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Einleitung

1.1 Klinische Aspekte der zerebralen Ischiimie

Zerebrovaskuldre Erkrankungen stehen in der Todesursachenstatistik hinter den
Herzkreislauf- und Krebserkrankungen auf Rang drei und stellen eine der hiufigsten
Ursachen fiir Invaliditit in hoherem Lebensalter dar. So sterben allein in den alten
Bundesldndern jihrlich etwa 100.000 Menschen an den Folgen eines zerebralen Infarkts,
weitere 70.000 bis 90.000 {iiberleben mit bleibenden neurologischen Schiden, wie
Halbseitenldhmung, Sprach- und Verhaltensst(irungen.244

Im Gegensatz zum Schlaganfall ist eine zerebrale Ischimie in der Neurochirurgie
hiufig vorhersehbar. Die temporire Unterbindung einer Hirnarterie ist bei vielen Operationen,
z.B. Aneurysmaausschaltung, Carotisendarterektomie oder Bypassoperationen, un-
umgénglich. Durch diesen temporidren Verschluss wird das Risiko der vorzeitigen Ruptur
eines Aneurysmas gesenkt bzw. das Eroffnen eines Gefilles zur Durchfithrung einer
Anastomose erst ermdglicht. Gleichzeitig gefihrdet dieses Vorgehen den Patienten, durch die
resultierende fokale Ischimie dauerhafte neurologische Austfille zu erleiden.

Aus Mangel an geeigneten therapeutischen Verfahren wurde besonders in den letzten
Jahren intensiv nach neuen Behandlungsméglichkeiten g:geforscht.mg;217 Eine Reihe von
Methoden und Pharmaka haben im Tierexperiment und beim Menschen eine nachweisbare
zerebroprotektive Wirkung gezeigt. Die pathophysiologischen Vorginge, die zur ischim-
ischen Schidigung fiihren, sind jedoch duBerst komplex, so dass es fraglich erscheint, ob
durch einen einzigen Arzneistoff eine ausreichende Neuroprotektion erreicht werden kann. Es
liegt daher nahe, verschiedene Methoden und Pharmaka zu kombinieren, um einen

: . . : 90
maximalen Schutz vor den Folgen einer zerebralen Ischiamie zu erreichen.



1.2 Ziel dieser Untersuchung

Ziel der vorliegenden Arbeit war, hinsichtlich der Problematik eines temporéren
GefiBlverschlusses einen kombinierten therapeutischen Ansatz zur Vermeidung ischimischer
Schidigungen und damit von irreversiblen neurologischen Ausfillen zu entwickeln, und

dessen Wirksamkeit im Tierexperiment an Ratten zu iiberpriifen.

Am experimentellen Modell einer temporiren fokalen zerebralen Ischimie wurde im
Sinne einer Prophylaxe das neuroprotektive Potential verschiedener Wirkstoffe sowohl im
monotherapeutischen Ansatz als auch in kombinierter Anwendung iiberpriift. Um die
Voraussetzung fiir einen eventuellen klinischen FEinsatz zu gewdhrleisten, wurden
insbesondere Medikamente mit bereits vorhandener Zulassung fiir den Einsatz am Patienten
verwendet. In letzter Zeit wurde vermehrt der neuroprotektive Effekt moderater Hypothermie
wihrend neurochirurgischer Operationen genutzt. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde
daher auch untersucht, ob durch die zusitzliche Anwendung einer vielversprechenden
medikamentosen Kombinationstherapie der protektive Effekt moderater Hypothermie

gesteigert werden kann.



Einfiihrung in die Neuroprotektion

1.3 Pathophysiologische Grundlagen

Zerebrale Ischdamie ist die kritische Absenkung der Hirndurchblutung unter die
sogenannte Infarktschwelle. Sie fiihrt zu einer mangelhaften Versorgung des Gehirns mit
Substraten, z.B. Sauerstoff und Glukose, sowie zu einer Akkumulation von metabolischen
Abfallprodukten. Im Wesentlichen wird zwischen fokaler und globaler zerebraler Ischimie

. 288
unterschieden.

1.3.1 Globale Ischimie

Eine globale zerebrale Ischimie entsteht durch einen Blutdruckabfall oder einen Herz-
Kreislauf-Stillstand, z.B. beim kardiogenen Schock. Sie betrifft das gesamte Gehirn und ist
komplett oder nahezu komplett. Wird das Ereignis iiberlebt, ist die Ischdimie zeitlich begrenzt.
Das histopathologische Korrelat entspricht einer neuronalen Nekrose in sogenannten selektiv
vulnerablen Hirnarealen.*® Sobald die Durchblutungsstorung ein bestimmtes Ausmal
iiberschreitet treten Grenzzoneninfarkte auf. Wihrend bei fokaler Ischimie alle Zellarten,
einschlieBlich Neurone, Glia- und Endothelzellen betroffen sind, kommt es bei der globalen
Ischimie zunédchst zum Untergang vulnerabler Neurone. Zu diesen Nervenzellen zihlen:
CA1-Pyramidenzellen und CA4-Neurone des Hippokampus, Neurone der Schichten 3, 5 und

6 des Neokortex, Neurone im Striatum und Purkinjezellen des Kleinhirns.?*”#

Allgemein kann man annehmen, dass das Gehirn nach fiinf bis acht Minuten eines
Herz-Kreislauf-Stillstands irreversibel geschéddigt ist. Eine Schiadigung dieser Zellen
beeintrichtigt das Gedichtnis, Emotionen, Antrieb und bewirkt Lihmungen sowie

. . . 1
Koordlna‘uonsstorungen.5



1.3.2 Fokale Ischimie

Die fokale Ischidmie ist auf einen Teil des Gehirns beschrinkt, kann permanent
andauern und ist in der Regel inkomplett, da eine Restdurchblutung iiber Kollateralgefélie
erhalten bleibt. Zu einer fokalen Ischdmie kommt es unter anderem durch Stenosierung oder
Verschluss einzelner Hirnarterien. Ist die Versorgung eines Hirnareals mit Glukose und
Sauerstoff unterbrochen, bildet sich bei ausreichender Schwere und Dauer der Ischimie im
Zentrum dieses Areals eine Parenchymnekrose, ein Hirninfarkt aus. Das Infarktzentrum ist
umgeben von der sogenannten Penumbra.'® Diese perifokale Zone wird iiber Kollateralgefifie
mit einer Restdurchblutung von ca. 20-30% der normalen Hirndurchblutung versorgt. Die
Zellen in dieser Zone stellen zwar ihre Funktion ein, sind jedoch lebensfdhig und behalten
ihre strukturelle Integritdt. Hilt die Mangelversorgung ldnger an oder nimmt die
Hirndurchblutung weiter ab, kann auch in der Penumbra der irreversible Zelltod eintreten.”!
Diese Schidigung, die typischerweise zur Pan-Nekrose von Hirnparenchym fiihrt, scheint mit
einer exzessiven Azidose und der Produktion freier Radikale assoziiert zu sein.”*® Die Folgen
einer fokalen Ischdmie sind Halbseitenldhmungen und - je nach betroffenem Hirnareal -

Sprachstorungen sowie der Ausfall hoherer Hirnfunktionen.”*

1.3.3 Mechanismen der Zellschidigung

Der Mangel an therapeutischen Moglichkeiten héngt u.a. mit dem bisher
unvollstindigen Verstindnis der pathophysiologischen Mechanismen und dem Zeitverlauf der
ischdmischen Schiadigung zusammen. Durch die zugrundeliegende primédre Durchblutungs-
storung werden vielfiltige Prozesse ausgelost, die selbstindig ablaufen bzw. erst wihrend der

Reperfusion aktiviert werden.

Wichtige Vorginge sind die neuronale Membrandepolarisation, der Ausfall des
aeroben Energiestoffwechsels sowie der Austritt von Kaliumionen (K*) und Einstrom von
osmotisch wirksamen Natrium- (Na*) und Chloridionen (CIl). Da Sauerstoff nicht mehr
verfiigbar ist, wird Glukose anaerob verstoffwechselt und Laktat gebildet. Die Laktatazidose
filhrt zur weiteren Schidigung von Zellen.'" Ein zentraler Mechanismus ist die Uber-
schwemmung des intrazelluliren Kompartiments mit Kalziumionen (Ca®) und folgender

Aktivierung des Zellstoffwechsels. Der Ca’*-Einstrom wird u.a. ausgelost durch eine
4



rezeptorabhingige Offnung von Ca’*-Kanilen, z.B. als Folge der préasynaptischen
Glutamatfreisetzung. Durch Bildung von Arachidonsdure und deren Metabolisierung
entstehen eine Fiille von biochemischen Folgeprodukten, u.a. Leukotriene, Thromboxane,

Prostaglandine sowie freie Radikale, welche die Zelle zusitzlich sch'aidigen.“g;284

Nach derzeitigem Wissensstand stehen u.a. die massive Erhohung der extrazellulidren
Glutamatkonzentration, die Bildung von freien Sauerstoffradikalen und der Einstrom von

Kalzium in die Zelle als pathophysiologische Hauptmechanismen im Vordergrund.

Abbildung 1 zeigt eine vereinfachte synoptische Darstellung der verschiedenen
Schidigungsmechanismen und ihre Interaktionen. Statt von einer ischdmischen
Schidigungskaskade spricht man besser von einem Netzwerk sich gegenseitig
beeinflussender und auch {iiberschneidender Kaskaden. Ein zentrales FEreignis ist die
Uberschwemmung des intrazelluliren Kompartiments mit Ca®. Die verschiedenen
pathophysiologischen Mechanismen, die zur Erhdhung der intrazelluliren Kalzium-

konzentration und nachfolgend zur Zellschidigung fiihren, sind im folgenden niher erlédutert.
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Abbildung 1: Fine erhohte intrazellulire Kalziumkonzentration fithrt durch Enzym-
aktivierung zur Proteolyse, Lipolyse und DNA-Fragmentierung. Der die Ionenverschiebung
begleitende Einstrom von Wasser in die Zelle fiihrt zur zelluldren Schwellung und verstérkt
die Ischimie. In direkter Folge des Energiemangels kommt es zu einer Storung der
Wiederaufnahme von Glutamat. Gleichzeitig fiithrt die Depolarisation zu einer vermehrten
Freisetzung von Glutamat. Die Akkumulation von Glutamat im Extrazellularraum ist eine
wesentliche Ursache fiir den exzessiven Einstrom von Ca**-Ionen. Im weiteren Verlauf der
Ischimie kann ATP nur noch auf anaerobem Stoffwechselweg generiert werden,
einhergehend mit der Produktion von Laktat und einer Gewebsazidose. Diese begiinstigt die
Freisetzung von Ca**-Ionen aus intrazelluliren Speichern und die Bildung freier Radikale.
Abgesehen von ihrer direkt zytotoxischen Wirkung fithren freie Radikale zur
Lipidperoxidation, schédigen die DNA und Strukturproteine und initiieren iiber die weitere

Freisetzung von Glutamat einen Circulus vitiosus.



1.3.3.1 Extitotoxische Wirkung von Neurotransmittern

Der bedeutendste exzitatorische Neurotransmitter, Glutamat, ist gleichzeitig ein
starkes Neurotoxin. Nach der Exzitotoxin-Hypothese wird der ischamiebedingte, neuronale
Zelluntergang durch eine toxische Akkumulation von Glutamat im Extrazelluldrraum (EZR)
ausgelost.

Unter ischdamischen Bedingungen wird Glutamat durch die neuronale Depolarisation
vermehrt an Synapsen freigesetzt.121 Infolge des Energiemangels kann Glutamat jedoch von
Gliazellen und Neuronen (z.B. in Synaptosomen) nicht mehr aufgenommen werden.*** Die
Kombination dieser und anderer Faktoren fiithrt somit zu einem massiven Anstieg von

77 Glutamat und andere exzitatorische

Glutamat im EZR wiéhrend der Ischimie.
Aminosduren wirken auf verschiedene Rezeptortypen im zentralen Nervensystem, stimulieren
postsynaptische Neurone und konnen diese dadurch in eine katabole Stoffwechsellage
versetzen. Mehrere Subtypen von Glutamatrezeptoren wurden in den letzten Jahren
beschrieben. Der N-Methyl-D-Aspartat-Rezeptor (NMDA) und die Non-NMDA-Rezeptoren
(AMPA/Quisqualat- und Kainat-Rezeptoren) sind mit einem Kationen-Kanal assoziiert,

wihrend der sogenannte metabotropische Non-NMDA-Rezeptor ein Second-messenger-

System aktiviert (s. Abbildung 2).

Die molekularen Mechanismen dieser Neurotoxizitit sind noch nicht genau bekannt.
Untersuchungen an Zellkulturen haben gezeigt, dass hohe Glutamatkonzentrationen zwei
verschiedene Reaktionen hervorrufen konnen: (a) eine akute Schwellung von Neuronen in
Abhingigkeit von der extrazelluldren Natriumkonzentration und (b) eine spétere neuronale
Desintegration in Abhiingigkeit von der extrazelluldren Kalziumkonzentration.”* Wihrend
Na*-Ionen durch jeden Kationen-Kanal im aktivierten Zustand - insbesondere durch den
AMPA-Rezeptor-assoziierten Kanal - in die Zelle einstromen, hat nur der NMDA-
rezeptorabhiingige Kanal eine hohe Permeabilitét fiir Ca**-Ionen."®® Insbesondere diesem
NMDA-Rezeptor wird eine auBBerordentliche pathophysiologische Bedeutung zugeschrieben.
Es wurde u.a. durch Autoradiographieuntersuchungen gezeigt, dass der NMDA-Rezeptor
speziell in den selektiv vulnerablen Hirnarealen in hoher Konzentration vorkommt. Der
Rezeptor-Kanal-Komplex besitzt einen spannungsabhingigen Magnesiumblock, und benotigt
Glycin als Koagonist. Vordepolarisierte Neurone - z.B. infolge Glutamataktivierung des
AMPA-Rezeptors - reagieren nach Entweichen des Magnesiumblocks mit einer erhdhten

Offnungsfrequenz des Kanals fiir Kalziumionen.”® Die Stimulation des metabotropischen

7



Glutamatrezeptors fithrt ferner durch AnstoBen der Inositoltriphosphat-Kaskade zur
Freisetzung von Kalzium aus intrazelluldren Speichern. Der massive Anstieg der
intrazelluldren Ca®*-Konzentration bewirkt schlieBlich die Aktivierung verschiedener

Prozesse, die den Zelltod verursachen.’

Synapse

[Ca?*); §}
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Abbildung 2: Infolge des Energiemangels kommt es zu einer Wiederaufnahmestérung fiir
Glutamat. Gleichzeitig fiihrt die Depolarisation zu einer vermehrten Freisetzung von
Glutamat. Die Akkumulation von Glutamat im Extrazellularraum ist eine wesentliche
Ursache fiir den exzessiven Einstrom von Ca**-Ionen durch Aktivierung von NMDA- und
AMPA-Rezeptoren. Die Aktivierung des mit G-Proteinen gekoppelten, metabotropischen
Glutamatrezeptors fithrt zur Offnung von intrazelluliren Kalziumspeichern iiber

Phospholipase-C-Aktivierung und Erh6hung von Inositoltriphosphat (IP5).



1.3.3.2 Anstieg der intrazelluliiren Kalziumkonzentration

Neurone bendtigen metabolische Energie, um die intrazelluldre Ca**-Konzentration
niedrig zu halten. Die physiologische intrazelluldre Konzentration von Kalzium liegt etwa 3
GroBenordnungen unter der extrazelluliren Konzentration. Fiir diesen Zweck werden Ca™*-
Ionen in intrazelluldre Speicher sequestriert oder aus der Zelle transportiert. Im energetischen
Versagen wihrend oder nach einer Ischimie kann die zytosolische Ca**-Konzentration auf ein
Vielfaches der physiologischen Konzentration ansteigen. Ca**-Ionen konnen durch
spannungsabhingige Ca®*-Kaniile (voltage sensitive cation channel = VSCC), rezeptor-
gesteuerte Ca**-Kanile (receptor operated cation channel = ROCC) und nichtselektive
Kationenkanile (non selective cation channel = NSCC) in das Neuron einstromen (s.

Abbildung 3).
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Abbildung 3: Im Energiemangelzustand kommt es zum Zusammenbruch der lonengradienten
mit konsekutiver Membrandepolarisation. Im Anschluss kommt es iiber eine Reihe von
Ionenkanélen, unter anderem {iiber spannungsabhingige Kalziumkanile (VSCC) und iiber
nichtselektive Kationenkanile (NSCC) zum Einstrom von Kalziumionen.



Bei Energiemangel konnen sie auch durch einen Na*/Ca**-Austauscher in die Zelle
gelangen. Zudem ist der energieabhingige Ca2+-Ausw'artstransport und die Speicherung im
endoplasmatischen Retikulum gestort. Mitochondrien nehmen unter diesen Bedingungen
zwar vermehrt Ca**-Ionen auf, konnen aber den durch die Ischimie hervorgerufenen Ca**-
Einstrom nicht kompensieren. Zudem belastet die mitochondriale Ca**-Akkumulation ihre
ATP-Synthese. Die Erhohung der intrazelluliren Ca®*-Konzentration 15st eine Reihe von
Reaktionen aus, die zur irreversiblen Schidigung des Neurons fiihren. Es kommt zu einer
vermehrten Freisetzung von exzitatorischen Transmittern, zur Aktivierung von
Phospholipasen, Proteasen, Endonukleasen und freien Sauerstoffradikalen sowie zur Stérung

des Energie- und Elektrolytstoffwechsels.

1.3.3.3 Bildung von freien Sauerstoffradikalen

Freie Radikale sind hochreaktive Sauerstoffmolekiile mit einem freien ungepaarten
Elektron. Physiologischerweise entstehen sie als Intermedidrsubstrate in der Atmungskette.
Die vermehrte Bildung von freien Sauerstoffradikalen in der Reoxygenierungsphase nach
Ischimie wird seit langem als wichtiger pathophysiologischer Vorgang angesehen.60
Allerdings ist die Bildung sowie die Zerstorung dieser reaktiven Sauerstoffverbindungen in
vivo schwer nachweisbar. Es besteht jedoch kein Zweifel, dass Radikale entstehen und dass
sie fiir Zellmembranen und -organellen toxisch sind.*** Die pathophysiologisch wichtigsten
Radikale sind das Superoxid-Anion (O,-*) und das Hydroxyl-Radikal (OH*). Einen
wichtigen Entstehungsfaktor stellt u.a. die Gewebsazidose in ischdmischen Arealen dar. Im
sauren Mileau wird zweiwertiges Eisen (Fe’") - normalerweise nur in sehr geringen
Konzentrationen vorkommend - gebildet, welches als Katalysator verschiedener Reaktionen,
die zur Bildung von Radikalen beitragen, fungielrt.102 Freie Radikale attackieren vor allem
Membranphospholipide und induzieren die Lipidperoxidation (s. Abbildung 4). Diese lduft
als Kettenreaktion an den Membranen ab und fiihrt zu irreversiblen Membranschidigungen
und setzt Fettsiuren frei, z.B. Arachidonsiure.’’ Im Rahmen der Autoxidation von
Arachidonsdure entstehen erneut Radikale, aber auch Thromboxane und Prostaglandine,
welche die Zelle zusitzlich schiadigen, und die bestehende Zirkulationsstdrung verstdrken.

Ferner attackieren freie Sauerstoffradikale die DNA sowie Proteine, so dass sowohl die
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Struktur und Funktion von Membranen, Rezeptoren, Ionenkanilen und Enzymen

beeintrichtigt wird.?’

Lipidperoxidation

L* + O, —» LOO*
LOO* + LH — LOOH + L

Abbildung 4: Lipidperoxidation und ihre Hemmung durch Tirilazad

Ein Sauerstoffradikal (R*) greift eine Doppelbindung in einer ungesittigten Fettsdure (LH)
an, entfernt ein Wasserstoffatom (H") aus der Seitenkette und erzeugt so ein Acylradikal (L.*).
Dieses reagiert mit einem Sauerstoffmolekiil (Q2) zu einem Peroxiacylradikal (LOO¥*). Das
Peroxiacylradikal reagiert mit einer weiteren Fettsdure (LH) und erzeugt ein
Hydroperoxiacylradikal (LOOH) und ein weiteres Acylradikal. Es kommt schlieBlich zu
einer Kettenreaktion und die Zellmembran wird zerstort.

1.4 Mboglichkeiten der Pharmakotherapie

Die dargestellten pathophysiologischen Mechanismen eignen sich fiir einen Eingriff
durch Pharmaka, um das Neuron vor der ischdmischen Schiadigung zu schiitzen. Andererseits
wird deutlich, dass ein einzelner Wirkstoff nicht alle Vorginge bei der Zellschidigung
verhindern kann. Kalzium-Antagonisten, Glutamat-Antagonisten und Sauerstoffradikalfinger
bieten Moglichkeiten, woraus sich klinisch wirksame therapeutische Methoden einer

zerebralen Protektion entwickeln lassen konnten.
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Das Stufenschema der Schmerztherapie, bei welchem durch pharmakologisches
Angreifen an verschiedenen pathophysiologischen Mechanismen ein synergistischer
schmerztherapeutischer Effekt erreicht werden kann, ist ein klassisches Beispiel fiir die
Wirksamkeit der kombinierten Anwendung verschiedener Pharmaka. Aufgrund der
Komplexitdt der pathophysiologischen Vorginge bei zerebraler Ischimie bieten sich eine
Reihe von Ansatzpunkten, in die Kaskade der neuronalen Zellschiddigung einzugreifen. Mit
besser werdendem Verstindnis der durch zerebrale Ischimie ausgeldsten pathophysio-
logischen Mechanismen wurden zunehmend wirksamere Pharmaka mit unterschiedlichen
Wirkmechanismen entwickelt. Im Tierexperiment kann durch verschiedene Wirkstoffe eine
Reduktion der InfarktgroBe oder eine Protektion von Neuronen erzielt werden. Durch einen
,Cocktail*“ konnten evtl. (a) die Durchblutung verbessert, (b) der intrazellulédre Ca’*-Einstrom
gehemmt, (c) exzitatorische Aminosduren wie Glutamat antagonisiert werden und (d) die

Bildung freier Sauerstoffradikale vermindert werden.

1.4.1 Antagonisten der exzitatorischen Aminosiuren

1.4.1.1 Hemmung der priisynaptischen Freisetzung

Der Anstieg der extrazelluldren Glutamatkonzentration ist u.a. wahrscheinlich Folge
des Versagens und schlieflich Umkehr des energieabhingigen, an den Natriumflux
gekoppelten Glutamat—Transports.184 Als protektiver Wirkmechanismus ist daher eine
priasynaptische Blockade spannungsabhingiger Natriumkanile denkbar.” Untersuchungen
mit Natriumkanalblockern, wie Derivate von Folsdureantagonisten (z.B. Lamotrigin) oder die
Benzothiazole Riluzole und Lubeluzole, konnten eine neuroprotektive Wirkung best'aitigen.312
Aufgrund deren Wirkung auf die Freisetzung von Glutamat werden diese Substanzen auch als
,,Glutamate Release Inhibitors* bezeichnet.

