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Abkiirzungsverzeichnis

ACM Arteria cerebri media

Al Intra-arterielle Infusionen

atm Physikalische Atmosphire (1013,25 maér)

Ca Kalzium
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Lv. intravends
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MAP Arterieller Mitteldruck (Middle Arterial Pressure)
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NIH National Institute of Health
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Pso Partialdruck bei dem 50% Sittigung erreicht wird
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PaO2 Arterieller Sauerstoffpartialdruck

rt-PA Rekombinanter Gewebe-Plasminogen Aktivator

SpO2 Sauerstoffsittigung

SAP Systolischer arterieller Druck

Trect Rektale Korpertemperatur
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1. Einleitung

1.1. Epidemiologie und soziookonomische Bedeutung des Schlaganfalls

Auf der Grundlage von Registern und prospektiven Kohortenstudien ist anzunehmen,
dass in Deutschland jedes Jahr mehr als 260.000 Menschen einen Schlaganfall
erleiden.’ Dabei nimmt die Privalenz der Erkrankung mit dem Alter zu: Wihrend
Schlaganfille bei einem Alter unter 40 Jahren nur selten auftreten, liegt die Privalenz in
der Altersgruppe von 40-79 Jahren bei insgesamt 2,9%. Betrachtet man die
Altersgruppe zwischen 70 und 79 Jahren isoliert, findet sich hier eine Prdvalenz von
7,1%.2 Aufgrund des zu erwarteten demographischen Wandels und dem damit
verbundenen Anstieg des Bevolkerungsalters ist deshalb davon auszugehen, dass die
Inzidenz der Schlaganfallerkrankung in den nichsten Jahren deutlich zunehmen wird.
Eine Studie aus dem Jahr 2008 prognostiziert beispielsweise im Bundesstaat Hessen bis
2050 eine Steigerung der Inzidenz um 68%.’

Obwohl es in den letzten Jahrzehnten zu einer deutlichen Zunahme der
Lebenserwartung von Schlaganfallpatienten” gekommen ist*, stellt der Schlaganfall in
Deutschland und anderen Industrienationen weiterhin die zweithdufigste Todesursache
dar.’ Zudem fiihrt die Erkrankung bei mehr als 60% der Betroffenen zu bleibenden
funktionellen Defiziten, die bei einem Viertel aller Patienten eine miBige bis schwere
bleibende Behinderung darstellen.’® Der Schlaganfall ist damit in westlichen
Industrienationen der hdufigste Grund fiir eine dauerhafte Behinderung iiberhaupt und
die drittgroBte Ursache einer Reduktion an disability adjusted life years (DALYs).

Die héufigen chronischen Beeintrichtigungen bedeuten zudem nicht nur einen
wesentlichen Einschnitt in die Lebensqualitdt der Betroffenen, sondern fithren auch zu
einer betrichtlichen soziodkonomischen Belastung fiir das Gesundheitssystem. Eine
Studie aus dem Jahr 2004 veranschlagte die Langzeitkosten fiir die Versorgung eines
Schlaganfalls auf mehr als 43.000 Euro, was insgesamt zu einer jdhrlichen Belastung
des deutschen Gesundheitssystems von 7,1 Milliarden Euro fiihrt.® Es ist zu erwarten,

dass durch die prognostizierte Alterung der Bevolkerung die Auswirkungen des

" Die Termini »(Schlaganfall)patienten® und ,Probanden* schliefen im Folgenden immer auch



Schlaganfalls auf das Gesundheitssystem in den nédchsten Jahren noch weiter zunehmen
werden. Unter Beriicksichtigung dieser Verdnderungen werden die Gesamtkosten aller
zwischen 2006 und 2025 auftretenden Schlaganfdlle in Deutschland auf 108,6

Milliarden Euro geschitzt.®
1.2. Atiologische Einteilung der Schlaganfallerkrankung

Die World Health Organisation definiert Schlaganfille als neurologisches Defizit
cerebrovaskulirer Ursache, das fiir mindestens 24 Stunden andauert.’

Dieser symptomatischen Definition entsprechend werden Schlaganfille aufgrund ihrer
Genese in zwei Hauptgruppen unterteilt:

In circa 15% der Félle kommt es zu hamorrhagischen Schlaganfillen, die durch
intrakranielle Blutungen ausgelost werden. '

Den weitaus groflten Teil (ca. 85%) aller Schlaganfille machen ischédmische
Schlaganfille aus, bei denen ein Verschluss der hirnversorgenden Blutgefil3e zu Grunde
liegt.'"” Ischimische Schlaganfille werden hinsichtlich der Ursache des
Gefédlverschlusses bislang anhand der Trial of ORG10172 in Acute Stroke Treatment
(TOAST) Klassifikation eingeteilt: (1) Infarkte makroangiopathischer Genese
(Arteriosklerose groBer Gefdlie), (2) kardioembolische Infarkte, (3) lakunire Infarkte
(Verschluss kleiner Gefdlle) (4) Infarkte anderer, geklarter Genese und (5) Infarkte
ungeklirter Genese. "'

Hamorrhagische und ischdmische Schlaganfillen unterscheiden sich deutlich in ihren
pathophysiologischen Mechanismen und ihrer Therapie.'” In dieser Arbeit wird im

Folgenden nur auf den ischdmischen Schlaganfall eingegangen.
1.3. Neuroprotektive Therapiestrategien beim ischdmischen Schlaganfall

Die friihzeitige Wiederherstellung der Blutversorgung durch intravendse Thrombolyse
mit rekombinantem Gewebe-Plasminogen Aktivator (rt-PA) in den ersten 4,5 Stunden
nach Symptombeginn stellt derzeit die einzige evidenzbasierte neuroprotektive
Akutintervention beim ischimischen Schlaganfall dar."” Allerdings beschrinken das
enge therapeutische Zeitfenster und die strengen Zulassungskriterien die Anwendbarkeit

dieser Therapie auf eine Minderheit (10-13%) der betroffenen Patienten.'*



Trotz intensiver Anstrengungen waren bei der Suche nach neuroprotektiven
Therapieoptionen bisher keine Erfolge zu verzeichnen. Eine besondere Herausforderung
stellt die komplexe Pathophysiologie des Schlaganfalls dar. Durch eine Unterbrechung
der cerebralen Blutversorgung kommt es sowohl wihrend der Ischidmiephase
(verminderte Durchblutung) als auch -im Fall eines transienten GefaB3verschlusses- in
der Reperfusionsphase (Wiedereinstomen von Blut in das betroffene Hirnparenchym)
zu neuronaler Schidigung. Die Wichtigkeit des Reperfusionsschadens in diesem
Prozess konnte in tierexperimentellen Studien gezeigt werden. Hier fiihrte prolongierte
transiente Ischédmie gefolgt von Reperfusion zu signifikant grofleren Infarktvolumina als
permanente Ischimie {iber den gleichen Zeitraum.'>'°

Bei der Entwicklung von Zellschdden nach einem Gefdfverschluss spielt eine Reihe
von vernetzten Schidigungskaskaden eine wesentliche Rolle, die zu verschiedenen
Zeitpunkten Relevanz erlangen. Zu den wichtigsten pathophysiologischen Prozessen
zahlen neben der direkten ischdmischen Zellschiadigung durch Sauerstoff- und
Glukosemangel, Exzitotoxizitit, Peri-Infarkt Depolarisation, Inflammation und reaktive
Apoptose- und Nekrose.!” Es gibt dabei keine Hinweise darauf, dass einem dieser
Mechanismen eine iibergeordnete Rolle zukommen wiirde.'®

Ein weiterer komplizierender Faktor ist die inhomogene Verteilung der
Geschwindigkeit mit der Zelltod in verschiedenen Teilen des ischdmischen Gewebes
eintritt: In der von der Ischidmie am stirksten betroffenen Zone, dem Infarktkern,
beginnen Neurone innerhalb weniger Minuten abzusterben. Diese Zone ist umgeben
von einer initial oft wesentlich gréeren Randzone, der Penumbra. In diesem Gebiet ist
zundchst nur die Funktion der betroffenen Neurone durch die Hypoperfusion
eingeschrinkt."” Erst wenn die ischdmischen Bedingungen persistieren kommt es auch
in der Penumbra zu irreversibler Zellschidigung und zum Absterben von Neuronen.
Dies fiihrt zu einer stetigen Ausdehnung des Infarktkerns und einem Schrumpfen der
Penumbra. Wihrend ein Grofiteil des rettbaren Gewebes innerhalb der ersten 4 bis 6
Stunden verloren geht, konnte in Studien bis zu 24 Stunden nach Infarktbeginn rettbares
Gewebe in den peripheren Anteilen der initialen Penumbra nachgewiesen werden.”"!
Die beschriebene Komplexitit der pathophysiologischen Mechanismen ist ein
wesentlicher Grund dafiir, dass tiber 1000 therapeutische Interventionen die auf ihre

neuroprotektive Wirksamkeit beim Schlaganfall getestet wurden scheiterten und nur



rt-PA in die klinische Standardversorgung integriert werden konnte.'® Dabei besteht
eine auffillige Diskrepanz zu den vielversprechenden Ergebnissen préklinischer
Experimente, die fiir 62% dieser Substanzen neuroprotektive Wirksamkeit zeigten.'®*
Eine mogliche Erkldrung hierfiir ist, dass die Mehrzahl der getesteten Therapien
hochspezifisch einen einzelnen Teil der ischdmischen Schadigungskaskade beeinflussen
sollten — ein Vorgehen das unter streng kontrollierten und fiir die jeweilige Intervention
optimierten Laborbedingungen oft erfolgreich war. Solche Versuchsbedingungen
spiegeln die wirklichen klinischen Verhiltnisse allerdings nur unzureichend wider, in
der eine Vielzahl von Infarktsyndromen, Auspragungen, Zeitfenstern und
unterschiedlichen Reperfusionsverhéltnissen auftreten. Unter diesen inhomogenen
Bedingungen ist die selektive Hemmung eines einzelnen Schéidigungsmechanismus
vermutlich nicht ausreichend.'”® In der Hoffaung auf robustere Wirkeffekte
konzentrieren sich neue Ansitze deshalb vorrangig auf die Untersuchung von
multimodal wirkenden Therapieoptionen, die mehrere Teile der Schiadigungskaskade

. 23,24
beeinflussen.”

Zwei dieser multimodal wirkendenden Therapieansdtze sollen im
Folgenden detaillierter besprochen werden: Therapeutische Hypothermie und

Sauerstofftherapie.
1.4. Therapeutische Hypothermie

Unter therapeutischer Hypothermie versteht man das Absenken der Korpertemperatur
auf Werte unterhalb des physiologischen Bereichs. Die therapeutischen Effekte von
Hypothermie wurden in den letzten 75 Jahren bei einer Reihe von Krankheitsbildern
untersucht, bei denen es im Rahmen von akuter Hirnschiddigung zu Ischdmie- und
Reperfusionsbedingungen kommt.”® Bei zwei Formen der globalen hypoxischen
Hirnschiddigung, der globalen cerebralen Ischdmie nach Herz-Kreislaufstillstand und der
hypoxisch-ischamischen ~ Encephalopathie = bei = Neugeborenen, konnte die
neuroprotektive Wirksamkeit von therapeutischer Hypothermie bereits durch

26-28

prospektive randomisierte Studien belegt werden. Der Einsatz von Hypothermie

wird flir diese beiden Indikationen auch in aktuellen klinischen Leitlinien
empfohlen.”"
Die Ergebnisse zahlreicher préklinischer Studien weisen darauf hin, dass eine

Anwendung von Hypothermie auch bei der fokalen ischdmischen Hirnschidigung



(Schlaganfall) von Vorteil sein kdnnte. So zeigte eine aktuelle Metaanalyse von tiiber
100 tierexperimentellen Studien, dass die Induktion von Hypothermie beim akuten

Schlaganfall das resultierende Infarktvolumen um durchschnittlich 44% reduziert.”'

1.4.1. Mechanismen der Hypothermie-induzierten Neuroprotektion

Der Effekt von Hypothermie auf den zelluldren Metabolismus und Sauerstoffverbrauch
spielt eine zentrale Rolle fiir die neuroprotektive Wirkung: So vermindert eine
Reduktion der Hirntemperatur um nur 1°C den cerebralen Sauerstoffverbrauch um 5%
und erhdht so die Toleranz des neuronalen Gewebes fiir ischdmisch/hypoxische
Bedingungen.”” Zusitzlich zu dieser depressiven Wirkung auf den zelluldren
Metabolismus beeinflusst Hypothermie auch eine Vielzahl von intra- und
extrazelluldren Signalwegen. In der Akutphase eines Schlaganfalls (Minuten-Stunden)
wirkt Hypothermie regulierend auf den zelluldren Elektrolyt- und Energiehaushalt, die
Glutamatfreisetzung und Kalzium-Distribution und beeinflusst die Induktion von

33,34

Zelltod durch Apoptose. Viele dieser Signalwege sind nicht nur wéhrend der
ischdmischen Phase von Bedeutung, sondern spielen auch eine zentrale Rolle falls es zu
einer Wiederherstellung der Blutversorgung im ischdmischen Areal kommt
(Reperfusion).”

Neben den genannten Einfliissen zeigt Hypothermie auch wéhrend der subakuten
Schéadigungsphase (Stunden-Tage) protektive Wirkung. Hier kommt es vor allem zu

einer Inhibierung der Entziindungsreaktion im ischdmisch geschéddigten Gewebe und zu

einer verbesserten Integritéit der Blut/Hirn Schranke.®

1.4.1. Zieltemperatur von therapeutischer Hypothermie

Die optimale Hirntemperatur zum Erreichen von Neuroprotektion bei fokaler cerebraler
Ischimie war lange Zeit unklar.”” Initial wurde auf Erkenntnisse zuriickgegriffen, die
bei herz- und neurochirurgischen Eingriffen mit komplettem Kreislaufstillstand
gewonnen wurden. Um einem ischdmisch/hypoxischen Hirnschaden vorzubeugen wird
bei solchen Eingriffen die Korpertemperatur routinemaBig auf Werte zwischen 10 und
28°C abgesenkt.” Die Zeitspanne fiir die der Kreislauf ohne erhdhtes Risiko fiir

Hirnschdden unterbrochen werden kann scheint hier in direkter Verbindung zur



Reduktion des Zellmetabolismus zu stehen und wird deshalb durch ein Absenken der
Korpertemperatur von 5 min bei 37°C auf 45 min bei 10°C verlingert.”>~° Ahnliche
Ergebnisse liefern mehrere Tierexperimente globaler oder schwerster fokaler cerebraler
Ischdmie, in denen niedrigere Korpertemperaturen mit stérkeren protektiven Effekten
assoziiert waren.’ >’

Bei Schlaganfillen, die meist zu einer wesentlich milderen Hirnschddigung fiihren,
scheint eine &hnlich lineare Korrelation zwischen Korpertemperatur und
neuroprotektiver Wirkung nicht zu bestehen. Vielmehr deuten die Resultate
tierexperimenteller Studien darauf hin, dass bei milder Hirnschddigung die verstirkten
therapeutischen  Effekte  aggressiver = Temperatursenkung durch  zusétzliche
Nebenwirkungen aufgewogen werden. In einem Rattenmodell transienter fokaler
Ischdmie konnte durch den experimentellem Verschluss der Arteria cerebri media
(MCAO) fiir 120 Minuten der ausgeldste neuronale Schaden durch ein Absenken der
Korpertemperatur auf 30°C nicht signifikant besser therapiert werden als durch mildere
Hypothermie mit 33°C. Zudem zeigte die 30°C-Gruppe vermehrt himodynamische und
respiratorische Instabilitdit und verldngerte Erholungszeiten nach den operativen
Eingriffen.”” Kollmar et al. testeten verschiedene Korpertemperaturen im Bereich
zwischen 32 und 37°C auf ihre Wirksamkeit bet MCAO fiir 90 Minuten. Auch hier trat
maximale Neuroprotektion bei Temperaturen von 33 bis 34°C auf, ein Absenken der
Korpertemperatur auf niedrigere Werte (32°C) fithrte zu einem Verlust der

neuroprotektiven Wirkung.*'

1.4.2. Nebenwirkungen von therapeutischer Hypothermie

Die Auspragung der Nebenwirkungen von therapeutischer Hypothermie wird
wesentlich vom Ausmall der Korpertemperatursenkung bestimmt und kann alle
Organsysteme betreffen. Von wesentlicher Bedeutung sind Verdnderungen im Herz-
Kreislaufsystem, die  Entwicklung von  Kiltezittern, = Immunsuppression,
Gerinnungsstorungen, Elektrolytverdnderungen und Stérungen im Séiure/Basen
Haushalt.** Viele dieser Nebenwirkungen treten erst auf, wenn bestimmte
Korpertemperaturen unterschritten werden. Potentiell letale Ereignisse wie
Herzrhythmusstorungen, treten beispielsweise erst bei Korpertemperaturen unter 30°C

auf.>* Da schwere Nebenwirkungen im Bereich der milden (34-36°C) oder moderaten



(32-34°C) Hypothermie wesentlich seltener auftreten, fokussierten sich die meisten
experimentellen und klinischen Untersuchungen iiber die neuroprotektive Wirksamkeit

h.’'* Beim

von Hypothermie beim akuten Schlaganfall auf diesen Temperaturbereic
Menschen sind bei Korpertemperaturen zwischen 32 und 36°C vor allem Kiltezittern
und Immunosuppression als Nebenwirkung von Relevanz.*

Kiltezittern ist eine physiologische Reaktion des Korpers auf das Unterschreiten einer
Korpertemperatur von 35.5-36°C.** Bei einer Hypothermiebehandlung kommt es durch
Kiltezittern zu einer direkten und indirekten Reduktion der erwiinschten
neuroprotektiven Effekte: Durch die erhohte Muskelaktivitit kommt es zu einer
Wiedererwdrmung des Korpers, die der gewiinschten Kiihlung entgegenwirkt und das
Erreichen der Zieltemperatur erschwert. Zusétzlich fiithrt Kéltezittern zu einer Erh6hung
des Sauerstoffbedarfs der Muskulatur: Bei wachen Probanden, die auf eine Absenkung
der Korpertemperatur um 1,3°C mit Kaéltezittern reagierten, wurde ein Anstieg des
Gesamtsauerstoffverbrauchs um 110% gemessen.” Es wird vermutet, dass diese
Erhohung der muskuldren Sauerstoffextraktion die hypoxischen Bedingungen in der
Infarktzone zusitzlich verschlechtern konnte.*

Wihrend Kaltezittern bei sediert-beatmeten Patienten leicht durch eine neuromuskuldre
Blockade unterbunden werden kann, stellt die Behandlung bei den zumeist wachen
Schlaganfallpatienten ein therapeutisches Problem dar. Zur Unterdriickung von
Kiltezittern bei wachen Patienten wurde in Studien zumeist eine Kombination der

#4749 Durch diese Therapie lieB sich

Medikamente Pethidin und Buspiron verwendet.
nur eine begrenzte Symptomkontrolle erreichen. So berichten die Autoren der ICTuS-L
Studie (der bisher groBten Studie zur therapeutischen Hypothermie bei
Schlaganfallpatienten), dass trotz Verwendung von sehr hohen Dosen von Pethidin
(14.5+6.9 mg/kg) bei 4 von 28 Patienten unkontrollierbares Kiltezittern das Erreichen
der Zieltemperatur unméglich machte.*

Hochdosierte Pethidingaben fithren haufig zu Sedierung und Atemdepression, zwei
Nebenwirkungen die eine Aspiration begiinstigen.* Dieses Risiko ist bei
Schlaganfallpatienten von besonderer Relevanz, da diese hdufig zusitzlich unter
Dysphagie leiden.”® Wenn es zur Aspiration kommt, besteht bei hypothermen Patienten
aufgrund der immunosuppressiven Wirkung der Hypothermiebehandlung ein erhohtes

Risiko Pneumonien zu entwickeln.*?. In der zitierten ICTuS-L Studie entwickelten 50%



der Patienten in der Hypothermie-Gruppe Pneumonien, wéihrend in der Kontrollgruppe
nur 10% betroffen waren.* Die derzeitige Datenlage ist nicht ausreichend um diesen
Unterschied auf die durch Hypothermie induzierte Immunosuppression, die vermehrte
Aspiration durch die Pethidinbehandlung oder eine Kombination beider Faktoren
zurlickzufiihren. Obwohl die Entwicklung einer Pneumonie in dieser Studie keinen
Effekt auf des funktionelle Outcome nach 90 Tagen hatte® sind diese Ergebnisse
besorgniserregend, da in groBeren Studien ein Zusammenhang zwischen dem Auftreten
von Pneumonien und einer erhohten Mortalitdt und schlechtem funktionellem Outcome

nach Schlaganfall gezeigt werden konnte.”'*

1.4.3. Zeitfenster von therapeutischer Hypothermie

Die stirksten neuroprotektiven Effekte lassen sich beobachten wenn mit der
Anwendung von Hypothermie bereits vor oder kurz nach dem Beginn der Ischdmie
begonnen wird, und die hypothermen Temperaturen bis in die Reperfusionsphase
aufrechterhalten werden.” Wenn Hypothermie erst spit in der ischamischen Phase oder
nach Wiederherstellung der Blutversorgung zur Anwendung kommt weisen
Tierexperimente darauf hin, dass die Moglichkeit durch Hypothermie Neuroprotektion
zu erreichen an ein enges Zeitfenster gebunden ist.”® Dieses schmale therapeutische
Fenster hat wichtige Konsequenzen fiir die Anwendung von Hypothermie in der
klinischen Schlaganfallversorgung. Hier kommt es hdufig zu einem um mehrere
Stunden verzdgerten Eintreffen der Patienten.® Kiihlmethoden die ein moglichst
rasches Absenken der Korpertemperatur erlauben sind deshalb fiir die erfolgreiche
Anwendung von therapeutischer Hypothermie von grof3ter Relevanz.

