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EINLEITUNG

1. EINLEITUNG

Globale und fokale zerebrade Minderdurchblutungen treten im Rahmen der
notfallmedizinischen, anasthesiologischen und intensivmedizinischen Versorgung von
Patienten regelhaft auf. In den westlichen Industrielandern kommen pro 100.000 Einwohner
jahrlich etwa 40-90 pulmonale Wiederbelebungen nach Herzkreislaufstillstand vor. Bei 25-50
% dieser Patienten kann eine spontane Zirkulation wieder erfolgreich hergestellt werden.
Allerdings konnen nur 5-15 % der Patienten aus dem Krankenhaus entlassen werden
(BOTTIGER et al., 1999). Ursache fiir diese intrahospitale Mortalitit ist eine schwere
ischamisch-hypoxisch bedingte neuronale Schiadigung. AuBerdem tberlebt von den
entlassenen Patienten nur ein geringer Prozentsatz mit schweren neurologischen Defiziten
(PROUGH et ZORNOW, 1999). Bei 30-50 % der entlassenen Patienten konnen milde
neurologische Defekte wie das postischamische amnestische Syndrom nachgewiesen werden
(VOLPE et a., 1983). Andere mogliche Symptome sind Depressionen, Lahmungen und
schwere Psychosen. Diese konnten in klinischen Studien bis zu drei Jahren nach
Herzkreid aufstillstand nachgewiesen werden (DRY SDALE et al., 2000).

Der Schlaganfall gehort in den westlichen Landern zur haufigsten neurologischen Ursache
einer Invaliditat. Jihrlich erleiden 200.000 bis 250.000 Menschen in Deutschland einen
Schlaganfall. Die Inzidenz liegt damit bei etwa 400 Personen pro 100.000 Einwohner im Jahr.
Bezogen auf das Lebensalter sind mindestens 5 % aller dber 65-jahrigen von
Durchblutungsstérungen des Gehirns betroffen. Bei den iiber 75-jahrigen betriagt die Rate
schon mehr als 10 % und bei den tiber 85-jahrigen sind mehr al's 20 % betroffen. Damit sind
zerebrovaskuldre Erkrankungen mit 20,1 % nach Krebs und ischamischen Herzkrankheiten
die dritthaufigste Todesursache (Statistisches Bundesamt Wiesbaden). Der Schlaganfall ist in
tiber 80 % der Fille ischamisch bedingt infolge eines Verschlusses eines hirnversorgenden
Gefafles wie durch Thromben oder Emboli, wahrend Hirnblutungen etwa 20 % der Ursache
ausmachen.

Neben dem akuten Schlaganfall in der Notfallmedizin sind fiir den Anisthesisten auch
wahrend herz- und gefaBchirurgischen Operationen auftretende zerebrale Ischimien von
Bedeutung. Hier kann es sowohl zur globalen als auch zur disseminierten fokalen zerebralen
Ischimie kommen (ARROWSMITH, 2000, zur Ubersicht). Die Hiufigkeit kognitiver
Defizite nach herzchirurgischen Eingriffen wird mit bis zu 30-80 % angegeben.
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Irreversible Schaden nach globaler zerebraler Ischimie machen in der Regel eine Riickkehr
des Patienten ins Berufdeben schwer bis unmoglich und schrinken die Lebensqualitit sehr

en.

Die therapeutischen Moglichkeiten, nach einer zerebralen Minderperfusion das gefahrdete
Hirngewebe zu schiitzen, sind zurzeit sehr begrenzt und beschrianken sich im Wesentlichen
auf symptomatische Behandlungen (SCHIELE et al., 2000). Nach Herzkreidaufstillstand
kann eine therapeutische Hypothermie das neurologische Ergebnis giinstig beeinflussen
(HYPOTHERMIA AFTER CARDIAC ARREST STUDY GROUP, 2002; BERNARD et .,
2002). Eine der wenigen kausalen Therapieansitze nach zerebraler Ischimie stellt die
Anwendung von rekombinantem Plasminogenaktivator zur Thrombolyse dar, alerdings ist
diese Behandlung umstritten, da Plasminogenaktivatoren das Risiko von Hirnblutungen um 6
% erhohen (NINDS t-PA Stroke Study Group, 1997), ein sehr kurzes Zeitfenster von drei
Stunden nach dem Insult aufweisen und direkt neuronenschadigend wirken konnen (WANG
et a., 1998). Dariiber hinaus konnte trotz vielversprechender Ansitze kein neuroprotektiv
wirksames Medikament identifiziert werden. Aus diesem Grund sind zukiinftige

Untersuchungen fiir die Schlaganfalltherapie von besonderer Relevanz.

Aktiviertes Protein C (APC) ist ein physiologischer Inhibitor der Gerinnung durch die
Inaktivierung der Gerinnungsfaktoren Va und Vllla und die verminderte Bildung von
Thrombin. Die antikoagulatorische Aktivitit von APC wurde in der Vergangenheit bereits
mehrfach beschrieben. Eine Verschiebung im Gleichgewicht des Gerinnungssystems, z.B.
durch einen Protein C-Mangel, kann zu einem Uberwiegen der prokoagulatorischen Effekte
fuhren. Dies ist der Fall beim Vorliegen einer schweren Sepsis. Hier kommt es durch eine
Storung des Protein C-Systems zu einer Bildung von Mikrothromben und infolgedessen zu
einer disseminierten intravasalen Gerinnung (DIC) mit einer Reduktion der Mikrozirkulation
und konsekutivem Organversagen. Tatsichlich ist die Plasmakonzentration von Protein C bel
Patienten mit schwerer Sepsis um 90 % im Vergleich zu gesunden Probanden vermindert
(YAN et al., 2001; LIAW, 2004). Aus diesem Grund scheint eine Normalisierung der
Plasmakonzentration von Protein C ein Wiederherstellen des Gleichgewichtes zwischen pro-
und antikoagulatorischem System zu versprechen. Da die Unterscheidung zwischen Protein
C-Mangel mit normaler Aktivierung und ein normaler Protein C-Spiegel mit gestorter
Aktivierung nicht moglich ist, ist die Supplementierung der aktivierten Form sinnvoller als

die Gabe der inaktiven Form. Die aktivierte Form des Protein C wirkt in der Sepsis als

2
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Antikoagulans und fiihrt so zu einer verbesserten Mikrozirkulation durch Auflésen der
mikrovaskularen Obstruktionen. Zwischen 1998 und 2000 konnte rekombinantes humanes
aktiviertes Protein C (rhAPC) in einer multizentrischen, multinationalen,
placebokontrollierten und doppelt verblindeten Studie an 1690 Patienten mit schwerer Sepsis
die Gesamtletalitat signifikant um 6 % senken. Seit Ende 2002 ist es daher as Xigris
(Drotrecogin apha [aktiviert], Fa Eli Lilly and Company, Indianapolis, USA) zur

Behandlung der schweren Sepsis mit Multiorganversagen in Deutschland zugel assen.

Unabhingig von der antikoagulatorischen Aktivitiat wurden in den letzten Jahren auch eine
antiinflammatorische und antiapoptotische Wirksamkeit von APC nachgewiesen. Bisher
wurde angenommen, eine antiinflammatorische Aktivitait durch APC wiirde indirekt
vermittelt durch die antikoagulatorische Wirkung, da APC die Verminderung von Thrombin
induziert, einem proinflammatorischen Agens. Allerdings konnte hier die Beteiligung eines
Effektorrezeptors, dem protease activated receptor-1 (PAR-1) nachgewiesen werden, der nicht
die antikoagulatorische Wirksamkeit vermittelt. Hier richtet sich die allgemeine
Aufmerksamkeit auf eine direkte antiinflammatorische und antiapoptotische Wirkung von
APC auf die Zellen, die iiber diesen Rezeptor vermittelt wird und deren Mechanismus nicht

vollends geklart werden konnte.

Die Tatsache, dass die APC-Konzentration im Blut von Patienten nach einer Routine-Carotis-
Endarterektomie anstieg (MACKO et al., 1999), lasst vermuten, dass zerebrale Ischimie eine
APC-Produktion induziert und APC hierbei eine protektive Wirkung besitzt. Auf diesen
Ergebnissen basierend konnte in tierexperimentellen Studien am Modell der fokalen
zerebralen Ischimie der Maus eine antiinflammatorische und neuroprotektive Wirkung von
APC bereits beobachtet werden (SHIBATA et a., 2001; FERNANDEZ et al., 2003). Auch
die antiapoptotische Wirksamkeit wurde sowohl in vitro as auch in vivo nachgewiesen
(CHENG et al., 2003). APC offeriert damit ein zyto- und neuroprotektives Potential nach
zerebraler Ischiamie, das dieses Medikament fiir den Einsatz in der Behandlung des
Schlaganfalls zu einer interessanten Alternative macht.

Da eine neuroprotektive Wirkung von APC bisher nur nach fokaler zerebraler Ischamie im
Mausmodell beobachtet wurde, stellt sich die Frage, ob dieser Effekt auch im Modell der
globalen zerebralen Ischimie der Ratte reproduzierbar ist. Ziel der vorliegenden Studie ist es
daher, den neuroprotektiven Effekt von APC zehn Tage nach globaler zerebraler Ischamie der

Ratte zu untersuchen.
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2.  SCHRIFTUM

2.1. DasNervensystem

Das Nervensystem kann unterschiedlich eingeteilt werden: topographisch in das zentrale und
das periphere Nervensystem und funktionell in das somatische und das vegetative
Nervensystem. Das zentrale Nervensystem (ZNS) umfasst das Gehirn (Encephalon) und das
Riickenmark (Medulla spinalis), wihrend zum peripheren Nervensystem (PNS) alle auierhalb
dieser Strukturen gelegenen Anteile wie Ganglien, Hirnnerven und periphere Nerven
gerechnet werden. Das somatische (=senso-motorische, willkiirliche) und das vegetative
(=autonome, unwillkiirliche) Nervensystem sind beides Teile sowohl vom ZNS a's auch vom
PNS. Eine Einteilung in ZNS und PNS ist also rein willkiirlich, da periphere Nerven die
Axone von Neuronen darstellen, die zum groBen Teil im Gehirn oder Riickenmark liegen
(NICKEL et a. 1992). Das vegetative Nervensystem, welches im Wesentlichen
Steuerungsvorgange im Organismus regelt, kann weiterhin unterteilt werden in den

Sympathikus, Parasympathikus und das intramurale Nervensystem.

2.1.1. DasGehirn

Das Gehirn ist das iibergeordnete Integrations-, Koordinations- und Regulationsorgan des
Organismus. Die Leistungsfahigkeit des Gehirns steht im engen Zusammenhang mit seiner
Morphologie (NICKEL et al., 1992). Es liegt geschiitzt in der Schadelhohle (Cavum crani)
und wird von den Hirnhiauten (Meninges encephali) umgeben, welche die Pachymeninx
encephali mit der harten Hirnhaut (Dura mater) und die Leptomeninx encephali mit der
weichen Hirnhaut (Pia mater) und der gefifireichen Spinnenhaut (Arachnoidea) umfasst. Die
Dura mater bildet zwei Duplikaturen, die GroBhirnsichel (Falx cerebri) und das hautige
Kleinhirnzelt (Tentorium cerebelli membranaceum). Die Falx cerebri teilt die beiden
GroBhirnhemisphéren in sagittaler Ebene, wihrend das senkrecht dazu stehende Tentorium
cerebelli membranaceum nach rostral das Kleinhirn vom GroBhirn abtrennt. In die Dura mater
eingebettet finden sich mit Endothel ausgekleidete Blutleiter (Sinus), die venses Blut fiihren

und teilwei se durch Knochenkanile verlaufen konnen.
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Das Gehirn kann aus morphologischer und phylogenetischer Sicht in folgende Abschnitte

unterteilt werden:

das Vorderhirn (Prosencephalon) mit Zwischenhirn (Diencephalon) und
Endhirn (Telencephal on),

das Mittelhirn (Mesencephalon) und

das Rautenhirn (Rhombencephalon) mit Nachhirn (Myelencephalon) und
Hinterhirn (M etencephal on)

Das Telencephaon besteht aus zwei Halften, den Hemisphiren, und einem unpaaren
Mittelstiick (Telencephalon medium). Jede Hemisphire setzt sich aus dem &duBerlich nicht
sichtbaren Stammanteil, dem Ganglienhiigel mit dem Corpus striatum, und dem sich darauf
aufgebauten Hirnmantel (Pallium) zusammen. Phylogenetisch kann man das Pallium in das
Palaeopallium und das Archipallium einteilen. Diese beiden verkorpern zusammen das
Riechhirn (=Rhinencephalon) und stellen zwei sehr alte Teile des Gehirns dar. Phylogenetisch
jungeren Ursprungs ist das Neopallium, das sich in der Entwicklung von dorsal zwischen
Palaeo- und Archipallium eingefiigt hat. Entsprechend des zytoarchitektonischen Aufbaus des
Cortex kann man nun zwischen Palaeo-, Archi- und Neocortex unterscheiden, wobel der
Neocortex grundsitzlich gleich strukturiert ist und als Isocortex bezeichnet wird und der
Palaeo- und der Archicortex zusammengefasst als Allocortex benannt werden.

Beim makroskopischen Aufbau des zentralen Nervensystems unterscheidet man die weille
und die graue Substanz. Als graue Substanz (Substantia grisea) bezeichnet man die Anteile
des ZNS, die vorwiegend aus den Somata der Neuronen bestehen. Die Nervenfasern hingegen
bilden in ihrer Gesamtheit die wei3e Substanz (Substantia alba).

Histologisch kann man das Nervengewebe nach phylogenetischen und funktionellen Kriterien
einteilen: In der Phylogenese entstehen aus dem Ektoderm das Nervengewebe, aus dem
Mesoderm das umhiillende Bindegewebe und die sekundir einsprossenden Gefille.
Funktionell unterscheidet man beim Nervengewebe zwei unterschiedliche Zelltypen: die
Neuronen, die fir die Erregungsbildung und —weiterleitung zustindig sind, und die
Gliazellen, die Stiitz-, Abgrenzungs- und Ernahrungsfunktionen iibernehmen. Beide Zellarten
gehen aus multipotenten Stammzellen des Neuraepithels hervor. Nach mehreren
Zellteilungen entstehen unterschiedliche Vorlauferzellen fiir Neurone und Gliazellen
(Neuroblasten und Glioblasten), die sich im Verlauf der Entwicklung zu Neuronen und

Gliazellen ausdifferenzieren.
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2.1.2. Entwicklung des Gehirns

Allgemein entwickelt sich das Nervengewebe aus dem dueren Keimblatt (Ektoderm), die
Meningen und die sekundir ins Nervengewebe einwachsenden Gefifle sind jedoch
mesodermaler Herkunft (RUSSE et SINOWATZ, 1991). Die primire Anlage des
Nervensystems entsteht rostral der Primitivrinne in Form einer Verdickung im Ektoderm, der
sogenannten Neuralplatte, aus der sich durch Aufwolben der Seitenrinder die Neuralrinne
bildet und sich daraufhin durch Zusammenschluss der Seitenriander das Neuralrohr formt. Am
cranialen Ende des Neurarohrs bildet sich nun eine blaschenartige Erweiterung, die sich im
Folgenden bereits morphologisch als auch funktionell untergliedern lisst in eine dorsale
Fliigelplatte und eine ventrale Grundplatte: die rezeptorischen Zentren des Neuralrohrs
befinden sich dabei in der Fliigelplatte, die effektorischen Zentren in der Grundplatte. Aus der
blaschenartigen Erweiterung entstehen durch eine doppelte Abgrenzung durch die Chorda
dorsalis zwei Gehirnbldaschen, das priachordale Archencephalon mit dem epichordalen
Deuterencephaon. Das vordere Blaschen kriimmt sich nun nach ventral ab und wird nun als
priméres Vorderhirn, Prosencephalon, bezeichnet. Das Deuterencephalon erweitert sich nun
und wird durch eine dorsde Einschnirung zur Mittelhirnanlage umgebildet. Am
Prosencephalon bilden sich nun die Augenbldschen und rostral von diesen durch bilateral
symmetrisches Wachstum die Anlage des Telencephalon, das durch den Sulcus
hemisphaericus vom tibrigen Teil des Prosencephalon, das Diencephalon, abgeschniirt wird.
Durch Abknicken des Prosencephalon bildet sich das Mesencephalon, dem sich das
Rhombencephalon anschlieit. Aus diesem entwickeln sich nun das Metencephalon mit der
Kleinhirnanlage und das caudale Myencephalon, welches durch eine ventrale Krimmung
vom Medullarrohr abgegrenzt wird. Damit sind die charakteristischen sechs Abschnitte des
Gehirns mit Tel-, Di-, Mes-, Met- und Myelencephalon sowie Medulla spinalis festgelegt
(NICKEL et al., 1992).

Dieser Aufbau entspricht der anatomischen Einteilung des Gehirns des Menschen und stimmt
im Grundprinzip mit dem Gehirn der Ratte iiberein. Dariiber hinaus ist das menschliche
Gehirn in seiner Funktion und Blutversorgung mit dem der Ratte vergleichbar. Deshalb geht
man davon aus, dass die aus dem Tierversuch gewonnenen Erkenntnisse weitgehend auf die
Humanmedizin tibertragbar sein konnen (LIEBMANN, 1993).
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2.1.3. Stoffwechsel des Gehirns

Das Gehirn ist eines der stoffwechselaktivsten Organe des menschlichen Korpers. Die
Hirndurchblutung bei Gesunden wird im Mittel mit 58 mI/100 g Hirngewebe/min angegeben.
Obwohl das Gewicht des Gehirnes nur 2 % des Korpergewichtes betragt, erhilt es 15-20 %
des normalen Herzzeitvolumens (700-900 ml/min) und verbraucht 20 % des gesamten
Sauerstoffbedarfs (3,3 ml/100 g/min) des Korpers. Die Energieversorgung erfolgt fast
ausschliefllich iiber den Metabolismus von Glukose, welche unter physiologischen
Bedingungen zu 90 % vollstindig oxidativ metabolisiert wird (MAGISTRETTI et
PELLERIN, 1996). 25 % des Glukoseverbrauches des Korpers (5,3 mg/100 g/min) finden im
ZNS statt. Der Vorrat (Glukose bzw. Glykogen) im Gehirn reicht nur zur Deckung des
Energiebedarfes fir etwa 1 Minute aus (GELMERS, 1989). Unter physiologischen
Bedingungen betragt der Sauerstoffverbrauch des Gehirns 3-5 mI/100 g/min (40-70 ml/min),
das Sauerstoffangebot im Blut 20 bis 50 mI/100 g/min (150 ml/min). Diese Sauerstoffreserve
sorgt dafiir, dass der aerobe Stoffwechsel mit ausreichender Sicherheit gewahrleistet wird. So
werden aus einem Mol Glukose unter Aufwendung von 6 Mol O, durch Glykolyse und Citrat-
Zyklus 36 Mol ATP und 6 Mol CO, gewonnen. Da weder in den Neuronen noch in der
Neuroglia nennenswerte Mengen an O, und Glukose gespeichert werden konnen, ergibt sich
eine extreme Abhingigkeit des Gehirns von einer kontinuierlichen Substratversorgung tiber
den zerebralen Blutfluss.

Der zerebrale Energiebedarf lasst sich unterteilenin:

Funktionsstoffwechsel (ca. 60 %)
Erhaltungsstoffwechsel (ca. 40 %)

Der Funktionsstoffwechsel umfasst alle hoheren neuronalen Funktionen wie die Generierung
von elektrischen Signalen. Der Erhaltungsstoffwechsel sorgt fiir die Aufrechterhaltung der
zelluldaren Integritit z.B. die Aufrechterhaltung des Ruhemembranpotentials und der
lonengradienten und die Synthese von Strukturproteinen (MICHENFELDER et THEYE,
1973). Folglich kann der zerebrale Metabolismus bis zu 60 % abnehmen, bevor es zu einer
Einschrankung des Erhaltungsstoffwechsels kommt und die zelluldre Integritiat bedroht ist.
Der O,-Verbrauch (und damit der Blutfluss) des Gehirns ist eng an den Energiebedarf
gekoppelt, d.h. ATP-Verbrauch und ATP-Neusynthese (unter O,-Verbrauch) halten sich die
Waage. Unter physiologischen Bedingungen stehen alle Stoffwechselprodukte und Substrate

in einem dynamischen Gleichgewicht.
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2.1.4. GefaBversorgung des Gehirns

Arterielle Blutversorqung

Die arterielle Blutversorgung des Gehirns erfolgt iiber vier grole extrakranielle Gefile, die
rechte und linke Arteria (A.) carotis interna, die jeweils aus der A. carotis communis
entspringen und tiber die A. intercarotica caudalis eine Anastomose bilden, sowie durch die
rechte und linke A. vertebralis, die aus der A. subclavia abzweigen (LIEBMANN, 1993). Die
beiden Arteriae (Aa.) vertebrales treten durch das Foramen magnum in die Schiadelhohle ein
und vereinigen sich am Oberrand der Medulla oblongata in die A. basilaris, die auf der
Ventralseite der Pons nach rostral verlauft und sich wiederum an deren Oberrand in die
beiden Aa. cerebri posteriores aufteilt. Diese sind jewells iiber eine A. communicans posterior
mit der gleichseitigen A. cerebri media verbunden. Die A. carotis interna durchlduft im
Canalis caroticus die Schiadelbasis und setzt sich als A. cerebri media fort. Diese gibt
ihrerseits um das Chiasma opticum herum die beiden Aa. cerebri anteriores ab, welche durch
die A. communicans anterior anastomosieren. Die beiden Aa. cerebri anteriores versorgen den
cranialen und medialen Teil der Hemisphéren, die A. cerebri media den lateraen Teil. Die
Aa. communicantes posteriores verbinden auf jeder Seite die A. cerebri posterior mit der A.
cerebri media, wihrend dessen die beiden Aa. cerebri anteriores durch die A. communicans
anterior miteinander verbunden sind. Durch diese Verbindungsarterien bildet sich um den
Hypophysenstil an der Gehirnbasis ein ringformig geschlossenes arterielles System aus, der
Circulus arteriosus cerebri oder Circulus arteriosus Wilisii (siehe Abbildung 1). Dieser
Gefafiring, der den Hypothalamus umgibt, erlaubt, dass Blut aus jedem Zuflussgebiet in jedes
Areal des Gehirns verteilt wird. Von ihm geht die Versorgung der kortikalen (Rami
corticales) und subkortikalen Areale (Rami basales) ab.

Die hier geschilderten Verhiltnisse entprechen den anatomischen Gegebenheiten des
Menschen. Da die BlutgefaBversorgung von Mensch und Ratte viele Ubereinstimmungen
zeigt, bietet die Ratte im Tiermodell eine gute Vergleichbarkeit zu Untersuchungen von
Storungen und Krankheiten des Gehirns beim Menschen (LEE, 1995, zur Ubersicht).
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Circulus Arteriosus Cerebri - Gefilie isoliert
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Abbildung 1: Arterielle Gefdpversorgung des Gehirns (Frank H. Netter, MD: Atlas der
Anatomie des Menschen)

A, basilaris

A labyrinthi

Venoser Abfluss

Die Venen, die sich nicht an den Verlauf der Arterien haten, sind in die Dura mater
eingebettet und werden durch ein ventrales und ein dorsales Venensystem reprasentiert.
Charakteristika sind das Fehlen von Klappen sowie der typischen Bauweise der Gefaflwinde
durch den Einbau in die Dura mater, was einen Ausgleich von schwankenden
Druckverhiltnissen innerhalb der Schiadelhchle ermoglicht. Der Sinus dorsalis wird im
Wesentlichen aus dem in der Falx cerebri verlaufenden Sinus sagittalis dorsalis und dem
rechtwinklig dazu im Tentorium cerebelli verlaufenden Sinus transversus reprisentiert und
stellt kein einheitliches Gefdl mit Lumen dar, sondern ist von Bindegewebsbilkchen
durchsetzt und unterteilt. Der Sinus dorsalis nimmt das Blut der Venae (Vv.) cerebri dorsales
und der Vena (V.) cerebri magna auf. Die Sinus miinden in den Confluens sinuum, der an der
Protuberantia occipitalis interna gelegen ist. Vom Confluens sinuum flieit das venose Blut

durch den Sinus transversus und Sinus sigmoideusin die V. jugularisinterna.
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Der Sinus ventralis bildet einen die Hypophyse umschlie3enden ringférmigen Sinus, in den
die Vv. cerebri ventrales miinden. Er besteht aus den Sinus cavernosi, die die Hypophyse
beidseitig, aber auch ventra umschlie3en sowie den diese rostral und cauda verbindenden
Sinus intercavernos rostralis und caudalis. Rostral anastomosieren die Sinus cavernosi mit
dem Plexus ophthalmicus, bieten aber im Allgemeinen Abflussmoglichkeiten in rostraler
Richtung aus dem ventralen Sinussytem iiber die V. ophthalmica externa in die V. facialis.
Cauda gehen aus den Sinus cavernos die Sinus petrosi ventrales hervor (NICKEL et a.,
1992).

2.1.5. Der Hippokampus

Die Hippokampusformation (griech. = Seepferdchen) ist Teil des limbischen Systems und
besteht im Wesentlichen aus dem Gyrus dentatus, dem Hippokampus (Cornu ammonis, CA,
Ammonshorn) und dem Subiculum. Der Hippokampus liegt bogenformig ausgezogen entlang
des Unterhorns des Seitenventrikels (dessen mediale Begrenzung er bildet) im mesialen
Temporallappen (siehe Abbildung 2). Nach lateral ist er durch den Sulcus hippocampi vom
Gyrus parahippocampalis getrennt. Alle sensorischen Systeme erreichen (iiber die Area
entorhinalis) mit ihren Informationen den Hippokampus. Er kann daher als polymodales
sensorisches  Assoziationszentrum  aufgefasst werden. Phylogenetisch  gehort  der
Hippokampus zum Allocortex und ist im Lauf der Entwicklung von seiner Lage dorsal des
Corpus calosum in den Temporallappen verlagert worden. Im Temporallappen lassen sich
Unterareale des Hippokampus (CA-Regionen: CA1, CA2, CA3 und CA4) mit den folgenden
drei Schichten unterscheiden (NICKEL et al., 1992):

1. Stratum moleculare (Endverzweigungen afferenter Nervenfasern und Spitzendendriten
der gro3en Pyramidenzellen), weitere Untergliederung dieser Schicht in tiefen Lagen
= Stratum lacunosum

2. Stratum pyramidale (groBe, dicht gelagerte Pyramidenzellen)

3. Stratum multiforme sive oriens

Im weilen Muldenblatt oder Alveus vereinigen sich die efferenten Axone der
Pyramidalzellen (= weile Substanz) an der Ventrikelfliche des Hippokampus. Das
Grundgeriist dieser Schichtung bilden die Pyramidenzellen. Die apikalen Dendriten erstrecken

10
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sich bis in das Stratum moleculare, die basalen Dendriten in das Stratum multiforme. Das
Subiculum ist das zytoarchitektonisch abgrenzbare Areal zwischen der CA1-Region und der
Area entorhinalis. Der Gyrus dentatus besteht ebenfalls aus drei Schichten: der Lamina
molecularis, der Lamina granularis, in der die Somata der Kornerzellen liegen, und der

Lamina multiformis, auch als Hilus bezeichnet.
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Abbildung 2: Hippokampusformation der Ratte (nach PD Dr. J. Kazca, Veterindr-
anatomisches I nstitut Leipzg)

2.2. Zerebralelschimie

2.2.1. Definition

Die zerebrale Ischamie ist definiert als eine Verminderung oder vollige Unterbrechung des
zerebralen Blutflusses des gesamten Gehirns bzw. Teilen von diesem oder spezifisch
vulnerabler Neuronen (KEMPSKI, 2000). Daraus resultieren eine verminderte
Sauerstoffzufuhr mit negativer O,-Bilanz sowie eine Unterbrechung der Energiezufuhr und
Akkumulation toxischer Stoffwechselprodukte, die zu einer Gewebehypoxie fiihren
(WERNER, 2000).

11
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2.2.2. Ischamieformen

Grundsitzlich konnen zwel verschiedene Formen der zerebralen Ischimie unterschieden
werden: die globale Ischimie, wenn eine Unterbrechung der gesamten Gehirndurchblutung
vorliegt und die fokale Ischamie, bel welcher nur das Versorgungsgebiet einer Hirnarterie von
der Mangeldurchblutung betroffen ist. Bei beiden Formen unterscheidet man nun zusitzlich
noch die komplette und die inklompette Ischimie in Abhingigkeit vom Auftreten einer
Restperfusion des Gewebes (WERNER, 2000).

Eine komplette globale Ischdmie tritt beispielsweise bei einem Herzkreislaufstillstand auf, bei
dem es zur vollstindigen Unterbrechung der Gehirndurchblutung kommt. Die inkomplette
globale Ischadmie entsteht z.B. durch ein diffuses Hirnodem mit Erhéhung des intrakraniellen
Drucks, bei dem noch eine geringgradige Perfusion vorhanden ist, aber das gesamte Gehirn
nicht mehr ausreichend mit Sauerstoff versorgt werden kann.

Bel einer kompletten fokalen Ischdmie kommt es nun zum vollstindigen GefaBverschluss
eines Gehirngefales mit lokal begrenzter Minderperfusion des Versorgungsgebietes einer
Hirnarterie, z.B. bel einem Schlaganfall (KEMPSKI, 2000), wihrend der unvollstindige
Verschluss in einer inkompletten fokalen Ischdmie resultiert. Eine Sonderform der fokaen
Ischamie stellt die multifokale Ischdmie dar. Bel ihr sind multiple, ungleichmaBig verteilte
Areale des Gehirns von einer Minderdurchblutung betroffen, z.B. as Folge einer Embolie
(TRAYSTMAN, 2003, zur Ubersicht).

In Abhiangigkeit von der Dauer der Minderperfusion des betroffenen Gebietes unterscheidet
man auBerdem eine permanente und ene tempordre/transiente Ischimie. Bei der
permanenten Ischimie ist die Perfusion dauerhaft unterbrochen, wihrend sich einer
temporaren oder transienten Ischamie die Reperfusion des betroffenen Gewebes anschlieft.
Die Quantitat und Qualitit des Schadens nach einer zerebralen Ischimie ist immer abhingig
von mehreren Faktoren wie Intensitat, Dauer der Ischamie und Reperfusionszeit (ITO et al.,
1975). Bei globalen Ischimien kommt es nach wenigen Minuten bereits zu strukturellen
Schiden, weshalb dieser Zustand vom betroffenen Organismus nur iiber einen relativ kurzen

Zeitraum toleriert werden kann.
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2.2.3. Pathophysiologie

Bel der zerebralen Ischamie handelt es sich um eine Verminderung oder Unterbrechung der
Gehirndurchblutung. Eine temporire Verminderung der regionalen Durchblutung bis auf 20
mi/100 g/min lasst die elektrische Aktivitit des Cortex und die evozierten Potentiale
unbeeintrachtigt. Erliegen der elektrischen Aktivitét tritt bei einer Verminderung auf 15
mi/100 g/min auf, wiahrend ein irreversibler Funktionsverlust bei Werten zwischen 6 und 8
ml/100 g/min zu beobachten ist (SIEGENTHALER et BLUM, 2006).

Die zerebrale Ischamie fiihrt zu einer Kaskade von pathophysiologischen Prozessen, die den
ischamischen Zelltod der Neuronen vorantreiben. Die pathophysiologischen Mechanismen
der globalen Ischimie beinhalten im Wesentlichen die Merkmae Energiemangel,
Depolarisation, Akkumulation von Stoffwechselprodukten, Exzitotoxizitit, Entstehen freier
Sauerstoffradikale, Inflammation und Apoptose.

Aufgrund der verminderten Mikrozirkulation wihrend eines ischamischen Insultes ist die
Zufuhr energiereicher Substrate zum Gehirn und damit die ATP-Produktion verringert (MIES
et a., 1990). Das im Gehirn produzierte ATP wird zum groten Teil verbraucht, um die
lonengradienten iiber die Na'™-K*-ATPase und damit das Ruhepotential der Nervenzellen zu
erhaten und nach synaptischer Erregung wieder aufzubauen. Infolge des ATP-Mangels
wihrend der Ischiamie nimmt die Funktion der energieabhingigen lonenpumpen ab und
Natrium- und Chlorid-lonen stromen in die Zellen (WERNER, 1997; PALMER et al., 1985).
Das Ruhepotential bricht zusammen, die Neuronen werden durch glutamaterge Erregung
depolarisiert und der Repolarisationsmechanismus kommt zum Erliegen. Eine
Beeintrachtigung des Energiemetabolismus verhindert auch die ATP-abhingige Entfernung
von Calcium-lonen aus der Zelle sowie die ATP-abhingige Speicherung von Calcium-lonen
im endoplasmatischen Retikulum (TURRENS et al., 1991). Die Calciumiiberlastung der
Mitochondrien fiihrt zu einer irreversiblen Schiadigung dieser. Erhohte Konzentrationen von
intrazellularen Calcium-lonen fiihren dariiber hinaus zur Aktivierung verschiedener Enzyme,
die autolytische Prozesse der Zelle vorantreiben (siehe unten).