Lubeluzole scheint ein multifaktoriell wirksames Medikament zu sein. Zusitzlich zur
Reduktion der Glutamatfreisetzung wurde eine intrazellulire Hemmung der durch Glutamat
induzierten neurotoxischen Wirkung von Stickoxid (NO) nachgewiesen.177 Die Substanz
erwies sich im Tierexperiment auch noch bei Gabe bis zu 6 Stunden nach Ischdmiebeginn in
verschiedenen Modellen der fokalen Ischimie protektiv.*™ In einer klinischen Phase II Studie
konnte durch Lubeluzole die Mortalitit gesenkt werden.®® Kiirzlich wurden Phase III Studien

durchgefiihrt, in denen Lubeluzole die neurologische Symptomatik bei Schlaganfallpatienten
12



verbesserte, ohne intolerable Nebenwirkungen zu zeigen.328 Trotz dieser vielversprechenden
Ergebnisse konnte der Wirkstoff in einer klinischen Doppelblindstudie das neuroprotektive

Potential jedoch nicht best'eitigen.62

1.4.1.2 NMDA-Rezeptor-Antagonisten

Die Fihigkeit von NMDA-Rezeptor-Antagonisten, die ischdmische Hirnschidigung zu
vermindern, wurde in Katzen- und Nagetiermodellen der fokalen zerebralen Ischiamie gepriift.
Die Blockade von NMDA-Rezeptoren scheint einen protektiven Effekt auf Neurone im

Kortex und Hippokampus nur dann auszuiiben, wenn der ischimische Insult inkomplett ist.”

Nicht-kompetitive NMDA-Rezeptor-Antagonisten wie Dizocilpin (MK-801), die den
rezeptorregulierten Ca**-lonenkanal (ROCC) blockieren, verringern deutlich (um mehr als
50%) einen ischiamischen Infarkt, wenn die Verabreichung vor der Ischdmie oder bis 2h nach
der Ischimie erfolgt.*® Kompetitive NMDA-Rezeptor-Antagonisten wie Selfotel oder
Eliprodil, die an der Neurotransmitter-Bindungsstelle wirksam sind, reduzieren eine
ischdmische Hirnschidigung am wirksamsten, wenn die Verabreichung vor der ischimischen
Episode erfolgt.293 Jedoch wurden unerwiinschte psychomimetische Nebenwirkungen sowohl
bei nicht-kompetitiven als auch bei kompetitiven NMDA-Rezeptor-Antagonisten beob-

achtet.”'*

Man nimmt an, dass durch die Rezeptorblockade auch die physiologischen
Funktionen von Neurotransmittern gehemmt werden. Diese Nebenwirkungen machen einen
klinischen Einsatz von vielen NMDA-Antagonisten unwahrscheinlich.

Steinberg und Mitarbeiter zeigten, dass ein weitverbreitetes Antitussivum,
Dextromethorphan, auch als nicht-kompetitiver NMDA-Rezeptor-Antagonist wirksam ist.
Zusitzlich wirkt Dextromethorphan antikonvulsiv und blockiert spannungsabhingige
Kalziumkanile (VSCC).* Im Gegensatz zu den bisher erwihnten NMDA-Rezeptor-
Antagonisten erwiesen sich die Nebenwirkungen von Dextromethorphan in einer
Dosisfindungsstudie bei neurochirurgischen Patienten als tolerabel und reversibel.*"!
Dextromethorphan konnte somit auch fiir Schlaganfallpatienten oder wihrend temporirer

Unterbindung von Hirnarterien von therapeutischer Bedeutung sein.
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1.4.1.3 Non-NMDA-Rezeptor-Antagonisten

Es konnte eine ausgepriigte neuroprotektive Wirkung durch Non-NMDA-Rezeptoren-
blockern bei der fokalen Ischimie®* und globalen Ischimie?” beobachtet werden. NBQX, ein
AMPA/-Quisqualat-Rezeptorenblocker, vermindert den Zelluntergang im Hippokampus um
44-69% nach schwerer globaler Ischidmie, wihrend NMDA-Antagonisten keine Wirkung
zeigten.224 Judge und Mitarbeiter konnten die protektive Wirkung von NBQX auch bei
Applikation nach dem ischdmischen Insult nachweisen.'*’ Die Mechanismen, wodurch die
Aktivierung von AMPA-Rezeptoren durch Glutamat zum Zellschaden beitragen, sind nicht
bekannt. Nellgard und Wieloch vermuten, dass Ischimie die Empfindlichkeit vulnerabler
Neurone gegeniiber AMPA-vermittelter Glutamatwirkung verstirkt.”** Da der grofte Teil der
exzitatorischen Erregungsiibertragung im Gehirn iiber AMPA-Rezeptoren vermittelt wird,
sind sorgfiltige Untersuchungen hinsichtlich unerwiinschter Nebenwirkungen von AMPA-
Antagonisten erforderlich. Kiirzlich wurden klinische Studien mit NBQX aufgrund von
Nebenwirkungen wie Nephrotoxizitit und Beeinflussung des Glucosemetabolismus

abgebrochen.86

Die iiberlegene zerebroprotektive Wirkung von Non-NMDA- als auch von NMDA-
Rezeptorenblockern rechtfertigt jedoch weitere Untersuchungen, um die Nebenwirkungen

dem erwarteten Nutzen gegeniiberstellen zu kdnnen.

1.4.2 Kalziumantagonisten

Bei zerebraler Ischimie tritt vermutlich als zentraler Mechanismus des Zelltods eine
intrazellulare Kalziumakkumulation auf. Pharmakologischer Antagonismus des Ca**-
Einstroms in die Nervenzelle hat somit therapeutischen Wert. AuBerdem konnen Kalzium-
Antagonisten den zerebralen Blutfluss verbessern.®*'*?

Im Gegensatz zu den gingigen Kalziumkanalblockern, die zur Therapie von Herz-
Kreislauf-Erkrankungen entwickelt wurden, sind Antagonisten der Dihydropyridin-Gruppe
lipophil. Sie tiberwinden die Blut-Hirn-Schranke und kénnen dadurch an neuronalen VSCC
vom L-Typ ihre Wirkung entfalten. Die meisten klinischen Untersuchungen liegen iiber

Nimodipin vor. So wurde gezeigt, dass Nimodipin die Ausprigung eines Vasospasmus nach

Subarachnoidalblutung (SAB) vermindert bzw. das klinische Outcome verbessert.”!
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Nimodipin wird deshalb seit etwa zehn Jahren in der Behandlung von Patienten mit SAB
eingesetzt. Es konnte jedoch bisher nicht gezeigt werden, dass Kalzium-Antagonisten auch
bei akutem Verschluss einer Hirnarterie (Schlaganfall, neurochirurgische Operation)
neurologische Ausfille verhindern.**'” Beim Einsatz von Nimodipin nach Schlaganfall
wurde sogar von erhohter Mortalitdt berichtet, weshalb klinische Studien abgebrochen
wurden.'> Ursichlich fiir die enttiuschenden Ergebnisse konnten u.a. Auswirkungen auf den
arteriellen Blutdruck sein. Durch die Vasodilatation tritt bei vielen Patienten ein
Blutdruckabfall auf.

Magnesium, ein physiologischer Kalziumantagonist, reguliert Gefdf3tonus und Zell-
membranfunktionen. Es besitzt potentiell neuroprotektive Wirkmechanismen, welche
vielfdltig und noch nicht ginzlich geklidrt sind. Magnesiumionen blockieren spannungs-
abhingig den NMDA-Rezeptor-Ionenkanal und verhalten sich pharmakologisch wie
nichtkompetitive NMDA—Antagonisten.m;228 An der Zellmembran wird der Kalziumeinstrom
sowohl an VSCC als auch ROCC gehemmt.5 Ferner gibt es Hinweise, dass Magnesium die
Freisetzung von intrazellulir gespeicherten Ca’*-Ionen sowie von exzitatorischen
Aminosiuren hemmt.*"'** Im Tierexperiment erwies sich Magnesium protektiv, indem es die
Mortalitit und funktionellen Defizite sowohl bei fokaler'®® als auch globaler Isch'eimie,321 bei
Schidel-Hirn-Trauma,'”* SAB**’ und Riickenmarksverletzungen reduzierte.”> Magnesium
besitzt zudem den Vorteil, dass es fiir den Einsatz am Patienten zugelassen ist. In einer
Pilotstudie mit Schlaganfallpatienten wurde Magnesium gut toleriert und war
nebenwirkungsarrn.213 Im Rahmen der IMAGES-Studie (Intravenous Magnesium Efficacy in

Stroke) wird die Wirksamkeit von Magnesium nach Schlaganfall derzeit klinisch gepriift.

1.4.3 Sauerstoffradikalfinger

1.4.3.1 Endogene Antioxidantien

Zellen konnen Sauerstoffradikale durch Enzyme (Superoxid Dismutase [SOD],
Peroxidasen, Katalasen) und natiirliche Radikalfinger (Vitamin C und E) beseitigen. Die
Funktion der zelleigenen Systeme ist jedoch von einer normalen Stoffwechselleistung
abhiingig. Wenn in der Penumbrazone einer fokalen Ischdmie oder in der Rezirkulationsphase
nach globaler Ischiamie vermehrt Sauerstoffradikale (Superoxid-Anion O,-*, Hydroxyl-

Radikal OH*) und Wasserstoffperoxid (H,0,) akkumulieren, sind diese Abwehrmechanismen
15



jedoch beeintrichtigt und schnell erschépft.289 In tierexperimentellen Studien zeigte sich, dass
nach hochdosierter Verabreichung von Vitamin E die Folgeprodukte der durch Sauerstoff-
radikale induzierten Lipidperoxidation im neuronalen Gewebe signifikant vermindert
waren."*® Vitamin C konnte im Tierversuch bei fokal reversibler zerebraler Ischimie u.a. am
Primaten das Infarktvolumen signifikant verringern.117 Die langsame Akkumulation von
Vitamin E im Hirnparenchym macht jedoch eine linger dauernde Verabreichung notwendig,
so dass die Anwendung von Vitamin E im Rahmen einer akuten zerebralen Ischimie wenig
erfolgversprechend ist. 108

Das Enzym SOD katalysiert die Umwandlung von Superoxid-Radikalen in Sauerstoff
und Wasserstoffperoxid. Durch die Verabreichung von SOD versprach man sich die
endogenen antioxidativen Systeme zu unterstiitzen. Experimentelle Untersuchungen zeigten
jedoch, dass nur durch sehr hohe Konzentrationen eine Protektion erreicht werden konnte.'!

229;241

Dies liegt u.a. an der sehr kurzen Plasma-Halbwertszeit von nur 6-10 Minuten. Ferner ist

SOD ein wasserlosliches Protein, das die Blut-Hirn-Schranke kaum uiberwinden kann.*!

1.4.3.2 Synthetische Antioxidantien

Um das Eindringen von SOD in die Zellen zu erleichtern und die Halbwertszeit zu
verlingern wurde das Enzym mit Polyethylen-Glykol (PEG-SOD) konjugiert oder in

. - 41;132;333 .
Liposomen eingeschlossen. Die

zerebroprotektive Wirkung von intravends
verabreichter PEG-SOD konnte bei fokaler™ wund globaler’™ zerebraler Ischimie
nachgewiesen werden. Obwohl eine klinische Phase II Studie mit PEG-SOD bei Patienten mit
Schidel-Hirn-Trauma vielversprechende Resultate erbrachte,216 konnte eine nachfolgende
Phase III Studie diese Ergebnisse nicht best'zitigen.335

Hall und Mitarbeiter beschrieben eine im Vergleich zu Vitamin E bis 100-fach

105;107

starkere antioxidative Wirkung durch 21-Aminosteroide, z.B. Tirilazad mesylate (U-

74006F). Die Wirksamkeit einer prd- und postischimischen Behandlung mit 21-

107;235 178;240

Aminosteroiden ist bei fokaler und globaler zerebraler Ischidmie tierexperimentell
nachgewiesen. 21-Aminosteroide oder Lazaroide sind potente Inhibitoren der durch freie
Sauerstoffradikale induzierten, sowie Eisen-katalysierten Lipidperoxidation.'” Aufgrund der
steroidalen Molekiilstruktur (s. Abbildung 5), beschrinkt sich die Wirksamkeit dieser
Stoffklasse hauptsédchlich auf das GefiBendothel, da sich das Molekill in die
Endothelmembranen einlagert, und eine Passage der Blut-Hirn-Schranke nur in geringem

Male moglich ist.

16



Tirilazad wurde kiirzlich fiir den klinischen Einsatz zugelassen.15 " In einer
internationalen Multicenter-Studie in Europa, Australien und Neuseeland an Patienten mit
schwerer Subarachnoidalblutung bewirkte es eine Verbesserung des Outcomes, jedoch nur bei
minnlichen Patienten.”' Bei weiblichen Patienten erwies sich Tirilazad in der angewandten
Dosierung als wirkungslos. Man vermutete, dass eine schnellere Verstoffwechslung des
Medikaments bei Frauen die Wirksamkeit vermindert.'® In einer Studie bei Schlaganfall-
Patienten zeigte Tirilazad ebenfalls keine Wirkung, weshalb Untersuchungen mit hoheren
Dosierungen angestrebt wurden.'®?’® In einer Multicenter-Studie an Patienten mit SAB
konnte schlieBlich mit hoherer Dosierung auch bei Frauen eine signifikante Reduktion der
Mortalitdt gezeigt werden.'”* Der protektive Effekt war vor allem bei Patienten mit
ausgeprigten neurologischen Defiziten nachweisbar. Eine weitere Studie konnte zwar keinen
signifikanten Unterschied beziiglich der Mortalitét zeigen, fand aber eine geringere Inzidenz
des Vasospasmus nach SAB.'” Eine Untersuchung an Patienten mit SAB, die mit Tirilazad
im Rahmen einer weiteren Multicenter-Studie behandelt wurden, ergab ferner, dass bei diesen
zwar keine Reduktion der Mortalitit zu erreichen war, im weiteren Verlauf jedoch
hinsichtlich Psychomotorik, Konzentrationsfihigkeit sowie Miidigkeit eine Verbesserung
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Abbildung 5: Die Strukturformel von Tirilazad.

Die strukturelle Verwandtschaft zu den Membranlipiden erméglicht dem Aminosteroid die
Akkumulation in den Zellmembranen.



Es mehren sich die Hinweise, dass lipophile Antioxidantien, welche die intakte Blut-
Hirn-Schranke besser iiberwinden konnen, als z.B. 21-Aminosteroide, eine erhOhte
Wirksamkeit  gegeniiber der oxidativen Schidigung durch  Sauerstoffradikale
besitzen.”?'*°**" Diese Antioxidantien scheinen zum Teil auch in die Mitochondrien zu
penetrieren, und die Enzyme der Atmungskette vor Oxidation zu schiitzen.”!

Das sogenannte ,,spin trapping agent PBN (Alpha-phenyl-n-tert-butyl-nitrone) wird
zum Nachweis von Sauerstoffradikalen verwendet, da es mit ihnen Komplexe bildet, welche
im Kernspintomogramm nachweisbar sind.*? Gleichzeitig besitzt die Substanz durch diese
Komplexbildung Radikalfinger-Eigenschaften, sie iiberwindet die Blut-Hirn-Schranke und
scheint ein ungewdohnlich langes therapeutisches Fenster zu besitzen.”” Schulz und Mitarbeiter
konnten im direkten Vergleich zu NMDA-Antagonisten sowie zu ,Glutamate Release

274
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Inhibitoren ein um Stunden verlidngertes therapeutisches Fenster nachweisen.
Vorversuchen unserer Arbeitsgruppe konnte durch PBN jedoch keine signifikante Reduktion

des Infarktvolumens erreicht werden.”®?

1.5 Zerebroprotektive Pharmaka in der Neurochirurgie

Im klinischen Alltag werden wihrend neurochirurgischer Eingriffe standardméBig eine
Reihe von Medikamenten verabreicht, die potentiell neuroprotektiv wirksam sind. Der

wissenschaftliche Beweis ihrer Wirksamkeit fiir Menschen ist jedoch ausstehend.

1.5.1 Anisthetika

Barbiturate, verabreicht in ,burst-suppression‘“-Dosierung, gelten bis heute als
Goldstandard der Zerebroprotektion. Pentobarbital und Thiopental entfalten ihre protektive
Wirkung vor allem bei der regionalen zerebralen Ischimie. Diese neuroprotektive
Wirksamkeit der Barbiturate konnte in tierexperimentellen Studien bewiesen werden, beim
Menschen gibt es lediglich Hinweise darauf.?*'*7¢2%

Beziiglich des Wirkungsmechanismus wurden verschiedene Hypothesen aufgestellt.
Barbiturate modulieren die Wirkung des GABA-Rezeptors, hemmen somit den Stoffwechsel

152 7usitzlich wird die

von Neuronen und reduzieren die zerebrale elektrische Aktivitét.
Durchblutung in ischdmischen Arealen verbessert (umgekehrtes Steal-Phdnomen). Barbiturate

heben den Sauerstoffgehalt im Gewebe durch Verbesserung der Mikrozirkulation und durch
18



Senkung des intrakraniellen Drucks. Ferner gibt es Hinweise, dass Barbiturate die Freisetzung
freier Fettsduren vermindern und freie Radikale inaktivieren.”******' Der klinische Wert
hinsichtlich dadurch verbesserter Operationsergebnisse ist jedoch schwierig zu beurteilen. Es
kann nicht mit letzter Sicherheit entschieden werden, ob postoperative neurologische Ausfille
durch den Einsatz von Barbituraten vermieden wurden oder ob sie bei den individuellen
Patienten auch ohne Barbiturate nicht oder in abgeschwiichter Form aufgetreten wiren. Auch
ist bisher nicht eindeutig gekldrt, ob die Barbiturate in ,,burst-suppression*“-Dosierung
anzuwenden sind, oder ob bereits in niedrigeren Dosierungen eine maximale Neuroprotektion
zu erreichen ist. Im Tierexperiment konnten wir zeigen, dass bereits in niedrigeren

. . . . . . . 265
Dosierungen eine vergleichbare neuroprotektive Wirkung zu erzielen ist.

Auch die Frage,
ob Isofluran eine bessere protektive Wirksamkeit besitzt ist letztendlich nicht vollig geklért.
Diesbeziigliche Untersuchungen an Primaten lieferten keine {ibereinstimmenden Ergebnisse.
Nehls und Mitarbeiter’ sowie die Arbeits gruppe um Milde® demonstrierten bei der fokalen
Ischidmie, dass Isofluran im Vergleich zu Barbituraten allenfalls gleich oder sogar weniger

wirksam ist.

1.5.2 Nimodipin

Nimodipin wird seit ca. 10 Jahren in der Behandlung von Patienten mit SAB
eingesetzt. In kontrollierten klinischen Studien konnte eine Reduktion der Mortalitit und

72;137;231 . . .
Die Wirksamkeit von

Morbiditdt durch Vasospasmus nachgewiesen werden.
Kalziumantagonisten bei Patienten mit akutem Gefédverschluss konnte nicht bewiesen
werden.®#*11% Eg jst jedoch anzumerken, dass in diesen klinischen Studien lediglich 3-4%
der Patienten innerhalb von sechs Stunden nach Auftreten der Symptome behandelt

2
wurden,”®

1.5.3 Mannitol

Mannitol reduziert durch seinen osmotischen Effekt das Hirnddem und senkt den
intrakraniellen Druck (ICP).'"%%3!! Ingbesondere wegen seiner entwissernden Wirkung auf
das Gehirn wird es bei neurochirurgischen Eingriffen eingesetzt, um durch die
Volumenreduktion das Erreichen tieferer Strukturen zu erleichtern. Ferner verbessert es die

zerebrale Durchblutung unter experimentellen und klinischen Bedingungen. Die Wirkung
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beruht unter anderem auf einer Verminderung der Blutviskositit und auf der Verbesserung
der Mikrozirkulation."*®?%%?" Zugitzlich scheint Mannitol das ,,No-Reflow*“-Phinomen zu

verhindern und Radikalfidnger-Eigenschaften zu besitzen. 87207

1.5.4 Kortikosteroide

Kortikosteroide konnen die Folgen einer zerebralen Ischimie durch verschiedene
Mechanismen beeinflussen. Kortikosteroide stimulieren die Gen-Expression von Zellen und
induzieren dadurch Proteine, welche die Phospholipase A2 hemmen. Der Abbau von
Membran-Phospholipiden und die Entstehung freier Fettsduren werden dadurch
unterdriickt.'” AuBerdem sollen sie als Radikalfinger die Lipidperoxidation hemmen.’”
Aufgrund der positiven Wirkung auf die perifokale Hirnschwellung (Verminderung der
Permeabilitit der Blut-Hirn-Schranke) wird Dexamethason bei fast allen operativen
Eingriffen am Gehirn eingesetzt. Die Wirksamkeit von Kortikosteroiden bei zerebraler

. . . . . 1:43:250:261
Ischiamie ist allerdings sehr umstritten. 3:250:26

1.5.5 ,,Sendai-Cocktail*

Eine Gruppe aus Sendai, Japan, berichtete durch Verabreichung einer Kombination
von Pharmaka (,,Sendai-Cocktail I: 20% Mannitol 500 ml, Vitamin E 300 mg, Dexa-
methason 50 mg) das Risiko einer temporidren Okklusion einer Hirnarterie gesenkt zu
haben.*** Spiter wurde der ,,Sendai-Cocktail“ modifiziert eingesetzt, bestehend aus 20%
Mannitol 100 ml, Vitamin E 30 mg/kg und Phenytoin 10-30 mg/kg. Die Pharmaka wurden
unter experimentellen Bedingungen vorwiegend als Monotherapie getestet. Untersuchungen
der Kombinationen in vitro zeigten eine Hemmung der durch freie Radikale verursachten
Lipidperoxidation und positive Auswirkungen auf den zerebralen Stoffwechsel sowie auf den
Elektrolyt- und Wassergehalt des Hirnparenchyms.®*''** Die Wirksamkeit der Kombination
in vivo stiitzt sich jedoch vorwiegend auf die Messung von EEG-Amplituden beim Hund als
Ausdruck funktioneller Erholung drei Stunden nach einstiindiger transienter globaler
Ischimie.”®® In einer nicht randomisierten und nicht kontrollierten Studie an neuro-
chirurgischen Patienten mit tempordrem Gefdlverschluss folgerten die Autoren, dass eine
Okklusion bis zu 20 Minuten bei gleichzeitiger Verabreichung dieser Wirkstoffe mit nur

. .. - 131
geringen Risiken verbunden sei."
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1.6 Hypothermie

Bereits vor 40 Jahren wurde die zerebroprotektive Wirkung von Hypothermie
beschrieben und teilweise eingesetzt.25 6 Aufgrund vermehrten Auftretens von Komplikationen
wie Herzrhythmusstorungen oder Koagulopathien wurde die Hypothermieanwendung jedoch
wieder verlassen.”” Nachdem Busto et al. 1987 im Tierexperiment zeigen konnten, dass
bereits milde Hypothermie bei einer Absenkung der Kerntemperatur um 2-3°C vor den

35;211

Folgen der zerebralen Ischimie schiitzt, entwickelte sich neuer Enthusiasmus und es

wurden zahlreiche tierexperimentelle Untersuchungen durchgefiihrt.'*!*'°%2%

Die protektive Wirksamkeit der Hypothermie scheint auf vielfiltigen Mechanismen zu
basieren. Hypothermie fiihrt zu einer temperaturabhingigen Suppression des zerebralen
Metabolismus indem der Struktur- und Funktionsstoffwechsel des zentralen Nervensystems
reduziert wird."”® Dadurch wird der Substratbedarf gesenkt und eine Mangelversorgung
vermieden.””” Ferner wurde gezeigt, dass Hypothermie die Blut-Hirn-Schranke stabilisiert,

. . . . . 15:;36;91
die Freisetzung von Glutamat in den Extrazelluldrraum vermindert'>?%°

sowie die Bildung
von freien Radikalen und Stickstoffmonoxid (NO) reduziert bzw. hemmt.”""** AuBerdem
scheint Hypothermie auch genetische Reparaturmechanismen der Zelle zu stimulieren.
Immunhistochemische Untersuchungen haben gezeigt, dass durch Hypothermie im Gegensatz
zu normothermen Bedingungen eine Erholung der Membranbiosynthese gewihrleistet
4.332

Wwir Analog zur neuroprotektiven Wirkung von Hypothermie verschlechtert eine erhohte

. o 169
Temperatur das Outcome nach ischamischen Ereignissen.

