedene Polysaccharide mit einem
Molekulargewicht von ca. 200.000, deren Halbwertszeit im Blut ca. 38 h"®* betrigt. Der Abbau

erfolgt durch Makrophagen und a-Amylase im Blut, die Elimination geschieht renal.

(180,193,46,81) (106,59,146)

Auch Haes ist in Tierversuchen und am Menschen untersucht und in der
Schocktherapie etabliert. Beim Einsatz bei Patienten mit zerebraler Lasion ergibt sich allerdings
kein einheitliches Bild; Hartl et al®® konnten in ihrer Studie bei Patienten mit SHT und erhohtem
ICP feststellen, dass hypertone Kochsalzlosung in Kombination mit Haes eine vielversprechende
Moglichkeit der Hirndrucksenkung darstellt.

Schwarz et al.!*®

setzten hypertone NaCl mit Haesbeimischung bei Patienten nach ischdmischem
Apoplex zur ICP- Reduktion ein und konstatierten ebenfalls gute hirndrucksenkende Eigenschaf-
ten fiir die Haeslosung, vergleichbar mit denen der Vergleichslosung Mannitol.

Mast et al."°? mussten hingegen eine Studie am gleichen Patientengut abbrechen, da sich in einer
Zwischenauswertung zeigte, dass die Patienten, die zur isovoldmischen Hdmodilution (den Pati-
enten wurde eine bestimmte Menge Vollblutes abgenommen, gleichzeitig infundierte man diesel-
be Menge an Haes, Zielparameter war ein Himatokrit von 35%) die Haeslosung erhielten, sich
schlechter erholten als die der Kontrollgruppe. Bisher konnte nicht gezeigt werden, dass die The-

rapie des ischdmischen Apoplexes mittels Himodilution und speziell mittels Haes eine verbesser-

te Prognose hinsichtlich des Uberlebens oder des funktionellen Outcomes bedingt™.
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Andere Studien zur Untersuchung von Haes als Monotherapie und in Kombination von Haes mit

(192,46) und

hypertoner Kochsalzlésung ergaben hirndrucksenkende®”, blutdruckstabilisierende
den CBF ®"'*9 steigernde Effekte.

Auch von Hydroxyethylstérke ist bekannt, dass das Gerinnungssystem beeintrachigt wird: Haes
reduziert die Plasmakonzentrationen von Fibrinogen, Faktor VIII, des von-Willebrand-Faktors

und die Plittchenfunktion®>'®),

5.3 Mannitol

Mannitol ist ein Zuckeralkohol mit einem Molekulargewicht von 180 Da, der renal eliminiert
wird. Die Halbwertszeit im Blut betrigt ca. 2 h®. Mannitol hat in der Neurochirurgie bzw. Neu-
rologie eine lange Geschichte und wird zur Hirndrucksenkung verwendet. Der Wirkungsmecha-
nismus ist immer noch Gegenstand von Untersuchungen, Mannitol scheint jedoch die Blutvisko-
sitit zu senken, was wiederum zu einer CBF-Steigerung fiihrt, welche iiber eine Hyperdmie den
Abtransport von vasodilatorisch wirksamen Substanzen bewirkt und damit zu Vasokonstriktion
und Drucksenkung im Gehirn fithrt!'®. In Tierversuchen wurden positive Effekte bei Ischi-

mije(100:152.103) (191,134)

nachgewiesen, Hirndrucksenkung und Steigerung des zerebralen Blutflus-

ses® 1% konnten ebenfalls gezeigt werden. Mannitol fiihrt auBerdem zu einer besseren Verform-

barkeit von Erythrozyten'?.

Jafar et al. behandelten in ihrer Studie SAB-Patienten mit Mannitol und konnten neben steigern-

den Effekten auf den CBF (allerdings nur mit kontinuierlicher Mannitolinfusion) auch einen posi-

tiv inotropen Effekt am Herzen feststellen®®.

Demgegeniiber gibt es allerdings auch Hinweise, dass Mannitol durch Akkumulierung im Gehirn

zu einer Verschlechterung des Odems nach Kilteldsion fiihren kann®”

(13)

, was 1994 von Berenberg
et al. aber nicht bestitigt werden konnte' ~’ und in der Diskussion noch nicht abschlieBend geklart

ist.

6. Vorversuche
Die Bedeutung der pathologischen Vorgédnge in der Akutphase nach einer Subarachnoidalblutung

fiir den resultierenden klinischen Zustand der Patienten und deren gezielte Beeinflussung durch

Small-Volume-Resuscitation machten aus unserer Sicht einen therapeutischen Einsatz erfolgver-
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sprechend. Aus diesem Grund wurde SVR in einem Tiermodell der SAB auf ihre Wirksamkeit,

Wirkmechanismen und therapeutische Sicherheit hin untersucht.

Diese Versuche wurden von Oktober 2000 bis Juni 2001 am Institut fiir Chirurgische Forschung
von Herrn S. Thal durchgefiihrt. Er testete die Auswirkungen von 7,5% NaCl- Losung alleine und
in Kombination mit Dextran 70 gegen eine Kontrollgruppe mit 0,9% NaCl nach einer experimen-
tellen SAB bei Sprague-Dawley Ratten. Als Ergebnis zeigte sich, dass sowohl mit der hyperos-
molaren Losung alleine, als auch mit der Kombination, der ICP nach der Blutung signifikant ge-
geniiber der Kontrolle gesenkt werden konnte, tendenziell anhaltender mit der 7,5%
NaCl/Dextran-Kombination. Die Auswirkungen auf den CBF waren eher gering, es kam nur in
der 7,5% NaCl-Gruppe zu einem kurzen (10 min) signifikanten Anstieg der lokalen Hirndurch-
blutung. Die Letalitéit war in der Kombinationsgruppe (7,5% NaCl/ Dextran 70) am niedrigsten
(7/20) gegentiber 12/20 und 13/20 in der 7,5% NaCl und der Kontrollgruppe. Dies entspricht ei-
ner Reduktion der Letalitit um 65%; diese Reduktion war zwar nicht signifikant, mit p < 0,125
kann man aber von einem statistischen Trend zu Gunsten der hypertonen Losung sprechen. Die
histologische Auswertung ergab eine signifikant héhere Zahl von iiberlebenden Neuronen im
Hippokampus, im Motorkortex und im Kleinhirn.

Die potentiellen Wirkungen der Therapielosungen auf CBF und ICP wurden allerdings durch eine
anaphylaktische Reaktion der verwendeten Sprague-Dawley-Ratten auf Dextran unter Umstéinden
reduziert. Die Ratten reagierten auf die Infusion der Dextran-Ldsung mit einer kurzzeitigen signi-
fikanten Reduktion des Blutdrucks, der sich aber innerhalb von 25 min nach Infusion wieder er-

holte"®,

Ziel der gegenwartigen Studie

In Anbetracht der beobachteten neuroprotektiven Effekte von SVR nach experimenteller SAB
stellte sich die Frage, ob diese sich bei Verwendung von Ratten, die auf eine Dextraninfusion
nicht mit einer Hypotonie im Rahmen eines anaphylaktischen Schocks reagieren, steigern lieBen.
In Bezug auf den Einsatz der SVR bei Patienten nach SAB, untersuchten wir daneben die neu-
roprotektive Wirksamkeit von Small Volume Resuscitation (hyperosmolare NaCl + Dextran, hy-
perosmolare NaCl + Haes) im Vergleich untereinander und mit der klinisch gebrduchlichen ,,Re-

ferenzsubstanz® zur Hirndrucksenkung — Mannitol — in einem in-vivo Modell der Subarachnoi-
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dalblutung. Als Zielparameter der Studie dienten intrakranieller Druck, der bilaterale lokale ze-

rebrale BlutfluB3, die neurologische Erholung der Tiere, Letalitdt, und morphologische Schiden.

Die zu untersuchenden Hypothesen der Arbeit waren:

1. Sowohl mit Mannitol, als auch mit 7,5% NaCl/ Dextran 70, 7,2% NaCl/Haes Losung
lasst sich ein nach SAB resultierender Hirndruck signifikant und anhaltend reduzieren.

2. Es gibt Unterschiede in der Dauer und der Nachhaltigkeit der Drucksenkung.

3. Es kann eine Steigerung des zerebralen Blutflusses mit Infusion von hypertoner NaCl-
Losung erreicht werden.

4. Durch Infusion von hypertoner NACI-Losung kommt es zum Anstieg der Osmolaritét

5. Durch Senkung des Hirndruckes und Anhebung des zerebralen Blutflusses kommt es

zu einer Neuroprotektion und verbessertem Uberleben der Tiere.
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B. Material und Methoden

1. Versuchstiere

Als Versuchstiere dienten ménnliche dextranresistente Wistar-Ratten mit einem Gewicht
von 250 — 350 g. Alle verwendeten Ratten wurden vor dem Versuch mittels Intrakutantes-
tung auf Dextranvertraglichkeit untersucht. Die Tiere wurden im klimatisierten (Raum-
temperatur ca. 20°C, relative Luftfeuchtigkeit ca. 65%) Kleintierstall des Institutes fiir
Chirurgische Forschung bei freiem Zugang zu Futter und Wasser gehalten. 12 Stunden
vor Versuchsbeginn wurde den Tieren, bei weiterem freien Zugang zu Wasser, das Futter

verwehrt.

2. Versuchsdurchfiihrung
2.1 Arbeitsplatz

Die vorliegenden Versuche wurden im Institut fiir Chirurgische Forschung an einem fiir
Rattenpréparationen ausgeriisteten Arbeitsplatz von Juli 2001 bis Oktober 2002 durch-
gefiihrt.

2.2 Narkose und Pramedikation

Die Einleitung der Narkose erfolgte in einem Behilter mit Ather (Diethylether, Chinosol-
fabrik, Deutschland). Um eine Verschleimung der Atemwege zu verhindern, wurde den
Tieren Atropinsulfat (Braun, Melsungen, Deutschland) in einer Dosierung von 0,15ml/kg
Korpergewicht s.c.  appliziert.
AnschlieBend wurden die Tiere im
Operationsgebiet (rechter Hals, Kopf)
rasiert und in 45 Grad Schréglage unter
Sicht (OP-Mikroskop OPMI 6, Zeiss,
Deutschland) intubiert. Als Tubus diente

Abbildung 2: Beatmungstubus der Ratte

ein 16G—Venenverweilkatheter (Vascu-
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lon Plus, BOC Ohmeda AB, Schweden), an dem ein Silikonpfropf (&: 5 mm) zum besse-
ren Verschluf} der Glottis befestigt war.

Nach Intubation und Fixierung des Tubus mittels Klebebandes erfolgte die Konnexion an
einen druckgesteuerten Kleintierrespirator (Kent Scientific, GroBbritannien) und die Be-
atmung mit 30% Sauerstoff— 70% Lachgas-Gemisch, bei 100 - 110 Hiiben pro Minute
und einem maximalen inspiratorischen Druck von 10-13 cmH,0.

Dem Beatmungsgasgemisch wurde wihrend der anschlieBenden Kopfpriparation 1,5%,
nach der Umlagerung auf den Bauch bis zum Ende der Operation 0,8% Halothan Narko-
segas (Eurim-Pharma, Piding, Deutschland) mittels Verdampfer (Driger-Vapor 19.3,
Driger, Deutschland) zugefiigt.

2.3 Temperaturmessung/- kontrolle

2.3.1 Rektale Temperatur

Die Korpertemperatur wurde durch eine rektal plazierte Temperatursonde kontinuier-
lich gemessen und mit einer Heizplatte, gesteuert von einem Homdosthasegerdt (Har-
vard Homothermic Blanket Control Unit, Harvard Apparatus, Kent, GroBbritannien),
auf 37 ° C temperiert

2.3.2 Subtemporale Temperatur

Da die Gehirntemperatur besser mit der unter dem M. temporalis gemessenen als mit
der rektalen Temperatur korreliert, wurde die Kopftemperatur mittels Sonde (Philips,
Mantelthermoelement D40, Deutschland), welche unter den M. temporalis inseriert
wurde, gemessen und mit einer Heizlampe (Philips R95 Infraphil 100W), welche von
einem Homoostasegerdt (Philips K40, Deutschland) angesteuert wurde, ebenfalls auf

37 ° C gehalten.

2.4 Kranielle Praparation

Nach Implantation der Sonden und Lagerung des Tieres in Bauchlage erfolgte eine medi-

ane Inzision der Kopthaut auf ca. 1,5 — 2 cm Léange. Nach Freilegung des Schidelkno-
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chens und Fixierung der Hautlappen mittels Nahtmaterial (Ethicon, Prolene 4 — 0) wurde
beidseits im Bereich des Versorgungsgebietes der A. cerebri media eine Bohrlochtrepana-
tion (Laser-Doppler-Fluss-Sonden, LDF-Sonden) angelegt. Hierzu wurde mittels Minia-

turfrase (Uni-Drive N, Starnberg; Bohrer: Aesculap GD870R, 0,8 x 5,1 mm) ca. 5 mm la-

teral der Sutura

ICP- Sonde

sagittalis und 1 mm
okzipital der Sutura
coronalis unter Erhal-
tung der Dura mater ein
im Durchmesser etwa
1,5 mm messendes

Loch gefrist.

Eine weitere Trepa-

) LDF- Sonden
nation (ICP-Messung)

wurde rechts ca.l mm

Abbildung 3: Rattenschadel mit Positionen der Messsonden

lateral der Sutura sagit-

talis und 1 mm rostral der Sutura lambdoidea angefertigt.

2.5 Intrakranielle Druckmessung

Vor Implantation der Sonde wurde ein Nullabgleich durchgefiihrt. Nach vorsichtiger Inzi-
sion der Dura mater im Bereich der okzipitalen Trepanation wurde eine ICP-Sonde (Cod-
man Microsensor Basic Parenchymsonde, Codman, Deutschland) mittels eines Microma-
nipulators (Kopf Instruments, USA) in das Hirnparenchym des parietalen Marklagers ca.
2 mm tief implantiert. Die Sonde wurde anschlieBend mit Dentalzement (Poly-F Plus
Bondex, Dentsply DeTry, Deutschland) fixiert. Die Messung erfolgte mit Codman ICP
Express (Codman, Deutschland)

2.6 Messung des lokalen zerebralen Blutflusses mittels Laserdoppler-Fluxmetrie (LDF)

Nach der Hirndrucksondenimplantation erfolgte die Umlagerung in Riickenlage und Fi-

xierung der Ratte im Stereotax (Model 900, Kopf Instruments, USA) mittels Mundsperre
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und das Trommelfell schonenden Ohrstiften (,,non-rupture ear bars* Model 900, David
Kopf Instruments, USA). Jetzt konnten zwei Laserdopplersonden (Typ P5bs, Moor In-
struments, Devon, Grof3britannien), deren Spitzen rechtwinklig abgewinkelt waren, mit-
tels Mikromanipulatoren unter Sichtkontrolle an die vorher angelegten Bohrldcher heran-
gefilhrt und ohne Kompression des darunterliegenden Parenchyms auf die Dura mater
aufgesetzt werden.