Wihrend der ischamischen Phase und der frithen Reperfusion ist ein wesentliches Merkmal
die Exzitotoxizititdt durch ein massives Freiwerden exzitatorischer Neurotransmitter wie
Glutamat oder Aspartat, Aktivierung von NMDA - und Calcium-Kanalen durch einen Anstieg
von intrazellularem Calcium und auerdem das Entstehen freier Radikale (WERNER, 1997;
BENVENISTE et al., 1984). Eine exzessive Glutamatfreisetzung aus dem prasynéptischen

Teill in den synaptischen Spalt und eine Inhibition von Glutamatwiederaufnahme-
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mechanismen tragen zu einem Anstieg des extrazelluldren Glutamats bei (KAWAGUCHI et
al., 2005). Die massive Stimulation von postsynaptischen Glutamatrezeptoren fiihrt zu einem
Influx von Calcium iiber Rezeptor- und spannungsgesteuerte Calcium-Kanile, was die
metabolischen Defekte noch weiter verstiarkt (BUDD et a., 1996). Zusitzlich wird Calcium
auch tber intrazelluldre Speicher im Zytosol freigegeben. Diese intrazellulare Akkumulation
von Calcium ist schadlich fir neuronale Zellen durch die Aktivierung verschiedenster
Enzyme und konsekutive katabolische autolytische Prozesse. Calcium aktiviert
Lipidperoxidasen, Proteasen, Phospholipasen und Nitritoxid-Synthase, was zu einem Anstieg
von freien Fettsiuren und freien Radikalen fiihrt (KAWAGUCHI et al., 2005). Auerdem
aktiviert Calcium Caspasen, Trandokasen und Endonukleasen, welche Membranen und die
nukleosomale DNA durch Fragmentierung zerstéren (WERNER, 2007). Die erhohte Bildung
von freien Radikalen und die zusitzlich verminderte Aktivitat von endogenen Radikalfangern
vergrofern die absolute Menge an freien Radikalen (TYURIN et al., 2000). Letztendlich
fihren diese Prozesse zusammen zur Zerstérung von Membranen von vaskuldren und
zelluldren Strukturen und zum nekrotischen oder apoptotischen Zelltod.

Eine Phase der Inflammation mit Migration der neutrophilen Leukozyten in das geschidigte
Gewebe, Aktivierung von Gliazellen und Sekretion von zytotoxischen Substanzen durch
Inflammationszellen ist ebenfalls Bestandteil des Pathomechansimus nach globaler zerebraler
Ischamie. Als Antwort auf den ischdmischen Insult infiltrieren neutrophile Granulozyten
selektiv das betroffene Gewebe (CLARK et al., 1995), was durch die erhohte Expression von
Adhiasionsmolekiilen wie P-Selectin, intercellular adheson molecule 1 (ICAM-1) und
vascular cell adhesion molecule 1 (VCAM-1) vermittelt wird. Die Aktivierung der Mikroglia
und Astrozyten aggraviert den neuronalen Schaden weiter und kann bis zu vier Wochen
andauern (SUGAWARA et a., 2002). Die inflammatorischen Zellen produzieren innerhalb
weniger Stunden proinflammatorische Zytokine wie Interleukin-1-beta (IL-1), Interleukin-6
(IL-6) und Tumornekrosefaktor-alpha (TNF-a) und aktivieren die Isoform der induzierbaren
Nitritoxid-Synthase (iINOS). Bereits sehr frilh nach globaer Ischimie sind mRNA und
Proteine dieser Zytokine im Hippokampus nachweisbar (SAITO et al., 1996; SAIRANEN et
a., 1997). Globale zerebrale Ischamie resultiert in einer Expression von iNOS in reaktiven
Astrozyten innerhalb des hippokampalen CA1-Sektors (ENDOH et al., 1994), was bereits drei
Tage nach Insult beginnt und bis zu einem Monat anhalten kann.

Apoptose gehort ebenfalls zu den nach globaler zerebraler Ischimie beobachteten
pathophysiologischen Mechanismen. Programmierter Zelltod tritt bereits Stunden bis Tage

nach Ischamie auf und ist maximal ausgepragt in Neuronen der CA1-Region drei bis vier
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Tage nach Ischamie (NITATORI et a., 1995; CHEN et al., 1998). Die Aktivierung von
Caspasen, die spezifische Proteasen der interleukin-converting enzyme Familie (ICE)
darstellen, wurde als wichtigster Mechanismus des programmierten Zelltods identifiziert. In
der folgenden Abbildung 3 sind die Pathomechanismen in ihrem zeitlichen Auftreten
dargestellt.
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Abbildung 3: Graphische Darstellung der Pathomechanismen nach zerebraler | schdmieim
zeitlichen Verlauf (modifiziert nach DIRNAGL et al., TINS 1999)

2.2.4. Tiermodelle

Das Ziel tierexperimenteller Studien im Rahmen der Erforschung einer zerebralen Ischimie
stellt die Charakterisierung grundlegender Mechanismen und Generierung potentieller
therapeutischer Interventionen dar im Hinblick auf die Verbesserung der Behandlung
ischamischer Ereignisse beim Menschen. Die Pathophysiologie der zerebralen Ischimie
beinhaltet ein komplexes Zusammenspiel vieler verschiedener Zellen und Gewebe, die bis
heute nicht zufriedenstellend in in-vitro-Studien nachgebildet werden kénnen. Aus diesem
Grund wird ein GroBteil der Forschung zur zerebralen Ischamie an Tiermodellen betrieben. Es
wurden verschiedene Modelle in verschiedenen Spezies etabliert, um eine zerebrale Ischimie
Zu induzieren. Im Folgenden werden die bereits bestehenden Modelle zur Induktion einer

zerebralen Ischamie vorgestellt:
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Fokale zerebrale Ischamie

Die meisten Modelle der fokalen zerebralen Ischamie beinhalten die Okklusion eines
groBeren Blutgefales wie der Verschluss der A. cerebri media (MCA), die etwa 80 % der
Blutversorgung einer Hemisphire bestreitet und auf Grund ihres anatomischen Verlaufs als
Fortsetzung der A. carotis interna sehr oft im Rahmen eines Schlaganfalls betroffen ist. Die
Okklusion dieses Gefales (MCAO) resultiert in einer Reduktion des zerebralen Blutflusses
im Striatum und im Cortex. Der Grad und die Verteilung der Blutflussverminderung sind
abhiangig von der Dauer der Okklusion und vom Grad des Kollateralzuflusses in das
ischamische Gebiet.

Es existieren verschiedene Typen des MCAO-Modells mit permanenter oder temporairer
Okklusion des proximalen oder des distalen Teil des Gefiles. Der permanente
GefaB3verschluss gelingt mit Elektrokauterisation der Gefiafle (TAMURA et al., 1981). Bei der
photochemischen Thrombosierung einiger Aste der distalen MCA mittels Laserstrahlen ist
hingegen eine Kraniotomie erforderlich (BERGERON, 2003). Bei dem photothrombotischen
Verschluss kommt es zu einer lokal begrenzten Photokoagulation von umschriebenen
kortikalen Regionen. Nach der intravenssen Injektion von photosensitiven Stoffen wie des
Farbstoffes Rose-Bengal und deren Verteilung im Gefa3system kommt es zur Okklusion der
Gefille, was einen sekundiren Hirnschaden zur Folge hat. Hier korreliert das Gebiet des
verminderten zerebralen Blutflusses eng mit dem Schadensgebiet.

Eine andere Variante stellt die Okklusion der MCA in Verbindung mit einem temporiren
Verschluss der ipsilateralen A. carotis communis dar (CHEN et al., 1986), um den
kollateralen zerebralen Blutfluss im ischamischen Gebiet so gering wie moglich zu halten.
Hier finden sich Infarkte im frontoparietalen Cortex, nicht aber im Caudoputamen. Eine
temporare Gefaflokklusion wird mit GefaBligaturen oder Mikro-Aneurysma-Klemmen
vorgenommen.

Weniger invasiv zur Induktion einer fokalen zerebralen Ischimie sind Modelle mit dem
Einsatz intraluminaler Filamente (KOIZUMI et al., 1986). Hier wird ein Nylonfaden in der A.
carotis interna platziert und 17-20 mm nach cranial zur Aufzweigung in die A. cerebri media
vorgeschoben, um diese zu verschlieien (KUGE et al., 1995; BELAYEV et al., 1996). Wird
der Faden nach einem bestimmten Intervall entfernt, wird eine Reperfusion des ischamischen
Gewebes erreicht (transientes Modell), bei Verbleib des Fadens handelt es sich dagegen um
ein permanentes Modell. Ein permanentes proximales MCAO-Modell produziert eine
Infarzierung des Cortex und des Caudoputamens (TAMURA et a., 1981). Die Filament-
MCAO kann alerdings nicht bei allen Ratten-Staimmen durchgefiihrt werden (DITTMAR,
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2006). Embolie-Modelle wie z.B. die Applikation von sogenannten blood-clots aus Thrombin,
diein vitro hergestellt werden (ZHANG et al., 1997), von viskésem Silikon in die A. carotis
interna (LAUER et al., 2002) oder die intraarterielle Embolisation mit Makrosphiren aus
Titandioxid (300-400 um) (GERRIETS et al., 2003) sowie das Modell der intrazerebralen
Mikroinjektion von Endothelin-1 und/oder Endothelin-3, zwei potenten Vasokonstriktoren
(SHARKEY und BUTCHER, 1995; HENSHALL et a., 1999) simulieren sehr gut die
Pathophysiologie des kardioembolischen Schlaganfalls beim Menschen. Diese Modelle
werden vielfach angewendet aufgrund der groien Relevanz in Bezug auf thromboembolische
Infarkte bei Menschen.

Der Einsatz dieser Modelle ist auBerdem weit verbreitet fir die Untersuchung der
Pathomechanismen der fokalen zerebralen Ischamie und dariiber hinaus fiir die Identifikation

moglicher neuroprotektiver Strategien.

Globale zerebrale Ischédmie

Es gibt verschiedene Ansitze zur experimentellen Darstellung der globalen zerebralen
Ischamie. Die Modelle der globalen Ischamie konnen dabel in zwei Bereiche gegliedert
werden: in eine komplette und in eine inkomplette Ischamie.

Die einfachste Methode eine komplette globale Ischamie ohne Rezirkulation zu produzieren
ist die Dekapitation. Diese Technik wurde lange Zeit an kleinen Labortieren angewendet
(LOWRY et al., 1964), um Kenntnisse iiber die Pathophysiologie der zerebralen Ischiamie,
aber auch tiber metabolische Studien aus biochemischen Analysen zu erlangen. Auch das
sogenannte neck tourniquet- oder Manschetten-Modell (SIEMKOWICZ et HANSEN, 1978)
kann eine globale zerebrale Ischimie erzeugen. Hier wird eine Druckmanschette dem
betdaubten Tier um den Hals gelegt und innerhalb einer Sekunde in dieser Manschette ein
Druck von 600-700 mmHg aufgebaut, der fiir zehn Minuten aufrecht erhalten wird. Die
zerebrale Perfusion kann so auf unter 1 % der normalen Durchblutung gesenkt werden. Der
Nachteil dieser Technik ist die dabei entstehende vensse Stauung und die Kompression des
Nervus vagus, was zu grofien Variabilititen in den Resultaten fithren kann. Au3erdem besitzt
das Modell nur geringe Akzeptanz und wird nur noch selten verwendet (GINSBERG et
BUSTO, 1989). Die Verwendung einer Nackenmanschette (neck cuff inflation-Methode)
wurde 1941 etabliert und bei groBeren Versuchstieren wie Hunden eingesetzt (KABAT et dl.,
1941). Hier miissen die Aa vertebrales separat okkludiert werden, um eine komplette

Ischamie zu erzeugen.
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Um ein der klinischen Situation des Herzkreislaufstillstandes dhnliches Modell der globalen
Ischiamie zu schaffen, wurde in Finalversuchen eine ventrikulire Fibrillation induziert. Durch
die kardiopulmonale Reanimation kann dieses Modell in einen Uberlebensversuch
umgewandelt werden (BERKOWITZ et a., 1991). Die Technik beinhaltet eine Phase der
kompletten Ischamie gefolgt von einer Phase der inkompletten Ischamie wihrend der
Reanimation, da hier ein niedriger zerebraler Perfusionsdruck mit minimalem zerebralen
Blutfluss unter Kontrollwerten herrscht (KOEHLER et al., 1983). Dieses Modell wurde bisher
hauptsichlich in groBeren Versuchstieren eingesetzt und birgt einen hohen Arbeitsaufwand
durch die postoperative intensive Betreuungsphase bis 48 Stunden nach dem Insult. Doch
auch an der Maus konnte ein Herzkreisaufstilistandmodell mit Applikation von
Kaliumchlorid und anschlieender kardiopulmonaler Reanimation beschrieben werden
(KOFLER et a., 2002). Da diese Modelle meist eine Minderversorgung des ganzen Korpers
und aller Organe beinhaltet, wurden Modelle eingefiihrt, die ein Unterbinden verschiedener
hals- und kopfnaher Gefille vorsahen wie z.B. Okklusion der A. cephalica, A. subclavia in
Ursprungsniahe aus dem Aortenbogen oder der A. mammaria.

Die Vier-GefaB3okklusion (four-vessel-occlusion, 4-VO) wurde 1979 as Methode fiir eine
reversible Vorderhirnischamie in Ratten entwickelt und 1988 weiter modifiziert
(PULSINELLI et BRIERLY, 1979; PULSINELLI et BUCHAN, 1988). Hier werden durch
kleine Klemmen oder Ligaturen die Aa. carotides communes okkludiert und am Tag vor dem
eigentlichen Versuch die Aa vertebrales des ersten Halswirbels elektrokauterisiert. Das
Modell kann an wachen Tieren angewendet werden, erfordert aber einen zweistufigen
Arbeitsprozess. Am Tag vor dem Experiment werden atraumatische Haken lose um jede A.
carotis communis gelegt und im Nacken des Tieres befestigt. Zusitzlich werden die Aa.
vertebrales durch das jeweilige Foramen aare des ersten Halswirbels elektrokauterisiert,
wobei dieser Vorgang entscheidend fiir den Erfolg der Ischimie ist, da die
Elektrokauterisation ohne Sichtkontrolle erfolgt. Am niachsten Tag werden die Aa. carotides
communes der wachen Tieren okkludiert und die Ischamie induziert. Der zerebrale Blutfluss
fallt dabei auf weniger als 3 % der Kontrollwerte ab. Wie bei alen Modellen der zerebralen
Ischamie zu beobachten, folgt nach der ischimischen Phase eine ausgeprigte zerebrale
Hyperamie mit anschlieender zerebraler Hypoperfusionsphase, die 24 Stunden anhalten
kann. Der Vorteil besteht in der Moglichkeit, das Modell sowohl bei andsthesierten a's auch
bei wachen Tieren zu verwenden. Allerdings besteht eine groBe Variabilitit in den
Ergebnissen und in der Erfolgsrate, die bei 50-75 % liegt.
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Die Vorderhirnischimie durch Zwei-Gefaflokklusion (two-vessel-occlusion, 2-VO) wurde
1972 das erste Ma beschrieben und urspriinglich eingesetzt, um den zerebralen Energiestatus
nach inkompletter Ischimie zu charaktersisieren (EKLOF et SIESJO, 1972). In diesem
Modell wird eine bilaterale Okklusion der Aa carotides communes mit einer
hamorrhagischen Hypotension kombiniert, um eine reversible Vorderhirnischaimie zu
produzieren. Hierbei wurde ein mittlerer arterieller Blutdruck von 50 mmHg durch Blutentzug
herbeigefiihrt oder medikamentell mit Trimetaphan oder Phentolamin unterstiitzt (SMITH et
al., 1984). Der zerebrale Blutfluss sinkt unter 5 % im Cortex (KAGSTROM et al., 1983).
Histopathol ogisch findet im Hippokampus eine selektive Schiadigung der CA1-, CA3-Region
und gegebenenfalls im Gyrus dentatus, aber auch im Caudoputamen und Neocortex statt. Die
Histopathologie dhnelt der des Four-Vessel-Occlusion-Modells, der Vorteil liegt aber darin,
dass die chirurgische Priparation einfacher durchzufiihren ist, eine Reperfusion
vorgenommen werden kann und dieses Modell fiir chronische Uberlebensstudien geeignet ist.
Dariiber hinaus besteht die Mdoglichkeit der einseitigen Hemispharenischamie durch
unilaterale Okklusion einer A. carotis communis. Diese bietet einen direkten Vergleich von
geschadigter mit ungeschadigter Hippokampus-Seite. Zu beachten ist aber die Einflussnahme
des Blutentzuges auch auf die unbeschidigte Seite.

Ein weiteres Modell zur Induktion einer globalen Ischamie durch Gefa3verschluss ist das
Finf-Venen-Okklusionsmodell (five-vessel-occlusion, 5-VO) (SHIRANE et a., 1991). Hier
werden die Aa pterygopalatinae und die Aa carotides externae verschlossen und die A.
basilaris koaguliert, um den kollateralen Blutfluss wahrend der Ischiamie zu vermindern. Die
temporare Ischamie wird nun induziert durch Okkludieren der Aa. carotides communes mit
Mikroclips.

Ein erweitertes Modell, das Neun-Gefaokklusions-Modell (nine-vessel-occlusion, 9-VO),
dient zur Induktion einer globalen zerebralen Ischimie mit Reperfusion bei der
nichtanisthesierten Ratte (MELGAR et al., 2002). Hier wird ein permanenter Verschluss der
A. basilaris, der beiden Aa. pterygopalatinae, Aa. carotides externae und der Aa. occipitales
durchgefiihrt und zusitzlich je ein Ballonkatheter in die beiden Aa carotides communes
eingefithrt. Auch dieses Modell erfordert einen zweistufigen Prozess mit Praparation am
Vortag des Experiments. Eine Ischamie durch Aufblasen des Katheters fiir zehn Minuten
erzeugt einen Abfall des zerebralen Blutflusses auf 5 % des Ausgangswertes. Nach der
Ischamie erlangen die Tiere den Stellreflex wieder und erholen sich vollstandig innerhalb der
nachsten 24 Stunden, weshalb diese Technik ein gut reproduzierbares Recovery-Modell

darstellt, aber mit einem hohen Praparationsaufwand verbunden ist.
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Abschlieend zu erwihnen ist an dieser Stelle der Einsatz von Gerbilsim Modell der globalen
Ischamie. Gerbils haben eine einzigartige zerebrovaskulare Anatomie, denn sie besitzen keine
A. communicans posterior, also keinen Circulus arteriosus Wilisii. Aus diesem Grund kann
eine globale Ischimie alein durch bilaterale Okklusion der A. carotis communis
herbeigefiihrt werden. Hier findet eine Reduktion des zerebralen Blutflusses auf Nullwerte
statt (CROCKARD et al., 1980).

2.3. Formen des Zelltodes

Der Zelltod ist ein Ereignis, das zum Erloschen des Stoffwechsels und der morphol ogischen
Integritat einer Zelle fiihrt. Er beendet irreversibel ale Lebensprozesse der Zelle. Der Zelltod
spielt eine wesentliche Rolle fiir die biologische Entwicklung aller Lebewesen, da nur das
Gleichgewicht zwischen Zellwachstum (Proliferation) und Zelltod die Zellzahl auf einem
weitgehend konstanten Niveau halten kann. Man unterscheidet zwei Formen des Zelltodes im

Organismus: die Nekrose und die Apoptose.

2.3.1. Nekrose

Die Nekrose wird auch "akzidenteller Zelltod" genannt und kann durch extreme
Abweichungen physiologischer Bedingungen ausgelost werden. Sie ist das Ergebnis einer
Zellschadigung, die z.B. durch mechanische Verletzung, Toxine, Hypoxie, Hyperthermie oder
Krankheitserreger verursacht sein kann. So fiihrt eine mangelnde Blutversorgung, z.B. nach
einem Schlaganfall, zu einer Schadigung der Zytoplasmamembran einer Zelle und zum
nekrotischen Zelltod (RIEDE et SCHAEFER, 1995). Bei der Nekrose kommt es zum
Versagen metabolischer Prozesse sowie zum Verlust der Membranintegritiat. Daher kommt es
hier zuerst zur Zellschwellung mit anschlieender Auflésung der Zelle und unkontrolliertem
Austreten des Zellinhaltes in die Umgebung. Dieser Zelldetritus wird als Antigen erkannt und
es kommt zu einer Entziindungsreaktion. Die Nekrose ist das irreversible Endstadium einer
hypoxischen, toxischen, physikalischen, mikrobiellen oder auch immunologischen
Zellschadigung, bei der die Mechanismen der Apoptose nicht zum Zuge kommen. Durch
erniedrigtem pH-Wert, Elektrolytverschiebungen und Schiadigung der Membranen

denaturieren die Zellproteine und es kommt zur enzymatischen Auflosung der Zell- und
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Gewebsbestandteile. Nekrotische Zellen werden im Gegensatz zur Apoptose nicht als intakte

Zellen beseitigt und verursachen eine Entziindungsreaktion in den umgebenden Gebieten.

2.3.2. Apoptose

Die Apoptose stellt ein genetisch determiniertes, aktives Sterbeprogramm einer Zelle dar und
wird auch als programmierter Zelltod (programmed cell death) bezeichnet. Der Begriff
stammt aus dem Griechischen und bedeutet das Herabfallen der Blatter eines Baumes im
Herbst oder das Abfallen von Bliitenblattern und wurde 1972 von KERR et al. geprégt. Der
Arzt und Philosoph Galen von Pergamon (129-203 n. Chr.) beschrieb bereits den
koordinierten Zelluntergang in der Embryonalentwicklung von Foten und bei der
Entwicklung von Insektenlarven.

Der apoptotische Zelltod tritt bel vielen physiologischen Prozessen wie Entwicklung und
Differenzierung von Zellen, Gewebshomeostase, zellularem Turn-over (z.B. der Haut),
Involutionsprozessen (z.B. seniles Ovar) auf und stellt somit den physiologischen Gegenpol
der Mitose dar. Aber auch in einer Vielzahl akuter und chronischer Erkrankungen treten
pathophysiologische Mechanismen der Apoptose in Erscheinung, entweder durch eine
pathologisch gesteigerte oder inhibierte Form, z.B. bei der Tumorgenese, bei
Autoimmunerkrankungen  (systemischer Lupus erythematodes, SLE), ischamisch-
hypoxischen Schadigungen (zerebral, myokardial), bei neurodegenerativen Erkrankungen
oder viraen Infektionen (THOMPSON, 1995, zur Ubersicht). Wihrend der Immunantwort ist
Apoptose auBerdem verantwortlich fiir das zellvermittelte Toten von Zielzellen, die
Beseitigung von Pathogenen und in der Pathogenese von Autoimmunerkrankungen
(CHERVONSKY et al., 1997). Auch nach zerebraler Ischamie kann es zum Zelluntergang
durch Apoptose kommen (LOVE, 2003, zur Ubersicht).

2.3.2.1. Charakteristika der Apoptose
Als prinzipiellen Degenerationsmechanismus einer Zelle muss man die Apoptose

morphologisch als auch pathophysiologisch von der Nekrose unterscheiden. Apoptose wird
induziert durch eine Vielzahl an Stimuli wie z.B. Mangel an zellularen Wachstumsfaktoren,
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Schadigung durch UV-Einstrahlung (Entstehung freier Radikale), Ischamie und Hypoxie oder

Apoptose-induzierende Liganden, die von Zellen des Immunsystems freigesetzt werden.

Wihrend die Nekrose ein unmittelbar nach Einwirken der Noxe auftretender Prozess ist, stellt
die Apoptose einen zeitlich verzogerten Prozess dar. Da es sich bei der Apoptose um einen
aktiven energieabhiangigen Vorgang handelt, ist eine bestimmte intrazelluldre Konzentration
von ATP notwendig, um apoptotische Prozesse zu initiieren (EGUCHI et al., 1997). Ob nun
eine Zelle durch Nekrose oder Apoptose degeneriert, ist letztendlich sowohl abhingig von der
Quantitat und Qualitat der Noxe als auch vom ATP-Gehalt der Zelle (LEIST et al., 1997).

Morphologische Anzeichen des programmierten Zelltodes werden charakterisiert durch
Kondensation und Degeneration des nukleiren Chromatins, wihrend die Zellmembran zuerst
noch intakt bleibt (,boiling stadium®). Daraufhin kommt es zur Formierung
zytoplasmatischer Protrusionen (,,blebbing stadium®) und zur Schrumpfung der Zelle
(,, shrinkage necrosis*), Kondensation des Zytoplasmas sowie die Fragmentierung der Zelle
in membranumschlossene Vesikel, die sogenannten ,,apoptotic bodies* (,, budding“) (KERR,
2002). Die Phagozytose dieser Zellreste lauft im Gegensatz zur Nekrose ohne Auftreten
inflammatorischer Begleitprozesse ab. Bei der Nekrose hingegen kommt es zum Versagen
metabolischer Prozesse sowie zum Verlust der Membranintegritdt. Daher kommt es hier
zuerst zur Zellschwellung mit anschlielender Auflésung der Zelle. Die Zellorganellen werden
freigesetzt und hierdurch kommt es zu einer inflammatorischen Begleitreaktion. Apoptose ist
ein selektiver Prozess zur Eliminierung von einzelnen Zellen, wihrend bei nekrotischen
Vorgangen ganze Zellverbinde zugrunde gehen. In der lebenden Zelle entscheiden pro- und
antiapoptotische Signale iiber das Auftreten des programmierten Zelltods. Ein Fehlen oder
eine Resistenz gegeniiber proapoptotischen Signalen verursacht Krebs, wihrend dessen ein
tibermaBiges Triggern des programmierten Zelltodes neurodegenerative Erkrankungen wie

Morbus Parkinson oder Morbus Alzheimer oder Autoimmunerkrankungen verursachen kann.

2.3.2.2. M echanismen der Apoptose

Die Induktion der Apoptose aktiviert intrazelluldare proteolytische Kaskaden (,, pathways®),
die letztendlich durch DNA-Fragmentierung und Spaltung lebenswichtiger Proteine im

vollstandigen Kollaps aler zellularen Funktionen miinden. Gemeinsamer Endpunkt dieser
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Kaskaden stellt die Aktivierung der Effektorproteasen dar. Die daraus resultierenden Effekte
beinhalten die Inhibition der Zellzyklusvorginge und Proteinsynthese sowie der DNA-
Reparationsmechanismen. Es konnen zwei unterschiedliche Wege der Apoptoseinduktion
unterschieden werden: Aktivierung von Todesrezeptoren (extrinsic pathway) oder Reaktion
auf proapoptotische Signale durch das Freisetzen proapoptotischer Faktoren aus den
Mitochondrien (intrinsic pathway).

Extrinsic Pathway

Bei der rezeptorvermittelten extrinsischen Kaskade binden sich nach Anlagerung von
Liganden intrazellulare Caspase-Adapterproteine an die Todesrezeptoren (z.B. Fas/CD95,
TNFR-1 [Tumornekrosefaktor-Rezeptor-1] oder Rezeptor fiir TRAIL [TNF-related apoptosis
inducing ligand]). Diese Adaptermolekiile stellen nun ein Bindeglied zwischen aktiviertem
Todesrezeptor und den Procaspasen dar. Durch diesen Komplex werden die beiden
Procaspasen-8 und -10 aktiviert (MUZIO, 1998, zur Ubersicht).

Intrinsic Pathway

Hier kommt es zu einer Dysfunktion der mitochondrialen Funktion mit Porenbildung in der
Mitochondrienmembran durch ein Ungleichgewicht zwischen anti- und proapoptotischen
Signalen (Proteine der Bcl-2-Familie), ausgelést durch eine Vielzahl an Stimuli (z.B.
ischamisch-hypoxische Zustinde, Reperfusion, Noxen, Toxine). Durch die Porenbildung wird
nun Cytochrom C, ein Enzym der Atmungskette, freigesetzt, das in einem ATP-abhiangigen
Prozess die Caspase-9 aktiviert (BREDESEN, 2000).

Proteine der Bcl-2-Familie haben antiapoptotische Funktion, wie das Bcl-2 und das Bcl-X, -
Protein, andere hingegen haben proapoptotische Wirkung (Bad, Bax oder Bid). Die
Aktivierung der Apoptose ist nun abhidngig von dem Gleichgewicht zwischen pro- und
antiapoptotischen Proteinen. Proapoptotische Bcl-2-Proteine sind im Zytosol lokalisiert, wo
sie als Sensoren fiir zellularen Stress oder zellularen Schaden mit einer Integration in die
Oberflachenmembran der Mitochondrien reagieren, wo sich die antiapoptotischen Proteine
befinden. Diese Interaktion zwischen pro- und antiinflammatorischen Proteinen fiihrt zur
Porenbildung und Freisetzung von Cytochrom C und anderen proapoptotischen Molekiilen
aus dem intermembranésen Raum des Mitochondriums in das Zytosol. Dies wiederum fiihrt
zur Bildung der sogenannten Apoptosomen und die Aktivierung der Caspase-Kaskade. Das

Cytochrom C interagiert mit dem zytosolischen Protein Apaf-1 (apoptotic protease activating
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factor-1), was zur Bildung eines Multi-Protein-K omplexes (=Apoptosom) mit der Procaspase-
9, Cytochrom C und Apaf-1 fiihrt. Die Formierung des Apoptosoms fiihrt zur Aktivierung der
Caspase-9 und darauffolgend zur Aktivierung der Caspase-3.

2.3.2.3. Caspasen

Caspasen gehoren zur Familie der Cystein-Proteasen (cysteinyl aspartate-specific proteinase)
und sind die Schliisselmolekiile des programmierten Zelltodes. Bisher sind 14 strukturell
unterschiedliche Mitglieder der Caspasen identifiziert worden (Caspase 1-14) (ALNEMRI,
1997), die sich ihrer Funktion entsprechend in drei Gruppen einteilen lassen: Initiatorcaspasen
(Caspase-8, -9), Effektorcaspasen (Caspase-3, -6, -7) und inflammatorische Caspasen
(Caspase-1, -4, -5, -11, -13) (ELDADAH et FADEN, 2000). Caspasen liegen als inaktive
Vorstufen (Procaspasen) vor, werden in der Regel durch Proteolyse aktiviert und bilden eine
proteolytische Kaskade. Diese Kaskade wird an den Aktivatoren unter den Caspasen gestartet,
die dann ihr apoptotisches Signal durch Proteolyse an die Effektoren weitergeben. Effektoren
sind, wie ihr Name besagt, die ausfiilhrenden Proteasen der Kaskade. Sie tragen direkt zu den
biochemischen und morphologischen Veranderungen apoptotischer Zellen durch Proteolyse
ihrer Substrate bei.

Caspase-3 ist die zentrale Effektorprotease in der Signaltransduktion der Apoptose und spielt
daher eine wichtige Rolle in der Vermittlung des programmierten Zelltods. Das Enzym liegt
als 32 kDa schweres Proenzym vor, das durch Aktivierung in ein Heterotetramer mit zwel
kleinen (12 kDa) und zwei groen Untereinheiten (17 kDa) umgesetzt wird (NAMURA et al.,
1998). Uber den extrinsic pathway werden die sogenannten Initiatorcaspasen Caspase-2, -8
und -10 Todesrezeptor-vermittelt aktiviert, wahrend die Initiatorcaspase Caspase-9 iiber den
intrinsic pathway durch mitochondriale Dysfunktion vermittelt wird. Beide Kaskaden fiihren
zu der Aktivierung der sogenannten Effektorcaspasen Caspase-3, -6 und -7. Die
Effektorcaspasen bewirken die Spaltung von zellularen Proteinen wie zytoskeletale Proteine,
was zu den typischen morphologischen Verinderungen in apoptotischen Zellen fihrt, aber
auch die Spaltung der chromosomalen DNA in nukleosomale Untereinheiten, was ein

entscheidender Vorgang beim apoptotischen Zelltod i<t.
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Die Effektorcaspasen vermitteln folgende M echanismen:

1. Aktivierung von DNasen:

Die Fragmentierung der DNA in nukleosomale Untereinheiten wird durch bestimmte Enzyme
verursacht: Caspase-aktivierte DNase oder CAD. Diese liegt al's inaktiver Komplex mit einem
Inhibitor dieser CADs vor (ICAD = Inhibitor der CAD). ICAD wird nun durch Caspase-3
gespalten und CAD wird frei mit der raschen Fragmentierung der DNA als Folge.