Aufgrund iiberzeugender experimenteller und klinischer Ergebnisse wird milde
Hypothermie zunehmend zur Zerebroprotektion in der Neurochirurgie eingesetzt. Aus diesem
Grunde soll in der vorliegenden Arbeit gepriift werden, ob die Wirkung von Hypothermie

durch eine Kombination von Pharmaka gesteigert werden kann.
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1.7 Kombinierte Pharmakotherapie

Da die individuellen Wirkmechanismen der hier diskutierten, z.T. neuen Pharmaka im
Vordergrund vieler Studien standen, wurden kontrollierte Untersuchungen mit einer
kombinierten Pharmakotherapie bislang vernachlissigt. Angesichts der zahlreichen Faktoren,
die additiv oder moglicherweise synergistisch am ischdmischen Parenchymschaden beteiligt
sind, erscheinen eine Reihe von kombinierten pharmakologischen Therapieansitzen

. 127,264,271
sinnvoll.

1.7.1 Glutamatantagonisten und Kalziumkanalblocker

Ein additiver Effekt konnte dabei fiir die Kombination eines nicht-kompetitiven
NMDA-Antagonisten (MK-801) mit Kalziumkanalblockern (Nimodipin, Nicardipin) bei der

322 . a . 118;254
fokalen’” wie globalen Ischidmie

nachgewiesen werden. Durch diese Kombinationen
wurden gleichzeitig zwei Mechanismen des durch die Ischimie induzierten Ca**-Einstroms
gehemmt. Wihrend MK-801 den Ca®*-Einstrom iiber rezeptorgesteuerte Ca**-Kaniile
(ROCC) blockiert, wird durch Nimodipin oder Nicardipin der Ca**-Einstrom iiber die
spannungsabhiingigen Ca’*-Kanile (VSCC) abgeschwicht. Gill und Woodruff demonstrierten
am Gerbil bei globaler Ischimie eine verbesserte Wirkung bei Kombination von MK-801 und
Kynurens'aiure.88 Kynurensdure blockiert nicht-kompetitiv die Glycinbindungsstelle des
NMDA-Rezeptorkanal-Komplexes. Interessanterweise zeigten beide Pharmaka, sofern sie in

niedriger Dosierung einzeln verabreicht wurden, keine Wirkung. In gleicher Dosierung bei

kombinierter Anwendung wurde ein neuroprotektiver Effekt im Hippokampus beobachtet.

Der gleichzeitige Einsatz von NMDA-Rezeptor-Antagonisten und AMPA-Rezeptor-
Antagonisten erzielte widerspriichliche Ergebnisse. Bei der fokalen Ischimie beobachteten
Lippert und Mitarbeiter bei Maiusen einen synergistischen protektiven Effekt durch
Behandlung mit MK-801 und NBQX."" Im Gegensatz dazu zeigten Gill und Lodge an der
Ratte, dass der NMDA-Rezeptor-Antagonist MK-801 alleine verabreicht wirksamer war als
in Kombination mit NBQX.® Ferner scheint bei Katzen diese Medikamentenkombination

atemdepressiv zu wirken.
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1.7.2 Glutamat-/Kalziumantagonisten und Sauerstoffradikalfinger

Ein vielversprechender neuroprotektiver Ansatz ist die kombinierte Therapie mit
entweder Glutamat-Antagonisten oder Kalziumkanalblockern zusammen mit einem
Sauerstoffradikalfinger. So verbesserte die gleichzeitige Gabe von PBN und MK-801 die
Protektion in Zellkulturen des Hippokampus.21 Davies und Mitarbeiter untersuchten bei
globaler Ischimie am Hund, ob die Gabe des Eisen-Chelators und Sauerstoffradikalfingers
Deferoxamin zusammen mit einem neuartigen NMDA-Rezeptor-Antagonisten (GPI 3000)
einen verbesserten Schutz vor den ischdmischen Schiden bewirkt. Die Kombination
verminderte die postischdmische zerebrale Hypoperfusion und die Erholung der Phospho-
kreatininspeicher war verbessert.”’ Im Gegensatz zu diesen positiven Beobachtungen blieb
jedoch die Kombination von Nimodipin und PEG-SOD hinter den Erwartungen zuriick.
Deren Gabe blieb sowohl als Monotherapie als auch in Kombination bei neugeborenen

Schweinen nach 30-miniitiger Hypoxie wirkungslos.174

1.7.3 Hypothermie und medikamentose Therapie

Eine Verbesserung der neuroprotektiven Wirkung von Hypothermie durch die Gabe
des Kalziumantagonisten Magnesium wurde bereits 1984 von Vacanti und Ames an einem
Modell der spinalen Ischimie belegt.’* Ginsberg und Mitarbeiter zeigten in einem Modell der
globalen Ischimie, dass die zerebroprotektive Wirkung von Hypothermie und Dextrometh-
orphan, einem nicht-kompetitiven NMDA-Antagonisten, durch kombinierte Anwendung
verstirkt wurde.”” Shuaib et al. konnten das protektive Potential von Hypothermie durch die
Verabreichung des NMDA-Rezeptor-Antagonisten Selfotel ebenfalls verbessern.

Bei fokaler Ischamie an der Ratte konnte jedoch weder MK-801 noch Mannitol die
Neuroprotektion durch milde Hypothermie steigern.m;148 Unsere Arbeitsgruppe untersuchte,
ob die neuroprotektive Wirksamkeit von Hypothermie durch die zusitzliche Anwendung von
Barbituraten weiter gesteigert werden kann. Dabei fand sich eine iiberlegen Wirksamkeit von
milder Hypothermie im Vergleich zu den Barbituraten, welche durch die kombinierte
Anwendung nicht gesteigert werden konnte.”” Da milde Hypothermie zunehmend klinisch
eingesetzt wird, sollte die Uberpriifung einer vielversprechenden pharmakologischen
Kombinationstherapie sowohl im Vergleich als auch in Kombination mit Hypothermie

vorgenommen wer den.
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1.8 Fragestellung

Ihm Mittelpunkt dieser Untersuchungen stand ein komplexes pathophysiologisches
Konzept der zerebralen Ischimie. Entsprechend dieser pathophysiologischen Grundlagen
erscheint der Einsatz eines Wirkstoffs allein weniger erfolgversprechend als eine
Kombination verschiedener protektiver Methoden. Es galt somit zwei Hypothesen zu

iberpriifen:

1. Kann durch den kombinierten Einsatz potentiell neuroprotektiver Medikamente deren

Wirksamkeit im Vergleich zur Monotherapie gesteigert werden?

2. Kann die neuroprotektive Wirkung von Hypothermie durch eine zusitzlich

verabreichte Medikamentenkombination gesteigert werden?

Um eine Umsetzung der experimentellen Ergebnisse in die klinische Praxis zu
ermoglichen, sollten fiir diese Arbeit Pharmaka verwendet werden, die bereits fiir den Einsatz
am Menschen zugelassen sind. AuBer den in der Neurochirurgie verwendeten
Basistherapeutika (s. Kap. 2.3) erfiillen derzeit jedoch nur wenige Medikamente diese
Anforderungen. Entsprechend dem pathophysiologischen Konzept mit den Haupt-
mechanismen - Freisetzung von exzitatorischen Aminoséduren, Kalziumeinstrom in die Zelle
und Bildung von Sauerstoffradikalen - boten sich fiir die Versuche das Antioxidans Tirilazad
(s. Kap. 2.2.3.2), der physiologische Kalziumantagonist Magnesium (s. Kap. 2.2.2) sowie der
NMDA-Antagonist Dextromethorphan (s. Kap. 2.2.1.2) an.
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Material und Methoden

Die dieser Arbeit zugrundeliegenden Experimente wurden am Institut fiir Chirurgische
Forschung am Klinikum GroBhadern in Miinchen vorgenommen. In den letzten Jahren wurde
von unserer Arbeitsgruppe am Institut ein weitverbreitetes Modell zur Induktion einer
reversiblen fokalen zerebralen Ischimie an der Ratte etabliert. Dieses sogenannte
"Fadenmodell" diente fiir die vorliegenden Untersuchungen. Im Rahmen der Fragestellung
wurden drei Studien durchgefiihrt, wobei jeweils die neuroprotektive Wirkung von
Einzelsubstanzen sowie das protektive Potential dieser Substanzen in kombinierter
Anwendung getestet wurde. Die Experimente waren in einen akuten operativen Abschnitt und

einen chronischen postoperativen Abschnitt von sieben Tagen gegliedert.

1.9 Modell der transienten fokalen Ischimie

Das intraluminale Fadenmodell zur Induktion einer fokalen Ischimie wurde erstmals
im Jahre 1986 von Koizumi und Mitarbeitern beschrieben.'” Zwischenzeitlich wurden unter
anderem von Zea Longa et al.™® verschiedene Modifikationen vorgenommen. Mittlerweile
hat sich dieses Modell zu einer anerkannten und weitverbreiteten Methodik entwickelt, um
pathophysiologische sowie therapeutische Fragestellungen bei permanenter oder transienter
fokaler zerebraler Ischdmie zu untersuchen.

Das Prinzip dieser Technik beruht in der intraluminalen Blockade des Blutflusses in
die A. cerebri media. Dies wird erreicht, indem ein Nylonfaden, nachdem er in die A. carotis
interna mikrochirurgisch eingefiihrt wurde, im GefidSlumen nach intrakraniell vorgeschoben
wird, bis er den Ursprung der A. cerebri media (MCA) verlegt. Die Blutzufuhr der MCA aus
der A. carotis interna, A. cerebri anterior und A. cerebri posterior ist damit unterbrochen.

Durch das Zuriickziehen des Fadens wird die Reperfusion eingeleitet (s. Abbildung 6).
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Abbildung 6: Schematische Darstellung des Circulus Willisii und OKkklusion der A.
cerebri media.

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

1.10 Versuchstiere und Haltung

Fir die Versuche wurden minnliche Sprague-Dawley Ratten mit einem
Korpergewicht zwischen 240 und 300 g verwendet. Die Tiere stammten aus den etablierten
Ziichtungen des Charles River Labors (Sulzfeld, Deutschland). Nach Anlieferung ans Institut
fir Chirurgische Forschung wurden die Tiere innerhalb von zehn Tagen dem
mikrochirurgischen Eingriff unterzogen. Die Haltung der Tiere erfolgte in Makrolonkéfigen
bei 22°C Raumtemperatur und 60 % Luftfeuchtigkeit im 12 h Hell-/Dunkelrhythmus.
Trockenfutter und Trinkwasser standen ad libitum zur Verfiigung, lediglich 12 Stunden vor
Versuchsbeginn wurde den Tieren das Trockenfutter vorenthalten. Unmittelbar nach
Beendigung der Operation bis zum Versuchsende am siebten Tag war den Tieren in

Einzelhaltung wieder freier Zugang zu Futter und Wasser gewihrt.
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1.11 Versuchsablauf der Akutphase

Wihrend der operativen Akutphase wurde die A. cerebri media fiir 90 Minuten
verschlossen, was eine fokale zerebrale Ischimie im Versorgungsgebiet dieser Arterie
induzierte. Entsprechend der klinischen Situation mit hidufig vorhersehbarem, temporirem
GefiBverschluss im Rahmen neurochirurgischer Operationen wurde bereits vor Induktion der
Ischimie das zu priifende Therapieschema begonnen. Physiologische Parameter wurden
regelmiBig kontrolliert und der kortikale zerebrale Blutfluss in beiden Hemisphiren mittels
Laser-Doppler Flowmetrie kontinuierlich aufgezeichnet. In der dritten Versuchsreihe wurde
zusdtzlich die postischamische elektrophysiologische Erholung durch Ableitung des
Elektroenzephalogramms (EEG) ermittelt. Bei dieser dritten Studie wurde das
prophylaktische Potential milder Hypothermie getestet, indem bereits vor Induktion der

Ischimie die Korper- sowie die Hirntemperatur auf 33°C gesenkt wurde.

Die einzelnen Schritte im Versuchsablauf sind in den folgenden Kapiteln ausfiihrlich
beschrieben. Zum besseren Verstindnis ist in Abbildung 7 das Versuchsprotokoll der
Akutphase dargestellt. Auf diese Abbildung wird in den nachfolgenden Abschnitten

mehrmals Bezug genommen.
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Versuchsprotokoll: Akutphase

Intravendse Verabreichung der Medikamente

Dosis 1 Dosis 2

— Monotherapie —
—T1—1 Kombinationstherapie C—T—1

Priparation ~ 90 min | OKklusion 90 min Reperfusion 120 min

T T ] - - T >
0 90 180 Zeit (min) 5,

A  Messung des Blutflusses: Studie [+ 1T~ A

A Messung des Blutflusses: Studie 111 A

Ableitung des Elektroenzephalogramms: Studie I11

Induktion und Aufrechterhaltung der Hypothermie: Studie III

B Hypothermie: 33°C____=ail 310 ]
S £ O 1 d

Kontrollparameter: arterielle Blutgase, Hb/Hk, Blutglukose

Abbildung 7: Versuchsprotokoll - Akutphase

Die Pharmaka (Tirilazad und Dextromethorphan in Studie I bzw. Tirilazad und Magnesium in Studie
Il und II) oder das Losungsmittel (NaCl, Zitronensdure) wurden vor Induktion der Ischdmie
intravends als Kurzinfusion verabreicht. Die erste Infusion wurde 30 Minuten vor Induktion der
Ischémie, die zweite Infusion 15 Minuten vor Reperfusion gestartet.

Der lokale zerebrale Blutfluss mittels Laser-Doppler Flowmetrie und das EEG wurden vor Induktion
der Hypothermie und vor Verabreichung der Pharmaka bis 120 Minuten nach Reperfusion
aufgezeichnet (Studie III). In Studie I und II wurde jeweils 30 Minuten vor Ischdmie bis eine Stunde
nach Reperfusion aufgezeichnet.

Arterielle Blutgase (pH, pO,, pCO,), Himoglobin (Hb), Hamatokrit (Hk) und der Blutzuckerspiegel
wurden vor, wihrend und nach der Ischimie bestimmt. In den Hypothermiegruppen wurde die
Korperkerntemperatur und subtemporale Temperatur mittels Kiihlelementen auf 33°C herabgesenkt
und konstant gehalten. Vor Induktion der Ischimie wurde ein Intervall von 20 Minuten zur
physiologischen Stabilisierung gewihrt. 30 Minuten nach Reperfusion wurden die Versuchstiere um
1°C pro 10 Minuten wieder auf 37°C erwirmt.
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1.11.1 Narkoseeinleitung und Narkosefiihrung

In allen Experimenten wurde eine Intubationsnarkose mit Halothan (Halothan,
Hoechst AG, Deutschland) und einem Lachgas-Sauerstoff-Gemisch durchgefiihrt. In
Vorversuchen zeigte sich, dass eine kontrollierte mechanische Ventilation der oftmals
verwendeten Spontanatmung wihrend Tierexperimenten deutlich iiberlegen ist und
kontrollierte Versuchsbedingungen gewéihrleistet.3 * Die Narkoseeinleitung erfolgte mit 4
Vol% Halothan in einem luftdicht geschlossenen Plexiglaskifig. Bei ausreichender
Narkosetiefe wurden 0,5 mg/kg Atropin (Atropinsulfat 0,5 mg, Braun AG, Deutschland)
subkutan appliziert. AnschlieBend wurde das Tier in Riickenlage auf einer schrigen Ebene
gelagert und unter dem Operationsmikroskop (OPMI 6-SH, Zeiss AG, Deutschland)
orotracheal intubiert. Als Tubus diente eine Venenverweilkaniile (Vasculon® Plus, 16 G,
BOC Ohmeda AB, Dinemark). Die Kaniile wurde zuvor in 2,5 cm Entfernung von der Spitze
auBen mit einem Silikonkonus (Z: 5 mm) (Rhodorsil RTV 1556 A und B Pink, Rhone
Poulene, Frankreich) ummantelt. Dieser Silikonkonus gewéhrleistete einen suffizienten
Verschluss der Glottis und verbesserte die Qualitit der Beatmung. Der Tubus wurde mit
Pflaster am Unterkiefer fixiert und nach Umlagern der Ratte auf den Operationstisch an den
Respirator (Pressure Controlled Respirator, RSP 1002, Kent Scientific Corporation, USA)
angeschlossen.

Die Narkosefiihrung erfolgte mit 0,8 - 1,0 Vol% Halothan in einem Lachgas-
Sauerstoff-Gemisch von 70 % N>O und 30 % O,. Die druckgesteuerte mechanische
Ventilation wurde bei einer Frequenz von 100 - 110 Hiibe pro Minute und einem maximalen
inspiratorischen Druck von 10-13 cm H,0 durchgefiihrt. Durch regelmiBige Blutgasanalyse

wurden die Blutgasparameter kontrolliert und die Beatmung entsprechend reguliert.

1.11.2 Kontrolle der physiologischen Parameter

1.11.2.1 Blutdruck

Wihrend der akuten Versuchsphase wurde eine kontinuierliche
Blutdruckaufzeichnung durchgefiihrt. Zu diesem Zweck wurde ein Polyethylenkatheter
(Innendurchmesser: 0,58 mm, Portex Co, England) in die Schwanzarterie eingefiihrt und an
einen Druckwandler angeschlossen. Mit dem Blutdruckmessgerit (Sirecust 304 D, Siemens,

29



Deutschland), welches regelméBig einer Zweipunkt-Eichung unterzogen wurde, konnte somit
der mittlere arterielle Blutdruck kontinuierlich aufgezeichnet werden. Der Katheter wurde

wihrend des gesamten Versuchs mit physiologischer Kochsalzlésung (0,2 ml/h) gespiilt.

1.11.2.2 Arterielle Blutgase

Die Regulation der Blutgasparameter wurde durch regelméfige Kontrollen mit Hilfe
eines Blutgas-Analysegerites (280 Blood Gas System, Ciba Corning, USA) gewihrleistet.
Dazu wurde mit einer Kapillare arterielles Blut iiber den in der Schwanzarterie liegenden

Polyethylenkatheter entnommen.

1.11.2.3 Himoglobin und Himatokrit

Bei der intravendsen Verabreichung der Wirkstoffe wurde auf identische Infusions-
volumina geachtet, um Auswirkungen auf die Ergebnisse durch unterschiedliche
Hémodilution zu vermeiden. Um auch die Effekte groBerer Blutverluste beurteilen zu konnen,
wurde der Hb-Wert sowie der Hématokrit simultan zur Blutgaskontrolle zu mehreren

Zeitpunkten wihrend des Versuchs mit beschriebenem Analysegerit ermittelt.

1.11.2.4 Blutzucker

Mit dem Ziel, normoglykdmische Versuchsbedingungen bei geringer Varianz zu
schaffen, wurden die Tiere 12 Stunden vor Versuchsbeginn niichtern gehalten. Zur Kontrolle
wurden intraoperativ jeweils vor sowie nach Ischidmie mit einem Blutzuckermessgerit
(Glucometer Elite® 3905, Bayer Diagnostics, Deutschland) die Blutglukosewerte bestimmt.
Dadurch sollten auch eventuelle Beeinflussungen des Blutzuckerspiegels durch die

Wirkstoffe erfasst werden.

1.11.2.5 Temperatur

Zwei getrennte Regelkreise gewihrleisteten eine moglichst genaue Regulation der
Korper- sowie der Hirntemperatur. Die Ratten waren wihrend des Versuchs auf einer
Wirmeplatte gelagert. Eine rektale Temperatursonde wurde mit einem Modul verbunden,
welches die Temperatur der Heizplatte entsprechend dem Sollwert regelte. Ein in eine Kaniile
eingeldtetes Mantel-Thermoelement (AB Ac 025/TI/335/D 40/2 AB K/2 m,

THERMOCOAX, Philips Industrial Electronics GmbH, Deutschland) wurde im M.
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temporalis platziert und ebenfalls mit einem Regelmodul (Industrial Controller Version 407,
Philips Prozess- und Maschinen-Automation GmbH, Deutschland) verbunden. Dieses
Regelmodul steuerte eine Heizlampe, die auf den Kopf der Ratten gerichtet war. Dies
ermoglichte, ohne Eroffnung der Kalotte oder Verletzung des Gehirns, die intrazerebrale
Temperatur zu regeln. Sowohl die Korperkerntemperatur als auch die Hirntemperatur konnten

mit dieser Anordnung separat und vor allem sehr exakt reguliert werden.

In Studie III der vorliegenden Arbeit war die Fragestellung, ob durch eine
pharmakologische Kombinationstherapie die Wirksamkeit von milder Hypothermie weiter
gesteigert werden kann. Die Hypothermieanwendung wurde entsprechend dem klinischen
Vorbild vor Beginn der ischamischen Periode eingeleitet (s. Abbildung 7).

Etwa 60 Minuten vor dem GefidBBverschluss wurde begonnen mit Kiltebeutel die
Korper- und Hirntemperatur um 1°C pro 10 Minuten zu senken, indem regelméfig die
Sollwerte der beiden Temperaturregelkreise entsprechend reduziert wurden. Sobald die
angestrebte Temperatur von 33°C erreicht war, wurde nach einer kurzen Stabilisierungsphase
die Arterie verschlossen. Somit waren bereits vor Ischimiebeginn hypotherme
Versuchsbedingungen gegeben, die bis 30 Minuten nach Einleitung der Reperfusionsphase
aufrechterhalten wurden. Im Anschluss wurde die Temperatur wieder um 1°C pro 10 Minuten

in den normothermen Bereich angehoben.

1.11.3 Messung des kortikalen Blutflusses

Im Versuchsaufbau wurde die Technik der Laser-Doppler Flowmetrie zur Messung
des kortikalen Blutflusses (LCBF) angewandt. Es wurden nach medialer Inzision der
Kopfhaut zwei Trepanationslécher mit einem Durchmesser von 1-2 mm, jeweils 5 mm lateral
und 1 mm posterior des Bregmas, iiber dem dorsolateralen Kortex gebohrt. Dabei war zu
beachten, dass die Dura unverletzt blieb. AnschlieBend wurde der Kopf des Tieres auf dem
Riicken liegend in einem stereotaktischen Halter (Model 900, David Kopf Instruments, USA)
fixiert. Es wurden sogenannte "non-rupture ear bars" verwendet (s. Abbildung 8). Zwei
spezialangefertigte, abgewinkelte Laser-Doppler Sonden (Spezialanfertigung, Medizin-
Elektronik Lawrenz, Deutschland) wurden mit Hilfe von Mikromanipulatoren von unten in
die Bohrlocher vorsichtig eingefiihrt und der Dura leicht aufgesetzt. Dieses Mandver wurde

unter Sicht mittels eines Spiegels durchgefiihrt. Um artifizielle Lichtspiegelungen zu
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vermeiden, wurde der Kopfbereich der Ratten und die Sonden mit dunkelblauem Stoff
abgedeckt. Das Messgerdt (MBF3D, Moor Instruments Ltd., England) zeichnete bei einer
Frequenz von 2 Hz den lokalen kortikalen Blutfluss kontinuierlich auf. Die Aufzeichnung
erfolgte vom Zeitpunkt der Platzierung der Sonden bis eine Stunde (Studie I + II) bzw. zwei
Stunden (Studie IIT) nach Beginn der Reperfusion (s. Abbildung 7). In Abbildung 9 ist eine

Bildschirmkopie einer exemplarischen Laser-Doppler Kurve dargestellt.