In Tierexperimenten konnen die neuroprotektiven Effekte von Hypothermie durch eine
verlangerte Behandlungsdauer verstidrkt und so therapeutische Zeitfenster erweitert

55,56

werden. Die Anwendbarkeit von prolongierter Hypothermie beim Menschen wird

jedoch durch eine erhhte Komplikations- und Nebenwirkungsrate eingeschrinkt.>*

1.4.4. Kiihlgeschwindigkeit konventioneller Kiithlmethoden

Etablierte Methoden zur klinischen Hypothermiebehandlung koénnen in zwei

unterschiedliche Kiihltechniken unterteilt werden: Bei der Oberflichenkiihlung wird die



Koperkerntemperatur nicht-invasiv durch Abwaschen mit kalten Fliissigkeiten oder
Auflegen von Kiihldecken und Kiihl-Pads gesenkt. Endovaskuldre Kiihlmethoden
verwenden intravends (i.v.) platzierte Kiihlkatheter oder kalte i.v. Infusionen um die
Korpertemperatur invasiv zu senken. Beide Techniken flihren zu einer nicht-selektiven
Kiihlung des Korpers: Korperkerntemperatur und Hirntemperatur werden also
gleichermallen reduziert (Ganzkorperkiihlung).

Die Ergebnisse mehrerer Fallserien und kleiner klinischer Studien (n = 10-58) geben
Hinweise auf die jeweiligen Vor- und Nachteile dieser beiden Techniken: Wéhrend
Oberflachenkiihlmethoden einfach anzuwenden sind wund eine unmittelbare
Therapieeinleitung ermdglichen, konnte in Studien die Zieltemperatur erst nach 2 oder

3760 Kiirzere Zeiten zur Kiihlinduktion wurden bei

mehr Stunden erreicht werden.
Verwendung von i.v. Kiihlkathetern berichtet (64-126min).”"***** Allerdings kommt
es durch die Notwendigkeit einer invasiven Platzierung des Katheters (zumeist in der V.
cava inferior) zu einer Verldngerung der Zeitspanne zwischen Eintreffen des Patienten
im Krankenhaus und der Einleitung der Kiihlbehandlung. Dies betrifft insbesondere
Schlaganfallpatienten die mit rt-PA behandelt werden. Um Blutungskomplikationen zu
vermeiden wurde in Studien erst mindestens 30 Minuten nach Beendigung der rt-PA
Infusion (Dauer=60 Minuten) mit der Anlage des Kiihlkatheters begonnen.**
Insgesamt kam es dadurch zu einer Verzogerung des Beginns der
Hypothermiebehandlung um mehr als 90 Minuten.

Ein direkter Vergleich zwischen Oberflaichenkiihlung und endovaskulédrer Kiihlung
wurde bei Schlaganfallpatienten im Rahmen einer kleinen Studie untersucht und zeigte
eine signifikant schnellere Kiihleinleitung bei Verwendung von endovaskuldren
Kiihlkathetern. Jedoch wurde in dieser Studie die Oberflichenkiihlung (n=10) und die
endovaskulire Kiihlung (n=7) an unterschiedlichen Zentren durchgefiihrt.”” Bei
Patienten mit Herz-Kreislaufstillstand konnte in zwei grofen retrospektiven
Untersuchungen keine Superioritit einer der beiden Methoden beziiglich der Zeit bis
zum Erreichen der Zieltemperatur gezeigt werden (170 vs. 188min®' und 312 vs.
366min®*). Ebenso zeigte sich kein Unterschied im neurologischen Outcome der
Patienten.®"**

Um die Geschwindigkeit der Kiihleinleitung zu erhéhen, wurde bei Patienten mit Herz-

Kreislaufstillstand die i.v. Gabe groBer Fliissigkeitsvolumina mit Erfolg eingesetzt.®>**



Auch bei Schlaganfallpatienten konnte in einer Fallserie durch die rasche Infusion von
kalter physiologischer Kochsalzlosung die im Ohr gemessene Temperatur um
durchschnittlich 1,6°C in 52 Minuten gesenkt werden.”” Allerdings klingt die
Kiihlwirkung von kalten Infusionen sehr rasch ab und verlangt deshalb eine
Kombination mit anderen Methoden zur Aufrechterhaltung der Kiihlbehandlung.®® Eine
solche Kombination von kalten i.v. Infusionen und Oberflichenkiihlung oder
endovaskulédrer Kithlung wurde in mehreren kleineren Studien an Patienten mit akuter
Hirnschiddigung (unter anderem auch Schlaganfillen) als sicher und effizient

beurteilt.”**%

Neuere, bisher unverdffentlichte Ergebnisse zeigten jedoch deutliche
Blutdruckanstiege wéhrend der Applikation von kalten i.v. Infusionen, die an der
Sicherheit der Intervention zweifeln lassen (S. Poli, personliche Mitteilung). Zwei
aktuell rekrutierende Multicenterstudien, die eine Anwendung von Hypothermie bei
akutem Schlaganfall untersuchen, EuroHYP-1°" und ICTUS 2/3%, haben dennoch kalte

i.v. Infusionen in ihr Studienprotokoll integriert.
1.5. Selektive Hirnkiihlung

Experimentelle Studien geben klare Hinweise darauf, dass die protektiven Effekte von
Hypothermie auf Ischdmie/Reperfusionsschidden nicht auf das Gehirn beschrankt sind

. . 69-71
sondern in verschiedenen Organsystemen auftreten.®””’

Es scheint deshalb naheliegend,
dass Ganzkdrperkiihlung in Situationen in denen der gesamte Korper von der Ischimie
betroffen ist - wie zum Beispiel bei Herz-Kreislaufstillstand - von Vorteil sein kdnnte.
Hingegen werden die neuroprotektiven Effekte von Hypothermie durch die lokale
Temperaturreduktion im Gehirn ausgeldst und sind von der Korperkerntemperatur
unabhingig.”” Beim ischamischen Schlaganfall, bei dem es zu isolierter cerebraler
Ischdmie kommt, konnte also moglicherweise auf eine Ganzkorperkiihlung zu Gunsten
einer selektiven Hirnkiihlung verzichtet werden ohne die neuroprotektive Wirksamkeit
zu beeinflussen. Durch eine solche Fokussierung der Kiihlbehandlung ergeben sich
mehrere Vorteile: Da die Kiihltherapie auf ein wesentlich kleineres Gewebevolumen
angewendet wird, miissten theoretisch wesentlich hohere Kiihlraten erreicht werden
konnen. Zudem wird die Korperkerntemperatur bei der selektiven Kiihlung nur

marginal reduziert. Dies konnte idealerweise dabei helfen das Auftreten von

systemischen Nebenwirkungen (siche Abschnitt 1.4.2) auch bei lokal tiefen
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Hirntemperaturen zu limitieren. Zu welchem Ausmall das Auftreten von systemischen

Nebenwirkungen verhindert werden kann ist derzeit allerdings noch unklar.”

1.5.1. Methoden der selektiven Hirnkiihlung

Um selektive Hirnkiihlung zu induzieren wurde eine Reihe von neuen Kiihimethoden
getestet: Kiihlhelme, nasopharyngeale Kiihlung, Kiihlspulen, intraventrikulire
Kiihlkatheter, Liquoraustausch und intra-arterielle kalte Infusionen in die
hirnversorgenden Gefél3e.

Kiihlhelme zeigten in klinischen Studien nur méBigen Einfluss auf die Hirntemperatur.
Passive Kiihlhelme, die vor Anwendung in Kiihlschrinken gelagert werden und sich bei
Anwendung auf der Haut langsam erwirmen, zeigten keine’” oder nur minimale Effekte
(-0,36°C)"™* auf die tiefe Hirntemperatur. Fiir aktive Kiihlhelme, die kontinuierlich von
kalter Fliissigkeit durchflossen werden, konnten wesentlich stirkere Effekte auf die
oberflichliche Hirntemperatur gezeigt werden (-1.84°C)”. Allerdings legen die
Ergebnisse von theoretischen Analysen nahe, dass diese oberfldchliche Kiihlwirkung in
tieferen Hirnregionen rasch durch den hohen Blutfluss ausgeglichen wird.”*”®
Nasopharyngeale Methoden versuchen durch lokale Kiihlung des dichten Gefdfibettes
im Nasen- und Rachenraum, der sich in enger raumlicher Nédhe zum Gehirn befindet,
die Hirntemperatur zu senken. Die durch nasopharyngeale Methoden erreichten
Kiihleffekte waren in Studien stark von der gewdhlten Kiihltechnik abhidngig: Die
Beatmung von Patienten mit kalter Luft fiihrte zu keiner klinisch relevanten

37980 7wei Studien untersuchten Ballonkatheter, die in

Kiihlwirkung auf das Gehirn.
den Nasopharynx eingebracht werden und von einer kalten Fliissigkeit durchflossen
sind. Hier zeigte die non-invasive Messung der Hirntemperatur mittels
Magnetresonanz-Spektroskopie eine relevante Reduktion der Hirntemperatur von
gesunden Probanden um 1,7°C innerhalb von 60 Minuten.®' Bei direkter Messung der
Hirntemperatur an Patienten mit Hirnschiddigung zeigte sich hingegen kein oder nur ein
stark verzogertes Ansprechen auf die Kiihlbehandlung, das insgesamt als insuffizient
eingestuft wurde.* Nasopharyngeale Applikation eines inerten, volatilen KiihImittels
mit dem RhinoChill® Gerit fithrte in zwei Studien zu einer Reduktion der

Hirntemperatur um 1,2—1,4°C innerhalb von 60 Minuten.* Allerdings wurden bei der

Anwendung potentiell gefihrliche Blutdruckanstiege beobachtet.™
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Stirkere temperatursenkende Effekte zeigten mehrere invasive Methoden zur selektiven
Hirnkiihlung, die in Tierexperimenten oder kleinen Fallserien untersucht wurden. In
einem Rattenmodell konnte durch die Platzierung von Kiihlspulen unter den
Temporalmuskel erfolgreich eine selektive Kiihlung des Gehirns induziert und
Temperatur im ipsilateralen Cortex innerhalb von 10 Minuten auf unter 34°C reduziert
werden.*™ Bei Schafen konnte durch die intraventrikulire Platzierung eines
Kiihlkatheters die Hirntemperatur innerhalb von 15 Minuten auf 34.5°C gesenkt
werden.*™ In einer kleinen Fallserie wurde versucht bei 4 Schlaganfallpatienten den
Liquor cerebrospinalis durch eine artifizielle oxygenierte Né&hrlosung mit
Zimmertemperatur zu ersetzen. Eine Messung der Hirntemperatur wurde in dieser
Studie allerdings nicht durchgefiihrt.* Trotz dieser teils eindrucksvollen Resultate, wird
eine zukiinftige Anwendung dieser Methoden durch deren hohe Invasivitit stark

eingeschrinkt bleiben.

1.5.2. Intra-arterielle kalte Infusionen

Die dichte Vaskularisierung des Gehirns spiegelt dessen hohe metabolische Aktivitét
wider. In Ruhe wird das Gehirn von 15% des Herzzeitvolumens durchflossen und tragt
einen Anteil von 20-25% des Gesamtmetabolismus. Der ungewdhnlich hohe Blutfluss
sorgt auch fiir eine hocheffiziente Ableitung von Wérme und hélt die Hirntemperatur
stabil. Dieser Mechanismus stellt fiir die meisten selektiven Hirnkiihlungsmethoden ein
Problem dar, da der Zufluss von warmem Blut aus dem Korperkern den
KiihlmaBnahmen kontinuierlich entgegenwirkt. Kalte intra-arterielle Infusionen (Al)
hingegen nutzen den Blutfluss um mit Hilfe eines kiihlen Blut/Infusions-Gemisches
selektive Hypothermie im Gehirn zu erzeugen. Besonders naheliegend wére die
Anwendung von intra-arteriellen kalten Infusionen im Rahmen von endovaskuldren
Rekanalisationsversuchen, die unter besonderen Voraussetzungen bei Patienten mit
akuten proximalen GefiBverschliissen durchgefiihrt werden.”” Wihrend dieser
angiographischen Eingriffe konnte kalte Fliissigkeit nach erfolgreicher Rekanalisation
einfach tiber den vorhandenen endovaskuldren Katheter infundiert werden.

Wihrend selektive Hypothermie durch kalte Infusionen schon seit Jahren im Rahmen

91,92 93-95

von neurochirurgischen und herzchirurgischen Eingriffen verwendet wurde, ist

das Konzept einer Anwendung bei Schlaganfallpatienten relativ neu. In Folge werden
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deshalb zuerst die verfligbaren Daten aus Computersimulationen und einer Pilotstudie
an gesunden Probanden zusammengefasst, bevor auf die derzeitige, ausschlieBlich auf

Tierexperimenten beruhende Datenlage eingegangen wird.

1.5.2.1.  Computersimulationen beim akutem Schlaganfall

Mogliche Auswirkungen von kalten Al auf die Hirntemperatur wihrend akuter
Schlaganfille wurde mehrfach mit Hilfe von Computermodellen simuliert.”*"!

Die Simulationen von Slotbloom et al. basieren auf der Idee den okkludierenden
Thrombus vor der Entfernung mit einem Katheter zu durchdringen und kalte Fliissigkeit
in das ischdmische Areal distal des Verschlusses zu infundieren (Pri-Reperfusion). Die
Autoren argumentieren, dass es ihrer Erfahrung nach hdufig im Rahmen von
Rekanalisationsversuchen zu einem solchen Durchdringen des Thrombus kommt bevor
eine Rekanalisation erreicht wird, und ein solches Vorgehen somit leicht klinisch
umsetzbar wire. Nach ihren Berechnungen kdnnte durch Infusion einer 15°C kalten
Losung mit 15ml/min ein Hirnvolumen von 300g innerhalb von weniger als 6 Minuten
auf eine Temperatur von 34°C gekiihlt werden.'"'*

Eine andere Herangehensweise wird von Konstas et. al. vorgeschlagen. Diese Gruppe
verwendete ein Computermodell eines Gehirns mit einer fokalen Ischdmiezone, in der
zwischen einem Infarktkern und einer Penumbra unterschieden wird. Die Infusion kalter
Fliissigkeit erfolgte in diesem Modell in die A. carotis interna, also proximal des
okkludierenden Thrombus. Auch bei dieser Vorgehensweise wird prognostiziert, dass
die Infusion eines moderaten Fliissigkeitsbolus von 150ml iiber 5 Minuten (30ml/min)
ausreicht um die Hirntemperatur in der Penumbra auf 34°C zu senken.”® Wiirde eine
solche Infusion fiir 60 Minuten aufrecht erhalten (Gesamtvolumen: 1,8 Liter), kime es
zu einem Absinken der Temperatur im ischdmischen Gebiet auf 32°C. Eine noch
intensivere Temperatursenkung (<29°C) wire durch eine Steigerung der Infusionsrate
auf 50ml/min (Gesamtvolumen: 3 Liter) mdglich.”® Laut den Ergebnissen dieser
Computersimulation widren die Effekte der erreichten Hirnkiihlung hochselektiv.
Abhdngig von der Infusionsrate wird ein Absinken der Korperkerntemperatur um
lediglich 1°C (30ml/kg)”’ oder 1.8°C (50ml/kg)”® vorhergesagt. Diese Prognose

entspricht relativ genau den Ergebnissen einer bereits genannten klinischen Studie, in

der die i.v. Infusion eines dhnlichen Volumens (2,2 Liter) die Kdrperkerntemperatur
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von Schlaganfallpatienten innerhalb von 52 Minuten um 1,6°C reduzierte.*’
Zusammenfassend prognostizieren beide Computersimulationen iibereinstimmend, dass
durch intra-arterielle kalte Infusionen eine 10-30 Mal schnellere Hirnkiihlung erreicht
werden kann als durch etablierte Ganzkorperkiihlverfahren.”®'” Sogar im Vergleich zu
i.v. kalten Infusionen, der derzeit schnellsten Methode zur Kiihleinleitung, kdnnten in
der vom Schlaganfall betroffenen Hemisphédre 4-5 Mal hohere Kiihlraten mdoglich
sein.”

Bei der Interpretation dieser Ergebnisse muss beriicksichtigt werden, dass beide
Forschungsgruppen annahmen, dass zur Applikation der kalten Infusionslésungen ein

wirmeisolierter Katheter verwendet wird.”*'®

Dies entspricht nicht dem derzeitigen
Vorgehen wihrend endovaskulidrer Rekanalisationsversuche, bei denen routinemifig
nicht-isolierte Katheter zur Anwendung kommen. Die Wairmeleiteigenschaften des
Katheters sind von besonderer Bedeutung fiir den lokalen Kiihleffekt von kalten
Infusionen, da die Infusionslosung wihrend des Transports durch den Katheter dem
Wirmetransfer durch das umgebende 37°C warme Blut ausgesetzt ist. Falls dafiir
gangige endovaskuldre Katheter verwendet werden, muss also damit gerechnet werden,

dass die lokalen Kiihleffekte geringer ausfallen werden als in diesen

Modellberechnungen vorgesehen.

1.5.2.2. Anwendbarkeit beim Menschen

Auf Grundlage der eben dargestellten Computersimulationen untersuchte eine klinische
Pilotstudie die Machbarkeit und Sicherheit von Al zur selektiven Hirnkiihlung an 18
wachen Versuchspersonen. Die Studie wurde an Patienten durchgefiihrt, die nach
stattgehabter, erfolgreicher Versorgung einer vaskuldren Malformation einer elektiven
Kontrolluntersuchung unterzogen wurden. Am Ende der Untersuchung wurde ein
Volumen von 330ml kalter physiologischer Kochsalzlésung (4-17°C) {iber 10 Minuten
(33mL/min) in die A. carotis interna infundiert. Dafiir wurden (anders als bei den zuvor
beschriebenen Computermodellen) nicht-isolierte Routinekatheter verwendet. Da eine
invasive Messung der Hirntemperatur an den Studienteilnehmern nicht durchgefiihrt
werden konnte, wurde die Temperatur im Bulbus superior venae jugularis internae
(BVJT) als Surrogatparameter verwendet. Die kalte Infusion fiihrte zu einer

kontinuierlichen Reduktion der BJVT f{iber die gesamte Infusionsdauer und erreichte
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nach 10 Minuten mit -0,84°C ein Maximum. Signifikante Anderungen der
Vitalparameter, Zeichen von Vasospasmen oder neurologische Symptome wurden an
den Probanden nicht beobachtet. Lediglich leichtes Kdltezittern, das als nicht
unangenehm bewertet wurde, konnte bei 3 von 18 Probanden festgestellt werden.'”