2. Inhibition von DNA-Reparaturenzymen:
Das Enzym Poly-(ADP-Ribose)-Polymerase (PARP) ist ein DNA-Reparaturenzym, das durch

Caspase-3 gespalten wird und so DNA-Schiaden nicht reparieren kann (ELDADAH et
FADEN, 2000).

3. Spaltung von Struktur proteinen im Nukleus:

Lamine sind strukturelle intranukleire Proteine, die die Form des Kerns bewahren und
Interaktionen zwischen Chromatin und nukleirer Membran ermaglichen. Die Spaltung von

Laminen durch Caspase-6 fiihrt zu Chromatinkondensation und Kernfragmentierung.

2.3.2.4. Apoptose und globale zerebrale | schamie

Nach ischamischen Zustanden zeigen Neuronen typische histologische und biochemische
Charakteristika des apoptotischen Zelltods. Es wurde bereits mehrfach beschrieben, dass
zerebrale Ischamie die Aktivierung von Caspase-3 induziert, vor alem in der CA1-Region
(KIHARA, 1994) und im Striatum (CHEN et al., 1998). Auf molekularbiologischer Ebene
konnten bel der Ratte nach globaler zerebraler Ischamie eine Hochregulierung der anti-
apoptotischen Proteine Bcl-2 und Bcl-X, in der CA3-Region festgestellt werden, wihrend in
der CA1-Region eine Hochregulierung des pro-apoptotischen Proteins Bax nachzuweisen war
(CHEN et al., 1996). Diese Ergebnisse stimmen iiberein mit dem Uberleben der Neuronen

bzw. der Nervenzelldegeneration in den einzelnen Sektoren des Hippokampus.
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2.4. AktiviertesProtein C (APC)

24.1. Allgemeines

APC ist ein physiologischer Inhibitor des Gerinnungssystems, der neben der
antikoagulatorischen  Wirkung auch  profibrinolytische und  antiinflammatorische
Eigenschaften besitzt. Die antikoagulatorische Wirkung kommt durch Inhibition der
Gerinnungsfaktoren Va und Vllla zustande. Hierdurch erfolgen indirekt die Hemmung der
Thrombinbildung und damit auch die Ausschatung der proinflammatorischen
Wirkmechanismen von Thrombin. Jedoch soll APC auch direkte antiinflammatorische
Eigenschaften besitzen, die vermutlich unabhingig von der antikoagulatorischen Aktivitit
tiber die Modulation der Genexpression in Endothelzellen, Monozyten und Makrophagen
zustande kommen. Die profibrinolytische Wirkung von APC ergibt sich aus der Inaktivierung
von Hemmern der Fibrinolyse, z.B. des plasminogen activator inhibitor (PAl) oder des
thrombin activatable fibrinolytic inhibitor (TAFI). Aufgrund seiner vielfaltigen Wirkungen,
die in den Pathomechanismus der Sepsis eingreifen, wird APC als rekombinantes humanes
aktiviertes Protein C (rhAPC, Xigris, Drotrecogin apha [aktiviert], Fa Eli Lilly and
Company, Indianapolis, USA) in der Sepsistherapie eingesetzt. RhAPC fiihrte in der
placebokontrollierten multizentrischen PROWESS-Studie (Protein C Worldwide Evaluation
in Severe Sepsis) an 1690 Sepsispatienten zu einer signifikanten Reduzierung der
Gesamtsterblichkeit (BERNARD et al., 2001).

2.4.2. Wirkungen von APC

APC liegt physiologischerweise im Blut als inaktive Vorstufe vor: das Zymogen Protein C.
Um seine Wirkung zu entfalten, muss es zuerst in seine aktive Form iiberfiihrt werden. Dies
geschieht durch Thrombin auf der Oberfliche von Endothelien. Hierzu werden zwei
membranstandige Rezeptoren benétigt, das Thrombomodulin und der endothelial protein C
receptor (endothelialer Protein C-Rezeptor, EPCR). Im Ablauf der Aktivierung bindet nun das
Thrombin am Thrombomodulin (STEARNS-KUROSAWA et a., 1996) und die beiden
Molekiile formieren einen Komplex. Diese Reaktion wird nun verstiarkt durch den EPCR
(TAYLOR et a., 2001), der sich in unmittelbarer Nahe des Thrombomodulins befindet. Das

Protein C wird von diesem Komplex gebunden und aktiviert. Fiir die Aktivierung ist
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zusitzlich ein Cofaktor obligat, das Protein S, das auch bei der antikoagulatorischen Wirkung
von APC eine wichtige Rolle spielt. Das aktivierte Protein C kann nun vom Rezeptorkomplex
wegdissoziieren und seine Aktivitdt entfalten. Viele Studien haben sich bisher mit der
vielfiltigen Wirkung von APC beschaftigt. Zusammenfassend wurden fiir APC bisher
folgende Effekte beschrieben:

Antikoagulatorisch
Profibrinolytisch
Antiinflammatorisch

Antiapoptotisch

Antikoagulatorische Wirkung:

In der plasmatischen Gerinnungskaskade spielt Thrombin eine zentrale Rolle. Durch einen
Stimulus (geschadigte oder entziindete Endothelzellen) kommt es zu einer Expression von
Gewebsthromboplastin (,,tissue factor, TF) und daraufhin zusammen mit Faktor Vlla zu
einer Aktivierung von Gerinnungsfaktor X, der durch Komplexbildung mit aktiviertem Faktor
V die Umwandlung der inaktiven Vorstufe Prothrombin zum aktiven Thrombin auslést. Zum
einen hat Thrombin prokoagulatorische Effekte, indem es Fibrinogen zu Fibrin umwandelt
und as Thrombozytenaktivator wirkt. Andererseits hat Thrombin aber auch
antikoagulatorische Effekte, indem es an Thrombomodulin bindet, das auf Endothelzellen
exprimiert wird. Diese Bindung erfolgt nun aber tiber die gleichen Bindungsstellen, tiber die
Thrombin normalerweise auch Fibrinogen und Faktor V aktiviert, so dass es zu einer
Blockade dieser prokoagulatorischen Effekte kommt. Der Thrombin-Thrombomodulin-
Komplex wandelt nun Protein C unter Mitwirkung des EPCR in seine aktive Form um.
Endogenes Protein C wird in Abhiangigkeit von Vitamin K in der Leber synthetisiert und liegt
beim Menschen in einer physiologischen Plasmakonzentration von 3-5 mg/l vor. Nach der
Aktivierung von Protein C und der Dissoziation vom EPCR fiihrt APC mit seinen Cofaktoren
(Protein S, Faktor V, high-density Lipoproteine, anionische Phospholipide und
Glykosphingolipide) zu einer irreversiblen proteolytischen Inaktivierung der Faktoren Va und
Vllla. Hierdurch erfolgt indirekt eine Hemmung der Thrombinbildung durch Inhibierung des
APC/Protein-S-Komplex. APC ist damit ein wichtiger Bestandteil der physiologischen
Antikoagul ation, der ein UberschieBen der Gerinnungsaktivierung verhindert.
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Profibrinolytische Wirkung:

Das fibrinolytische System ist der physiologische Gegenpol zur Koagulation und hat die
Aufgabe, bereits gebildetes Fibrin durch hydrolytische Spaltung von Fibrin in
Fibrinspaltprodukte, z.B. D-Dimere, wieder aufzulsen. Das zentrale Enzym der Fibrinolyse
iss Pasmin, das aus der inaktiven Vorstufe Plasminogen  entsteht.
Gewebeplasminogenaktivator (,,tissue plasminogen activator “, t-PA) wird durch Thrombin
aus Endothelzellen freigesetzt und kann durch Bindung an Plasminogen direkt die Bildung
von Plasmin auslosen. AuBlerdem gibt es Inhibitoren der Fibrinolyse, die anaog dem
Gerinnungssystem ein UberschieBen des fibrinolytischen Systems verhindern. Dazu gehoren
die Plasmininhibitoren, die direkt an freies Plasmin binden und es so aktivieren, aber auch die
Inhibitoren der Plasminogenaktivatoren, z.B. plasminogen activator inhibitor-1, (PAI-1), der
t-PA durch Komplexbildung inaktiviert. Ein weiterer Inhibitor der Fibrinolyse ist TAFI, der
unter katalytischer Wirkung von Thrombin oder dem Thrombin-Thrombomodulin-Komplex
in seine aktive Form umgewandelt wird und so die Anlagerung von Plasminogen verhindert.
Die profibrinolytischen Effekte von APC erfolgen nun indirekt durch eine Reduktion der
Bildung von Thrombin und dariiber hinaus direkt durch Inhibition von PAI-1 durch
Komplexbildung, wodurch t-PA vor seiner Inaktivierung geschiitzt wird. Daraus entsteht eine
vermehrte Umwandlung von Plasminogen in Plasmin und eine gesteigerte Aktivitat des

endogenen profibrinolytischen t-PA.

Antiinflammatorische Wirkung

Neben seinen prokoagulatorischen Effekten ist Thrombin auch an der Entstehung der
inflammatorischen Immunantwort im Rahmen der Sepsis beteiligt durch Induktion der
Expression von P-Selectin auf Endothelzellen. Dieses dient als Adhasionsmolekiil fiir
Monozyten und neutrophile Granulozyten und verstirkt so deren Aktivierung. AuB3erdem
aktivieren im umgekehrten Fall verschiedene Zytokine wie TNF-a, IL-1 oder IL-6 das
Gerinnungssystem durch verstarkte Expression von Gewebsthromboplastin auf Monozyten,
durch verminderte Expression von Thrombomodulin, Hemmung der Fibrinolyse und durch
Aktivierung des Komplementsystems. APC vermittelt nun indirekt antiinflammatorische
Effekte iiber die Hemmung der Thrombinbildung, direkte Effekte erfolgen iiber die Hemmung
der durch E-Selectin vermittelten Leukozytenadhasion an Endothelzellen (GRINNELL, 1994)
sowie Hemmung der Zytokinbildung bei mononuklieiren Zellen (GREY, 1994,
FERNANDEZ, 2003; BRUCKMANN, 2004). In einem Modell der experimentell ausgel 5sten
Sepsis verminderte eine APC-Applikation die Leukozyteninfiltration und supprimierte die
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Induktion von iNOS, die Chemokin-Antwort und die Induktion von vascular endothelial
growth factor (VGEF) (SHARMA, 2008), wihrend eine kontinuierliche Applikation von APC
bei Protein C-defizienten Méusen nach LPS-induzierter Sepsis die Mortalitat signifikant
senken konnte (LAY et al., 2007).

Anti apoptoti sche Wirkung:

Die antiapoptotische Wirkung von rekombinantem humanen APC konnte an humanen
Endothelzellen gezeigt werden, was anhand der Modulation der Genexpression in vitro
bestatigt wurde. APC hemmt die Expressionsrate von proapoptotischen Genen wie Bax und
steigert die Aktivitat von antiapoptotischen Markern wie Bcl-2. Uber die Hemmung des
Tumorsuppressorproteins p53 und aktivierte-Caspase-3-modulierten Signalkaskaden wird
eine neuroprotektive Wirkung von APC an zerebralen Endothelzellen vermutet. Dariiber
hinaus bewirkte APC in einem in-vitro-Modell an humanen zerebralen Endothelzellen eine
Hemmung von p53, eine Normalisierung des proapoptotischen Bax/Bcl-2-V erhaltnisses und
eine Reduktion der Caspase-3-Signalkaskade und zeigte so eine direkte antiapoptotische
Wirkung auf die Endothelien (CHENG et al., 2003).

2.4.3. Drotrecogin alpha (aktiviert)

Drotrecogin alpha (aktiviert) ist rekombinantes humanes APC (rhAPC). Das Molekiil umfasst
insgesamt 405 Aminosiuren und wird mit rekombinanter DNA-Technologie in einer
humanen Nierenzelllinie hergestellt. Die inaktive Vorstufe des Proteins wird biotechnologisch
produziert, chromatographisch gereinigt und durch Thrombin aktiviert. Es handelt sich also
um eine rekombinante Form des natiirlicherweise im Plasma vorkommenden APC, von dem
es sich nur durch einzelne Oligosaccharide im Kohlenhydratteil des Molekiils unterscheidet
und verhalt sich analog der intrinsischen pharmakologischen Aktivitiat des endogenen APC.
Seit Ende 2001 ist rhAPC in den USA, seit 15.11.2002 auch in Deutschland unter dem
Handelsnamen Xigris (Fa. Eli Lilly and Company, Indianapolis, USA) zugelassen.
Drotrecogin alpha (aktiviert) wurde zur Behandlung der schweren Sepsis mit
Multiorganversagen entwickelt und seine Wirksamkeit und Vertraglichkeit in zwei
randomisierten, doppelt verblindeten, placebokontrollierten multizentrischen klinischen
Studien an 1690 Erwachsenen getestet (BERNARD, 2001 [PROWESS = Protein C
Worldwide Evaluation in Severe Sepsig]).
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2.4.4. Pharmakokinetische Daten zu APC

In den Phase 1-Studien wurden die pharmakokinetischen Parameter sowohl an gesunden
Probanden, als auch an Patienten mit verschiedenen Erkrankungen (Nierenversagen, Purpura
fulminans, heterozygoter Protein C-Mangel) erfasst. In den Phase 2-Studien wurden die
Sicherheit und Pharmakokinetik von APC in Hinblick auf effektive Dosierung und
Therapiedauer bei Sepsis-Patienten untersucht. Nach Dosisfindung wurde in der Phase 3-
Studie (PROWESS-Studie) an 1690 Patienten mit schwerer Sepsis eine Applikation von 24
ug/kg/hi.v. iber 96 Stunden getestet. Endpunkt war die 28-Tage-Mortalitit der Patienten.

Die Untersuchungen der Phase 1-Studien ergab eine Plasmaclearance von 28 Liter/Stunde mit
einer biphasischen Elimination, wahrend in den Phase 2 und 3-Studien bei septischen
Patienten die Plasmaclearance im Vergleich zu gesunden Probanden deutlich erhoht war (42-
46 Liter/Stunde). Bei APC-Infusionen von 12 bis 48 ug/kg/h i.v. verhielt sich die Steady State
Plasmakonzentration (C*) mit 72,4 pg/l proportional zur Infusionsrate bel gesunden
Probanden. In septischen Patienten dagegen, die mit einer Infusionsrate von 24 ug/kg/h i.v.
iiber 96 Stunden behandelt wurden, war die C® mit 44,9 pg/l deutlich erniedrigt. Der Anstieg

der Plasma-Clearance resultiert in einer geringeren C*bei septischen Patienten.

APC wird physiologischerweise durch verschiedene endogene Plasma-Serinprotease-
Inhibitoren abgebaut: Protein C-Inhibitor, as-Antitrypsin, oz-Antiplasmin, plasminogen
activator inhibitor-1[PAI-1]). Dies resultiert in einer schnellen initialen Eliminationsphase mit
einer Halbwertszeit von ty000 = 13 Minuten und einer darauffolgenden langsamen zweiten
Phase mit ty,p = 1,6 Stunden. Die Halbwertszeit ist in gesunden und septischen Probanden
gleich. Aufgrund dieser kurzen Habwertszeit muss APC in der Sepsistherapie als

kontinuierliche Infusion intravends appliziert werden.

Die effektive Infusionsrate und Dauer von APC in Patienten mit schwerer Sepsis wurde
festgelegt auf 24 ug/kg/h iiber 96 Stunden basierend auf der Reduktion von D-Dimeren sowie
Entziindungsparametern im Plasma (BERNARD, 2001; Eli Lilly and Company Briefing
Document, LY SENG-WILLIAMSON et a., 2002). Mit diesem Dosierungsprotokoll konnte
in der PROWESS-Studie die 28-Tage-Letalitit von 30,8 % in der Placebo-Gruppe auf 24,7 %
in der APC-Gruppe gesenkt wurden. Dies entspricht einer relativen Reduktion des
Letalititsrisikos um 19,4 % und einer absoluten Reduktion um 6,4 %.
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Die wichtigsten Nebenwirkungen von APC betreffen Blutungen, die wihrend der
Infusionsdauer bei 2,4 % der behandelten Patienten in der PROWESS-Studie auftraten. Die
am haufigsten dabei auftretenden  Blutungskomplikationen waren Haut- oder
Gastrointestinal blutungen.

Um nun eine antiinflammatorische, antiapoptotische und neuroprotektive Wirkung von APC
nachweisen zu konnen, ist die Kenntnis des Zeitverlaufs der Wirkeffektivitat essentiell.
Erstens unterscheidet sich eine bisher nachgewiesene relativ kurze antikoagulatorische
Wirksamkeit von einer neuroprotektiven, zweitens lassen sich pharmakokinetische Daten aus
einer klinischen Studie nicht auf Tiermodelle tibertragen. Nach einer intraarteriellen Injektion
von radiomarkiertem APC zur Charakterisierung der  Pharmakokinetik  beim
M eerschweinchen zeigte sich eine biphasische Plasmaelimination von ty,o = 13 Minuten und
tiof = 133 Minuten, wihrend ein Abfall der enzymatischen Aktivitit um 50 % nach acht
Minuten erreicht war (BERGER et a., 1991). Fir diese Diskrepanz zwischen APC-
Plasmaspiegel und enzymatischer Aktivitdit wurden die Unterschiede beziiglich der
Elimination durch die Leber und die Komplexbildung mit Serinprotease-Inhibitoren

verantwortlich gemacht.

2.4.5. APC und Neuroprotektion

In einem Tiermodell der fokalen zerebralen Ischamie der Maus konnte bereits gezeigt werden,
dass eine Bolusgabe von 2 mg/kg humanem bzw. 0,2 mg/kg murinem APC nach 24 Stunden
eine signifikante Verbesserung des zerebralen Blutflusses in der ischamischen Hemisphire
bewirkte (SHIBATA et al., 2001; FERNANDEZ et al., 2003). Fibrinablagerungen,
mikrovaskulare Obstruktionen sowie die Akkumulation von neutrophilen Granulozyten im
ischamischen Gehirnareal wurden dariiber hinaus vermindert. Eine Administration von APC
zeigte auch einen positiven Einfluss auf das neurologische Defizit bei Ratten drei Tage nach
Herzkreislaufstillstand, nicht aber nach sieben Tagen (TESCHENDOREF et al., 2006). Die
Applikation von 0,2 mg/kg APC vier Stunden nach fokaler zerebraler Ischamie der Maus mit
Okklusion der A. cerebri media konnte innerhalb der ersten sieben Tage eine Verbesserung
des neurologischen Defizits sowie eine Verminderung des Infarktvolumen bewirken
(ZLOKOVIC e d. 2005). Auch in enem Modell traumatisch bedingter
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Riickenmarkslasionen wurde eine Verminderung des Schadens nach APC-Applikation
beobachtet (TAOKA et al., 2000).

Diese Studien zeigen, dass APC neuroprotektive Effekte aufweisen kann, diese jedoch
unabhangig von der antikoagul atorischen Wirkung zu sein scheinen (siehe Abbildungen 4 und
5) und APC direkt auf die Zellen, also zytoprotektiv wirkt, indem es Genexpressionsprofile
andert, Apoptose und Inflammation inhibiert. Diese Effekte bendtigen die Mitwirkung vom
PAR-1 und dem EPCR. Der genaue Mechanismus iiber die direkte Wirkung von APC auf die
Zielzellen ist jedoch nach wie vor nicht geklart. Studien belegen nun, dass die zytoprotektiven
Wirkungen unabhingig von der antikoagulatorischen Aktivitiat von APC sind: rekombinante
APC-Varianten mit selektiv verminderter (<10 %) antikoagulatorischer Aktivitit waren
durchaus in der Lage, Endotoxiamie-induzierte Letalitit bei Mausen zu verringern
(KERSCHEN et a., 2007). Daraus resultiert, dass APC-Varianten mit verminderter
antikoagulatorischer, aber normaler zytoprotektiver Aktivitit das Blutungsrisiko vermindern,

aber dennoch die Letalitat durch direkte Wirkung auf die Zielzellen senken konnen.

Inactivation Activation
of fV_ and fVIII, of PAR-1
APC {7‘_\
fV. and fVill 6—: A
APC of piatulind of 909
T4 dPAR-1 1
protein ol 0 '
poianand COTACIONS fgeggy ”M
4 lipid " Ererertessis
@ cofactors sssssessssses *
pleiotropic
membrane cytoprotective effects
Abbildung 4: Abbildung 5:
Vermittlung der antikoagulatorischen Vermittlung der zytoprotektiven Effekte
Aktivitdt von APC von APC
(MOSNIER et al., Blood 2007) (MOSNIER et al., Blood 2007)
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3. EIGENE UNTERSUCHUNGEN

31 ZIELVORSTELLUNGEN

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, den Einfluss von APC auf den neuronalen Schaden nach

globaler zerebraler Ischimie der Ratte zu untersuchen.

Bisher durchgefiihrte Studien belegen, dass APC 24 Stunden nach fokaler zerebraler Ischimie
der Maus neuroprotektive Effekte besitzt, indem es den zerebralen Blutfluss verbessert, das
Infarktvolumen, Fibrinablagerungen, mikrovaskuldre Obstruktionen sowie die Akkumulation
von neutrophilen Granulozyten im ischamischen Gehirnareal vermindert (SHIBATA et al.,
2001; FERNANDEZ et al., 2003). AuBerdem werden auch antiapoptotische Effekte
beschrieben: an ischamischen humanen zerebralen Endothelzellen konnte die durch p53
vermittelte apoptotische Signalkaskade reduziert werden (CHENG et al., 2003). Ob APC
jedoch auch einen langfristigen neuroprotektiven Effekt nach Vorderhirnischimie der Ratte
besitzt, ist unbekannt.

Mit seinen Eigenschaften stellt APC ein neues, potentielles Medikament im klinisch-
therapeutischen Einsatz zur Behandlung des Schlaganfalles dar, weshalb weitere
Untersuchungen zu Eigenschaften und Wirkmechanismus auch in anderen zerebralen
Ischamiemodellen von groBer Bedeutung sind. In der vorliegenden Studie wird deshalb der
Einfluss von APC auf den zerebralen Blutfluss, das neurologische Defizit, den
histopathol ogischen Schaden und auf die Aktivierung des Apoptosemarkers Caspase-3 nach
globaler zerebraler Ischamie der Ratte untersucht. Innerhalb des Beobachtungszeitraums von
zehn Tagen wird das neurologische Defizit mit dem Barnes Maze Test ermittelt. Im
Anschluss erfolgt die analytische Untersuchung der Gehirnproben. Der histopathol ogische
Schaden wird dabei mit Hilfe der Hamatoxylin-Eosin(HE)-Farbung quantifiziert, die

Detektion aktivierter Caspase-3 erfolgt nach immunhistochemischer Farbung.

Der PROWESS-Studie entsprechend wird APC in der Behandlung der schweren Sepsis mit
Organversagen beim Menschen in Form einer Infusion iiber 96 Stunden appliziert, da fiir eine
konstante Plasmakonzentration eine dauerhafte Applikation notwendig ist. Bisherige
Ergebnisse tierexperimenteller Studien tiber die neuroprotektive Wirkung von APC basieren

auf einer einmaligen Bolusgabe von 2 mg/kg i.v. unmittelbar nach der Ischamie.
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Pharmakokinetische Daten von APC bei Ratten sind bisher jedoch noch nicht veroffentlicht
worden. Aus diesem Grund erschien es naheliegend, die pharmakokinetischen Eigenschaften
von APC im gesunden Tier zuerst zu charakterisieren, um dann in einem zweiten Schritt den

Einfluss von APC auf den neuronaen Schaden nach zerebraler | schimie zu untersuchen.
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3.2. MATERIAL UND METHODEN

3.2.1. Vorversuch

In diesem Teil der Studie werden die pharmakokinetischen Eigenschaften von APC an der
Ratte charakterisiert und dargestellt.

3.2.1.1. Versuchstiere

In diesen Teil der Studie gehen sieben minnliche Sprague Dawley-Ratten (Charles River
Deutschland GmbH, Sulzfeld) mit einem durchschnittlichen Gewicht von 400 + 16g zum
Zeitpunkt der Operation ein.

3.2.1.1.1. Versuchstierhaltung

Die eingesetzten Versuchstiere werden bei Standard-Laborbedingungen in Makrolon Typ 11—
Kafigen (mit erhohtem Deckel) gehalten. Die Stille unterliegen einem hell-dunkel-Rhythmus
(50 bis 100 lux) in einem Intervall von zwolf Stunden. Entsprechend den Vorgaben fiir
Versuchstierhaltung werden die Tiere bel einer Temperatur zwischen 20 und 23 °C und einer
relativen Luftfeuchtigkeit von 50 bis 60 % gehalten. Als Einstreu dient entkeimtes und
entstaubtes Weichholzgranulat (Fa. Lignocel, JRS GmbH& Co.KG, Rosenberg). Zwolf
Stunden vor Versuchsbeginn wird den Tieren das Futter (Alleinfutterpellets fiirr Ratten und
Miause, R/M-Haltung, 10mm, nitrosaminarm, Fa. ssniff Spezialdidten GmbH, Soest)
entzogen, Wasser steht ihnen weiterhin ad libitum zur Verfiigung. Das Tierversuchsvorhaben
wurde gemaf § 8 des deutschen Tierschutzgesetzes (TierSchG i. d. F. vom 25.05.1998, BGBI
| S. 1105) durch das Landesuntersuchungsamt Rheinland-Pfalz (Zulassungsnummer 23 177-
07/§10 BM) genehmigt.
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3.2.1.1.2. Versuchstiergruppen

Nach Abschluss der Vorversuche bildeten sich drei Gruppen heraus: eine Gruppe mit
einmaliger Bolusgabe 2 mg/kg APC i.v. und zwei Gruppen mit Bolusgabe 2 mg/kg APC i.v.
und zusitzlicher Infusion von 3 mg/kg/h bzw. 6 mg/kg/h iiber drei Stunden. Die
Gruppenaufteilung ist in folgender Tabelle dargestellt.

Tabelle 1: Einteilung der Tierein die Gruppen des Vorversuches

Grup_)pe 1 Bolusgabe 2 mg/kg APC i.v.
(n=4)

Gruppe 2 Bolusgabe 2 mg/kg APC i.v. danach
(n=1) Infusion mit 3 mg/kg/h iiber drei Stunden

Gruppe 3 Bolusgabe 2 mg/kg APC i.v. danach
(n=2) Infusion mit 6 mg/kg/h iiber drei Stunden

Einteilung der Tiere nach Randomisierung in die drei Gruppen mit unterschiedlicher
Dosierung (Gruppe 1 mit Bolusgabe von 2 mg/kg APC i.v. [n = 4], Gruppe 2 mit zusditzicher
Infusion von 3 mg/kg/h [n = 1] und Gruppe 3 mit zusitzicher Infusion von 6 mg/kg/h [n =

2)).

3.2.1.1.3. Versuchsplan

Der Versuch beinhaltet die Intubation und Praparation der Tiere sowie die Applikation des
Medikaments mit nachfolgender Phase der Probenentnahme. Nach der Applikation (Zeitpunkt
t = 0) wurden bei alen Tieren zu festgel egten Zeitpunkten Blutproben entnommen. Diesist in

den zwei folgenden Tabellen schematisch dargestellt.
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Tabelle 2: Darstellung der Zeitpunkte zur Blutentnahme der Tiere der Bolusgruppe

Zeitpunkt Zeit nach Applikation in min
t=0 Baseline
t=1 25
t=2 S
t=3 10
t=4 15
t=5 20
t=6 25
t=7 30
t=8 45

Darstellung der Zeitpunkte zur Blutentnahme der Tiere der Bolusgruppe (n = 4) zur
Bestimmung der Plasmakonzentration von APC: neun Entnahmezeitpunkte bei den Tieren der
Bolusgruppe.

Tabelle 3. Darstellung der Zeitpunkte zur Blutentnahme der Tiere der beiden
I nfusionsgruppen

Zeitpunkt Zeit nach Applikation in min
t=0 Basdline
t=1 25
t=2 60
t=3 120
t=4 180

Darstellung der Zeitpunkte zur Blutentnahme der Tiere der beiden Infusionsgruppen (n = 1
mit 3 mg/kg/h und n = 2 mit 6 mg/kg/h) zur Bestimmung der Plasmakonzentration von APC:
jeweils fiinf Entnahmezeitpunkte bei den Tieren der beiden Infusionsgruppen.
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3.2.1.2. Narkoseeinleitung und Vorbereitung

Die Tiere miissen fiir die Intubation aniasthesiert werden. Hierzu werden sie in eine
Narkoseinduktionskammer aus Kunststoff gesetzt, die mit Sevofluran (Sevorane, Fa. Abbott,
Wiesbaden) geflutet wird. Nach Eintritt der Bewusstlosigkeit wird das Tier aus der Kammer
entnommen und zur Intubation in Riickenlage an einer schiefen Ebene fixiert, wobei die
Schneidezihne an einer Drahtschlinge eingehakt werden. In dieser gestreckten Position kann
mit Hilfe eines modifizierten Laryngoskops (Fa. Stoss, Wiesbaden) die orotracheale
Intubation unter Sichtkontrolle erfolgen. Als Tubus wird ein praparierter zentraler
Venenkatheter verwendet (Cavafix Certo, 18 G, 5 cm, Fa. B. Braun Melsungen AG,
Melsungen). Anschlie(end lagert man die Ratte auf dem Operationstisch in Riickenlage und
konnektiert den Tubus an eine volumengesteuerte Beatmungspumpe mit 3,5 Vol%
Sevofluran. Nach Fixation des Tubus mit einem Bindfaden legt man die Maulhohle der Ratte
mit feuchten, getrankten Mulltupfern aus, um ein Vorbeiatmen am Tubus zu verhindern und
die Maulschleimhaut dauerhaft feucht zu halten. Nun lagert man das Tier um in Bauchlage,
um eine Temperaturmesssonde (Hypodermic needle probe, Omega Technologies Co.,
Standford CT, USA) im rechten Musculus temporalis zu positionieren, die die perikranielle
Temperatur in Anniherung an die Hirntemperatur erfasst. Aulerdem triagt man auf die Cornea
des Tieres eine Wundsalbe (Panthenol-Augensalbe, Fa. Jenapharm mibe GmbH, Jena) auf,
um einer Austrocknung wihrend des Versuchs vorzubeugen. Nach erneutem Umlagern
zuriick in die Rickenlage werden die Sonden zur Messung des Elektrokardiogramms
subkutan in Ellenbogen- und Kniefalten positioniert. Nach dem Rasieren und Desinfizieren
(Freka-Derm farblos, Fresenius Kabi GmbH, Bad Homburg) der Haut in Leisten- und
Hal sgegend beginnt man mit der Priparation.

3.21.3. Préaparation

Mit einer Skalpellklinge nimmt man in der rechten Leistengegend einen etwa 1 cm langen
senkrechten Schnitt vor. Man infiltriert die Wundrinder mit Carbostesin 0,5 %
(Bubivacainhydrochlorid  Injektionslosung, Fa. AstraZeneca GmbH, Wedel) zur
Lokalanasthesie und beginnt die Praparation der rechten A. und V. femoralis vor Eintritt in
den Leistenspalt. Eine Katheterisierung der A. femoralis ist notwendig zur Messung des

mittleren arteriellen Blutdrucks, die Katheterisierung der V. femoralis hingegen zur Entnahme
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von Blutproben. Hierzu trennt man die beiden Gefiae vom Nervus femoralis und von den
Bindegewebsfaszien, isoliert sie voneinander auf einer Léange von etwa 1 cm und spannt sie
einzeln auf eine Priparationspinzette auf. Zur Gefillkatheterisierung legt man je eine
Fadenligatur an das obere und untere Ende des aufgespannten Gefilles und eroffnet das
Lumen mit einer senkrecht abgebogenen Kaniile. Hiernach bindet man das untere Ende des
Gefilles ab, um Blutungen zu vermeiden. Zur Katheterisierung der A. femoralis verwendet
man einen schrig angeschnittenen Polyethylenkatheter (PE-Katheter, 33,5 cm, Fa
dispomedica, Hamburg), der zuvor iiber Nacht mit Heparin (Heparin-Natrium 25.000, Fa.
ratiopharm GmbH, UIm) eingelegt wurde und nun vor der Praparation nochmals mit einer mit
Heparin versetzten Vollelektrolytlosung (2,5 |.E. Heparin-Natrium pro ml) (Sterofundin, Fa.
Braun AG, Melsungen) gespiilt wird, um einer Thrombosierung vorzubeugen. Der Katheter
wird in das Gefaslumen eingefiihrt und nach Priifen der Durchgiangigkeit an der Gefawand
mit einem Faden befestigt. Ebenso wird mit der Katheterisierung der V. femoralis verfahren:
hierzu verwendet man einen gerade angeschnittenen Katheter, da die GefaBwiande der Vene
weniger stabil sind. Nach der Katheterisierung der Gefifle in der rechten Leistengegend
bedeckt man die Wundoffnung mit einem feuchten Mulltupfer, um eine Austrocknung der
Gefille zu vermeiden.