Abbildung 8: Versuchsaufbau

Die Versuchstiere wurden in Riickenlage im stereotaktischen Halter fixiert. Zwei
abgewinkelte Laser-Doppler Sonden wurden mit Hilfe von Mikromanipulatoren platziert.
Dieser Versuchsaufbau ermdglicht eine kontinuierliche Messung der lokalen mikrovaskulédren

Perfusion in beiden Hemisphéren ohne Reposition der Sonden wihrend des Experiments.
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Abbildung 9: Bildschirmkopie einer exemplarischen Laser-Doppler Kurve

Die weille Kurve zeigt den Verlauf der Perfusion im Versorgungsgebiet der ipsilateralen A.
cerebri media, die grilne Kurve im Versorgungsgebiet der kontralateralen A. cerebri media
(relativ im Vergleich zum Ausgangswert von 100%). Der kurze Abfall der Perfusion im
ipsilateralen Flux ist bedingt durch die tempordre Okklusion der A. carotis communis beim
Einfiihren des Fadens.

Im Verlauf der Laser-Doppler Kurve erkennt man den prompten Abfall der Perfusion bei
Okklusion der MCA, gefolgt von 90 Minuten Ischdmie. Nach Reperfusion tritt eine kurze

Phase der postischamischen Hyperdmie mit folgender verzdgerter Hypoperfusion auf.
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Ableitung des Elektroenzephalogramms (EEG)

In Studie III wurde zusidtzlich zu den bisher beschriebenen Parametern die
elektrophysiologische Erholung objektiviert. Dazu wurden zwei Silberelektroden mit der
metallischen Ummantelung der Laser-Doppler Sonden unter Verwendung eines speziell
gefertigten silbernen Konnektors verbunden (s. Abbildung 10). Da diese Sonden der Dura
mater leicht aufgesetzt waren, konnte somit iiber beiden Hemisphiren das EEG unipolar
gegeniiber einer Referenzelektrode abgeleitet werden, ohne fiir diesen Zweck weitere
Bohrungen in die Kalotte vornehmen zu miissen. Durch das Auffiillen der Bohrlocher mit
Elektrodengel wurde der Kontakt zwischen Sonden und Dura verbessert. Die
Referenzelektrode wurde am Unterkiefer befestigt, wihrend eine Erdungselektrode am
Schwanz der Ratte platziert wurde. Die Aufzeichnung mit dem EEG-Gerit (EEG-7109,
Nihon Kohden Kogyo Ltd., Japan) erfolgte bei einer Bandbreite von 0,15 - 45 Hz und einer
Amplitude von 1,2 mm/50 pV. Ein exemplarischer EEG-Verlauf wihrend eines Experiments
ist in Abbildung 11 dargestellt.

1.11.4 Verabreichung der Medikamente

Die Medikamente wurden in den Losungsmitteln (0.9% NaCl oder 0,02 M
Zitronensédure) gelost und mittels eines Perfusors (sp100i syringe pump, WPI) durch einen in
der Femoralvene platzierten Polyethylenkatheter (Innendurchmesser: 0,28 mm, Portex Co,
England) intravends iiber 15 Minuten infundiert. Die Medikamente wurden in den
entsprechenden Dosierungen jeweils zu zwei Zeitpunkten verabreicht: 15 Minuten vor
Ischimie und bei Reperfusion. Bei kombinierter Anwendung wurden die Wirkstoffe

aufeinanderfolgend appliziert (s. Abbildung 7).
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Abbildung 10: Prinzip der simultanen EEG- und LDF-Ableitung.

Die Laser-Doppler Sonden, die an der Halterung des Mikromanipulators elektrisch isoliert
angebracht waren, wurden vorsichtig in die Bohrlocher eingefiihrt, so dass sie der Dura mater
sanft anlagen. Durch Silberkonnektoren wurden die EEG-Elektroden mit den Stahlhiillen der
LD-Sonden verbunden. Um optimale Leitfihigkeit zu gewihrleisten, wurden die Bohrlécher
zusitzlich mit Elektrodengel gefiillt. Eine Referenzelektrode zur EEG-Ableitung wurde am
Unterkiefer der Ratte angebracht. Eine Erdungselektrode wurde am Schwanz subkutan

platziert.

35




Schema: EEG - Verlauf

1,‘
‘\

100 % A A N/M'I o AL
i

A A

Priparation Ischimie Reperfusion

-80 0 90 Zeit [ min | 210

Abbildung 11: Exemplarischer EEG-Verlauf wiihrend eines Experiments

Vor der GefaBokklusion leitet sich ein normales EEG-Muster mit konstanter Amplitude ab.
Innerhalb von 5 bis 10 Sekunden nach dem Gefédverschluss tritt eine prompte Abnahme der
EEG-Amplitude auf. In Relation zur pridischimischen Amplitude betrigt diese ca. 25-30 %.
Wihrend der gesamten Ischimiedauer bleibt die EEG-Amplitude konstant niedrig und nimmt
erst nach Beginn der Reperfusion stetig wieder zu. Die Ausgangsamplitude wird jedoch nicht

wieder erreicht.

1.11.5 Induktion der reversiblen fokalen Ischimie

Die Priparation der HalsgefiBle wurde wie von Koizumi et al. beschrieben vor-
genommen."” Zunichst wurde rechts paramedian ein ca. drei Zentimeter langer Hautschnitt
am Hals durchgefiihrt. Die rechte Speicheldriise wurde durch schonende Préparation
zusammen mit dem rechten M. sternocleidomastoideus mit Hilfe eines Hikchens nach lateral
mobilisiert und fixiert. Die pritracheale Muskulatur wurde mit einem zweiten Hikchen nach
medial verlagert. Damit war die Carotisbifurkation sichtbar, jedoch noch von Bindegewebe

und Nervengeflecht umgeben. Die Bifurkation wurde unter Schonung des N. vagus von
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umgebendem Gewebe mikrochirurgisch freipripariert. Die A. carotis externa wurde isoliert
und ca. fiinf Millimeter distal der Bifurkation ligiert und durchtrennt. AnschlieBend wurde die
A. carotis communis ca. sechs Millimeter proximal und die A. carotis interna ca. vier
Millimeter distal der Bifurkation mit einem temporédren Gefdficlip verschlossen.

Die Blutversorgung des Gehirns iiber die A. carotis interna war somit unterbrochen.
Da bei der Ratte der Blutfluss iiber die Kollateralen des Circulus Willisii fiir die
Hirndurchblutung ausreichend ist, resultierte daraus keine Mangelversorgung. Durch diesen
tempordren Verschluss war die Eroffnung des ligierten Externastumpfs moglich, um einen
drei Zentimeter langen 4.0-Prolenefaden (Ethicon GmbH, Deutschland) bis in das Lumen der
A. carotis interna einzufithren. Eine Ligatur um die A. carotis externa inklusive Faden
dichtete das GefidB3system wieder ab. Die distalen vier Millimeter des Fadens waren mit einem
Silikonzylinder (Rhodorsil RTV 1556 A und B Pink, Rhone Poulene, Frankreich) beschichtet.
Nach Entfernung der Gefdf3clips von den Arterien wurde der Faden vorsichtig im Lumen der
A. carotis interna nach intrakraniell vorgeschoben, bis die silikonbeschichtete Spitze am
Abgang der A. cerebri media zum Liegen kam. Die Blutzufuhr der A. cerebri media und der
Aa. lenticulostriatae, welche u.a. die Capsula interna versorgen, war damit unterbrochen. Der
Verschluss war fiir den Operateur unmittelbar am Abfall des ipsilateralen Laser-Doppler
Signals auf ca. 20% des Ausgangswertes erkennbar. Fiir die Zeitdauer der 90-miniitigen
Ischimie wurde mit einem Gefidficlip auf den Externastumpf der Faden fixiert, um einer
unerwiinschten Dislokation und der damit verbundenen Reperfusion vorzubeugen. Die
Reperfusion des Areals wurde durch das Zuriickziehen des Fadens in den Stumpf der A.

carotis externa erreicht. Die A. carotis externa wurde proximal ligiert und der Faden entfernt.

1.11.6 Operationsende

Am Ende der Operation wurden alle Katheter und Sonden entfernt. Nach sorgfiltiger
Blutstillung wurden die Wunden mit Einzelknopfnihten verschlossen. Die Beatmung wurde
auf Raumluft umgestellt, um die Tiere aus der Narkose erwachen zu lassen. Sobald die
Spontanatmung ausreichend war, wurden die Ratten extubiert. Wihrend der ndchsten Stunde
waren die Tiere unter stindiger Beobachtung, bis sie sich in wachem und stabilem Zustand
befanden. Dann wurden sie in den Tierstall des Instituts gebracht, wo in Einzelhaltung freier

Zugang zu Wasser und Trockenfutter gewéhrt wurde.
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1.12 Versuchsablauf der Chronischen Phase

Wihrend des postoperativen Beobachtungszeitraums von sieben Tagen wurden die

Gewichtsentwicklung und die funktionellen Defizite im Verlauf quantifiziert. Anschlieend

wurden die Versuchstiere erneut narkotisiert und mit einer Uberdosis KCl getotet. Die

Gehirne wurden perfusionsfixiert und histologisch aufgearbeitet. Eine Ubersicht gibt das in

Abbildung 12 dargestellte Versuchsprotokoll der chronischen Phase.

Versuchsprotokoll: Chronische Phase

Bestimmung des Korpergewichts

v v v v v v

Tage 1 2 3 4 5 6

SR S SR SR S

Neuro-Score:
Quantifizierung von funktionellen Defiziten

Histologie: Quantifizierung der Infarktbildung

Abbildung 12: Versuchsprotokoll - Chronische Versuchsphase

Die Tiere wurden postoperativ fiir sieben Tage beobachtet. Dabei wurde tiglich das

Korpergewicht sowie der Neuro-Score bestimmt. Am siebten Tag wurden die Tiere
schlieBlich geopfert und die Gehirne perfusionsfixiert. AnschlieBend wurden die Gehirne der

histologischen Aufarbeitung zugefiihrt.
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1.12.1 Protokollierung der Gewichtsentwicklung

Die Gewichtsentwicklung gilt als Hinweis auf den Allgemeinzustand der Tiere in den
Tagen nach der Operation. Aus diesem Grunde wurde tiglich das Korpergewicht der Ratten
mittels einer elektronischen Waage ermittelt. Da die Tiere einen ausgeprigten
Tag/Nachtrhythmus besitzen, dem auch die Nahrungsaufnahme unterliegt, kann das
Korpergewicht iiber den Tag sehr schwanken. Konsequenterweise wurde deshalb das Gewicht

jeweils zur gleichen Tageszeit, am Spidtnachmittag, bestimmt.

1.12.2 Bestimmung funktioneller Defizite

Die entstandenen funktionellen Defizite wurden wéhrend der postoperativen
Versuchsphase durch einen Untersucher, der keine Kenntnis der Therapie hatte, tédglich

erhoben. Es wurde ein Neuro-Score, der von Bederson und Mitarbeitern beschrieben wurde,

in modifizierter Form verwendet.”"’

Der Score ist in 6 Grade unterteilt, die in Abbildung 13 dargestellt sind.

® Grad 0 stellt die schlechteste Bewertungsstufe dar (keine Spontanbewegungen).

e Grad 1 wurde vergeben, wenn ein Tier aufgrund einer Hemiparese ohne duflere
Einwirkung im Kreis lief (spontanes Circling).

® Grad 2 entspricht Circling gegen Widerstand durch Ziehen am Schwanz. Hierbei wird
die Hemiparese erst bei erhohtem Kraftaufwand manifest.

¢ Grad 3 wurde vergeben, wenn ein Tier keine Tendenz zum Circling mehr aufwies,
jedoch eine verminderte Standstabilitét bei seitlichem Druck zeigte.

e Grad 4 entspricht dem Vorhandensein eines eingeschriankten Stellreflexes, d.h. wenn
die am Schwanz hochgehaltene Ratte als Zeichen einer latenten Hemiparese die
kontralaterale Vorderpfote nicht streckte.

e Grad 5 erhielt ein neurologisch unauffilliges Tier mit normalem Stellreflex.
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keine Spontanbewegungen spontanes Circling
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Circling gegen Widerstand verminderte Standstabilitat

/

eingeschrankter Stellreflex unauffillig, normaler Stellreflex

Abbildung 13: Neuro-Score

0 = keine Spontanbewegungen 1 = spontanes Circling
2 = Circling gegen Widerstand 3 = verminderte Standstabilitét
4 = eingeschrinkter Stellreflex 5 = unauffillig, normaler Stellreflex
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1.12.3 Quantifizierung des histomorphologischen Schadens

Zur quantitativen Erfassung des morphologischen Schadens wurden die Gehirne der
Versuchstiere am siebten postoperativen Tag perfusionsfixiert, entnommen und fiir die
morphometrische Auswertung histologisch aufgearbeitet. Dazu wurden die Tiere in tiefer
Chloralhydratnarkose thorakotomiert, die linke Herzkammer punktiert und das rechte Herzohr
eroffnet. Uber die Punktionsnadel im linken Ventrikel erfolgte bei einem hydrostatischen
Druck von ca. 150 cm H,O zunichst eine Spiilung des gesamten Gefidllsystems mit
physiologischer Kochsalzlosung. Nachdem aus dem rechten Herzohr klare Fliissigkeit austrat,
wurde die Spiilung mit 150 ml einer Phosphat-gepufferten (pH=7,4) Paraformaldehydlosung
(2%, Merck, Darmstadt) fortgeﬁihr*[.“5 Die Schidelkalotte wurde erdffnet, die harte Hirnhaut
entfernt und schlieBlich das Gehirn vorsichtig entnommen. Nachdem die Gehirne mindestens
24 Stunden in Paraformaldehydlosung aufbewahrt waren, wurden sie mit Alkohol in
steigender Konzentration entwéssert. AnschlieBend wurden durch Methylsalicylat (Merck,
Darmstadt) die Alkoholreste entfernt und die Gehirne in Rotihistol (Roth, Karlsruhe) als
Intermedium zur Einbettung aufbereitet. AbschlieBend wurde die Einbettung in Paraffin
vorgenommen. Mit einem Rotationsmikrotom (Reichert-Jung 2030, Deutschland) wurden 24
koronare vier um dicke Hirnschnitte im Abstand von 400 wm angefertigt und mit
Hématoxylin und Eosin gefirbt (Merck, Darmstadt).

Die quantitative Auswertung wurde mittels digitaler Planimetrie durchgefiihrt. Die
Auswertung wurde von Untersuchern vorgenommen, die keine Kenntnis der Therapie hatten.
Jeder Gehirnschnitt wurde mit einer Digitalkamera und entsprechender Software (OPTIMAS
5.1, BioScan Incorporated, Edmonds, U.S.A.) digitalisiert. Gleichzeitig wurde jeder Schnitt
mikroskopisch untersucht und nach histopathologischen Kriterien beurteilt. Dadurch konnte
an der digitalen Aufzeichnung das Infarktareal markiert und vermessen werden. In den Infarkt
eingeschlossen wurden per definitionem lediglich pannekrotische Areale, die sich vor allem
durch Vakuolisierungen und pyknotische Zellkerne demarkierten. Das gesamte Infarkt-
volumen (Igs) wurde berechnet, indem die infarzierte Fliche aller Schnitte summiert
(Ij+I,+Is+...Io4) und anschlieBend mit dem Abstand (400 pwm) zwischen den Schnitten
multipliziert wurde. Die Formel zur Berechnung des gesamten Infarktvolumens lautete
folgendermalien:

Iges = (I;+l+13+...1o4) x 0,4 mm’®
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Zusitzlich wurden die Teilvolumina der Infarkte im Kortex sowie in den
Stammganglien berechnet. Dabei wurde die Fliche der Teilinfarkte in fiinf definierten
Schnitten im Abstand von 2,0 /3,6 /5,2 / 6,8 und 8,4 Millimeter vom Frontalpol des Gehirns
bestimmt. Die Lokalisation der Stammganglien und des Kortex wurde einem stereotaktischen
Atlas des Rattenhirns entnommen.>*® Die Berechnung der Teilvolumina (Irj;) erfolgte nach
dem selben Prinzip wie oben beschrieben. Der Abstand zwischen den Schnitten betrug bei

dieser Bestimmung 1,6 Millimeter:

Treil = (+1L+15+L+1s5) x 1,6 mm®

Abbildung 14: Koronarer Hirnschnitt

Das Rattenhirn wurde koronar geschnitten und mit Himatoxylin und Eosin gefédrbt. Mit Hilfe
einer Schwarz-Weil3-Digitalkamera wurden die Schnitte anschlieBend digitalisiert und das
Infarktvolumen vermessen. Die Abbildung zeigt einen digitalisierten Hirnschnitt mit grofen
Aufhellungen im Bereich der im Bild rechts befindlichen Hemisphire. Diese entsprechen
einem ausgepridgten Hirninfarkt, mit typischer Lokalisation nach Verschluss der A. cerebri
media. Es waren sowohl kortikale Anteile als auch subkortikale Strukturen im Bereich der
Stammganglien betroffen.
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1.13 Statistische Analyse

Die statistische Auswertung der Daten wurde mit dem Programm Sigma Stat®
(Version 2.0 fiir Windows, Jandel Scientific Software, USA) an einem IBM-kompatiblen
Computer durchgefiihrt.

Sofern die Voraussetzung der Normalverteilung erfiillt war, wurden die
physiologischen Parameter, die Daten der Laser-Doppler Flowmetrie sowie die
Infarktvolumina mit der Varianzanalyse auf statistische Signifikanz getestet. Als post hoc
Test wurde der Dunnett’s-Test verwendet. Die nicht parametrischen Daten des
neurologischen Scores wurden mit dem Kruskal-Wallis-Test und nachfolgend mit dem nicht
parametrischen Dunnett’s-Test verglichen.

Die Werte sind meist als Mittelwert + Standardabweichung (SD) dargestellt. Aus
Griinden der besseren Ubersichtlichkeit sind in einigen Diagrammen die Werte als Mittelwert

+ Standardfehler (SEM) aufgetragen. Das geforderte Signifikanzniveau (*) betrug p<0,05.

1.14 Experimentelle Gruppen

Da im Rahmen dieser Arbeit insgesamt drei Einzelstudien durchgefiihrt wurden,
werden in den folgenden drei Kapiteln Einzelheiten zu den experimentellen Gruppen
erldutert. Zu den von uns verwendeten Wirkstoffen lagen zum Zeitpunkt der Versuchsplanung
bereits eine grofe Anzahl von tierexperimentellen Untersuchungen vor, so dass wir uns bei

der Auswahl der Dosierungen an Literaturangaben orientieren konnten.
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1.14.1 Studie I: Dextromethorphan und Tirilazad

In Studie I sollte getestet werden, ob der kombinierte Einsatz von Tirilazad mesylate
(Freedox® Upjohn, Kalamazoo, Michigan, USA) und Dextromethorphan (Sigma-Aldrich
Chemie, Deutschland) in einer Verbesserung der Neuroprotektion im Vergleich zu den
entsprechenden Monotherapien resultiert. Es wurden 44 Sprague-Dawley Ratten verwendet.
Vier Ratten erlitten eine SAB und wurden ausgeschlossen. Die verbleibenden Versuchstiere

wurden einer von fiinf Gruppen randomisiert zugeteilt:

1. Tirilazad Dosierung: 2x3 mg/kg (n=10)
2. Dextromethorphan Dosierung: 2 x 20 mg/kg (n=10)
3. Tirilazad + Dosierung: 2x3 mg/kg
Dextromethorphan Dosierung: 2 x 20 mg/kg (n=10)
4, Vehikel A: 0,9 % Kochsalzlosung (n =95
5. Vehikel B: 0,02 M Zitronensiure (n =15

Da die Losungsmittel der beiden Wirkstoffe unterschiedlich waren - Tirilazad in 0,02
M Zitronensiure, Dextromethorphan in 0,9% NaCl-Losung - wurden in den Kontrollgruppen
jeweils fiinf Tiere mit den entsprechenden Losungsmitteln behandelt. Die Dosierungen

entsprechen den durchschnittlichen Angaben in der Literatur fiir Dextrometh-

18;32;245:;303;305;318 140;178;193;308;344

orphan und Tirilazad.
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1.14.2 Studie II: Magnesium und Tirilazad

In Studie II sollte das neuroprotektive Potential einer Kombination aus Tirilazad und
Magnesium iiberpriift werden. Als Magnesiumsalz wurde Magnesiumchlorid verwendet
(MgCly) (Sigma-Aldrich Chemie, Deutschland). Es wurden 46 Sprague-Dawley Ratten
verwendet. Vier Ratten erlitten eine SAB, zwei Ratten hatten eine insuffiziente Okklusion der
A. cerebri media und wurden ausgeschlossen. Die verbleibenden Versuchstiere wurden

folgenden Gruppen randomisiert zugeteilt:

1. Tirilazad Dosierung: 2 x3 mg/kg (n=10)
2. MgCl, Dosierung: 2 x1 mmol/kg (n=10)
3: Tirilazad Dosierung: 2x3 mg/kg

+ MgCl, Dosierung: 2 x1 mmol/kg (n=10)
4, Vehikel A: 0,9 % Kochsalzlosung (n =95
5. Vehikel B: 0,02 M Zitronensdure (n=5)

Die Dosierungen entsprechen den durchschnittlichen Angaben in der Literatur fiir

30:56;134;325 . . 140;178;193;308;344
MgCl, und Tirilazad.
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1.14.3 Studie III: Magnesium, Tirilazad und Hypothermie

In Studie III wurde iiberpriift, ob durch die zusitzliche Anwendung milder
Hypothermie (33°C) die neuroprotektive Wirksamkeit der kombinierten Pharmakotherapie
mit Tirilazad und Magnesium gesteigert werden kann. Die Dosierungen entsprechen den

30;40;56;56;134;294,325
MgCl,

durchschnittlichen Angaben in der Literatur fiir und

Tirilazad.'"®""*%

In den Hypothermiegruppen wurde die Korpertemperatur und subtemporale
Temperatur mittels Kiihlelemente auf 33°C herabgesenkt. Vor Induktion der Ischimie wurde
ein Intervall von 20 Minuten zur physiologischen Stabilisierung gewihrt. Nach 30 Minuten
Reperfusion wurden die Korpertemperatur mit Hilfe einer Wirmeplatte und die subtemporale
Temperatur mit Hilfe einer Wirmelampe iiber zwei unabhiingige Regelkreise um 1°C pro 10
Minuten angehoben, bis 37°C erreicht waren, 4034
Es wurden 42 Sprague-Dawley Ratten verwendet. Zwei Ratten erlitten eine SAB und

wurden ausgeschlossen. Folgenden Gruppen wurden die verbleibenden 40 Tiere randomisiert

zugeteilt:
1. Hypothermie A Temperatur: 33°C (n=95)
0,9 % Kochsalzlosung
2. Hypothermie B Temperatur: 33°C (n=Y95)
0,02 M Zitronensidure
3. Tirilazad Dosierung: 2 x 3 mg/kg
+ MgCl, Dosierung: 2 x Immol/kg (n=10)
4. Hypothermie Temperatur: 33°C
+ Tirilazad Dosierung: 2 x 3 mg/kg
+ MgCl, Dosierung: 2 x Immol/kg (n=10)
5. Vehikel A: 0,9 % Kochsalzlosung (n =95
6. Vehikel B: 0,02 M Zitronensdure (n=5)
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Ergebnisse

1.15 Studie I: Dextromethorphan und Tirilazad

Es wurde bereits erldutert, dass aufgrund der verschiedenen LoOsungsmittel zwei
Kontrollgruppen (je n=5) gebildet wurden. Nachdem sich die Tiere, die NaCl oder
Zitronensdure erhalten hatten, hinsichtlich aller erhobener Parameter (physiologische
Parameter, Laser-Doppler Flowmetrie, Neuro-Score, Gewichtsentwicklung, Infarktvolumen)
statistisch nicht signifikant unterschieden, wurden diese Tiere zu einer Kontrollgruppe (n=10)
zusammengefasst. Im weiteren wird somit nicht mehr zwischen Vehikel A und Vehikel B

unterschieden.