Die Verwendung der BJVT als Surrogatparameter stellt eine wesentliche Limitation
dieser Studie dar, da diese in anderen Untersuchungen wesentlich besser mit der

Korperkern- als mit der Hirntemperatur korrelierte.'®*

Um dennoch eine Abschitzung
der Hirntemperatur zu ermdglichen, wurde das in Abschnitt 1.5.2.1 beschriebene
Modell von Konstas et al. verwendet um aufgrund der gemessenen Parameter die
Hirntemperatur zu berechnen. Die Ergebnisse lassen trotz der Verwendung von nicht-
isolierten Routinekathetern auf eine Temperaturreduktion von 1.9-2.1°C innerhalb der

10-miniitigen Infusionsdauer schlieBen.'”!

1.5.3. Tierexperimentelle Daten zu Al bei akutem Schlaganfall

Die in den Abschnitten 1.5.2.1 und 1.5.2.2 beschriebenen Ergebnisse weisen darauf hin,
dass die Anwendung von kalten Al beim Menschen zu einer effizienten und selektiven
Hirnkiihlung fiihren konnte. Hinweise auf mogliche neuroprotektive Effekte einer
solchen Behandlung basieren derzeit allerdings nur auf tierexperimentellen Studien an
Ratten. Hier wurden bislang zwei Arten von intra-arteriellen Infusionen auf ihre
Wirksamkeit beim akuten Schlaganfall untersucht: (1) AI mit hohen Flussraten und
relativ hohen Infusionstemperaturen wurden verwendet um vor Reperfusion das
ischdmische Gewebe von Metaboliten und vasoaktiven Substanzen zu reinigen und so

. . . : . 105-108
Reperfusionsschidden zu vermindern (Pre-reperfusion flushing).

(2) Intra-arterielle
Applikation &hnlicher Fliissigkeitsvolumina mit niedrigeren Flussraten und tiefen
Infusionstemperaturen wurden verwendet um selektive Hypothermie im Hirnparenchym

109-116
Zu erzeugen.

1.5.3.1.  Pre-reperfusion Flushing

Das Konzept von Pre-reperfusion Flushing wurde erstmals 2002 von Ding et. al.
prasentiert: In einem Rattenmodell wurde die A. cerebri media fiir 2 Stunden mit Hilfe

eines Filaments verschlossen. Dieses Filament verfiigte iiber ein Lumen, durch das
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physiologische Kochsalzlosung infundiert wurde, bevor durch Zuriickziehen des
Filaments der Blutfluss wiederhergestellt wurde (Prd-Reperfusion). Die Infusion von
7ml Fliissigkeit mit einer Flussrate von 2ml/min reduzierte das Infarktvolumen
signifikant und verbesserte das funktionelle Outcome der Versuchstiere nach 48

Stunden'®

und 28 Tagen'"

. Dabei hatte es keine signifikante Auswirkung auf diese
Endpunkte ob eine Infusionstemperatur von 37°C oder 24°C gewihlt wurde.'” Dies
wurde darauf zuriickgefiihrt, dass durch die kurze Infusionsdauer (3-4 Minuten) die
Infusion von 24°C kalter Fliissigkeit zwar zu einem starken Abfall der kortikalen
Hirntemperatur von 37,5°C auf 32,4°C fiihrte, diese sich aber bereits 2 Minuten nach

. . .. 106
Infusionsende wieder normalisierte.

1.5.3.2.  Kalte intra-arterielle Infusionen

Zur tierexperimentellen Untersuchung der Auswirkung von kalten AI beim akuten
Schlaganfall kamen zwei unterschiedliche Infusionsregime zur Anwendung: In der
Mehrzahl der Experimente wurde das zuvor beschriebene Filamentmodell von Ding et
al. verwendet um vor Einsetzen der Reperfusion Hypothermie zu induzieren (Pré-
Reperfusions AI). Anders als bei dem im Abschnitt 1.5.3.1 besprochenen Pre-
reperfusion Flushing kamen in diesen Experimenten kiltere Infusionslésungen (0-20°C)
zum Einsatz, die iiber einen Zeitraum von 10 Minuten langsam infundiert wurden
(0,6ml/min).'”'"*1"° Kalte Pri-Reperfusions AI mit einer Temperatur von 20°C
senkten in allen Experimenten die ipsilaterale Hirntemperatur innerhalb von 5-10
Minuten auf 32-34°C.'*'3'1% Eine Reduktion der Infusionstemperatur auf 0°C fiihrte
zu einer Verstirkung dieses Effektes und einer Temperaturreduktion auf unter 31°C in

112

Cortex und Striatum in weniger als 3 Minuten. - Kalte Prd-Reperfusions Al zeigte in

allen Experimenten eine signifikante neuroprotektive Wirkung und reduzierte

Infarktvolumina um 30''? bis 90%'"”. Ebenso kam es zu einer Verbesserung des

109,111,112 113,115

funktionellen Outcomes nach 48 Stunden und 28 Tagen
Die Anwendung von Al nach Wiederherstellung der Blutversorgung (Post-Reperfusions
Al) wurde in zwei Studien von Ji et al. untersucht. In diesen Experimenten wurde nach
Wiederherstellung des Blutflusses im ischdmischen Areal ein Katheter in die A. carotis

110,116

interna eingebracht und kalte Fliissigkeit infundiert. In einer ersten Studie kam

dabei ein Infusionsvolumen von 7.5 mL physiologischer Kochsalzlgsung (10°C) zum
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Einsatz, das entweder kontinuierlich iiber 30 Minuten (1x30min) oder fraktioniert tiber
3x10 Minuten, gefolgt von einer 20-miniitigen Pause infundiert wurde (3x
10min+20min Pause). Die Infusionsrate wurde in beiden Gruppen konstant bei 0.25

mL/min gehalten.'"

In einer zweiten Studie erfolgte eine 20-miniitige Infusion von
physiologischer Kochsalzlosung (10°C), bei der die Flussrate kontinuierlich in einem
Bereich zwischen 0.16-0.42 ml/min angepasst wurde um die Hirntemperatur zwischen
33-34°C zu stabilisieren.' ' Verglichen mit den sehr hohen
Induktionsgeschwindigkeiten die fiir kalte Pra-Reperfusions Al berichtet wurden (<10
min), benétigten kalte Post-Reperfusions Al wesentlich linger um hypotherme
Hirntemperaturen zu erreichen: Bei einer Infusionsrate von 0,25 mL/min und einer
Infusionstemperatur von 10°C wurden 20 Minuten benétigt um die Temperatur im
Hirnparenchym auf unter 35°C zu senken.''’ Die geringere Kiihlrate kann dadurch
erkliart werden, dass sich nach Einsetzen der Reperfusion die kalte Infusionslosung mit
warmem Blut vermischt sobald sie in die Blutgefifle eintritt. Das resultierende
Blut/Infusionsgemisch ist somit wirmer als die initiale Infusionsldsung und zeigt eine
wesentlich kleinere Kiihlwirkung. Zudem war die Infusionsrate in den beschriebenen
Post-Reperfusions Al Experimenten um ca. 50% geringer als in den Prd-Reperfusions
Al Experimenten (0,15-0,42ml/min vs. 0,6ml/min).

Trotz der langsameren Kiihlinduktion zeigte sich in allen Post-Reperfusions

110,116 1~
’ Diese war

Experimenten eine signifikante Verkleinerung der Infarktvolumina.
besonders ausgeprigt wenn die Infusion unmittelbar nach Einsetzen der Reperfusion
gestartet wurde, konnte aber auch bei einem Infusionsbeginn bis zu 2 Stunden nach
Wiederherstellung der Blutversorgung noch nachgewiesen werden.''® Das funktionelle

. . . . .. . 116
Outcome wurde nur in einer der beiden Studien positiv beeinflusst.

Allerdings wurde
in der diesbeziiglich negativen Studie eine relativ langsame Kiihlinduktion berichtet, ein
Umstand der moglicherweise den Therapieerfolg limitierte.''” Zudem wurde in beiden
Studien nach Beendigung der kalten Infusion die Korper- und Hirntemperatur durch
aktives Erwdrmen rasch wieder normalisiert, was den Therapieerfolg vermutlich
insgesamt beschrinkte.

Anders als beim Pre-reperfusion Flushing, wo sich keine Temperaturabhidngigkeit der

neuroprotektiven Effekte zeigte, flihrte die Reduktion der Hirntemperatur durch kalte

Infusionen sowohl bei Prd- als auch in Post-Reperfusion Al in allen bisherigen
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Experimenten zu einem signifikant stirkeren protektiven Effekt als die Infusion

. o 110-112,114-116
korperwarmer Losungen (37°C). ’

1.5.3.3.  Limitationen der bisherigen tierexperimentellen Datenlage

Intra-arterielle Infusionen zeigten in allen bisherigen tierexperimentellen Anwendungen
bei akutem Schlaganfall eine deutliche neuroprotektive Wirkung. Die Mehrzahl der
Experimente konzentrierte sich auf eine Anwendung der Infusionen vor
Wiederherstellung der Blutzirkulation im ischdmischen Territorium (Pré-Reperfusion).
Wihrend ein solches Vorgehen die Reinigung des GefdBterritoriums beim Pre-
Reperfusion Flushing bzw. die Kiihleffekte bei kalten Prd-Reperfusions Al begiinstigt,
da eine Vermischung des Infusats mit Blut vermieden wird, steht es im Konflikt mit
einer moglichst frithen Rekanalisation. In der klinischen Versorgung stellt eine frithe
Rekanalisation den wichtigsten Faktor fiir ein gutes funktionelles Outcome von

Schlaganfallpatienten dar.'"’

Eine bewusste Verzogerung der Reperfusion zur
Durchfiihrung der Al wire somit schwer vorstellbar. Wesentlich attraktiver wéren Post-
Reperfusions Al, ein Vorgehen das tierexperimentell bisher nicht ausreichend
untersucht wurde. Die verfiigbaren Ergebnisse ergaben im Vergleich zu Pri-
Reperfusions Al eine etwas geringere protektive Wirkung, basieren derzeit jedoch auf
den Experimenten einer einzigen Arbeitsgruppe in denen vergleichsweise moderate
Infusionsparameter gew#hlt wurden.''%''®

Der Einfluss von Infusionsparametern, insbesondere der Infusionstemperatur, auf die
neuroprotektive Wirkung von Al ist ein weiterer bisher unzureichend untersuchter
Faktor. Es wurde sowohl fiir Prd- als auch fiir Post-Reperfusions Al gezeigt, dass kalte
Losungen (0-20°C) eine stirkere protektive Wirkung haben als korperwarme
Infusionen. Ob jedoch ein &hnlich wie bei der Ganzkdrperkiihlung
temperaturabhiangiger Effekt besteht, der sich moglicherweise bei niedrigeren

Infusionstemperaturen verstarkt wurde bisher noch nie untersucht.
1.6. Hyperoxygenierung

Neben der therapeutischen Hypothermie gilt die Sauerstofftherapie als ein weiteres

vielversprechendes Behandlungskonzept zur multimodalen Neuroprotektion bei akutem

18



Schlaganfall. Bei der Sauerstofftherapie wird durch den Einsatz von reinem Sauerstoff
als Atemgas unter normobarem oder hyperbarem Druck (NBO bzw. HBO) eine
Hyperoxygenierung des Blutes hergestellt. Anders als bei der Behandlung mit
Hypothermie, bei der eine Reduktion des Zellmetabolismus und somit des zelluldren
Sauerstoftbedarfs angestrebt wird, ist es das primére Ziel der Sauerstofftherapie das

Sauerstoffangebot in den ischamischen Hirnarealen zu verbessern.

1.6.1. Mechanismen der Neuroprotektion durch Hyperoxygenierung

Der Sauerstoffbedarf des Gehirns ist hoch und wird in Ruhe nur von dem des
Herzmuskels iibertroffen.''® Unter physiologischen Bedingungen erfolgt der Transport
von Sauerstoff im Blut zum allergroBBten Teil durch Bindung an Hdmoglobin (ca.
18,9m1/100ml Blut). Physikalisch geloster Sauerstoff kommt im Vergleich eine
untergeordnete Rolle zu (ca. 0,3ml/100ml Blut). Da Hédmoglobin bereits bei einem
Sauerstoffanteil von 21% in der Atemluft fast vollstindig mit Sauerstoff geséttigt ist,
kommt es durch Hyperoxygenierung vorrangig zu einer Steigerung des physikalisch im
Blut geldsten Sauerstoffanteils. Dieser erhoht sich durch Ventilation mit 100%
Sauerstoff unter normobarem Druck (1 bar, NBO) auf 2ml/100ml Blut, und kann durch
Uberdruckbeatmung mit hyperbarem Druck (HBO) noch weiter gesteigert werden (ca.
5,4ml/100ml Blut bei 2,5atm).'"” Tierexperimentelle Daten belegen, dass wihrend
fokaler cerebraler Ischdmie durch NBO das Sauerstoffangebot in der Penumbra auf dem
gleichen Niveau wie vor Ischimieinduktion gehalten werden konnte.'® Durch den
Einsatz von HBO kam es in der ischdmischen Penumbra sogar zu einer Verbesserung
des Sauerstoffangebots um 20%. "'

Es scheint naheliegend, dass durch die Verbesserung des Sauerstoffangebots im
ischdmischen Gewebe positiver Einfluss auf wesentliche pathophysiologische
Mechanismen des Schlaganfalls genommen werden kann. In der Tat zeigten
tierexperimentelle Studien eine positive Wirkung auf Exzitotoxizitit'*, Inflammation'>’
und die Stabilitit der Blut/Hirn Schranke'**. Es finden sich aber auch Hinweise darauf,
dass die Schutzwirkung von Hyperoxygenierung teilweise unabhéngig von der
verbesserten Sauerstoffversorgung in der ischdmischen Phase auftritt. So konnten in
Tierstudien auch bei Therapieeinleitung mehrere Stunden nach FEinsetzen der

Reperfusion noch neuroprotektive Effekte erzielt werden.'” Dennoch scheint dhnlich
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wie bei therapeutischer Hypothermie die Schutzwirkung von Hyperoxygenierung durch
einen frithen Therapiebeginn verstirkt zu werden.'*

Obwohl protektive Effekte von Hyperoxygenierung auch bei permanenter cerebraler
Ischimie gezeigt werden konnten'**'*"'*®  zeigen die Analysen mehrerer
Ubersichtsarbeiten dass das groBte Potential von Sauerstofftherapie wahrscheinlich in
der Behandlung von transienten Ischimien liegt.''*'*"*°

Dem geringeren Einfluss auf das arterielle Sauerstoffangebot entsprechend, zeigte NBO
im Vergleich zu HBO in Studien insgesamt einen kleineren neuroprotektiven Effekt und

. . . 119
war an ein engeres therapeutisches Zeitfenster gebunden.

Die klinische Umsetzung
von HBO ist allerdings an das Vorhandensein einer Druckkammer gebunden und somit
heute nur in sehr wenigen Zentren verfiigbar. Aufgrund der ungleich héheren klinischen
Praktikabilitit von NBO wird dieser Methode deshalb trotz der geringeren Effektivitét

noch immer eine berechtigte Stellung in zukiinftigen Studien zugeschrieben.'*'*

1.6.2. Klinische Erfahrungen mit Hyperoxygenierung bei Schlaganfall

Trotz einer groBen Zahl an Fallberichten {iber die Behandlung von
Schlaganfallpatienten mit HBO oder NBO, ist die derzeitige Evidenz aus kontrollierten
klinischen Studien insuffizient.'"” Drei kleinere klinische Studien untersuchten die
Anwendung von HBO nach akuten Schlaganfillen ohne dass ein signifikanter
Behandlungseffekt gezeigt werden konnte."’'** Allerdings wurden bei allen dieser
Studien deutliche Méngel im Studienaufbau kritisiert, die die Aussagekraft der
gewonnenen Ergebnisse einschrinken''”'*”: In den Studien von Nighoghossian et al.
und Rusyniak et al. wurden Patienten zumeist erst mehr als 12 Stunden nach

Symptombeginn behandelt'**'

, ein Zeitpunkt an dem die Existenz einer groBen
rettbaren Penumbra unwahrscheinlich ist. In der Studie von Anderson et al. war es sogar
moglich Patienten bis zu 2 Wochen nach Beginn der Schlaganfallsymptome
einzuschlieBen. Im Durchschnitt wurde die Behandlung in dieser Studie mehr als 50

131

Stunden nach Symptombeginn begonnen.” Die Behandlung der Kontrollgruppen

erfolgte bei Rusyniak et al. mit NBO' und bei Anderson et al. mit hyperbarer

Raumluft.'!

Wihrend durch die Wahl der Kontrollgruppe eine Beeinflussung des
natiirlichen Krankheitsverlaufs in letzterem Fall nicht auszuschlielen ist, muss im ersten

Fall damit sogar gerechnet werden. Trotz dieser methodischen Limitationen und den
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kleinen Fallzahlen (n = 33-39) finden sich in den Ergebnissen dieser Studien zwei
interessante Hinweise: In der Studie von Nighoghossian et al. zeigte sich nach einem
Jahr ein nicht signifikanter Trend zu einem besseren funktionellen Outcome nach HBO

Behandlung.'**

Die Studie von Rusyniak, bei der HBO mit NBO verglichen wurden,
zeigte fiir die NBO Behandlung ein signifikant besseres funktionelles Outcome nach 3
Monaten.'*?

Zwei klinische Untersuchungen zur NBO Therapie wurden von Singhal et al.
prasentiert. Hier zeigte sich bei 16 Patienten, die weniger als 12 Stunden nach
Symptombeginn NBO fiir 8§ Stunden erhielten, eine signifikant verzogerte Ausbreitung
der diffusionsgestorten Areale in der MR Bildgebung wihrend der Behandlung. Bei
einigen Patienten konnte wéihrend der Behandlung sogar unabhingig vom Auftreten von
Reperfusion eine Reduktion der diffusionsgestorten Areale beobachtet werden. Diese
Ergebnisse deuten auf eine erfolgreiche Stabilisierung der Penumbra hin. Zudem
bestanden nach 24 Stunden signifikant weniger neurologische Defizite (quantifiziert
anhand der NIH Stroke Scale), ein Effekt der als nicht-signifikanter Trend bis zu 3

. 134
Monate nach Behandlung nachzuweisen war.

In einer zweiten Auswertung die
groftenteils auf dem gleichen Patientenkollektiv beruht konnte gezeigt werden, dass
NBO zu einer Verbesserung des zelluldiren Metabolismus und zu niedrigeren

Laktatspiegeln in der Penumbra fiihrt.'”

Eine Untersuchung von Padma et al.
untersuchte an 20 Schlaganfallpatienten mit einem Zeitfenster <12 Stunden eine 12-
stiindige Behandlung mit 10 Litern Sauerstoff pro Minute, ohne dass ein Unterschied im

funktionellen Outcome festgestellt werden konnte.'*®

. Hier muss jedoch darauf
hingewiesen werden, dass die gewihlte Flussrate im Vergleich zu anderen NBO-
Studien relativ gering war und moglicherweise keine suffiziente Hyperoxygenierung
des Blutes herbeifiihrte.

Eine groBere klinische Untersuchung zur Neuroprotektion von NBO beim akuten
Schlaganfall [NCTO00414726] wurde nach Einschluss von 85/240 Patienten
abgebrochen. Es kam dabei zu Sicherheitsbedenken, als in einer Zwischenanalyse eine
signifikant hohere Mortalitdt in der Therapiegruppe festgestellt wurde. In einer

verblindeten retrospektiven Analyse konnte dieser Verdacht widerlegt werden. Es zeigte

sich, dass die beobachteten Todesfdlle nicht durch die Studienintervention bedingt
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waren, sondern durch die schwereren Infarkte und Vorerkrankungen der in die

Therapiegruppe randomisierten Patienten verursacht wurden."’