Laserdoppler-Fluxmetrie erlaubt eine kontinuierliche und nichtinvasive Messung von
mikrozirkulatorischem Blutfluss in Gewebe. Bei der Laser-Doppler-Flux-Messung macht

man sich die Eigenschaft

- von flieBenden Teilchen

e = (Fe im Hamoglobin der

Erythrozyten) zunutze, auf

sie treffendes Laserlicht in

@ . ..
Y E- SR B seiner Frequenz verdndert

N zu reflektieren. Ruhende

Teilchen reflektieren das

Licht ohne Frequenz-

anderung. Diese  Fre-

Abbildung 4: Ratte im Stereotax gelagert, Schema

quenzinderung, die pro-
portional zur Bewegungsgeschwindigkeit der Erythrozyten ist, wird mittels Detektoren er-
fasst und ermoglicht es, Flussgeschwindigkeit und lokale Perfusion zu errechnen. Dabei
wird ein Gewebsareal von ca. 1 mm? um die Spitze der Sonde untersucht®. In mehreren
Arbeiten wurden mit dieser Methode gemessene Blutflusswerte mit konventionell gemes-
sener Durchblutung verglichen, z.B. der [C'*]-Iodoantipyrin-Methode®>*® oder der Was-
serstoff-Clearence-Methode"*". Dabei zeigte sich, dass mit der Laser-Doppler-Technik
keine absoluten Werte gemessen werden konnen, sondern vielmehr Anderungen des rela-
tiven Blutflusses, die gut mit den Anderungen der Durchblutung, die mit o.g. Vergleichs-
methoden gemessen wurden, korrelierten. Die Werte der lokalen zerebralen Durchblutung
werden in Prozent des prahdmorrhagischen Durchschnittwertes angegeben. Um artifizielle
Lichtspiegelungen zu vermeiden, wurde der Kopfbereich der Ratten und die Sonden mit
lichtundurchlédssigem Stoff abgedeckt. Die Sonden waren an ein 2-Kanal Laserdopplerge-
rit angeschlossen (MBF3D, Moore Instruments, GrofSbritannien). Dieser Versuchsaufbau
ermoglichte eine kontinuierliche Messung (2 Hz) des lokalen zerebralen Blutflusses

(LCBF) in beiden Gehirnhemispharen''*?.
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2.7 Blutdruckmessung/ -kontrolle

Zur kontinuierlichen Blutdruckmessung/-kontrolle und zur Abnahme von arteriellen Blut-
proben wurde in die Schwanzarterie der Ratte ein Katheter implantiert. Dazu wurde nach
proximaler Hautinzision und Faszienspaltung die Arterie freigelegt und mit einem Kathe-
ter (Polyethylene Katheter OD 0.96 mm, SIMS Portex, Grofbritannien) punktiert, dieser
mittels Transducer (DTX Plus DT —XX, Becton Dickinson,USA) an ein Blutdruckmess-
gerdt (Sirecust 304 D, Siemens, Deutschland) zur Blutdruckmessung angeschlossen und
um eine Thrombosierung des Katheters oder der Arterie zu verhindern, kontinuierlich mit-
tels Infusionspumpe (WPI SP 1001 Syringe Pump, World Precision Instruments, Sarasota,

USA) mit 0,9 % NaCl-Losung bei einer Pumprate von 0,5ml/h gespiilt.

2.8 Venose Katheterisierung

Um die Therapielosungen verabreichen zu konnen, wurde bei jeder Ratte ein Kunststoft-
katheter (0,61 mm OD, Polyethylene Katheter, SIMS Portex, GroBbritannien) in die linke
V. femoralis implantiert. Auch hier erfolgte eine kontinuierliche Spiilung mit 0,9% NaCl-

Losung (Flussrate 0,2 ml/h), um eine Thrombosierung zu verhindern.

2.9 Induktion der Subarachnoidalblutung

Die Subarachnoidalblutung (SAB) wurde mittels des intraluminalen Fadenmodells nach

(1 induziert.

Bederson
Zuerst wurde im rasierten Operationsfeld am rechten lateralen Hals ca. 2 mm lateral der
Medianlinie ein ca. 1,5 — 2 cm langer Hautschnitt angelegt. Nach stumpfem Abdringen
des Fettgewebes und der Gl. submandibularis nach lateral und Verschieben der Zungen-
beinmuskulatur nach medial wurde die Gabelung der A. carotis communis dargestellt und
von umliegendem Fett- und Bindegewebe unter Schonung des N. vagus befreit. Nach Fa-
denligatur der A. carotis externa ca. 0,5 cm distal der Gabelung und Elektrokoagulation
der in diesem Bereich abgehenden A. thyreoidea cranialis und A. occipitalis wurde die

A.carotis interna und die A. carotis communis mittels Aneurysmaclips temporér ver-

schlossen und die A. carotis externa proximal der Fadenligatur durchtrennt. Da bei der
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Ratte die Kollateralversorgung des Circulus Willisi fiir die Hirndurchblutung ausreichend
ist, resultierte hierbei keine Mangelversorgung des Gehirns**'**. In den entstandenen

Stumpf der A. carotis externa wurde ein monofiler Faden (Prolene 3-0, Ethicon, Belgien)

von ca. 2,5 ocm Lénge

eingebracht. Der Stumpf wurde N/ ' /
mittels Fadenligatur abgedichtet '_E\/
g g N N WV

und nach Entfernung der Clips

— A. cerebri anterior

wurde der Perforationsfaden -
A. carotis interna A. cerebri media
unter Beobachtung der Laser- \
Faden 3.0
dopplerwerte iiber die Ga- ~ «— A occipitalis

belung in die A. carotis interna

und weiter bis zum Abgang der / A. carotis externa

A. carotis communis

A. cerebri media geschoben.

Die Stirke des Fadens war

Abbildung 5: HalsgefaRe der Ratte in Anlehnung an 0

entsprechen der Arbeit von

Schwartz et al.!*?

gewdhlt. Mit Passage des Abganges der A. cerebri media konnte eine
Reduktion des Laserdopplerflusses um ca. 80% gemessen werden. Der Faden wurde dann
noch ca. 3 — 5 mm weitergeschoben, bis nach Perforation der Gefalwand der Widerstand
spiirbar nachlie3 und es zu einem beidseitigen LDF- Abfall und einem gleichzeitigen An-
stieges des intrakraniellen Druckes kam*".

Nach Induktion der SAB wurde der Faden vorsichtig zuriickgezogen, der Stumpf ligiert.
Die maximale Okklusionszeit betrug 5 Minuten.

Nach Beendigung der Versuche wurden sdmtliche Katheter und Sonden entfernt, die
Bohrldcher mit Dentalzement verschlossen, eroffnete Gefélle ligiert und die Wunden ver-
niht. Nach der anschlieBenden Beendigung der Narkose wurden die Tiere bei suffizienter

Spontanatmung extubiert und in Einzelkédfige verbracht.
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2.10 Datenerfassung

Alle wihrend der Narkose erhobenen Daten, d.h. Temperatur, intrakranieller Druck, Blut-
druck (MAP) sowie lokaler zerebraler Blutfluss wurden mittels PC und der Datenerfas-
sungssoftware DASYLAB 5.0 (National Instruments, Irland) fiir min. 90 min nach SAB
in der Beobachtungsphase aufgezeichnet und nach Beendigung der Versuche mittels des
Programms FlexPro 6.0 (Fa. Weisang GmbH & Co KG) ausgewertet.

Dabei wurde ausgehend vom Zeitpunkt des LDF-Abfalls bzw. des ICP-Anstieges als Zei-
chen der stattgehabten SAB der Nullpunkt definiert. Dann wurden die Basiswerte fiir La-
serdopplerfluf} seitengetrennt durch Mittelung der Werte zwischen 15 und 5 min vor Blu-
tung errechnet. Die weiteren Werte wurden ebenso wie die Daten von Temperatur, MAP

und ICP in 3 min Intervallen gemittelt und in Prozent des Basiswertes umgerechnet.

3. Probenaufbereitung

3.1 Blutgasanalyse

Zu den Zeitpunkten 60 min und 10 min vor sowie 30 min, 60 min und 90 min nach Induk-
tion der SAB wurden durch den arteriellen Katheter je 60 pl Blut in eine heparinbeschich-
tete Kapillare (Chiron Diagnostics, Deutschland) abgenommen und in einem Chiron Di-
agnostics 860 Blutgasanalysegeridt sowohl pH-Wert, pO,, pCO, als auch die Konzentrati-

onen von Na*, K*, Ca®", CI', Glukose und Laktat bestimmt.

3.2 Hamatokrit- und Blutzellbestimmung

Um Auswirkungen der Hamodilution durch die SVR auf die Blutzellen, auf den Hama-
tokrit und den Hdmoglobingehalt der Erythrozyten zu erfassen, erfolgte zu den Zeitpunk-
ten 10 min vor und 90 min nach SAB zusétzlich eine Entnahme von 120 pl Blut in eine
heparinbeschichtete Kapillare. In einem Blutzellanalysegerdt Counter AcT 8 (Beckmann
Coulter Inc, USA) wurden der Hamatokrit, das MCV, MCHC und MCH zweimal be-
stimmt und daraus der Mittelwert gebildet, der in die Auswertung einging. Das iiberschiis-
sige Blut wurde, um den Blutverlust der Tiere moglichst gering zu halten, weiter verwen-

det zur Osmolaritdtsmessung.
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3.3 Osmolalititatsmessung

Dazu wurden im Verlauf des Versuches zum Zeitpunkt 10 min vor und 30, 60, und 90
min nach SAB 120 pl (s.0.) Blut in eine heparinisierte Kapillare abgenommen, von dort in
ein Reaktionsgefdl (1,5ml, Eppendorf, Hamburg) gefiillt, bei 3500 U/min 10 min zentri-
fugiert und 50 pl des von korpuskuliren Blutbestandteilen freien Uberstandes in ein wei-
teres Reaktionsgefdl pipettiert. Alsdann wurde die Blutplasmaosmolalitdt in einem Os-

mometer (Osmomat 030, Gonotec, Berlin) iiber Gefrierpunktserniedrigung bestimmt.

4. Histologische Aufbereitung

Die Gehirne der Tiere, welche die 7-tdgige postoperative Beobachtungsphase iiberlebten,
wurden fiir eine histologische Aufarbeitung entnommen.

Die Narkose der Tiere wurde mit Diethyldther (Diethylether, Chinosolfabrik, Deutsch-
land) eingeleitet, dann 3,6 mg/100 mg Korpergewicht Chloralhydrat intraperitoneal inji-
ziert; nach Eintritt vollstindiger Analgesie und Sedation konnte das Herz freipréipariert
werden. Nach Fixierung der Herzspitze mit einer atraumatischen Klemme konnte tiber die
Herzspitze eine stumpfgefeilte Kaniile in die Aorta vorgeschoben werden, iiber die das
Tier mit 2%-iger Paraformaldehydlésung 20 min bei ca. 120 cm H,O perfundiert wurde.
Um einen Austritt der Losung und des Blutes zu ermdoglichen, wurde das rechte Herzohr
erdffnet, so dass letztlich der Tod der Tiere durch Entblutung induziert wurde.

Das entnommene Gehirn wurde in 2%-iger Paraformaldehydlésung gelagert und an-
schlieBend in Paraffin eingebettet (Shardon, Deutschland).

GroB3- und Kleinhirn wurden mit einem Mikrotom (Reichert-Jung Biocut, Deutschland) in
4 um dicke Scheiben geschnitten, wobei jeweils 4 Scheiben in Abstinden von 400 um
verwendet wurden. Die Schnittrichtung beim GroBhirn war in Richtung Riechhirn, beim
Kleinhirn in Richtung Medulla oblongata.

Die Gehirnschnitte wurden mit einer Standardfarbmischung nach Nissl gefarbt.
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5. Quantitative Histologie

Zur Bestimmung der Neuronenzahl wurden beiderseits verschiedene Hirnregionen unter-
sucht, die mit Hilfe eines stereotaktischen Rattenhirnatlas (George Paxinos & Charles
Watson, 1998, Academic Press, San Diego, USA) ausgewidhlt waren: Motorkortex M1
und M2, Kaudoputamen, Hippokampusregionen CA 1 — CA 3, sowie im Kleinhirn die
Purkinjezellen in Fissura posterior superior (psf) und Fissura prima (prf).

Die Regionen wurden auf den Schnitten unter einem Mikroskop mit 16-facher Objektiv-
vergoBerung aufgesucht, iiber einen Adapter mit einer Kamera (Fuji Digital Camera HC-
300Z) und zugehoriger Software (Photograb 300Z Version 2) aufgenommen und per PC
gespeichert. Dort wurden die Rohdaten mit einer Bildbearbeitungssoftware (Optimate
6.51, BioScan Inc., Edmonds, USA) ausgewertet, indem alle Bilder in eine einheitliche
Position gedreht wurden, ein vorher kalibrierter Rahmen der Gréfe 0,2 x 0,3 mm tiiber das

Bild gelegt wurde und die im Rahmen vorhandenen vitalen Neurone gezéhlt wurden.

Die Auszdhlung erfolgte verblindet. Lebensfahige (gezéhlte) Zellen erfiillten folgende
Kriterien: scharf abgegrenzter Nukleus, klar erkennbarer Nukleolus in der Mitte des Nuk-
leus, klar vom umgebenden Neuropil abgrenzbares neuronales Zytoplasma, weniger als

ein Drittel des Neurons umgeben von konfluierenden Vakuolen”.
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Intakte Neurone / Bewertungsareal (0,2 x 0,3 mm) in:

Motorischer Kortex Hippokampus Ca 1 - 3

Zerebellum Kaudoputamen

Abbildung 6: Darstellung der ausgezéhlten Hirnareale

6. Postoperative Beobachtung - Quantifizierung der funktionellen neurologischen Defizite

Um die funktionelle Schiddigung bzw. die neurologische Erholung der Tiere zu bestim-
men, wurde an den postoperativen Tagen 1, 3 und 7 ein nach Bederson et al."? modifi-
zierter Score zur Beurteilung des lateralisierten sensomotorischen Defizits verwendet!'*?;
daneben wurde eine Beurteilung von Vigilanz, Hirnnervenausfillen, Motorik, Sensorik
und motorischen Koordination mittels einer etablierten Beurteilungsskala von 0 - 9179
erhoben. Zusétzlich wurde Koordination und Kraft im Bereich der Vorderpfoten mittels

des ,,Prehensile traction Tests* gemessen(l%).
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6.1 Quantifizierung des lateralisierten motorischen Defizits:

Der Test unterscheidet die Grade 0 — 5:

Grad 0: keine Spontanbewegung
Grad 1: Spontane Kreisbewegung (Circling) der Tiere in Richtung der Hemiparese
Grad 2: Kreisbewegung bei Zug am Schwanz, so dass die Ratten nur mehr mit den

Vorderldaufen den Boden beriihrten
Grad 3: Keine Kreisbewegung, verminderte Standstabilitidt bei Druck von der Seite
Grad 4: Keine Kreisbewegung, keine verminderte Standstabilitdt. Beim Hochheben
am Schwanz und Anndherung an den Boden besteht Unfdhigkeit, die zum
Infarkt/Blutung kontralaterale Vorderpfote zu strecken

Grad 5: neurologisch unauffilliges Tier

6.2 Quantifizierung des globalen neurologischen Defizits

Die maximal erreichbare Summe von 91 Punkten definiert das schlechteste, 0 Punkte das

bestmogliche Ergebnis (Katz et al."):
0  Allgemeines Verhalten
Aufmerksamkeit: Ratte an Umwelt interessiert = oP
Ratte ist trdge/ uninteressiert = 20P
Atmung: normal = OP
abnorm = 20P
o] Hirnnervenstatus
Geruchssinn vorhanden (Reaktion auf angeb. Futter) = 0P
nicht vorhanden = 4P
Kornealreflex vorhanden = oP
nicht vorhanden = 4P
Bewegung der Barthaare
vorhanden = 0P
nicht vorhanden = 4P
Gehor vorhanden = OP
nicht vorhanden = 4P
0  Motorik
normal = op
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steif = 5P
geldhmt = 10P
0  Sensorik
Schmerzreaktion vorhanden = oP
nicht vorhanden = 10P
0  Koordination
Bodengreiftest (Ratte streckt Vorderlauf, wenn sie am
Schwanz hochgehoben wird)
vorhanden = opP
nicht vorhanden = 5P
Aufrichttest (Ratte dreht sich auf den Bauch, wenn sie auf
den Riicken gelegt wird)
vorhanden = 0P
nicht vorhanden = 5P
Stop am Ende des Tisches
vorhanden = OP
nicht vorhanden = 5P
= 91P

6.3 Seilhangeversuch

Die Apparatur bestand aus einem 60 cm langen 0,3 cm dicken Drahtseil, das in ca. 45 cm

Hohe tiber einer Schaumstoffmatte gespannt war. Daran wurden die Ratten mit den Vor-

Abbildung 7: Seilhangeapparat

-29.

derpfoten gehingt und die
Zeit gemessen, in der sie
sich frei hdangend am Seil
halten konnten'”>*". Die
maximale Testzeit betrug
120 Sekunden, es wurden
zwei Durchgédnge mit 5
Minuten Pause dazwischen
gemessen.