1.15.1 Physiologische Kontrollparameter

Der Blutdruck war in allen Gruppen annihernd konstant. Wihrend der Reperfusion
zeigte sich ein tendenzieller, jedoch nicht signifikanter Abfall. Signifikante Unterschiede
bestanden weder zwischen den Therapiegruppen, noch zur Kontrollgruppe. Es bestand
ebenfalls kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen hinsichtlich
Blutgase, Hidmoglobin, Himatokrit, Glukose, rektaler Ko&rpertemperatur (Temp.gr) und

subtemporaler Temperatur (Temp.r).
Die Auswertung der physiologischen Kontrollparameter ist in Tabelle 1 aufgelistet.

Die Parameter der Perioden vor, wihrend und nach der Ischiamie sind jeweils als Mittelwert

Standardabweichung (SD) angegeben.
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Vor Ischimie Vehikel Dextromethorphan Tirilazad Kombination
PaCO, [mmHg] 36,9+ 5,1 38,4+4,7 38,3+4,4 39,0+45
PaO, [mmHg] 116,1 £14,0 113,8 £ 11,2 107,1 £ 16,7 110,7 £ 11,6
pH 7,40 £ 0,02 7,42 £ 0,05 7,39+0,04 7,40 £ 0,04
Glukose [mmol/L] 79,5+12,8 84,6+ 14,6 84,5+10,3 80,9+7,7
MABD [mmHg] 92,8+8,9 89,4+8,8 91,0+7,3 87,6 +11,3
Hb [g/dL] 15,3+0,9 15,0+ 1,2 15,4+ 0,9 15,9+ 0,7
Hamatokrit [%] 449+ 3,0 444+ 3,4 453+2,3 46,7+ 2,2
Temp.g [°C] 36,9+0,2 37,0+0,1 37,0x+0,2 37,0 0,1
Temp.1 [°C] 37,0 £ 0,01 37,0 £ 0,01 37,0+ 0,01 37,0 £ 0,01
Wihrend Ischimie Vehikel Dextromethorphan Tirilazad Kombination
PaCO, [mmHg] 38,8149 41.8+5,7 37,8+ 5,1 40,4+4,8
PaO, [mmHg] 117,5+£16,2 113,4 £ 14,9 107,2+ 11,1 106,8 £ 10,3
pH 7,42 £ 0,03 7,39£0,03 7,43+ 0,04 7,39+ 0,03
Glukose [mmol/L] 75,6 +13,2 742+11,4 79,7 +9.3 732+7,8
MABD [mmHg] 93,4 6,6 87,6 £5,8 92,3+5,7 91,7+82
Hb [g/dL] 15,1+£0,7 146 +£0,9 149+1,2 15,3+0,9
Hamatokrit [%] 447+1,9 432127 43,9+ 3,5 454 +25
Temp.g [C] 37,1+0,1 37,0+ 0,1 37,0+0,2 37,0+ 0,1
Temp.1 [°C] 37,0 £ 0,01 37,0 £ 0,01 37,0+0,02 37,0 £ 0,01
Nach Ischiimie Vehikel Dextromethorphan Tirilazad Kombination
PaCO, [mmHg] 40,1+£5,5 412+6,2 374+28 39,8+1,9
PaO, [mmHg] 111,2+£12,7 107,5+ 12,6 112,6 £ 8,3 106,0 £ 10,0
pH 7,38 £ 0,04 7,37 £ 0,04 7,43 +£0,03 7,38 £ 0,02
Glukose [mmol/L] 71,0+ 11,7 66,2+7,8 75,6 £13,0 649+75
MABD [mmHg] 90,3+8,0 85,1+9,7 89,4+9,6 86,4 + 12,1
Hb [g/dL] 15,0+ 0,6 14,5+ 0,6 14,9+0,9 152+0,7
Hamatokrit [%] 442+ 3,0 429+2,0 440+2,9 444 +22
Temp.gr [C] 37,0+ 0,1 37,0+ 0,1 37,1 +£0,1 37,0 0,1
Temp.t [°C] 37,0 £ 0,01 37,0 £ 0,01 37,0 £ 0,01 37,0 £ 0,01

Tabelle 1: Physiologische Kontrollparameter Mittelwert £ Standardabweichung (SD)

MABD = mittlerer arterieller Blutdruck; Hb = Hidmoglobin; Temp.r = Temperatur rektal;

Temp.r = Temperatur subtemporal.
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1.15.2 Zerebraler Blutfluss

Der zerebrale Blutfluss wurde ca. 30 Minuten vor Beginn der Ischdmie bis 1 Stunde
nach Beginn der Reperfusion mittels Laser-Doppler Flowmetrie kontinuierlich aufgezeichnet.
Der Blutfluss ist in Abbildung 15 graphisch dargestellt. Unmittelbar nach dem
GefiBBverschluss fiel das ipsilaterale LD-Signal - gemessen iiber der ischdmischen
Hemisphire - auf etwa 20 - 25 % des Ausgangswertes ab. Wihrend der 90-miniitigen
Okklusion blieb der Blutfluss konstant niedrig. Nachdem durch Zuriickziehen des Fadens die
Reperfusionsphase eingeleitet wurde, kam es zu einer kurzen hyperdmischen Periode von ca.
fiinf Minuten, in der Werte von ungefihr 110 - 130 % des Ausgangswertes erreicht wurden.
Im Anschluss daran trat eine verzogerte postischamische Hypoperfusion des betroffenen
Hirnareals auf. Der Blutfluss der kontralateralen Hemisphire blieb wihrend der gesamten

Aufzeichnungsperiode unbeeinflusst und bewegte sich im Bereich der Baseline.

Die verzogerte Hypoperfusion blieb bei Kontrolltieren und Tieren, die mit Tirilazad
behandelt wurden, bis zum Schluss der Aufzeichnung bestehen. In der Dextromethorphan-
Monotherapiegruppe als auch in der Kombinationsgruppe zusammen mit Tirilazad zeigte sich
eine signifikante Verbesserung der postischdmischen Perfusion im Vergleich zur
Kontrollgruppe. Dieser Effekt war in der Monotherapie stirker ausgeprigt als bei der

Kombinationstherapie.
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Abbildung 15: Laser-Doppler Flowmetrie (LDF)

Die Graphen stellen dynamische Verinderungen des ipsilateralen und kontralateralen lokalen
zerebralen Blutflusses (LCBF) bei 90 Minuten Ischimie und 60 Minuten Reperfusion, mittels
kontinuierlicher LDF (2 Hz) gemessen, dar. Die dargestellten Werte sind Durchschnittswerte

(% des Ausgangswert, MW = SD) von 1-miniitigen Perioden in einem Intervall von 10

Minuten und mit kiirzeren Intervallen bei Induktion der Ischimie bzw. Reperfusion. Der

kurze Abfall im ipsilateralen LCBF kurz vor der Ischémie ist bedingt durch die transiente

Okklusion der A. carotis communis beim Einfithren des Fadens.

* p < 0,05 versus Kontrolle fiir jeden Zeitpunkt.
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1.15.3 Gewichtsentwicklung und funktionelle Defizite

Wihrend des siebentiigigen postoperativen Beobachtungszeitraums wurden das
Korpergewicht sowie die entstandenen funktionellen Defizite tdglich bestimmt. In allen
Gruppen hatten die Versuchstiere am ersten postoperativen Tag ca. 5 - 8 % des préaoperativ
erhobenen Ausgangsgewichts verloren. Im weiteren Verlauf stellte sich mit unterschiedlich
langer Verzogerung wieder eine Gewichtszunahme ein. Die Versuchstiere, die mit Tirilazad
behandelt wurden, zeigten die beste Gewichtsentwicklung, wihrend die Kombinationsgruppe
die geringste Gewichtszunahme aufwies. Als einzige Gruppe erreichte die Kombinations-
gruppe das Ausgangsgewicht nicht. Trotz dieser verlangsamten Gewichtsentwicklung
bestanden aufgrund interindividueller Schwankungen zwischen den Gruppen keine statistisch

signifikanten Unterschiede (s. Abbildung 16).
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Abbildung 16: Gewichtsentwicklung im postoperativen Verlauf.

Das Korpergewicht ist aufgetragen in % des Ausgangsgewichts (MW t SD). Als einzige
Gruppe erreichte die Kombinationsgruppe ihr Ausgangsgewicht nicht. Die Tirilazad-
Monotherapie hatte den giinstigsten FEinfluss auf die Gewichtsentwicklung. Bei
Signifikanzniveau p < 0,05 zeigten sich keine statistischen Unterschiede.
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Ein gesundes, neurologisch unauffilliges Tier hat einen Neuro-Score von 5. Unsere
Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass der Verlauf der neurologischen Defizite mit dem
morphologischen Nervenzellschaden korreliert. Insbesondere nach einer postoperativen
Beobachtungsphase von mindestens drei Tagen steigt die Aussagekraft von neurologischen
Tests.*” An der graphischen Darstellung der funktionellen Erholung zeigt sich, dass die Tiere
aller Gruppen durch die Ischdmie erhebliche neurologische Defizite erlitten. Im Verlauf der
sieben Tage zeigten alle Gruppen eine neurologische Verbesserung, die bei den Tieren mit
Monotherapie im  Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant verbessert  war
(Dextromethorphan: Tag 3-7; Tirilazad: Tag 2-7). Die Kombination aus beiden Pharmaka

fithrte zu keiner signifikanten Verbesserung der funktionellen Defizite (s. Abbildung 17).
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Abbildung 17: Neurologische Erholung im postoperativen Verlauf

* Signifikant weniger neurologische Defizite im Vergleich zur Kontrollgruppe (Vehikel):
Tirilazad: Tag 2 — 7 Dextromethorphan: Tag 3 — 7 Kombination: ---

Signifikanzniveau: p < 0,05. MW = SEM.
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1.15.4 Histomorphologischer Schaden

Am 7. Tag nach dem mikrochirurgischen Eingriff wurde das Gehirn der Tiere
entnommen und histologisch aufgearbeitet. Durch Vermessung der Infarktareale wurden
sowohl das gesamte Infarktvolumen als auch die infarzierten Teilvolumina in den

Stammganglien und im Kortex berechnet.

1.15.4.1 Gesamtes Infarktvolumen

Das Gesamtinfarktvolumen bei den Kontrolltieren betrug 68,4 + 17,9 mm’ (MW *
SD). Das Infarktvolumen bei Versuchstieren, die mit Tirilazad-Monotherapie behandelt
wurden, betrug 35,7 £ 12,8 mm? und bei Tieren, die mit Dextromethorphan-Monotherapie
behandelt wurden, 37,8 + 14,7 mm’. Dies entspricht bei beiden Monotherapien einer
statistisch signifikanten Reduktion des Infarktvolumens (Tirilazad: -48%, Dextromethorphan:
-45%) im Vergleich zur Kontrollgruppe. Die Kombinationstherapie mit Tirilazad und
Dextromethorphan konnte das Gesamtinfarktvolumen (60,1 + 22,5 mm3) nicht signifikant

reduzieren (-12%) (s. Abbildung 18).

1.15.4.2 Infarktvolumen in Kortex und Stammganglien

Die Vermessung der infarzierten Areale in den Basalganglien zeigte im Vergleich zur
Kontrollgruppe (33,9 + 3,4 mm’) ebenfalls bei beiden Monotherapien eine signifikante
Reduktion des Infarktvolumen (Tirilazad: 19,2 + 7,4 mm’ = -43%) (Dextromethorphan: 20,2
+ 6,2 mm’ = -40%). Die Reduktion des Infarktvolumens in den Basalganglien durch die
Kombinationstherapie mit Dextromethorphan und Tirilazad auf 31,1 + 5,6 mm’ (-8%) war
nicht signifikant.

Tirilazad- und Dextromethorphan-Monotherapie reduzierten auch das kortikale
Infarktvolumen signifikant auf 16,7 + 8,8 mm’ (-51%) und 18,3 + 8,2 mm’ (-46%) im
Vergleich zur Kontrollgruppe (34,2 + 14,3 mm’). Die Reduktion des kortikalen
3

Infarktvolumens durch die Kombinationstherapie mit beiden Pharmaka auf 29,5 £ 13,8 mm

(-14%) war erneut nicht signifikant (s. Abbildung 19).
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Abbildung 18: Infarktvolumen gesamt

Reduktion des Gesamtinfarktvolumens (mm3, MW + SD) durch Dextromethorphan (DM),
Tirilazad und Kombinationstherapie mit DM und Tirilazad am 7. postoperativen Tag.

* p < 0,05 versus Kontrolle (n = 10 in jeder Gruppe)
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Abbildung 19: Infarktvolumen im Kortex und in den Basalganglien

Reduktion des Infarktvolumens (mm’, MW + SD) im Kortex (KO) und in den Basalganglien
(BG) durch Dextromethorphan (DM), Tirilazad und die Kombinationstherapie mit DM und
Tirilazad am 7. postoperativen Tag.

* p < 0,05 versus Kontrolle (n = 10 in jeder Gruppe)
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1.16 Studie II: Magnesium und Tirilazad

Nachdem sich die Kontrolltiere, die NaCl oder Zitronensdure erhalten hatten,
hinsichtlich aller erhobenen Parameter (physiologische Parameter, Laser-Doppler Flowmetrie,
Neuro-Score, Gewichtsentwicklung, Infarktvolumen) statistisch nicht signifikant unter-
schieden, wurden diese Tiere zu einer Kontrollgruppe (n=10) zusammengefasst. Im weiteren

wird somit nicht mehr zwischen Vehikel A und Vehikel B unterschieden.

1.16.1 Physiologische Kontrollparameter

Hinsichtlich der physiologischen Kontrollparameter bestanden zwischen den Gruppen
keine signifikanten Unterschiede. Wihrend der Infusion von MgCl, fiel der Blutdruck um
10-15 mmHg. Die in Tabelle 2 aufgelisteten Durchschnittswerte wurden jedoch nicht
signifikant beeintrichtigt. Bei den Tieren, die Magnesium als Medikament erhalten hatten,
zeigte sich auBlerdem ein Trend zu erhohten Blutzuckerwerten. Wiahrend bei den
Kontrolltieren und den mit Tirilazad-Monotherapie behandelten Versuchstieren im Verlauf
des Experiments der Blutglukosespiegel abfiel, stiegen die Glukosewerte der Tiere, die mit

MgCl, behandelt wurden an. Der Unterschied war jedoch nicht signifikant.
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Vor Ischimie Vehikel MgCl, Tirilazad Kombination
PaCO, [mmHg] 39,0+ 4,6 41,3+3,0 38,8 + 4,4 37,1+33
PaO, [mmHg] 120,4£12,0 118,4 +17,1 120,3+ 15,8 113,7+ 14,4
pH 7,40 + 0,03 7,39+ 0,02 7,41 +£0,02 7,41 +£0,02
Glukose [mmol/L] 82,8 +16,2 79,1 11,1 88,2+t11,4 84,9+10,2
MABD [mmHg] 96,1 +6,9 92,7+11,4 97,7+9.3 94,7 + 11,1
Hb [g/dL] 152+1,5 15,8+£0,9 15,4+0,9 153+1,2
Hamatokrit [%] 45,0 £ 2,1 475+19 453120 45,1 £2,1
Temp.gr [*C] 37,0+ 0,1 37,0£0,1 36,9+ 0,1 36,9+ 0,1
Temp.t [C] 37,0 + 0,01 37,0 £ 0,01 37,0 £ 0,01 37,0 £ 0,01
Wiihrend Ischiimie Vehikel MgCl, Tirilazad Kombination
PaCO, [mmHg] 40,2+54 38,9+ 3,6 39,7+ 3,6 37,2+3.3
PaO, [mmHg] 118,5 £ 26,1 117,5+14,7 119,2+ 18,9 118,6 + 15,6
pH 7,38 + 0,02 7,39 £ 0,01 7,39 £ 0,01 7,40 £ 0,02
Glukose [mmol/L] 79,2+14,7 82,8 £+10,3 84,6 £11,9 85,56+13,6
MABD [mmHg] 97,7+8,7 97,1 +8,7 99,8 +9,0 97,7 +8,7
Hb [g/dL] 14,7+1,2 15,5+£0,9 15,1+0,9 15,0+0,9
Hamatokrit [%] 443+1,7 46,2+24 447 £ 2,1 442 +1,6
Temp.g [C] 37,1+0,2 36,9+ 0,2 37,0+ 0,1 37,0+0,2
Temp.t [°C] 37,0 £ 0,01 37,0 £ 0,01 37,0 £ 0,01 37,0 £ 0,01
Nach Ischiimie Vehikel MgCl, Tirilazad Kombination
PaCO, [mmHg] 41,6 4,8 36,5+5,1 37,3+45 35,0+4,5
PaO, [mmHg] 115,9+10,2 1152+ 11,4 120,9+ 15,9 110,1 £ 15,0
pH 7,37 + 0,02 7,40 £ 0,01 7,40 £ 0,02 7,41 +£0,02
Glukose [mmol/L] 76,4 +13,8 86,1 £15,3 79,0+ 13,8 86,4 +17,7
MABD [mmHg] 92,7 +10,2 91,4+9,0 93,3+8,4 91,2+9.3
Hb [g/dL] 142+15 15,4+ 0,9 14,9+1,2 14,7+ 0,9
H&matokrit [%] 432125 45,4 +1,7 441120 43,3+ 2,1
Temp.gr [*C] 37,1+0,1 36,9+0,1 36,9+ 0,1 37,0+ 0,1
Temp.t [°C] 37,0+ 0,01 37,0 £ 0,01 37,0 £ 0,01 37,0 £ 0,01

Tabelle 2: Physiologische Kontrollparameter Mittelwert £ Standardabweichung (SD)

MABD = mittlerer arterieller Blutdruck; Hb = Hidmoglobin; Temp.r = Temperatur rektal;
Temp.t = Temperatur subtemporal.
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1.16.2 Zerebraler Blutfluss

Die Okklusion der Arteria cerebri media fiihrte in allen Gruppen zu einem Abfall des
ipsilateralen LD-Signals auf Werte von ca. 25% des Ausgangswertes. Bei allen Gruppen trat
bei Reperfusion initial eine Hyperdmie im ischdmischen Areal auf, gefolgt von einer
verzogerten postischdmischen Hypoperfusion. Diese pendelte sich bei Flusswerten zwischen
60 und 80 % des Ausgangswertes ein, und persistierte in allen Gruppen bis zum Ende der
Aufzeichnungsperiode. Die Perfusion der kontralateralen Hemisphidre war wéihrend der
Operation unbeeinflusst. Der statistische Vergleich ergab keinerlei signifikanten Unterschiede

zwischen den Gruppen (s. Abbildung 20).
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Abbildung 20: Laser-Doppler Flowmetrie (LDF)

Die Graphen stellen dynamische Veridnderungen des ipsilateralen und kontralateralen lokalen
zerebralen Blutflusses (LCBF) bei 90 Minuten Ischdmie und 60 Minuten Reperfusion, mittels
kontinuierlicher LDF (2 Hz) gemessen, dar. Die aufgetragenen Werte sind Durchschnittswerte
(% des Ausgangswert, MW + SD) von 1-miniitigen Perioden in einem Intervall von 10
Minuten und mit kiirzeren Intervallen bei Induktion der Ischidmie bzw. Reperfusion. Es
ergaben sich keine signifikanten Unterschiede.
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1.16.3 Gewichtsentwicklung und funktionelle Defizite

Im Verlauf der postoperativen Beobachtungsphase zeigten Versuchstiere, die mit der
Kombination MgCl, + Tirilazad behandelt worden waren, die beste Gewichtsentwicklung,
gefolgt von den beiden Monotherapien. Die Kontrollgruppe wies vor allem im Vergleich zur
Kombinationsgruppe eine verzogerte Gewichtszunahme auf. Aufgrund der interindividuellen
Schwankungen ergab sich jedoch kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen (s.
Abbildung 21).

Versuchstiere, die mit Tirilazad- oder MgCl,-Monotherapie behandelt worden waren,
zeigten im Vergleich zu Kontrolltieren am 3. und 4. postoperativen Tag signifikant weniger
stark ausgeprigte neurologische Defizite. Versuchstiere, die mit der Kombination beider
Pharmaka behandelt worden waren, zeigten im Vergleich zu Kontrolltieren signifikant
weniger funktionelle Defizite vom zweiten bis siebten postoperativen Tag. Am letzten Tag
des Versuchs hatte nur noch ein Tier der Kombinationsgruppe neurologische Ausfille (s.

Abbildung 22).
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Abbildung 21: Gewichtsentwicklung im postoperativen Verlauf.

Das Korpergewicht ist aufgetragen in % des Ausgangsgewichts (MW * SD). Alle Gruppen
erreichten nach wenigen Tagen das prédoperative Ausgangsgewicht. Bei Signifikanzniveau
p < 0,05 zeigten sich keine statistischen Unterschiede.
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Abbildung 22: Neurologische Erholung im postoperativen Verlauf

* Signifikant weniger neurologische Defizite im Vergleich zur Kontrollgruppe (Vehikel):
Tirilazad: Tag 3 + 4 Magnesium: Tag 3 + 4 Kombination: Tag 2 - 7

Signifikanzniveau: p < 0,05. MW = SEM.

1.16.4 Histomorphologischer Schaden

1.16.4.1 Gesamtes Infarktvolumen

Das Gesamtinfarktvolumen der Kontrollgruppe betrug 65,8 + 21,2 mm’® (MW =+ SD),
34,5 + 17,1 mm® bei den Versuchstieren, die mit Tirilazad-Monotherapie behandelt worden
waren, 49,3 + 18,4 mm’ bei den Versuchstieren, die mit MgCl,-Monotherapie behandelt
worden waren und 27,1 + 7,9 mm® bei den Versuchstieren, die mit beiden Pharmaka
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behandelt worden waren (s. Abbildung 23). Die Reduktion des Gesamtinfarktvolumens durch
Tirilazad als Monotherapie (-48%) und durch die Kombinationstherapie mit MgCl, und
Tirilazad (-59%) war im Vergleich zur Kontrollgruppe statistisch signifikant. Die
Monotherapie mit MgCl, resultierte in einer nicht-signifikanten Reduktion des gesamten

Infarktvolumens (-25%).
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Abbildung 23: Gesamtinfarktvolumen

Reduktion des Gesamtinfarktvolumens (mm3, MW + SD) durch MgCl,, Tirilazad und
Kombinationstherapie mit MgCl, und Tirilazad am 7. postoperativen Tag.

* p < 0,05 versus Kontrolle (n = 10 in jeder Gruppe)
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1.16.4.2 Infarktvolumen in Kortex und Stammganglien

Die Auswertung des kortikalen Infarktvolumens zeigte im Vergleich zur
Kontrollgruppe eine signifikante Reduktion durch MgCl,-Monotherapie, Tirilazad-
Monotherapie und die Kombinationstherapie mit MgCl, und Tirilazad. Das kortikale
Infarktvolumen betrug 35,2 + 14,8 mm® bei den Kontrolltieren, 22,3 + 12,0 mm’ (-37%) bei
den Versuchstieren, die mit MgCl,-Monotherapie behandelt worden waren und 15,9 + 10,2
mm’® (-55%) bei den Versuchstieren, die mit Tirilazad-Monotherapie behandelt worden
waren. Die Kombinationstherapie mit beiden Pharmaka bewirkte eine Abnahme des
kortikalen Infarktvolumens auf 9,8 + 5,8 mm’> (-72%).