1.6.3. Nebenwirkungen von Hyperoxygenierung

Immer wieder wurden Sicherheitsbedenken dariiber geduBlert, dass die Anwendung von
Hyperoxygenierung zu einer erhdhten Bildung von potentiell schédlichen
Sauerstoffradikalen fithren konnte. Durch Ischdmie und Reperfusion kommt es bereits
ohne zusidtzliche Sauerstoffzufuhr zu einer gesteigerten Produktion von
Sauerstoffradikalen im Hirnparenchym. Urséchlich hierfiir sind Storungen im zelluldren
Energiemetabolismus und eine Erschopfung der antioxidativen Schutzmechanismen.
Sauerstoffradikale fiihren zu oxidativen Schiden an wichtigen Makromolekiilen wie
Proteinen, Lipiden und Nukleinsduren und kénnen so Zelltod auslosen.””® Ob dieser
Prozess durch Hyperoxygenierung in einer relevanten Weise verstirkt wird ist derzeit
nicht abschlieBend geklirt."*° So deuten beispielsweise die Ergebnisse einer Tierstudie
darauf hin, dass es durch HBO Therapie zwar zu einer erhohten Bildung von
Sauerstoffradikalen kommt, dies aber nicht zu einer Erhohung der Lipidperoxidation
fiihrt, was eine Erhohung des oxidativen Zellschadens unwahrscheinlich macht.'”
Experimentelle Daten aus einem Tiermodell transienter Ischdmie deuten zudem darauf
hin, dass sich die durch NBO erzeugte Neuroprotektion steigert, wenn eine wahrend der
Ischdmiephase begonnene NBO Behandlung nach FEinsetzen der Reperfusion
fortgefiihrt wird. '* Auch wenn die NBO Therapie erst in der Reperfusionsphase

140 .
Diese

begonnen wurde fiihrte dies in begrenztem Ausmall zu Neuroprotektion.
Resultate sprechen gegen eine relevante Verstirkung des Reperfusionsschadens durch
NBO.

Ein weiterer potentiell schéddlicher Effekt ist die Vasokonstriktion die durch
Hyperoxygenierung im Gehirn ausgelost wird und theoretisch zu einer
Verschlechterung der ischdmischen Verhiltnisse fithren konnte.'"” Ursichlich dafiir ist

141

wahrscheinlich eine Stérung der NO-induzierten Vasodilatation.”™ Es ist jedoch unklar

ob dieser Effekt, der im nicht-ischamischen Gehirn sowohl bei Menschen'** als auch bei

. 141,143
Versuchstieren =

wihrend Sauerstofftherapie beobachtet wurde, in gleicher Weise
im ischdmischen Hirngewebe zum Tragen kommt. Im ischdmischen Gewebe kommt es

zu einer schweren Dysfunktion der vasoregulatorischen Mechanismen, wodurch eine
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effektive Vasokonstriktion verhindert wird. In Kombination mit der durch
Hyperoxygenierung erzeugten Vasokonstriktion im gesunden Hirngewebe konnte dies
zu einer Umverteilung des Blutflusses zu Gunsten der ischdmischen Areale fiihren, ein
Phanomen das als ,jinverse steal“ bezeichnet wird.'** Diese These wird durch
bildgebende Untersuchungen wihrend NBO Therapie an Schlaganfallpatienten'** und
Versuchstieren'* gestiitzt, die keine Verminderung sondern eine Erhéhung des totalen
Blutvolumens in den ischdmischen Arealen zeigte.

Pulmonale Nebenwirkungen von Hyperoxygenierung wie eine FErhohung des
pulmonalen Shuntvolumens, eine Verminderung des Atemantriebs und Hyperkapnie
sind vor allem bei pulmonal vorerkrankten Personen von Relevanz.*’ Kardiale
Nebenwirkungen von Hyperoxygenierung wie Bradykardie und eine Verminderung des
Herzzeitvolumens sind in der Regel mild und wahrscheinlich bei Schlaganfallpatienten
wenig gefdhrlich, da sie in der Regel nicht zu einem Abfall des systemischen

Blutdrucks fiihren."*
1.7. Kombinationstherapie mit Hypothermie und Hyperoxygenierung

Wie in den vorhergehenden Abschnitten dargestellt wurde, konnte sowohl fiir
Hypothermie als auch fiir Hyperoxygenierung tierexperimentell Neuroprotektion
gezeigt werden. Eine Kombination dieser beiden Behandlungsstrategien erscheint aus
mehreren Griinden sinnvoll. Essentiell flir die neuroprotektiven Eigenschaften beider
Therapieformen ist deren Einfluss auf den zelluldren Metabolismus: Hypothermie
reduziert den Sauerstoffbedarf und erhoht so die Toleranz fiir ischdmisch/hypoxische
Bedingungen. Hyperoxygenierung hingegen erhdht das Sauerstoffangebot in den
ischdmischen Bereichen und schiitzt so das neuronale Gewebe vor Hypoxie. Eine
Kombination beider Therapien konnte hier zu synergistischen Effekten fiihren, da es zu
einem Zusammentreffen von einem verminderten zelluldren Sauerstoffbedarf mit einem
erhohten Sauerstoffangebot kommen wiirde. Dariliber hinaus erhoht sich die
physikalische Sauerstoffloslichkeit von Blut bei reduzierter Temperatur. Die durch
NBO oder HBO erreichte Hyperoxygenierung des Blutes konnte deshalb bei
hypothermen Kérpertemperaturen weiter verstirkt werden.'*

Pathophysiologische ~ Uberlegungen liefern zudem Hinweise darauf, dass

moglicherweise wesentliche Probleme der therapeutischen Hypothermie durch eine

23



Kombination mit frither Hyperoxygenierung kompensiert werden. Einerseits kdnnten
die stabilisierenden Effekte der Hyperoxygenierung auf die Penumbra dabei helfen
rettbares Gewebe zu erhalten bis eine suffiziente Absenkung der Korpertemperatur
moglich ist.'”” Im Fall von Kiltezittern wiirde der erhhte muskulire Sauerstoffbedarf
durch Hyperoxygenierung zumindest teilweise gedeckt werden, ohne dass es zu einer
Verstirkung der hypoxischen Bedingungen in der Penumbra kommt. Auch konnte die
durch Hyperoxygenierung erreichte Protektion der Blut-Hirn Schranke dazu beitragen
potentiell ~ gefdhrliche = Hirndruckanstiege @ zu  vermeiden, die in  der
Wiedererwérmungsphase nach einer therapeutischer Hypothermie auftreten konnen.'*®

Eine besonders attraktive Kombination ist die Anwendung von Hyperoxygenierung und
Hypothermie bei Verwendung von Al. Wie in Abschnitt 1.5.2 dargestellt, wére die
klinische =~ Anwendung von Al  insbesondere = wihrend  endovaskulérer
Rekanalisationsversuche denkbar. Hierbei kommt es in den meisten Fillen zu einer
erfolgreichen Rekanalisation und somit Wiederherstellung der Blutversorgung im
ischdmischen Gewebe — ein Umstand der die Schutzwirkung von Hyperoxygenierung
verstarkt.'” Es konnten somit sowohl die neuroprotektiven Wirkung von
Hyperoxygenierung in der ischdmischen Phase als auch die inhibierenden Effekte der
Hypothermie auf die Ausbildung von Reperfusionsschiden optimal genutzt

38,12
werden.*®!?’
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2. Material und Methoden

2.1. Tierexperimentelle Versuche

Alle Experimente wurden entsprechend einem durch das Regierungsprisidium
Tiibingen genehmigten Versuchsprotokoll (N3/13) durchgefiihrt. Ménnliche Sprague
Dawley Ratte mit einem Gewicht zwischen 320 und 375 Gramm wurden von Charles
River Laboratories (Sulzfeld, Deutschland) bezogen. Die Haltung erfolgte unter
Standardbedingungen in Standard-Laborkédfigen Typ IV mit einer maximalen Anzahl
von 4 Tieren pro Kifig mit freiem Zugang zu Wasser und Futter im

Forschungsverfiigungsgebdude der Medizinischen Fakultit der Universitét Tiibingen.

2.2. Versuchsgruppen

Das Experiment untersuchte die neuroprotektiven Effekte von intra-arteriellen
Infusionen (9ml/30min) mit drei verschiedenen Temperaturen (4°C, 23°C, 37°C) bei
Beatmung mit Raumluft und in Kombination mit normobarer Hyperoxygenierung in
einem tierexperimentellen ~MCAO-Schlaganfallmodell an Ratten mit einer
Ischdmiedauer von 100 Minuten. Es wurde eine Gruppengréfle von 6 Tieren pro

Versuchsgruppe angestrebt.

Zur selektiven Testung beider EinflussgroBBen (Al; Hyperoxygenierung) wurden 8
Versuchsgruppen gebildet (siche Abbildung 1):

Gl 100 min Ischimie, Raumluft, keine Infusion (Kontrollgruppe)

G2 100 min Ischimie, Raumluft, Infusionstemperatur 4°C

G3 100 min Ischimie, Raumluft, Infusionstemperatur 23°C

G4 100 min Ischimie, Raumluft, Infusionstemperatur 37°C

G5 100 min Ischdmie, 100% Sauerstoff, keine Infusion (Kontrollgruppe NBO)

G6 100 min Ischimie, 100% Sauerstoff, Infusionstemperatur 4°C

G7 100 min Ischimie, 100% Sauerstoff, Infusionstemperatur 23°C

G8 100 min Ischimie, 100% Sauerstoff, Infusionstemperatur 37°C
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Vitalparameter : ‘L Baseline ¢60 min i 115min

G1: Kontrollgruppe 100 min Ischamie
¢ ¢+ 130 MIN
Vitalparameter : ¢ Baseline ‘1,60 min ‘L115min
G2-G4: Al 100 min Ischamie
Al 4°C RA
Al 23°C RA 2 + 130 MIN
Al 37°C RA
Vitalparameter :& Baseline ¢60 min ¢115min
G5: NBO 100 min Ischamie
& ¢ 130 MIN
NBO
Vitalparameter :¢ Baseline ¢60 min i 115min
G6-8: NBO + Al 100 min Isch@mie
Al 4°C 02 _ + 130 MIN
Al 23°C 02 v -
Al 37°C 02 NBO

Abb. 1: Versuchsaufbau in den 8 Versuchsgruppen. In der Kontrollgruppe G1 erfolgte MCAO mit einer
Dauer von 100 Minuten ohne neuroprotektive Intervention. In den Gruppen G2-4 wurde der Effekt von
intra-arteriellen Infusionen (9ml/30min) mit 3 verschiedenen Temperaturen (4°C, 23°C, 37°C)
untersucht. In Gruppe G5 erfolgte eine Monotherapie mit NBO. In den Gruppen G6-8 wurde eine
kombinierte Therapie mit Al und NBO getestet. Eine Messung von Blutdruck und Herzfrequenz sowie
arterielle Blutgasanalysen wurden jeweils vor Ischdmieinduktion, nach einer Ischidmiezeit von 60

Minuten und 15 Minuten nach Reperfusion durchgefiihrt.

2.3. MCAO Modell an der Ratte

Vor Beginn des operativen Eingriffes erfolgte die Narkoseinduktion in einer mit
Isofluran (5%) und Raumluft (21% Sauerstoff und 79% Stickstoff) gefiillten
Induktionskammer. Zur  Aufrechterhaltung der Narkose wurde je nach
Gruppenzuteilung 1,5-2,5% Isofluran mit einem Gemisch aus 21% Sauerstoff und 79%
Stickstoff (Gruppen G1-4) oder 100% Sauerstoff eingesetzt (Gruppen G5-8). Die
Korperkerntemperatur wéhrend der Eingriffe wurde mit einer rektalen Temperatursonde

iiberwacht und mit Hilfe einer Heizmatte konstant bei 37°C gehalten.
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Zur Uberwachung des Blutflusses in der rechten A. cerebri media verwendeten wir eine
Laser-Doppler-Flussmessung  (Perimed Instruments GmbH, Rommerskrichen,
Deutschland). Zum Anbringen der Messsonde erfolgte eine kleine Hautinzision rechts
parietal. Nach Préparation des Schddelknochens wurde zur Positionierung der
Messsonde ein Bohrloch mit einem Durchmesser von 2-3mm am rechten Os parietale
gesetzt.

Eine arterielle Katheterisierung der rechten A. femoralis mit Hilfe eines PE50 Katheters
wurde zur invasiven Messung des arteriellen Blutdrucks sowie von pH, arteriellen
Blutgasen (PaO2, PaCO2, SpO2), Blutelektrolyten (Na, K), der Hamoglobin-
konzentration (Hb) und des Hiamatokrit (Hkt) durchgefiihrt. Die Messung der genannten
Parameter erfolgt mit Hilfe des iSTAT® Point-of-Care Messsystems (Abbott Point of
Care Inc, Chicago, USA).

Zur Aufzeichnung der rektalen Korpertemperatur (Ty), der LDF Messwerte und des
arteriellen Blutdrucks verwendeten wir das PowerLab® Datenaufzeichnungssystem in
Verbindung mit der LabChart Software v8 (beides ADInstruments, Oxford, England).
Fokale cerebrale Ischimie wurde durch einen transienten Verschluss der rechten A.
cerebri media (ACM) fiir 100 Minuten mittels eines modifizierten Filamentmodells
nach Longa et al. induziert."*’” Hierzu wurde der Hals durch eine mediane Hautinzision
eroffnet und die rechte A. carotis im Bereich ihrer Bifurkation freipripariert. Nach
Priparation der A. carotis externa wurde diese ligiert und durch eine kleine Inzision ein
silikonbeschichtetes Nylonfilament iiber den Gefdllstumpf in die A. carotis interna
eingebracht. Das Filament wurde bis zum Abgang der A. cerebri media vorgeschoben
und ein erfolgreicher Verschluss des GefdBBabganges mittels Laser-Doppler-
Flussmessung verifiziert (siche Abbildung 2-A). Nach einer Ischimiedauer von 100
Minuten wurde das Filament vorsichtig wieder zuriickgezogen und der Blutfluss
dadurch wiederhergestellt. Die induzierte Ischdmie wurde dabei als suffizient beurteilt
wenn es nach Positionierung des Filaments tiber dem ACM Abgang zu einem
anhaltenden Abfall des LDF Signals auf unter 40% des Ausgangswertes kam, und nach
dem Zuriickziehen des Filaments wieder ein rascher Anstieg der Messwerte festgestellt
werden konnte.

In Versuchsgruppen in denen die intraarterielle Infusion von physiologischer

Kochsalzldsung vorgesehen war (G2-4, G6-G8, sieche Abschnitt 2.2) wurde unmittelbar
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nach Zuriickziehen des Filaments ein PE-50 Katheter iiber den Gefal3stumpf der A.
carotis externa eingebracht. Dessen Spitze wurde an der Carotisbifurkation positioniert
und die Infusion gestartet (siche Abbildung 2-B).

In allen Versuchsgruppen wurden nach 130 Minuten der arterielle Katheter und die
LDF-Messsonde entfernt, ein Wundverschluss durchgefiihrt und die Narkose beendet.
Zur postoperativen Analgesie erfolgte die subcutane Injektion von Xylocain 1% im
Bereich der Operationswunden ca. 5 min vor dem Erwachen und durch eine einmalige
Injektion von Buprenorphin 0,2 mg/kg subkutan in der Aufwachphase. Zur weiteren
postoperativen Analgesie wurde 6 Stunden und 18 Stunden nach dem Eingriff

Carprofen Smg/kg intraperitoneal appliziert.

ACA

ACA
ACM

ACM

/

ACI‘% ACE ACI - N ACE

t

ACC
Blutfluss

A B

Abb. 2: Schematische Darstellung des Operationsmodells

A: Die Induktion von fokaler cerebraler Ischdmie erfolgte durch den Verschluss des Abgangs der A.
cerebri media.

B: Die intra-arterielle Infusion erfolgte nach Wiederherstellung der Blutversorgung durch einen an der

Carotisbifurkation positionierten Katheter.

ACA: A. cerebri anterior; ACC: A. carotis communis; ACE: A. carotis externa; ACI: A. carotis interna;

ACM: A. cerebri media  (Grafik modifiziert nach Ding et al.'”)
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2.4. Funktionelle Testung der Versuchstiere

Funktionelle Defizite der Versuchstiere wurden jeweils vor Durchfiihrung der
operativen Eingriffe und 24 Stunden nach Reperfusion anhand 4 standardisierter Tests
durch ein fiir die Behandlungsgruppe verblindetes Mitglied der Arbeitsgruppe
quantifiziert.

(1) Im ,,Forelimb Placement Test* wird das Versuchstier an Torso umfasst und nahe
einer Tischkante gehalten (siehe Abbildung 3-A). Seitengetrennt wird die Féhigkeit des
Tieres beurteilt mit der Vorderpfote die Tischkante zu beriihren, nachdem ein solches
Verhalten durch einen ipsilateralen visuellen, taktilen oder propriozeptiven Reiz oder
durch das Bestreichen der ipsilateralen Fibrissen stimuliert wurde. Die Reaktion auf
jeden der 4 getesteten Stimuli wird durch ein Testwert von O=normales Verhalten bis
2=keine Reaktion auf den Stimulus bewertet. Es ergibt sich somit ein maximaler
Gesamtscore von 8 Punkten, der einer Plegie der betroffenen linken Korperhilfte
entspricht.'**

4-teilige Behinderungsskala iiberfiihrt: 0-1=kein Defizit; 2-3=mildes Defizit; 4-

Zur besseren Visualisierung wurden die Testergebnisse zusétzlich in eine

6=maéBiges Defizit; 7-8=schweres Defizit.

(2) Im ,,Body Swing Test* wird das Tier ca. 2,5cm distal des Schwanzansatzes gefasst
und fiir 2-3 Sekunden vom Boden abgehoben (sieche Abbildung 3-B). Gewertet wird
eine Seitwirtsbewegung des Kopfes nach links oder rechts die um mehr als 10° von der

vertikalen Achse abweicht.'*

Nach cerebralen Ischimien kommt es aufgrund von
Parese und Neglect zu einer Lateralisierungstendenz der Seitwirtsbewegung. Als
Zeichen einer Lateralisierungstendenz wurde nach 30 Versuchsdurchgédngen die Anzahl
der von der Normalverteilung (15 rechts, 15 links) abweichenden Seitwirtsbewegungen
gewertet: Absolutwert (15 — Anzahl der Bewegungen nach rechts). Zur besseren
Visualisierung wurden die Testergebnisse zusétzlich in eine 4-teilige Behinderungsskala
iiberfiihrt: 0-3=kein Defizit; 4-7=mildes Defizit; 8-11=miBiges Defizit; 12-15=schweres
Defizit.

(3) Im ,,Corner Turn Test* wird das Versuchstier in eine Ecke mit einem spitzen Winkel
von 30°C gesetzt (siche Abbildung 3-C). Um aus der Ecke zu entkommen, kann das

Versuchstier eine Wendung nach rechts oder links durchfiihren.'* Beurteilt wurde eine

mogliche Seitenpriferenz, und hierzu nach 10 Versuchsdurchgédngen die Anzahl der von
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der Normalverteilung (5 rechts, 5 links) abweichenden Korperwendungen gewertet:
Absolutwert (5 - Anzahl der Korperwendungen nach rechts). Zur besseren
Visualisierung wurden die Testergebnisse zusétzlich in eine 4-teilige Behinderungsskala
iiberfiihrt: 0-1=kein Defizit; 2=mildes Defizit; 3-4=miBiges Defizit; S=schweres Defizit.
(4) Im ,Neuroscore Test* wurde das spontane motorische Verhalten der Versuchstiere
beurteilt. Die Beurteilung erfolgte anhand einer 4-teiligen Skala: 0 = kein erkennbares
Defizit; 1 = leichtes Defizit; 2 = kreisende Fortbewegung; 3 = stark kreisende

Fortbewegung oder keine Spontanbewegung. '’

C

Abb. 3: Durchfiihrung ausgewéhlter funktioneller Tests

A: Im ,Forelimb Placement Test* wurde die Féhigkeit des Versuchstieres beurteilt die Tischkante mit
der Vorderpfote zu berithren nachdem ein solches Verhalten durch einen visuellen, taktilen oder
propriozeptiven Reiz oder durch das Bestreichen der ipsilateralen Fibrissen stimuliert wurde.