Zusitzlich wurde notiert,
ob die Tiere eine
Hinterpfote auf das Seil

heben konnten.



7. Gewicht

Als Parameter fiir die allgemeine Erholung der Tiere wurde an den postoperativen Tagen

1, 3 und 7 das Korpergewicht ermittelt.

8. Versuchsgruppen

Die Therapielosungen wurden als Bolus innerhalb von zwei Minuten intravends bei allen
Tieren 30 Minuten nach SAB in die V. femoralis appliziert. Die Tiere wurden in vier

Gruppen a 15 Tiere randomisiert:

(1) 0,9% NaCl- Losung (Kontrollgruppe) [4ml/kg Korpergewicht]

(2) 7,5% NaCl- Losung mit 6% Dextran 70 (Rescue Flow' ™)
[4ml/kg Korpergewicht]

3) 7,2% NaCl- Losung mit 200.000 HAES (HyperHAES®)
[4ml/kg Korpergewicht]

(4)  20% Mannitol [9,33ml/kg Korpergewicht]

Die 0,9% NaCl- Losung stammte von B. Braun Melsungen AG, Deutschland.

Fiir die Gruppe 2 diente Rescue Flow ™ von BioPhausia, Uppsala, Schweden als Thera-
pielosung. Die Losung enthédlt 60 g Dextran 70 und 75g NaCl pro 1000 ml Infusionslo-
sung, entsprechend einer 7,5% NaCl- Losung mit 6% Dextran 70. Der gemessene pH-
Wert lag bei 5,42. Die Losung hat eine Osmolaritit von 2568 mosm/l und ist fiir die

Akutbehandlung von hamorrhagischem Schock zugelassen.

Als Haes-Losung wurde HyperHAES® von der Firma Fresenius Kabi, Bad Homburg,
Deutschland verwendet (Gruppe 3). Die Losung besteht aus Hydroxyethylstirke (Moleku-
largewicht 200.000) und 7,2% NaCl. Der gemessene pH-Wert betrdgt 5,60, die Osmolari-
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tdt 2464 mosm/l. Auch HyperHAES® ist zur Initialbehandlung von Hypovoldmie in
Deutschland zugelassen.
Die genannten Losungen wurden als Bolus in der Dosierung 4ml/kg Korpergewicht, die

auch in der Schockbehandlung Anwendung findet, verabreicht.

Es wurde Mannitol-Losung 20% Kohler (Fa. Dr. Franz Kéhler Chemie GmbH, Alsbach-
Héhnlein, Deutschland) mit 200g Mannitol/1000 ml, einer Osmolaritdt von 1100 mosm/I
und einem gemessenen pH- Wert von 6,34 verwandt. Um gleich viele osmotisch wirksa-
me Teilchen wie in den SVR- Losungen vorhanden zu infundieren, wurde diese Losung in

der Dosierung 9,33ml/kg Korpergewicht gegeben (vgl'”)

Die gesamte infundierte Fliissigkeitsmenge, d.h. Therapielosung, Spiilfliissigkeit der arte-
riellen und vendsen Katheter wurde bei jedem Tier ggf. mittels physiologischer 0,9%

NACI-Losung auf ein Gesamtvolumen von 15ml/kg Korpergewicht erginzt.
Nach Préparation der Tiere und Implantation der verschiedenen Sonden, wurde die Suba-

rachnoidalblutung induziert (Zeitpunkt 0 min). 30 min nach SAB wurden die Therapielo-

sungen infundiert, der Zustand der Tiere weitere 60 min kontrolliert und aufgezeichnet.
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9. Statistik

Statistische Analysen wurden mit der statistischen Auswertesoftware SigmaStat 2.0

(SPSS Inc.,Chicago, USA) durchgefiihrt.

Dabei wurden physiologische Parameter mittels one-way ANOVA, intrakranieller Druck,
Laserdopplerfluss und die Daten der Hirnmorphometrie mittels ANOVA on Ranks bzw.
Vergleiche innerhalb einer Gruppe mittels RM ANOVA on Ranks durchgefiihrt. Die Da-
ten der neurologischen Untersuchungen wurden mittels ANOVA on Ranks auf Signifi-

kanz hin gepriift. Soweit Mehrfachvergleiche notwendig waren, wurden diese mit dem

Dunnett- oder Student-Newman-Keuls-Test durchgefiihrt.

Unterschiede wurden als signifikant angenommen, sobald sich p < 0,05 darstellte.

Die Daten sind soweit nicht anders erwéhnt als Mittelwert (MW) + standard error of the

mean (SEM) angegeben.

Versuchsprotokoll

SAB Therapiebeginn Neuroscore

Jg U U

I Vya

L4

Zeit in min 7 Tage

e

Laser- Doppler- /ICP- /IMAP- Messung

Bestimmung von Hb, Hkt, MCV, MCHC, MCH

Abbildung 8: Versuchsablauf im Uberblick
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C. Ergebnisse

1. Blutgase

Intraoperativ wurde versucht, die Blutgase durch Anpassung der Beatmungsparameter in

PO,[mmHg] Haes NaCl Mannitol Dextran den thSIOIOgISChCn Grenzen zu hal-
“40 min 116,3+8,6 | 106,4x4,7 | 1042549 | 99,038 .
10 min 1101469 | 1135460 [1014+55  |101,5439 ten. Im Versuchsverlauf ergaben sich
32 min 97,2460 |1089+8,1 | 93,1438 101,243,6 ) . .
62 min 100.4£6.4 | 103.6£60 | 91,540 115,010 keine  wesentlichen  signifikanten
92 min 105,3+7,7 | 107,4£5,6 | 1022468 | 96,1+4,7 ) )

Unterschiede bei pO,, pCO..

Wihrend der pO, leicht abnahm (von
Tabelle 1: p0, (MW £ SEM)

ca. 110 auf 100 mmHg), stieg der

pCO, im Verlauf leicht an.

PCO, [mmHg] | Haes NaCl Mannitol Dextran
-40 min 34+1.9 32,3+2.0 33,5+1.6 37,7€1,9
-10 min 35,9+1,4 342+1,7 37,2423 31,1£2,6
32 min 39,9+1,6 38,5+1,2 45,1£2,1* 43,9+1.,8
62 min 40,2+1,1 39,8+1,4 42,7£2,4 42,5+1,7
92 min 40,9+0,97 | 41,1+1,2 43,6+1,7 41,1£2,2

Tabelle 2: pCO, (MW = SEM) * p < 0,05 Mannitol vs. NaCl

2. pH-Wert

Der pH-Wert fiel in allen Gruppen nach der Blutung im Vergleich zum 40 min-Wert ab,
am tiefsten und nachhaltigsten in der mit 7,5% NaCl/Dextran behandelten Gruppe; ein
andauernder signifikanter Unterschied zeigte sich nur zwischen der mit 7,5%

NaCl/Dextran behandelten und der Kontrollgruppe (0,9 % NaCl).

PH Haes NaCl Mannitol Dextran

-40 min | 7,43+£0,02 | 7,43+£0,02 | 7,42+0,01 7,39+0,01
-10 min | 7,43+£0,01 | 7,44+0,02 | 7,41+0,02 7,42+0,02
32 min | 7,35+£0,01 |7,37+£0,01 | 7,33+£0,01 7,31+0,01*
62 min | 7,36+0,01 | 7,37+£0,01 | 7,34+0,01 7,32+0,01*,$
92 min | 7,37+0,01 | 7,37£0,01 | 7,36+0,01 7,33+0,01*

Tabelle 3: pH (MW + SEM), * p < 0,05 Dextran vs. NaCl;

$ p < 0,05 Dextran vs. Haes
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3. Basenuberschuf3 (base exess)

Hier zeigen sich keine Unterschiede zwischen und in den Gruppen, bis auf den letzten

Wert, der in der dextranbehandelten Gruppe signifikant unter denen der anderen Gruppen

liegt.
BE[mmol/l] Haes NaCl Mannitol Dextran
-40 min -2,5+0,7 -3,240,6 -3,3+0,4 -3,0+0,6
-10 min -1,240,9 -1,5+0,7 -1,84+0.,8 -2,1+0,6
32 min -4,24+0,8 -3,5+0,7 -2,8+0,5 -4,7+0,5
62 min -2,940,5 -3,0+0,7 -3,3+0,9 -4,84+0,6
92 min -2,4+0,8 -2,1+0,4 -1,9+0.8 -4,9+1,0%

Tabelle 4: Base exess (MW = SEM), * p < 0,05 Dextran vs. Haes,

NaCl, Mannitol
base excess
6
—&— Haes
41 —8— NacCl
—A— Mannitol
5 | —&— Dextran
3
E 0
= *
G
Q, -2 1
L
m
-4
_6 .
‘8 T T T T T
- 40 -10 32 62 92
Zeit (min)

Abbildung 9: Basentiberschu (MW £ SEM), * p < 0,05
Dextan vs. NaCl, Mannitol, Haes
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4. Blutglukose

Vor Therapiebeginn waren keine Unterschiede zwischen den Gruppen feststellbar. Im

Glukose Haes NaCl Mannitol Dextran
[mg/dl]

-40 min 116,3£8,6 | 106,3+4,7 | 104,2+4,9 99,0+3,8
-10 min 110,1£6,9 | 113,5+6,0 | 101,4+4,9 101,5+£3.,9
32 min 97,2+5,9 108,9+£8,1 | 93,14+3,8 101,2+3,6
62 min 100,4+6,4 | 103,6+6,0 | 91,5+4,0 115,0+1,0 "
92 min 105,3+7,7 | 107,4+5,6 | 102,2+6,8 96,1+4,7

Mannitol

Tabelle 5: Blutzucker (MW + SEM), * p < 0,05 Dextran vs. Haes,

mannitol- und haesbehandelten Tiere.

5. Laktat

Verlauf der Versuche waren die
Glukosekonzentrationen stabil; es
kam nur zum Zeitpunkt 62 min zu
signifikanten Unterschieden: Hier
lag der Wert der dextran-

behandelten Tiere hoher als der der

Die Laktatkonzentrationen der Versuchsgruppen unterschieden sich weder vor, noch nach

Induktion der SAB. Lediglich in der dextranbehandelten Gruppe waren die letzten Werte

(62 min, 92 min) signifikant kleiner als der — 40 min Wert.

Laktat Haes NaCl Mannitol Dextran
[mmol/1]

-40 min 1,18+0,10 | 1,22+0,13 | 0,99+0,83 1,00+0,14
-10 min 0,90+0,07 | 0,89+0,08 | 0,85%0,05 0,79+0,08
32 min 0,71£0,05 | 0,89+0,13 | 0,68+0,05 0,72+0,06
62 min 0,66+0,04 | 0,71+£0,06 | 0,73£0,06 0,63£0,07*
92 min 0,68+0,04 | 0,70+0,05 | 0,82+0,09 0,64+0,07*

Tabelle 6: Laktat (MW + SEM), * p < 0,05 Dextran vs. Ausgangswert
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Na®* (in mmol/l)

6. Elektrolyte

6.1 Natrium

Es bestanden keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen vor Induktion der
SAB bzw. vor Therapiebeginn. Nach Beginn der Therapie erhdhten sich in der dextran-
und haesbehandelten Gruppe die Natriumkonzentrationen signifikant gegeniiber der mit
0,9 % NaCl- sowie der mannitolbehandelten Gruppe; die Natriumkonzentration in der mit
Mannitol therapierten Gruppe zum Zeitpunkt 32 min war signifikant niedriger als der zu-

gehorige Referenzwert vor Beginn der Therapie.

Natriumkonzentration

170
—&— Haes
160 + —@— NacCl
—4— Mannitol %
—4— Dextran
150 +
140 +
130 +
*
120 +
110 T T T T T
-40 -10 32 62 92
Zeit (in min)
Abbildung 10: Natriumkonzentration (MW + SEM), % p < 0,05 Haes,
Dextran vs. Mannitol, NaCl; * Mannitol 32 vs. Mannitol - 40
6.2 Chlorid

Auch hier zeigte sich in den beiden kolloidalen Versuchsgruppen (Dextran und Haes) ein
signifikanter Anstieg analog zu dem der Na'- Konzentration nach Therapiebeginn. In der
mit 0,9% NaCl- behandelten Gruppe ergab sich keine Verdnderung, in der Mannitolthera-
piegruppe nahm die CI'-Konzentration zuerst ab, um sich dann dem Ausgangswert wieder

anzundhern.
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Chloridkonzentration

125
—&— Haes 8%
—&— NaCl
120 A
— —4A— Mannitol
S —&— Dextran *
S
£ 115 +
=
5
E 110 A
=
)
s
S 105 o
X
O
100 H
95 T T T T T
-40 -10 32 62 92
Zeit (in min)
Abbildung 11: Chloridkonzentration (MW = SEM), * p < 0,05 Haes
vs. NaCl; § p < 0,05 Dextran vs. NaCl, Mannitol; $ p < 0,05 Haes vs.
Mannitol
6.3 Kalium

Die vor SAB nicht signifikant unterschiedlichen Ausgangswerte blieben den Ver-
suchsverlauf {iber konstant; nur der 32 min- Wert in der Mannitoltherapiegruppe war sig-

nifikant hoher als der Wert in der mit Dextran- bzw. Haeslosung therapierten Gruppe.

Kalium Haes NaCl Mannit Dextran
[mmol/1]

-40 min 4,07+£0,16 | 4,14+0,11 |4,01£0,11 4,12+0,09
-10 min 4,31+£0,16 | 4,34+0,13 | 4,03+0,12 4,28+0,14
32 min 3,93+0,21 |4,18+0,15 | 4,44+0,10%* 3,97+0,08
62 min 4,05+0,16 |4,29+0,17 | 4,40+0,17 4,10+0,12
92 min 4,13+£0,19 | 4,35+0,14 | 4,61+0,12 4,27+0,09

Tabelle 7: Kaliumkonzentration (MW + SEM), * p < 0,05 Manni-
tol vs. Haes, Dextran
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6.4 Kalzium

Die Kalziumkonzentration im Blut nahm in den mit Dextran und Haes therapierten Grup-

pen gegen Ende der Beobachtung zu, es ergaben sich aber keine signifikanten Gruppenun-

terschiede.