Die Reduktion des Infarktvolumens in den Basalganglien war insgesamt weniger stark
ausgepragt. Tirilazad-Monotherapie und die Kombinationstherapie mit MgCl, + Tirilazad
reduzierten signifikant das Infarktvolumen in den Basalganglien auf 18,4 + 7.5 mm® (-40%)
und 18,5 + 54 mm’ (-40%) im Vergleich mit der Kontrollgruppe (30,7 + 5,3 mm’). Die
Reduktion des Infarktvolumens in den Basalganglien durch MgCl,-Monotherapie auf 26,3 +
8,0 mm® (-14%) war nicht signifikant (s. Abbildung 24).
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Abbildung 24: Infarktvolumen im Kortex und in den Basalganglien

Reduktion des Infarktvolumens (mm3, MW = SD) im Kortex (KO) und in den Basalganglien
(BG) durch MgCl,, Tirilazad und Kombinationstherapie mit MgCl, und Tirilazad.

*p < 0,05 versus Kontrolle (n = 10 in jeder Gruppe)
61



1.17 Studie III: Magnesium, Tirilazad und Hypothermie

Weder bei den normothermen Kontrolltieren noch bei den Kontrolltieren, die mit
Hypothermie behandelt wurden, zeigten sich signifikante Unterschiede hinsichtlich der
Behandlung mit NaCl oder Zitronensidure. Alle erhobenen Parameter (physiologische
Parameter, Laser-Doppler Flowmetrie, EEG, Neuro-Score, Gewichtsentwicklung,
Infarktvolumen) waren statistisch nicht signifikant unterschiedlich, so dass diese Tiere in
einer normothermen bzw. hypothermen Kontrollgruppe zusammengefasst wurden (je n=10).
Im weiteren wird somit nicht mehr zwischen Vehikel A und Vehikel B bzw. Hypothermie A

und Hypothermie B unterschieden.

1.17.1 Physiologische Kontrollparameter

Der arterielle Blutdruck, Blutgase, Hidmoglobin und Hiamatokrit der Gruppen
unterschieden sich nicht signifikant. Wie in Studie II fiel wihrend der Infusion von MgCl, der
Blutdruck um 10-15 mmHg ab. Die dargestellten Durchschnittswerte wurden jedoch nicht
signifikant beeintrichtigt. Erneut zeigte sich bei den Tieren, die mit Magnesium behandelt
wurden, aber auch bei der hypothermen Kontrollgruppe ein Trend zu erhohten
Blutglukosespiegeln. Die Kombinationstherapie mit Tirilazad, MgCl, und Hypothermie fiihrte
zu einem signifikanten Anstieg der Blutzuckerwerte. Ferner zeigten sowohl Tiere der
Hypothermie-Gruppe als auch der Kombinationsgruppe mit Tirilazad, MgCl, und
Hypothermie einen Trend zu niedrigeren PaCO;-, hoheren PaO,- und héheren pH-Werten (s.

Tabelle 3).

62



Vor Ischimie Vehikel Hypothermie MgCl,+Tirilazad | MgCl, +Tirilazad +
37°C 33°C 37°C Hypothermie 33°C
PaCO, [mmHg] 39,8+6,2 359+7,1 38,2+4.3 35,3+4,2
PaO, [mmHg] 123,5+17,1 124,8 + 26,1 122,6 £ 19,7 126,2 £ 26,9
pH 7,39+ 0,02 7,43 10,06 7,40 £ 0,02 7,42 +0,03
Glukose [mg/dL] 84+14,2 86+ 15,4 81+ 13,1 79+9,7
MABD [mmHg] 95,2+6,9 89+5,2 92,1+75 916+6,8
Hb [g/dL] 152+22 15,6 £ 1,2 155+ 1,7 15,5+0,8
Hamatokrit [%] 449+23 45,7+ 3,6 454 +2,6 455+25
Temp.r [°C] 37,0£0,2 33,1%0,1 36,9 £ 0,1 33,1+£0,2
Temp.t [°C] 37,0 £ 0,01 32,9 + 0,01 37,0 £0,02 33,0+ 0,04
Wiihrend Ischimie Vehikel Hypothermie | MgCl,+Tirilazad | MgCl, +Tirilazad +
37°C 33°C 37°C Hypothermie 33°C
PaCO, [mmHg] 39,254 359142 38,8£6,4 36,1£4.2
PaO, [mmHg] 119,4 £ 15,9 125,2 + 24,1 118,1+ 16,4 127,9+ 26,5
pH 7,38 £ 0,03 7,40 £ 0,03 7,39 £ 0,02 7,39 £ 0,04
Glukose [mmol/L] 78 £13,9 86+ 13,7 83+14,8 89+ 16,3
MABD [mmHg] 91,2+9,1 86,6 +4,3 88,4+73 86,9 + 3,1
Hb [g/dL] 149+24 15,7+ 1,3 153+ 1,5 15,5+0,8
Hamatokrit [%] 44,6 £ 3,1 46,31 3,8 452+ 3,0 455+24
Temp.r [°C] 36,9£0,2 33,0 0,1 37,0% 0,1 33,1£0,1
Temp.t [°C] 37,0 £ 0,01 32,9+0,18 37,0 £ 0,01 33,0+ 0,23
Nach Ischimie Vehikel Hypothermie | MgCl,+Tirilazad | MgCl, +Tirilazad +
37°C 33°C 37°C Hypothermie 33°C
PaCO, [mmHg] 40,9148 37,2+4.2 38,7+3,9 36,5+t4,2
PaO, [mmHg] 118,5+ 16,6 115,2+17,7 118,8 £ 13,4 113,1 £10,1
pH 7,36 £ 0,03 7,37 £ 0,03 7,37 £ 0,02 7,36 £ 0,02
Glukose [mmol/L] 74+£12.3 90+17,2 94 +14,7 108 £ 27,8 *
MABD [mmHg] 90,2+8,9 85,8+ 6,4 88,4+ 6,6 87,0+3,7
Hb [g/dL] 14,9+2,0 15,7+ 1,4 152+ 1,2 15,2+ 0,9
Hamatokrit [%] 445+3,0 46,1 +4,0 454+29 447+25
Temp.r [°C] 37,0+ 0,1 36,9+0,2 37,0 % 0,1 37,0+ 0,1
Temp.t [°C] 37,0 £ 0,01 37,0 £ 0,05 37,0 £ 0,01 37,0+ 0,13

Tabelle 3: Physiologische Kontrollparameter Mittelwert + Standardabweichung (SD)

MABD = mittlerer arterieller Blutdruck; Hb = Hidmoglobin; Temp.r =
Temp.r = Temperatur subtemporal. Die Kombinationstherapie mit Tirilazad, MgCl, und

Temperatur rektal;

Hypothermie fiihrte zu einem signifikanten Anstieg der Blutzuckerwerte im Vergleich zu den

Blutzuckerwerten vor Ischiamie.

* Signifikanzniveau p < 0,05.
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1.17.2 Zerebraler Blutfluss

Wihrend der prédischdmischen Aufzeichnungsphase blieb unter normothermen
Bedingungen (Kontrollgruppe, Tirilazad + MgCl,-Gruppe) sowohl der ipsilaterale als auch
der kontralaterale Blutfluss (LCBF) im Bereich der Baseline. Bei den hypothermen Gruppen
fiel der ipsi- und kontralaterale LCBF wihrend der Abkiihlphase signifikant auf ca. 80% des
Ausgangswertes ab. Bei Okklusion fiel der ipsilaterale LCBF in allen Gruppen auf ca. 20—
25% des Ausgangswertes ab, wihrend der kontralaterale LCBF zum Zeitpunkt der Okklusion
unveridndert blieb. Wihrend der 90-miniitigen Okklusion blieb der ipsilaterale Blutfluss
konstant niedrig. Bei den normothermen Gruppen war die Reperfusion begleitet von einer
kurzen Hyperdmie, gefolgt von einem langsamen Abfall des ipsilateralen LCBF auf ca. 70%
des Ausgangswertes. Diese postischdmische Hypoperfusion persistierte bis zum Ende der
Aufzeichnungsperiode, wobei kein signifikanter Unterschied zwischen den normothermen
Gruppen bestand. Im Vergleich zu der normothermen Kontrollgruppe war die Reperfusion bei
den hypothermen Gruppen charakterisiert durch eine signifikant verldngerte Hyperdmie,
wihrend die postischdmische Hypoperfusion sich nicht signifikant unterschied. Der

kontralaterale LCBF erreichte in der Aufwiarmphase seinen Ausgangswert (s. Abbildung 25).
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Abbildung 25: Laser-Doppler Flowmetrie und Temperaturverlauf

Die Graphen stellen dynamische Verdnderungen des ipsilateralen und kontralateralen lokalen
zerebralen Blutflusses (LCBF), mittels kontinuierlicher LDF (2 Hz) gemessen, von 1 Stunde
vor Induktion der Ischdmie bis 2 Stunden nach Reperfusion dar. Innerhalb dieses Zeitfensters
erfolgt die Abkiihlung sowie die Erwidrmung der Tiere. Die dargestellten Werte sind
Durchschnittswerte (% des Ausgangswert, MW + SD) von 1-miniitigen Perioden in einem
Intervall von 10 Minuten mit kiirzeren Intervallen bei Induktion der Ischidmie bzw.
Reperfusion.

Temp. = Verlauf der subtemporalen Temperatur in °C.
* p < 0,05 versus ipsilateralem LCBF von normothermen Kontrolltieren fiir jeden Zeitpunkt.
§ p < 0,05 versus kontralateralem LCBF von normothermen Kontrolltieren fiir jeden

Zeitpunkt.
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1.17.3 Elektrophysiologische Erholung

Wihrend der Ableitungsperiode vor Induktion der Ischiamie blieb unter normothermen
Bedingungen (Kontrollgruppe, Tirilazad + MgCl,-Gruppe) sowohl die ipsilaterale als auch
die kontralaterale EEG-Amplitude unverindert. Bei den hypothermen Gruppen fiel die ipsi-
und kontralaterale EEG-Amplitude wihrend der Abkiihlphase signifikant auf ca. 80% des
Ausgangswertes ab. Zum Zeitpunkt der Okklusion der A. cerebri media fiel in allen Gruppen
die ipsilaterale EEG-Amplitude mit einer Verzdgerung von 4-5 Sekunden auf Werte von ca.
35 - 40 % des Ausgangswertes, wihrend die kontralaterale EEG-Amplitude bei Okklusion
sich um 5-10% reduzierte. Im Verlauf der 90-miniitigen Okklusion blieb die ipsilaterale EEG-
Amplitude konstant niedrig, ebenfalls blieb die kontralaterale EEG-Amplitude unveréindert.
Nach Reperfusion erholte sich die ipsilaterale EEG-Amplitude der normothermen
Kontrollgruppe graduell auf 60% des Ausgangswertes, die Amplitude der Tirilazad + MgCl,-
Gruppe auf ca. 73% und die Amplitude der Hypothermie-Gruppe auf ca. 80% des
Ausgangswertes. Die EEG-Amplitude der hypothermen Kombinationsgruppe (MgCl, +
Tirilazad + Hypothermie) erholte sich auf ca. 89% des Ausgangswertes. Im Vergleich zur
Kontrollgruppe war diese Erholung signifikant besser. Die kontralaterale EEG-Amplitude der

hypothermen Tiere erreichte nach Wiederaufwérmen ihren Ausgangswert (s. Abbildung 26).
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Flektroenzephalographie
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Abbildung 26: EEG-Amplituden und Temperaturverlauf

Die Graphen stellen Verdnderungen der ipsilateralen und kontralateralen EEG-Amplitude,
beginnend vor Induktion der Hypothermie und Ischimie bis 2 Stunden nach Reperfusion und
Erreichen von Normothermie, dar. Die dargestellten Werte sind Durchschnittswerte (% des
Ausgangswert, MW + SD) von 1-miniitigen Perioden in einem Intervall von 10 Minuten mit
kiirzeren Intervallen bei Induktion der Ischdmie bzw. Reperfusion.

Temp. = Verlauf der subtemporalen Temperatur in °C.

*p < 0,05 versus ipsilaterale Amplitude von normothermen Kontrolltieren fiir jeden
Zeitpunkt.

§ p <0,05 versus kontralaterale Amplitude von normothermen Kontrolltieren fiir jeden
Zeitpunkt.
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1.17.4 Gewichtsentwicklung und funktionelle Defizite

Hypotherme Versuchstiere, die zusitzlich mit den Pharmaka MgCl, und Tirilazad
behandelt worden waren zeigten die beste Gewichtsentwicklung, wihrend die normothermen
Kontrolltiere die geringste Gewichtszunahme aufwiesen. Aufgrund von Schwankungen
innerhalb der Gruppen ergab sich kein signifikanter Unterschied (s. Abbildung 27).

Tiere, die mit der Kombination MgCl, + Tirilazad behandelt worden waren, zeigten im
Vergleich zu normothermen Kontrolltieren signifikant weniger ausgeprigte neurologische
Defizite vom 4. bis 7. postoperativen Tag. Hypotherme Kontrolltiere zeigten im Vergleich zur
normothermen Kontrollgruppe signifikant weniger Defizite vom 3. bis 7. postoperativen Tag.
Hypotherme Versuchstiere, die zusétzlich mit der Kombination MgCl, und Tirilazad
behandelt worden waren, zeigten im Vergleich zu normothermen Kontrolltieren signifikant
weniger neurologische Ausfille vom 1. bis 7. postoperativen Tag, wobei am 7. postoperativen

Tag kein Tier dieser Gruppe mehr neurologische Defizite aufwies (s. Abbildung 28).
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Abbildung 27: Gewichtsentwicklung im postoperativen Verlauf

Die Werte sind als MW = SD fiir n=10 in jeder Gruppe angegeben (in % des pridoperativen
Gewichts). Aufgrund der interindividuellen Schwankungen ergab sich kein signifikanter
Unterschied zwischen den Gruppen.
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Neurologische Erholung
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Abbildung 28: Neurologische Erholung im postoperativen Verlauf

Keines der hypothermen Tiere, die zusitzlich mit der Kombination MgCl, und Tirilazad
behandelt worden waren, hatte am Ende der Beobachtungsperiode residuale neurologische
Defizite.

Signifikanzniveau: p < 0,05 MW = SEM.

*p < 0,05 versus normothermen Kontrolltieren fiir jeden Tag.

1.17.5 Histomorphologischer Schaden
1.17.5.1 Gesamtes Infarktvolumen

Das Gesamtinfarktvolumen betrug bei der Kontrollgruppe mit Normothermie 70,2 +
17,4 mm’ (MW % SD) und bei der normothermen Kombinationsgruppe (MgCl, + Tirilazad)
30,8 + 9,6 mm’. Das Infarktvolumen der Hypothermie-Gruppe betrug 25,9 + 12,3 mm’ und

das Infarktvolumen von hypothermen Versuchstieren, die zusitzlich mit der Kombination
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MgCl, und Tirilazad behandelt worden waren, betrug 15,8 + 8,2 mm°. Die Reduktion des
gesamten Infarktvolumens war im Vergleich zur normothermen Kontrollgruppe sowohl bei
der normothermen Kombinationsgruppe (-56%), bei der reinen Hypothermie-Gruppe (-63%)
als auch bei der Gruppe, die mit MgCl, + Tirilazad + Hypothermie (-77%) behandelt wurden,
statistisch signifikant (s. Abbildung 29).
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Abbildung 29: Infarktvolumen gesamt

Die Abbildung zeigt die Reduktion des Gesamtinfarktvolumens (mm’, MW + SD) durch
MgCl, + Tirilazad, Hypothermie und Kombinationstherapie mit MgCl, + Tirilazad +
Hypothermie am siebten postoperativen Tag (n = 10 in jeder Gruppe).

* p < 0,05 versus normothermer Kontrollgruppe.
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1.17.5.2 Infarktvolumen in Kortex und Stammganglien

Das kortikale Infarktvolumen der normothermen Kontrolltiere betrug 36,2 + 12,2
mm’, bei den normothermen Versuchstieren, die mit der Kombination MgCl, und Tirilazad
behandelt worden waren 10,8 + 5,8 mm’ , bei der reinen Hypothermie-Gruppe 1,7 + 2,2 mm’
und bei den hypothermen Versuchstieren, die mit der Kombination MgCl, und Tirilazad
behandelt worden waren 0,4 + 1,3 mm>. Die deutliche Reduktion des Kkortikalen
Infarktvolumens durch MgCl, und Tirilazad unter normothermen Bedingungen (—-70%) sowie
durch Hypothermie allein (-95%) und durch Hypothermie in Kombination mit den beiden
Pharmaka (-99%) war, verglichen zur Kontrollgruppe, statistisch signifikant (s. Abbildung
30). Die Wirkung der Pharmaka auf die Grofle des kortikalen Infarkts war durch zusétzliche

Hypothermieanwendung signifikant verbessert.

Bei der Auswertung des Infarktvolumens in den Basalganglien zeigte sich bei den
Tieren, die mit den Pharmaka MgCl, + Tirilazad (19,4 £ 5,4 mm3) bzw. mit den Pharmaka in
Kombination mit Hypothermie (14,9 + 7,6 mm3) behandelt worden waren, im Vergleich zur
Kontrollgruppe (32.9 + 5.3 mm”®) eine signifikante Reduktion des Infarktvolumens um -41%
bzw. —55%. Hypothermiebehandlung alleine konnte das Infarktvolumen in den Basalganglien
zwar um 26% reduzieren (24,2 + 10,4 mm’ ), dies war jedoch statistisch nicht signifikant. Die
Reduktion des Infarktvolumens in den Basalganglien durch die Dreifach-Kombination war
nicht nur im Vergleich zur normothermen Kontrollgruppe signifikant, sondern auch im

Vergleich zur Hypothermie-Gruppe.
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Abbildung 30: Infarktvolumen im Kortex und in den Basalganglien

Reduktion des Infarktvolumens (mm3, MW = SD) im Kortex (KO) und in den Basalganglien
(BG) durch MgCl, + Tirilazad, Hypothermie und Kombinationstherapie mit MgCl, +
Tirilazad + Hypothermie.

* p < 0,05 versus normothermer Kontrollgruppe.

§ p < 0,05 versus MgCl, + Tirilazad (Normothermie).

1 p < 0,05 versus hypothermer Kontrollgruppe.
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Diskussion

1.18 Diskussion der Methodik

1.18.1 Physiologische Kontrollparameter

Unter physiologischen Bedingungen bleibt durch die zerebrale Autoregulation die
Durchblutung des Gehirns weitgehend konstant. Wihrend einer Halothannarkose sowie unter
ischdmischen Konditionen ist die Autoregulation jedoch teilweise bzw. ganz aufgehoben,126
so dass es bereits bei geringen Blutdruckschwankungen zu Auswirkungen auf den zerebralen
Blutfluss kommt. Im Tierexperiment wurde gezeigt, dass die Infarktausprigung nach
transienter fokaler Ischimie durch induzierte Hypertension vermindert wird.*® Unter
Beriicksichtigung der gestorten Autoregulation und des Einflusses des Blutdrucks auf die
ischimische Schidigung war im Rahmen unserer Versuche eine Kkontinuierliche
Blutdruckaufzeichnung wihrend der intraoperativen Versuchsphase unerldsslich, um die
Vergleichbarkeit der Experimente zu gewihrleisten. In Vorversuchen kam es z.B. wihrend
der Infusion von Magnesium in hoherer Dosierung zu inakzeptabler arterieller Hypotension
mit konsekutivem Perfusionsabfall.

Die regelmiBige Kontrolle der arteriellen Blutgase ist eine weitere notwendige
Voraussetzung. Arterielle Hyperkapnie induziert eine Vasodilatation zerebraler Arteriolen
und erhoht den Blutfluss durch Verminderung des zerebrovaskulidren Widerstands.”' Eine
Anderung des CO»-Partialdrucks (PaCO,) um 1 mmHg entspricht einer Ab- bzw. Zunahme
der Hirndurchblutung um 4%. Die maximale Dilatation der Arteriolen ist bei einem PaCO,
von 80 mmHg erreicht, was einer Erhohung des zerebralen Blutflusses um ca. 100%
entspricht. Hypokapnie mit PaCO,-Werten von 10 - 20 mmHg kann zu zerebraler Ischiamie

243 Unabhingig von Anderungen des PaCO fiihrt

infolge exzessiver Vasokonstriktion fiihren.
Hypoxie bzw. ein verminderter arterieller Sauerstoffpartialdruck (PaO,) zum Anstieg der
zerebralen Perfusion, um die Sauerstoffversorgung des Gehirns aufrechtzuerhalten.'™ Analog
dazu resultiert die Erhohung des PaO, in einer Vasokonstriktion von Hirngef'eiﬁen.111
Hypothermie reduziert den Metabolismus des Organismus was einem geringeren O»-
Verbrauch entspricht. Folglich entsteht wihrend hypothermer Konditionen weniger CO,, was

Auswirkungen auf die zerebrale Durchblutung haben kann. Die Blutgase wurden wihrend
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unserer Experimente engmaschig kontrolliert und durch Anpassung der Beatmungsparameter
im Normbereich gehalten. Lediglich bei den Versuchstieren, die mit Hypothermie behandelt
wurden, zeigte sich ein Trend zu niedrigeren PaCO,-Werten und hoheren PaO,-Werten, was
statistisch jedoch nicht signifikant war. Dennoch ist hierbei eine geringe Beeinflussung der
zerebralen Perfusion nicht auszuschlieBen. Dieser Sachverhalt wird in der Diskussion der
Ergebnisse eingehender behandelt.

Es wurde gezeigt, dass Hidmodilution die zerebrale Perfusion sowohl in nicht-
ischimischen als auch ischimischen Hirnarealen erhoht.'®' Dieser Effekt kann auf die
verdnderten rheologischen FlieBeigenschaften des Blutes und daraus resultierender
verbesserter Mikrozirkulation zuriickgefiihrt werden. Durch Héamodilution wihrend Ischéamie
scheint somit eine Reduktion des ischimischen Schadens méglich.>** Bei den Experimenten
wurde darauf geachtet, dass stets gleiche Fliissigkeitsvolumina infundiert wurden. Der
Blutverlust wurde so gering wie moglich gehalten. Die Auswertung des Verlaufs von Hb und
Hématokrit zeigt keine Unterschiede zwischen den Gruppen, so dass die Vergleichbarkeit der
Versuche diesbeziiglich gewéhrleistet war.

Wihrend Ischdmie wird der Energiebedarf der Zelle vorwiegend durch die anaerob
ablaufende Glykolyse gedeckt. Als Endprodukt dieses Stoffwechselweges entsteht
Milchsdure, welche in minderperfundierten ischimischen Arealen akkumuliert und zu einer
Laktatazidose im Gewebe fiihrt.”® Gewebsazidose gilt als wichtiger pathophysiologischer
Faktor, da sie u.a. die Produktion von freien Sauerstoffradikalen fordert. Durch hohe
Blutzuckerspiegel wird die Gewebsazidose verstirkt und dadurch der ischimische Schaden
vemgrdfiert.285 Es ist bekannt, dass Magnesium hyperglykdmische Stoffwechselsituationen

. . -1
induzieren kann,30’ 35

was sich in unseren Versuchen bestitigte. Die gleichzeitige Anwendung
von Magnesium und Hypothermie fiihrte sogar zu einem signifikanten Anstieg der
Blutglukosewerte, was moglicherweise durch eine Suppression der Insulinausschiittung und
vermehrte Glykogenolyse induziert wurde.’” Die moglichen Folgen dieses Effektes werden
bei der Diskussion der Ergebnisse eingehend diskutiert.