B: Im ,,Body Swing Test” wurde das Versuchstier fiir 2-3 Sekunden vom Boden abgehoben. Beurteilt
wurde eine Lateralisierungstendenz der dadurch ausgeldsten Seitwértsbewegung des Kopfes nach links
oder rechts.

C: Im ,,Corner Turn Test” wurde das Versuchstier in eine Ecke mit einem spitzen Winkel von 30°C
gesetzt. Beurteilt wurde eine mogliche Seitenpriaferenz der Korperwendung nach rechts oder links, die

das Versuchstier in dieser Situation instinktiv durchfithrt um aus der Ecke zu entkommen.

2.5. Gewichtsverlust

Alle Tiere wurden vor dem operativen Eingriff und nach einer Reperfusionszeit von 24
Stunden gewogen. Der Gewichtsverlust wurde aus der Differenz zwischen
Ausgangsgewicht und Endgewicht berechnet. Das Ausmal} des postinterventionellen

Gewichtsverlustes wird als Indikator der funktionellen Beeintrichtigung angesehen. '’
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2.6. Infarktvolumen und Odemvolumen

Nach einer Reperfusionszeit von 24 Stunden wurden die Versuchstiere unter tiefer
Narkose mit 5% Isofluran und Raumluft (21% Sauerstoff und 79% Stickstoff) mit 60ml
physiologischer Kochsalzlosung transkardial perfundiert und danach dekapitiert. Das
Gehirn wurde herauspréipariert und in 7 coronare Schnitte mit einer Dicke von 2mm
geschnitten. Die Gewebeschnitte wurden in einer 2%igen Losung von 2,3,5-
Triphenyltetrazoliumchlorid (TTC) angefarbt und fotografiert. Durch die Behandlung
mit TTC wird vitales, metabolisch aktives Gewebe rot gefirbt, wihrend es in
nekrotischen Bereichen die keine metabolische Aktivitdt aufweisen zu keiner Fiarbung
kommt. Die Infarkt- und OdemgréBe wurden anhand der Fotografien mittels der Imagel
Bildbearbeitungssoftware (National Institute of Health, Bethesda, USA) durch ein fiir
die Behandlungsgruppe verblindetes Mitglied der Arbeitsgruppe bestimmt. Zur
Bestimmung der Infarktgrof8e wurde das Volumen des vitalen Gewebes der ipsilateralen
(rechten) Hemisphire vom der Gesamtvolumen der kontralateralen (linken) Hemisphére

7 Zur Bestimmung der OdemgroBe wurde die Gesamtfliche der

abgezogen.'
kontralateralen (linken) Hemisphéire von der Gesamtfliche der ipsilateralen (rechten)

Hemisphére abgezogen.
2.7. Statistische Methoden

Werte werden im Fall von kontinuierlichen Daten als Mittelwerte + 1
Standardabweichung und im Fall von ordinal verteilten Daten (funktionelle Tests) als
Median (25% Perzentile, 75% Perzentile) angegeben. Die statistische Testung
kontinuierlicher Daten erfolgte durch 2-seitigen T-Test oder univariate Varianzanalyse
mit Post-Hoc Vergleichen mittels Dunnet’s Test. Die statistische Testung von ordinalen
Daten (funktionelle Tests) erfolgte durch den nicht-parametrischen Kruskal-Wallis Test.
Fiir die statistische Testung wurde ein Signifikanzniveau von p=0,05 angenommen.
Ergebnisse mit p<0,001 werden als hochsignifikant bezeichnet. Bei
Mehrfachvergleichen wurde eine Korrektur des Signifikanzniveaus nach Bonferroni

durchgefiihrt.
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3. Ergebnisse

Insgesamt wurden die Daten von 108 Tieren analysiert. 7 Tieren mussten wegen einer
Verletzung des Studienprotokolls und 8 Tiere wegen Komplikationen wihrend des
chirurgischen Eingriffes ausgeschlossen werden. Eine ausreichende Qualitdt der LDF
Reduktion wihrend der Ischdmiedauer von 100 Minuten wurde in 51 der verbleibenden
92 Tiere erreicht.

Unabhéngig von der Qualitdt der LDF Ableitung wurde im Verlauf der Experimente in
Gruppe G2 (Raumluft, Infusionstemperatur 4°C) eine stark erhohte Mortalitdt (42,9% )
im Vergleich zu den anderen Therapiegruppen (0-10,0%) festgestellt (siche Tabelle 1).
Wir entschieden uns daher in dieser Gruppe auf die angestrebte Gruppengrofle von 6
Tieren zu verzichten. Aus diesem Grund wurde Gruppe G2 nicht in die statistischen
Analysen auf Gruppenebene aufgenommen. Die Ergebnisse der iiberlebenden Tieren in
Gruppe G2 bei denen eine ausreichende LDF Qualitit erreicht wurde (n=3) flieen

jedoch in die gepoolte Analyse der Vitalparameter mit ein.

Mortalitit
G1: CTL 4/19 (21,1%)
G2: CI4°C RA 3/7  (42,9%)

G3: CI23°CRA /11 (9,1%)
G4: CI37°CRA 1/10 (10,0%)
G5: NBO 1/14 (7,1%)
G6: CI4°C NBO 1/10 (10,0%)
G7: CI23°CNBO  0/10 (0,0%)
G8: CI37°CNBO  0/10 (0,0%)

Tab. 1: Mortalitét in den Versuchsgruppen unabhéngig von der Qualitdt der LDF Ableitung

In Gruppe G2 zeigt sich eine stark erhohte Mortalitdt im Vergleich zur Kontrollgruppe G1 und den
anderen Therapiegruppen G3-8.
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3.1. Ausgangsgewicht und MCAOQO Qualitit

Das mittlere Ausgangsgewicht der Versuchstiere und wesentliche Qualitdtsmerkmale
der induzierten cerebralen Ischimie mittels MCAO (Verschlussdauer, des Abfalls des
LDF Signals bei Ischdmieinduktion und des Anstiegs des LDF Signals nach Einleitung
der Reperfusion) waren iiber alle Versuchsgruppen dhnlich verteilt (siche Tabelle 2).
Eine univariate Varianzanalyse zeigte keine statistisch signifikanten Unterschiede
zwischen den Versuchsgruppen (Ausgangsgewicht p=0,42; Ischimiezeit p=0,664; LDF
Reduktion p=0.32; LDF Anstieg p=0,519).

Ausgangs- MCAO LDF Reduktion bei  LDF Anstieg bei
gewicht (g) Dauer (min) MCAO Beginn (%) MCAO Ende (%)

Gl: CTL 343,5+ 15,85 101 +2,28 73,9+73 72,9 £8,5

G2: CI4°C RA 343,33+ 11,72 100+0 66,6 + 6,0 66,8 £ 8.5

G3: CI23°CRA 334+ 17,62 99,83 £3,49 69,1+ 6,4 71,7 £ 10,1

G4: CI37°CRA  343,67+7,37 101,2+5,67 72,4+3,7 66,3+ 6,7

G5: NBO 3444+ 11,93 98,67+2,42 72,7+2,6 71,1+£7.2

G6: CI4°CNBO 332,33 +11,43 96,83 +£7,36 73,9 +5,8 74,0+ 7,0

G7: CI23°CNBO 336,33 +£9,18 98,5+ 2,89 79,6 + 8,6 76,3+7,7

G8: CI37°C NBO 342 + 6,96 98,4 +4,51 74,6 +7,7 74,5+ 6,4

Tab. 2: Ausgangsgewicht der Versuchstiere und wesentliche MCAO-Qualititsmerkmale in den
Versuchsgruppen.
Beide Parameter unterscheiden sich nicht signifikant zwischen den Versuchsgruppen G1 und G3-8.

n(Gl, G3-G8) = 6; n(G2) =3

3.2. Infarktvolumen

Die Induktion von fokaler cerebraler Ischimie durch MCAO fiir 100 Minuten ohne
neuroprotektive Therapie (G1) fithrte 24 Stunden nach dem Eingriff zu einem mittleren
Infarktvolumen von 324,8 + 129,5 mm’ (siche Tabelle 3 und Abbildung 4). Die
univariate Varianzanalyse der Infarktvolumina (siche Abbildung 5) zeigte signifikante

Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen (p<0,001). Fiir die Post-Hoc Testung
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erfolgte eine Korrektur des Signifikanzniveaus nach Bonferroni fiir 5 Vergleiche auf
0,0083.

Bei Monotherapie mit Al zeigte sich eine deutliche Temperaturabhingigkeit der
neuroprotektiven Wirkung. Durch die intra-arterielle Infusion von 37°C warmer
physiologischer Kochsalzlosung (G4) konnte die deutlichste Reduktion der Infarktgrof3e
(-75%) erzielt werden. Dieser Effekt zeigte sich in der Post-Hoc Testung statistisch
hochsignifikant gegeniiber der Kontrollgruppe (p<0,001). Eine Infusionstemperatur von
23°C fiihrte zu einer wesentlich geringeren Reduktion des Infarktvolumens (-26%), ein
Effekt der im Vergleich zur Kontrollgruppe keine statistische Signifikanz erreichte
(p=0,12). Trotz der geringen Gruppengroe in Gruppe 2, in der eine
Infusionstemperatur von 4°C verwendet wurde (n=3), deutet die mdBige Reduktion der
mittleren InfarktgroBe um nur 14% darauf hin, dass auch diese Infusionstemperatur
hinsichtlich ihrer neuroprotektiven Wirkung einer Infusion mit 37°C wahrscheinlich
unterlegen ist.

Eine Behandlung mit 100% normobarem Sauerstoff in Gruppe G5 fiihrte zu einer
hochsignifikanten Reduktion des Infarktvolumens um 61% (p<0,001). Durch eine
Kombinationstherapie mit NBO und intra-arterieller Infusion konnte in den Gruppen G6
G7 und G8 unabhdngig von der Infusionstemperatur eine weiteren Reduktion des
mittleren Infarktvolumens erzielt werden (G6: -71%; G7: -70%; G8: -90%). Die durch
die Kombinationstherapie erzielte Reduktion der Infarktvolumina unterschied sich
jeweils hochsignifikant von der Kontrollgruppe (jeweils p<0,001). Eine separate
univariate Varianzanalyse zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Gruppen in denen NBO als Monotherapie (G5) oder Kombinationstherapie (G6-G8)
angewendet wurde (p=0,083).
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G1CTL AlI23°CRA AI37°CRA NBO Al4°CNBO  AI23°CNBO  AI37°CNBO

Abb. 4: Infarktvolumina 24 Stunden nach MCAO
Die abgebildeten Gewebeschnitte wurden mit TTC angeférbt. In dieser Farbung erscheint vitales Gewebe

rot, wiahrend nicht metabolisch aktives (infarziertes) Gewebe ungeférbt bleibt.
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: .H.H..L

CTL AlI23°CRA AI37°CRA Al4°CNBO  AI23°CNBO AI37°CNBO
Fehlerbalken + 1 SD

* ok *%

Infarktvolumen mm?3

Abb. 5: Infarktvolumen 24 Stunden nach MCAO

Eine Monotherapie mit 37°C warmer Al (G4) oder NBO (GS5) fiihrte zu einer hochsignifikanten
Reduktion des Infaktvolumens. Eine Kombinationstherapie mit AI und NBO zeigte keinen signifikanten
Unterschied zur Monotherapie mit NBO. n = 6 in allen dargestellten Gruppen

** hochsignifikant gegeniiber G1 (p<0,001)
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Infarktvolumen (mm3) Odemvolumen (mm3) Gewichtsverlust(g)

G1: CTL 324,83 + 129,52 124,49 +£ 53,4 42 +8,99
G2: AI4°CRA 279,98 + 148,63 131,01 £ 93,06 48,67 + 8,02
G3: AI23°CRA 239,99 + 64,69 143,59 £ 91,21 40,67 + 10,46
G4: AI37°C RA 82,67 £ 37,22%* 47,1 £33,18 34,5+9,85
G5: NBO 127,82 £ 38,17** 61,98 +32,04 43,6 £ 13,56
G6: AI4A°CNBO 94,32 £26,76** 57,12+29,4 41,5+9,25
G7: AI23°CNBO 95,83 £57,13** 60,53 + 36,67 39+ 6,56

G8: AI37°C NBO 62,85 +33,8** 59,49 + 45,83 40,8 £10,26

Tab. 3: Einfluss der Versuchsgruppe auf das Infarktvolumen, das Odemvolumen und den
Gewichtsverlust 24 Stunden nach MCAO. n(G1, G3-G8) = 6; n(G2) =3
** hochsignifikant gegeniiber G1 (p<0,001)

3.3. Odemvolumen

In unserem Versuchsmodell kam es in der Kontrollgruppe 24 Stunden nach MCAO zu
einem mittleren Volumen des Infarktddems von 124,5 + 53,4 mm’ (siche Tabelle 3).
Eine Behandlung mit intra-arterieller Infusion fiihrte bei einer Infusionstemperatur von
37°C (G4) zu einer Reduktion des mittleren Odemvolumens um 62% gegeniiber der
Kontrollgruppe (sieche Abbildung 6). Ahnlich der Reduktion der Infarktvolumina zeigte
sich eine Temperaturabhéingigkeit der 6demreduzierenden Wirkung von Al. Bei einer
verminderten Infusionstemperatur von 23°C kalter Infusion (G3) war keine Reduktion
des Odemvolumens nachweisbar. Soweit beurteilbar scheint eine Infusion mit 4°C (G2)
ebenso zu keiner Reduktion des Infarktoddems zu fiihren.

Die Anwendung von NBO (G5) verminderte das Odemvolumen um 50% gegeniiber der
Kontrollgruppe. Eine Kombinationstherapie mit NBO und intra-arterieller Infusion (G6-
8) fiihrte im Vergleich zur Monotherapie mit NBO zu keiner relevanten Steigerung der
anti-0dematosen Wirkung (-51% bis -54% gegeniiber der Kontrollgruppe). Die
Infusionstemperatur hatte in den mit Kombinationstherapie behandelten Gruppen
keinen Einfluss auf das Odemvolumen.

Eine univariate Varianzanalyse zeigte signifikante Unterschiede zwischen den
Versuchsgruppen hinsichtlich des Odemvolumens (p=0,008). Fiir die Post-Hoc Testung
erfolgte fiir 5 Vergleiche eine Korrektur des Signifikanzniveaus nach Bonferroni auf

0,0083. In den Post-hoc Vergleichen fanden sich keine signifikanten Unterschiede
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zwischen der Kontrollgruppe G1 und einer der Behandlungsgruppen (G3-8) (jeweils
p>0,05).
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Abb. 6: Odemvolumen 24 Stunden nach MCAO
Eine Monotherapie mit 37°C warmer Al (G4) oder NBO (GS5) oder eine Kombinationstherapie mit Al

und NBO (G6-8) fiihrten zu einer nicht signifikanten Reduktion des Odemvolumens. n = 6 in allen
dargestellten Gruppen
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Abb. 7: Gewichtsverlust 24 Stunden nach MCAO

Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen. n = 6 in allen

dargestellten Gruppen
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3.4. Gewichtsverlust

Der beobachtete mittlere Gewichtsverlust 24 Stunden nach MCOA (siche Tabelle 3)
betrug 10-14% des Ausgangsgewichts und war iiber alle Versuchsgruppen dhnlich
verteilt. Eine univariate Varianzanalyse (siehe Abbildung 7) zeigte keine statistisch

signifikanten Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen (p=0,828).

3.5. Funktionelle Testergebnisse

Alle Versuchstiere wurden vor dem operativen Eingriff und 24h nach MCAO einer
Verhaltenstestung anhand von 4 standardisieren Tests unterzogen. Die Testergebnisse
sind in Tabelle 4 aufgefiihrt. Eine statistische Analyse der funktionellen Testergebnisse
mittels Kruskal-Wallis-Test zeigte zu keinem der Zeitpunkte signifikante Unterschiede
zwischen den Testergebnissen der Versuchsgruppen (Tail Swing Test: (Baseline)
p=0,157; (24h) p=0,129. Corner Turn Test: (Baseline) p=0,149; (24h) p=0,668.
Forelimb Placement Test: (Baseline) p=1,0; (24h) p=0,598. Neuroscore Test: (Baseline)
p=1,0; (24h) p=0,129).

Zur besseren Visualisierung wurden die Testergebnisse des ,,Body Swing Test“, des
,Corner Turn Test“ und des ,Forelimb Placement Test“ in eine 4-teilige
Behinderungsskala eingeteilt (O=kein Defizit; 3=schweres Defizit) (siche Abschnitt
2.4). Die Verteilung des funktionellen Defizits in den Versuchsgruppen G1 und G3-8
wird anhand dieser Skala in Abbildung 8§ dargestellt.
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Gl:
G2:
G3:
G4:
GS:
G6:
G7:
G8:

Gl:
G2:
G3:
G4:
GS:
G6:
G7:
G8:

CTL

Al4°C RA
AI23°C RA
AI37°C RA
NBO

AI4°C NBO
AI23°C NBO
AI37°C NBO

CTL

Al4°C RA
AI23°C RA
AI37°C RA
NBO

AI4°C NBO
AI23°C NBO
AI37°C NBO

Body Swing Test
1,5 (0,75; 3,75)
3(1;3)
1(0;2,75)

4,5 (1,75; 5,25)
0(0; 1,5)

4 (0,75; 8,25)
0(0; 3)

2(0,75; 8)

Body Swing Test
10 (4,75; 15)

10 (5; 10)

11 (4;15)

13,5 (9,75; 15)
10 (2,5; 14,5)

7 (3; 14,25)
3(1,5;7)
8(4;9,25)

Corner Turn Test
1(0;1)

1(1; 1)

0(0; 0

0,5(0; 1)
0(0;0,5)

1,5 (0; 2,25)
0(0;1)

1(0;1)

Corner Turn Test
4 (1,5;5)

545

4 (1,5;5)

3(L35)

53:9)

4,5 (1,75; 5)
4(1,5;5)
5(4,5;5)

Forelimb
Placement Test
0 (0; 0)

0 (0; 0)

0(0;0)

0 (0; 0)

0 (0; 0)

0 (0; 0)

0 (0; 0)

0 (0; 0)

Forelimb
Placement Test
5,5 (4;7,25)
6(3;06)

62;7)

6 (2,75; 7,25)
5(0,5;5,5)

5,5 (1,5; 7,25)

3 (0; 5,75)

3,5 (0; 6,25)

Tab. 4: Funktionelle Testergebnisse vor (A) und 24h nach MCAO (B)

Neuroscore Test
0(0;0)
0(0;0)
0(0;0)
0(0; 0
0(0;0)
0(0;0)
0(0;0)
0(0;0)

Neuroscore Test
2,5(1;3)

3(2;3)
2(2;2,75)
2,5(1,75; 3)
3(0,5;3)
2(0,75; 3)

0(0; 1,25)
2(1;3)

Die Angabe erfolgt als Median und 25% sowie 75% Perzentile. Die statistische Testung mittels Kruskal-

Wallis-Test zeigte zu keinem der Zeitpunkte signifikante Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen G1

und G3-8. n(G1, G3-G8) = 6; n(G2) =3
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Abb. 8: Ergebnisse der funktionellen Testung anhand des Body Swing Test (A), Corner Turn Test (B),
Forelimb Placement Test (C) und des Neuroscore Test (D) jeweils vor (1) und 24h nach MCAO (2)

Die statistische Priifung ergab fiir keinen der Tests einen signifikanten Unterschied zwischen den
Zur Dbesseren in eine 4-teilige

Versuchsgruppen. Visualisierung wurden die Testergebnisse

Behinderungsskala iiberfiihrt (kein Defizit — schweres Defizit). n = 6 in allen dargestellten Gruppen
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3.6. Vitalparameter

Wihrend der operativen Eingriffe wurden die Vitalparameter der Versuchstiere (siche
Tabelle 5) entweder an drei festgelegten Zeitpunkten (1) vor MCAO Beginn (Baseline),
(2) wahrend MCAO (60min) und (3) wihrend der Reperfusionsphase (115min)
gemessen (PaO2, Sp0O2, PaCO2, pH, Na, K, SAP, MAP, HF, Hct, Hb) oder
kontinuierlich wéhrend des gesamten Eingriffs {iberwacht (Tyec).