Kalzium Haes NaCl Mannitol Dextran
[mmol/1]

-40 min 1,14+0,01 1,16+0,02 1,16+0,02 1,15+0,02
-10 min 1,17+0,02 | 1,23+0,03 | 1,17+0,02 1,14+0,01
32 min 1,17+0,03 1,19+0,05 1,18+0,02 1,20+0,01
62 min 1,22+0,02 1,24+0,03 1,20+0,02 1,20+0,02
92 min 1,21+0,01 | 1,24+0,33 | 1,21+0,02 1,29+0,05

Tabelle 8: Kalziumkonzentration (MW = SEM)

7. Hamoglobin und Hamatokrit
7.1 Hamoglobin

Vor SAB unterschieden sich die Himoglobinkonzentrationen der mit Dextran behandelten

Tiere signifikant von denen, die mit Haes bzw. Mannitol therapiert wurden; zusitzlich er-

Hamoglobin | Haes NaCl Mannitol Dextran gaben sich Unterschiede zwi-
[g/d]]

-10 min 14,98+021*%§ | 15,77+0,20 15,14+0,29* | 16,14+0,14 schen Tieren der Kontroll-
92 min 14,05£0,20& | 14,51+0,44& | 15,08+0,34 14,19+0,31&

gruppe und der mit Haes the-

. . rapierten Tiere; nach Beginn
Tabelle 9 : Hamoglobinkonzentration (MW £ SEM), * p < 0,05 Dextran p > g

vs. Haes, Mannitol, § p < 0,05 NaCl vs. Haes, & p < 0,05 Wert 92 min vs. d Th . kei
Wert =10 min er €rapi€¢ waren e

Unterschiede zwischen den
Gruppen mehr festzustellen. In allen, auller der mannitoltherapierten Gruppe, waren die

Héamoglobinwerte nach der Therapie signifikant niedriger im Vergleich zum Ausgangs-

wert.

7.2 Hamatokrit

Der Hamatokritwert der Gruppe der mit Haeslosung behandelten Tiere lag vor Induktion
der SAB signifikant niedriger als der der mit Dextran- und der mit NaCl-Losung thera-
pierten Gruppe. Diese Unterschiede waren nach Beginn der Therapie nicht mehr feststell-

bar. Der Hamatokritabfall nach Therapie im Vergleich zum Ausgangswert war ebenfalls -
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wie oben - in den Gruppen mit Haes und Dextrantherapie sowie in der Kontrollgruppe

signifikant.
Héamatokrit Haes NaCl Mannitol Dextran
[%]
-10 min 42,48+0,67*§ | 45,12+0,56 43,38+0,83* | 46,39+0,80
92 min 40,26+0,59& 42,09+1,14& | 43,43+0,78 41,43+0,80&

Tabelle 10: Hamatokrit (MW £ SEM), * p < 0,05 Dextran vs. Haes, Mannitol,
§ p < 0,05 NaCl vs. Haes, & p < 0,05 Wert 92 min vs. Wert —10 min

8. Erythrozytenparameter

Nur bei MCH und MCHC ergaben sich signifikante Unterschiede zwischen den Aus-
gangswerten und den Werten nach Therapie: In der Haestherapiegruppe stieg der Wert an,
in der Mannitol- und Dextrantherapiegruppe fiel er ab.

Der MCHC- Wert reduzierte sich in der Haes- und Dextrantherapiegruppe, nicht hingegen

in der mannitoltherapierten Gruppe und der Kontrollgruppe.

MCVI[fl] Haes NaCl Mannitol Dextran
-10 min 55,37+0,87 56,40+1,14 57,52+0,71 54,78+0,82
92 min 56,84+0,74* 56,49+1,17 58,52+0,57* | 54,68+0,86*

Tabelle 11: MCV (MW + SEM) *p < 0,05 Haes, Mannitol, Dextran vs. Aus-

gangswert

MCH][pg] Haes NaCl Mannitol Dextran

-10 min 19,53+0,34 19,39+0,35 20,33+0,24 19,05+0,31
92 min 19,65+0,30* 19,40+0,39 20,28+0,12* 18,70+0,32*

Tabelle 12: MCH (MW £ SEM) *p < 0,05 Haes, Mannitol, Dextran vs. Aus-

gangswert

MCHC[g/dl] | Haes NaCl Mannitol Dextran

-10 min 35,27+0,15 34,95+0,19 35,28+0,23 34,74+0,18
92 min 34,93+0,15* 34,68+0,17 34,68+0,26 34,21+0,19*

Tabelle 13: MCHC (MW = SEM) p < 0,05 Haes, Dextran vs. Ausgangswert
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9. Osmolaritat

Die Ausgangswerte der einzelnen Gruppen vor Therapie differierten nicht. Nach Infusion
der Therapielosungen kam es in allen drei Gruppen zu einer deutlichen Erhdhung der Os-
molaritdt, die bis 62 min signifikant war, bis 92 min nur in den hyperton-
hyperonkotischen Gruppen signifikant blieb. In der Gruppe der dextran-behandelten Tiere
hielt die Erhohung den gesamten Beobachtungszeitraum tiiber an. In der Kontrollgruppe
hingegen kam es zu keiner deutlichen Anderung, obwohl hier ein Abfall in bezug auf den
Ausgangswert feststellbar war (32, 62 min). Am grofften war der Anstieg in der
Dextrantherapiegruppe, die Serumosmolaritdt lag zum Zeitpunkt 32 min signifikant iiber

den Werten der Mannitol- und Haestherapiegruppe.

Osmolaritat
340 5
*.
330 -
= *
Z $
£ 320 -
T
& 310 A
o
e
o)
£ 300 A
>
o —@— Haes
n —=— NaCl
290 —4A— Mannitol

—&— Dextran
o f
0

-10 32 62 92

Zeit (min)

Abbildung 12: Osmolaritat (MW = SEM), * p < 0,05 NaCl vs. Mannitol,
Dextran, Haes; $ p < 0,05 NaCl vs. Dextran, Haes; § p < 0,05 Dextran vs.
Haes, Mannitol
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10. Lokaler zerebraler Blutfluf

LD-Flow (% baseline)

LD-Flow (% baseline)

Bis zur Induktion der SAB unterschieden sich die LDF (Laser-Doppler-Fluss)-Werte der

Therapiegruppen beidseits nicht. Nach Perforation des Gefidfles kam es auf beiden Seiten

zu einem Abfall des LDF auf Werte um 20% (ipsilateral) — 40% (kontralateral) des Aus-

LDF li
140 A
120 o
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100 r“-f,-§%
/| & - - ¢
i ‘ A b PH94
; vy s?%;g riineets?
60 "‘i?; fﬁrﬂAgA SETTHI A‘A“i‘iA.Ai‘iAj‘,A‘A
1 LA i
‘\‘ ~?‘£A§A§A;:A‘A:A;‘
40 1 ?A‘Lﬂ. —&— Haes
—#— NacCl
20 - —A— Mannitol
—4— Dextran
0 T T T T T T T T T T T
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Abbildung 13: LaserdopplerfluB links (MW + SEM)
LDF re
140 A
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Abbildung 14: Laserdopplerfluf? rechts (MW £ SEM), * p < 0,05 Dextran
vs. Ausgangswert 30 min
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11. Intrakranieller Druck

Die Gruppen unterschieden sich vor SAB und vor Therapie nicht signifikant voneinander.
Die Induktion der SAB fiihrte zu einer Druckerh6hung von ca. 5 mmHg auf ca. 45
mmHg. Bis zum Zeitpunkt der Therapie sank der Mitteldruck in allen Gruppen auf ca. 35
mmHg. Die Infusion der Therapieldsungen fiihrte in allen drei Verumgruppen zu einer
signifikanten Senkung des ICP gegeniiber der Kontrollgruppe iiber den gesamten Bebach-
tungszeitraum. Der ICP wurde von ca. 30 mmHg auf anfangs bis unter 20 mmHg
(Dextran), am Ende zumindest auf ca. 28 mmHg (vs. 36 mmHg NaCl) gesenkt, wobei
Mannitol insbesondere im Zeitraum 60 — 90 min den Druck anhaltender zu senken schien
als Dextran- und Haeslosung. Dieser Vorteil verschwand gegen Ende der Beobachtung je-
doch wieder. In der Kontollgruppe blieb der Druck nach einem geringen Abfall in der ers-
ten halben Stunde {iber den Beobachtungszeitraum konstant in einem pathologischen Be-

reich.

ICP
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60 -
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40 -

30 A

ICP (mmHg)

20 A
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—&— Dextran

20 -10 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Zeit [min]

Abbildung 15: Intrakranieller Druck (MW = SEM), * p < 0,05 NaCl vs. Dextran,
Haes, Mannitol; % p < 0,05 Haes vs. Mannitol; $ p < 0,05 Dextran vs. Mannitol; §
p < 0,05 Dextran vs. Haes
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12. Mittlerer Arterieller Blutdruck

Zum Zeitpunkt der Blutung unterschieden sich die Gruppen nicht signifikant voneinander.
Nach Induktion der SAB kam es in allen Gruppen zu einem Anstieg des MAP, wobei es
in der Haes- und der Dextrantherapiegruppe nach Infusion der Therapielosung jeweils zu
einem kurzzeitigen (5 min) und méBigen, jedoch in der Haestherapiegruppe signifikanten
Blutdruckabfall kam.

Die Druckkurve der mannitolbehandelten Gruppe wies einen mafligen Anstieg nach SAB
auf, im Gegensatz zu beiden vorgenannten Gruppen ist ein MAP-Abfall nach Infusion der
Mannitollosung nicht zu erkennen. Diese Kurve liegt fiir ca. 35 min signifikant unter der
Kurve der Kontrolltiere. Desweiteren waren die Werte relativ konstant bis Ende der Beo-
bachtung.

Die Drucke der Kontrollgruppe, sowie der Mannitol- und Haestherapiegruppe néherten
sich gegen Ende der Beobachtung ihren Ausgangswerten, der MAP der Dextrangruppe lag
etwas unterhalb.

Die Druckkurve der mit Dextranldsung therapierten Tiere war signifikant hoher als die der
anderen drei Gruppen vor und nach Induktion der SAB sowie nach Therapie bis ca. 75

min nach SAB.

MAP
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10 +
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Abbildung 16: mittlerer arterieller Druck (MW = SEM); * p < 0,05 Dextran vs. Manni-
tol, NaCl, Haes; & p < 0,05 Haes vs. NaCl; § p < 0,05 Mannitol vs. NaCl
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13.

CPP (mmHg)

Zerebraler Perfusionsdruck

Die Unterschiede der Gruppen in Bezug auf MAP und ICP schlugen sich auch bei der
Ermittlung des zerebralen Perfusionsdruckes (CPP) nieder. Die Gruppen der mannitol-,
und haesbehandelten Tiere sowie die Kontrollgruppe unterschieden sich zu keinem Zeit-
punkt signifikant. Mit Beginn der Therapie ergab sich ein signifikant verbesserter CPP in
der Dextrantherapiegruppe gegeniiber NaCl und Mannitol iiber 21 Minuten; von 27 min —
39 min war der CPP der dextranbehandelten Tiere immer gegen Mannitol signifikant er-
hoht; ab 69 min bis 75 min wieder gegen alle drei Gruppen, bis zum Ende der Beobach-
tung ergeben sich dann keine signifikanten Unterschiede mehr.

Betrachtet man die CPP- Werte zu unterschiedlichen Zeitpunkten innerhalb der Gruppen,
stellen sich nur in der Haes- und anhaltender in der Dextrantherapiegruppe signifikante
Steigerungen nach Therapie dar: Haes erhdhte zu den Zeiten 42 und 45 min den CPP sig-
nifikant gegeniiber dem Wert zum Zeitpunkt 30 min, Dextran zu den Zeiten 42, 45, 48
und 51 min. Die Infusion der Haes- und Dextranldsung bewirkte also - anders als Manni-
tollosung - eine signifikante zerebrale Perfusionsdruckerh6hung, wobei Dextran zu einer

langer andauernden Erhéhung fiihrte als Haes.

CPP
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Abbildung 17: zerebraler Perfusionsdruck (MW £ SEM), * p < 0,05 Dextan vs. Haes,
NaCl, Mannitol; % p < 0,05 Dextran vs. Mannitol; $ p < 0,05 Dextan vs. Ausgangswert
30 min; § p < 0,05 Haes vs. Ausgangswert 30 min
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14.

15.

Temperatur

Die subtemporal und rektal gemessenen Temperaturen aller Gruppen unterschieden sich
im Verlauf der Versuche nicht. Die Temperaturen schwankten zwischen 36,5 °C und

37,5°C.

Letalitat

Von 60 Versuchstieren starben insgesamt 37 (61,7%) vor Ablauf der siebentigigen post-
operativen Beobachtungszeit. Diese Tiere verteilten sich wie folgt auf die Gruppen: In der
Kontrollgruppe (0,9 % NaCl) starben 9 von 15 (60%), in der Dextrantherapiegruppe 6 von
15 (40%), in der Haestherapiegruppe 11 von 15 (73%) und in der Mannitoltherapiegruppe
11 von 15 (73%).

Im chi’-Test ergeben sich keine signifikanten (p=0,189) Unterschiede zwischen den
Gruppen.

Betrachtet man die Uberlebenskurven nach Kaplan-Meier, so ergibt sich auch hier kein
signifikanter Vorteil flir eine der Versuchsgruppen im Vergleich zur Kontrollgruppe (p =
0,168). Es fanden sich jedoch Unterschiede in Bezug auf den Zeitpunkt des Versterbens:
In der Dextrantherapiegruppe war v.a. die Friihletalitdt geringer als in den drei anderen
Gruppen; hinsichtlich der mittleren Uberlebenszeiten in Tagen ergab sich ein Trend zu

Gunsten einer lingeren Uberlebensdauer der mit Dextran behandelten Tiere:

NacCl: 4,04 + 0,83 Haes: 3,11 +0,74
Dextran: 5,67 £0,63 Mannitol: 3,57+0,75
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Abbildung 18: Uberlebensanalyse nach Kaplan- Meier

Um andere als zerebrale Ursachen fiir den Tod auszuschlieBBen, wurden die verstorbenen
Tiere obduziert; dabei zeigten sich erheblich geschwollene Gehirne mit groflen basalen
Blutansammlungen. Die iibrigen Organe wiesen keine wesentlichen pathologischen Be-

sonderheiten auf.
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16. Quantitative Histologie

Die quantitative histologische Auswertung der Gehirne der nach 7 Tagen perfundierten
Ratten ergab signifikante Unterschiede im Kaudoputamen links. Dort fanden sich signifi-
kant mehr Neurone in der dextranbehandelten Gruppe als in der Kontrollgruppe (Haes:
15,00 + 2,12; NaCl: 11,66 +1,63; Mannitol: 20,50 + 4,13; Dextran: 22,33 + 2,58) erhalten.
Daneben gab es in der motorischen Region M2 links eine signifikant gréfere Zahl an in-
takten Neuronen in der Dextrantherapiegruppe als in der Mannitoltherapiegruppe (Haes:
5,50 + 1,44; NaCl: 5,33 £+ 1,23; Mannitol: 2,75 + 0,75; Dextran: 9,22 + 1,12). Aullerdem
iiberlebten in der Region M2 rechts signifikant mehr Neurone in der Dextranthera-
piegruppe als in allen anderen Gruppen (Haes: 4,25 + 0,63; NaCl: 4,00 + 1,18; Mannitol:
2,75 £0,85; Dextran: 9,00 + 0,93).

Betrachtet man die Gesamtanzahl der Neuronen in M1 und M2 auf beiden Seiten, fanden
sich links in der dextrantherapierten Gruppe signifikant mehr Neuronen intakt als in den
anderen drei Gruppen, rechts ebenfalls in der mit Dextran behandelten Gruppe mehr als in
der Mannitoltherapiegruppe und der Kontrollgruppe (s. Abb. 20 und 21). Keine Unter-
schiede ergaben sich im gesamten Hippokampus und dem Kleinhirn.