Busto und Mitarbeiter beobachteten, dass bereits geringe Temperaturunterschiede im
Gehirn von 2-3°C das Ausmal} der ischdmischen Schiadigung signifikant beeinflussen
konnen.* Analog zur neuroprotektiven Wirkung von Hypothermie verschlechtert eine erhohte

% In Anbetracht dieser

Temperatur das Outcome nach ischimischen Ereignissen.'
Erkenntnisse wurde im letzten Jahrzehnt die Bedeutung der Temperaturregulation bei
experimentellen Studien neu gewichtet. Die exakte Regulation der Korpertemperatur bzw.
Hirntemperatur wurde eine unabdingbare Voraussetzung bei der Priifung zerebroprotektiver
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Methoden.'®**%° Busto et al. zeigten, dass zwischen der Korpertemperatur und der
intrazerebralen Temperatur nur eine miBige Korrelation besteht. Diese Tatsache lésst eine
separate Kontrolle sowie Regulation von Hirn- und Kérpertemperatur fordern.”® Bei unseren
Versuchen konnte durch die beiden getrennten Regelkreise eine exakte Regulation der

Korper- und v.a. aber auch der Hirntemperatur erreicht werden.

1.18.2 Intraluminales Fadenmodell

Das intraluminale Fadenmodell wurde erstmals 1986 von Koizumi et al.'”
beschrieben. Nachdem es mehrmals u.a. von Zea Longa et al.>*® modifiziert wurde, ist es
mittlerweile das meist angewandte Modell der reversiblen fokalen Ischédmie zur Untersuchung
pathophysiologischer Fragestellungen sowie zur Erprobung von Medikamenten und
Strategien hinsichtlich ihres neuroprotektiven Potentials. Mit diesem Modell kann sowohl
eine transiente als auch permanente Ischiamie induziert werden.'*” Die Vorteile des Modells
sind die geringe Invasivitit mit geringer perioperativer Mortalitit sowie die zeitsparende
Operationstechnik. Ferner ist im Vergleich zu anderen Modellen keine Kraniotomie
notwendig, die sowohl die Hirnhédute verletzen, den Subarachnoidalraum erdffnen und den
intrakraniellen Druck beeinflussen wiirde. Aulerdem miisste bei einer Kraniotomie mit einer
Permeabilititsstorung der Blut-Hirn-Schranke sowie einer Verdnderung der Hirntemperatur
gerechnet werden.

Die Figenheiten des Modells bergen aber auch eine Reihe von mdglichen
Komplikationen, die eine z.T. nur miBige Reliabilitdt der Ergebnisse zur Folge haben. 7?2
Bei der intraluminalen Okklusion des Gefilles durch den Faden, der von extrakraniell
vorgeschoben wird, ist es ohne diagnostische Hilfsmittel nicht moglich den adédquaten
Verschluss der Arterie zu verifizieren bzw. die inaddquate Okklusion oder eine
unbeabsichtigte vorzeitige Reperfusion zu erkennen.?®’ Einige Arbeitsgruppen verwenden
Techniken wie MRT, EEG oder Laser-Doppler Flowmetrie zur Kontrolle des
GefiBverschlusses.'*'"*!1%® Viele Gruppen haben jedoch im Versuchsaufbau keinerlei
Kontrolle iiber die MCAO oder SAB. Unsere Arbeitsgruppe hat im Rahmen der Etablierung
des Modells die Vor- und Nachteile von EEG und Laser-Doppler Flowmetrie verglichen und
die hochste Sensitivitdt und Spezifitit (je 100%) bei der Erkennung einer insuffizienten

267

Okklusion durch kontinuierliche Laser-Doppler Flowmetrie (LDF) nachgewiesen.”" Im

Gegensatz zur vielfach angewandten intermittierend abgeleiteten Laser-Doppler Flowmetrie
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kann durch die von uns entwickelte kontinuierliche Messung eine insuffiziente Okklusion, vor
allem aber auch eine vorzeitige Reperfusion oder eine Zwischenperfusion erkannt werden.”®’
Die hiufigste Komplikation des Modells ist die Subarachnoidalblutung (SAB), die durch

22165 Djese kann mit den herkdmmlichen

Perforation durch den Faden entsteht.
Kontrollmethoden ebenfalls unbemerkt bleiben und die Aussagekraft des Experiments
beeinflussen. Durch die von uns entwickelte bilaterale LD-Messung ist eine friithzeitige
Diagnose dieser Komplikation gewdhrleistet. Die Laser-Doppler Flowmetrie ist dem EEG
dabei deutlich iiberlegen.267 Eine SAB wird mittels dieser Technik sofort erkannt, so dass der
Versuch abgebrochen werden kann. Unsere Weiterentwicklung des Okklusionsfadens durch
eine Silikonbeschichtung konnte die Haufigkeit der SAB auf ein Minimum senken.?’
Beschrieben wurde auch eine Thrombosierung der Gefidle im Stromgebiet der A.
cerebri media infolge der Stromungsverlangsamung. Viele Autoren empfehlen daher die
intraoperative Heparinisierung.143;1%;248 In den Voruntersuchungen unserer Arbeitsgruppe
konnten keine Thrombosierungen bei den Ratten nachgewiesen werden, wenn die Dauer der
Ischimie 90 Minuten betrug. Da jedoch nicht mit absoluter Sicherheit eine
Thrombusformation ausgeschlossen werden kann, verwendeten wir ebenfalls Heparin zur
Thromboseprophylaxe. FEine weitere Komplikation ist die gelegentlich berichtete
Hyperthermie, die sowohl wihrend der Ischiamie als auch im Verlauf nach der Ischimie
auftreten kann und die Infarktausprigung erheblich beeinflussen kann."”’** In unseren
Vorversuchen konnte bei Ischdmiezeiten bis 90 Minuten keine Hyperthermie nachgewiesen

44
werden. >

1.18.3 Laser-Doppler Flowmetrie

Die Messung des Laser-Doppler Flux entspricht dem Produkt von Konzentration und
mittlerer Geschwindigkeit von bewegten Teilchen, im vorliegenden Fall von iiberwiegend
Erythrozyten.” Durch die angewandte Technik der Laser-Doppler Flowmetrie kann somit in
einem Gewebevolumen von ca. 1 mm” die relative Anderung, nicht jedoch der Absolutwert,
der Mikrozirkulation gemessen werden.* In einer Reihe von Untersuchungen wurde diese
Technik der Messung der Mikrozirkulation mit anderen etablierten Methoden wie der
Mikrosphéilren-Technik70 oder der Wasserstoff-Clearance-Technik”® verglichen. Insbesondere
am Gehirn konnte eine gute Korrelation der qualitativen Verinderungen der Perfusion, die

durch LDF erfasst werden, mit den absoluten Durchblutungswerten anderer Methoden gezeigt
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werden.®’” Unter physiologischen Bedingungen betrigt der Laser-Doppler Flux 400 — 800
Fluxeinheiten. Da die Laser-Doppler Methode nicht selektiv die Bewegung von
Blutkorperchen, sondern allgemein bewegte Teilchen misst, féllt beim Ausfall der Perfusion
bzw. beim Herzstillstand eines Tieres der gemessene Flux nicht auf Null ab. Der biologische
Nullwert bei toten Tieren liegt bei vergleichsweise geringen 5 — 10 Flux-Einheiten und ist
somit vernachldssigbar. Es stellt sich vielmehr die Frage, ob die Technik bei Anwendung von
Hypothermie weiterhin valide Messwerte liefert. Hinsichtlich der nur geringen Abkiihlung der
Korpertemperatur auf 33°C kann in Anbetracht des absoluten Temperaturnullpunkts von —
273°C davon ausgegangen werden, dass keine Verdnderungen der Messungen auftreten.
Ferner arbeitet die Technik mit Licht, dessen physikalisches Verhalten unabhingig von
Temperatur ist. Auch die Arbeitsgruppe um Busto und Ginsberg fanden keine Beeinflussung

der Messtechnik durch milde Hypothermie.166

Ein groBer Vorteil der Technik ist die hohe rdumliche und zeitliche Auflésung. Dirnagl et al.
zeigten, dass bei Neupositionierung der Sonden wihrend eines Experiments die
Messergebnisse nicht reproduzierbar sind.®’ Insbesondere die hohe zeitliche Aufldsung ist
aber von der Reproduzierbarkeit der Messungen abhédngig. In unseren Versuchen wurde Wert
darauf gelegt, die Sonden zentral im Ischamiegebiet zu platzieren und eine kontinuierliche
Messung zu gewihrleisten, ohne im Verlauf des Experiments eine Neupositionierung

durchzufiihren.

Abbildung 8 zeigt den Versuchsaufbau, mit dem die kontinuierliche Laser-Doppler
Messung gewihrleistet war. Als Problem stellte sich in Voruntersuchungen die hohe
Storanfilligkeit z.B. auf Licht heraus. Durch entsprechende Abschirmvorrichtungen konnte
dies eliminiert werden. Ein weiterer Nachteil der Technik ist, wie oben erlidutert, die nur
relative, nicht jedoch absolute Messung der zerebralen Mikrozirkulation. Es wird somit
immer die Verinderung der mikrovaskulidren Perfusion als Anderung in Prozent des

Ausgangswertes des LCBF (lokaler zerebraler Blutfluss) angegeben.
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1.18.4 Elektroenzephalographie

Durch Reduktion der zerebralen Perfusion unter einen kritischen Wert von ca. 30-35%
der Normaldurchblutung kommt es zur Einschrinkung der elektrophysiologischen Aktivitit
der Neurone. Bei diesen Durchblutungswerten ist die =zerebrovaskulire Reserve
unterschritten, so dass sich der neuronale Metabolismus auf den Strukturstoffwechsel
reduziert, wohingegen der Funktionsstoffwechsel zum erliegen kommt. In der
Elektroenzephalographie stellt sich dies als Abnahme der EEG-Amplitude sowie in der
Verinderung der EEG-Muster dar. Ist die Minderdurchblutung nur temporir, kommt es zur
Wiederaufnahme der Funktion mit Normalisierung von EEG-Amplitude und -Muster. Bei
linger bestehender kritischer Minderperfusion kommt es zum Zelltod und folglich nach
Reperfusion nur zu einer teilweisen Erholung der elektrischen Aktivitit. Finige Autoren
definierten die Wirksamkeit neuroprotektiver Methoden lediglich anhand der Erholung der
EEG-Amplitude sowie der EEG-Muster.”” Vielfach wird das EEG als Zusatzinformation im
Sinne der elekrophysiologischen Erholung abgeleitet.m;199 Die Elektroenzephalographie ist
aber auch eine angewandte Methode zur Uberwachung der zerebralen Ischimie im Rahmen
des experimentellen Setup.119 In einer Reihe von Voruntersuchungen konnten wir jedoch
zeigen, dass die Elektroenzephalographie als Kontrollmessung einige Schwachpunkte
aufweist. So kommt es typischerweise erst mit einer Verzogerung von mehreren Minuten zu
einem langsamen graduellen Anstieg der EEG-Amplitude nach Beginn der Reperfusion.
Vorzeitige Reperfusionen, welche in unseren Versuchen bei bis zu 30 % der Fille zu
verzeichnen waren, werden dadurch nicht rechtzeitig erkannt.”®” Ferner lisst das EEG eine
erfolgreiche Reperfusion nicht sicher erkennen, da die Durchblutung nicht direkt, sondern nur
die elektrophysiologische Aktivitit gemessen wird.

In Studie III wurden die LD-Messung und die EEG-Messung an den identischen
Lokalisationen der Gehirnoberfliche vorgenommen, um mogliche Korrelationen zwischen
der Perfusion und der elektrophysiologischen Aktivitit zu untersuchen. Dazu machten wir uns
die hervorragende elektrische Leitfiahigkeit der Stahlummantelung der LD-Sonden zu Nutze.
Durch Auffiillen der Bohrlocher mit Leitgel wurde der Kontakt zur Dura mater optimiert, so
dass ein artefaktfreies EEG-Signal vom Kortex beider Hemisphédren im Sinne eines
Elektrokortikogramms abgeleitet werden konnte. Durch die bilaterale unipolare Ableitung mit
Referenzelektrode in der Medianlinie im Bereich des Unterkiefers lieBen sich somit beide
Amplituden des Elektrokortikogramms in Relation zur ipsilateralen Ausgangsamplitude sowie

in Relation zur kontralateralen Amplitude setzen.
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1.18.5 Quantifizierung der ischiimischen Schiidigung

Es gibt vermehrt Hinweise, dass die GroBe des Infarktareals und die neurologischen
Ausfallserscheinungen nicht zwingend korrelieren. Insbesondere Ratten, die mit neuro-
protektiven Pharmaka behandelt wurden, konnen trotz ausgedehntem morphologischen
Schaden weniger funktionelle Defizite aufweisen als Kontrolltiere.” SchlieBlich kénnen die
am histologischen Schnitt erkennbaren morphologischen Verinderungen keinerlei Aussage
iiber den physiologischen Funktionszustand des einzelnen Neurons bzw. iiber die
interneuronale Vernetzung geben. Dariiber hinaus hat die histomorphometrische Auswertung
nur Aussagekraft iiber das Infarktvolumen am Tag der Gehirnentnahme, wiéhrend eine

Verlaufskontrolle nicht méglich ist.

Morphologische Quantifizierung, insbesondere wenn sie sehr frith nach einer Ischiamie
durchgefiihrt wird, reflektiert nicht das wahre Ausmaf der Schidigung.”*?** Aus diesem
Grunde wurden in unseren Versuchen die Tiere erst sieben Tage nach Ischdmie geopfert und
das Gehirn histologisch untersucht. In Anbetracht des Wissens um die sekundire
Zellschidigung sind sowohl frithexperimentelle Funktionsbestimmungen, als auch
Verlaufsbeobachtungen wiinschenswert.”® Der morphologische Schaden sollte nicht der
einzige Malstab fiir neuroprotektive Therapien sein.”'?*  Der alleinige Einsatz von
histomorphometrischen Verfahren zur Beurteilung der Wirksamkeit von potentiellen
neuroprotektiven Therapien erscheint auch insofern fraglich, als der fiir einen betroffen
Patienten bedeutendste Faktor das AusmaB der neurologischen Defizite und nicht die

InfarktgroBe ist.

In unseren Versuchen wurde zur Beurteilung der verschiedenen protektiven Verfahren,
zusitzlich zur histologischen Auswertung des Infarktareals, die tdgliche Bestimmung der
neurologischen Defizite durchgefiihrt. Dies gewihrleistete einerseits eine friihexperimentelle
Beurteilung der Therapien und andererseits eine Verlaufsbeobachtung. In Studie III wurde
ferner das EEG intraoperativ aufgezeichnet, was zusitzliche Informationen iiber die

frithexperimentelle Erholung der elektrophysiologischen Aktivitét einbrachte.

Fiir eine exakte Bestimmung des Infarktvolumens wird ein Minimum von acht repré-
sentativen Schnitten gefordert.23 * Im Rahmen unserer Auswertungen wurden 24 HE-gefirbte

Schnitte in definiertem Abstand ausgewertet, so dass eine exakte Anndherung an das
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tatsdchliche Infarktvolumen gewihrleistet ist. In einigen Publikationen wird eine Schwellung
der ipsilateralen Hemisphire berichtet, die vor allem innerhalb der ersten 3-4 Tage existent
war. In unseren Versuchen wurden die Hirne am 7. postoperativen Tag entnommen. Die
Volumina der ipsi- und kontralateralen Hemisphiren waren identisch, so dass eine Korrektur

aufgrund der ipsilateralen Schwellungsreaktion nicht erforderlich war.'#17

1.19 Diskussion der Ergebnisse

1.19.1 Studie I: Dextromethorphan und Tirilazad

Die erste Studie im Rahmen unseres Vorhabens zeigte, dass beide Pharmaka, wie
mehrfach in der Literatur beschrieben, als Monotherapeutika eindeutig zerebroprotektives
Potential besitzen. Trotz der unterschiedlichen Wirkmechanismen, die nach unserer
Hypothese in kombinierter Anwendung eine Steigerung der Wirksamkeit erwarten lieBen,

hoben sich die beiden Medikamente in Kombination in ihrer Wirksamkeit auf.?*®

Die Monotherapie mit Dextromethorphan bzw. Tirilazad reduzierte das Infarkt-
volumen um 45% bzw. 48%. In Ubereinstimmung mit anderen Untersuchungen war die
protektive Wirkung auf den Kortex stirker ausgeprigt als auf die Basalganglien, was die
These stiitzt, dass Tirilazad und Glutamatantagonisten ihre Wirkung am besten in der
Penumbra, in der Zone mit Rest- bzw. Kollateralblutfluss, entfalten.”®>%!

Ein moglicher Wirkmechanismus von Dextromethorphan ist die Verbesserung der
postischdmischen Perfusion des ischdmischen Areals. Steinberg et al. konnten diesen Effekt

182;304

am Kaninchen zeigen. Es ist jedoch nicht geklirt, ob die Verbesserung der Durchblutung

durch die Interaktion mit den spannungsabhingigen Kalziumkanilen der zerebralen Gefille

bedingt ist,****'®

oder ob es sich dabei bereits um eine Folge der Neuroprotektion handelt. In
der Literatur werden fiir Dextromethorphan sehr unterschiedliche Ausmafle der Reduktionen
der Infarktvolumina zwischen 24% und 92% angegeben.”*****% Unsere Ergebnisse
bestétigten die Ergebnisse von Steinberg und Mitarbeiter. Sowohl in der Dextromethorphan-
Monotherapiegruppe, als auch in der Kombinationsgruppe war die postischdmische
Hypoperfusion signifikant geringer ausgeprégt als in der Kontrollgruppe. Allerdings scheint

die Verbesserung der unmittelbar postischdmischen Durchblutung nicht der entscheidende

protektive Faktor zu sein, da die Kombinationstherapie bei keinem der erhobenen Outcome-
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Parametern eine eindeutige Wirkung zeigte. Diese Ergebnisse erhiirten somit die These, dass

7 oder die direkte

andere Mechanismen, wie die Hemmung der Glutamatfreisetzung’™
Interaktion mit dem NMDA-Rezeptorkomplex,47;76;3 7 zur protektiven  Potenz
Dextromethorphans beitragen. Auch antikonvulsive Eigenschaften von Dextromethorphan
und die damit verbundene Senkung der neuronalen Aktivitit, z.B. durch Unterdriickung von

: . .. . . 272316320
sog. ,,spreading depressions* konnten im Vordergrund der Wirkung stehen.

Im Gegensatz zu Dextromethorphan bewirkte Tirilazad in unseren Versuchen keine
Verbesserung der postischdmischen Perfusion. Dieses Ergebnis war in unseren Arbeiten mit

331 .
1.>°" sowie

21-Aminosteroiden 1rep1roduzierbar270 und ist konsistent mit Studien von Xue et a
Miiller und Mitarbeiter.”'® Mit verschiedenen Techniken wie Laser-Doppler Flowmetrie bzw.
perfusions- und diffusionsgewichteter Kernspintomographie konnte in diesen Studien keine
Beeinflussung der postischamischen Hypoperfusion nachgewiesen werden. Miiller et al.
fanden lediglich intraischdamisch eine Verbesserung der Mikrozirkulation bzw. eine Zunahme
der Kollateraldurchblutung im ischamischen Areal. Auch die mit Tirilazad erzielte Reduktion
des Infarktvolumens von 48% scheint in Ubereinstimmung mit Ergebnissen dieser

21

Arbeitsgruppen, ebenfalls in der GréBenordnung von 40%, zu sein. %331 In einer Studie an

einer dem Menschen nédherstehenden Spezies, den Menschenaffen, konnten Mori et al. durch
Tirilazad nach Verschluss der A. cerebri media eine Reduktion des Infarktvolumens um 40%

. . . .. . 209
sowie geringere neurologische Defizite nachweisen.

Tirilazad ist ein Sauerstoffradikalfinger bzw. Inhibitor der durch Radikale induzierten
Lipidperoxidation. An verschiedenen artifiziellen Membransystemen, aber auch an vitalen

Zellen, konnte gezeigt werden, dass dieser Effekt vor allem durch die Bindung von

195;327
d.

Peroxylradikalen sowie von Hydroxylradikalen erzeugt wir Ferner wird die

Kettenreaktion der Lipidperoxidation durch eine Verringerung der Membranfluiditit bzw.
durch Membranstabilisierung gehemmt. Man nimmt an, dieser Effekt entsteht durch die
Charakteristik der 21-Aminosteroide, sich innerhalb der Lipiddoppelschicht der Membran
einzulagern.120 Dabei ordnet sich das Sterangeriist innerhalb der hydrophoben Membranmitte
ein, der positiv geladene Teil des Molekiils lagert sich im Bereich der Membranoberflidche

104

an Infolge der Hemmung der Lipidperoxidation kommt es auch zu einer geringeren

Freisetzung von Arachidonsdure sowie deren Metabolite. Aufgrund der lipophilen

101;104 . .
1, ist zwar an diesen

100

Eigenschaften Tirilazads, mit hoher Affinitit zum Gefédendothe
Strukturen mit der antioxidativen neuroprotektiven Wirkung zu rechnen, — ein Einfluss auf
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die postischdmische Perfusion konnte jedoch nicht nachgewiesen werden. Vielmehr zeigte
sich in mehreren Studien signifikant weniger postischimisches zerebrales Odem.*'"%*!%
Weitere potentiell protektive Mechanismen von Tirilazad konnten positive Einfliisse auf die
Ionenhomoostase, den intrazelluliren pH sowie auf die ATP-Bildung bzw. den ATP-

Verbrauch darstellen.'**'"°

Eine additive neuroprotektive Wirkung konnte mit der Kombination
Dextromethorphan und Tirilazad nicht erzielt werden. Im Gegenteil, die Kombination war
weniger wirksam, als die Monotherapien. Es stellt sich die Frage, warum es zu diesem
durchaus iiberraschenden Ergebnis kommt. Es bieten sich mehrere Ansatzpunkte, die im
folgenden erortert werden: (1) Die Kombination von Glutamat-Antagonisten und Sauerstoft-
radikalfinger ist generell nicht wirksam, (2) die Nebenwirkungen der Einzelsubstanzen haben
sich addiert bzw. potenziert, (3) die Kombination der Wirkstoffe fiihrt zur Beeinflussung der

jeweiligen Pharmakokinetik.