Um statistisch signifikante Unterschiede feststellen zu konnen wurden fiir ausgewéhlte
Vitalparameter (PaO2, PaCO2, MAP, HF, Hct, T.«) zwei gepoolte Analysen
durchgefiihrt.

In der ersten Analyse (siche Tabelle 6) wurden alle Gruppen mit Raumluft als Atemgas
(G1-4, n=21) mit allen NBO Gruppen (G5-8, n=24) verglichen. Aufgrund von
Mehrfachvergleichen wurde eine Korrektur des Signifikanzniveaus nach Bonferroni fiir
18 Vergleiche auf 0,0028 durchgefiihrt. In den NBO Gruppen (sieche Abbildung 9-A)
zeigten sich iliber die gesamte Versuchsperiode hochsignifikant erhdhte arterielle
Sauerstoffkonzentrationen: (Baseline) 72,8 + 6,1 vs. 438,9 + 64,5 mmHg; (60min) 63,6
+ 7,3 vs. 434,77 £ 59,5 mmHg; (115min) 56 + 9,7 vs. 430,2 £ 66,7 mmHg; jeweils
p<0,001. Die Applikation von Al hatte keinen Einfluss auf dieses Ergebnis (Abbildung
9-B und Tabelle 8).
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Abb. 9: Auswirkung des Atemgases auf die arterielle Sauerstoffkonzentration

A: Die Anwendung von NBO fiihrt zu einer hochsignifikanten Erhoéhung der arteriellen
Sauerstoffkonzentration wahrend des gesamten operativen Eingriffs. n(Raumluft) = 21; n(NBO) = 24

B: Die Anwendung von Al hat keinen relevanten Einfluss auf dieses Ergebnis.

n(Raumluft) = 6; n(Raumluft+Al) = 15; n(NBO) = 6; n(NBO+AI) = 18
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Im Verlauf des operativen Eingriffs kam es in den NBO-Gruppen zu einem
kontinuierlichen Anstieg der arteriellen Kohlendioxidkonzentration (siche Abbildung
10-A). Wihrend vor Ischdmieinduktion noch keine signifikante Erh6hung zwischen den
Gruppen G1-4 (Raumluft) und den Gruppen G5-8 (NBO) vorlag (37,5 + 5,0 vs. 43,2 +
7,0 mmHg p=0,004), waren die Werte wiahrend MCAO (37,5 £ 5,2 vs. 49,0 = 8,3
mmHg p<0,001) und in der Reperfusionsphase (41,0 = 5,7 vs. 56,5 £ 13,3 mmHg
p<0,001) hochsignifikant erhoht.

Diese Erhohung der arterielle Kohlendioxidkonzentration war unabhingig von der
Anwendung von Al: Gesteigerte PaCO2 Werte konnte in den NBO Gruppen (G5-8)
sowohl bei Monotherapie (GS5) als auch bei Kombination mit Al (G6-8) beobachtet
werden. Auch bei Verwendung von Raumluft als Atemgas (G1-4) fanden sich keine
relevanten Unterschiede in den Mittelwerten des PaCO2 zwischen der Kontrollgruppe

(G1) und den AI Gruppen (G2-4). (Abbildung 10-B und Tabelle 8).
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Abb. 10: Auswirkung des Atemgases auf die arterielle Kohlendioxidkonzentration

A: Die Anwendung von NBO fiihrt zu einer hochsignifikanten Erhohung der arteriellen
Kohlendioxidkonzentration wéhrend der Ischdmie und Reperfusionsphase.

n(Raumluft) = 21; n(NBO) = 24

B: Die Anwendung von Al hat keinen relevanten Einfluss auf dieses Ergebnis.

n(Raumluft) = 6; n(Raumluft+Al) = 15; n(NBO) = 6; n(NBO+AI) = 18
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Die anderen getesteten Parameter (siche Abbildung 11) wiesen zu keinem der
Zeitpunkte statistisch signifikante Unterschiede auf (Hct: (Baseline) p=0,835; (60min)
p=0,319; (115min) p=0,909. MAP: (Baseline) p=0,004; (60min) p=0,197; (115min)
p=0,04. HF: (Baseline) p=0,154; (60min) p=0,77; (115) p=0,79. T (Baseline) p=0,2;
(Intraischédmisch) p=0,559; (Reperfusion) p=0,321).
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Abb. 11: Auswirkungen des Atemgases auf verschiedene Vitalparameter
A: Hamatokrit B: MAP C: Herzfrequenz D: Rektale Korpertemperatur. Keiner der Parameter wies zu
einem Zeitpunkt signifikante Unterschiede auf. n(Raumluft) = 21; n(NBO) = 24

In der zweiten Analyse wurden alle Gruppen ohne intra-arterielle Infusion (G1, G5
n=12) mit allen AI-Gruppen (G2-4, G6-8 n=33) verglichen (siche Tabelle 7). Aufgrund
von Mehrfachvergleichen wurde eine Korrektur des Signifikanzniveaus nach
Bonferroni fiir 18 Vergleiche auf 0,0028 durchgefiihrt. In dieser Analyse konnte bei
dhnlichen Hamatokritwerten vor Ischdmieinduktion (35,6 = 2,9 vs. 33,8 + 4,2 p=0,128)
und wéihrend MCAO (36,8 += 5,0 vs. 34,9 + 3,5 p=0,238) eine hochsignifikante
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Reduktion des Hamatokritwertes wihrend der Applikation von Post-Reperfusions Al in
der Reperfusionsphase (38,4 + 4,8 vs. 31,5 £ 4,5 p<0,001) festgestellt werden (siche
Abbildung 12-A).

Die Reduktion des Hdmatokritwertes in den AI-Gruppen (G2-4, G6-8) war unabhingig
davon ob Raumluft (G2-4) oder NBO (G6-8) als Atemgas verwendet wurde (siche
Abbildung 12-B und Tabelle 8). Die Temperatur der verwendeten Infusionslésung (4°C
in G2, G6; 23°C in G3, G7; 37°C in G4, GY) zeigte ebenso keinen Effekt auf dieses
Ergebnis (siche Abbildung 12-C und Tabelle 9).
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Abb. 12: Auswirkungen von Al auf den systemischen Hamatokrit

A: Anwendung von Al in der Reperfusionsperiode (115min) fiihrt zu einem hochsignifikanten Absinken
des Hamatokrit. n(keine Infusion) = 12; n(AI) =33

** p<0,001

B: Dieser Effekt ist unabhéngig vom Atemgas (Raumluft oder NBO).

n(Raumluft) = 6; n(Raumluft+Al) = 15; n(NBO) = 6; n(NBO+AI) = 18

C: Die Temperatur der Infusionslosung beeinflusst das Absinken des Hamatokrit nicht.

n(keine Infusion) = 12; n(AI 4°C) = 9; n(AI 23°C) = 12; n(AI 37°C) = 12
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Die durchschnittliche rektale Korpertemperatur (siche Abbildung 13-A) wurde durch
die Anwendung von intra-arteriellen Infusionen in keiner der 3 Messperioden
signifikant beeinflusst: (Baseline) p=0,659; (Intraischdmisch) p=0,128; (Reperfusion)
p=0,382. Dieses Ergebnis war unabhingig von der Temperatur der verwendeten

Infusionslésung (siche Abbildung 13-B und Tabelle 9).
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Abb. 13: Auswirkungen von Al auf die rektale Korpertemperatur

A: Die Anwendung von Al hat keinen signifikanten Einfluss auf die rektale Korpertemperatur.
n(keine Infusion) = 12; n(Al) = 33

B: Dieser Effekt wird von der Temperatur der verwendeten Infusionsldsung nicht relevant beeinflusst.

n(keine Infusion) = 12; n(AI 4°C) = 9; n(AI 23°C) = 12; n(AI 37°C) = 12

Die anderen getesteten Parameter (siche Abbildung 14) wiesen zu keinem der
Zeitpunkte statistisch signifikante Unterschiede auf. (SpO2: (Baseline) p=0,854;
(60min) p=0,756; (115min) p=0,978. SpCO2: (Baseline) p=0,055; (60min) p=0,395;
(115min) p=0,596. MAP: (Baseline) p=0,27; (60min) p=0,976; (115min) p=0,625. HF:
(Baseline) p=0,261; (60min) p=0,968; (115) p=0,725)
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Abb. 14: Auswirkungen Atemgases auf verschiedene Vitalparameter
A: SpO2 B: SpCO2 C: MAP D: Herzfrequenz Keiner der Parameter wies zu einem Zeitpunkt signifikante
Unterschiede auf.

n(keine Infusion) = 12; n(Al) = 33

46



‘0¥
8LOFELE
870 F 20V
9L°0F LYY
€0°T F8LE
7€°0 F89°¢

IF9¢
10 ¥ 88°¢C

urg |

IT°ITF 9SS
¥8°6 F TEYS

TE9F LTS
G891 FST19
8SLF LOYY
St'e ¥ 8T°6¢
€8°LFEELE
9T F S8°0F

urg |

S0 F 80
6T0FLLE
ILOFSLE
W0 F 89
vL°0 F98°¢C

9II'0F ¥

90 F 9t
69°0 F S9°¢

urwo9

€6°C F¥9°LY

LSV F 88°9F
I1°S F TEvr
9L'TT FTE9S
98°L FS6¢€
16°C ¥89°8¢
9E'Y F 6'VE
S6°C FTT9E

urwo9

790 F TT'E
TTOFLE
650 F €0°
LEOF 88
950 F LIE
650 F 8¢
IS0 FL9°E
€TOFESE
Juiaseg

(T/10ww) 3§

8T'L F6€

81°C ¥ 20°0%
789 F 101
T6'S F LTLY
STOFTYE
¥6°€ F ¥9°9¢
YTEF 1Y
9T'CF LL6E
Juiaseg

(BHww) zODBd

v F LY]
LS Fivl
6°9S ¥ CT0C1
T6°€ F £8°6€1
6°c Fil
STFSTHYI
9FLVI
8TFLY VI

urgr |

0F00I

0F 001

€E€9T FL9°901
0F 001

TT6FS I8
98°¢c FGT'88
80°C F €€°T6
SL'SFS88

urgr |

SOCF9erI
€8T F I¥1
IS F LIYYI
LITFLILET
e F9PIL
STFSLOVI
1€TFL9Trl
SYFeehyl

urwo9

0F00I

0F 001

0F 001

0F 001
LT'EFT06
91'TF €6
850 F L9T6
88T F €€°T6

urwo9

e F9Erl
TTTFSL6EL
ELEFSSPI
6LTFLIOVI
'€ FS¥l
S6'TF9TIPI
Is‘e Fegevl
LEEF €8IV
Juiaseg

(1/10ww) eN

0F00I

0F00I
0F00I
0F00I
SSTF¥6
1F96
SOTFL6
LT F£8°€6
Juiaseg

(%) zods

L1°0F8T'L
700 F ¥E°L
700 F €€°L
TI'0FCEL
€0°0 F LE'L
00 F L
10°0 F¥'L
€00 F THL

urgr |

TL'E8 FSL'99¢E

60°1S F9°6SY
18IS F LI'8Th
8€°G9 F 0SH
18°L ¥ L6V
SL'6 FS9¢
IS°S FL9V9
SO0T FLY'LS

urgr |

LO0 F 8€E°L
900 F 1+°L
T0°0 F 6€°L
600 F LE'L
700 F 1+°L
T0°0 F L
10°0 F 1+°L
700 F €7°L

urwo9

9678 F 8°98¢

Y0'8T F¥'vLY
99°6S F L9'VEY
LE9EF LY IHY

69°L FT09
19°0T ¥ 99
IE€TFLYSY
6L°9 F £8°€9

urwo9

¢=(z0)u’9 =(80-¢D ‘1D

uaddniSsyonsio A uap ur 1jowered[elip G *qe],

€00 F THL
T0°0 F 1+°L
€00 F I¥'L
700 F €L
€00 F I¥'L
10°0 F S¥'L
10°0 F 1+°L
T0°0 F €L

quiaseg

Hd

G8°EL F8°L6€E

LE6TF VLoV
81°IL F L1°601
8Th F LI'6LY
PEVFIL

68 LFTLL
LS'SFLL

6%°9 F £8°89
quiaseg

(BHww) zO®d

OEdN DoLEIV

OEN Do£TIV -
OEN Do¥IV -
OdN -

VA DoLEIV -
Vi DotV -
VI DoVIV -
TLD -

OEN DoLEIV -

OEN Do£TIV -
OEN Do¥IV -
OdN -

VA DoLEIV -
Vi Do£CV -
VI DoVIV -
TLD -

‘8D

47



€10 F €L°9€
€20 F 69°9¢
YO F IL9€
670 F 18°9¢
T1°0 F 88°9¢
1€°0 F99°9¢
LO0 F S8°9¢
60°0 F £8°9¢

uorsnyraday

EILTFLIILE
8€°CTF €8'8LE
8L°6T F L1'SVE
8€°67 F 8°6£€
7897 ¥ 9'89¢
I'sy F5L0S€
€5°TE F €9¢
9L'LLF9SLE

urgr |

10 F¥6°9¢
S0°0 F 6°9¢
S0°0 F 6°9¢

900 F T6°9¢

#0°0 F 98°9¢

SO0 F €6°9¢

T0°0 F 6L°9€
1°0 ¥ 86°9¢

[OSTWRYoSTeIU]

TT0 F8€9¢

8€°0 F89¢
12°0 ¥ 55°9¢

LEOF99¢
TT0F TS9€
P70 F S9°9¢
SO FYELE
840 F €8°9¢

ourpaseq

(Do) 1merddurd I, afep oy

69°6€ F LTV
9°'9E FTSLE
TTES F08¢€
IS°Ly F 8°98¢
6€TTFTILE
€2°0€ F 68¢€
10°I¥ FC1¥
6L TLF 16€

urwo9

TESTFL91LE
¥8'ce F €€'1CE
80°CE ¥ T'S9¢
€ECEF L9'6YE
€SY1 FTCE
6L°SE F8°0S€
€8¢

8T'8€ F €£°0C¢E
Juiaseg

(urur)) AH

€91 F€9°6
0T F86°01
€T FSHIT
€1¥8C1
SYTFLITI
6T TFT01
STFLL6
TFCEEl

urgr |

6V LT FLI'L6
LL'6FLI'LS
€S LFEE'68
€0°C1 ¥8°88
€89 F 8°6L
¥9FSSL
PrE1 ¥ 698
TEST F 168

urgr |

LYTFICL
¥L0 FSTTL
STTFLYTI
IT°T FS0°€T
SHTFT611
950 FSITL
850 F L8°01
11T F20°CL

urwo9

€81 F8°L01
8E'LF 16
€0°01 FL916
LL'9T ¥ 8°68
7S F 18
LL'€FSL06
IL0FSe8
TEBT FEEV6

urwo9

€T1F8°01
9°0 ¥ S0°CI
98T F8€11
LO‘T FSTTL
ILTFT0TT
YO'T F 4911
80T ¥ €8°CI
66°0 F L6TT
quiaseg

(p/3) qH

L1°6 F96
€EBF EE'LO
99°9 F 201

69°S F 101
€F LS

SELF06

41!
V'S FLIV6
Juiaseg

BHww) JVIA

€LY F €E°8T
T0°9 F STTE
88°C ¥ L9°EE
€8°CFLI°LE
Ty F €8°TE

£8°€ ¥ 0¢
ISV FL98C
16°S ¥ L1°6€

uragr |

LY'YTF L1°TTL
PEVT FES'LIT
99°L F €€°0¢1
€8°0C F 79Tl
€S L F 8601
EI9FSLIIT
L89TFICI
TETTFSLIT

urgr |

867 F9°SE
91T F9¢
TL'EF €EYE
LT'EF €E°8E
€y F6¢
ILT FSLSE
ELTFCE
TT9F £E'Se

urwo9

90T F9LET
SSYI F9°9C1
LI'CT FS8I1
L30T F8I1
EISFHOI1
ST FSTLLL
€8TFEIL
LS8T F €€°6T1

urwo9

¢=(z0)u‘9 =(80-¢D ‘1D

‘uoddni3syonsio A uop ur 1930weredieir A :(8unziasiioy) S *qel

95‘c F8°I¢
€L TFS'SE
rS'sFSee
'€ ¥9¢
SOC F €€°TE
I FT¥E
1T FLYLE
€6°TFLISE
quiaseg

PH

VI FLII
LO6 F €T
LTI FT9T1

S0T FS'Sel
1€TF€£601
PETTFLIL
0ST

SHIT Fegett
quiaseg

(BHww) gvs

OEdN DoLEIV
OEdN Do£CIV
OEN Do¥IV
OdaN

VA DoLEIV
Vi DotV
VI Do¥IV
LD

OEN DoLEID
OEN Do€TID
OdN Do¥1D
OdaN

VI DoLEID
VI Do£TID
Vd Do¥ID
LD

‘8D
‘LH
9D
$D
D
‘€D
O
‘1D

‘8D
‘LH
9D
$D
D
‘€D
O
‘1D

48



100°0>yesx €€ = (8-9D p-7D)U 71 = ($D'ID)U

‘SO M\ -ID[OJRWERH SOP UOHYNPIY UUEBNIJIUSISYO0Y JOUId NZ SO Wey ‘OpInm jopuomoSue UoIsnju] O[[OLIdME-BIUI 1P JOPp Ul ‘Opoliadsuoisnjiodoy Jop pudIyep

TOFPL9E
TT0 F T8°9¢

uorsnyradoy

xSV FSTIE
18V F TH'8¢

urg |

LO0 F 6°9€ LEOF€99€
80°0 F ¥6°9¢ 170 ¥ 69°9¢€
[OSTWRYosTeIU] ourpaseq

(Do) 1merddurd I, apepoy

SP'E F 68VE 61V F6LEE
66 F €8°9€ 16°C ¥ 85°S€
urp9 ourpaseq

PH

(8-9D ‘p-zD) IV Mw pun (¢H ‘1D) [V aduyo uaddni3syonsio A uop ur 1010wered[eirp 9)yemo3sny :L "qe].,

€7°0€ F 1£°69¢
YTP9 F LLSE

urgr |

811 F €8y
99°ST FS0°IS

urgr |

7607 F 68°68¢€
£0°6S F 60°68¢€

urwo9

LY'9 F 69T
e FLTOY

urwo9

91°€E F 0S¢
1€°8€ F S€€

ourpaseq

(urur)) AH

99 F $76€
10°9 F TS‘er

ourpaseq

(BHww) zODEd

8TTI F9L°98
66°C1 F1°68

urg |

18°C61 ¥ 98°15T
L'60T ¥ €8°€ST

urg |

STTL F¥¥'C6
16°91 F LTT6

urwo9

W6l FHIPLT
68861 FSLTST

urwo9

616 FSLS6
6€°L F80°66

surpaseq

BHww) JVIA

61°€81 F8°09C
LT9ITF VLT

surpaseq

(BHww) zO®d

v

UoISnyuy urdy

v

uoISnyuy urdy

100°0>ses

7 = (8-SD)U {17 = (p-1D)u IN[g US[[oLIdNIR WI SyonIp[entedprxorpus[qoy sop Sunyoyrq uojueyrusIsyooy Iouro nz Qg N dHYnJ uorsnjrodoy yoeu pun oseydorweyos]

IOp PUdIyBA\ “IN[g US[[OLIdME Wl syoniprentedjjoisioneg sop Sunyoyrq uojueNPIUSISYooy Iould nz OGN MW sunuiedq 21yny opoLadsyonsiop uojwesas Iop uf

TTOF L9
61°0 F 18°9¢

uorsnyradoy

TTSF 6L EE
L0°9 F 8S°€€

urgr |

seds3ununeadq s[e (8-¢H) OGN pun (4-19H) ynpuney 31w uaddnidsyonsio A usp ur 1jowered[ejr A 9yemassny :9 ‘qe],