Bei der mikroskopischen Betrachtung der Gehirnschnitte stellte sich heraus, dass es bei
einem Tier in der Dextrangruppe zu einem einseitigen Mediainfarkt rechts nach SAB ge-
kommen war. Dieser fiihrte bei diesem Tier zum Ausschluss der gezdhlten Neuronen

rechts von der Auswertung.
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Zellzahl

Zellzahl

Motorcortex gesamt rechts

14 A

12 4

10 A

Haes NaCl Mannitol Dextran

Abbildung 19: Zellzahlen Motorkortex gesamt rechts (MW + SEM); * p < 0,05
Dextran vs. NaCl, Mannitol

Motorkortex gesamt links

14 A

12 4

10 A

Haes NacCl Mannitol Dextran

Abbildung 20: Zellzahlen Motorkortex gesamt links (MW £ SEM), * p < 0,05
Dextran vs. Haes, NaCl, Mannitol

_48 -




- " ‘ll e .
i -
E) ¢ - i -
’ -
. »
- s r 2
£ »
N
a e |
1Y s = -
¥ % }'
|
\ » " a
- | " B
- - » ~ J\ .
- . -
" '
‘ L
_—~ .3 ”
~ .\ O
"
» “
|’ .
v Lyt ) .
o~ . A
S ¢ e
g
. \ \. . w
.
* » -
»
[ ~
L '}
- v -
L4
- .
Nat
L
L ]

Abbildung 21: Mikroskopische Aufnahme aus dem Hippokampus rechts (CA2) eines Versuchstieres.

In der Mitte der Abbildung sind tGiberlebende Neurone mit Nukleolus zu erkennen, rechts und links ein weitgehend neuro-
nenfreies Neuropil.
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17. Quantifizierung der funktionellen neurologischen Defizite

17.1 Quantifizierung des globalen neurologischen Defizits

Score

Es ergaben sich zu keinem Zeitpunkt statistisch signifikante Unterschiede zwischen den
Gruppen; lediglich im Vergleich innerhalb der Gruppen zeigten sich Unterschiede: in der
Dextran- und NaCl-Gruppe war der 7 Tage-Wert signifikant niedriger als der 1 Tage-
Wert, d.h. hier erfolgte eine signifikante Besserung des neurologischen Defizits. Die

Punktwerte der anderen Tiere nehmen zwar ebenfalls ab, allerdings nicht signifikant.

Neuroscore - allgemeine Neurologie

60
50 1
40
—&— Haes
—@— NaCl
—4A— Mannitol
30 1 —&— Dextran
20 A
*
10 _ ﬁ
0 T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7

Tage post Op

Abbildung 22: allgemeiner Neuroscore (MW + SEM), * p < 0,05 Dextran 7,
NaCl 7 vs. Dextran 1, NaCl 1
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17.2 Neuroscore zur Quantifizierung des lateralisierten motorischen Defizits

Score

Der Neuroscore zur Quantifizierung des lateralisierten motorischen Defizits zeigte zu
keinem Zeitpunkt statistisch signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen. In allen
Gruppen nahm der erreichte Punktwert im Verlauf der Beobachtungszeit zu; diese Zu-
nahme und damit die angezeigte Erholung war allerdings nur zum Zeitpunkt 7 Tage in

der Dextrantherapiegruppe signifikant.

Neuroscore fokales motorisches Defizit

5
*
4 -
3 -
2 -
l -
—@— Haes
—@— NaCl
0 A —4A— Mannitol
—&— Dextran
T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7

Tage post Op

Abbildung 23: Quantifizierung des lateralisierten motorischen Defizits (MW =+
SEM), * p < 0,05 Dextran 7 vs. Dextran 1
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17.3 Prehensile traction (Seilhdngeversuch)

Die im Seilhidngeversuch erreichten Zeiten der einzelnen Gruppen unterschieden sich zu
keinem Zeitpunkt signifikant. Sie nahmen im Verlauf der Beobachtung in allen Gruppen
zu; signifikant war diese Zunahme nur in der Kontrollgruppe zum Zeitpunkt 7 Tage und
in der Dextrantherapiegruppe zum Zeitpunkt 3 und 7 Tage, jeweils im Vergleich zur er-

reichten Zeit zum Zeitpunkt 1 Tag nach SAB.

Prehensile traction

60 1 —e— Haes *
—&— NaCl T
—4A— Mannitol
—&— Dextran T
@
= 40 4 % 4
)
N
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o
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«©
T
20 A
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0 1 2 3 4 5 6 7

Tage post Op

Abbildung 24: Seilhangeversuch (MW £ SEM), * p < 0,05 Dextran 7, NaCl 7 vs.
Dextran 1, NaCl 1; % p < 0,05 Dextran 3 vs. Dextran 1
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18. Gewicht

Die dextranbehandelten Tiere hatten am Tag der Induktion der SAB signifikant weniger
Gewicht als die haesbehandelten und die Tiere der Kontrollgruppe. Alle Tiere verloren
nach der SAB an Gewicht; nach ca. ein bis zwei Tagen setzte die Erholung ein, d.h. die
Tiere nahmen wieder an Gewicht zu, wobei diese Zunahme an Gewicht in den Gruppen
der mannitol- und haesbehandelten Tiere sowie in der Kontrollgruppe friiher einsetzte als
in der Gruppe der mit Dextranldsung behandelten Tiere. Am Tag 7 konnte ein signifikant
geringeres Gewicht der Tiere der Dextrantherapiegruppe gegeniiber den Tieren der Man-

nitol- sowie der Haestherapiegruppe festgestellt werden.

Gewicht [g] Haes NaCl Mannitol Dextran

Vor Op 303,9+£9,3 | 314,3£10,1 |291,4+5,8 272,3+17,7*$
Tag 1 272,6+8,7 289,9+10,3 | 264,2+7,9 247,7+8,3$
Tag 3 281,4+8,8 | 281,7£7,6 |288,8+16,9 233,3£10,3*$
Tag 7 304,8+£15,0 | 280,2+14,0 | 315,5+10,3 252,2+9,9*%§

Tabelle 14: Gewichtsentwicklung (MW + SEM) * p < 0,05 Haes vs.
Dextran, $ p < 0,05 Dextran vs. NaCl, § p < 0,05 Mannitol vs. Dextran

-53 -



D. Diskussion

Diskussion der Methoden

1.

Intraluminales Fadenmodell

Fiir die vorliegenden Experimente wurde das Fadenmodell mit Punktion einer intrakra-

(11 (175)

niellen Arterie nach Bederson' ' gewihlt, welches dhnlich auch von Veelken" "’ nahezu

zeitgleich publiziert wurde. Es handelt sich um eine Abwandlung des von Koizumi®”
erstmals beschriebenen Modells zur Induktion einer fokalen Ischdmie bei der Ratte. Mit
dem von Bederson modifizierten Modell ist es moglich, die Ruptur eines Aneurysmas der
Basisarterien des Gehirns unter kontrollierten Bedingungen zu simulieren und die wesent-
lichen pathophysiologischen Mechanismen nach einer akuten SAB - ICP-Anstieg und
CBF-Abfall - addquat abzubilden.

Insgesamt existieren drei Haupttechniken, experimentell eine SAB zu induzieren:

e Punktion einer Arterie mit Austritt von Blut in den Subarachnoidal-
caum (1 1175:174127)
e Chirurgische Darstellung einer Arterie und Verteilung von autologem Blut in der

Umgebung ohne eigentliche Verletzung eines Gefafes’®

e Injektion von Blut in den Subarachnoidalraum, meist in die Cisterna magna®*®”

Der Vorteil der verbreiteten Injektion von Blut in eine basale Zisterne liegt in der gut re-
produzierbaren Menge des Blutes und damit der Himatomgrof3e, der konstanten Lokalisa-
tion und der geringen Letalitit (ca. 25% bei druckgesteuerter Injektion in die basalen Zis-
ternen und nahezu 0% bei volumengesteuerter Injektion) des Modells"*?. Mit diesem
Modell lésst sich gut reproduzierbar ein Vasospasmus im Bereich der A. basilaris induzie-
ren, weswegen es vorwiegend fiir Studien zur Untersuchung des Vasospasmus verwendet

wird 1%

Das Fadenmodell bietet im Gegensatz zur offenen Punktion der Arterien'””® den Vorteil,
dass weder der Schadelknochen noch die Dura verletzt bzw. eréffnet werden miissen.
Nachteile entstehen daraus, dass das Himatomvolumen lediglich anndherungsweise kon-

trolliert werden kann, die Okklusion der A. carotis interna eine Ischdmie induzieren kann
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und dass die hohe posthdmorrhagische Letalitdt von ca. 50%, die der von Patienten mit
schwerer SAB entspricht!”", die Untersuchung von Langzeitfolgen wie Vasospasmus
erschwert. Durch die Auswahl des Fadens, mit dem die Perforation des Gefélles durchge-
fiihrt wird, ist es jedoch méglich das Himatomvolumen einzugrenzen: Schwartz et al.!'*”
verglichen Hamatomvolumina, welche durch Punktion mittels monofilem 3.0 oder 4.0
Faden induziert wurden, mit der Injektionsmethode (0,3 ml Blut in 30 s). Dabei war der
ICP ab 10 min bis 60 min nach SAB in der 4.0 Gruppe hoher als in der Injektions- oder
3.0-Gruppe. Die Grofle der Blutung war in der 3.0-Gruppe vergleichbar mit der der Injek-
tionsgruppe.

Die Gefahr einer fokalen Ischdmie im Mediagebiet ist mit der intraluminalen Fadenme-
thode relativ gering, weil die Okklusionszeit, in der die A. carotis interna mittels Aneu-
rysmaclip verschlossen ist, mit unter 5 min weit von der 30 min Marke entfernt ist, die als
Infarktschwelle genannt wird'*®. Dariiberhinaus verfiigt die Ratte iiber eine schr gute
Kollateralisierung, so dass in den Versuchen mittels LDF nur ein geringer Abfall des
Blutflusses beim Setzen des Clips festgestellt werden konnte und das auch nur tiber kurze
Zeit, innerhalb der sich der lokale CBF noch vor Entfernung des Clips wieder normalisier-
te.

Gegeniiber den ,,offenen* Verfahren, bei denen eine Eroffnung des Schéidels notig ist, be-
sticht das Fadenmodell mit der Intaktheit des kn6chernen Schéidels und somit durch die
Moglichkeit, den entstehenden ICP-Anstieg, CBF-Abfall und das resultierende Hirnddem
mit ihren gegenseitigen Wechselwirkungen ohne den Einfluss einer Drucksenkung durch

Trepanationen untersuchen zu konnen.

Laser-Doppler-Messung der lokalen Hirndurchblutung

Die Messung des lokalen zerebralen Blutflusses mittels Laser-Doppler-Fluxmetrie ist ein
wesentlicher Bestandteil des experimentellen Versuchsaufbaus, welche einerseits die Un-
tersuchung der Therapieauswirkungen auf die lokale zerebrale Durchblutung (rCBF) nach
Induktion der Subarachnoidalblutung ermdéglicht; andererseits konnte so verifiziert wer-
den, ob tatsdchlich eine SAB induziert wurde; dies konnte durch den beidseitigen Abfall
des LDF-Wertes sichergestellt werden**'*".

Die Laser-Doppler-Fluxmetrie, die eine gute Korrelation mit dem lokalen zerebralen Blut-

(154,35,43)

fluss aufweist , erlaubt den Nachweis relativer Anderungen der lokalen zerebralen
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Perfusion kontinuierlich und ohne zeitliche Verzogerung. Nachteil dieser Methode ist,
dass die lokale Mikrozirkulation nur in einem Gewebevolumen von 1 mm? erfasst wird, so
dass eine eine Neupositionierung der Sonden wihrend des Experiments die Messergebnis-
se erheblich verfalschen wiirde. Als Ort der Blutflusskontrolle wurde daher ein konstanter
und représentativer Abschnitt des Mediastromgebiets ausgewidhlt und bei der Positionie-
rung der Sonden darauf geachtet, dass keine groBeren DuragefdBe in der unmittelbaren
Nihe der Sonden verliefen. Die Lokalisation der Sonde wurde so gewdhlt, dass ein relati-
ver Blutfluss von mindestens 250 Fluxeinheiten (max. 1000 AI) gemessen wurde. Verfal-
schungen durch externes Licht, beispielsweise durch die Warmelampe oder die Mikro-
skopbeleuchtung, wurden durch Abdeckung der Sonden mit speziell zurechtgeschnittenen
lichtundurchldssigen Abschirmtiichern verhindert. Wesentlich ist, dass alle Tiere in einem
stereotaktischen Halter und die Sonden in entsprechenden Haltevorrichtungen absolut po-
sitionsstabil plaziert wurden. In Anbetracht dieser Malnahmen konnten bei allen Tieren
valide Messungen ohne gravierende Korrekturmafnahmen erzielt werden — eine detaillier-
te Analyse des Nutzens der Laser-Doppler-Fluxmetrie bei zerebralen Lésionen wurde von

unserer Arbeitsgruppe bereits vor einigen Jahren verdffentlicht'*?.

ICP- Messung

Die angewandte Methode zur Messung des intraparenchymatdsen Hirndrucks wird zum
Monitoring beim Menschen eingesetzt. Der Implantationsort war so gewahlt, dass die ge-
ringen Schiden, die die Intraparenchymsonde im Gehirn verursachte, nicht in den in his-
tologisch ausgezdhlten Regionen lagen und diese Analyse beeinflussten. Vorteil gegen-
tiber Messmethoden mit Implantation von Kathetern mit angeschlossenen Druckaufneh-

(119 ynd den damit verbundenen Problemen hinsichtlich Li-

mern in der Cisterna magna
quorverlust und dem Umstand einer infratentoriellen Hirndruckmessung ist die einfache
Handhabung und die Robustheit dieser Sonde und Messmethode. Mit diesem Aufbau war
es moglich, zusitzlich zum CBF-Abfall, den Zeitpunkt der SAB durch ICP-Anstieg zu

kontrollieren und den Druckverlauf nach Therapieinfusion kontinuierlich zu verfolgen.

- 56 -



4. Blutdruck-, Blutgas, und Serumkontrollmessungen

Alle Versuche wurden unter kombinierter Halothan- und Lachgasnarkose durchgefiihrt.
Lachgas (N,O) wirkt vasodilatatorisch, Halothan erhoht ebenfalls den CBF und beein-
flusst die zerebrale Autoregulation®. Eine lingerdauernde Halothannarkose mit Kon-
zentrationen ab 2% verringert den Blutdruck und kann einen reduzierenden Effekt auf das
Hirnédem nach fokaler zerebraler Ischimie durch Verminderung der postischdmischen
Hyperimie haben?. Als Konsequenz wurden wihrend der Versuche der arterielle Blut-
druck kontinuierlich kontrolliert und aufgezeichnet und die Narkose mit einer Halothan-
konzentration von 0,8% unterhalten"®”.

Durch die regelmédBige Kontrolle der Blutgase war es moglich, z.B. insuffiziente Beat-
mung zu erkennen und die Beatmungsparameter der metabolischen Situation der Tiere
anzupassen, um konstante Versuchsbedingungen zu ermoglichen.

Daneben wurde die Glukosekonzentration bestimmt und durch generelle Niichternheit der
Tiere zu Versuchsbeginn konstant gehalten, da bekannt ist, dass eine erhohte Blutglucose-
konzentration bei zerebraler Ischdmie eine VergroBerung des Infarktgebietes durch einen
vermehrten Anfall von Laktat und damit der lokalen Azidose mit wiederum einer konse-
kutiv erhdhten Konzentration freier Radikale zur Folge haben kann“”. Die Ergebnisse
zeigen, dass es bis auf den 62 min — Wert in der Dextrangruppe gelungen ist, die Blut-
glukosekonzentration konstant zu halten. Da die Laktatwerte der verschiedenen Gruppen
nicht signifikant voneinander differerieren, ist es unwahrscheinlich, dass die Ergebnisse
der Versuche durch diesen nur zu einem Messzeitpunkt bestehenden Unterschied der Glu-
kosekonzentration nennenswert beeinflusst wurden, besonders, da der Unterschied der
Glukosekonzentration zur Kontrollgruppe nicht signifikant ist.

Daneben wurde die Elektrolytkonzentration und Osmolaritét ebenfalls in regelméfBigen

Abstinden kontrolliert, um die Auswirkungen der Therapieldsungen erkennen zu kénnen.