Um das Medikament applizieren zu konnen, ist eine Katheterisierung der V. jugularis
notwendig, da die Applikation und gleichzeitige Blutentnahme aus demselben Gefil3 eine
Messung der Plasmakonzentration des Medikaments nachteilig beeinflussen konnte. Zur
Praparation der rechten Halsseite beginnt man ebenfalls nach Rasieren und Desinfizieren mit
dem Eroffnen der Haut durch einen langs verlaufenden Schnitt auf einer Lange von etwa 1 cm
parallel zur Drosselrinne. Die Wundrander werden erneut mit 0,1-0,2 ml Carbostesin 0,5 %
infiltriert. Nun prapariert man stumpf in die Tiefe, bis die V. femoralis zum Vorschein
kommt. Diese befreit man von Bindegebsfaszien und spannt jetzt das Gefal zur

Katheterisierung auf eine Priparati onspinzette auf und geht wie bisher beschrieben vor.

3.2.1.4. Narkoseiiber wachung und physiologische Par ameter

Wihrend des gesamten Versuches werden die physiologischen Parameter iiberwacht, um

konstante und reproduzierbare Bedingungen zu schaffen.

39



EIGENE UNTERSUCHUNGEN

Perikranielle Temperatur

Die Uberwachung der perikraniellen Temperatur erfolgt iiber eine Temperatursonde, die im
rechten Musculus temporalis platziert wurde, um einer Auskiihlung entgegenwirken zu
konnen. Angestrebt wird eine Temperatur von 37 °C. Um ein Absinken der perikraniellen
Temperatur unter diesen Soll-Wert zu vermeiden, werden eine Rotlichtlampe und eine

Wirmematte e ngesetzt.

Mittlerer arterieller Blutdruck (MAP)
Der MAP wird wahrend des gesamten Versuchablaufes iiber die A. femoralis gemessen. Der

in das Gefall eingefiihrte Katheter ist an einem Druckwandler angeschlossen (Fa. Medex
Medical GmbH & Co. KG, Klein-Winternheim), welcher den systolischen, diastolischen und
den arteriellen Mitteldruck misst. Das Monitoring erfolgt tiber einen Cardiocap I1-Monitor
(Fa. Datex Helsinki, Finnland).

Elektrokardiogramm

In Riickenlage werden zur Messung des Elektrokardiogramms zwei Elektroden subkutan in
Hohe der Achselhdhlen in der Ellenbogenfalte und eine dritte Elektrode ebenfalls subkutan in
der rechten Kniefalte angebracht. Diese stehen mit einer Messapparatur (Cardiocap |1, Fa
Datex, Helsinki, Finnland) in Verbindung. Auf einem Monitor wird die Herzfrequenz
dargestellt.

Atemgasmessung

Die Uberwachung der Atmung erfolgt iiber ein Atemgasmonitor (Capnomac, Fa. Datex
Helsinki, Finnland). Hier werden die Atemfrequenz, der in- und exspiratorische
Kohlendioxid- und Sauerstoffgehalt sowie in- und exspiratorische Sevoflurankonzentration

gemessen.

Blutgasanalyse
Mit der Messung und Kontrolle der Blutgase wird eine adiquate Beatmung des Tieres

sichergestellt. Hier werden zu den genannten Messzeitpunkten tiber einen Dreiwegehahn (BD
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Connecta, Fa. Becton Dickinson, Helsingborg, Schweden), der an der A. femoralis
angeschlossen ist, arterielles Blut in eine heparinisierte Kapillare (Clinitubes, 85 ul, Fa
Radiometer Medical ApS, Kopenhagen, Dianemark) iiberfiihrt und folgende Werte mit Hilfe
des Blutgasanalysegerits ABL800 Flex (Fa. Radiometer Medical ApS, Kopenhagen,

Dinemark) gemessen:

Kohlendioxidpartialdruck, PaCO,
Sauerstoffpartialdruck, PaO,
pH-Wert

Standard-Bikarbonat (SBC)
Basendefizit (BE)
Plasmaglukosekonzentration
Hamoglobingehalt (Hb)

3.2.1.5. Medikamentenapplikation

Nach Beenden der Praparationsphase wird unmittelbar vor der Applikation des Medikaments
die Stammldsung frisch hergestellt. Hierzu wird den Angaben des Herstellers zufolge 5 mg
des Pulvers mit 2,5 ml Aqua ad iniectabilia (Fa. B. Braun Melsungen AG, Melsungen)
aufgel 6st, so dass eine Stammlésung mit einer Konzentration von 2 mg/ml entsteht. Die Tiere
der Bolusgruppe erhielten eine einmalige Applikation von 2 mg/kg, die Tiere der beiden

Infusionsgruppen zusitzlich eine Infusion mit einer Rate von 3 mg/kg/h bzw. 6 mg/kg/h.

3.21.6. Entnahmeder Blutproben

Vor Gabe des Medikaments wird zum Zeitpunkt t = O eine Blutprobe zur Bestimmung des
Ausgangswertes (Baseline) bestimmt. Nach der Applikation werden zu den beschriebenen
Zeitpunkten (siehe Tabelle 2 und 3) Blutproben von je 1 ml entnommen und ohne Zusatz von
gerinnungshemmenden Faktoren zentrifugiert. Das iiberstehende Plasma wird abpipettiert und

bei -80 °C eingefroren.
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3.2.1.7. Bestimmung der Plasmakonzentration von APC

Die Bestimmung der Plasmakonzentration der Proben erfolgt mit einem chromogenen Peptid-
Substrat-Assay (BCS) nach Aktivierung des Protein C durch Schlangengift (Protac) mit dem
Reagenz Berichrom der Fa. Dade-Behring.

3.2.1.8. Messung der Plasmaosmolaritét

Um eine Gewihrleistung der Homoostase sicherzustellen, wurden bei einem Tier der
Infusionsgruppe mit 6 mg/kg/h zwel Blutproben von je 05 ml zur Bestimmung der
Plasmaosmolaritit genommen: die erste Blutprobe vor Applikation von APC (Baseline) und
die zweite Blutprobe nach 180 Minuten Infusionsdauer. Aulerdem wurde als dritte Probe 1

ml der Stammlésung von 2 mg/kg APC einer Osmol aritatsmessung unterzogen.

3.2.1.9. Berechnung der Plasmahalbwertszeit (HWZ)

Die Berechnung der HWZ erfolgt anhand der Bestimmung einer Regressionskurve in
Anndherung an die Eliminationskurve nach Bolusgabe mit Microsoft Office Excel 2003. Fir
die Regressionsgerade wird eine Funktionsgleichung erstellt, mit deren Hilfe der Zeitpunkt t
berechnet werden kann, zu dem die Plasmakonzentration von APC auf die Hilfte der

Ausgangskonzentration nach Bolusgabe abgesunken ist.

42



EIGENE UNTERSUCHUNGEN

3.2.2. Hauptversuch

In diesem Teil der Studie wird der Effekt von APC auf den neuronalen Schaden nach globaler
zerebraler Ischamie der Ratte untersucht.

3.2.2.1. Versuchstiere

In diese Studie gehen 26 mannliche Sprague Dawley-Ratten (Charles River Deutschland
GmbH, Sulzfeld) mit einem durchschnittlichen Gewicht zum Zeitpunkt der Operation von
320+ 15gein.

3.2.2.1.1. Versuchstierhaltung

Die Tiere wurden entsprechend den gesetzlichen Bestimmungen zur Versuchstierhaltung
unter standardisierten Laborbedingungen in identischen Kafigen mit entstaubten und
entkeimten Weichholzgranulat-Einstreu sowie Futter und Wasser ad libitum gehalten. Zwolf
Stunden vor Versuchsbeginn wird den Tieren das Futter entzogen, Wasser steht ihnen
weiterhin ad libitum zur Verfigung. Das Tierversuchsvorhaben wurde gemal § 8 des
deutschen Tierschutzgesetzes (TierSchG i. d. F. vom 25.05.1998, BGBI | S. 1105) durch das
Landesuntersuchungsamt Rheinland-Pfalz  (Zulassungsnummer 23 177-07/G 06-1-023)
genehmigt.

3.2.2.1.2. Versuchstier gruppen

Die Versuchstiere werden in drei unterschiedliche Gruppen randomisiert: 1. eine APC-
Gruppe, 2. eine Kontrollgruppe mit Natriumchlorid(NaCl)-losung und 3. ene
Nativtiergruppe. Die Einteilung der Tiere in die drei Gruppen ist in der folgenden Tabelle
dargestellt:
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Tabelle 4: Einteilung der 26 Tierein die drei Versuchsgruppen des Hauptversuches

Gruppe Behandlung Anzahl der Tiere
APC-Gruppe APC Bolus 2 mg/kg und 6 mg/kg/hii.v. n=10
Kontrollgruppe NaCl-l6sung in dquivalenter Menge n=10
Nativ Keine Ischamie, keine Behandlung n=6

Darstellung der Einteilung der Tiere in die drei Gruppen nach Randomisierung: APC-
Gruppe (n = 10), Kontrollgruppe mit Natriumchloridlésung (n = 10) und die Nativtiergruppe
(n=6)

3.2.2.1.3. Versuchsplan, Aufbau und zeitlicher Verlauf

Der Versuch gliedert sich in einen operativen und einen postoperativen analytischen Tell. Der
operative Teil beinhaltet die Narkoseeinleitung, Beatmung, Priparation, Induktion der
zerebralen Ischamie und Medikamentenapplikation (siehe Abbildung 6), wahrend der
postoperative Teil die Verhatenstests, die Totung der Tiere mit anschlieBender
Gehirnentnahme und Analyse der Proben einschlieft.

Die ersten beiden Gruppen unterscheiden sich in der Art des zu verabreichenden
Medikaments. die erste Gruppe erhilt APC, die zweite Gruppe isotone NaCl-l6sung as
Kontrolle. Die Tiere der ersten Gruppe erhalten zuerst eine Bolusadministration von 2 mg/kg
APC i.v. mit direkt anschlieBender Infusion von 6 mg/kg/h des Medikaments iiber fiinf
Stunden. Die Tiere der zweiten Gruppe erhalten an Stelle des Medikaments die dquivalente
Menge an isotoner NaCl-16sung. Die dritte Gruppe setzt sich aus gesunden Ratten zusammen,

die keiner chirurgischen Intervention unterzogen werden.
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Verlaufsprotokoll:

Einleitung der Aniasthesie

—

Chirurgische Praparation

—

Narkoseumstel lung
Aquilibrierung 30 min

Messung Baseline: BGA,

—

v

Blutentzug 8 min
(Ziel = MAP von 40 mmHgQ)

physiolog. Parameter, zerebraler
Blutfluss, Plasma-APC,
Plasmaosmol aritit

Messung Start Ischamie:

—

\ 4

Ischamie
(Okklusion der Aa. carotides communes
fir 14 min)

BGA, physiolog. Parameter,
zerebraler Blutfluss

Messung Ende Ischimie:

—

v

Reperfusionsphase 15 min

BGA, physiolog. Parameter,
zerebraler Blutfluss

M essung Ende Reperfusion:

—

v

Bolusapplikation 2 mg/kg APCi.v.
Infusion 6 mg/kg/h APC i.v. fiir 5h

\7

Stiindliche Dokumentation tiber 5 h

BGA, physiolog. Parameter,
zerebraler Blutfluss

Messung: BGA, physiolog.

v

Ende der operativen Phase

Parameter, zerebraler Blutfluss
nach 1 h: Plasma-APC

nach 5 h: Plasma-APC und
Plasmaosmol aritit

Abbildung 6: Ubersicht der einzelnen Phasen der Operation im zeitlichen Verlauf
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3.2.2.2. Narkoseeinleitung und Vorbereitung

Um eine Intubation vornehmen zu kénnen, miissen die Tiere anasthesiert werden. Hierzu wird
wie bereits im Vorversuch (Kapitel 3.2.1.2.) beschrieben vorgegangen. Auch hier wird das
Tier nach der Intubation auf dem Operationstisch in Riickenlage positioniert und mit einer
volumengesteuerten Beatmungspumpe mit 3,5 Vol% Sevofluran beatmet. Im Folgenden wird
vorgegangen wie bereits beschrieben. Zusitzlich zur perikraniellen Sonde wird eine mit

Wundsal be gleitfihig gemachte Temperatursonde in das Rektum eingefiihrt.

3.2.2.3. Praparation

Entsprechend den Vorversuchen werden im Hauptversuch sowohl die A. femoralis as auch
die V. femoralisin der rechten Leistengegend prapariert und katheterisiert.

Bel der Praparation des Halses sucht man die A. carotis communis auf, welche medial und
unter der V. jugularis zu liegen kommt. Der Zugang zur Arterie befindet sich in einem
Dreieck zwischen Musculus omohyoideus, sternohyoideus und sternomastoideus. Hier trennt
man das Gefall vorsichtig von den Bindegwebsfaszien unter weitestgehender Schonung des
Nervus vagus und legt es komplett frei. Man verwendet ein Gummiband als Gefalligatur und
umschlingt damit das Gefall, um es fiir die spitere temporare Okklusion vorzubreiten. Zur
Praparation der linken Halsseite verfahrt man entsprechend. Auf der rechten Seite werden nun
die V. jugularis prapariert und zwei Katheter in das Gefa3 zur dauerhaften Applikation der
Studiensubstanz und von Sufentanil (Sufenta mite, Janssen-Cilag GmbH) vorgeschoben, da
Eingriffe an Knochen und Periost schmerzhaft sind und die Inhalationsnarkose um ein Opiat
erganzt werden muss. Die Initialdosierung von Sufentanil betragt 2,5 pg/kg/h, welche im
weiteren Verlauf in einer Dosierungsspanne von 2,5-5 ug/kg/h eingestellt wird. Zur
Katheterisierung der V. jugularis spannt man jetzt das Gefifl auf eine Praparationspinzette
und fithrt nun zwei Katheter fiir die Medikamentenapplikation in das Gefalumen ein und
verschliefit kleine Sickerblutungen zwischen den Kathetern mit einem Hamostyptikum
(Tabotamp, Ethicon, Norderstedt).

Nach Beenden der Gefalpraparation lagert man das Tier vorsichtig zuriick in die Bauchlage,
um es fir die Praparation am Kopf zur Messung des zerebralen Blutflusses vorzubreiten

(siehe unten).
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3.2.2.4. Narkoseiiber wachung und physiologische Parameter

Wihrend der gesamten operativen Phase werden zu genau definierten Messzeitpunkten (siehe
Abbildung 6) die folgenden physiologischen Parameter erhoben und dokumentiert, um einen
konstanten Versuchsablauf und standardisierte, reproduzierbare Ergebnisse erzielen zu

konnen:

Temperatur:
Zur Uberwachung der Korpertemperatur wird rektal eine Sonde eingefiihrt, die die

Korperinnentemperatur misst. AuBerdem wird mit ener Messsonde, die in der
Praparationsphase im rechten Musculus temporalis moglichst schadelnah platziert wird, die
perikranielle Temperatur gemessen, da bei intraischamischen Bedingungen die perikranielle
Temperatur von der Korperinnentemperatur abweicht (BUSTO et al., 1987). Mit Hilfe einer
Rotlichtwirmelampe und einer Warmematte wird die perikranielle Temperatur konstant auf
37 °C gehalten.

Mittlerer arterieller Blutdruck (MAP):

Der Blutdruck wird entsprechend den Vorversuchen wihrend des gesamten Versuchablaufes
tiber die A. femoralis gemessen. Der in das Gefall eingefiihrte Katheter ist an einem
Druckwandler angeschlossen, welcher den systolischen, diastolischen und den arteriellen
Mitteldruck misst.

Elektrokardiogramm:

Zur Messung der Herzfrequenz wird ein Elektrokardiogramm abgeleitet. Hierzu werden der
zweiten Ableitung entsprechend zwei Messsonden jeweils subkutan in der Ellenbogenfalte
und die dritte Sonde in der rechten Kniefalte platziert. Die Messung erfolgt iiber den
Cardiocap I1-Monitor (Fa. Datex, Helsinki, Finnland).

47



EIGENE UNTERSUCHUNGEN

Atemgasmessung:

Die Uberwachung der Atmung erfolgt iiber einen Atemgasmonitor, wobei die Atemfrequenz,
der in- und exspiratorische Kohlendioxidpartialdruck und die inspiratorische

Sauerstofffraktion sowie in- und exspiratorische Sevoflurankonzentration gemessen werden.

Blutgasanalyse (BGA):

Hier wird zu den genannten Messzeitpunkten arterielles Blut in eine heparinisierte Kapillare

iiberfiihrt und folgende Werte gemessen:

Kohlendioxidpartialdruck, PaCO,
Sauerstoffpartialdruck, PaO,
pH-Wert

Standard-Bikarbonat (SBC)
Basendefizit (BE)
Plasmaglukosekonzentration
Hamoglobingehalt (Hb)

3.2.2.5. Positionierung der Sonden zur L aser-Doppler -Flussmessung

Mit Hilfe des Laser-Doppler-Messsystems (Periflux 4001 Master, Fa. Perimed, Jirfilla,
Schweden) kann die kortikale Hirndurchblutung gemessen werden. Da die Manipulationen an
Schiadel und Periost sehr schmerzhaft sind, wird vor der Praparation zur Analgesie eine
permanente Sufentanil-Applikation mit einer Dosierung von 2,5 pg/kg/h begonnen. Zur
korrekten Messung des zerebralen Blutflusses ist eine Fixierung des Schidels notwendig, um
eine exakte Positionierung der Laser-Doppler-Sonden (Stainless Steel Probe, Probe 403,
Perimed, Jirfilla, Schweden) zu gewihrleisten und Messungenauigkeiten zu vermeiden.
Hierzu hakt man die Schneidezihne des Oberkiefers in der Klammer der Stereotaxie ein und
befestigt den Schadel mit der dariiber befindlichen Klemme in der Langsachse. Um seitliche
Bewegungen zu vermeiden, werden atraumatische Ear Bars in den knochernen Gehorgang
eingefiihrt und seitlich in der Stereotaxie befestigt. Der Schadel ist nun fest fixiert.

Die Haut iiber dem Os parietale und Os frontale wird nun desinfiziert, rasiert und mit einem

kleinen Schnitt durch eine Praparationsschere auf etwa 1 cm Linge eréffnet, mit Carbostesin
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0,5 % infiltriert und das Bindegewebe und die Faszien stumpf zur Seite prapariert, um
Blutungen zu vermeiden. Die Galea wird nun mit zwei Schnitten jeweils 2 mm medial der
Sutura sagittalis und 2 mm caudal der Sutura coronalis eréffnet. Mit einer spitzen
Praparierpinzette wird diese im Anschluss nach lateral prapariert und der Schadel auf einer
Flache von etwa 2 x 3 mm freigelegt. Die Galea wird nun mit vier Ziigeln zur Seite fixiert,
um die nachfolgenden Schritte zu erleichtern. Hiernach wird mit einem Diamantbohrer der
Knochen an zwei Lokalisationen jeweils etwa 2 mm media der Sutura sagittalis und 2 mm
caudal der Sutura coronalis bis auf eine diinne Knochenlamelle, die auf Druck nachgibt, unter
standiger Wasserkiihlung abgefriast mit dem Ziel, die Dura mater zu schonen und dennoch
eine ausreichende Eindringtiefe fiir die Messung der zerebralen Durchblutung zu
gewihrleisten. Die Messsonden besitzen eine Eindringtiefe von 1 mm, daher ist ein Abfrasen
des Schadelknochens notwendig. Mit zwei Manipulatoren werden die Messsonden nun exakt
auf die Knochenlamellen aufgesetzt. Vor jedem Versuch werden die Sonden in vitro
kalibriert. Die korrekte Positionierung wird tberpriift, indem man mit einer kurzzeitigen
Hyperventilation einen Abfall des zerebralen Blutflusses um tiber 10 % provoziert. Die

Messung erfolgt in willkiirlich gewéhlten Einheiten (Perfusion Units).

3.2.2.6. Narkoser eduktion

Nach Abschluss der Praparation erfolgt die Reduktion der Sevoflurankonzentration auf 1,5
Vol%. Die Beatmungsfrequenz und das Beatmungsvolumen werden mit einer Blutgasanalyse
kontrolliert und bei Bedarf angepasst.

3.2.2.7. Aquilibrierung

Nach der Reduktion der Sevoflurankonzentration erfolgt iber einen Zeitraum von einer
halben Stunde die Aquilibrierungsphase, in der der Organismus sich an die neuen
Bedingungen adaptieren kann und Stoffwechselvorgange sich wieder stabilisieren kénnen.
Dies ist notwendig, um nach unterschiedlich schneller und konzentrierter Anflutung des
Inhalationsnarkotikums in den verschiedenen Geweben mit unterschiedlicher Verteilung eine
moglichst konstante Konzentration des Narkotikums zu gewihrleisten. Am Ende der

Aquilibrierung werden die priischamischen Basiswerte dokumentiert (Baseline).
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3.2.2.8. Ischamie

Die Ischamie gliedert sich in eine Phase des Blutentzuges mit hamorrhagischer Hypotension
und in die eigentliche ischamische Phase, in der die A. carotides communes abgeklemmt
werden. Die Phase des Blutentzuges dauert acht Minuten und erfolgt iiber den Katheter in der
V. femoralis. Hierzu wird vor Beginn die Durchgiangigkeit des Katherers gepriift. Das vensse
Blut wird in heparinisierten Spritzen (gespiilt mit Heparin-Losung 2,5 |.E. Heparin-Natrium
pro ml) aufgefangen und korperwarm gehalten. Ziel des Blutentzugesist es, einen MAP von
40 mmHg zu erreichen. Hierzu wird so viel Blut entzogen bis der anzustrebende Wert erreicht
ist und dieser bis zur Phase der eigentlichen Ischamie konstant gehalten wird. Nach Ablauf
der acht Minuten schliefit sich die Phase der eigentlichen Ischamie an. Es werden die
GefaBlligaturen der A. carotides communes vorsichtig angezogen und die Gefifle werden
mittels Gefaiclips okkludiert, um den Blutfluss zu unterbinden. Daraufhin muss der MAP
weiter durch Blutentzug oder geringfiigiger Blutgabe konstant auf 40 mmHg gehalten werden.
AuBerdem muss die Beatmung den verinderten Bedingungen angepasst werden, indem man
die Atemfrequenz vermindert, um einer Hyperventilation vorzubeugen. Die ischimische
Phase dauert 14 Minuten. Hiernach werden die Gefaficlips und die GefaBligaturen komplett
entfernt (V ersuchsaufbau siehe Abbildung 7).
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Abbildung 7: Versuchsanordnung in der Ischdmiephase; das Tier ist im stereotaktischen
Rahmen fixiert.

3.2.2.9. Reperfusion

In der Phase der Reperfusion wird das entzogene Blut iiber einen Zeitraum von 15 Minuten
kontinuierlich zuriickgegeben. Durch die Gabe kohlendioxidreichen Blutes muss die
Beatmung den Verhiltnissen angepasst und die Atemfrequenz auf den Ausgangswert erhoht

werden, damit das vermehrte Kohlendioxid abgeatmet werden kann.

3.2.2.10. Medikamentenapplikation

Nach Ablauf der Reperfusionsphase erfolgt unmittelbar die Bolusapplikation von APC 2
mg/kg und daraufhin die Konnektierung der Infusion mit einer Infusionsrate von 6 mg/kg/h.
Xigris wird as Pulver vom Hersteller angeboten und wird nach Herstellerangaben mit Aqua
ad iniectabilia aufgelost, so dass eine Stammlosung mit einer Konzentration von 2 mg/ml

entsteht. Im vorliegenden Versuch wurde aufgrund der Ergebnisse der Vorarbeiten (siehe
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Kapitel 3.3.1.3.) unmittelbar vor der Applikation des Medikaments eine Stammlésung von 1
mg/ml unter sterilen Kautelen hergestellt.

3.2.2.11. Bestimmung der Plasmakonzentration von APC

Zu drei verschiedenen Messzeitpunkten wird die Konzentration von APC im Blut bestimmt
(Ausgangswert = Baseline, nach einer Stunde Infusion und nach sechs Stunden Infusion), um

einen konstanten Plasmaspiegel zu gewahrleisten

3.2.2.12. Messung der Plasmaosmolaritit

Zu zwei verschiedenen Messzeitpunkten (Ausgangswert = Baseline, nach fiinf Stunden) wird
die Plasmaosmolaritit des Blutes bestimmt, um eine Aufrechterhaltung der Homoostase zu

kontrollieren.

3.2.2.13. Uberwachung der I nfusionsphase

Wihrend der Infusion von APC werden stiindlich die physiologischen Parameter, zerebraler
Blutfluss sowie Sevoflurankonzentration dokumentiert. Zusitzlich werden nach jewells drei

und fiinf Stunden Infusion die Blutgase kontrolliert.

3.2.2.14. Beendigung der Anisthesie

Nach Abschluss des Versuches werden die Katheter und Sonden entfernt, alle Hautschnitte
erneut mit Carbostesin 0,5 % infiltriert und mit nicht-resorbierbaren Fiden (Prolene 4-0, Fa.
Ethicon GmbH, Norderstedt) sorgfiltig verschlossen. Zur Vermeidung eines
Fliissigkeitdefizits werden 4 ml 0,9 %iger NaCl-16sung subkutan injiziert. Anschlielend wird
die Anisthesie beendet, nach Eintreten der Spontanatmung die Beatmung mit einem

Sauerstoff-Luftgemisch beendet und das Tier extubiert. Das Tier wird bis zur Erholung auf
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einer Warmematte gewarmt und anschlieend in den Kafig verbracht und regelmaBig

kontrolliert.

3.2.2.15. Verhaltenstests

Der Barnes Maze Test stellt ein hippokampusabhiangiges Modell dar, mit dem raumliches
Denken, Erinnerungsvermogen und Lernverhalten nach zerebraler Ischimie getestet werden
kann (MILANI et al., 1998). Die Tiere werden am 4. postoperativen Tag zweimal getestet
(Lauf 1 und Lauf 2), im Folgenden an den postoperativen Tagen 6 (Lauf 3), 8 (Lauf 4) und 10
(Lauf 5). Die untersuchten und dokumentierten Parameter sind die Zeit bis zum Auffinden des
ersten Loches und die Zeit bis zum Erreichen des Zielloches in Sekunden. Der Test ist nach
funf Minuten beendet, das Nichtauffinden des Zielloches wird daher mit einer Zeit von 300
Sekunden dokumentiert.

Vor jedem Durchgang miissen Testfeld und Zielbox mit 70 % Ethanol desinfiziert werden.
Das Testfeld besteht aus einer 2 x 2 m gro3en schwarzen Holzplatte mit acht zirkular
angeordneten Lochern in der Platte. Unter einem Loch verbirgt sich die Zielbox, welche von
der Ratte als Endpunkt des Tests aufgesucht werden muss. In Richtung der Zielbox befindet
sich in unmittelbarer Néhe eine Einrichtung, um aversive Reize wie weifles Radiorauschen
und helles Licht auszusenden. Am postoperativen Tag 4 wird das zu testende Tier in seinem
Kafig fiir 15 Minuten in den Testraum verbracht, um es an die neue Umgebung zu gewshnen.
Nach Reinigen und Desinfizieren des Testfeldes und der Zielbox wird letztere mit Zellstoff
ausgelegt, um sie der Ratte als sicheres Ziel begreiflich zu machen. Das Tier wird nun in die
Zielbox gesetzt und diese als nachstes unter dem Zielloch in einer Halterung platziert, um das
Tier an die raumliche Situation zu adaptieren. Nach Ablauf von einer Minute wird die Ratte
ziigig in die Mitte des Testfeldes gesetzt und mit einer Box abgedeckt. Nach einer halben
Minute zur Beruhigung in der Dunkelheit wird die Box angehoben und entfernt und der Test
beginnt. Ab diesem Zeitpunkt wird gemessen, wie lange das Tier zum Erreichen des ersten
Loches und der Zielbox bendtigt. Hat das Tier nach 5 Minuten die Zielbox nicht gefunden,
wird es unter Beibehalten der aversiven Stimuli zur Zielbox gefiihrt. Am 4. postoperativen
Tag wird im Anschluss an den ersten Durchgang und einer Erholungphase von 15 Minuten
ein zweiter Durchgang vorgenommen. Der dritte Durchgang erfolgt wie beschrieben am

postoperativen Tag 6, der vierte an Tag 8 und der fiinfte Durchgang an Tag 10. Zu beachten
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ist, dass bei allen Durchgéingen immer gleiche Bedingungen herrschen und immer zu gleichen

Uhrzeiten gemessen wird, um reproduzierbare Ergebnisse zu erzielen.

3.2.2.16. Probengewinnung

Zehn Tage post operationem werden die Hirnproben zur weiteren Untersuchung entnommen.

Dies erfolgt im Anschluss an den fiinften Durchgang des Barnes Maze Tests.

3.2.2.16.1. Dekapitierung und Entnahme des Gehirns

Am zehnten Tag nach der Operation wird das Tier in tiefer Narkose mit Sevofluran getotet
und das Hirn entnommen. Hierzu setzt man es in die Narkoseinduktionskammer unter
Einleitung von 8 Vol% Sevofluran. Ist die Narkose tief genug, entnimmt man das Tier aus der
Kammer und legt es in Bauchlage unter einer Maskennarkose vor sich. Mit einem Skalpell
durchtrennt man auf Hohe des Atlantookzipitalgelenks Haut, Bindegewebe, Sehnen und
Muskeln und schneidet ziigig mit einer chirurgischen Schere das Gelenk durch. Der
abgetrennte Schadel wird mit einer Hand fixiert und die Haut sowie das Periost iiber dem
Schideldach mit dem Skalpell wegprépariert. Ebenso 16st man die Musculi temporales vom
Knochen, um die Hirnentnahme zu erleichtern. Mit einer Hohlmeif3elzange beginnt man am
Foramen magnum, rostralwirts den Knochen vorsichtig abzuheben. Dies geschieht bis zu den
beiden Bulbi olfactorii, die Dura mater wird dabel vorsichtig mit einem Spatel entfernt. Mit
diesem Spatel durchtrennt man as niachsten Schritt die basa und lateral gelegenen
Hinrnervenansitze und arbeitet sich unter Sichtkontrolle basal bis zum Riechhirn vor. Die
beiden Bulbi werden durchtrennt, so dass das Gehirn lose in der eroffneten Schadelhohle liegt

und mit einer Pinzette entnommen werden kann.

3.2.2.16.2. Aufbereitung der Proben

Nach der Gehirnentnahme miissen die Proben fixiert werden. Hierzu legt man das frisch
entnommene Gehirn fiir finf Minuten in einen Falcon Tube gefillt mit etwa 30 ml

Methylbutan (Fa. Sigma-Aldrich, Steinheim), das zuvor mit Trockeneis auf -80 °C
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heruntergekiihlt worden ist. Zur Lagerung wird das Gehirn in Alufolie eingepackt und bei -80

°C zur dauerhaften Lagerung eingefroren.

3.2.2.16.3. Schneiden der Gehirne

Von den tiefgefrorenen Gehirnen werden bel -20 °C mit dem Mikrotom Mikrom HM 560 (Fa.
Mikrom GmbH, Walldorf, Germany) sieben Mikrometer dicke Schnitte angefertigt. Im
Folgenden wird nun die im Atlas,,The Rat Brain in Stereotaxic Coordinates (PAXINOS und
WATSON, 1997) as Bregma -2,3 definierte Schnittebene als Nulllinie festgelegt. Dies
geschieht unter mikroskopischer Kontrolle nach kurzem Anfirben des Schnittes mittels
verdiinnter Hamalaunlésung. Es werden jeweils drei Schnitte auf einen Objekttriager
aufgetragen, so dass insgesamt 150 Schnitte von jedem Gehirn angefertigt werden. Diese

werden sofort auf die Objekttrager aufgetragen und bei -20 °C gelagert.

3.2.2.17. Analyseverfahren

Zur Bestimmung des histopathologischen Schadens wird die Farbung mit Himatoxylin und
Eosin verwendet, zur Bestimmung der Apoptosevorgange die immunhistochemische Farbung

gegen aktivierte Caspase-3.