LO0 F 169€ 1€°0 ¥ LS9€
80°0 F 6°9€ Y0 F SL9E
[OSTWRYoSTeIU] ourpaseq

(Do) 1merddurd I, apep oy

8LEF1°9€ rF61YE
8Ty F 8LYE 16°C ¥ SY'veE
urp9 ourpaseq

PH

81°CE F8L19¢E
9L'8Y F £9°59¢

urg |

xxE°€1 F €596
L'S ¥ 860

uragr |

LS9y F L9'16€
7991 ¥ 81°L8¢€

urwo9

+x1€'8 F €6°8F
TS FOVLE

urwo9

TS eE FTI'eSE
80°9€ F €€

ourpaseq

(urur)) AH

S6'9FSIEY
96 F S°LE
ourpaseq

(BHww) zODEd

1T FL°06
SETT F95°C8

urg |

*xEL99 F 61°0€Y
L6 F9S

urg |

9V F6'16
6911 ¥ 67°68

urwo9

#xSV'6S F ELVEY
TELF19°€9

urwo9

81°L F #6001
€08 F €5°T6

ourpaseq

BHww) JVIA

=8V V9 F 16'8€Y
89 F8CL
ourpaseq

(BHww) zO®d

04N

ynjumey

04N

ynjumey

49



61°0F 1L°9¢
670 F 18°9¢

TT0F89¢
600 F £8°9¢

uorsnjraday

88y F €
€8°CFLILE
Y FIE
16°S ¥ L1°6€

urgr |

800 F 16°9¢
900 F T6°9¢
90°0 F L8‘9€

1°0 ¥ 86°9¢

[OSTWRYoSTeIU]

6270 F95°9¢

LEOF99¢
SYOFTL9E
840 F €8°9¢

surpaseq

(Do) 1merddud I, afep oy

69°€ FTSE
LT F €E8E
€TEFSYE
TT9F €E'Se

urwo9

L1V F LY'€€
'€ ¥9¢
CEVFPIVE
€6°TFLISE
quiaseg

PH

95°6T ¥ 68°L9¢
8¢°67 F 8°6£€
6L°TE F60°19¢€
9L'LLF9SLE

urg |

LT F49%S
G891 FST19
89 F #0°1¥
9T F S8°0F

urgr |

SLLY F61°€6€
IS°Ly F 8°98¢
86T F 60°S8¢€
6L TLF 16€

urwo9

PSv F91°9¥
9L'TT FTE9S
78S F80°8¢
S6°C FTT9E

urwo9

81 =(IV + O9N) U9 = (0gN)U S = (IV + Pnjuney)u 19 = (ynuney)u
[V uoA Sunpuomuy Iop pun seSwo}y uoa Si3ueyqe 1o1owered[eirp 9)[yemo3sny :§ "qe],

I9€ F 5S¢
€ECEF LI'6YE
90°€E F 8LPHE
8T'8€ F ££°0T¢E

surpaseq

(urur)) AH

89 F 19°1¥
T6'S F LTLY
PES F €5°9¢
9T'C F LL6E

surpaseq

(BHww) zODBd

WL F L6
€0°C1 ¥8°88
808 F SH'6L
TEST F 168

urg |

LY FLTTTY
8€°G9 F 0SH
796 F €TSS

SO0T FLY'LS

urgr |

6071 ¥ 596
LL'9T ¥ 8°68
TT'SF 6598
TEBT FEEV6

urwo9

7699 F €1°CEY
LE9EF LY Y
98°L F6€9
6L°9 F £8°€9

Ui

6S°LF LT66
69°S F 101
€6 F 16
'S F LIV
quiaseg

(BHww) JVIA

IL'S9 F 18°€Ty
8Ty F LI'6LY
179 FSvL
69 F £8°89
quiaseg

(BHww) zO®d

IV + 09N
0dN
TV + gnjuney

Pnjumey

IV + 09N
0dN
TV + gnjuney

Pnjumey

50



¥1°0 ¥ 89¢
ST0F89°9¢
TTOF L9
TT0 F T8°9¢

uorsnyraday

99y F €€°1¢
WY FEIIE

95y F T€
187 ¥ Tt'8¢

urgr |

600 F 6°9¢
SO0 F 16°9¢
LO0 F L8O
80°0 F #6°9¢

[OSTWRYoSTeIU]

TT0 F SH'o¢
6€°0 F TL9E
SHOFSL9E
I7°0 ¥ 69°9¢

ourpaseq

(Do) 1merddurd I, afep oy

¥y FEsE
18°1 ¥88°S¢
8T F9s°ce
667 F £8°9¢

urwo9

€TV F60°CE
PSTFBLYE
I1°S ¥ 68v€
16°C ¥ 85S¢

ourpaseq

PH

S6'STFELE
€CEF9°L9¢
7887 ¥ 88°1S¢€
YTP9 F LLSE

urgr |

L'YT F89°8¥
9L0T F €9°L¥
8G°01 ¥ 79°8¥
99°ST FG0°IS

urgr |

8T Ty F 1°66€
79°7€ F €€'18¢€
£8°6Y F 88¢€
£0°6S F 60°68¢€

urwo9

9T'LF LS'EY
16°S F €T'er
LS9 FBI‘TY
e F LTV

urwo9

€0€ F €8°9v€
76°SE F SL'6EE
9°6C F L1°89¢
1€°8€ F S€€

ourpaseq

(urur)) AH

989 F 8€°9¢
89 F €€IY

99 F 01
10°9 F TS‘er

surpaseq

(BHww) zODBd

€6°ST FLT68
SI01 F5°C8

ST'8F €988

66°C1 F1°68

urG [

€8°0LT FS9LT
8S°CIT F #1°08¢
€€°981 F LOE
L'60T F €8°€ST

urg |

69°LT1 F1°96
IL'S ¥ 6806
676 F £9°68
16°91 F LTT6

urwo9

8T 181 FS'€TT
TL'S1T ¥ 68°T6C
7061 FL9'T1E
68861 F SLTST

urwo9

8L FS16
LO'8 FSLT6
EILF¥01
6€°L F80°66

surpaseq

BHww) JVIA

L6°9LT FSS°61T
$9°90C F £°TLT
8ECLI F #1'86C
LT9ITF VLT

surpaseq

(BHww) zO®d

1 = (DoLE IV DoET IVIU 6 = (Dot IV)U 1T = (uoIsnjuy sudy)u

Injerodwo)suoIsnjuy J9p pun [y uoA Sunpuomuy Iop Sisugyqe 1ojowered[eji A 9[yemassny ¢ ‘qeL

DoLEIV
DoETIV
Do IV

uoISnyuy urdy

DoLEIV
DoETIV
Do IV

uoISnyuy urdy

51



4. Diskussion

Die Ergebnisse unserer Experimente zeigen, dass die untersuchten Post-Reperfusions
intra-arterielle Infusionen (AI) Einfluss auf die Entwicklung des Infarktvolumens nach
MCAO haben. Bei Monotherapie mit Al konnte ein maximaler neuroprotektiver Effekt
von 75% erzielt werden. Dieser Effekt {ibertrifft die in bisherigen Publikationen zu
Post-Reperfusions Al gezeigten maximalen EffektgroBen.''''

Bei Verwendung von Raumluft als Atemgas ist dieser protektive Effekt
temperaturabhidngig und bei kdrperwarmen Infusionen (37°C) am stérksten ausgepragt.
Die durch Behandlung mit normobarer Hyperoxygenierung erzielte Neuroprotektion
scheint durch zusitzliche Anwendung von Post-Reperfusions Al gesteigert zu werden,
wobei dieser Mehr-Effekt keine statistische Signifikanz erreichte. Bei kombinierter

Therapie hatte die Temperatur der Infusion in unserem Versuchsaufbau keinen Einfluss

auf das Infarktvolumen.

4.1. Gewiihltes Operationsmodell

Um die Effekte von Post-Reperfusions Al hinsichtlich der klinischen Ubertragbarkeit
moglichst realistisch darstellen zu konnen, verwendeten wir in unseren Experimenten
ein neuartiges experimentelles Modell. In den beiden bisherigen Verdffentlichungen zu
Post-Reperfusions Al kam, wie auch in unseren Versuchen, ein Rattenmodell zum
Einsatz. Es wurde nach Wiederherstellung der Reperfusion ein PE-50 Katheter Smm in
die ipsilaterale A. carotis interna eingefiihrt durch den die Applikation der Infusion

110,116 . ) )
’ Durch das Einfithren eines solchen Katheters kommt es zu einem

erfolgte.
weitestgehenden Verschluss der Arterie. Es ist deshalb anzunehmen, dass die
Blutversorgung des ipsilateralen Stromgebietes der A. cerebri interna iiber
Kollateralfliisse auf der Ebene des Circulus willisi aufrechterhalten wurde. Dieser ist
bei der Ratte {iblicherweise gut ausgebildet: Das Abklemmen der A. carotis interna fiihrt
im ipsilateralen Mediastromgebiet lediglich zu einer Reduktion des LDF Messwertes
um 10%.'>?

Wihrend der Applikation von Al in die verschlossene A. carotis interna ist jedoch

davon auszugehen, dass es zu Verdnderungen in den Druckverhéltnissen auf Ebene des

Circulus willisi kommt. Ob und in welchem Ausmal diese lokalen Druckdnderungen zu
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einer Reduktion bzw. einer Aufthebung der Kollateralfliisse fiihren ist nicht bekannt. Es
kann allerdings nicht ausgeschlossen werden, dass in den bisherigen Studien aufgrund
des verwendeten Operationsmodells wihrend der Infusionsperiode keine suffizienten
Kollateralfliisse bestanden, und somit nur eine unzureichende Simulation von Post-
Reperfusions-Verhédltnissen mdglich war.

Um diese Limitation auszugleichen verwendeten wir in unseren Experimenten erstmals
ein tierexperimentelles Modell, in dem Post-Reperfusions Al unter physiologischen
Flussverhéltnissen im Stromgebiet der ipsilateralen A. carotis interna untersucht werden
konnten. Wir fiihrten den Infusionskatheter iiber den Stumpf der ligierten A. carotis
externa ein und fixierten die Spitze des Katheters auf Hohe der Carotisbifurkation. Der
Blutfluss von der A. carotis communis in die A. carotis interna wurde durch die
Platzierung des Katheters nicht beeintrichtigt. Wéahrend der Applikation von Al kam es
zu einer Durchmischung von vorbeistromendem Blut und infundierter Kochsalzlosung
im Bereich der Katheterspitze. Durch die Aufrechterhaltung physiologischer
Flussverhéltnisse im Stromgebiet der A. carotis, erreichte unser Operationsmodell eine
groftmogliche Anndherung an die klinischen Verhéltnisse nach einer endovaskuldren
Rekanalisation. Dies stellt einen wesentlichen Vorteil gegeniiber dem in bisherigen
Studien verwendeten Operationsmodell dar und optimiert die klinische Ubertragbarkeit
der erhobenen Ergebnisse. Die Durchfithrung des operativen Modells erwies sich in
unseren Versuchen als gut moglich und war mit einer geringen perioperativen

Komplikationsrate (7,5%) verbunden.

4.2. Einfluss des verwendeten Atemgases auf die arteriellen Blutgase

In der Kontrollgruppe (G1) und den Gruppen die einer Monotherapie mit Al unterzogen
wurden (G2-4) verwendeten wir in unseren Versuchen Raumluft (79% N, 21% O) als
Atemgas wihrend der experimentellen Eingriffe. Dieses Vorgehen wurde gewéhlt um
die Effekte der NBO Therapie deutlicher darstellen zu konnen und ist in der Literatur in
Untersuchungen zur neuroprotektiven Wirkung von Hyperoxygenierung mehrfach

. 127,153
vorbeschrieben.'?”

In den mit Raumluft beatmeten Versuchsgruppen kam es wéhrend
der Eingriffe narkosebedingt zu einem Absinken der durchschnittlichen arteriellen

Sauerstoftkonzentration auf Werte im niedrigen physiologischen Bereich (64,2 + 10,5
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mmHg). Diese Beobachtung unterschied sich nicht relevant von den Ergebnissen
anderer Untersuchungen.'*"'>?

Die Verwendung von NBO (100% Sauerstoff) in den Gruppen GS5-8 fiihrte
erwartungsgemal zu einer hochsignifikanten Erhhung der Sauerstoffkonzentration im
arteriellen Blut auf durchschnittlich 434,7 + 62,7 mmHg. Der beobachtete Anstieg der
arteriellen Kohlendioxidkonzentration in den NBO Gruppen kann wahrscheinlich durch

Sauerstoff-induzierte leichte Hypoventilation erklirt werden.'*’
4.3. Therapieeffekte von Al

4.3.1. Neuroprotektion durch kérperwarme Al

In unserem Versuchsaufbau wirkten korperwarme (37°C) intra-arterielle Infusionen
neuroprotektiv und reduzierten das Infarktvolumen nach 100min MCAO sowohl bei
Verwendung von Raumluft als Atemgas als auch bei NBO Therapie um 75% bzw. 81%
(jeweils p<0,001). Diese eindriicklichen Wirkeffekte iibertreffen die bisher in der
Literatur veroffentlichen Daten, in denen durch Post-Reperfusions Al eine maximale
Reduktion des Infarktvolumens um 40% gezeigt werden konnte.''*''®

Die Mechanismen die bei korperwarmen Al zu Neuroprotektion fiihren sind bisher nicht
ausreichend verstanden. In unserem Experiment kam es durch die Applikation von Al
zu einer hochsignifikanten Reduktion des wihrend der Infusionsphase gemessenen
Héamatokrit im Vergleich zu Gruppen ohne Infusion (31,5+4,5 vs. 38,4+4,8; p<0,001).
Dieses Ergebnis steht im Einklang mit den Berichten aus anderen Experimenten, in
denen bei Anwendung von intra-arteriellen Infusionen ebenfalls verminderte
Héamatokrit-Werte beobachtetet wurden, wobei die Unterschiede in keiner dieser

105,111,115 . .
S In einem dieser

Untersuchungen statistische  Signifikanz erreichten.
Experimente wurden Al mit der i.v. Applikation eines identischen Fliissigkeitsvolumens
verglichen. Obwohl beide Infusionsarten dhnliche Auswirkungen auf den systemischen
Hiamatokrit hatten, zeigte die i.v. Applikation im Gegensatz zur intra-arteriellen Gabe

keine neuroprotektive Wirksamkeit.'*

Daten aus einem Hundeexperiment weisen sogar
darauf hin, dass ein forciertes Absenken des systemischen Hématokrit auf 32-34%
durch i.v. Gabe von kristalloiden Losungen zu signifikant gréeren Infarktvolumina

fiihrt.!>*
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Moglicherweise relevanter als die infusionsbedingte systemische Hamodilution ist die
lokale Verminderung des Hédmatokrit im Stromgebiet der betreffenden Arterie wéhrend
der Applikation von Al. Das Ausmal} der lokalen Hamodilution wurde noch nie
experimentell quantifiziert. Verfligbar sind lediglich die Ergebnisse von Berechnungen
die auf Computersimulationen zum Einsatz von Al beim Menschen beruhen. Neimark
et al. berechneten, dass eine Infusion von 30ml/min fiir 60 Minuten (Totalvolumen: 1,8
Liter) einen Abfall des lokalen Hamatokrit-Wertes von 42 auf 31 bewirken wiirde.”
Eine Erhohung der Infusionsrate auf 50ml/min (Totalvolumen: 3 Liter) wiirde dieses
Absinken verstirken, und zu lokalen Werten von 26,5 fithren.”

Es wire denkbar, dass die durch AI verursachte lokale Hédmodilution zu einem
vermehrten Ausspiilen von Mikrothromben und proinflammatorischen Metaboliten
fiihrt. Ein &hnlicher Wirkmechanismus wurde auch beim Pre-Reperfusion Flushing,

106
In

also der Spiilung des Infarktareals vor Einsetzen der Reperfusion, postuliert.
Tierexperimenten konnte durch Pre-Reperfusion Flushing unabhingig von der
Infusionstemperatur eine Verringerung des Infarktvolumens um ca. 65% erzielt

105
werden.

Untersuchungen zeigten, dass Pre-Reperfusion Flushing auch zu einer
Suppression der lokalen Entziindungsreaktion und einer Verbesserung der
Mikrozirkulation fiihrt.'”'"” Eine signifikante Odemreduktion und verminderte MMP-2
und MMP-9 Expression in der Akutphase deuten auf einen stabilisierenden Effekt auf
die Blut-Hirn Schranke hin.'"®

Allerdings unterscheidet sich Pre-Reperfusion Flushing in einigen wesentlichen
Punkten von den in unseren Experimenten angewendeten Post-Reperfusions Al. Beim
Pre-Reperfusion Flushing erfolgt die Fliissigkeitsapplikation vor Wiedereinsetzen der
Reperfusion und mit bis zu 10-fach hoheren Infusionsraten als in unseren Experimenten
(2-3ml/min vs. 0,3ml/min).'”'® Die hohe Infusionsrate scheint dabei fiir die
Neuroprotektion von essentieller Bedeutung zu sein. Die Applikation eines identischen
Infusionsvolumens (6ml) mit einer verminderten Infusionsrate von 0,6ml/min vor
Wiederherstellung der Blutversorgung fiihrte zu einem Verlust der neuroprotektiven
Wirkung von 37°C warmer Infusion hinsichtlich des Infarktvolumens', sowie der

Entziindungsreaktion im ischimischen Areal.''"
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4.3.2. Temperaturabhingigkeit der neuroprotektiven Effekte von Al

In unserem Modell zeigte die durch eine Monotherapie mit Al hervorgerufene
Neuroprotektion eine starke Temperaturabhingigkeit. Maximale Protektion konnte
durch die Infusion korperwarmer (37°C) physiologischer Kochsalzlosung erreicht
werden. Anders als in bisherigen Untersuchungen''®'"'*!">"° fijhrte in unserem
Versuchsaufbau eine Reduktion der Infusionstemperatur nicht zu einer
Wirkungsverstarkung. Vielmehr kam es bei Infusionstemperaturen unterhalb der
Korpertemperatur (4°C oder 23°C) zu einem Verlust der neuroprotektiven Effekte.
Diese Beobachtung steht insbesondere im Gegensatz zu den wenigen bisher zu Post-
Reperfusions Al verdffentlichten Daten, in denen jeweils eine stidrkere Wirksamkeit von
10°C kalter AI gegeniiber korperwarmer Infusionen beschrieben wurde.''''®

Der beobachtete Verlust der neuroprotektiven Effekte bei hypothermen
Infusionstemperaturen kann mdglicherweise dadurch erkldart werden, dass in unseren
Experimenten erstmals die Anwendung von AI bei verknapptem Sauerstoffangebot
untersucht wurde: Im Gegensatz zu anderen Al Studien, in denen die Beatmung mit

einem Sauerstoffanteil 30 % O, durchgefiihrt wurde'®> %1115

, verwendeten wir
Raumluft (21% O) als Atemgas. Dies fiihrte in den Versuchsgruppen ohne NBO in
Kombination mit der atemdepressiven Wirkung der Narkose zu einem Absinken der
mittleren arteriellen Sauerstoffkonzentration in den niedrigen physiologischen Bereich
(64,2 + 10,5 mmHg).

Mehrere Experimente deuten darauf hin, dass eine ausreichende Sauerstoffversorgung
wihrend therapeutischer Hypothermie von grof3er Wichtigkeit ist. Hypothermie fiihrt zu

45 Beim Menschen konnte ein

einer erhohten Sauerstoffaffinitit von Hamoglobin.
Abfall der zu einer Himoglobinsittigung von 50% fiithrenden Sauerstoftkonzentration
(Pso Wert) von 29 mmHg bei normothermen Temperaturen auf 23,9 mmHg bei 35,5°C
und 11,6 mmHg bei 25,5°C Kérpertemperatur beobachtet werden.”>'*® Oda et al.
zeigten in einem Tiermodell, dass dieser Effekt den Ubertritt von Himoglobin-
gebundenem Sauerstoff in das Gewebe erschwert. Dies ist wahrscheinlich bei
ausreichender Sauerstoffversorgung von geringer Bedeutung, da es durch Hypothermie

gleichzeitig zu einer Hemmung des zelluliren Metabolismus und einem reduzierten

Sauerstoftbedarf kommt. In Situationen von begrenzter Sauerstoffverfiigbarkeit, wie das
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in unserem Experiment in den mit Raumluft beatmeten Gruppen der Fall war, erhoht
sich durch den erschwerten Ubertritt von Sauerstoff aus dem Blut allerdings das Risiko
einer potentiell schiadlichen Gewebehypoxie.'’