5. Neuroscore

Um die neuroprotektiven Wirkungen der Substanzen nicht nur anhand der morphologi-
schen Verdnderungen beurteilen zu konnen, wurde die neurologische Erholung der Tiere
an den Tagen 1, 3 und 7 nach Operation gepriift. Die Tage der Erhebung wurden nach Er-

fahrungen aus Vorversuchen gewdhlt, die zeigten, dass die Tiere bei zu hiufiger Erhebung
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des Neuroscores nicht mehr die volle Leistung entfalteten und eine virtuelle sekundire
Verschlechterung des Scores eintrat. Dabei kamen zwei Testreihen zum Einsatz, ein die
wesentlichen neurologischen Qualitidten umfassender (,,allgemeiner Neuroscore) und ein
Test, der speziell kortikale Funktionen im Perfusionsbereich der A. cerebri media bewer-
tet.

Der allgemeine Test ist einem Score nachempfunden, der urspriinglich fiir die Unter-
suchung von Ratten nach Herzstillstand mit resultierender globaler Mangeldurchblutung
des Gehirns entwickelt wurde””. Dabei wurden vegetative und héhere kognitive Funktio-
nen getestet. Der angewandte Score zeichnet sich durch seine einfache Erhebung und die
klare Unterscheidbarkeit der Kriterien aus, so dass die Moglichkeiten der unbewussten

Manipulation durch den Untersucher minimiert wurden.

Der spezielle Test zur Quantifizierung des lateralisierten, auf einer fokalen Lasion beru-

henden Defizits wurde urspriinglich von Bederson''?

zur Evaluation der neurologischen
Schiadigung bei Ratten nach Okklusion der A. cerebri media entwickelt; dabei korreliert
die GroBe des Infarktes mit dem neurologischen Defizit des Tieres!'*'*®. In einer Vorstu-
die konnte gezeigt werden, dass das hier verwendete Modell der SAB zu einer Betonung
des fokalen motorischen Defizits auf der Seite der Blutung fiihrt, weswegen eine Evalua-

tion desselben sinnvoll erschien; Dieser Score wurde von mehreren Arbeitsgruppen tiber-

arbeitet und erginzt!'**'"" und wurde in der in Teil B beschriebenen Version eingesetzt.

Quantitative Histologische Auswertung

Die Anzahl intakter Neurone wurde im Hippokampus, Kaudoputamen, Motorkortex und
Kleinhirn jeweils beidseits bestimmt. Die Hirnschnitte wurden mittels Hirnatlas den ein-
zelnen Lokalisationen zugeordnet und die vitalen Zellen nach etablierten und standardi-
sierten morphologischen Kriterien ausgezahlt®*!%*).

Durch konsequente Verblindung der Proben wurde eine Beeinflussung des Ergebnisses

durch den auswertenden Studienteilnehmer vermieden.
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Diskussion der Ergebnisse

1. Blutgase, pH-Wert, Laktat und Basentberschuss

Durch die kontrollierte mechanische Beatmung der Tiere konnten konstante Versuchsbe-
dingungen geschaffen werden; damit ist sie der hiufig in Tierexperimenten verwendeten
Spontanatmung ﬁberlegen(lgs). Die arteriellen Blutgase konnten in allen Versuchen in
physiologischen Grenzen gehalten werden. Es kam in allen Gruppen im Verlauf des Ver-
suches zu einem leichten pCO,-Anstieg und pO,-Abfall, so dass diese Entwicklung wahr-
scheinlicher auf eine generell sich entwickelnde diskrete Gasaustauschstdrung in Folge
der prolongierten Versuchsdauer zuriickzufiihren sein diirfte, als auf die Wirkungen ein-
zelner Therapieldsungen.

Der pH-Wert sank in allen Gruppen im Versuchsverlauf, in der Dextrantherapiegruppe am
starksten und signifikant gegentiber der Kontrollgruppe. Die pH-Abnahme kénnte zum ei-
nen auf die Blutung und die im Ischimiegebiet entstehenden sauren Metabolite (v.a. Lak-
tat) zurlickzufithren sein, zum anderen wurden in den Therapiegruppen, v.a. in der mit
Dextranlosung behandelten Gruppe durch die Losungen selbst saure Valenzen zugefiihrt,
vgl. pH-Werte der Losungen (Rescue Flow™™: 5,42; HyperHAES®: 5,60; Mannitol: 6,34).
Der Laktatwert war zu allen Zeitpunkten in allen Gruppen innerhalb physiologischer
Grenzen und nahm in allen Gruppen zum Ende des Versuches hin ab, so dass die sich
entwickelnde diskrete Azidose am ehesten auf die applizierten Losungen zuriickzufiihren
ist.

Der Verlauf des ,base excess™ stiitzt die These der sauren Losungen. Dieser entwickelte
sich in allen Gruppen nach Infusion der Therapielosungen hin zu stirker negativen Wer-
ten und erholte sich bis Ende der Versuche wieder auf Ausgangsniveau. Ausnahme war

die Dextrangruppe, in der die sauerste Losung infundiert wurde.

2. Glukose

Nach Kannel et al.”> und Pulsinelli et al."*" wird beim ischimischen Schlaganfall das
Ausmal} des Infarkts sowie die resultierende funktionelle Beeintrachtigung durch Hy-

perglykdmie erheblich aggraviert. Im Rahmen des durchgefiihrten engmaschigen Gluko-
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semonitorings ergaben sich bis auf einen Zeitpunkt (62 min: Glukosewerte Dextranthera-
piegruppe hoher als die der Mannitol- und Haestherapiegruppe) keine signifikanten Un-
terschiede zwischen den Gruppen. Die gemessenen Werte bewegten sich deutlich unter-
halb der Werte hyperglykdmischer Tiere in der Arbeit von Duverger et al.(40), so dass ei-
ne Beeinflussung der funktionellen und histologischen Ergebnisse unwahrscheinlich er-

scheint.

Elektrolyte

Wie zu erwarten, stieg der Na'- Wert in der Gruppe der dextran- und haesbehandelten
Tiere nach Infusion der 7,5% bzw. 7,2% NaCl-Losung stark (bis auf Werte um 150
mmol/l) an, ging im weiteren zwar etwas zuriick, blieb aber immer signifikant hoher als
der Na'- Wert in der Kontroll- und Mannitoltherapiegruppe. Der Abfall des Na'- Gehaltes
in der Mannitoltherapiegruppe wurde bereits anderweitig bei Tieren” und Men-
schen!!9349) beobachtet, und wahrscheinlich auf den diuretischen Effekt des Mannitols zu-
riickzufiihren.

Die Chloridwerte verhielten sich entsprechend: Nach einem infusionsbedingten Anstieg in
den hypertonen NaCl-Gruppen fiel der Wert zum Ende hin wieder ab. Ein Abfall zeigte
sich auch in der Mannitoltherapiegruppe, der Wert stabilisierte sich gegen Ende wieder
knapp unter Ausgangsniveau. Die Werte in der Kontrollgruppe blieben konstant.

Die Kaliumwerte blieben aufler bei den mit Mannitol behandelten Tiere relativ konstant.
Diese stiegen dort im Verlauf an, waren aber nur am Ende des Versuches signifikant ho-
her als der Ausgangswert. Die Beobachtung, dass die Serumkaliumkonzentration nach
Gabe von Mannitol ansteigt, steht im Einklang mit anderen Studien!'*>'%116:136)

Jedoch existieren auch gegenteilige Ergebnisse, d.h. es kam nach Mannitolinfusion zu ei-
ner Senkung der Kaliumkonzentration®”. In den oben angefiihrten Studien wurden zwar
unterschiedliche und im Vergleich zur vorliegenden Studie niedrigere Dosierungen ver-
wendet, auBerdem stammen die Messungen von unterschiedlichen Zeitpunkten nach der
Mannitolgabe, es ist aber erkennbar, dass mit hoheren Dosen Mannitol eher eine Erho-
hung des Kaliumwertes einhergeht. Die Griinde liegen in einer Verdiinnung des Plasma-

bicarbonates®”

und damit einer Azidose mit resultierender Bewegung von Kalium aus
den Zellen nach extrazelluldr entlang des osmotischen Gradienten, bzw. einer direkten

Wirkung auf Erythrozyten!””. Eine durch Natriurese entstehende Hyperkalidmie steht e-
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benfalls zur Debatte. Die Annahme, dass die durch Verdiinnung des Bicarbonates entstan-
dene Azidose mit konsekutivem Austausch von K™ gegen H -Ionen an den Zellmembra-
nen als alleiniger Grund fiir die gestiegenen Kaliumwerte in Frage kommt, wird jedoch
durch die auch in der Dextran- und Haestherapiegruppe vorhandene Azidose ohne gleich-
zeitigen Kaliumanstieg relativiert. Weitere potentielle Mechanismen wie Hamolyse oder

Expansionsazidose werden von Manninen %

als unwahrscheinlich dargestellt, so dass
der Mechanismus nicht umfassend geklért ist, eine eventuelle renale Genese aber auch

nicht ausgeschlossen werden kann.

. Osmolaritat

In allen Gruppen, auBler der Kontrollgruppe, konnte ein signifikanter Anstieg der Osmola-
ritdt sowohl gegeniiber der Kontrollgruppe als auch gegeniiber dem Ausgangswert vor
Blutung und Therapie beobachtet werden. Diese Osmolarititssteigerung war in der
Dextrantherapiegruppe am gréfiten und hielt am langsten an. Nur in dieser Gruppe war
die Osmolaritit 90 min nach Induktion der SAB (entspricht 60 min nach Beginn der The-
rapie) noch signifikant gegeniiber dem Ausgangswert erhoht. Diese langerdauernde Wir-
kung konnte abhingig von der Art der osmotisch wirksamen Teilchen sein, denn andern-
falls hitte die Mannitollosung ebenfalls bis 60 min nach Therapiebeginn eine signifikant
hohere Osmolaritit als die physiologische NaCl-Losung bewirken miissen, da in allen drei
Verumgruppen eine vergleichbare Menge an osmotisch wirksamen Teilchen zugefiihrt
wurde. Einen Trend zur sukzessiven Normalisierung der Osmolaritdt in der Manni-
tolgruppe konnten auch Berger et al."> ausmachen. Hinweise auf eine prolongierte Osmo-
laritdtserhohung durch hypertone NaCl-Losungen ergeben sich auch in der Arbeit von Vi-
alet et al."’®; hier fithrte die Applikation von hypertoner NaCl-Losung auch nach vier
Stunden zu einer signifikant erhhten Osmolaritit gegeniiber der Gruppe, die mit 20%

1.9 stellten nach Infusion von 7,5% NaCl eben-

Mannitol behandelt wurde; Freshman et a
falls eine signifikant hohere Osmolaritit als nach Gabe von 20% Mannitollosung.
Als Grund hierfiir konnte eine schnellere renale Elimination des zugefiihrten Mannitols

als der zugefiihrten Na" CI" -lonen verantwortlich sein.
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5. Hamoglobin und Hamatokrit

Da sich die Gruppen in beiden Parametern vor der Blutung bzw. Therapie unterschieden,
sind Aussagen iiber Unterschiede zwischen den Gruppen nicht oder nur eingeschrénkt
moglich; trotzdem kann man die Entwicklung innerhalb der Gruppen in Bezug zum Aus-
gangswert beurteilen. In der Dextrantherapie-, der Haestherapie-, und auch der Kontroll-
gruppe war der Hb-Wert 60 min nach Infusion signifikant niedriger als der Ausgangswert.
Beim Hamatokrit zeigt sich das gleiche Bild: Auch hier sind die Werte in den genannten
drei Gruppen signifikant niedriger als die Ausgangswerte. Diese Beobachtungen sprechen
fiir eine durch die Therapieldsungen induzierte Himodilution. Tseng et al."”” machten bei
Patienten mit erlittener SAB nach Applikation hypertoner Kochsalzlosung dieselbe Beo-
bachtung, der Himoglobinwert und der Himatokritwert nahmen nach Infusion der Losung
ab.

In der mannitoltherapierten Gruppe bestand kein signifikanter Unterschied zwischen Hb-
und Hamatokritwert vor und nach Therapie. Dies konnte daran liegen, dass der hdmodilu-

ierende Effekt durch eine mannitolvermittelte vermehrte Diurese ausgeglichen wird. Ahn-

(15) (118)

liche Beobachtungen machten Berger et al."> und Muizelaar et al." "~ sowie Freshman et
al.*); der nach 60 Minuten gemessene Hamatokrit lag auf dem Niveau des vor Therapie
gemessenen Wertes bzw. sogar noch hoher.

Uber die Hintergriinde der - wenn auch geringgradigen Unterschiede - im initialen Hé-
moglobingehalt, bzw. Hadmatokrit kann nur spekuliert werden. Da alle Tiere das identi-
sche Futter, unbegrenzten Zugang zu Wasser hatten und denselben klimatischen Bedin-
gungen ausgesetzt waren, ist eine Beeinflussung durch diese Parameter ausgeschlossen.
Eine intraoperative Uberhitzung mit nachfolgendem Wasserverlust hétte durch Tempera-
turunterschiede auffallen miissen. Die operative Behandlung der Tiere war streng standar-
disiert, so dass eine aus dem experimentellen Setup resultierende Differenz unwahrschein-

lich erscheint.

6. Erythrozytenparameter MCH, MCHC, MCV

Diese Werte sollten Aufschluss geben iiber die Frage, ob durch die applizierten hyperto-
nen Losungen wesentliche Eigenschaften der Eythrozyten beeinflusst werden®. Zu kei-

nem Zeitpunkt traten signifikante Gruppenunterschiede auf. Im Vergleich zwischen An-
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fangs- und Endwert innerhalb der Gruppen ergaben sich lediglich bet MCH- und MCHC-
Werten signifikante Unterschiede. Bei einer Schrumpfung der Erythrozyten wére eine
Verkleinerung des MCV zu erwarten gewesen, welche jedoch nicht nachgewiesen werden
konnte. Ein Grund dafiir kdnnte sein, dass die Bestimmung der Parameter 60 min nach In-
fusion zu spit war, als dass noch Effekte der hypertonen Losungen auf die Erythrozyten
festgestellt hitten werden kénnen. Mazzoni et al.'® schildern den zeitlichen Verlauf der
Wasserbewegungen wihrend der Infusion von 7,5% NaCl- 6% Dextran 70 nach hi-
morrhagischem Schock bei Hasen; dabei gehen sie davon aus, dass die initialen Volu-
menverluste der Endothelien und Erythrozyten zumindest teilweise wieder kompensiert
werden, wobei diese Kompensation bereits nach Minuten beginnt, was wiederum die nicht
(mehr) detektierbaren Verdnderungen der Erythrozytenvolumina erkldren wiirde. Die ver-
anderten MCHC- und MCH-Werte spiegeln dagegen die in Folge der hypertonen Losun-

gen induzierte Himodilution wieder.