3.2.2.17.1. Hamatoxylin-Eosin-Fir bung (HE-Fir bung)

Hamatoxylin ist ein natiirlicher Farbstoff aus dem Blauholzbaum und muss zuerst zu
Hamalaun aufbereitet werden, um seine fiarbende Eigenschaft zu entwickeln. Hamalaun farbt
alle sauren (=basophilen) Strukturen wie Desoxyribonucleinsiure in Zellkernen und
Zytoplasmaanteile, die reich an endoplasmatischem Reticulum sind, blau und wird somit
tiberwiegend als Kernfarbung genutzt. Nach der Firbung mit Hiamalaun erscheinen die
Zellkerne zunachst rotlich-braun aufgrund des niedrigen pH-Wertes der Firbelosung. Durch
Spiilen in Leitungswasser erhoht sich der pH und der Farbton schldagt nach blau um. Die
Gegenfarbung erfolgt mit Eosin; dieses ist ein synthetischer Farbstoff, der alle basischen

(=eosinophilen) Bestandteile wie das Zytoplasma kraftig rot farbt.
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Ein ischamischer Gewebeschaden wird durch eine vermehrte Eosinophilie (= Rotfarbung) des
Zytoplasmas markiert. Die zu Grunde gehenden Zellkerne erscheinen klein und pyknotisch,
wihrend vitale Neuronen durch basophiles Plasma mit gut erkennbarem Kern dargestellt

werden.

3.2.2.17.1.1. Féarbevorgang

Von jedem Gehirn werden fir die Farbung insgesamt neun Gefrierschnitte in drei Ebenen
verwendet. Es werden der 1., 25. und der 50. Objekttrager mit jeweils drei Gehirnschnitten

angefarbt.

Protokoll der HE-Farbung:
Absteigende Alkoholreihe: 10 Minuten in 100 % Ethanol
1 Minute in 96 % Ethanol
1 Minute in 70 % Ethanol

2 X Waschen in ddH,0

1 Minute in Himalaun-Lsung

10 Minuten Waschen in kaltem, flieBendem Leitungswasser

2 X Waschen in ddH,0

1,15 Minute in Eosin (200 ml + 80 ul 100 % Eisessig [2 Tropfen])

2 X Waschen in ddH 0O

Aufsteigende Alkoholreihe: 5 Minuten in 70 % Ethanol
2,5 Minuten in 80 % Ethanol
1 Minuten in 96 % Ethanol
1 Minuten in 100 % Ethanol

2 Minuten Fixierung in Roti-Histol

5 Minuten erneute Fixierung in Roti-Histol

Eindeckeln mit Roti-Histokitt (1-2 Tropfen)

Nach Lagerung bei -80 °C erfolgt zu Beginn die Rehydratation der Schnitte in einer
absteigenden Alkoholreihe (10 Minuten in 100 % Ethanol, 1 Minute in 96 % Ethanol, 1
Minute in 70 % Ethanol). Im Anschluss werden die Schnitte zweimal kurz in destilliertem

Wasser gewaschen. Zur Firbung werden die Schnitte nun 1 Minute lang in Mayers
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Hamalaunl6sung gefarbt. Hiernach werden diese dann 10 Minuten unter kaltem, flieBendem
Leitungswasser und zweimal in destilliertem Wasser gewaschen. (Durch das Spiilen in
Leitungswasser [ph-Wert iiber 3] fiihrt man das Hamatoxylin in seine blaue Form iiber
[Blauen]). Fir die Gegenfarbung mit Eosin werden die Schnitte fiir 1,15 Minuten in wissrige
Eosin-Losung verbracht. Im Anschluss erfolgt die Dehydratation in aufsteigender
Alkoholreihe (5 Minuten in 70 % Ethanol, 2,5 Minuten in 80 % Ethanol, 1 Minute in 96 %
Ethanol, 1 Minute in 100 % Ethanol). Zur Fixierung gibt man die Schnitte zuerst fiir 2
Minuten in Roti-Histol und im Anschluss nochmals fiir 5 Minuten in frisches Roti-Histol.
Zum Einbetten und endgiiltigen Fixieren der Schnitte bedeckt man diese mit ein bis zwei
Tropfen Roti-Histokitt und einem Deckglas. Uber Nacht lisst man die fertigen Priparate

trocknen und lagert sie dann bei Raumtemperatur in Objekttragerkasten.

3.2.2.17.1.2. Auswertung der Préparate

Der histopathologische Schaden wird durch Zihlung aler vitalen Neuronen in der CA1-,
CA2-, CA3- und CA4-Region bestimmt. Vitale Neuronen stellen sich in der HE-Farbung als
blass-blauliche, gut abgrenzbare Zellen mit dunkler gefarbtem Zellkern dar. Zur Auswertung
werden jeweils die CA1- und CA2-, sowie die CA3- und CA4-Region zusammengefasst
(CAL/CA2- und CA3/CA4-Region) und die absoluten Zellzahlen dokumentiert. Von jeder
Gehirnprobe werden der 1., 25. und der 50. Schnitt unter einem Lichtmikroskop (Wilozyt BX
300, Fa. Will, Wetzlar) zunichst unter 100facher VergroBerung betrachtet und die
Hippokampusformation aufgesucht. Nun beginnt man in 200facher Vergroerung mit der
Zihlung aller vitalen Neuronen in der CA1/CA2-Region, wobei man das Zellband konsequent
abfihrt und alle blaulich gefarbten, gut abgrenzbaren Zellen bis zum Ubergang zur CA3-

Region zihlt und dokumentiert. Ab hier beginnt man mit einer neuen Zahlung.

3.2.2.17.2. Immunhistochemische Detektion aktivierter Caspase-3
Die immunhistochemische Detektion von aktivierter Caspase-3 dient dazu, spezifisch das nur

wihrend der Apoptose in der Zelle exprimierte und aktivierte Protein Caspase-3 mit Hilfe

eines Antikorpers zu markieren. Aktivierte Caspase-3 wird hier mit Hilfe der indirekten
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»oandwichmethode™ Labeled Avidin  Biotin/Labeled Streptavidin - Avidin
Nachweismethode (auch als LAB/L SAB-Methode bezeichnet) detektiert (TAYLOR 1978).

3.2.2.17.2.1. Firbevorgang

Entsprechend der HE-Farbung werden von jeder Probe fiir die Farbung insgesamt neun
Gefrierschnitte in drei Ebenen verwendet. Beginnend von der Nulllinie an (Bregma -2,3)
werden der 2., 26. und der 49. Objekttriger als Ebenen festgelegt und die Priparate
angefertigt.

Protokoll der immunhistochemischen Firbung gegen aktivierte Caspase-3:

1 Tag:

2. Tag:

5 Minuten Fixation der Schnitte in 4 %iger Paraformal dehydl6sung

5 Minuten Waschen in Phosphate Buffered Saline (PBS)
10 Minuten in 3 % H,0, in Methanol

2 x 3 Minuten Waschen in PBS

20 Minuten Proteinbl ockierungsreagenz von Dako

Entfernen des Blockierserums

16 Stunden Inkubation mit Primarantikorper (iber Nacht bei + 4 °C)

2 x 3 Minuten Waschen in PBS

15 Minuten Inkubation mit Sekundarantikorper

2 x 3 Minuten Waschen in PBS

15 Minuten Inkubation mit Streptavidin-HRP

2 x 3 Minuten Waschen in PBS

10 Minuten Farbung mit Chromogensubstrat Dako

3 x 10 Minuten Waschen in ddH,O

45 Sekunden Gegenfarbung mit Hamalaun-L6sung

Kurzes Waschen in Leitungswasser

Aufsteigende Alkoholreihe: 2 Minuten in 70 % Ethanol
1 Minute in 96 % Ethanol
1 Minute in 100 % Ethanol

2 Minuten Fixierung in Roti-Histol

5 Minuten erneute Fixierung in Roti-Histol

Eindecken mit Roti-Histokitt Einbettmedium
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Es werden pro Tier jeweils neun Schnitte auf insgesamt drei Objekttragern geférbt. Pro
Farbedurchgang werden insgesamt 16 Objekttrager gefarbt: zwolf Objekttrager von vier
Tieren mit je neun Schnitten, ein Objekttriger mit drei Schnitten eines Nativtieres as
Spezifitatskontrolle, zwei Objekttrager mit Thymusschnitten (als Positivkontrolle) und ein
Objekttrager mit drei Hirnschnitten ohne Priméarantikorper (als Negativkontrolle).

Zu Beginn der Farbung werden die gefrorenen Gehirnschnitte beschriftet und in einer 4
%igen Paraformaldehydlosung (eigene Herstellung) fixiert. Hiernach werden die Schnitte fiir
funf Minuten in einer Standkiivette auf dem Schiittler in PBS Puffersubstanz gewaschen und
anschlieBend fir 10 Minuten in einer 3 %igen Wasserstoffperoxidlosung in Methanol
verbracht. Daraufhin erfolgt zweimaliges Waschen in PBS fiir je 3 Minuten, um die Reste des
H,0,-Methanol von den Schnitten zu entfernen. Um nun das Protei nblockierungsmedium auf
die Schnitte geben zu konnen, werden die Objekttrager aus der Losung genommen,
tiberschiissige Fliissigkeit abgeschiittelt und die Schnitte eng mit einem inerten Fettstift
(DakoPen, Fa. Dako Denmark, Glostrup, Denmark) umrandet. Dies verhindert ein Ablaufen
der Losung wihrend der Inkubationszeit und halt die Flissigkeit auf den Gehirnschnitten
umschlossen. Nun wird das Proteinblockierungsmedium (jeweils 70 ul pro Schnitt)
aufgebracht und die Schnitte fiir 20 Minuten in einer feuchten Kammer inkubiert, um ein
Austrocknen der Schnitte zu verhindern. Nach der Blockierung wird die Fliissigkeit wieder
ohne Waschen abgeschiittelt und der Primarantikorper (Purified Rabbit Anti-Active Caspase-
3 Monoclonal Antibody, Fa. BD Pharmingen) in einer Konzentration von 1:200 auf die
Schnitte aufgebracht. Diese Verdiinnung wurde im Vorfeld tiber Verdiinnungsreihen ermittelt,
wobei hier die Verdiinnung verwendet wird, welche die geringste Hintergrundfarbung bei
dennoch eindeutiger Farbung der Zellen liefert. Zur Verdiinnung werden 5 pl des Antikorpers
in ein Eppendorf-Gefal pipettiert und mit 995 ul des Proteinblockierungsreagenz vorsichtig
vermischt.

Es erfolgt eine Inkubation mit dem Primarantikorper in der feuchten Kammer iiber Nacht bei
+ 4 °C. Am zweiten Firbetag werden die Schnitte zundchst wieder nach Abschiitteln des
aufgebrachten Antikorpers zweimal in PBS fiir je 3 Minuten in der Standkiivette gewaschen.
Im Anschluss erfolgt die Inkubation mit dem Sekundarantikorper fir 15 Minuten. Nach
erneutem Waschen mit PBS lasst man nun die Schnitte fiir 15 Minuten mit dem Streptavidin-
HRP inkubieren und verbringt die Schnitte im Anschluss wieder zum Waschen in PBS. Zum
Farben der Schnitte bereitet man im Vorfeld das Chromogensubstrat vor. Hierzu wird ein
Tropfen DAB auf 1 ml Substratpuffer gegeben. Nach einer Inkubation der Schnitte fiir 10
Minuten mit dem Chromogensubstrat (70 pl pro Schnitt) erfolgt nun ein dreimaliger
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Waschgang fiir je 10 Minuten in ddH20. Zur Gegenfarbung der Schnitte werden diese nun fir
45 Sekunden in Hamalaunlsung verbracht und daraufhin in Leitungswasser kurz gewaschen.
Danach lasst man die Schnitte kurz bei Raumtemperatur antrocknen und gibt diese nun zur
Dehydratation in eine aufsteigende Alkoholreihe: zwei Minuten in 70 %iger, eine Minute in
96 %iger und eine Minute in 100 %iger Ethanollosung. Im Anschluss erfolgt die Fixierung in
Roti-Histol, zuerst fir 2 Minuten und dann wiederholt in einem zweiten Gefal mit Roti-Histol
fir 5 Minuten. AbschlieBend werden die Schnitte nun luftdicht mit Roti-Histokitt und einem
Deckglas eingedeckt und zum Trocknen aufbewahrt.

3.2.2.17.2.2. Auswertung der Préparate

Die quantitative Auswertung der Schnitte erfolgt durch Zahlung aller gefarbten Zellen im
Zellband der Hippokampusformation, wobei die CAL/CA2- und die CA3/CA4-Region
getrennt voneinander untersucht werden. Die CA2-Region wird entsprechend der Auswertung
der HE-gefarbten Schnitte zur CA1-Region und die CA4-Region zur CA3-Region
subsummiert. Von jeder Gehirnprobe untersucht man den 2., 26. und den 49. Schnitt, um
moglichst reprasentativ die Strukturen des Hippokampus zu erfassen. Wie bereits bei der HE-
Farbung beschrieben sucht man zuerst unter einem Lichtmikroskop unter 100facher
Vergroerung das Zellband der CA1-Region im Hippokampus auf und stellt nun diesen
Bereich auf die 200fache Vergroerung ein. Beginnend mit der CA1-Region fiahrt man nun
das Zellband des Hippokampus ab und zihit ale positiven Zellen, die sich als braun gefirbte
gut abgegrenzte Zellen darstellen und dokumentiert das Ergebnis.
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3.2.2.18. Chemikalien, Antikér per, L osungen, Verbrauchsmaterial, Ger éite

Chemikalien

Acetic Acid, min 99 % (Eisessig), Fa. Sigma-Aldrich, Steinheim

Aqua B. Braun Ecotainer (doppelt destilliertes Wasser [ddH20]), Fa. B. Braun
Melsungen AG, Melsungen

Autostainer, Fa. Dako North Amerika, Inc., CA, USA

DAB Liquid Dako + Substrate Chromogen System, Fa. Dako North America, Inc.,
CA, USA

Destilliertes Wasser, Aqua B. Braun, Fa. Braun Melsungen AG, Melsungen, Germany
Dinatrium-Hydrogenphosphat-Heptahydrat (Na,HPO, x 7 H,O), Fa. Roth, Karlsruhe
Eosin-L6sung, Eosin G-Losung 0,5 % wassrig, Fa. Merck KGaA, Darmstadt

Ethanol p.A., Fa. AppliChem GmbH, Darmstadt, Germany

Hamalaun-L6sung, Mayers Haimalaunlosung, Fa. Merck KGaA, Darmstadt

| sotonische Natriumchloridlésung 0,9 %, Fa. B. Braun Melsungen AG, Melsungen
2-Methylbutane 99,5 % HPLC grade, Fa. Sigma-Aldrich, Steinheim

Methanol HPL C grade, Fa. Fisher Scientific, Leicestershire, UK
Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat pro analys (NaH2PO,), Fa. Merck KGaA,
Darmstadt

Paraformaldehyd, reinst, Fa. Merck KGaA, Darmstadt

PBS Dulbecco, Fa. Biochrom AG, Berlin

Peroxidase-konjugiertes Streptavidin-HRP Dako LSAB + System-HRP Kit, Fa. Dako
North America, Inc., CA, USA

Proteinbl ockierungsreagenz DakoCytomation Protein Block Serum-free, Ready-To-
Use, Fa. DakoCytomation, Inc., CA, USA

Roti-Histol, Fa. Roth, Karlsruhe, Germany

Roti-Histokitt Eindeckmedium, Fa. Roth, Karlsruhe, Germany

Sodium Hydroxode Solution 10 M (NaOH), Fluka, Fa. Sigma-Aldrich, Steinheim
Streptavidin-HRP Biotinylated Link Universal Dako LSAB + System-HRP Kit, Fa.
Dako North America, Inc., CA, USA

Woasserstoffperoxid 30 %, Fa. Merck KGaA, Darmstadt
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Antikorper

Purified Rabbit Anti-Active Caspase-3 Monoclonal Antibody, Fa. BD Pharmingen
(Priméarantikorper)

Biotinylated Link Universal Dako LSAB + System-HRP Kit, Fa. Dako North
America, Inc., CA, USA (Sekundarantikorper)

Lésungen

Ethanol, 70 %, 300 ml gesamt: 210 ml Ethanol pro analysi (Fa. AppliChem GmbH,
Darmstadt) und 90 ml destilliertes Wasser
Ethanol, 80 %, 300 ml gesamt: 240 ml Ethanol pro analysi (Fa. AppliChem GmbH,
Darmstadt) und 60 ml destilliertes Wasser
Ethanol, 96 %, 300 ml gesamt: 288 ml Ethanol pro analysi (Fa. AppliChem GmbH,
Darmstadt) 12 ml destilliertes Wasser
3 % H20, in Methanol, 300 ml gesamt:
270 ml Methanol 100 % pro analysi (Fa. Merck, Darmstadt)
30 ml destilliertes Wasser
Paraformaldehyd 4 %, 250 ml gesamt:
125 ml ddH0O, 10 g Paraformaldehyd
0,25 ml 10 M NaOH
125 ml 0,2 M Phosphatpuffer
PBS (Fa. Biochrom AG, Berlin), 1000 ml gesamt: 9,55 g auf 1 Liter ddH,O
0,2 M Phosphatpuffer, 1000 ml gesamt:
6,35 g NaH,PO, x H,0
21,91 g NapHPO, x 7 H,O
1000 ml ddH,O
Verdiinnte Hamalaunl 6sung, 300 ml gesamt:
150 ml Hamalaun (Mayers Hamalaunlosung, Fa. Merck KGaA, Darmstadt)
150 ml ddH-0O
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Verbrauchsmaterialien

Alleinfutterpellets fiirr Ratten und Mause, R/M-Haltung, 10 mm, nitrosaminarm,, Fa.
ssniff Spezialdiaten GmbH, Soest

Aquaad iniectabilia, Fa. B. Braun Melsungen AG, Melsungen

Carbostesin 0,5 %, Bupivacainhydrochlorid Injektionsl6sung, Fa. AstraZeneca GmbH,
Wedel

Cavafix Certo 18 G, 5 Zentimeter (cm, Tubus), Fa. B. Braun Melsungen AG,
Melsungen

Deckglaser 24 x 50 mm, Fa. Diagonal

Dreiwegehahn BD Connecta, Fa. Becton Dickinson, Helsingborg, Schweden
Faltenfilter, Fa. Whatman GmbH, Dassel

Fettstift DakoPen, Fa. Dako Denmark, Glostrup, Denmark

Feuchte Kammer, Fa. Gerda, Gestell Eigenbau

Freka-Derm farblos (Hautanti septikum), Fa. Fresenius Kabi GmbH, Bad Homburg
Heparin-Natrium 25.000, Fa. ratiopharm GmbH, UIm

Kapillaren Clinitubes, 85 ul, Fa. Radiometer Medical ApS, Kopenhagen, Danemark
Makrolon Typ IlI-Kéfige (mit erhohtem Deckel), Fa. E. Becker & Co. GmbH,
Castrop-Rauxel

Neg-50, Frozen Section Medium, Fa. Richard-Allan-Scientific, MI, USA

Objekttrager SuperFrost Plus, Fa. Menzel-Glaser, Braunschweig
Panthenol-Augensalbe, Fa. Jenapharm mibe GmbH, Jena

Pipettenspitzen 100-1000 pl; 20-200 pl; 10-100 ul; 2-20 pl; 0,5-10 pl, Fa. Sarstedt AG
& Co., Niimbrecht

Polyethylenkatheter (PE-Katheter), 33,5 cm, Fa. dispomedica, Hamburg

Prolene 4-0 (Nahtmaterial), Fa. Ethicon GmbH, Norderstedt

Sevorane (Sevofluran), Fa. Abbott, Wiesbaden

Sterican 26 G (Kaniilen, steril), Fa. B. Braun Melsungen AG, Melsungen

Sterofundin Vollelektrolytlosung, Fa. B. Braun Melsungen AG, Melsungen

Sufenta mite 10 (Sufentanil), Fa. Janssen-Clag GmbH, Neuss

Tabotamp Hamostyptikum, Ethicon, Norderstedt

Weichholzgranulat, Fa. Lignocel, JRS GmbH & Co. KG, Rosenberg

Xigris, Drotrecogin alpha, Fa. Eli Lilly and Company, Indianapolis, USA
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Gerdte

Atemgasmonitor Capnomac Ultima, Fa. GE Healthcare, Miinchen

Beatmungsgeriat Rodent Ventilator 683, Fa. Harvard Apparatus, Holliston, USA
Blutgasanalysegerit ABL800 Flex, Fa. Radiometer Medica ApS, Kopenhagen,
Danemark

Druckwandler, Fa. Medex Medical GmbH & Co. KG, Klein-Winternheim
Elektrokardiogramm Cardiocap |1, Fa. Datex, Helsinki, Finnland

Flowmeter Unit 760, Fa. Siemens AG, Erlangen

Inkubator, Fa. Koéttermann, Kiihn & Bayer Laboreinrichtungen, Nidderau

Kryostat Mikrom HM 560, Fa. Mikrom GmbH, Walldorf

Laryngoskop, modifiziert, Fa. Stoss, Wiesbaden

Laser-Doppl er-Sonden Stainless Steel Probe 403, Perimed, Jarfalla, Schweden
Lichtmikroskop Wilozyt BX 300, Fa. Will, Wetzlar

Magnetrithrer IKAMAG Ret-G, Fa. IKA Labortechnik, Staufen
Narkoseinduktionkammer, Fa. Sciencelab.com Inc., Houston, USA

Perfusor Syringe Pump 11 Plus, Fa. Harvard Apparatus, Holliston, USA

Periflux 4001 Master, Fa. Perimed, Jirfilla, Schweden

Schiittler Rotamax 120, Fa. Heidolph Instruments GmbH & Co. KG, Schwabach
Temperatur-Kontrollgerat TCAT-2DF Controller, Fa. Physiotemp Instruments Inc.,
Clifton, USA

Temperatur-Messsonde Hypodermic needle probe, Fa. Omega Technologies Co., CT,
USA

Vapor 2000, Fa. Drager Medical Deutschland GmbH, Liibeck

Zentrifuge Hettich Universal 16 R, Fa. Hettich, Tuttlingen
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3.2.2.19. Statistische Analyse

Ziel dieser Studie ist es, den Einfluss von APC auf den neuronalen Schaden nach
Vorderhirnischamie zu charakterisieren. Die Anzahl der vitalen Neuronen in der CAL/CA2-
und in der CA3/CA4-Region als primarer Endpunkt wurde jeweils konfirmatorisch zwischen
den beiden Gruppen mit einem zweiseitigen WLCOXON-Test verglichen. Das
Signifikanzniveau wurde auf a = 0,025 (Adjustierung nach Bonferroni) festgel egt.

Alle anderen Auswertungen sind explorativ zu interpretieren.

Fir die Veranderungen des zerebralen Blutflusses gegeniiber der Baseline wurde ein
Varianzanalysenmodell berechnet mit den kategorialen Einflussvariablen Behandlungsgruppe
(APC, Natriumchlorid) und Zeitpunkt (Ischiamie, Reperfusion, nach 1 h, nach 2 h, nach 3 h,
nach 4 h und nach 5 h) und der stetigen Einflussvariable Verinderung im mittleren arteriellen
Blutdruck gegeniiber Baseline.

Fir die Zeit bis zum Auffinden des ersten Lochs bzw. des Ziellochs im Barnes Maze Test
wurde jeweils ein stratifiziertes Cox proportional hazard Modell mit Srrata Lauf (1. Lauf, 2.
Lauf, 3. Lauf, 4. Lauf, 5. Lauf) und der Kovariate Gruppe berechnet. Versuche, die nach 300
Sekunden ohne Erfolg abgebrochen wurden, wurden in dem Modell as zum Zeitpunkt 300
Sekunden zensierte Beobachtung beriicksichtigt.

Die Anzahl aktivierte-Caspase-3-positiver Zellen in der CA1/CA2- und der CA3/CA4-Region
wurde mit einem zweiseitigen WILCOXON-Test zwischen den beiden Behandlungsgruppen
verglichen.

Die physiologischen Parameter wurden auf Grund ihrer gro3en Anzahl explorativ analysiert.
Die dtatistische Auswertung wurde mit dem Statistikprogramm SPSS Version 12.0
durchgefiihrt.
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3.3. ERGEBNISSE:

3.3.1. Ergebnisse des Vorversuches

In die Ergebnisse der Vorstudie gehen die intraoperativ erhobenen Werte von sieben
mannlichen Sprague Dawley-Ratten mit einem Gewicht von 400 + 15 g ein. Die Einteilung

der Gruppen erfolgte im Verlauf der Ergebnisse der Einzelversuche.

3.3.1.1. Physiologische Parameter

Die physiologischen Parameter wurden zu festgelegten Zeitpunkten erhoben. Die erste
Messung wurde vor der Applikation von APC vorgenommen (Baseline), die iibrigen Werte
der Bolusgruppe (Gruppe 1) wurden nach 30 und 45 Minuten und die Werte der beide
Infusionsgruppe mit 3 mg/kg/h i.v. (Gruppe 2) und der Infusionsgruppe mit 6 mg/kg/h i.v.
(Gruppe 3) nach 60, 120 und 180 Minuten erhoben.

Perikranielle Temperatur

Die perikranielle Temperatur lag bei alen Tieren wihrend der gesamten Versuchsdauer im
physiologischen Bereich. Die mittlere perikranielle Temperatur betrug bei den Tieren der
Gruppe 1 36,8 + 0,2 °C, bei dem Tier der Gruppe 2 36,5 °C und bei den beiden Tieren der
Gruppe 3 37,3+ 0,2 °C.
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Mittlerer arterieller Blutdruck (MAP)

Bel der Messung des MAP wurden bei den Tieren der Gruppe 1 zu Beginn des Versuchs

mittlere Werte von 66 + 18 mmHg dokumentiert. Im Verlauf des Versuchsprotokolls fiel der
MAP bis zum Versuchsende auf einen Wert von 52 + 4 mmHg ab. Die Werte des Tieres der
Gruppe 2 zeigten im Versuchsverlauf ebenfalls einen Abfall des MAP von 59 auf 53 mmHg
auf. Bei den Tieren der Gruppe 3 wurde hingegen ein Anstieg von 85 + 9 mmHg a's Baseline
auf 88 + 1 mmHg verzeichnet. Die Werte der einzelnen Messzeitpunkte der Gruppen sind in
den folgenden beiden Tabellen dargestellt.

Tabelle 5: Ergebnisse der Messung des MAP der Tiere der Gruppe 1 (Vorversuch)

Bolus 2 mg/kgii.v.
(n=4)
Baseline 66+ 18
MAP _
45 min 52+4

Darstellung des mittleren arteriellen Blutdrucks (mmHg) der Tiere der Gruppe 1 (n = 4) zu
den drei festgelegten Messzeitpunkten (MW + D).

Tabelle 6: Ergebnisse der Messung des MAP der Tiere der Gruppen 2 und 3 (Vorversuch)

Infusion 3 mg/kg/hi.v. Infusion 6 mg/kg/hi.v.
(n=1) (n=2)
Baseline 59 85+ 9
MAP 60 min 60 77+1
(MMAY | 150 min 63 80+ 6
180 min 53 88+1

Darstellung des mittleren arteriellen Blutdrucks (mmHg) des Tieres der Gruppe 2 mit 3
mg/kg/h iv. (n = 1) und der Tiere der Gruppe 3 mit 6 mg/kg/h i.v. (n = 2) zu den vier
festgelegten Messzeitpunkten (absolute Werte; MW + D).
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Blutgasanalyse

Die Messung der im Blut gelosten Gase und des pH-Wertes wurde zu den beschriebenen
Zeitpunkten bestimmt. Der PaCO, lag in der Gruppe 1 nach 45 Minuten bei 30,2 + 0,8 mmHg
unter den Werten des physiol ogischen Bereiches.

Die einzelnen Werte der Gruppen sind in den folgenden beiden Tabellen dargestellt.

Tabelle 7. Ergebnisse der Messung von  Sauerstoffpartialdruck  (PaOy),
Kohlendioxidpartialdruck (PaCO,) und pH-Wert der Tiere der Gruppe 1 (Vorversuch)

Bolus2 mg/kgi.v. (n = 4)
Baseline 167,8+ 3,8
PaO,

(MmHg) 30 min 182,4+ 6,2
45 min 188+ 8,6
Baseline 356+17

PaCO,

(mMmHg) 30 min 35,3+0,3
45 min 30,2+ 0,8
Baseline 7,46 + 0,03

pH-Wert 30 min 7,48+ 0,02
45 min 7,46 + 0,06

Darstellung des Sauerstoffpartialdruckes (PaO,, mmHg), des Kohlendioxidpartialdruckes
(PaCO,, mmHg) und des pH-Wertes der Tiere der Gruppe 1 (n = 4) zu den drei festgelegten
Messzeitpunkten (MW + SD).
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Tabelle 8: Ergebnisse der Messung von Sauerstoffpartialdruck  (PaO,),
Kohlendioxidpartialdruck (PaCO;) und pH-Wert der Tiere der Gruppen 2 und 3
(Vorversuch)

Infusion 3 mg/kg/hi.v. Infusion 6 mg/kg/hi.v.
(n=1) (n=2)
Baseline 142 182 + 25
PaO, 60 min 143 195+ 11
(mmHg) 120 min 146 202+ 3
180 min 140 206 £1
Baseline 43,0 36,7+1,7
PaCO; 60 min 40,0 42,1+0,3
(mmHg) 120 min 39,2 39,1+23
180 min 37,8 353+1,2
Baseline 7,44 7,40+ 0,03
pH-Wert 60 min 7,46 7,46 + 0,06
120 min 7,46 7,43+ 0,05
180 min 7,46 7,40 + 0,05

Darstellung des arteriellen Sauerstoffpartialdruckes (PaO,, mmHg), des arteriellen
Kohlendioxidpartialdruckes (PaCO,, mmHg) und des pH-Wertes des Tieres der Gruppe 2 mit
3 mg/kg/h i.v. (n = 1) und der Tiere der Gruppe 3 mit 6 mg/kg/h i.v. (n = 2) zu den vier
festgelegten Zeitpunkten (absolute Werte; MW + D).

3.3.1.2. Plasmakonzentration von APC

Die Plasmakonzentration von APC wurde bei den Tieren der Gruppe 1 zu neun definierten
Zeitpunkten gemessen: nach 0 (Baseline), 2,5, 5, 10, 15, 20, 25, 30 und 45 Minuten
(Abbildung 8). Die Messung der Plasmakonzentration der Gruppen 2 und 3 erfolgte zu finf
Zeitpunkten: nach 0 (Baseline), 2,5, 60, 120 und 180 Minuten (Abbildung 9 und 10). Die
Ergebnisse der Messungen sind in den folgenden Abbildungen graphisch dargestellt.
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Plasmakonzentration von APC
. nach Bolusgabe 2 mg/kgi.v.
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Abbildung 8: Graphische Darstellung der Plasmakonzentration von APC nach einmaliger
Bolusgabe von 2 mg/kg i.v. zu verschiedenen Messzeitpunkten der Gruppe 1 (n = 4)

Plasmakonzentration von APC nach
. Bolusgabe 2 mg/kg und Infusion von 3 mg/kg/h i.v.
140 A
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Abbildung 9: Graphische Darstellung der Plasmakonzentration von APC nach Bolusgabe
von 2 mg/kg und zusitZlicher Infusion von 3 mg/kg/h i.v. iiber drei Stunden der Gruppe 2
(n=1)
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Plasmakonzentration von APC nach
Bolusgabe 2 mg/kg und Infusion von 6 mg/kg/h i.v.
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Abbildung 10: Graphische Darstellung der Plasmakonzentration von APC nach Bolusgabe

von 2 mg/kg und zusitzlicher Infusion von 6 mg/kg/h i.v. iiber drei Stunden der Gruppe 3
(n=2)

Vergleichende Darstellung der Plasmakonzentration von APC nach unterschiedlichem
Dosierungsschema zu den jeweiligen Messzeitpunkten (Abb. 8-10): Konzentration im Plasma
nach Bolusgabe von 2 mg/kg i.v. (n = 4), Bolusgabe von 2 mg/kg i.v. und Infusion von 3
mg/kg/h (n = 1) sowie Bolusgabe von 2 mg/kg i.v. und Infusion von 6 mg/kg/h (n = 2) jeweils
iiber drei Stunden.