Durch die Anwendung von kalten Al zur Hypothermieinduktion wird dieses Risiko
wahrscheinlich zusidtzlich erhoht. Im Unterschied zu anderen Kiihlmethoden fiihren
kalte AI zu einer fokussierten Temperaturminderung des hirnversorgenden Blutes, das
bei dieser Kiihimethode als Ubertragungsmedium der Kiihlwirkung fungiert.
Insbesondere bei Verwendung von 4°C kalten Al ist deshalb von tief hypothermen
Temperaturen im Blut des nachgeschalteten Stromgebiets auszugehen. Dies resultierte
wahrscheinlich in einem besonders erschwerten Ubertritt von Sauerstoff ins Gewebe.
Dariiber hinaus kommt es bei Al durch Hémodilution zu einer Senkung der Gesamt-
Sauerstoftkonzentration in Blut. Die von uns demonstrierte neuroprotektive Wirkung
von korperwarmen Al weist darauf hin, dass diese Hadmodilution an sich auch bei
limitiertem Sauerstoffangebot keine schidliche Wirkung hat. Bei Applikation von
kalten Al konnte jedoch lokale Hemodilution in Kombination mit der Hypothermie-
bedingten verstirkten = Hadmoglobin-Sauerstoffbindung zur Entwicklung von
Gewebehypoxie beigetragen haben, und damit die fehlende protektive Wirkung von
kalten AI mit 23°C und 4°C bei Beatmung mit Raumluft erkldren. Unterstiitzt wird
diese Hypothese dadurch, dass die Applikation von kalten AI in Kombination mit
Hyperoxygenierung in unseren Versuchen nicht zu einem Verlust der neuroprotektiven
Wirkung fiihrte. Beatmung mit NBO fiihrte zu einer Erhohung der
Sauerstoftkonzentration im Blut und kompensierte so vermutlich die durch kalte Al
bedingte Himodilution und verstirkte Himoglobin-Sauerstoff Bindung.

Wabhrscheinlich sind bereits Sauerstoffkonzentrationen im hohen physiologischen
Bereich ausreichend um das Risiko von Gewebehypoxie bei Applikation von kalten Al
zu vermeiden. In bisherigen Al Experimenten wurde die Beatmung wéhrend der
Narkose zumeist mit einem Gemisch von 70 % Distickstoffmonoxid (N,O) und 30 %
0, durchgefiihrt. 105-109, 111,115 In allen Publikationen die arterielle
Sauerstoffkonzentration  berichteten, = wurden  Konzentrationen im  hohen

109-111,116

physiologischen Bereich von 100 bis 130mmHg gemessen. Die geringsten in

einer Versuchsgruppe gemessenen Durchschnittskonzentrationen betrugen nach der
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Beendigung der Infusion bei 88mmHg. > Unter diesen Bedingungen verstirkte ein

Absenken der Infusionstemperatur jeweils die neuroprotektive Wirkung,'%11¢

4.4. Therapieeffekte von NBO

Eine Monotherapie mit NBO fiihrte in unserem Versuchsmodell nach 100min MCAO
zu einer durchschnittlichen Reduktion des mittleren Infarktvolumens um 61%
gegeniiber der mit Raumluft beatmeten Kontrollgruppe. Diese Reduktion entspricht der
EffektgroBe die auch in anderen NBO Experimenten gezeigt werden konnte. In einem
MCAO-Modell mit einer Dauer von 120 Minuten von Singhal et al. bewirkte NBO mit
einem Behandlungsstart 15 Minuten nach Ischdmieinduktion eine Verminderung des

Infarktvolumens um 67%.'°

Eine etwas geringere neuroprotektive Wirkung von 40%
konnte in einem anderen Experiment mit einer Ischdmiedauer von 90 Minuten gezeigt
werden.'?

Ein wesentlicher Grund fiir den relativ starken Effekt der Hyperoxygenierung in
unseren Experiment war vermutlich neben der Verwendung von Raumluft als Atemgas
in der Kontrollgruppe die kontinuierliche Applikation von 100% Sauerstoff wéhrend
des gesamten operativen Eingriffs in den NBO-Gruppen. Die Ergebnisse anderer
Tierstudien legen nahe, dass sich der Effekt von NBO durch einen fritheren

Therapiebeginn und eine lingere Anwendungsdauer verstirkt.'*°

4.5. Therapieeffekte der Kombinationstherapie

Unsere Experimente untersuchten erstmals eine kombinierte Therapie mit intra-
arteriellen Infusionen und NBO beim akuten Schlaganfall. Die Idee, intra-arterielle
Infusionen mit anderen Neuroprotektiva zu kombinieren, wurde erstmals von Slotboom
et al. formuliert.'"” Zwei tierexperimentelle Studien untersuchten die Kombination
kalter AI mit anderen neuroprotektiven Substanzen. Song et al. versetzten
physiologische Kochsalzlosung (15°C) mit Magnesiumsulfat, einem N-Methyl-D-
Aspartat (NMDA) Rezeptor Antagonisten der Zellschiden durch Exzitotoxizitét
vermindern soll. Dabei zeigte sich bei Anwendung der mit Magnesium versetzten
Infusionen 17% kleinere Infarkte und ein besseres funktionelles Outcome als bei

Anwendung von physiologischer Kochsalzlosung.'"' Chen et al. infundierten eine
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niedrigdosierte Albuminldsung, die unter anderem zu einer Verbesserung der

158

Mikrozirkulation fiihren sollte. °* Die intra-arterielle Applikation kalter Albuminlésung

(0°C) wirkte dabei wesentlich stirker neuroprotektiv als kalte (0°C) physiologische

112 . .
Jedoch muss einschrinkend

Kochsalzlésung oder warme (37°C) Albuminldsung.
festgestellt werden, dass flir beide Substanzen als Monotherapie bereits Ergebnisse
groBBer klinischer Studien vorliegen, in denen die im Tierexperiment gezeigten
neuroprotektiven  Effekte nicht bestitigt werden konnten.™'®  Klinische
Untersuchungen zur Kombinationstherapie mit Al stehen filir beide Substanzen bislang

aus.

4.5.1. Neuroprotektive Wirksamkeit

Eine kombinierte Therapie mit intra-arteriellen Infusionen und Hyperoxygenierung
(G6-8) zeigte in unserem Versuchsmodell unabhingig von der Temperatur der intra-
arteriellen Infusion eine hochsignifikante Reduktion des Infarktvolumens nach 24
Stunden um durchschnittlich 74% gegeniiber der Kontrollgruppe (p<0,001). Obwohl bei
Kombinationstherapie in allen Gruppen kleinere mittlere Infarktvolumina als bei
Monotherapie mit NBO beobachtet wurden (G6: 94,3 + 26,8 mm?; G7: 95,8 + 57,1
mm’; G8: 62,9 + 33,8mm’ vs. G5: 127,8 + 38,2 mm’) erreichte dieser Mehr-Effekt
keine statistische Signifikanz. Allerdings fiihrte in unserem Versuchsmodell bereits die
Monotherapie mit NBO zu einer so ausgepridgten Reduktion des Infarktvolumens (-
61%), dass die Beurteilung eines relevanten Zusatzeffektes der Kombinationstherapie
nur eingeschrankt moglich war.

Die bisherige Datenlage zur Kombinationstherapie mit Hypothermie und

Hyperoxygenierung ist duferst gering. Insgesamt finden sich in der Literatur nur drei

146,161,162 163

Tierstudien und ein Fallbericht ™ in denen Ganzkdrperkithlung und HBO
kombiniert wurden. Eine Kombination von lokaler Hirnkiihlung und NBO wurde noch
nie untersucht. In einer Studie von Wada et al. wurde die sequentielle Anwendung von
Ganzkorperkiihlung (31°C) und HBO in einem globalen Ischimiemodell an der
Rennmaus untersucht. Hier zeigte sich, dass Hyperoxygenierung in der
Erwdrmungsphase nach 1-stlindiger therapeutischer Hypothermie zu einer signifikanten

146

zusétzlichen protektiven Wirkung fiihrt. Patterson et al. zeigten 1968, dass

Ganzkorperkiihlung kombiniert mit HBO positive Einfliisse in einem globalen
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Ischdmiemodell am Hund hat. In diesem Modell war eine Monotherapie mit tiefer
Hypothermie (28°C) bereits mit einer deutlichen Erhohung der Ischimietoleranz von 6
auf 30 Minuten verbunden. Die additive Therapie mit HBO erweiterte dieses Zeitfenster
auf 35 Minuten, ein Ergebnis das sich jedoch nicht signifikant gegeniiber einer
Monotherapie mit Hypothermie unterschied.'®" Topuz et al. untersuchten den additiven
Effekt einer simultanen Therapie mit Ganzkorperkiihlung (27-29°C) und HBO in einem
Modell von traumatischer Riickenmarksschidigung. Auch hier konnte ein nicht-
signifikanter Trend hin zu besserem funktionellen Outcome bei Kombinationstherapie

'2 In dem genannten Fallbericht wurde ein Patient nach Intoxikation

gezeigt werden.
mit Schwefelwasserstoff (H,S) und Herzstillstand einer sequentiellen Behandlung mit
HBO fiir 2 Stunden gefolgt von Ganzkdrperkiihlung (32-34°C) unterzogen. Diese
Therapie wurde von dem Patienten ohne relevante Komplikationen vertragen und es

kam zu einer guten Erholung mit nur geringen residuellen Defiziten.'®

4.5.2. Sicherheitsaspekte

Sicherheitsbedenken hinsichtlich der kombinierten Anwendung von korperwarmen oder
kalten Al und Hyperoxygenierung ergaben sich in unseren Experimenten nicht. Die
Anwendung der Kombinationstherapie fiihrte bei allen getesteten Infusionstemperaturen
im Vergleich zur Monotherapie mit NBO zu einer Verkleinerung des mittleren
Infarktvolumens (sieche Abbildung 5). Zudem kam es bei kombinierter Anwendung von
Al und NBO im Gegensatz zur Al-Monotherapie zu einem Erhalt der neuroprotektiven
Wirksamkeit bei Infusionstemperaturen unterhalb der Korpertemperatur (siche
Abschnitt 4.3.2).

Die Ergebnisse einer Studie von Zinchuk et al. lieferten Hinweise darauf, dass es bei
tiefer Hypothermie (24°C) zu einer Erhohung der Lipidperoxidation in verschiedenen
Organen (Lunge, Niere, Herz, Leber) kommt. Die Autoren der Studie argumentieren,
dass es durch die erhohte Hidmoglobin-Sauerstoffaffinitit bei hypothermen
Temperaturen zu einer Beeintrdchtigung der anti-oxidativen Schutzmechanismen
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kommt. ™ Eine Erhéhung des oxidativen Stresses wurde auch als potentielles Risiko bei

9 Auch wenn das AusmaB der oxidativen

Hyperoxygenierung  diskutiert.
Zellschddigung in unseren Experimenten nicht quantifiziert wurde, geben unsere

Ergebnisse keinen Hinweis darauf, dass eine kombinierte Anwendung von lokaler
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Hypothermie und Hyperoxygenierung durch NBO zu einer relevanten Hirnschadigung

fihrt.
4.6. Limitationen der Studie

Die durchgefiihrten Experimente weisen mehrere Limitationen auf. Es muss davon
ausgegangen werden, dass in unserem Versuchsaufbau die Moglichkeit einen relevanten
Zusatznutzen der Kombinationstherapie im Vergleich zur Al- und NBO-Monotherapie
zu detektieren durch die verwendete Ischdmiedauer von 100 Minuten limitiert wurde.
Bereits eine Monotherapie mit kdrperwarmen (37°C) Al oder NBO fiihrte zu einer
duBerst effektiven Behandlung des ausgelosten Hirnschadens und reduzierte das
Infarktvolumen von 324.8 + 129,5 mm’ in der Kontrollgruppe auf 82,7 + 37,2 mm’
(37°C Al) bzw. 127,8 + 38,2 mm’ (NBO). Retrospektiv muss davon ausgegangen
werden, dass der Nachweis eines dariiber hinaus gehenden, relevanten Zusatznutzens
der Kombinationstherapie nur bei einer verldngerten Ischdmiedauer von mehr als 100
Minuten moglich wire.

Ein Grund fiir die vergleichsweise starke Wirksamkeit von NBO war die Verwendung
von Raumluft als Atemgas in allen Gruppen ohne NBO. Jedoch lieferte die
Verwendung von Raumluft einen wichtigen Hinweis auf die moglichen Risiken von
kalten Al Die durch das Atmen von Raumluft bedingten Sauerstoftkonzentrationen im
grenzwertigen physiologischen Bereich sind wahrscheinlich Ursache des in dieser
Untersuchung  erstmals  beobachteten = Verlusts von  Neuroprotektion  bei
Infusionstemperaturen unterhalb der Korpertemperatur. Um diese These zu belegen,
sind weitere Untersuchungen mit einem leicht erhohtem Sauerstoffangebot im Atemgas
notwendig (z.B. 30% O, 70% N,).

Zudem erlauben die Ergebnisse unserer Experimente keine Beurteilung der moglichen
Effekte einer kombinierten Therapie mit Hyperoxygenierung und Ganzkorperkiihlung,
dem derzeitigen Goldstandard bei therapeutischer Hypothermie. Es ist vielmehr
anzunchmen, dass in unseren Experimenten sowohl die verwendete selektive
Hirnkiihlung als auch die gewéhlte Kiihlmodalitdt (AI) einen wichtigen Einfluss auf das
erzielte neuroprotektive Ergebnis hatte. Auch diese Hypothese muss durch weitere

Experimente gepriift werden.
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In der statistischen Analyse unserer Versuche zeigte sich kein signifikanter Effekt der
gesetzten Interventionen hinsichtlich des funktionellen Outcome. Die Erhebung der
Testergebnisse erfolgte nach 24 Stunden, einem Zeitpunkt der auch bei anderen
Versuchen zu Hypothermie und Hyperoxygenierung gewihlt wurde.*'"'*” Es ist dennoch
nicht auszuschlielen, dass eine spitere Testung der Versuchstiere unsere Ergebnisse
beeinflusst hitte. Eine Studie zeigte, dass der Einfluss von Post-Reperfusions Al auf das
funktionelle Outcome nach 48 Stunden wesentlich deutlicher ausgeprigt war als nach

24 Stunden.''®
4.7. Klinische Relevanz der Ergebnisse

Unsere Studie liefert wichtige Hinweise fiir eine zukiinftige klinische Anwendung von
Al: Das neuartige Operationsmodell erlaubte erstmals die Applikation von intra-
arteriellen Infusionen, ohne dass dadurch der physiologische Blutfluss im Stromgebiet
der ipsilateralen A. carotis interna eingeschrinkt wurde. Die erhobenen Resultate
unterstiitzen die Ergebnisse bisheriger Experimente in denen die neuroprotektive
Wirkung von intra-arteriellen Infusionen gezeigt wurde. '*>''>!1¢

Es zeigte sich jedoch, dass bei verknappter Sauerstoffversorgung der neuroprotektive
Effekt von Post-Reperfusions Al bei Verwendung von gekiihlten Infusionen (4°C oder
23°C) verloren geht. Hyperoxygenierung mit NBO korrigierte diesen Effekt und fiihrte
zu starken neuroprotektiven  Effekten unabhéngig von der gewdhlten
Infusionstemperatur. In Zusammenschau mit den bisher veroffentlichten Ergebnissen'*”

"1 verdeutlicht dies die Wichtigkeit einer ausreichenden Oxygenierung wihrend kalter

intra-arterieller Infusionen.
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5. Zusammenfassung

Hintergrund Neuroprotektive Therapieoption stehen beim ischdmischen Schlaganfall
derzeit nur fiir eine Minderheit der Betroffenen zur Verfiigung. Hypothermie und
Hyperoxygenierung sind vielversprechende alternative  Therapieansidtze zur
multimodalen Induktion von Neuroprotektion. Die klinische Anwendung von
therapeutischer Hypothermie mit den derzeit verfiigbaren Ganzkorperkiihlmethoden
wird jedoch durch betrachtliche Nebenwirkungen -eingeschrankt. Eine selektive
Kiihlung des Gehirns konnte diese Nebenwirkungen umgehen.

Die vorliegende Dissertationsschrift untersucht (1) die neuroprotektive Effektivitét
selektiver Hirnkiihlung durch intra-arterielle Infusionen und (2) erstmals in einem
Schlaganfallmodell, ob die Kombination von Hypothermie und Hyperoxygenierung
synergistische neuroprotektive Effekte bewirkt.

Methoden In einem neuartigen tierexperimentellen Modell wurde an Ratten durch
transiente Okklusion der A. cerebri media ein Schlaganfall induziert. In den
Versuchsgruppen erfolgte nach Wiederherstellung der Blutversorgung die intra-
arterielle Infusion (AI) physiologischer Kochsalzlésung mit einer Temperatur von 4°C,
23°C oder 37°C in die ipsilaterale A. carotis interna. Die Auswirkungen der
Intervention wurden sowohl bei Beatmung mit Raumluft (21% O,) als auch bei
Kombinationstherapie mit normobarer Hyperoxygenierung (NBO; 100% O,)
untersucht.

Ergebnisse  Bei  Beatmung mit Raumluft kam es zu  arteriellen
Sauerstoftkonzentrationen im niedrigen physiologischen Bereich (64,2 + 10,5 mmHg),
die durch NBO hochsignifikant gesteigert wurden (434,7 + 62,7 mmHg, p<0,001).
Korperwarme (37°C) Al fiihrten bei Beatmung mit Raumluft zu einer hochsignifikanten
Reduktion des Infarktvolumens um 75% im Vergleich zur Kontrollgruppe (p<0,001).
Bei hypothermen Infusionstemperaturen (23°C oder 4°C) kam es unter diesen
Bedingungen zu einem Verlust der neuroprotektiven Wirkung. Eine Monotherapie mit
4°C fiihrte zudem zu einer erhohten Mortalitit (42,9%) im Vergleich zur
Kontrollgruppe (21,1%) und den anderen Therapiegruppen (0-10,0%).

Eine Kombinationstherapie mit Al und NBO hatte unabhidngig von der

Infusionstemperatur neuroprotektive Effekte auf das Infarktvolumen (-70 bis -90%,
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jeweils p<0,001). Die Kombinationstherapie fiihrte dabei in allen Versuchsgruppen zu
einer stirkeren Reduktion des Infarktvolumens als eine Monotherapie mit NBO (-61%,
p<0,001) wobei dieser Mehr-Effekt keine statistische Signifikanz erreichte. Signifikante
Auswirkungen auf die Odembildung und das funktionelles Outcome fanden sich in
keiner der Versuchsgruppen.

Diskussion Die dargestellten Versuchsergebnisse zeigen erstmals, dass es bei arteriellen
Sauerstoftkonzentrationen im niedrigen physiologischen Bereich zu einem Verlust der
neuroprotektiven Eigenschaften von hypothermen AI kommt. Ursache dafiir ist
wahrscheinlich das Auftreten von Gewebehypoxie durch lokale Himodilution und eine
Hypothermie-bedingte Verstirkung der Hiamoglobin-Sauerstoff Bindung. Durch eine
Kombinationstherapie mit Al und NBO konnte dieser Effekt kompensiert werden. Bei
kombinierter Anwendung von Al und NBO wurden zudem, unabhingig von der
Infusionstemperatur, nicht-signifikant kleinere Infarktvolumina beobachtet als bei
Monotherapie mit NBO. Zur besseren Differenzierung der beobachteten Effekte sind
weitere Experimente mit leicht erhohter Sauerstoffzufuhr und mit verldngerter

Ischidmiezeit notwendig.
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