Lokaler zerebraler Blutfluss

In allen Gruppen kam es nach Induktion der SAB zu einem signifikanten beidseitigen Ab-
fall des lokalen zerebralen Blutflusses wie von Schmid-Elsaesser et al."*" und Bederson
et al."" als Beweis fiir eine SAB festgestellt, auf ca. 40% des Ausgangswertes kontralate-
ral und 20% des Ausgangswertes ipsilateral zur Blutung. Bis 30 min nach der Blutung,
dem Beginn der Infusion, erholte sich der CBF wieder, blieb aber weiterhin mit ca. 70%
unter den Ausgangswerten vor der Blutung. Dieser Riickgang hingt mit dem ICP-Verlauf
zusammen, der im gleichen Zeitrahmen von seinem Spitzenwert langsam abfillt und so zu
einem erhohten CPP und zur besseren Perfusion fiihrt. In den Versuchen von Alkan et
al. " in denen der CBF bis 60 min nach SAB untersucht wurde, erreichte der ebenfalls
mittels LDF gemessene CBF in gleicher Weise die Ausgangswerte nicht wieder (ohne

109 1.67

Therapie). Kaderet a und Jackowski et a

bzw. 2 Tage nach SAB. Am Menschen sind Messungen des CBF léngere Zeit nach SAB
112

ermittelten einen erniedrigten CBF bis 14
von Meyer et a und Matsuda et al.""” durchgefiihrt worden; dabei zeigte sich der
CBF bis zu 1 Jahr vermindert, vor allem bei dlteren Patienten und bei Patienten mit
schlechterem Outcome. Es zeigte sich eine Korrelation zwischen CBF und dem erreichten

Outcome.
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Auf der zur Blutung kontralateralen Seite ergab sich in der vorliegenden Studie bei keiner
Therapiegruppe ein Effekt hinsichtlich des lokalen CBF. Rechts, d.h. ipsilateral zur Blu-
tung, bestanden zwar ebenfalls keine Gruppenunterschiede bzw. im Vergleich zur Kon-
trolle, allerdings fand sich ein signifikanter Anstieg des LDF im Vergleich zum letzten
gemessenen Wert vor Beginn der Therapie in der Dextrantherapiegruppe. Die von ande-
ren Gruppen beobachteten steigernden Effekte von Mannitol auf den CBF konnten nicht
nachvollzogen werden; so beschrieben Muizelaar et al.''” eine CBF-Steigerung von mehr
als 15% bei Patienten mit defekter Autoregulation. Jafar et al.®® sahen ebenfalls in einer
klinischen Studie von Patienten mit zerebraler Lasion, davon 16 Patienten mit stattgehab-
ter SAB, eine CBF-Steigerung, allerdings bei kontinuierlicher Mannitolinfusion; Kirk-
patrick und Mitarbeiter® berichten nach Infusion von 20% Mannitollésung innerhalb
von 20 min von einer Steigerung des CBF um 14 % verbunden mit einer Senkung des ze-
rebralen GefédBwiderstandes bei Patienten nach SHT verschiedener Atiologie. Bei mit
Mannitol vorbehandelten Ratten konnten Shirane et al. nach 30 min Okklusion der A. ca-
rotis communis eine CBF-Steigerung um bis zu 300% im Vergleich zu den nicht-
ischimischen Kontrolltieren feststellen'’*”. Da unterstellt werden kann, dass nach SAB

O7:135 yund Muizelaar et al."'” bei Patienten mit gestorter Au-

die Autoregulation gestort ist
toregulation eine CBF-Steigerung gefunden haben (s.0.), wére auch in den vorliegenden
Versuchen eine Steigerung zu erwarten gewesen. Kempski et al.*? sahen nach globaler
Ischdmie bei Hasen eine schnellere Restitution des CBF nach Therapie mit hypertoner
Kochsalzlésung und Haes als mit Haes alleine, Waschke et al."*” nach hypovoldmischem
Schock eine CBF-Steigerung in beiden Therapiegruppen (hypertone Kochsalzlosung mit
Haes und Haes alleine) vs. Kontrolle. Kiirzlich berichteten Tseng et al."’® nach Anwen-
dung von 23,5% hypertoner Kochsalzlosung von steigendem CBF bei Patienten mit
schwerer SAB (WFNS Grad 4-5).

Die Griinde fiir den fehlenden, bzw. nur maBigen und kurzzeitigen CBF-Anstieg in ledig-
lich einer Therapiegruppe (7,5% NaCl/Dextran) bleiben unklar. Es kann allerdings nicht
ausgeschlossen werden, dass es in Anbetracht des punktuellen Messvolumens in angren-

zenden Hirnarealen zu einer nicht erfassten Steigerung des lokalen zerebralen Blutflusses

nach Infusion von Mannitol-, Dextran-, oder Haeslésung gekommen ist.
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8.

Intrakranieller Druck

Wesentliche Griinde fiir den pldtzlichen Anstieg des intrakraniellen Drucks nach SAB

sind die raumfordernde Wirkung des Himatoms und eine akute Vasoparalyse. Daraus re-

sultiert ein Anstieg des intrakraniellen Blutvolumens®®

(24,71)

und die schnelle Entwicklung ei-
nes Hirnddems als Ergebnis des Zusammenbruchs der zerebralen Autoregulati-
on®*"* und der Blut-Hirn-Schranke"***. Claassen et al.* zeigten, dass das globale
Hirnédem einen unabhingigen Risikofaktor filir Sterblichkeit und schlechtes neurologi-
sches Outcome darstellt. In neuropathologischen Studien wiesen Neil-Dwyer et al. in 34
von 54 kurz nach SAB verstorbenen Patienten ein diffuses Hirnddem mit geschwollenen

Neuronen und Endothelzellen nach'??,

Die Infusion von hypertoner Kochsalzlosung mit Zusatz von Dextran oder Haes fiihrte
ebenso wie Mannitol zu einer sofortigen und nachhaltigen Senkung des ICP nach SAB,
wihrend in den mit physiologischer Kochsalzlosung behandelten Tieren der ICP nach
SAB weitgehend unveridndert bis zum Ende der Beobachtung in einem pathologischen
Bereich verharrte. Zwischen den Therapiegruppen bestanden tempordre Unterschiede, die
darauf hindeuteten, dass Mannitol in der zweiten Hailfte der Messperiode den ICP noch
starker zu senken imstande war als die hypertonen Kochsalzldsungen, deren Wirksamkeit
sich nach 30 Minuten bereits abzuschwéchen schien. Dies konnte darin begriindet sein,
dass zu spéteren Zeitpunkten ein Teil des durch die hypertone Kochsalzlésung aufgebau-
ten Gradienten abgebaut war und sich nur mehr die Wirkung der hyperonkotischen Kom-
ponente zeigte. Diese These wird u.a. von den Ergebnissen der Vorversuche gestiitzt, wo
nur das hypertone Kochsalz/ Dextran-Gemisch bis zum Schluss nach Gabe der Losung
signifikant erniedrigte ICP-Werte erbrachte, nicht jedoch die 7,5%- NaCl- Losung. Berger
et al''” machten bei einem Therapievergleich von SVR vs. Mannitol nach experimentel-
lem traumatischen Hirnschaden ebenfalls die Beobachtung, dass der Effekt von Mannitol
nach einmaliger Gabe ldnger anhielt, bei wiederholter Gabe aber kein Wirkungsdauerun-
terschied zwischen Mannitol und 7,5% NaCl/ Dextranlosung mehr zu finden war. Jiingst
veroffentlichten Vialet et al.'’®

vitdt von Mannitol und 7,5% NaCl (je 2ml/kg KG) den ICP bei Patienten mit Schédel-

eine prospektive, randomisierte Studie, in der die Effekti-

Hirn- Trauma zu senken, untersucht wurde. Darin war die hypertone NaCl- Lésung Man-
nitol in den Bereichen Ausmall und Dauer der ICP-Senkung, sowie Behandlungserfolg

iiberlegen.
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Dartiber hinaus belegten in der jiingeren Vergangenheit mehrere Studien und Fallbe-
schreibungen den Nutzen hypertoner Kochsalzlosungen hinsichtlich einer ICP-Senkung
bei Patienten (teilweise nach SAB), die auf Mannitol und Barbiturate nicht mehr ange-

sprochen hatten! %%,

Mittlerer Arterieller Druck

Der Verlauf der Blutdruckkurven war in allen Gruppen bis zur Therapie, wenn auch auf
unterschiedlichen Druckniveaus, gleich; nach kurzem Einbruch kam es zu einer Steige-
rung des Druckes iiber die Ausgangswerte hinaus (Cushing-Reflex)"'**¥). Diese Regulati-
onsmafnahme soll eine suffiziente Durchblutung des Gehirnes auch bei erhohtem ICP si-
cherstellen. Zu Beginn der Therapie kam es vor allem in den hypertonen NaCl-Gruppen
zu einem Blutdruckeinbruch, der aber nicht auf eine Anaphylaxie, sondern auf eine durch
den Osmolarititsgradienten bedingte Vasodilatation zuriickzufiihren sein diirfte. Dieses

L&Y

Phinomen ist auch von Kien et a und Cote et al.?® beschrieben und wird mit einer

Verminderung des peripheren Stromungswiderstandes in Gefdflen v.a. der Skelettmus-

keln, bzw. einer Freisetzung des Vasodilatators Stickstoffmonoxid (NO) erklart®?.

Im Anschluss an diesen kurzen Abfall erholte sich der Blutdruck in allen Therapiegrup-
pen; jetzt wurde auch der volumenrestituierende Effekt der hypertonen Losungen mit ei-
ner signifikanten Blutdrucksteigerung eindriicklich, am stirksten in der Haesthera-
piegruppe, wo sich der Blutdruck bis auf 120% des Wertes vor Blutung steigerte. In der
Mannitolgruppe war ein solcher Effekt nicht zu erkennen. Die Dextraninfusion steigerte
den Druck immerhin auf 110%. Gegen Ende fiel der MAP bei allen Gruppen ab, was am
ehesten der zunehmenden Elimination der osmotischen Komponenten oder - beim Manni-
tol - der verstirkten Diurese zuzuschreiben ist. Der blutdrucksteigernde Effekt von SVR

(173,172,108)

ist v.a. bei Patienten mit Schock gut untersucht , aber auch in Tierversuchen mit

und ohne Lision am Gehirn nachgewiesen®**%-1>4¢-17)
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10.

11.

Zerebraler Perfusionsdruck

Der CPP fiel in allen Gruppen nach SAB auf Werte unter 20 mmHg ab, um sich dann zu
erholen und bis zum Zeitpunkt der Therapie auf ca. 60 mmHg bzw. 80 mmHg zu stabili-
sieren. Die Therapie fiihrte nur in der Dextrantherapiegruppe und kurzzeitig in der
Haestherapiegruppe zu einer signifikanten Steigerung in Bezug zum letzten Wert vor The-
rapie als Referenzwert. Diese Verbesserung der zerebralen Perfusion stellt moglicherwei-
se einen wesentlichen Grund fiir die deutlich reduzierte Letalitit und den zerebroprotekti-
ven Effekt der 7,5% NaCl/Dextranlosung im Hinblick auf die signifikant erh6hte Anzahl
erhaltener Neuronen dar. Durch die signifikanten Unterschiede im MAP ist die Unter-
scheidung, ob der Anstieg des CPP in der Dextrantherapiegruppe auf die Infusion der Lo-
sung oder auf den bereits vorher hoheren MAP zurilickzufiihren ist, erschwert. Ein CPP-
steigernder Effekt hypertoner NaCl-Lésungen konnte in den Studien von Tseng et al.!’” |
Hirtl et al.®”, Horn et al.” | Berger et al.'® nachgewiesen, sowohl fiir reine hypertone

NaCl, als auch fiir Kombination mit Haes oder Dextran.

Temperatur

Aus experimentellen Studien ist bekannt, dass die Reduktion der Kdrpertemperatur, be-
reits um wenige Grade, eine ausgepriigte neuroprotektive Wirkung entfaltet?"'*>!*9, Deg-
halb war es notwendig, die Korper- und besonders die Kopftemperatur wiahrend Narkose
und Priparation in engen Grenzen zu halten. Die Ergebnisse zeigen, dass der Regelkreis
aus Messsonde und Heizmatte bzw. Heizlampe stabile physiologische Werte gewéhrleis-
ten konnte. Zu keinem Zeitpunkt unterschieden sich die drei Therapiegruppen. In weiteren
Studien"®*” wurde gezeigt, dass auch in der postoperativen Phase, d.h. nach dem Auf-
wachen, die Korpertemperatur einen Einfluss auf den neurologischen Schaden hat. Da alle
Tiere nach der Narkose unter gleichen Bedingungen im klimatisierten (Raumtemperatur
etwa 20°C und relative Luftfeuchtigkeit um 65%) Tierstall unter identischen Bedingungen
gehalten wurden, ist dahingehend keine selektive Protektion einer Therapiegruppe zu er-

warten.
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12.

13.

Blutgase

Die Kontrolle der zerebralen Durchblutung iiber die Vasomotorik wird maBgeblich von
der Konzentration von Sauerstoff und Kohlendioxid im Blut beeinflusst. Im Sinne der Au-
toregulation der Durchblutung des Gehirns fiihrt 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 wurden vor SAB-
Induktion optimale Blutgase angestrebt und durch zweimalige Blutgaskontrollen verifi-
ziert. Im Verlauf der Versuche wurden die Beatmungsparameter den wiederholt gemesse-
nen Blutgasen angepasst, um diese Parameter konstant zu halten. Dadurch kam es zu kei-
nen Unterschieden zwischen den Gruppen, die die Aussagekraft der iibrigen Ergebnisse

beeinflussen konnten.

Letalitat

Obwohl die Unterschiede zwischen den Gruppen keine statistische Signifikanz erreichten,
kann man, in Anbetracht von p-Werten < 0,189 bzw. < 0,168, von einem statistischen
Trend zugunsten der Therapie mit NaCl/ Dextran sprechen, so dass sich Hinweise auf eine
Senkung der Friihletalitit durch die 7,5% NaCl-Dextran-Losung ergeben. Auffallend ist,
dass in der NaCl/Dextrangruppe 3/15 Tieren nach dem 4. postoperativen Tag starben. In
den anderen Gruppen verstarb nur ein einziges Tier nach diesem Zeitpunkt. Ein Grund fiir
diese Spatletalitdt konnte ein posthdmorrhagischer Vasospasmus sein, induziert durch das
persistierende subarachnoidale Himatom. Delgado et al. stellten bei experimenteller SAB
der Ratte fest, dass der Vasospasmus biphasisch auftritt, ca. 10 min nach Blutung und er-
neut am 2. bis 5. Tag®?; Rasmussen et al. hingegen zeigten, dass auch die Autoregulation
mindestens bis zum 5. Tag gestort ist und wahrscheinlich auch linger*”. Kader et al.
machten die Entdeckung, dass der CBF bei Ratten nach SAB noch bis 14 d nach der Blu-
tung erniedrigt ist, und das in einem Modell, in dem der ICP nur um 2,3 mmHg iiber dem
Ausgangswert lag.

Insofern erscheint die Hypothese eines kausalen Vasospasmus als Ursache der spiten Le-
talitdit moglich und manifestiert sich wegen der groferen Anzahl der lange {iberlebenden

Tiere verstirkt in der Dextrantherapiegruppe.
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Das schlechte Abschneiden von Mannitol und Haes mag erstaunen, jedoch bestanden
auch in fritheren Studien bereits Hinweise, dass durch Mannitol das Hirnédem nach SAB
aggraviert werden konnte. Eine Studie mit Haes nach Schlaganfall musste sogar abgebro-

(196) " weil die Patienten mit Haes-Hamodilution sich in Bezug auf ihre neuro-

chen werden
logische Erholung im Vergleich zur Kontrollgruppe verschlechterten.

In weiteren Versuchen wurden Unterschiede zwischen Haes- und Dextranldosungen in Be-
zug auf thre Wirkungen auf Leukozyten-Endothelinteraktionen untersucht. Dabei konnte
gezeigt werden, dass nur eine 6% Dextran 60-Losung, nicht aber eine 6% Haes 200.000-
Losung in der Riickenhautkammer beim Hamster die Leukozyten- Endothelinteraktionen
wirkungsvoll hemmen kann'''”. Eine solche Leukozyten-Endothelinteraktionshemmung
konnte den sekundédren Hirnschaden verringern, einerseits durch die verringerte Ausbil-
dung von sog. No-reflow-Phdnomenen, d.h. Verstopfung von Kapillaren durch adhirente
Leukozyten, andererseits durch Hemmung der Freisetzung von Sauerstoffradikalen aus
adhédrenten Leukozyten. Diese genannten Effekte konnten durch eine Umkleidung der
Leukozyten und/oder der endothelialen Zelloberfliche mit Dextranmolekiilen bedingt
sein. Fiir Haes fehlen Hinweise auf entsprechende Eigenschaften(llo’7).