Die Bestimmung der basalen Plasmakonzentration von APC ergab zum Messzeitpunkt t = 0
mittlere Werte von 6,4 + 1,7 % des Normwertes in Prozent. Diese Konzentration wird durch
das endogen vorhandene murine APC reprasentiert. Finf Minuten nach der Bolusgabe
konnten bei den Tieren der ersten Gruppe mittlere Werte von 71,8 += 11 % gemessen werden,
die nach zehn Minuten aber auf 35,6 + 5,98 % abfielen. Nach 45 Minuten wurden wieder
Werte im Bereich der Baseline gemessen (9,3 £ 29 %). Anhand der Werte der
Plasmakonzentration nach Bolusgabe konnte die Plasmahalbwertszeit bestimmt werden.
Diese betrug fiir die Tiere der ersten Gruppe im Mittel 7,3 Minuten.

Nach der kontinuierlichen Applikation von APC mit einer Infusionsrate von 3 mg/kg/h tiiber
drei Stunden (Gruppe 2) konnten 2,5 Minuten nach der initialen Bolusgabe maximale Werte
von 85 % des Normwertes gemessen werden. Diese fielen nach 60 Minuten auf Werte von
etwa 35 % ab.
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Bei den Tieren, die eine dauerhafte Applikation von 6 mg/kg/h nach der initialen Bolusgabe
erhielten (Gruppe 3), konnten 2,5 Minuten nach Gabe maximae Werte von iiber 120 %
gemessen werden. Im Verlauf der Infuson tber drei Stunden war kein Abfall der
Plasmakonzentration festzustellen. Die Konzentration von APC im Plasma stieg bis iiber die

messbare Grenze des Chromogen-Peptid-Substrat-Assays von 149 % des Normwertes hinaus.

Die Ergebnisse dieser Vorstudie liefern die Grundlage fiir die Wahl von Dosierung und
Applikationsart von APC in den Hauptversuchen. Hierfiir wurde die Applikation von 2 mg/kg

i.v. mit zusitzlicher Infusion von 6 mg/kg/h a's die Dosierung der Wahl identifiziert.

3.3.1.3. Plasmaosmolaritit

Bel einem Tier der Infusionsgruppe mit 6 mg/kg/h APC (Gruppe 3) wurde eine Bestimmung

der Plasmaosmolaritit vorgenommen. Zusitzlich wurde as Vergleich eine 1 ml-Probe der

Stammlosung (2 mg/ml) des Medikaments ebenfalls einer Osmolarititsmessung unterzogen.

Tabelle 9: Darstellung der Osmolaritit im Plasma und in der Stammlgsung des
Medikaments

Probe Baseline Nach 180 min Stammlésung

Osmolaritat in

296 307 615
mosmol/kg

Vergleich der Plasmaosmolaritdt eines Tieres der Infusionsgruppe vor der APC-Applikation
(Basdline) und nach dreistiindiger Infusion sowie der Osmolaritit der Sammlgsung von 2
mg/ml Xigris

Die Messung ergab eine Plasmaosmolaritit bei der Ratte vor Applikation im physiologischen
Bereich (280-300 mosmol/kg). Nach einer Infusion von 6 mg/kg/h tiber drei Stunden war die
Plasmaosmolaritat auf einen Wert von 307 mosmol/kg angestiegen. Eine Kontrolle der
Stammlésung von 2 mg/ml ergab eine mehr als zweimal so hohe Osmolaritit im Vergleich

zum Blut.
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Auch diese Ergebnisse waren Grundlage fir die Anwendung von Xigris in den
Hauptversuchen. Um die Osmolaritit der Stammlosung zu halbieren, wurden statt 2 mg nur 1

mg Xigrisin 1 ml Aquaad iniectabilia gel 6st.
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3.3.2. Ergebnisse des Hauptver suches

Die Ergebnisse von 20 mannlichen Sprague Dawley-Ratten nach zerebraler Ischamie und die
Werte von sechs Nativtieren gehen in die Analyse ein. Vor der Induktion der Ischamie erfolgt
die Randomisierung in eine der zwei Versuchsgruppen: APC-Gruppe (n = 10) oder
Kontrollgruppe mit NaCl-16sung (n = 10). Zusitzlich liefern sechs Tiere ohne operativen
Eingriff (Nativtiergruppe) die Referenzwerte fiir die histologischen Ergebnisse und das

Lernverhalten im Barnes Maze Test.

3.3.2.1. Physiologische Parameter

Die physiologischen Parameter werden zu genau definierten Messzeitpunkten erhoben. Der
erste Messzeitpunkt t = 0 (Basalwert) erfolgt nach einer Aquilibrierungsphase von 30 Minuten
direkt vor Beginn des Blutentzuges. Weitere Messungen werden nach dem Blutentzug, am
Ende der Ischamiephase und am Ende der Reperfusionsphase erhoben und dokumentiert. Im

Anschluss erfolgt stiindlich je eine Messung wahrend der Infusion tiber fiinf Stunden.
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Korpergewicht

Die Tiere werden vor der Operation nach einem zwolfstiindigen Futterentzug gewogen. Das
mittlere Gewicht und die Standardabweichung aller gewogenen Tiere betragen am Tag der
Operation 319,7 + 14,9 g. Die einzelnen Werte der beiden Versuchsgruppen sind in der
folgenden Tabelle dargestellt.

Tabelle 10: Messung des Karpergewichts der Tiere der APC- und der Kontrollgruppe

APC NaCl

OP-Tag 316,0+ 16,2 323,3+13,5

1. Tag post OP 305,5+ 16,0 311,2+ 10,7

2. Tag post OP 301,5+ 18,7 310,2+ 19,5

3. Tag post OP 301,4+ 18,5 3147+ 14,2

4. Tag post OP 307,8+235 320,9+14,2

Gewicht

) 5. Tag post OP 313+ 26,3 321,5+ 16,8
6. Tag post OP 3205+ 21,1 329,1+16,4

7. Tag post OP 321,9+ 25,11 332,4+16,2

8. Tag post OP 328,6 + 27,74 338,7+ 19,3

9. Tag post OP 330,1 + 29,23 3418+ 18,5

10. Tag post OP 336,8 £ 27,76 348,6+17,4

Darstellung des Korpergewichts (g) der Tiere der APC-Gruppe (n = 10) und der
Kontrollgruppe (n = 10) (MW + D).

Die tiagliche Kontrolle des Korpergewichts ergibt in der APC-Gruppe einen Abfall des
Gewichtes am Tag nach der OP um 3,4 %, wihrend die Tiere der Kontrollgruppe um 3,9 %
abgenommen haben. Ein Vergleich am zehnten postoperativen Tag ergibt bei der APC-
Gruppe eine Gewichtszunahme um 6,6 % und bei den Tieren der Kontrollgruppe eine
Zunahme um 7,8 %.
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Temperatur
Die perikranielle Temperatur (Tpei) Wird wihrend des gesamten operativen Teils tiberwacht.

Angestrebt wird eine Temperatur von 37,0 °C. Neben der Ty wird auch die
Korperinnentemperatur iiber eine rektale Sonde miterfasst. Die Ergebnisse der Messung der
Tpei Sind in der folgenden Tabelle dargestel It.

Tabelle 11: Ergebnisse der Messung der perikraniellen Temperatur

APC NaCl
Baseline 36,9+ 0,1 369+ 0,6
Ischimie 352+ 15 352+ 09
Reperfusion 37,0+ 05 37,4+ 0,7
Toe 1h 36,9+ 0,6 36,9+ 02
(in°C) oh 36,9+ 07 36,7+ 0,4
3h 370403 369+ 04
4h 37003 369+ 03
5h 36,8+ 03 373+05

Darstellung der perikraniellen Temperatur (°C) der Tiere der APC-Gruppe (n = 10) und der
Kontrollgruppe (n = 10) zu acht intraoper ativen Messzeitpunkten (MW + SD).

Die mittleren Werte der Tpei in der Ischidmiephase in beiden Gruppen sind um 1,7 °C
gegeniiber den Werten der Baseline erniedrigt. In der Reperfusionsphase wurden wieder
physiologische Werte gemessen. Zu anderen Zeitpunkten wurden keine Abweichungen

gegeniiber der Baseline erfasst.
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Mittlerer arterieller Blutdruck (MAP)
Gemal dem Versuchprotokoll wird der MAP wihrend der 14minitigen |schaimiephase auf 40

mmHg gesenkt. Eine signifikante Erniedrigung des MAP wihrend der Ischimie im Vergleich
zu den anderen Messzeitpunkten innerhalb der Versuchsgruppen ist daher bewusst
herbeigefiihrt. In der folgenden Tabelle ist der MAP im Verlauf der Operation dargestel|t.

Tabelle 12: Ergebnisse der Messung des mittleren arteriellen Blutdrucks

APC NaCl

Baseline 109+ 25 110+ 20

Ischamie 40+0 40+0
Reperfusion 118+ 13 123+ 14

MAP 1h 91+17 82+12
(mmHg) | 5y, 82+ 14 77+11
3h 94 + 23 85+ 19

4h 85+ 15 80+11

5h 94 + 20 95+ 16

Darstellung des mittleren arteriellen Blutdrucks (mmHg) der Tiere der APC-Gruppe (n = 10)
und der Kontrollgruppe (n = 10) zu acht intraoperativen Messzeitpunkten (MW + D).

Der MAP ist wahrend der ischamischen Phase in beiden Gruppen im Vergleich zu den
anderen Messzeitpunkten versuchsbedingt auf 40 mmHg erniedrigt. Alle iibrigen Mittelwerte
der gemessenen Parameter zeigen keine Verinderungen und liegen im physiologischen

Bereich.

77



EIGENE UNTERSUCHUNGEN

Herzfreguenz
Die zu den genannten Messzeitpunkten erhobenen Herzfrequenzen sind in der folgenden

Tabelle s Mittelwert und Standardabweichung dargestel|t.

Tabelle 13: Ergebnisse der Messung der Herzfrequenz

APC NaCl
Baseline 336+ 47 337+ 46
|schimie 31+ 34 338+ 30
Reperfusion 330+ 38 331+ 41
Her zfrequenz 1h 336 + 36 331+ 36
(Schlagefmin) |5 350+ 27 321434
3h 350+ 32 338+ 31
4h 356+ 24 333+ 29
5h 349+ 34 340+ 36

Darstellung der Herzfrequenz (Schldége/Minute) der Tiere APC-Gruppe (n = 10) und der
Kontrollgruppe (n = 10) zu acht intraoperativen Messzeitpunkten (MW + SD).

Die mittleren Werte der gemessenen Herzfrequenzen innerhalb und zwischen den Gruppen

zeigen keine Abweichungen und liegen im physiologischen Bereich.

Blutgasanalyse und Beatmungsfrequenz

Es werden arterielle Messungen des Sauerstoffpartialdrucks  (PaO,), des
Kohlendioxidpartialdrucks (PaCO,) und des pH-Wertes sowie der Beatmungsfrequenz
wahrend des Versuchs zu den fiinf festgelegten Messzeitpunkten durchgefiihrt, deren Wertein
der folgenden Tabelle aufgefiihrt sind.
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Tabelle 14: Ergebnisse der Messung von  Sauerstoffpartialdruck  (PaO,),
Kohlendioxidpartialdruck (PaCO), pH-Wert und Beatmungsfrequenz

APC NaCl
Baseline 181+ 18 171+ 11
Ischamie 185+ 15 177+ 10
Pa02
(MmHg) Reperfusion 194+ 16 183+ 18
3h 200+ 14 185+ 11
5h 164 + 33 186+ 11
Baseline 37,8+ 28 36,8+4,1
Ischamie 31,1+55 32,8+6,2
Pa002
(mmHg) Reperfusion 36,8+ 3,2 36,0+ 4,8
3h 34,6+ 34 339+4,0
5h 37,3+4,7 36,3+2,2
Baseline 7,40+ 0,03 7,42+ 0,03
Ischamie 7,39+ 0,05 7,38+ 0,04
pH-Wert | Reperfusion 7,38+ 0,03 7,39+ 0,02
3h 7,42 +0,03 7,42+ 0,02
5h 7,40 = 0,05 7,40+ 0,03
Baseline 57+5 54+ 6
Beatmungs_ |SChamIe 46 + 3 43 + 5
frequenz | Reperfusion 58+5 56+5
(Atemziige/min)
3h 57+5 54+ 6
5h 57+5 53+5

Darstellung des arteriellen Sauerstoffpartialdrucks (PaO,, mmHg), des arteriellen
Kohlendioxidpartialdrucks (PaCO,, mmHg), des pH-Werts und der Atemfrequenz
(Atemziige/Minute) der Tiere der APC-Gruppe (n = 10) und der Kontrollgruppe (n = 10) zu
finf intraoper ativen Messzeitpunkten (MW + D).

79



EIGENE UNTERSUCHUNGEN

Die mittleren Werte des PaO; in der APC-Gruppe zeigen nach drei Stunden eine tendenzielle
Erhéhung im Vergleich zum Ausgangswert. In beiden Gruppen liegt nach Ischamie und nach
drei Stunden eine Erniedrigung des PaCO, vor. Die Atemfrequenz ist wihrend der Ischamie
in beiden Gruppen im Vergleich zum Ausgangswert erniedrigt (APC 46 vs. 57 Zige/min und
Natriumchloridlosung 43 vs. 54 Ziige/min). Zu anderen Zeitpunkten und innerhalb der

Gruppen zeigen sich bei allen Messwerten ansonsten keine auffalligen Abweichungen.

Plasmaglukosekonzentration

In der folgenden Tabelle findet sich, aufgeteilt nach den beiden Versuchs-Gruppen, eine
Darstellung der intraoperativen Plasmaglukosekonzentration zu den fiinf verschiedenen
Messzeitpunkten.

Tabelle 15: Ergebnisse der Plasmaglukosekonzentration

APC NaCl
Baseline 111+ 12 123+ 23
Plasma- Ischamie 132+ 60 143+ 16
kor?lz:rljtc,)rs:{i on | Reperfusion 138+ 17 133+ 33
mgd 3h 111+ 16 98 + 18
5h 109+ 18 97+ 17

Darstellung des Plasmaglukosekonzentrationsverlaufs (mg/dl) der Tiere der APC-Gruppe (n
= 10) und der Kontrollgruppe (n = 10) zu fiinf intraoperativen Messzeitpunkten (MW + SD).

Die Mittelwerte der Plasmaglukosekonzentration zeigen im Versuchsverlauf keine auffalligen

Unterschiede zwischen den beiden Gruppen.
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Hamogl obingehalt
In der folgenden Tabelle findet sich, aufgeteilt nach den beiden Versuchsgruppen, eine

Darstellung der intraoperativ. gemessenen Hamoglobinkonzentrationen zu den fiinf

verschiedenen Messzeitpunkten.

Tabelle 16: Ergebnisse der Hamoglobinkonzentrationsbestimmung

APC NaCl
Basdline 12,39+ 0,91 12,6 + 0,91
Ischamie 10,14+ 0,7 10,51+ 1,45
Hamoglobin
my/d Reperfusion 11,56 + 1,06 11,71+ 1,13
3h 10,08 + 1,04 10,38 + 1,17
5h 9,71+1,07 9,82 + 0,58

Darstellung der Hamoglobinkonzentration (mg/dl) der Tiere der APC-Gruppe (n = 10) und
der Kontrollgruppe (n = 10) zu fiinf intraoper ativen Messzeitpunkten (MW + D).

Zwischen den beiden Versuchsgruppen bestehen keine Abweichungen der
Hamoglobinkonzentration. Drei und fiinf Stunden nach Beginn der Infusionsphase sind die
mittleren Werte der Hamoglobinkonzentration gegeniiber dem Ausgangswert tendenziell

erniedrigt.
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3.3.2.2. Messung des zer ebralen Blutflusses (CBF)

Wihrend des gesamten Versuchsverlaufes wird bei allen Tieren kontinuierlich der zerebrale
Blutfluss mittels Laser-Doppler-Flussmessung gemessen. Die Werte werden in absoluten
Werten in Perfusion Units (PU, fiktive willkirlich gewihite Einheit) gemessen und

aufgezeichnet.

Tabelle 17: Ergebnisse der Messung des zerebralen Blutflusses beider Hemisphdren

APC NaCl
Baseline 324 + 60 313+ 80
Ischimie 62 + 45 45 + 14
Reperfusion 672+ 335 822 + 164
Zerebraler
1h 325+ 126 263+ 134
Blutfluss
(PU) 2h 322+ 95 201 + 150
3h 352 + 147 331 + 152
4h 332+ 128 335+ 154
5h 341 + 141 301 + 167

Darstellung der mittleren zerebralen Durchblutung in Perfusion Units (PU) der beiden
Hemisphdren mittels Laser-Doppler-Flussmessung der Tiere der APC-Gruppe (n = 10) und
der Kontrollgruppe (n = 10) zu acht intraoperativen Messzeitpunkten (MW + SD).

In der Ischamiephase ist ein Abfall des zerebralen Blutflusses um 262 Perfusion Units in der
APC-Gruppe, in der Kontrollgruppe dagegen um 268 Perfusion Units zu verzeichnen (siehe
Tabelle 17 und Abbildung 11). Dies entspricht einem Abfal auf 19 % bzw 14 % des
Ausgangswertes (Baseline), wihrend in der Reperfusionsphase ein Anstieg der Werte auf 207
% bzw. 262 % des Ausgangswertes zu erkennen ist. Alle anderen gemessenen Werte bewegen
sich im Bereich der Baseline. Nach Reperfusion erholen sich die Werte wieder und steigenim
weiteren Verlauf iiber das Ausgangsniveau an. Die Werte nach fiinfstiindiger Infusionsphase
sind in der APC-Gruppe um 17 PU, in der Kontrollgruppe um 78 PU gegeniiber der Baseline

erhoht. Dies entspricht einer Steigerung des zerebralen Blutflusses um 5 % bzw. um 25 %
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gegeniiber der Baseline. Innerhalb der beiden Gruppen liegt allerdings keine auffillige

Erhéhung des Blutflusses fiinf Stunden nach Infusionsbeginn vor.

M essung des zer ebralen Blutflusses
beider Hemisphiren
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Beginn Ischimie Reperfusion 1h 2h 3h 4h 5h
Abbildung 11: Mittlerer zerebraler Blutflussin Perfusion Units
Graphische Darstellung der Mittelwerte des zerebralen Blutflusses beider Hemisphdren in
Perfusion Units (PU) der APC-Gruppe (n = 10) und der Kontrollgruppe (n = 10) zu acht

intraoperativen Messzeitpunkten (MW + D).
Sgnifikanzen: keine zwischen den beiden Behandlungsgruppen
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3.3.2.3. Plasmakonzentration von APC
Die Konzentration von APC im Plasma wurde zu drei festgelegten Zeitpunkten (Beginn des
Versuchs = Baseline, nach einer Stunde, nach fiinf Stunden) bestimmt. Die Ergebnisse finden

sich in der folgenden Tabelle.

Tabelle 18: Ergebnisse der Messung der Plasmakonzentration von APC

APC NaCl
APC- Baseline 4,02 +1,17 40+10
Plasmakonzentration
_ 1h 88,5+ 34 37+17
in % des
Nor mwer tes 5h 116,1 + 36,9 23+12

Darstellung der Plasmakonzentration (% der Norm) der APC-Gruppe (n = 10) und der
Kontrollgruppe (n = 10) zu Versuchsbeginn (Baseline), nach einer Sunde und nach fiinf
Sunden (MW + D).

3.3.2.4. Plasmaosmolar itit
Zur Uberpriifung der Isoosmolaritit wird zu zwei festgelegten Zeitpunkten (zu Beginn des
Versuches = Baseline, am Ende des Versuches = nach fiinf Stunden) die Plasmaosmolaritit

gemessen. Die Werte sind in der folgenden Tabelle dargestellt:

Tabelle 19: Ergebnisse der Messung der Plasmaosmolaritit

APC NaCl
Plasmaosmolaritit| B2ne 299+ 6 302+5
in mosmol/kg
5h 309+ 7 309+5

Darstellung der Mittelwerte der Plasmaosmolaritit (mmosmol/kg) der Tiere der APC-Gruppe
(n = 10) und der Kontrollgruppe (n = 10) zu Beginn (Baseline) und am Ende (nach finf
Sunden) des Versuches (MW + D).
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Die Werte der Plasmaosmolaritit zeigen keine Unterschiede innerhalb der Gruppen. Nach

Beenden des Versuches sind die Werte gegeniiber dem Ausgangswert tendenziell erhoht.
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3.3.2.5. Verhaltenstests

Die Ergebnisse des Barnes Maze Test sind in den Abbildungen 12 und 13 dargestellt.

Zeit bisErreichen des 1. Loches
im Barnes M aze Test

2501
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-©- NaCl
¥- Nativ
200+ _
1504
g
N
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50- g T - ® ®
Mi T
~a -g'.'v'_'_' i L'_'-_--_-_-._.é_v
O L] L] L] L} L}
Tag 4/1 Tag 4/2 Tag 6 Tag 8 Tag 10

Abbildung 12: Zeit bis zum Erreichen des ersten Lochesim Barnes Maze Test

Graphische Darstellung der Mittelwerte der Zeit bis zum Erreichen des ersten Loches
(Abb.12) der Tiere der APC-Gruppe (n = 10), der Kontrollgruppe (n = 10) und der
Nativtiergruppe (n = 6) im Barnes Maze Test (MW + D).

Sgnifikanzen: keine zwischen den beiden Behandlungsgruppen
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Zeit bis Erreichen des Zielloches
im Barnes M aze Test
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Abbildung 13: Zeit bis zum Erreichen des Zielloches im Barnes Maze Test

Graphische Darstellung der Mittelwerte der Zeit bis zum Erreichen des Zielloches (Abb.13)
der Tiere der APC-Gruppe (n = 10), der Kontrollgruppe (n = 10) und der Nativtiergruppe (n
= 6) im Barnes Maze Test (MW + D).

Sgnifikanzen: * = signifikant im Vergleich APC versus NaCl mit p = 0,013

Die Abbildungen 12 und 13 zeigen die graphische Darstellung der Zeit, die ein Tier bis zum
Auffinden des ersten Loches und bis zum Auffinden des Zielloches benétigt. Die Darstellung
der Zeit bis zum Erreichen des ersten Loches zeigt, dass im Verlauf aller Durchlaufe die
Nativtiere von Lauf zu Lauf weniger Zeit benétigten. Die Tiere beider Ischamiegruppen
wiesen beim zweiten Lauf langere Zeiten auf, verbesserten sich aber an den folgenden Tagen.
Der Vergleich der APC-Gruppe und der Kontrollgruppe am Testtag 10 zeigt, dass hier kein
statistisch signifikanter Unterschied in der Zeit zum Auffinden des ersten Loches besteht (43
bzw. 15 Sekunden), wobei die APC-Tiere tendenziell mehr Zeit bendtigten. Auch im
Auffinden des Zielloches haben die Tiere der Nativtiergruppe am schnellsten gelernt, alsoim
Vergleich zu den Ischamietieren weniger Zeit bis zum Erreichen der Zielbox benétigt.
Zwischen den Tieren der beiden Ischamiegruppen zeigte sich kein Unterschied im Auffinden
der Zielbox, wobei der letzte Test am Tag 10 eine Ausnahme bildet. Hier haben die Tiere der
APC-Gruppe signifikant mehr Zeit bendtigt als die Kontrollgruppe (164 bzw. 31 Sekunden).
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3.3.2.6. Analytischer Tell

Nach der Aufbereitung der Gehirne wird zur Quantifizierung des histopathologischen
Schadens eine HE-Farbung durchgefiihrt. Die Anfarbung von aktivierter Caspase-3 dient zur
Detektion aktivierte-Caspase-3-positiver Zellen im Hippokampus und somit dem Nachweis

von Apoptoseprozessen in Neuronen.

3.3.26.1. Histologische Untersuchung der HE-gefirbten Schnitte

Die zerebrale Ischamie induziert einen Schaden, der in der HE-Firbung unter dem
Lichtmikroskop beurteilt und klassifiziert werden kann. Dabel wird sowohl die linke as auch
die rechte Hemisphére anhand geféarbter Schnitte untersucht, wobei besonderes Augenmerk
auf der Hippokampusformation liegt. Die einzelnen Zellen, die sich im Hippokampus und
Gyrus dentatus zu einem Zellband formieren, werden in eosinophile (rot angefarbte) und
basophile (blau-lila angefirbte) Zellen unterschieden. Die vitalen Neuronen, die sich blass-
blaulich, gut abgrenzbar und mit dunkler gefarbtem Zellkern darstellen, werden ausgezahlt
und dokumentiert.

Es werden pro Tier drei Objekttrager mit jeweils drei Gehirnschnitten angefarbt. Wie bereits
beschrieben wird die im Atlas ,,The Rat Brain in Stereotaxic Coordinates* (PAXINOS und
WATSON, 1997) als Bregma -2,3 definierte Schnittebene als Nulllinie vorgegeben. Nun
werden von dieser Nulllinie ausgehend der 1., der 25. und der 50. Objekttrager fiir die
Farbung ausgewihlt, um reprasentative Ergebnisse der gesamten Struktur des Hippokampus
zu erzielen.

Die Auswertung der Schnitte erfolgt durch Zihlen aler vitalen Neuronen in der
Hippokampusformation. Die Beurteilung des induzierten Schadens erfolgt dabel getrennt fiir
die CA1l-Region und die CA3-Region. Die CA2-Region wurde in der Auswertung der CA1-
Region, die CA4-Region der CA3-Region zugeordnet (siehe Abbildung 14).
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Abbildung 14: Hippokampusformation eines Tieres nach globaler zerebraler | schamie

HE-Fdrbung, Vergr. 25x; Ausschnitt eines Prdparates eines Tieres der APC-Gruppe mit
globaler zerebraler Ischimie nach HE-Fdrbung, Darstellung der Hippokampusformation mit
Gyrus dentatus und den CA-Regionen 1-4.

(GD = Gyrus dentatus; CA1-4 = CA-Regionen 1-4)

Abbildung 15: CAl-Region der Hippokampusformation eines Tieres nach globaler
zerebraler | schdmie
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HE-Fdrbung, Vergr. 200x; Ausschnitt eines Prdparates eines Tieres der APC-Gruppe mit
globaler zerebraler Ischiamie nach HE-Fdrbung, Darstellung der Hippokampusfor mation und
der Neuronen der CA1-Region im Zellband des Hippokampus; vitale Neuronen sind basophil
mit gut abgrenzbarem Kern (— ), pyknotische Neuronen eosinophil angeféirbt ( = ).

Die Ergebnisse der Auswertung der absoluten Zellzahl aller vitalen Zellen in der CA1L/CA2-
und der CA3/CA4-Region sind in der folgenden Tabelle dargestellt.

Tabelle 20: Ergebnisse der histologischen Auswertung der HE-Fdrbung

Anzahl der vitalen APC NaCl Nativ
Neuronen

CAL1/CA2-Region 514 [386; 578] 420 [309; 456] 830 [646; 923]

CA3/CA4-Region 555 [535; 600] 519 [501; 538] 650 [556; 682]

Darstellung der absoluten Anzahl aller vitalen Neuronen der CAL/CA2- und der CA3/CA4-
Region im Hippokampus der APC-Gruppe (n = 10), der Kontrollgruppe (n = 10) und der
Nativtiergruppe (n = 6) (Median[ Q1; Q3]).

Die Gehirnpriaparate von Tieren aus der Nativtiergruppe, die keiner zerebralen Ischimie
unterzogen wurden, weisen wie zu erwarten im Hippokampus keine eosinophil angefirbten
Zellen auf. Die Tiere der APC- und der Kontrollgruppe mit NaCl-16sung zeigen in der
Hippokampusformation sowohl in der CAL/CA2- als auch in der CA3/CA4-Region deutlich

eosinophil angefarbte Zellen.




EIGENE UNTERSUCHUNGEN

Anzahl der vitalen Neuronen in der CAL/CA2-Region
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Abbildung 16: Anzahl der vitalen Neuronen in der CA1/CA2-Region

Graphische Darstellung der absoluten Anzahl der vitalen Neuronen in der CAL/CA2-Region
(Abb.16) der Hippokampusformation beider Hemisphdren der APC-Gruppe (n = 10), der
Kontrollgruppe (n = 10) und der Nativtiergruppe (n = 6) (Median [ Q1; Q3]).

Sgnifikanzen: keine zwischen den beiden Behandlungsgruppen
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Anzahl der vitalen Neuronen in der CA3/CA4-Region
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Abbildung 17: Anzahl der vitalen Neuronen in der CA3/CA4-Region

Graphische Darstellung der absoluten Anzahl der vitalen Neuronen in der CA3/CA4-Region
(Abb.17) der Hippokampusformation beider Hemisphdren der APC-Gruppe (n = 10), der
Kontrollgruppe (n = 10) und der Nativtiergruppe (n = 6) (Median [Q1; Q3]).

Sgnifikanzen: keine zwischen den beiden Behandlungsgruppen

Die tabellarische und graphische Darstellung der absoluten Anzahl der Neuronen in der
CA1/CA2- und in der CA3/CA4-Region zeigt keine signifikanten Unterschiede zwischen der
APC- und der Kontrollgruppe mit NaCl-losung (siehe Tabelle 20 und Abbildungen 16, 17).
Eine tendenzielle Erhéhung der Neuronenanzahl der APC-Gruppe gegeniiber der

Kontrollgruppe ist in beiden Regionen erkennbar.
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3.3.26.1 Detektion aktivierte-Caspase-3-positiver Zellen im Hippokampus

Die Auswertung der immunhistochemisch gefirbten Priparate erfolgt ebenfalls mit dem
Lichtmikroskop. Man unterscheidet hier aktivierte-Caspase-3-positive, braun angefirbte
Zellen und aktivierte-Caspase-3-negative, mit Hamalaun gegengefirbte blauliche Zellen
(siehe Abbildung 18, 19). Die Anzahl der braungefirbten Zellen wird im Bereich der
Hippokampusformation fiir die CA1/CA2- und die CA3/CA4-Region getrennt ausgezahlt und
dokumentiert.  Aktivierte-Caspase-3-positive  Zellen sind in  Prdparaten  beider
Behandlungsgruppen, nicht aber in den Praparaten der Nativtiere nachweisbar.

Um den verwendeten Antikorper auf seine Spezifitit zu uberpriifen, wurde bei jedem
Farbedurchgang ein Gehirnpriparat eines gesunden Tieres (Nativtier) ohne Induktion einer
zerebralen Ischamie mitgefarbt. Wie zu erwarten waren kaum aktivierte-Caspase-3-positiven
Zellen im Hippokampus der Nativtiere zu finden. Als Positiv- und Negativkontrolle wurden
auBerdem ein Thymuspraparat und ein Priaparat ohne Primarantikorper mitgefihrt. Im
Thymusgewebe waren aktivierte-Caspase-3-positive Zellen immer nachweisbar, da hier
stindig apoptotische Prozesse dattfinden (UCKER et a., 1994), wihrend die
Negativkontrolle immer negativ ausgefallen ist.

Die beiden folgenden Abbildungen zeigen je ein Praparat mit aktivierte-Caspase-3-positiven
Zellen in der CA1-Region.

93



EIGENE UNTERSUCHUNGEN

Abbildung 18: CA1-Region eines Tieres nach globaler zerebraler 1schimie mit aktivierte-
Caspase-3-positiven Zellen

Immunhistochemische Fdrbung gegen aktivierte Caspase-3, Vergr. 200x; Darstellung der
Neuronen der CAl-Region im Zellband des Hippokampus; vitale Zellen sind basophil,
aktivierte-Caspase-3-positive Zellen hingegen sind brdunlich angefarbt ( — ).

Abbildung 19: aktivierte-Caspase-3-positive Zelle in der CA1-Region eines Tieres nach
globaler zerebraler 1schimie
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Immunhistochemische Fdrbung gegen aktivierte Caspase-3, Vergr. 400x; vergrgperte
Darstellung der Neuronen der CA1-Region im Zellband des Hippokampus; vitale Zellen sind
basophil, aktivierte-Caspase-3-positive Zellen hingegen sind brgunlich angeférbt (== ).

In der folgenden Tabelle sind die Ergebnisse der Auswertung aller aktivierte-Caspase-3-
positiven Zellen dargestellt.

Tabelle 21: Ergebnisse der immunohistochemischen Auswertung der aktivierte-Caspase-3-
Fdarbung

Anzahl der aktivierte-
Caspase-3-positiven APC NaCl Nativ
Zellen
CAL1/CA2-Region 5,8[1,3; 14,7] 18,2 [4,7; 32,9] 0,2[0; 1]
CA3/CA4-Region 010; 0,6] 01[0; 1,4] 0[0; 0,5]

Darstellung der absoluten Anzahl aller aktivierte-Caspase-3-positiven Zellen der CAL/CA2-
und der CA3/CA4-Region im Hippokampus der APC-Gruppe (n = 10), der Kontrollgruppe (n
= 10) und der Nativtiergruppe (n = 6) (Median[Q1; Q3]).