Es liegen bisher nur wenige Studien vor, die einen kombinierten Therapieansatz von
Glutamat-Antagonisten und Radikalfingern behandelt haben. In einem in vitro Modell
konnten Barth et al. durch MK-801 und PBN sowohl eine Wirkungssteigerung, als auch eine
Verldngerung des therapeutischen Fensters nachweisen.”’ Auer et al. zeigten am Modell der
globalen Ischiamie mit einer Kombination aus MK-801, Tirilazad, Insulin und Diazepam eine
Reduktion des Zellschadens im Kortex.”>’ Auch Magnesium besitzt eine Wirkkomponente am
Glutamatrezeptor. In Studie II dieser Arbeit konnte die Kombination Magnesium und
Tirilazad eine verbesserte Wirksamkeit vorweisen. Die Kombination aus Glutamat-
antagonisten und Sauerstoffradikalfinger erscheint somit weiterhin vielversprechend. Die
Erkldrung fiir die Wirkungslosigkeit der Kombination aus Dextromethorphan und Tirilazad ist

somit wahrscheinlich in anderen Bereichen zu suchen, 333934

Mogliche Nebenwirkungen von Tirilazad sind Lungenddem, Sepsis und Tachykardie.
In groBen klinischen Studien konnte jedoch keine Beeintridchtigung der Nieren-, Leber-, Herz-
oder Lungenfunktion nachgewiesen werden.”>*”!*"**"® Eg traten lediglich in manchen Fillen
Reizungen der Injektionsstellen sowie Phlebitiden auf. Dextromethorphan ist aufgrund sehr
guter Vertriglichkeit als Antitussivum rezeptfrei erhiltlich.*® Allerdings traten, in hoheren
Dosierungen verabreicht, Halluzinationen und Miidigkeit sowie arterielle Hypotonie,

Atemdepression und Stupor auf.? Insbesondere bei Patienten mit zerebralen Insulten scheinen
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diese Nebenwirkungen von NMDA-Antagonisten verstirkt aufzutreten. Dieses Phdnomen
konnte auch im Tiermodell an der Ratte reproduziert werden.'® In unseren Versuchen wurden
deshalb die physiologischen Parameter engmaschig iiberwacht. Es zeigten sich keine
Unterschiede zwischen den Gruppen. Es kann dennoch nicht génzlich ausgeschlossen werden,
dass in der Gruppe, die mit der Kombinationstherapie behandelt worden war, eine verzogerte
zentralnervose oder kardiorespiratorisch depressive Nebenwirkung aufgetreten jst.77:259:260
Nachdem beide Pharmaka iiber die Leber metabolisiert werden und die Ausfillung von

Tirilazad beschrieben ist,”*"*7°2%3?7 fertigten wir histologische Schnitte von Leber und

Nieren der Tiere an. Es fand sich aber kein Hinweis auf Nephro- oder Hepatotoxizitit.

Ebenso wie Interaktionen im Rahmen der Plasmaproteinbindung nicht auszuschlieen
sind, besteht die Moglichkeit von Interferenzen im Metabolismus beider Pharmaka mit
Auswirkungen auf Pharmakodynamik und -kinetik. Dextromethorphan wird beispielsweise zu
seinem aktiven Metaboliten Dextrorphan abgebaut. Dieser Stoffwechselweg kann durch
andere Pharmaka beeinflusst werden.**** Nicht nur fiir Dextromethorphan, sondern auch fiir

73;291;2
31295 o dass es

Tirilazad wurden Interaktionen mit anderen Pharmaka beschrieben,
vorstellbar ist, dass beide Pharmaka sich in ihrer protektiven Wirkung gegenseitig hemmen
oder ihre potentiell schidlichen Nebenwirkungen verstirken. Denkbar wire auch, dass durch
Verdringung von Dextromethorphan aus der Plasmaproteinbindung durch Tirilazad hohere

Plasmakonzentrationen des NMDA-Antagonisten erreicht wurden.

1.19.2 Studie II: Magnesium und Tirilazad

In Studie II unseres Vorhabens bestitigte sich erneut, dass die verwendeten
Medikamente als Monotherapeutika neuroprotektive Potenz besitzen. Im Gegensatz zu Studie
I konnte durch diese Versuche die Hypothese bekriftigt werden, dass eine kombinierte
Anwendung eines Kalzium- bzw. NMDA-Antagonisten und eines Sauerstoffradikalfingers
den Einzeltherapien iiberlegen ist.”® In si@mtlichen erhobenen "Outcome-Parametern” zeigten
die Tiere, die mit der Kombinationstherapie behandelt wurden, das beste Ergebnis. Die
Einzeltherapie mit Tirilazad bestétigte die Ergebnisse der vorangegangenen Versuche in
Studie I und erreichte eine vergleichbare Reduktion des Infarktvolumens. Die Protektion war
ebenfalls im Kortex stirker ausgeprigt als in den Basalganglien. Die potentiellen

Wirkmechanismen von Tirilazad wurden bereits im vorangehenden Kapitel diskutiert.
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Die Einzeltherapie mit MgCl, reduzierte das Gesamtinfarktvolumen um 25 %, den
Infarkt in den Basalganglien um 13 % und den kortikalen Infarkt signifikant um 37 %. Somit
zeigt sich auch bei Magnesium eine iiberlegene Protektion im Kortex. Die Ergebnisse sind
vereinbar mit einer Studie von Izumi und Mitalrbeitern,13 % in der durch MgCl, eine Reduktion
des Gesamtinfarktvolumens um statistisch signifikante 26 % erreicht wurde. Es sind nur
wenige Arbeiten in der Literatur vorhanden, die mit unserer Arbeit vergleichbar sind. So
kommen hiufig unterschiedliche Magnesiumsalze zum Einsatz. Es ist aber unbekannt, ob die
verschiedenen Salze (z.B. MgCl,, MgSOs) unterschiedliche neuroprotektive Wirkung
besitzen.'?*!1412%:130:212:226 Borper wird von einigen Autoren die intraarterielle Applikation von
Magnesiumsalzen angewandt und favorisiert. In einer Studie mit intraarterieller
Verabreichung von MgSO4 wurde dosisabhingig bis zu 57 % Reduktion des Infarktareals bei
fokaler Ischdmie an der Ratte beschrieben.'® Hierzu ist anzumerken, dass im Rahmen dieser
Studie die Infarktvolumina bereits nach 24 Stunden ausgewertet wurden, also bevor die
Infarktbildung abgeschlossen war.*?® Es gibt Hinweise, dass die neuroprotektive Wirkung von
Magnesium von der extrazelluliren Magnesiumkonzentration im ischédmischen Areal
abhingt.’*** 7115032 Intraarteriell verabreichte hohe Dosen von 90 mg/kg MgSO, kénnen in
der Tat fiir die ausgeprigte neuroprotektive Wirkung verantwortlich sein. Der genaue
Zusammenhang zwischen intraarterieller Verabreichung von Magnesium und der
extrazelluliren Magnesiumkonzentration wurde jedoch nicht weiter untersucht.'® Hingegen
ist bekannt, dass Magnesium bei intravendser Verabreichung die intakte Blut-Hirn-Schranke
iiberwindet.*'*'* Die Erhohung der Magnesiumkonzentration im Liquor bei Katzen fiihrt zu

277 . . .
Eine andere Arbeit wies nach, dass

einer dosisabhingigen Dilatation pialer Arterien.
MgSO, die Durchblutung im ischdmischen Kortex wihrend der Okklusion der A. cerebri
media bei Ratten verbessert.** Einen potentiellen Wirkmechanismus stellt somit die

525

Vasodilatation dar, die wahrscheinlich durch einen verminderten Einstrom von

Kalziumionen in die glatten GefiaBmuskelzellen bedingt ist."’

In unserer Arbeit lie3 sich weder durch Magnesium, noch durch Tirilazad ein Einfluss
auf den zerebralen Blutfluss nachweisen. Moglicherweise liegt der fehlende Nachweis einer
vaskuldren Reaktion daran, dass unsere Messung mittels Laser-Doppler Flowmetrie sehr nahe
am ischdmischen Zentrum vorgenommen wurde, wo bereits eine maximale Dilatation der
Blutgefisse bestand."***"  Eine Beeinflussung der Perfusion in groBen Teilen der

Penumbrazone sowie der weiteren Randgebiete des Ischimieareals konnte durch unsere
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Messanordnung nicht erfasst werden. Es scheint unwahrscheinlich, dass das Magnesiumsalz
(MgCl,) an der fehlenden Beeinflussung der Perfusion ursidchlich beteiligt ist. MgCl, hat im
Vergleich zu MgSO,4, Mg-Aspartat-HCl und Mg-Acetat die ausgeprigteste vasodilatative
Wirkung.?*® In Voruntersuchungen manifestierte sich bei einigen Tieren nach hoheren Dosen
von Magnesium eine ausgeprigte arterielle Hypotension, die bei der letztlich verwendeten
Dosis von 2 x 1 mmol/kg Korpergewicht nicht bzw. nur in geringem Malle zu beobachten
war. Es ist somit denkbar, dass die von uns verwendete Dosierung und die dadurch

erreichbare Plasmakonzentration sich in einem nicht vasodilatativ wirksamen Bereich befand.

Hyperglykidmie und eben auch arterielle Hypotension sind Faktoren, die in
experimentellen Studien die Schiidigung nach zerebraler Ischimie steigerten.'?”% 188280343 1y
klinischen Versuchen mit Magnesium waren Hyperglykimie und Hypotension nicht

beobachtet worden,”"> wohl aber bei Ratten.”"**

In unseren Studien zeigte sich ein Trend zu
hoheren Glukosespiegeln nach Magnesiumverabreichung. Ebenso kam es wihrend der
Infusion von Magnesium zu einem transienten Blutdruckabfall. Beide Effekte waren zwar
nicht signifikant, es lassen sich aber Auswirkungen auf die Wirksamkeit der Therapie nicht
ginzlich ausschlieBen. Gerade im Grenzbereich zwischen permanenter, irreparabler
Zellschiadigung und reversibler Zellschdadigung ist es denkbar, dass nur geringste

Abweichungen einen messbaren Effekt erzielen. In unserer Arbeit wiirde ein solcher Effekt

somit das Ergebnis der MgCl,-Monotherapie als auch der Kombinationstherapie schmilern.

Nachdem keine Auswirkung auf den zerebralen Blutfluss festzustellen war, ist es
wahrscheinlich, dass der protektive Effekt von Magnesium, zumindest in unserem Modell der
fokalen Ischidmie, durch seine Eigenschaften als Kalzium- und Glutamatantagonist bedingt
jst. 3129133228258 pyje kombinierte Anwendung dieses NMDA-Antagonisten zusammen mit
dem Sauerstoffradikalfinger Tirilazad fithrte zu einer zusitzlichen Reduktion des
Infarktvolumens im Kortex um insgesamt 72 %. Auch hier bestitigt sich die Beobachtung,
dass beide Stoffklassen vor allem im Kortex bzw. in der Penumbrazone hohe Wirksamkeit
besitzen. Ferner wiesen die Tiere, die mit der Kombination behandelt wurden eine deutlich
bessere neurologische Erholung auf, die im Gegensatz zu den Monotherapien bis zum Ende
des Beobachtungszeitraumes von 7 Tagen Bestand hatte. AuBBerdem zeigten diese Tiere die
beste Gewichtsentwicklung, was auf einen sehr guten Allgemeinzustand deutet. Die
Summation dieser Outcome-Parameter ldsst auf eine insgesamt bessere Neuroprotektion

durch die Kombinationstherapie schlieBen.”?*>
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Im Gegensatz zu Studie I konnte die Kombination eines Kalzium- und
Glutamatantagonisten mit einem Sauerstoffradikalfinger in Studie II die Hypothese einer
additiven Neuroprotektion bekriftigen. Bisher wurden, wie bereits erwéhnt, keine
Kombinationen von antioxidativen und antiexzitatorischen Pharmaka an Modellen der
fokalen Ischiamie des Gehirns getestet. Die meisten Untersuchungen wurden an Modellen der
Hypoxie oder globalen Ischdmie durchgefiihrt. Eine Vergleichbarkeit mit unseren
Ergebnissen ist somit nur bedingt gewihrleistet. Dennoch scheinen die Ergebnisse dieser
Studien im Wesentlichen in Einklang mit unseren Ergebnissen zu stehen. Bei Hunden, die mit
dem NMDA-Antagonisten GPI und dem Antioxidans Desferoxamin behandelt wurden,
erholte sich nach inkompletter globaler Ischimie das Kreatinphosphat in hoherem Malfle, als
mit der jeweiligen Monotherapie.5 ’ Thordstein et al. untersuchte eine Kombination von L-
Methionin (Antioxidans), Mannitol und MgSOy4 an einem Modell des perinatalen hypoxischen
Hirnschadens. Die Autoren vermuteten, dass die Kombination von Pharmaka mit
verschiedenen Mechanismen wirksamer ist, als eine Monotherapie.”"> Die Pharmaka wurden
jedoch nicht einzeln getestet. Auer zeigte, dass mit MK-801 und Tirilazad behandelte Ratten
einen geringeren Schaden im Neokortex nach globaler Ischdmie aufwiesen, als nur mit

Tirilazad behandelte Ratten.'?

1.19.3 Studie ITI: Magnesium, Tirilazad und Hypothermie

Nachdem sich in Studie II die Kombination mit Magnesium und Tirilazad als eine
vielversprechende Pharmakotherapie herausstellte, konnten wir in dieser Versuchsreihe
einerseits das protektive Potential der angewandten Hypothermie bestitigen und andererseits
zeigen, dass selbst die effektivste Monotherapie - Hypothermie - in ihrer Wirkung durch
zusdtzliche  pharmakologische = Protektion  gesteigert =~ werden kann.”*  Die
Kombinationstherapie resultierte als einzige Therapie in einer signifikanten Verbesserung der
elektro-physiologischen Erholung. Die Tiere hatten ferner vom ersten postoperativen Tag an
signifikant weniger neurologische Defizite, zeigten die beste Gewichtsentwicklung und hatten

in der histologischen Auswertung das geringste Infarktvolumen.

Das Gesamtinfarktvolumen wurde durch die kombinierte Pharmakotherapie mit
Magnesium und Tirilazad, vergleichbar mit Studie II, um 56% reduziert. Der Effekt war, wie

in der vorangegangenen Versuchsreihe, im Kortex (-70%) stirker ausgeprigt als in den
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Basalganglien (-41%). Hypothermie reduzierte das Gesamtinfarktvolumen um 63% und war
somit die wirkungsvollste Monotherapie. Interessanterweise wurde vorwiegend eine
Infarzierung des Kortex verhindert (-95%), wihrend die Reduktion des Infarktvolumens in
den Basalganglien (-26%) deutlich geringer ausgeprigt und nicht signifikant war. Unter der
Dreifach-Kombination konnte die Bildung des kortikalen Infarkts nahezu vollstindig
verhindert (-99%), das Infarktareal in den Basalganglien deutlich reduziert (-55%) und das
Gesamtinfarktvolumen um insgesamt 77% gesenkt werden. Die Kombination zeigte bereits in
frilhexperimentellen Parametern ihre Uberlegenheit. So erholte sich innerhalb der ersten
beiden postischimischen Stunden die elektrische Aktivitét iiber der betroffenen Hemisphire
auf 89% des Ausgangswertes. Ferner wies diese Gruppe bereits am ersten Tag signifikant
geringere neurologische Defizite auf. Am siebten Tag hatte keines der Tiere residuale
neurologische Ausfille. In der Literatur finden sich kaum vergleichbare Arbeiten. Vacanti und
Ames fanden am Kaninchen, dass Tiere die mit Hypothermie (34°C) oder MgCl, behandelt
wurden, spinale Ischdmie doppelt solange wie Kontrolltiere tolerierten. Die Kombination von
Hypothermie und MgCl, konnte die Toleranzspanne sogar verdreifachen.”” Nach globaler
Ischimie bei Ratten hatte weder Hypothermie noch Verabreichung von MK-801 eine
Wirkung auf das Uberleben von Nervenzellen im Hippocampus.66 Wenn jedoch beide
Therapien kombiniert wurden, stieg die Anzahl der iiberlebenden Zellen auf das siebenfache
und die Versuchstiere zeigten wie in unserer Studie weniger neurologische Ausfille.”
Hingegen konnte durch den NMDA-Antagonisten CGS 19755 nach globaler Ischimie am
Gerbil weder in Monotherapie noch mit der Kombination mit Hypothermie ein anhaltender
protektiver Effekt erzielt werden.”® Bei fokaler Ischimie verminderte sowohl Hypothermie,
als auch MK-801 das Infarktvolumen. Eine Kombination beider Verfahren erbrachte

allerdings keinen zusitzlichen Schutz.”

Die moglichen Wirkmechanismen von Magnesium und Tirilazad wurden in den

257 . .
beschrieben bereits vor

vorangehenden Kapiteln bereits diskutiert. Rosomoff und Holaday
knapp 50 Jahren den Einfluss von Hypothermie auf die zerebrale Durchblutung. Sie konnten
zeigen, dass durch die Herabsetzung der Korpertemperatur der Blutfluss sukzessive abnimmt.

113;183:202 .
3183202 1 einer von

Diese Tatsache konnte bei verschiedenen Spezies reproduziert werden.
Steen und Mitarbeitern durchgefiihrten Versuchsreihe®” kam es zu einer Abnahme der
zerebralen Durchblutung des Affen auf 60-70 % des Ausgangswertes, nachdem die
Temperatur auf 29°C gesenkt wurde. In unseren Experimenten bewirkte die milde

Hypothermie von 33°C eine Abnahme auf ca. 80% des Ausgangswertes bei 37°C. Ebenso

87



erreichte der Blutfluss nach Wiedererwidrmung den Ausgangswert. Wahrend der Ischimie
hatte Hypothermie keinen Einfluss auf die Durchblutung. Es kam jedoch zu einer kurz-
fristigen Verldngerung der initialen Hyperdmie nach Reperfusion. Dieser Effekt wurde durch
die zusitzliche Verabreichung von MgCl, + Tirilazad verstirkt. In Ubereinstimmung mit
unseren Ergebnissen beschrieben Baldwin und Mitarbeiter'’ sowie die Arbeitsgruppe um
Oku,™’ dass Hypothermie bei Hunden die frithe postischdmische Hyperdmie nach Herz-
stillstand verstirkt, ohne die postischdmische Minderdurchblutung zu beeinflussen. Andere
Autoren beschrieben eine abgeschwéchte Hyperéimie,146 hoheren intra- und postischdmischen
Blutfluss'**"**!*" oder konnten keinerlei Einfluss von Hypothermie auf den CBF nach-
weisen. ' Die Ergebnisse sind offensichtlich sehr unterschiedlich. Als Grund fiir die initiale
Hyperperfusion, die bei unseren Hypothermiegruppen auftrat, konnten Verdnderungen der
Elektrolyt- bzw. Ionenhomdostase in Frage kommen.''”® So wurde bereits 1953 unter
hypothermen Versuchsbedingungen eine Erhohung des Serumspiegels von Magnesium
aufgezeigt.”*> Nachdem Magnesium vasodilatativ wirkt, wire dieser Hyperperfusionseffekt
erklirt.”’” In Zusammenschau der unterschiedlichen experimentellen Ergebnisse beziiglich der
Auswirkungen der Hypothermie auf den zerebralen Blutfluss erscheint es wahrscheinlich,
dass die zerebrovaskuldre Reaktion und die lokale himodynamische Konsequenz vom Grad
der Hypothermie oder der Spezies abh'eingt.64;275 Es wurden auch nach selektiver Kiihlung des

Gehirns und nach Ganzkérperkiihlung unterschiedliche Ergebnisse berichtet.'**'%

In Studie III beobachteten wir, wie in Studie II, einen nicht signifikanten Anstieg der
Glucosewerte bei den mit Magnesium behandelten Tieren. Dieser Anstieg war auch in den
Hypothermiegruppen erkennbar. In der Kombinationsgruppe MgCl, + Tirilazad + Hypo-
thermie addierte sich diese Wirkung zu einem signifikanten Anstieg der Blutglukose wihrend
des Experiments. Dies ist bei beiden Therapien bekannt. Der Effekt von Magnesium wurde
bereits diskutiert. Der Glukoseanstieg in den Hypothermiegruppen ist wahrscheinlich durch

eine Suppression der Insulinausschiittung und vermehrte Glykogenolyse bedingt.273 =00
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Hypothermie gilt als eine der effektivsten neuroprotektiven Malnahmen bei
tierexperimenteller zerebraler Ischimie.”” Eine Reihe verschiedenartiger Wirkmechanismen
wurden diskutiert.®**’ Hypothermie greift protektiv in mehrere Vorginge innerhalb der sog.
ischdmischen Kaskade wie z.B. Sauerstoffradikalbildung, Glutamatfreisetzung oder
Lipidperoxidation ein. Die verschiedenen Wirkungsmechanismen sind moglicherweise fiir
den {iiberzeugenden protektiven Effekt verantwortlich. Es wurde die Hemmung der

52;123

Glutamatfreisetzung sowie eine Verbesserung der Wiederaufnahme von Glutamat

nachgewiesen.341 Zusitzlich greift Hypothermie in die Arachidonsédure-Kaskade ein, hemmt

die Bildung freier Radikale und verhindert die Lipidperoxidation.m;175;176 Hinzu kommt die

55:80;162;171

Reduktion des zerebralen Metabolismus, eine Verringerung des postischimischen

Odems und damit eine Verminderung des intrakraniellen Drucks.' "'

Hypothermie fiihrt dariiber hinaus zur Stabilisierung der Zellmembranen und somit zu
einer ausgeglicheneren Ionen-Homoostase.'™* Ein weiterer entscheidender Schritt in der
Zellschidigung ist die Aktivierung der Proteinkinase C und von Lipasen sowie letztendlich
die Fragmentierung der DNA. Auch hier greift Hypothermie ein.”®'®*?*"31% weitere

protektive Mechanismen sind die Hemmung der NO—Synthesem&307

22

oder die Verminderung

der Gewebsazidose.' Neuerdings gibt es vermehrt Hinweise, dass Hypothermie die

. . . o 1443145167
Proteinsynthese und Expression protektiv wirksamer Gene unterstiitzt.
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Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Arbeit war, hinsichtlich der Problematik eines temporiren
GefiBverschlusses, einen kombinierten therapeutischen Ansatz zur Vermeidung ischimischer
Schiadigungen und damit von irreversiblen neurologischen Ausfillen zu entwickeln und
dessen Wirksamkeit im Tierexperiment an Ratten zu iiberpriifen.

Die vorliegende Arbeit behandelt drei Versuchsreihen, die das pathophysiologisch
orientierte Konzept einer kombinierten bzw. multimodalen Behandlungsstrategie bei
transienter fokaler zerebraler Ischimie untersuchen. Die Uberlegung war, dass durch
gleichzeitigen Antagonismus sowohl von freien Radikalen, als auch von exzitotoxischen
Aminoséduren und Kalzium eine gesteigerte neuroprotektive Wirkung erzielt werden kann.
Diese Hypothese konnte allerdings durch die Studie I nicht gestiitzt werden. Eine
Kombination von Dextromethorphan und Tirilazad erscheint zumindest in der gewéhlten
Dosierung wenig erfolgversprechend. Im Gegensatz dazu konnte in Studie II durch
Magnesium und Tirilazad eine iiberzeugende Neuroprotektion in einem fiir neurochirurgische
Fragestellungen relevanten Modell erzielt werden.

In der dritten Versuchsreihe zeigte sich schlielich anhand elektrophysiologischer,
funktioneller und morphologischer Parameter, dass die kombinierte Pharmakotherapie mit
Magnesium und Tirilazad die Wirksamkeit der bisher als effektivste Therapie angesehenen
Hypothermie steigern kann. Milde Hypothermie ist perioperativ leicht zu erzeugen und
weitgehend nebenwirkungsfrei. Sie scheint jedoch die schiddliche Wirkung von freien
Radikalen bzw. von Kalzium und Glutamat nicht optimal zu antagonisieren. Die Kombination
von Hypothermie und dem pharmakologischen Antagonismus von freien Radikalen sowie
von Kalzium bzw. Glutamat scheint offensichtlich hohes zerebroprotektives Potential bei
fokaler Ischiamie zu besitzen. Von groBem Vorteil fiir die vorliegende Dreifach-Therapie ist
die Tatsache, dass jede Einzelkomponente bereits fiir den klinischen Einsatz am Patienten

zugelassen ist.

Zwischenzeitlich wurde von der Ethikkomission der Ludwig-Maximilians-Universitét
eine prospektiv, randomisierte klinische Studie mit dieser neu entwickelten Kombinations-
therapie genehmigt. Die Neurochirurgische Klinik des Klinikum GroBhadern fiihrt diese

Studie derzeit an Patienten mit zerebralen Aneurysmen durch.
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