Im Hinblick auf die Beeinflussung der Rheologie des Blutes durch Haes- oder Dextranlo-
sungen konnten ebenfalls Unterschiede detektiert werden; dabei induzierten Dextranlo-
sungen eine stirkere Verminderung der Erythrozytenaggregation, eine groBere Verringe-
rung der Blutviskositit”), sowie eine verringerte arteriovendse Sauerstoffdifferenz'>® ver-
glichen mit Haeslosungen.

Auch fiir Mannitol sind senkende Wirkungen auf die Viskositidt des Blutes bekannt, so er-
hoht Mannitol die Verformbarkeit der Erythrozyten, was zur Senkung der Viskositdt und
somit zur Verbesserung der Perfusion der Gewebe fiihrt''”. Man vermutet, dass Mannitol
neben der osmotischen Wirkung v.a. iiber eine Hédmatokritsenkung, aber auch iiber die
0.g. Verdnderung der Erythrozytenverformbarkeit und {iber eine Reduktion des Erythrozy-
tenvolumens zu einer Senkung der Blutviskositdt fiihrt. Diese wiederum bedingt eine er-
hohte Durchblutung des Gehirns, worauf die Gefdfle autoregulatorisch mit einer Vaso-
konstriktion reagieren. Es resultiert eine Reduktion des CBF durch Reduktion des zerebra-
len Blutvolumens und dadurch ebenso eine ICP- Senkung!"*''®. Voraussetzung dieser
Mechanismen ist allerdings eine intakte Autoregulation. Diese positiven Wirkungen von
Mannitol kdnnten aber durch eine evtl. Aggravierung des Hirnddems s.o. und einer etwai-

(15)

gen Wirkung auf der ipsilateralen Seite' ~’, also der ohnehin schon geschédigten, konter-

kariert werden, was das schlechtere Outcome dieser Therapiegruppe erkliaren konnte.
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Zusammenfassend diirfte die durch die Dextrankomponente verbesserte Rheologie zu-
sammen mit der verminderten Leukozyten-Endothelinteraktion und dem verbesserten
CBF am chesten fiir die verringerte Sterblichkeit in der Dextrantherapiegruppe verant-
wortlich sein und letztlich auch die besseren Ergebnisse in der Histomorphometrie erkla-

ren.

14. Quantitative Histologie

Die untersuchten Hirnschnitte zeigten Unterschiede zwischen den Gruppen im Kaudopu-
tamen links, dem Motorkortex beidseits, der motorischen Region M2 links und M2 rechts.
Da keine wesentlichen Unterschiede hinsichtlich der Ausmal3 und Lokalisation des suba-
rachnoidalen Himatoms beobachtet wurden und auch ICP-, sowie CBF-Verlauf vor Ap-
plikation der Therapie keine signifikanten Unterschiede aufwiesen, die fiir ein unter-
schiedliches Ausmaf3 der Blutung sprechen wiirden, kann davon ausgegangen werden,
dass die beobachteten morphologischen Unterschiede zwischen den Gruppen therapiebe-
dingt sind. Mdégliche zu Grunde liegende Mechanismen sind die therapieinduzierte CPP-
Erhohung und ICP-Senkung. Ein weiterer Effekt der Neuroprotektion konnte die durch
den Wasserentzug durch SVR entstehende Reduktion des Hirnddems sein. Berger et al.'”
konnten eine Odemreduktion durch hypertone NaCl/Dextranldsung nachweisen. Dabei
schien eine repetitive Anwendung von hypertoner NaCl/Dextranlésung zu einem geringe-
ren Wassergehalt auf der kontralateral zur Lision gelegenen Seite als MaB fiir eine Odem-
reduktion zu fiihren. Mannitol reduzierte demgegeniiber den Wassergehalt auf der ipsila-
teralen Seite. Qureshi et al."** stellten in einem Modell fiir intrazerebrale Blutung fest,
dass in allen mannitolbehandelten Tieren der Wassergehalt hoher war, als in den mit 3%
NaCl behandelten. Freshman et al.*> hingegen konnten keine Unterschiede im Wasserge-
halt zwischen Mannitol- und 7,5% NaCl-Gruppe nach Hirntrauma feststellen.

Sheikh et al. verglichen 7,5% NaCl gegen Ringer-Laktat nach Schock und SHT bei Scha-
fen""!. Die Versuche ergaben in der mit 7,5% NaCl-behandelten Gruppe eine signifikan-
te Reduktion des Wassergehaltes in allen untersuchten Regionen, sowohl ipsi-, als auch
kontralateral zur Schadigung. Nach experimentellem Hirntrauma konnte von Beren-

(13)

berg"” eine Reduktion des Odems nach mehrmaliger Applikation von Mannitol feststel-

len und keine Aggravation des Odems wie Kaufmann und Cardoso®™. Das schlechte Ab-
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schneiden der Mannitolgruppe konnte aber dennoch evtl. auf eine solche Verschlechte-
rung des Hirnddems zuriickzufiihren sein.

Eine weitere Erklirung fiir eine Odemreduktion kénnte zumindest in der 7,5%
NaCl/Dextrangruppe eine potentiell verringerte Permeabilitit der Gefdle fiir Elektrolyte
und konsekutiv fiir Wasser sein und damit die Eindimmung des entstehenden Odems'””.
Germano et al. untersuchten den Zeitverlauf der Blut-Hirn-Schrankenstérung nach eSAB
der Ratte; sie gaben eine signifikante Extravasation 36 h und 48 h nach SAB an®". Ande-
re Arbeiten zeigten eine posthdmorrhagische Permeabilitdtserhhung bereits zu fritheren
Zeitpunkten: Doczi et al. 6 h ¢ 6), Joshita et al. 0 — 6 Tage(n), Germano et al. 48h nach
SAB®?. Es erscheint daher in Anbetracht des zeitlichen Verlaufs der Schrankenstorung
moglich, dass Dextran positive Wirkungen auf die Dichtigkeit der Blut-Hirn-Schranke
entfalten kann und diese kausal an der festgestellten Neuroprotektion des 7,5% NaCl/
Dextrangemisches beteiligt ist.

Ob die Applikation der hypertonen Losungen in den vorliegenden Versuchen das Odem

giinstig beeinflussten, kann nur indirekt {iber die beobachtete ICP-Senkung fiir die Dauer

der intraoperativen Beobachtung konstatiert werden.

15. Neurologische Defizite

15.1 Quantifizierung des lateralisierten motorischen Defizits

Dieser Test erwies sich als nicht sensitiv genug, um Unterschiede zwischen den Grup-
pen zu detektieren. Lediglich in der Dextrangruppe konnte eine signifikante Steigerung
am Tag 7 zu Tag 1 verzeichnet werden, wobei keine sichere Differenzierung hinsicht-
lich tatséchlicher therapeutischer Effekte bzw. einem durch die posthdmorrhagische Le-

talitat erzielten Selektionseffekt getroffen werden kann.

15.2 Quantifizierung des globalen neurologischen Defizits

Ziel dieses Tests ist es, umfassend den neurologischen Zustand der Ratten zu evaluie-
ren””. Untersucht werden Vigilanz bzw. Aufmerksamkeit, Hirnnerven, Motorik, Sensi-
bilitdt und Koordination. In diesem Test zeigten sich zwischen den Gruppen keine Un-

terschiede. Lediglich im zeitlichen Verlauf innerhalb der Gruppen zeigte sich am letzten
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Tag in der Dextrantherapiegruppe und der Kontrollgruppe eine signifikante Besserung
der neurologischen Defizite. In den anderen Gruppen verbesserten sich die Tiere im
Laufe der Tage ebenfalls, die Steigerung war aber nicht signifikant.

Die mangelnden Unterschiede lassen sich eventuell mit der Selektion der stérker beein-
trachtigten Tiere durch Tod erklédren, so dass nur Tiere mit geringem Schaden {iberleb-
ten und untersucht wurden, was zu einer Nivellierung im Outcome zwischen den Grup-

pen gefiihrt haben konnte.

15.3 Seilhéngetest

Bei diesem Test wird hauptséchlich die Kraft und Koordination der vorderen Extremité-
ten gemessen. Auch wenn dieser Test wichtige Aspekte der Motorik untersucht, war der
Test nicht sensitiv genug, um Unterschiede zwischen den Gruppen zu detektieren. Le-
diglich innerhalb der Dextrangruppe konnte eine signifikante Erholung festgestellt wer-
den, d.h. eine signifikante Zunahme der Hangezeiten am Seil an Tag 3 und 7 und in der
NaCl- Gruppe am Tag 7.

Verschiedene Faktoren, wie die beidseitige kortikale Reprisentation der Vorderldufe!'?"
und die groBere kortikale Reprédsentation auf der Hirnoberfldche fiir die Vorderpfoten
mit den resultierenden erweiterten Moglichkeiten der Kompensation eventueller Defizi-
te, sind wahrscheinlich fiir die geringe Sensitivitét des Tests verantwortlich.

Ein weiteres Problem bei diesem Test ist die Motivation der Ratten, eine maximale
Kraftentfaltung zu entwickeln. Unabhingig von der Schwere der neurologischen Aus-
félle lieBen sich die Ratten mit zunehmenden Beobachtungsdauer nach SAB haufiger
fallen. Tests, die nicht nur Kraft, sondern auf Greiffertigkeiten testen, wie der Pfoten-

)(53,1 14)

Greiftest (oder Treppenstufentest sind eventuell sensitiver fiir die Uberpriifung

der Funktion der vorderen Extremitit.

Prinzipiell muss bei der Betrachtung der Ergebnisse der neurologischen Beurteilung be-
achtet werden, dass nur Tiere, die die Blutung tiberlebten, in die Beurteilung einbezogen
werden konnten, und dadurch gewisse Selektionseffekte die Unterschiede zwischen den
Gruppen verwischt haben konnten. Dies gilt auch fiir die Entwicklung des posthé-

morrhagischen Gewichts.
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16. Gewicht

Als zusitzlichen Parameter flir die Erholung der Tiere erhoben wir an drei Tagen das
Gewicht der Tiere.

Alle Tiere nahmen gegen Ende der Betrachtung als Hinweis auf eine allgemeine Erho-
lung wieder an Gewicht. Da die Gruppen vor Induktion der SAB differierten, konnen
die signifikanten Unterschiede wihrend der Beobachtungsperiode nur bedingt als Hin-
weis auf einen therapeutischen Effekt angesehen werden. Auch sollte beriicksichtigt
werden, dass sich in den Gruppen Mannitol und Haes zum Ende der Beobachtung nur

noch wenige Tiere befanden.
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E. Zusammenfassung

Hintergrund der vorliegenden Studie war, ein Behandlungskonzept fiir die unmittelbar nach einer
Subarachnoidalblutung einsetzenden Pathomechanismen zu entwickeln. Dabei bilden das post-
hidmorrhagische Hirnédem neben der akut einsetzenden Erhéhung des intrakraniellen Drucks
(ICP) und dem Abfall der zerebralen Perfusion (CBF) die wesentlichen kausalen Pathomecha-

nismen fur die hohe Frihmorbiditit und —letalitit der Patienten.

Zu diesem Zweck wurde das therapeutische Konzept der Small Volume Resuscitation — einer
neuen Primértherapie des traumatisch-hdmorrhagischen Schocks und des Schiadel-Hirn-Traumas -
evaluiert, bei der die intravendse Bolusinjektion eines kleinen Volumens (250 ml) einer stark
hyperosmolaren (7,5 %) Kochsalzlésung genutzt wird, um intraendotheliales und intraparenchy-
males Wasser zu mobilisieren und dadurch das intravaskuldre Volumen wiederherzustellen. Die
erzielte Himodilution zusammen mit dem hyperosmolarititsbedingten Schrumpfen des endothe-
lial-perivaskuldren Volumens fiihrt zu einer verbesserten Mikrozirkulation und einem Auswa-
schen potentiell gefihrlicher Metaboliten — es kommt zur Reduktion des perivaskulidren Odems

mit Reperfusion der mikrozirkulatorischen Strombahn.

Ziel der vorliegenden Untersuchung war es, verschiedene klinisch gebrduchliche hyperton-
hyperonkotische Losungen hinsichtlich ihrer therapeutischen Wirksamkeit nach experimenteller
Subarachnoidalblutung der Ratte zu vergleichen. Diese Untersuchung sollte anhand von definier-
ten Zielparametern, sowohl hinsichtlich kurzfristiger Wirkungen nach SAB (Verlauf von ICP und
CBF wihrend der ersten 90min nach SAB) als auch hinsichtlich ldngerfristiger Effekte (Neuro-
score fiir 7 posthdmorrhagische Tage und quantitative histologische Auswertung) durchgefiihrt
werden. 60 ménnliche dextranresistente Wistarratten wurden in vier Gruppen a 15 Tiere randomi-
siert um dann entweder mit 0,9% NaCl- Losung (Kontrollgruppe), 7,5% NaCl- Losung mit 6%
Dextran 70 (Rescue Flow™), 7,2% NaCl- Losung mit 200.000 HAES (HyperHAES®™) oder 20%
Mannitol 30 min nach Induktion der SAB intravends therapiert zu werden. Nach Beendigung der
Messung der kontinuierlich aufgezeichneten Parameter wurden die Tiere 7 Tage lang nachbeo-
bachtet und ihre neurologische Erholung dokumentiert; dann wurden die Gehirne entnommen

und histologisch aufgearbeitet.

Mit Hilfe dieses experimentellen Setups konnte nachgewiesen werden, dass der Hirndruck nach
experimenteller SAB bei Ratten durch die Applikation der untersuchten hypertonen Losungen

(7,5% NaCl- Losung mit 6% Dextran 70 [Rescue Flow' ], 7,2% NaCl- Losung mit 200.000
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HAES [HyperHAES®] und 20% Mannitol in vergleichbarer Weise unmittelbar und anhaltend
signifikant gegeniiber der Kontrollgruppe gesenkt werden konnte. Die Kontrolllosung konnte den
ICP nicht senken. Nur die Applikation von 7,5 % NaCl/ Dextran — Losung konnte den zerebralen
Blutfluss auf der von der Blutung betroffenen Seite fiir 20 min steigern. Die mit den verwendeten
Tests beschriebene neurologische Erholung konnte durch Therapie mit den getesteten Losungen
nicht signifikant im Vergleich zur Kontrollgruppe verbessert werden; es ergaben sich auch zwi-
schen den anderen Gruppen keine signifikanten Unterschiede. Eine signifikante Steigerung der
Leistungen wihrend des Beobachtungszeitraums konnte allerdings innerhalb der 7,5 % NaCl/
Dextrantherapiegruppe gezeigt werden. Nur in der mit 7,5 % NaCl/ Dextran therapierten Gruppe
zeigten sich zudem signifikante protektive Effekte im Motorkortex und Kaudoputamen im Hin-
blick auf die Zahl intakter Neurone. Allein die Therapie mit 7,5 % NaCl/ Dextranldsung konnte,
wenn auch nur als statistischer Trend, die Friihletalitdt nach SAB senken. Bei keinem der Versu-

che kam es nach Applikation der Therapielosungen zu einer erneuten SAB.

Die vorhandene klinische Zulassung von 7,5% + 6% Dextran 70 (RescueFlow™) fiir die initiale
Behandlung von hdmorrhagischem Schock wiirde eine rasche Umsetzung der experimentellen

Ergebnisse im Rahmen einer klinischen Studie bei Patienten mit schwerer SAB erleichtern.
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