Im Préparat eines Tieres der Nativtiergruppe waren in der CA1/CA2- und in der CA3/CA4-
Region des Hippokampus braunlich angefirbte Zellen zu sehen, die Praparate der iibrigen
Tiere jedoch wiesen keine angefarbten Zellen auf. In den Praparaten der Tiere der APC- und
der Kontrollgruppe waren in der CA1/CA2-Region der Hippokampusformation deutlich
braun angefarbte Zellen zu sehen.

Die Ergebnisse sind in den folgenden beiden Abbildungen graphisch dargestellt.
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Anzahl der aktivierte-Caspase-3-positiven Zellen
in der CAL/CA2-Region
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Abbildung 20: Anzahl der aktivierte-Caspase-3-positiven Zellen in der CAL/CA2-Region
des Hippokampus

Graphische Darstellung der absoluten Anzahl der aktivierte-Caspase-3-positiven Zellen in
der CA/CA21-Region der Hippokampusformation beider Hemisphdren der APC-Gruppe (n =
10), der Kontrollgruppe (n = 10) und der Nativtiergruppe (n = 6) (Median [Q1; Q3]).
Sgnifikanzen: keine zwischen den beiden Behandlungsgruppen
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Anzahl der aktivierte-Caspase-3-positiven Zellen
in der CA3/CA4-Region
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Abbildung 21: Anzahl der aktivierte-Caspase-3-positiven Zellen in der CA3/CA4-Region
des Hippokampus

Graphische Darstellung der absoluten Anzahl der aktivierte-Caspase-3-positiven Zellen in
der CA3/CA4-Region der Hippokampusformation beider Hemisphdren der APC-Gruppe (n =
10), der Kontrollgruppe (n = 10) und der Nativtiergruppe (n = 6) (Median [Q1; Q3]).
Sgnifikanzen: keine zwischen den beiden Behandlungsgruppen

Die Tiere der Nativtiergruppe weisen keine aktivierte-Caspase-3-positiven Zellen auf. Die
tabellarische und graphische Darstellung der Zahlen der aktivierte-Caspase-3-positiven Zellen
zeigt zwischen den beiden Ischamiegruppen keine signifikanten Unterschiede in der
CAL1/CA2- und in der CA3/CA4-Region (siehe Abbildung 20, 21). Die Tiere der APC-
Gruppe weisen aber in der CAL/CA2-Region weniger aktivierte-Caspase-3-positive Zellen
auf as die Tiere der Kontrollgruppe (5,8 bzw. 18,2 aktivierte-Caspase-positive Zellen), hier
besteht also eine Tendenz zu einer verminderten Anzahl der positiven Zellen. Die Zahl der

apoptotischen Zellen in der CA3/CA4-Region dagegen ist gleich.
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4. DISKUSSION

4.1. Diskussion der Ergebnisse

4.1.1. Ergebnisse desVorversuches

Die Bestimmung der Plasmakonzentrationen nach drei unterschiedlichen Dosierungsschemata
ergab, dass eine einmalige Bolusgabe von 2 mg/kg APC i.v. nur einen kurzfristig hohen
Wirkspiegel generiert (Abbildung 8), wihrend die zusitzliche Infusion mit 3 mg/kg/h i.v.
nicht in der Lage ist, diesen hohen Wirkspiegel langerfristig aufrecht zu erhalten (Abbildung
9). Hier zeigt sich nach kurzem Anstieg auf tiber 80 % des Normwertes ein Abfall auf Werte
um 35 % mit einer anschlieenden Plateauphase. Nach 160 Minuten erfolgt ein zweiter Abfall
der Plasmakonzentration. Hier ist von einer biphasischen Halbwertszeit nach APC-Infusion
auszugehen, wie sie beim Menschen und beim Meerschweinchen nachgewiesen werden
konnte (BERNARD, 2001; BERGER et a., 1991). Dieser Versuch (Gruppe 2; n = 1) diente
dazu, eine Dosierung zu finden, die der klinischen Situation des Menschen relativ nahe
kommt und dariiber hinaus so gering wie moglich und so hoch wie nétig ist. Eine Dosierung,
die diesen Anforderungen geniigt, konnte mit diesem Versuch nicht identifiziert werden. Die
Konsequenz war die Erhéhung der Dosierung der Infusion auf 6 mg/kg/h. Hier konnte man
eine Plasmakonzentration von iiber 100 % des Normwertes iiber einen Zeitraum von drei
Stunden verzeichnen (Abbildung 10). Die Berechnung der Halbwertszeit erfolgte anhand
einer Regressionskurve in Annaherung an die Eliminationskurve nach Bolusgabe.

Bisherige Studien iiber die pharmakokinetischen Daten von APC wurden nur anhand
klinischer Untersuchungen am Menschen vorgenommen, wihrend dessen tierexperimentelle
Daten der Ratte bisher nicht versffentlicht wurden. In einer Studie zur Pharmakokinetik beim
Meerschweinchen wurde beobachtet, dass eine Minute nach Injektion 85 % und nach acht
Minuten bereits nur noch 50 % des APC im Blut zirkulierten (BERGER et al., 1991). Aus
diesem Grund und der Tatsache, dass APC in der klinischen Anwendung zur Behandlung der
schweren Sepsis mit Multiorganversagen als Infusion von 24 pg/kg/h iiber 96 Stunden
verabreicht wird, war es naheliegend, ein derartiges Infusionsprotokoll als Grundlage fiir den

Nachweis neuroprotektiver Effekte von APC in die Studie aufzunehmen.
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4.1.2. Physiologische Parameter

Die vorliegende Studie wurde unter definierten, standardisierten und reproduzierbaren
Versuchsbedingungen unter enger Kontrolle der physiologischen Parameter durchgefiihrt.
Vor dem eigentlichen Versuch wird das Korpergewicht aller Tiere dokumentiert. Wéhrend
der operativen Phase und der finfstindigen Infusionsphase wurden zu festgelegten
Zeitpunkten die verschiedenen Parameter wie rektale Temperatur, Tpei, MAP, Herzfrequenz,
die arteriellen Blutgase, Hamoglobinkonzentration und Plasmaglukosekonzentration erhoben
und dokumentiert. Die Messung und Konstanthaltung dieser Parameter ist notwendig, um
Einfliisse auf das Ausmal3 des zerebralen Schadens zu verhindern. Ziel ist die Schaffung
standardisierter Bedingungen, um vergleichbare und reproduzierbare Ergebnisse zu

gewahrleisten.

Korpergewicht
Das Korpergewicht der Tiere der APC-Gruppe ist im Vergleich zur Kontrollgruppe um 0,5 %

(ausgehend vom Gewicht vor dem Versuch) am ersten postoperativen Tag vermindert. Am
letzten postoperativen Tag zeigen die Tiere der APC-Gruppe eine Gewichtszunahme um 6,6
%, wihrend die Tiere der Kontrollgruppe um 7,8 % zugenommen hatten. Da es sich hier aber

um geringe Unterschiede handelt, ist eine Beeinflussung auf die Ergebnisse auszuschlie3en.

Rektale Temperatur und T e

Eine aleinige Kontrolle der rektalen Temperatur ist nicht ausreichend, da es in der
ischamischen Phase zu einer Abweichung der Gehirntemperatur von der rektalen Temperatur
kommen kann (BUSTO et al. 1987). Eine Erhdhung der Tpei um 1,2 °C kann bereits das
Infarktvolumen nach fokaler zerebraler Ischimie um iiber das Doppelte vergréBiern
(WARNER et al., 1993), wihrend eine milde oder moderate Hypothermie vor und wahrend
der Ischimie den histopathologischen Schaden und neurologische Defizite reduziert
(WERNER, 1997). Auch bei globaler zerebraler Ischamie sind neuroprotektive Effekte durch
Hypothermie mehrfach beschrieben worden (HOLZER et a., 1997; STERZ et a., 2006).

Die rektale Temperatur und Tpei Werden zu acht festgelegten Zeitpunkten gemessen und
dokumentiert: Baseline (Ausgangswert), Ende der Ischimie, Ende der Reperfusion und

stiindlich wahrend der Infusionsphase. Um ein Absinken oder Ansteigen der Tpei zu
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verhindern, wird diese iiber einen Riickkopplungsmechanismus auf einen physiologischen
Wert von 37,0 °C konstant gehalten. In beiden Gruppen wurden wihrend der Ischamie
mittlere Werte der Tei Von 35,2 °C gemessen (Tabelle 11). Ursachen hierfiir sind vermutlich
die verminderte Blutzirkulation in der Phase der hiamorrhagischen Hypotension,
gleichbedeutend mit einer verminderten Warmezufuhr im Gehirn durch das Abklemmen der
Aa carotides communes. Ein Absinken der Tpei wird zusitzlich verstirkt durch die
Praparation am Schadel zur Messung der zerebralen Durchblutung. Hier kommt es durch die
Freilegung des Schadelknochens zu einer verstirkten Abgabe der Wiarme am Kopf. Ein
moglicher neuroprotektiver Effekt, der die Wirkung von APC nach zerebraler Ischimie
verdeckt, kann hier nicht ausgeschlossen werden. Da aber bei beiden Gruppen dieselbe

niedrige intraischamische Tyei herrschte, ist hier von gleichen Bedingungen auszugehen.

Herzfreguenz
Die Herzfrequenz liegt bei allen Versuchstieren wihrend des gesamten Versuchsablaufs im

physiologischen Bereich von 250-450 Schlagen pro Minute (SHARP, The Laboratory Rat,
1998) oder 328 Schlige pro Minute (WAYNFORTH et FLECKNELL, Experimental and
Surgical Technique in The Rat, 2. Auflage, 1992) (Tabelle 13) und hat daher keinen Einfluss
auf die Ergebnisse. Sevofluran erniedrigt bekanntermal3en die Herzfrequenz (PATEL et al.,
1996; zur Ubersicht). Da aber bei allen Tieren eine Anisthesie mit Sevofluran durchgefiihrt
wurde, sind keine Unterschiede und daraus resultierende Enfliisse auf die Ergebnisse zu

erwarten.

Blutgasanalyse und Atemgasmessung

Unter physiologischen Bedingungen reduzieren endogene Regulationsmechanismen bei
erniedrigten  Kohlenstoffdioxidpartialdriicken die  Gehirndurchblutung (CBF) durch
Vasokonstriktion, wahrend bei erhohten Werten durch Vasodilatation die Durchblutung
verstirkt wird. Dieses Phianomen wird als CO,-Reaktivitit bezeichnet und ermoglicht dem
Gehirn, den Blutfluss in entsprechenden Arealen zu modulieren. Dadurch kann der CBF dem
Substratbedarf und dem Abtransport der Metaboliten angepasst werden. Untersuchungen
haben gezeigt, dass eine Steigerung des PaCO, um 1 mmHg den Blutfluss um ungefahr 3 %
erhoht (MICHENFELDER et THEYE, 1969). Werden hingegen PaCO,-Werte von 25-30

mmHg unterschritten, kann die resultierende Vasokonstriktion zu einer ischiamischen
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Minderversorgung fiihren. Wahrend der Ischimiephase wird der Blutdruck kiinstlich
abgesenkt und infolge dessen die Gehirndurchblutung dermallen vermindert, dass von einer
Kopplung der Gehirndurchblutungsrate an den CO,-Wert im Blut nicht mehr ausgegangen
werden kann (KAGSTROM et al., 1983), das heiBt, dass bei hypoxisch-ischimischen
Zustanden die CO,-Reaktivitit aufgehoben ist, da die Gefiale maximal dilatiert und zu keiner
regulativen Vasomotion fahig sind. Bei einer zerebralen Ischimie bedeutet ein Abfall des
PaCO, aso eine weitere Hypoperfusion des Gehirns, wihrend bel fokaler zerebraler Ischamie
durch Anstieg des PaCO, mit konsekutiver Hyperperfusion die Gefahr eines Steal-Effektes
zulasten benachbarter gesunder Gehirnregionen besteht, da im ischimischen Bereich bereits
ale Gefile maximal dilatiert sind (WERNER, 2000).

Der Normwert fiir den PaCO; liegt bei 35-45 mmHg. In der vorliegenden Studie liegen die
Werte des Kohlenstoffdioxidpartialdruckes in beiden Gruppen im physiologischen Bereich,
lediglich wahrend der Ischamiephase sind tendenziell erniedrigte Werte erhoben worden
(Tabelle 14), daesin dieser Phase durch den venésen Blutentzug zu einer verminderten CO,-
Produktion in den Geweben kommt. Dariiber hinaus geht die Hypovolamie mit einer
schweren Hypotonie durch einen kiinstlich herbeigefiihrten Abfall des MAP auf Werte von 40
mmHg einher und fiihrt so zu einer volligen Aufhebung der CO,-vermittelten Autoregulation.
Um einer Hyperventilation mit Hypokapnie vorzubeugen, wird wihrend der Ischimie die
Atemfrequenz erniedrigt. Dies gilt fiir beide Gruppen gleichermalen, da die CO,-Reaktivitat
in der Ischamie nicht wirken und somit keine Beeinflussung der Ergebnisse verursachen kann.
Die Ergebnisse der pH-Wertmessung zeigen, dass ale Werte im Normbereich von 7,36 und
7,44 liegen und V erschiebungen im Siure-Basenhaushalt nicht vorlagen.

Plasmaglukosekonzentration

Glukose ist der Hauptenergielieferant fiir das Gehirn und spielt eine wichtige Rolle bei
hypoxisch-ischamischen Zustanden. So wird unter physiologischen Bedingungen, in denen
das Gehirn ausreichend mit Sauerstoff versorgt wird, Glukose zu Energie umgesetzt: aus
einem Mol Glukose entstehen 36 Mol ATP. Kommt es aber nun zu einer Unterbrechung oder
Verminderung der Sauerstoffzufuhr, steigt der Stoffwechsel auf anaerobe Energiegewinnung
um. Hier werden nur noch 2 Mol ATP an Energie und zusitzlich der saure Metabolit Laktat
produziert. Durch andauernden Sauerstoffmangel kommt es nun zur vermehrten Bildung von
Laktat und einen verlangsamten Abtransport durch verringerte Stoffwechselleistung und
somit zur Akkumulation des Stoffwechsel produktes (MEHMET et al., 1998). Ein zu hoher
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Glukosespiegel wahrend der Ischamie kann sich nun durch hohe Laktatkonzentration im
Gehirn negativ auf das Ausmal} des neurol ogischen Schadens auswirken (HOFFMANN et al.,
1999). Der Zusammenhang zwischen Hyperglykdmie und schlechtem neurologischem
Ergebnis wurde bereits mehrfach in klinischen Studien beschrieben (ROVLIAS et al., 2004;
LONGSTRETH et a, 1984). Dariiber hinaus sind auch CBF-abhiangige Effekte auf Neuronen
durch Hyperglykamie beschrieben worden (PHILLIS, 1999). Es wurde in der Vergangenheit
mehrfach erldutert, dass ein Anstieg der Plasmaglukosekonzentration zu einer Vergroierung
des neuronalen Schadens nach zerebraler Ischamie fiihrt (CRONBERG, 2004). Eine in-vitro-
Studie postuliert jedoch, dass nicht der Laktatanstieg, sondern eine Hyperglykamie-bedingte
Freisetzung von Glukokortikoiden fiir die Verschlechterung nach Ischamie verantwortlich ist
(PAYNE et al., 2001).

Aus den genannten Griinden wurden die Tiere der vorliegenden Studie einer zwolfstiindigen
Nahrungskarenz unterzogen. Die physiologische Plasmaglukosekonzentration der Ratte liegt
bei 80 — 300 mg/dl (SHARP, The Laboratory Rat, 1998). Bei allen Tieren der Studie lagen zu
Beginn des Versuches die Plasmaglukosekonzentrationen (Basalwert) im niedrig-
normoglykamischen Bereich (Tabelle 15). Waihrend der Ischimie stiegen die Werte
geringgradig an, erreichten aber keine hyperglykdmischen Konzentrationen. Dies kann auf
einen stressinduzierten Effekt bedingt durch die Ischimie beruhen. Zu keinem der
Messzeitpunkte konnte zwischen den beiden Gruppen ein auffilliger Unterschied in der
Plasmaglukosekonzentration festgestellt werde, so dass hier kein Einfluss auf die Ergebnisse

ZU erwarten ist.

Hamogl obi nkonzentration

Eine Verlaufskontrolle der Himoglobinwerte ist essentiell, da Blutungskomplikationen — vor
alem Haut- und Gastrointestinalblutungen - eine wesentliche Nebenwirkung von APC
darstellen. In beiden Gruppen bestehen alerdings keine signifikanten Abweichungen im
Hamoglobingehalt (Tabelle 16). Durch den Blutentzug in der Ischimiephase kommt es
entsprechend dem Protokoll bei alen Tieren zu einem geringgradigen Abfall des
Hamoglobins. Wihrend der Reperfusionsphase normalisiert sich der Wert wieder, da hier das
vorher entzogene Blut wieder zuriick infundiert wird. Drei und finf Stunden nach
Infusionsbeginn sind die Werte ebenfalls geringgradig erniedrigt. Dies kann zum einen durch
den mehrfachen Blutentzug zur Kontrolle der Blutgase, Plasmaglukose, Hamoglobingehalt

und pH-Wert und zum anderen durch die nach fiinf Stunden protokollbedingte Entnahme
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zweier Blutproben zur Bestimmung der APC-Konzentration im Plasma und der
Plasmaosmol aritét mit anschlieflender V olumensubstitution durch isotone
Natriumchloridiosung erklart werden. Die ibrigen Werte befinden sich aber im
physiologischen Bereich von 11-19 g/dl (SHARP, The Laboratory Rat, 1998), weshalb auch
hier nicht von negativen Einfliissen auf die Aussagekraft der Ergebnisse ausgegangen werden

muss.

4.1.3. Messung des zer ebralen Blutflusses (CBF)

Der CBF ist vom zerebralen Perfusionsdruck (CPP) und zerebrovaskuliren Widerstand
(CVR) abhiangig und wird analog zum Ohmschen Gesetz (I = P/ R; |: Stromstirke, U:
Spannung, R: Widerstand) als Quotient aus zerebralem Perfusionsdruck und Gef a3widerstand

berechnet:

CBF=CPP/CVR

Die Hohe des CPP errechnet sich aus dem mittleren arteriellen Blutdruck (MAP) und dem
intrakraniellen Druck (ICP):

CPP=MAP-ICP

Der CBF ist aso direkt abhingig vom zerebralen Perfusionsdruck und vom MAP und wird
durch diesen beeinflusst. Dieses Phianomen wird als zerebrovaskulire Autoregulation
bezeichnet.

Hierunter versteht man die Fihigkeit, den zerebralen Blutfluss trotz Anderungen des
systemischen arteriellen Blutdruckes innerhalb eines Bereiches konstant zu halten. Auerdem
beeinflussen auch arterieller Blutgasdruck und pH-Wert den Mechanismus der
zerebrovaskuldren Autoregulation. Die zerebralen Arteriolen konstringieren, wenn der
systemische MAP steigt, und erweitern sich, wenn er sinkt. Eine Erniedrigung des MAP fiihrt
also zur Vasodilatation und eine Erhéhung zur Vasokonstriktion. Der MAP-Bereich, in dem
der CBF unter physiologischen Bedingungen konstant gehalten wird, liegt ungefahr zwischen
50 und 150 mmHg. AuBerhalb der genannten Grenzen ist die zerebrovaskulidre
Autoregulation aufgehoben und die Durchblutung folgt passiv dem Perfusionsdruck. Der

zweite Mechanismus der Autoregulation erfolgt iiber die Blut- und Gewebegase sowie iiber
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die Wasserstoffionenkonzentration. Bel Hypokapnie (Abfall des PaCO, im Rahmen einer
Hyperventilation) konstringieren die Geféafe und die zerebrale Durchblutung nimmt ab. Steigt
der PaCO,, dilatieren die Arteriolen und der CBF steigt an. Die Autoregulation erlaubt eine
sofortige Anpassung des regionalen CBF an sich plétzlich andernde Anforderungen an
Sauerstoff- und Glukosebedarf.

Bedingt durch das Versuchsprotokoll liegt wihrend der ischamischen Phase ein MAP von 40
mmHg vor (Tabelle 17). Der MAP wird beeinflusst vom Grundtonus der Arteriolen und somit
von der CO,-Reaktivitat der Gefafie. Mit zunehmender Hypotension nimmt die Fahigkeit des
Gehirns, auf Anderungen im PaCO, zu reagieren, ab. Aus diesem Grund ist hiervon auch die
zerebrale Durchblutung betroffen, die wihrend der Ischamie deutlich erniedrigt ist. Die
Veranderung im MAP ist daher eine stetige Einflussvariable auf den CBF. In einem Modell
der globalen zerebralen Ischamie mit beidseitiger Okklusion der Aa. carotides communes und
zusitzlicher hypobarer Hypotension auf 55 mmHg kam es zu einem Abfall des CBF auf 5 %
des Ausgangswertes (DIRNAGL et al., 1993). In der vorliegenden Studie kam es nach
Beenden der Okklusion sofort zur spontanen Rezirkulation und Wiedererreichen normobarer
Blutdruckwerte.

Nach Ende der Ischamie erfolgte in der vorliegenden Studie ein Anstieg des CBF, dain dieser
Phase (Reperfusion) das vorher entnommene Blut reinfundiert wird und es hier infolgedessen
zu einem Anstieg des MAP und somit des CPP kommt. Nach dieser Phase der
postischamischen Hyperperfusion oder zerebralen Hyperimie kam es zu einem Abfall der
Werte, also zu einer Verminderung des CBF (Abbildung 11). Nach einer Stunde lagen die
Messwerte bereits wieder im Bereich der Baseline, es kam aber zu keinem Abfall unterhalb
der Ausgangswerte (verzogerte postischamische Hypoperfusionsphase), wie dies schon
mehrfach in dem Modell der globalen zerebralen Ischamie beschrieben wurde. Der CBF kann
hierbei postischamisch auf 65 % der basalen CBF-Werte in der Reperfusionsphase reduziert
sein (MACFARLANE et al., 1991). In der vorliegenden Untersuchung lagen die CBF-Werte
jedoch im Verlauf tiber denen des Ausgangsniveaus. Dies ist vermutlich darauf
zuriickzufiihren, dass das Ausmal3 der Unterbrechung der zerebralen Durchblutung zu gering
war, um eine postischamische Hypoperfusion zu erzeugen. Eine andere Erklarung ist der
angestrebte Wert des intraischamischen MAP. Hier verursacht ein MAP von 50 mmHg grofie
Variabilititen im hippokampalen Blutfluss gegeniiber einem MAP von 30 mmHg (GIONET,
1992). Eine weitere Erniedrigung des MAP wahrend der ischamischen Phase konnte groere
Unterschiede im Ausmal} des Schadens ausschalten und so konstante Ergebnisse erzielen, was

die Voraussetzung fiir den Nachweis einer M edikamentenwirkung darstellt.
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In einem Modell der fokalen zerebralen Ischimie der Maus bewirkte eine Bolusgabe von 2
mg/kg APC i.v. zehn Minuten nach Insult eine Verbesserung des CBF. Dies wurde erklart
durch die antikoagulatorische Aktivitat von APC, welche die ischamischen mikrovaskuldren
Obstruktionen in Folge von Fibrinablagerung und Neutrophilenakkumulation im Infarktgebiet
vermindert und so enen postischamischen Blutfluss auf Ausgangsniveau wieder
gewihrleisten kann (SHIBATA et al., 2001). Auch eine Bolusgabe von 0,2 mg/kg
rekombinantem murinen APC i.v. konnte zehn Minuten nach fokaler zerebraler Ischamie der
Maus in der Reperfusionsphase den CBF auf 85 % der Basalwerte bei behandelten Tiere
verbessern, wihrend bei den Kontrolltieren der CBF nur auf 55 % der Basalwerte anstieg.
Hier wird die Verbesserung des CBF ebenfalls mit der Reduzierung thrombotischer
Okklusionen in zerebralen Gefallen erklart (FERNANDEZ et al., 2003).

Im Gegensatz hierzu konnte in der vorliegenden Arbeit kein signifikanter Unterschied in der
zerebralen Durchblutung gemessen werden. APC hat somit in der vorliegenden Studie den
CBF nicht giinstig beeinflusst. Eine mogliche Ursache fiir dieses Ergebnis konnte sein, dass
die Verminderung der zerebralen Durchblutung durch koagulative Prozesse nach Ischamie zu

gering war, um sichtbare Effekte durch APC erzielen zu kénnen.

4.1.4. Plasmaosmolaritit

Laut Herstellerangaben soll vor der Anwendung von APC (Xigris, Drotrecogin apha
aktiviert) eine Stammlosung von 2 mg/ml hergestellt werden. Dies geschieht durch Auflosen
des Pulvers mit der entsprechenden Menge an Aqua ad iniectabilia. Im weiteren Vorgehen in
der klinischen Anwendung wird nun die Stammlésung mit isotoner Natriumchloridlosung
verdiinnt und beim septischen Patienten iiber 96 Stunden infundiert. In der vorliegenden
Studie wurde nun lediglich die Stammlésung verwendet, um das Volumen der Infusion so
gering wie moglich zu halten und eine Hyperinfusion zu vermeiden.

Eine Stammlésung mit einer Konzentration von 2 mg/ml bedingt nun eine Osmolaritit von
615 mosmol/kg (Tabelle 19). Eine erhohte Osmolaritit des Plasmas durch Applikation einer
hyperosmolaren Lésung kann eine Verminderung des Hirnwassergehalts in ischiamischem
Hirngewebe verursachen wie mit der Verwendung von Mannitol an einem fluid-percussion-
Modell an der Ratte beobachtet wurde (TODD et a., 2006). Ebenso wird der positive Einfluss
von hypertoner Natriumchloridiosung auf den zerebralen Schaden nach fokaler Ischamie

durch Flissigkeitsverschiebungen vom intrazelluliaren in das intravaskulire Kompartiment
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beschrieben (KEMPSKI, 2005). Hyperosmolaritit kann also den zerebralen Schaden und das
neurologische Defizit vermindern und ist somit ein potentiell neuroprotektiver Faktor, der
ausgeschlossen werden muss. Aus diesem Grund wurde in der vorliegenden Studie eine
Stammlosung mit der Konzentration von 1 mg/ml verwendet. Somit kann ein

neuroprotektiver Effekt durch rein osmotische Prozesse ausgeschlossen werden.

4.1.5. Verhaltenstests

Maze Tests (maze = engl. Labyrinth) beinhalten umweltbedingte, optisch-raumliche
Aufgaben. So sind zum Beispiel offene Maze Tests gut geeignet, um Lokalisationslernen und
Erinnerung zu beurteilen. Es gibt eine Vielzahl von Mazes, die man nach den verschiedenen
Kriterien unterscheidet (HODGES, 1996, zur Ubersicht): Es gibt unterschiedliche
Einrichtungstypen wie den Water Maze oder den Barnes Maze, aber auch hochstrukturierte
Gebilde wie der Radial Arm Maze. Die Fragestellungen behandeln meist viso-spatiale,
assoziative oder sensorische Fihigkeiten und die Aufgaben reichen von spontaner Erkundung
bis hin zu komplexen Sequenzen von Entscheidungen. Motivation der Tiere, die gestellten
Aufgaben zu losen, konnen z.B. Flucht aus Angst, Suche nach Zufluchtsmoglichkeiten,
Neugier oder Erkundungsdrang sein, aber auch die Maoglichkeit, Fressen an bestimmten
Lokalisationen zu finden.

Der hier angewendete modifizierte Barnes Maze Test untersucht die hippokampusabhiangigen
Funktionen Lernverhalten, riaumliche Koordination und Erinnerungsvermogen. Der
urspriinglich beschriebene Barnes Maze Test zur Untersuchung des kognitiven Defizits
beinhaltet eine offene Plattform mit 18 zrkular angeordneten Lochern und  einer
abgedunkelten Box, die sich unter einem der Locher befindet (BARNES, 1979). Visuelle
Anhaltspunkte dienen der Verbesserung im Erinnerungsvermégen und der raumlichen
Orientierung wihrend der Testphase. Der Barnes Maze Test hat Ahnlichkeit mit dem Morris
Water Test und dem Radial Arm Maze Test, aber macht sich keine starken aversiven Reize
wie Wasser oder gar Deprivation zur Verstirkung der Ergebnisse zunutze. Starke aversive
Reize verursachen Stressim Testtier und konnen die Absolvierung der Aufgabe beeinflussen.
Im Gegensatz dazu werden schwache aversive Stimuli appliziert, um die Motivation, der
Umgebung des Testfeldes zu entfliehen, zu férdern. Es wurden in der Vergangenheit vielfach
unterschiedliche Protokolle und Modifikationen des Barnes Maze Test je nach Fragestellung

eingesetzt. In der vorliegenden Studie wurde ein Protokoll angewendet, in dem die Tiere an
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den postoperativen Tagen 4, 6, 8 und 10 getestet wurden, wobel am Tag 4 zwei
Testdurchlaufe hintereinander vorgenommen wurden. Dokumentiert wurde fiir jeden
Durchlauf die Zeit bis zum Auffinden des ersten Loches und die Zeit bis zum Auffinden des
Zielloches. Das Auffinden des ersten Loches im ersten Testdurchlauf erfolgt nach dem
Zufalsprinzip (Abbildung 12). Wie zu erwarten haben die Nativtiere im weiteren Verlauf der
Testung das erste Loch immer frither aufgefunden als die Tiere der beiden |schamiegruppen.
Vergleicht man die Ergebnisse der APC- und der Kontrollgruppe mit NaCl-l6sung, fillt auf,
dass die APC-Tiere langsamer im Auffinden des ersten Loches wurden. Bel der Zeit bis zum
Auffinden des Zielloches waren die Nativtiere am schnellsten, haben also wie zu erwarten
war, am schnellsten gelernt (Abbildung 13). Die Tiere der APC-Gruppe waren im Lernerfolg
langsamer als die Tiere der Kontrollgruppe. Bei Lauf 5 fillt auf, dass die APC-Tiere sich
signifikant verschlechtert haben, das heifit das Zielloch langsamer gefunden wurde als in
Durchgéingen zuvor. Hier stellt sich die Frage, ob diese Verschlechterung im neurologischen
Defizit einen Effekt durch das Medikament darstellen konnte oder ob durch eine hohe
Abweichung in den Messwerten ein falsch negatives Ergebnis zustande gekommen ist. Eine
weitere Testung nach dem 10. postoperativen Tag konnte eine solche Frage in zukiinftigen
Untersuchungen beantworten. Fiir eine groBe Abweichung as Ursache fir die
Verschlechterung im letzten Lauf konnte sprechen, dass die ibrigen Ergebnisse im
Verhaltenstest nicht denen des histopathologischen Schadens und des Apoptosemarkers
aktivierte Caspase-3 entsprechen. Bekannt ist, dass ein Lerndefizit im modifizierten Barnes
Maze Test mit dem Grad des histopathologischen Schadens in der CA1-Region korreliert
(MILANI et al., 1997). Dies konnte in der vorliegenden Studie nicht bestitigt werden.
Maéglicherweise kann ein Unterschied der beiden Gruppen im Lernverhalten zehn Tage nach
Ischamie nicht mehr erkannt werden. Dies wiirde erklaren warum die Tiere der APC-Gruppe
sich ab dem 8. postoperativen Tag im Auffinden des Zielloches wieder verschlechterten.
Entsprechend ergab eine Studie zum neurologischen Defizit sechs Minuten nach
Herzkreidaufstilistand bei der Ratte eine Verbesserung nach APC-Gabe in einem
modifizierten Tape Removal Test nach drei, nicht aber nach sieben Tagen (TESCHENDORF
et al., 2006). Der Tape Removal Test wurde jedoch in bisherigen Studien im Zusammenhang
mit somatosensorischen Dysfunktionen nach fokaler Ischimie angewendet, da hier eine
eindeutige Korrelation zwischen Dysfunktion und Lokalisation der Schadigung besteht. Im
Modell der fokalen zerebralen Ischamie der Maus konnte eine Bolusgabe von 0,2 mg/kg APC
i.v. nach dem Insult eine Verbesserung der motorischen Funktion in einem Motor

Neurological Score mit finf verschiedenen Scores (kein Defizit = O Punkte bis Ischamie-
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induzierter Tod = 5 Punkte) erzeugen (SHIBATA et a., 2001). Eine Untersuchung auf das
kognitive Defizit wurde hier allerdings nicht durchgefiihrt.

Die Ergebnisse der Verhaltenstests in der vorliegenden Studie zeigen, dass die Tiere der APC-
Gruppe im zweiten Lauf am 4. postoperativen Tag schneller im Auffinden des ersten Loches
und am 6. Tag schneller im Auffinden des Zielloches waren. Da der neuronale Schaden am
dritten Tag nach der Ischiamie am ausgepragesten ist, kann man in diesem Zeitraum von einer
verbesserten kognitiven Leistung bei den APC-Tieren sprechen. Allerdings nimmt diese bis
zum zehnten Tag wieder ab, was moglicherweise eine Medikamentenwirkung sein konnte.
Die Tatsache, dass die Tiere der Kontrollgruppe im letzten Lauf das Zielloch schneller
gefunden haben als die Nativtiere ohne zerebrale Ischamie, konnte bedeuten, dass der Barnes
Maze Test nach zehn Tagen keine Aussagen mehr zu Unterschieden im kognitiven Defizit
treffen kann.

4.1.6. Quantifizierung des histopathologischen Schadens mit HE-Firbung

Ziel der vorliegenden Studie war es, eine Verringerung des histopathologischen neuronalen
Schadens nach zerebraler Ischaimie durch APC nachzuweisen. Die Ergebnisse der Nativtiere
zeigen erwartungsgemal eine vollstandig intakte Hippokampusformation auf, wihrend die
Tiere der beiden Ischiamiegruppen in der CAL/CA2-Region 40 % (APC) bzw. 50 %
(Kontrolle) weniger Neuronen und in der CA3/CA4-Region 15 % (APC) bzw. 20 %
(Kontrolle) weniger Neuronen im Vergleich zur Nativtiergruppe aufwiesen (Tabelle 20). Eine
vergleichende Betrachtung innerhalb der beiden Ischamiegruppen zeigt in beiden Regionen
keinen signifikanten Unterschied in der Neuronenzahl durch APC-Applikation (Abbildungen
16 und 17). APC beeinflusst demnach den histopathologischen Schaden im Hippokampus
nicht.

Die direkte zytoprotektive Wirkung von APC wurde bisher mehrfach in tierexperimentellen
Studien mit unterschiedlichsten Fragestellungen nachgewiesen. Es handelt sich nicht um
einen zellspezifischen Effekt und schliefit viele Zelltypen von neuronaler, endothelialer,
epithelialer und mononukleirer Art ein. AuBerdem wurden zytoprotektive Wirkungen auch in
| schamie-Reperfusionsmodellen verschiedenster Organe nachgewiesen wie an Herz, Gehirn,
Riickenmark, Pankreas, Nieren, Gastrointestinaltrakt und Skelettmuskulatur (HIROSE et al.
2000; MIZUTANI et a., 2000; SCHOOTS et a., 2004; SHIBATA et al., 2001). Die

neuroprotektive Wirkung von APC im Besonderen wurde in vitro an ischamischen zerebralen

108



DISKUSSION

Endothelien des Menschen (CHENG et al., 2003) und kortikalen Neuronen der Maus (GUO
et al, 2004), in vivo an einem Modell der Riickenmarkskompression (TAOKA et al., 2000),
des perinatalen hypoxisch-ischamischen Hirnschadens der Ratte (YESILIRMAK et al., 2008)
und in zwel Studien nach fokaler zerebraler Ischamie der Maus (SHIBATA et al., 2001,
FERNANDEZ et al., 2003) nachgewiesen. Diese neuroprotektive Wirkung von APC wird
vermutlich iiber verschiedene Mechanismen vermittelt wie Modulation von zellerhaltenden
Signalkaskaden, Erhéhung der Expression von antiapoptotischen Proteinen, die Modulation
des intrazellularen Calciummetabolismus, die Verminderung der Stickoxidproduktion und
viele andere. Der exakte Mechanismus des zytoprotektiven Effektes ist alerdings bis heute
nicht geklart. Bekannt ist aber, dass der zyto- und neuroprotektive Effekt iiber einen anderen
Rezeptor (PAR-1) als die antikoagul atorische Aktivitat vermittelt wird und somit anzunehmen
ist, dass diese beiden Mechanismen unabhiangig voneinander existieren und funktionieren
(CHENG et al., 2003). Um den Effekt von APC in einem Modell der globalen zerebralen
Ischamie erforschen zu konnen, sind weitere Untersuchungen zu Grundlagen tiber den
exakten Wirkungsmechanismus des Medikaments von Néten.

Eine Erklarung fiir die fehlende Wirksamkeit von APC konnte das Ausmal der |schiamie
darstellen. Moglicherweise produziert eine hamorrhagische Hypotension mit Reduktion des
MAP auf 40 mmHg einen weniger konstanten Schaden im Hippokampus innerhab einer
Gruppe und hat so eine groBere Variabilitit zur Folge. Entsprechend konnte bereits
nachgewiesen werden, dass interhemispirische Unterschiede des neuronalen Zellverlusts der
CA1-Region bei einem MAP von 50 mmHg in der ischamischen Phase mit 25 % im
Vergleich zu 30 bzw. 60 mmHg am gréfiten waren (GIONET et al., 1992). Dies spricht
vermutlich dafiir, dass eine weitere Erniedrigung des MAP in der ischimischen Phase auf
zum Beispiel 30 mmHg in der Lage sein konnte, einen mehr standardisierten konstanten
Schaden zu erzielen, um eindeutige Effekte nachzuweisen.

Der Zeitpunkt der Totung der Tiere war relativ spat gewahlt mit dem Ziel, nur einen
lingerfristigen protektiven Effekt nachzuweisen. Bekanntermafen ist ein Schaden nach
globaler zerebraler Ischamie am dritten postischamischen Tag am groften, danach ist
hingegen eine weitere Schadigung neuronaler Zellen nicht zu beobachten (SUGAWARA et
al., 2002). Haufig kann ein initial positiver Effekt nach kurzer Beobachtungszeit (zwei Tage)
nach Langzeitiiberleben (14 Tage) nicht mehr beobachtet werden (KAWAGUCHI, 2000).
Dies konnte erkléaren, weshalb im Gegensatz zur vorliegenden Studie in zwei Untersuchungen
mit APC an einem Mausmodell der fokalen zerebralen Ischimie nach 24 Stunden

neuroprotektive Wirkungen von APC mit Verminderung des Infarktvolumens und des
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Hirnodems nachgewiesen werden konnten (FERNANDEZ et al., 2003; SHIBATA et d.,
2001). Da hier aber ein langerfristiger neuroprotektiver Effekt von Interesse ist, wurde
bewusst der spite Untersuchungszeitpunkt von zehn Tagen gewahlt.

In einem Modell der fokalen zer ebralen I schamie der Maus wurden neuroprotektive Effekte
von APC festgestellt. Untersuchungen nach globaler zerebraler Ischamie wurden bisher
jedoch noch nicht versffentlicht. Es stellt sich die Frage, ob hier andere Mechanismen von
APC eine Wirkung verursacht haben, die bei dem Modell in der vorliegenden Studie nicht
greifen konnen. Beispielsweise steht bei fokaler zerebraler Ischimie die Unterbrechung der
Mikrozirkulation in engem Zusammenhang mit der topographischen Ausbildung des
histopathologischen Schadens, weshalb hier eine Wirkung von APC iiber das Gefa3system
nahe liegt. Hier kommt es zur Ausbildung mikrovaskuldrer Obstruktionen im ischamischen
Kerngebiet (DEL ZOPPO et a., 1991), die durch eine antikoagul atorische Wirkung des APC
maoglicherweise beseitigt werden konnen. Nicht nur die Lokalisation der Minderversorgung
ist bei der fokalen zerebralen Ischimie entscheidend, sondern auch die Grofe des betroffenen
Arealsund die Kollateralisierung durch nicht geschidigte Gefifle (ASTRUP et al., 1981). Die
Zellen in der peripheren Penumbra-Zone um die zentrale ischiamische Lasion sind
lebensfahig, aber elektrisch inaktiv. Ein Zusammenbruch der lonengradienten entlang der
Zellmembran bleibt bel diesen Zellen aus. Der Funktionsstoffwechsel ist zwar erheblich
beeintrachtigt, es entstehen jedoch keine irreversiblen strukturellen Schaden, wenn rechtzeitig
eine ausreichende Reperfusion gewihrleistet werden kann. In der globalen zerebralen
Ischamie hingegen kommt es durch einen sehr raschen Energieverlust der Zellen zu einem
Versagen der energieabhingigen lonenpumpen mit nachfolgender Depolarisation der
Zellmembranen und massiver Freisetzung exzitatorischer Aminosiuren wie z.B. Glutamat
oder Aspartat sowie der Aktivierung verschiedener Calcium- und Natrium-lonenkanile
(PALMER et al., 1985), was zu einem verzogert einsetzenden Zelltod fiihrt und als
entscheidender Pathomechanismus nach globaler zerebraler Ischimie angesehen wird
(SIESJO et al., 1995; zur Ubersicht). Moglicherweise basiert die neuroprotektive Wirkung
von APC auf einer Verbesserung der Gewebsperfusion durch die Auflésung von
mikrovaskuldren Obstruktionen in der Endstrombahn, was bei der fokalen zerebralen
Ischamie einen Einfluss haben kann, aber bei der globalen zerebralen Ischamie aufgrund eines
anderen vorherrschenden Pathomechanismus keine Rolle spielt.

Ein anderer Ansatzpunkt ist die Dosierung von APC. Méglicherweise ist fiir den Nachweis
neuroprotektiver Effekte keine dauerhafte Applikation notwendig, da andere Arbeiten bereits

mit einer einmaligen Bolusgabe von 2 mg/kg i.v. neuroprotektive Effekte nachgewiesen
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haben. In Anbetracht der kurzen Halbwertszeit von 7,3 Minuten ist also scheinbar keine
dauerhaft hohe Konzentration von APC im Plasma nach zerebraler Ischimie notwendig.
Fraglich bleibt demnach, ob eine kurzzeitig erhohte Plasmakonzentration nach Bolusgabe von
2 mg/kg i.v. in der Lage wire, einen ischamischen Schaden in der vorliegenden Studie zu
reduzieren oder ob nicht zusitzlich andere Faktoren wie das Schadensmodell selbst (siehe
oben) das Wirkungsspektrum von APC einschranken. Dariiber hinaus scheint eine Anlehnung
der Dosierung und Applikation an die des Menschen zur Behandlung der schweren Sepsis nur
bei Nachweis der antikoagulatorischen Wirksamkeit von APC folgerichtig zu sein, nicht aber
bei der neuroprotektiven Wirksamkeit. Auch dies spricht fiir die Unabhingigkeit dieser
bei den Wirkmechanismen.

4.1.7. Detektion aktivierte-Caspase-3-positiver Zellen im Hippokampus

Mit dieser Einfachfarbung wird das in Zellen wihrend der Apoptose exprimierte Protein
aktivierte Caspase-3 detektiert, da es als Indikator fiir den programmierten Zelltod gilt (ZHU
et al., 2000; NIWA et al., 2001). Analog zur Auswertung des histopathologischen Schadens
wird hier das Ausmal} apoptotischer Vorgiange mit der immunhistol ogischen Farbung gegen
aktivierte Caspase-3 quantifiziert. Bel jedem Firbedurchgang wurde der verwendete
Antikorper auf seine Spezifitit gegeniiber aktivierter Caspase-3 getestet. Hierzu wurde jewells
ein Gehirnpriaparat eines gesunden Tieres (Nativtier) ohne Induktion einer zerebralen
Ischamie mitgefarbt. In gesundem Gewebe sind keine apoptotischen Prozesse zu erwarten.
Entsprechend waren hier keine aktivierte-Caspase-3-positiven Zellen mit Ausnahme eines
Praparates zu sehen, was als sporadisch auftretender physiologischer Zelluntergang gedeutet
wird. AuBerdem wurde zu jedem Firbedurchgang eine Positiv- und eine Negativkontrolle
mitgefiihrt: die Positivkontrolle (Thymusgewebe juveniler Ratten) enthilt immer positive
Zellen, da in Thymusgewebe tiglich etwa 10 % aller Zellen den Zelluntergang durch
Apoptose erfahren (UCKER et a., 1994). Die Negativkontrolle (Priparat ohne
Primarantikorper) muss dagegen immer negativ ausfalen. Wie zu erwarten waren kaum
aktivierte-Caspase-3-positiven Zellen im Hippokampus der Nativtiere zu finden. Dies
entspricht der Beobachtung, dass in nicht geschadigten Nervenzellen physiologischerweise
keine Immunoreaktivitit von aktivierter Caspase-3 nachzuweisen ist (KRAJEWSKA et a.,
1997). In ischamischem Nervengewebe hingegen ist in Neuronen der CA1-Region eine

erhohte Immunoreaktivitit von aktivierter Caspase-3 bereits nach acht Stunden zu
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beobachten, die nach 72 Stunden ihren Hohepunkt erreicht (CHEN et al., 1998). Es konnte
zwar aktivierte Caspase-3 auch bereits fiinf Minuten nach zerebraler |schamie nachgewiesen
werden (NAMURA et al., 1998), doch ist Apoptose ein andauernder dynamischer Prozess,
der noch vier Wochen nach zerebraler Schiadigung beobachtet werden kann (CHOPP et LI,
1996). So konnten in der vorliegenden Studie aktivierte-Caspase-3-positive Zellen auch zehn
Tage nach globaler Ischimie erwartet werden. In einem Modell der fokalen zerebralen
Ischamie betrug der Anteil aktivierte-Caspase-3-positiver Zellen 46 Stunden nach MCAO an
der Gesamtzahl der Neuronen 54 % (LI et a., 1998), wihrend in einem Modell der
inkompletten globalen Ischamie lediglich 2,2 % apoptotische Neuronen gesehen wurden
(PAPE et a., 2006). Mehrfach wurde bisher die antiapoptotische Wirksamkeit von APC
beschrieben: APC verminderte die durch p53-vermittelte Apoptose an hypoxischen humanen
zerebralen Endothelzellen (CHENG et al., 2003) und reduzierte die Zahl der aktivierte-
Caspase-3-positiven Neuronen durch NMDA -induzierte Apoptose um iiber 60 % (GUO et al.,
2004). Einen derartig signifikanten Effekt von APC nach globaler zerebraler Ischimie konnte
in der vorliegenden Studie nicht beobachtet werden. Wahrend in der Literatur die Zahl
aktivierte-Caspase-3-positiver Zellen bis zu vier Wochen nach einem ischamischen Insult mit
4 % an der Gesamtzahl der Neuronen angegeben wird (CHOPP et LI, 1996), waren in der
vorliegenden Studie die Werte fiir die CAL/CA2-Region mit 1,1 % in der APC-Gruppe
niedriger als mit 4,3 % in der Kontrollgruppe (siehe Tabelle 21 sowie Abbildungen 20 und
21). Es gab keinen signifikanten Unterschied in der Zahl apoptotischer Zellen zwischen den
beiden Gruppen. Maoglicherweise liegt die Ursache in der relativ hohen Streuung in der Zahl
apoptotischer Zellen begriindet. Parallel zum histopathol ogischen Schaden, der nekrotischen
und apoptotischen Zelluntergang darstellt, aber keine Unterscheidung treffen kann, konnte
eine Erniedrigung des MAP auf 35 oder 30 mmHg in der ischiamischen Phase des globalen
zerebralen Ischiamiemodells konstante Werte sowohl im neuronalen Zellschaden a's auch in
der Aktivierung der Caspase-3 erzielen (GIONET et al., 1992). Darauf basierend konnte eine
signifikante Verminderung der Zahl aktivierte-Caspase-3-positiver Zellen nach APC-Gabe

und somit eine neuroprotektive Wirkung nachgewiesen werden.
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4.2. Diskussion der Methoden

42.1. Zerebraleslschamiemodell

Um einen Einblick in die pathologischen Vorginge des Gehirns nach zerebraler Ischiamie zu
gelangen, ist es notwendig, mit reproduzierbaren und kontrollierten in-vivo-Tiermodellen zu
arbeiten, da die Pathophysiologie der zerebralen Ischimie ein komplexes Zusammenspiel
vieler verschiedener Zellen und Gewebe beinhaltet, die nicht zufriedenstellend in in-vitro-
Studien nachgebildet werden konnen. Tierversuche geben immer wieder Anlass fiir
moralische und ethische Bedenken mit der gleichzeitigen Forderung nach Ersatz durch in-
vitro-Modelle. Jedoch ist es nicht moglich, an einzelnen Zellen in Kultur, Gewebeverbinden
oder Gewebeschnitten die komplexen und bisher unzureichenden Kenntnisse iiber die
pathophysiologischen Zusammenhinge zwischen Morphologie und Funktion darzustellen,
wie dies beispielsweise bei der Perfusion des Hirngewebes notwendig ist. Aus diesem Grund
ist fir die Kldarung der Fragestellung allein die Untersuchung in einem intakten Organismus
das Mittel der Wahl. Ein Vorteil der Tierversuche ist auch, dass intra- und postoperativ
Untersuchungen in Hinblick auf Histologie, Pathologie und Veranderungen im Verhalten
miterfasst werden konnen. Aullerdem ermaglichen Tierversuche eine hohe Standardisierung
und Reproduzierbarkeit durch Kontrolle, Uberwachung und Konstanthaltung von Parametern
vor, wihrend und nach dem Versuch. Eine solche Reproduzierbarkeit kann durch klinische
Studien nicht vermittelt werden, da hier die Variabilititen in der Art und der Auspragung der
Ischamie zu gro sind. Diese Problematik macht priazise Studien, die vergleichbare und
reproduzierbare Ergebnisse generieren, praktisch unmoglich. Davon abgesehen ist die
Beantwortung der Fragestellung in klinischen Untersuchungen am Menschen auch aus
ethischen Griinden nicht durchfithrbar, da sich die Erforschung bestimmter medizinischer
Fragestellungen und neuer therapeutischer Ansitze primiar am Menschen grundsitzlich
verbietet.

In Tierversuchen zur zerebralen Ischimie kommen neben Nagern die verschiedensten
Tierarten zum Einsatz (Katzen, Hunde, Schweine, Schafe, Affen). Der Vortell in der
Verwendung von groBeren Tieren ist die bessere Darstellung von modernen bildgebenden
Verfahren, aber auch die erleichterte Kontrolle des physiologischen Monitorings. Sehr viele
Messungen und Untersuchungen konnen gleichzeitig an ein und demselben Tier

vorgenommen werden. Allerdings tritt bei Ischimiemodellen an groeren Tieren meist eine
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sehr hohe Variabilitit in der Ischamieauspragung und physiologischen Parametern auf, was
eine Vergleichbarkeit und Reproduzierbarkeit der Ergebnisse einschrankt (TRAYSTMAN,
2003, zur Ubersicht). Letztendlich verursachen groBere Versuchstiere auch einen groBeren
Kosten- und Arbeitsaufwand, was vor allem das Handling und die postoperative Kontrolle
betrifft.

Die Verwendung von kleinen Labortieren, vor allem von Nagern, steht hier klar im Vorteil.
Nagetiere sind weniger kostenintensiv in Anschaffung und Unterbringung und sind dariiber
hinaus einfacher zu handhaben. Sie sind gut verfiigbar, leicht zu halten und wahrend des
Versuchs ergibt sich durch ihr wesentlich geringeres Gewicht auch ein geringerer
Medikamentenbedarf. Eine rasche Generationsfolge ermaglicht Inzuchtlinien, die eine hohe
genetische Homogenitat repriasentieren und die durch Produktion genetischer Modifikationen
(knock-out-Méuse) die Beantwortung vieler wissenschaftlicher Fragestellungen erleichtern.
Die geringere Gro3e der Nager ermoglicht eine Vereinfachung der Probengewinnung, -
verarbeitung und spiteren Lagerung von Untersuchungsmaterialien, da die Proben
entsprechend kleiner sind und weniger Aufwand bereiten. Kleinere Versuchstiere stellen so
eine kostengiinstige Alternative im Vergleich zu groleren Siugetieren dar. Entscheidend ist
aber auch die Ahnlichkeit des zerebrovaskuliren Systems der Nager gegeniiber hoher
entwickelten Tieren. Letztendlich stoBen Tierversuche an Ratten und Méusen in der
Bevolkerung auf mehr Akzeptanz als Versuche an gro3eren Tieren (GINSBERG et BUSTO,
1989).

Fir die Induktion einer zerebralen Ischimie stehen je nach Fragestellung verschiedenste
Modelle zur Verfiigung, die je nach Art, Manifestation und Schweregrad unterschiedliche
Schadensgroen im Gehirn hervorrufen konnen.

Im vorliegenden Versuch wurde das Modell der bilateraen Okklusion der beiden Aa
carotides communes mit anschlieBender Reperfusion unter Sevofluran-Narkose
vorgenommen. Fiir die Induktion der beidseitigen Vorderhirnischimie werden fiir 14 Minuten
die beiden Aa carotides communes mit Clips verschlossen und es wird gleichzeitig tiber
venosen Blutentzug der MAP auf 40 mmHg gesenkt. Dieses Modell verursacht gezielt einen
neuronalen Schaden in der selektiv vulnerablen CA1l- und CA3-Region der
Hippokampusformation (PULSINELLI et al., 1982). Ziel der Studie war es, das
neuroprotektive Potential eines Medikamentes nach zerebraler |schamie zu untersuchen.

Bel der Wah! der Hintergrundanésthesie stehen mehrere Faktoren im VVordergrund. Zum einen

ist es entscheidend, ein Narkoseverfahren zu wihlen, das einen geringen Einfluss auf die
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zerebrale Ischamie nimmt, aber andererseits das Tier optimal deafferenziert. Sevofluran sowie
andere Anéasthetika wie Desfluran und Isofluran zeigen neuroprotektive Effekte nach globaler
und zerebraler Ischimie (PAPE et a., 2006; WERNER et al., 1995; ENGELHARD et d.,
1999; SAKAI et al., 2007). Da aber Sevofluran gegeniiber anderen Inhalationsanasthetika am
geringsten vasoaktiv wirkt, den CBF vermindert und somit den intrakraniellen Druck nicht
erhoht, findet es vermehrt Anwendung bei neurochirurgischen Eingriffen. Um diese
Anforderungen zu erfiillen und der klinischen Situation méglichst nahe zu kommen, wurde
hier bei beiden Untersuchungsgruppen eine Inhalationsanisthesie mit 1,5 Vol% Sevofluran in
einem Sauerstoff-Luftgemisch (FiO, = 0,33) gewihlt, die mit Sufentanil 2,5 bis5 pg/kg/hi.v.
supplementiert wurde. Da dies den Einfluss der Anisthesie auf einen neuronalen Schaden so
gering wie moglich hélt und beide Gruppen dieselbe Dosierung erhalten haben, ist in der
vorliegenden Studie von einem Einfluss auf die Ergebnisse durch die Anisthesie nicht

auszugehen.

4.2.2. Messung des zerebralen Blutflusses

Die Laser-Doppler-Technik wurde erstmals 1975 zur Messung der Blutflussgeschwindigkeit
im Gewebe angewendet und gewihrleistet eine augenblickliche, kontinuierliche und
noninvasive Messung des mikrozirkulatorischen Blutflusses von Geweben (STERN, 1975;
OBERG et a., 1984, zur Ubersicht). Basierend auf dieser Methode wurde die Laser-Doppler-
Flussmessung spiter an einem Modell der fokalen zerebralen Ischimie der Ratte validiert
(DIRNAGL et al., 1989). Eine aufwindige Erweiterung der Messung des CBF ist die Laser-
Doppler-Scanning-Methode. Diese erlaubt die Aufzeichnung von bis zu 100 kortikalen
Messpunkte und ermoglicht so die Erfassung kleinster Schwankungen im lokalen CBF, die
zum Beispiel in der Penumbra-Zone nach fokaler zerebraler Ischamie auftreten (HEIMANN
et al., 1994; KEMPSKI| et d., 1995).

In der vorliegenden Studie wurde der CBF kontinuierlich mit zwel Laser-Doppler-Sonden
aufgezeichnet. Hierbei wurde darauf geachtet, die Sonden nicht direkt tiber gro3eren Gefilien
zu positionieren, um lediglich die Blutflussveranderungen im Bereich der Mikrozirkulation zu
erfassen. Die Lokalisation der Sonde wurde so gewihlt, dass ein Blutfluss von mindestens
250, maximal 350 PU gemessen wurde. Nachteil dieser Methode ist, dass die lokale
Mikrozirkulation nur in einem Gewebevolumen von 1 mn? erfasst wird, so dass eine

Neupositionierung der Sonden wihrend des Experiments die Messergebnisse erheblich
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verfalschen wiirde. Aus diesem Grund wurden alle Tiere in einem stereotaktischen Rahmen
positionsstabil fixiert. Verfialschungen durch externes Licht, beispielsweise durch die
Wiarmelampe, wurden durch Abdeckung der Sonden mit speziell zurechtgeschnittenen
lichtundurchlédssigen Folien verhindert.

In Anbetracht dieser MaBlnahmen kann ein externer Einfluss auf die Ergebnisse

ausgeschlossen und von validen M essungen ausgegangen werden.

4.2.3. Quantifizierung des histopathologischen Schadens mit HE-Férbung

Die HE-Farbung stellt in der Histologie und Histopathologie eine Standarduntersuchung zur
Analyse der Morphologie von Geweben und Zellen dar. Sie ist preiswert, schnell (Dauer des
Farbeprotokolls etwa eine Stunde) und unkompliziert in der Durchfiihrung.

Der Einsatz der HE-Farbung dient in Studien zur zerebralen Ischimie vor allem der
Untersuchung der neuronalen Schiadigung. Findet in Geweben ein ischiamischer Insult statt,
kommt es durch das Erliegen der Stoffwechselvorginge und Unterbrechung der
Sauerstoffzufuhr zur anaeroben Glykolyse und somit zur Akkumulation von Laktat. Diese
Anhiufung saurer Stoffwechsel produkte fiihrt nun zu einer Verschiebung des pH-Wertes in
den sauren Bereich. Die Zelle wird nun durch das Eosin rot angefarbt, nicht geschidigte
Zellen hingegen werden blau angefarbt.

Die Farbung eines solchen Gewebes ermoglicht die Unterscheidung zwischen intakten und
geschadigten Zellen. Nicht in ihrem Stoffwechsel beeintriachtigte Zellen farben sich demnach
blaulich, geschadigte Zellen dagegen rot. Wichtig ist an dieser Stelle, dass mit der HE-
Farbung eine Unterscheidung zwischen nekrotischen und apoptotischen Zellen nicht getroffen
werden kann. Um nun apoptotische Neuronen eingrenzen zu konnen, ist die Darstellung mit
anderen Firbeverfahren (z.B. aktivierte-Caspase-3-Farbung) notwendig, wobei  der
Goldstandard zur Erfassung der Morphologie apoptotischer Zellen die Elektronenmikroskopie
darstellt (SLOOP et al., 1999; OHNO et al., 1998).

Die Firbung mit Hamatoxylin-Eosin erlaubt nun eine Einteilung der Zelen in
stoffwechselintakt oder —geschadigt, aber auch die Beurteilung deren Lokalisation im
Gewebeverband (CA1-CA4-Region, Gyrus dentatus, Cortex). In Abhangigkeit davon kann
man auch Aussagen iiber Schweregrad und Ausmal3 des ischamischen Insultes (Auflockerung
des Gewebes, Infiltration von Leukozyten) treffen.
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Es existieren nun zwei Moglichkeiten, den histopathologischen Schaden in der HE-Farbung
zu quantifizieren: durch Auszihlung der intakten, vitalen Neuronen oder durch Auszihlung
der geschadigten, pyknotischen Neuronen. Das Erfassen der Zahl aller vitalen Neuronen hat
den Vorteil, dass diese sich eindeutiger darstellen und sicherer auszuzihlen sind als
geschadigte, pyknotische Zellen. Davon abgesehen kann nie die Gesamtzahl der geschadigten
Zellen erfasst werden, da es sich um einen dynamischen Prozess handelt, Neuronen bereits
abgeraumt sein konnen und einer Ziahlung so nicht mehr zur Verfigung stehen. Der
histopathologische Schaden ist am dritten Tag nach globaler zerebraler Ischamie am groften
(SUGAWARA et a., 2002) und aus diesem Grund ist bel einem Untersuchungszeitraum von
zehn Tagen davon auszugehen, dass ein Grofiteil der Neuronen bereits zugrundegegangen ist

und hier nur ein Bruchteil geschadigter Zellen erfasst werden konnte.

4.2.4. Immunhistochemische Detektion des Apoptosemar ker s aktivierte Caspase-3

Der immunhistochemische Antigennachweis aktivierter Caspase-3 dient dazu, das wahrend
der Apoptose in der Zelle exprimierte Protein mit einem Antikorper zu markieren und
nachzuweisen und stellt daher eine sichere Methode fiir die selektive Detektion apoptotischer
Zellen dar.

Aktivierte Caspase-3 ist bereits wenige Stunden nach zerebraler Ischimie nachweisbar
(BENCHOUA et al., 2001) und zeigt nach drei Tagen ein Maximum (CHEN et al., 1998).
Verschiedene Arbeitsgruppen konnten nachweisen, dass eine Aktivitat von Caspase-3 auch 14
Tage (XU et al., 2005) und sogar vier Wochen (CHOPP et L1, 1996) nach zerebraler Ischamie
noch vorhanden ist. Da es sich bei dem apoptotischen Zelltod um einen anhatenden
dynamischen Prozess handelt, liefert der Nachweis der aktivierten Caspase-3 nur einen
zeitlichen Ausschnitt aus dem Gesamtbild des apoptotischen Prozesses. Aus diesem Grund ist
es moglich, auch zehn Tage nach zerebraler Ischamie die Aktivierung der Caspase in
apoptotischen Zellen nachzuweisen.

Apoptotische Prozesse nach globaler zerebraler Ischamie erfassen nicht nur Neuronen,
sondern auch andere Zellen wie Astrozyten, Oligodendrozyten oder Mikroglia-Zellen, aber
auch Leukozyten und Endothelzellen. Die Expression aktivierter Caspase-3 tritt in alen
apoptotischen Zellen auf und besitzt keine Spezifitit fir Neuronen. Aus diesem Grund ist es
wahrscheinlich, dass bei einer immunhistochemischen Antigendetektion alle apoptotischen

Zellen miterfasst werden. Um die Art der apoptotischen Zellen nun eingrenzen zu kénnen,
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konnte im Weiteren nun eine Doppelmarkierung der Zellen mit einem spezifischen
Neuronenmarker wie Neuronen-spezifischem nukleiren Protein (NeuN) vorgenommen
werden (DAVOLI et al., 2002). NeuN stellt sich as nukleires Strukturprotein dar, das im
Zellkern lokalisiert ist und nur in postmitotischen Neuronen zu finden ist (MULLEN et al.,
1992). Mittlerweile wurde aber nun tiber den Verlust der Immunoreaktivitit von NeuN nach
zerebraler Ischimie diskutiert (UNAL-CEVIK et al., 2004). Ein anderer Punkt ist die
Uberlebensdauer der Tiere und der Untersuchungszeitpunkt der Gehirnproben. Es stellt sich
die Frage, ob zehn Tage nach zerebraler Ischimie das neuronale Strukturprotein NeuN in
apoptotischen Zellen zum Zeitpunkt der Farbung nicht bereits so weit abgebaut ist, dass es
von Antikérpern nicht mehr detektiert werden kann und eine Identifikation der Zelle als
Neuron iiberhaupt noch maoglich ist. Aus diesem Grund wurde in der vorliegenden Studie
keine Doppelfarbung durchgefiihrt.

Eine Alternative zur aktivierte-Caspase-3-Farbung stellt die TUNEL-Farbung (terminal
deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP-biotin nick-end labeling) dar. Die Spezifitit von
TUNEL wird allerdings mittlerweile kontrovers diskutiert, da hier nicht nur apoptotische
Prozesse miterfasst werden, sondern auch eine Schadigung und Fragmentierung der DNA im
Allgemeinen. DNA-Strangbriiche entstehen auch bei nekrotischem Zelluntergang, bel
Autolyse und bei Gewebefixierung und —bearbeitung, weshalb TUNEL nicht mehr als
spezifischer Marker fir Apoptose angesehen werden kann. Beobachtungen nach fokaler
zerebraler 1schamie ergaben, dass eine Doppelfarbung von aktivierter Caspase-3 und TUNEL
nur wenige Ubereinstimmungen im zeitlichen Verlauf ergab, da die Aktivierung der Caspase-
3 der DNA-Fragmentierung vorausgeht (DAVOLI et al., 2002).

Die Farbedurchginge sowie die Auswertung am Mikroskop werden nach standardisierten
Bedingungen immer nach demselben Protokoll und von derselben, verblindeten Person

durchgefiihrt, um Fehlerquellen zu vermeiden.
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4.3.  Abschlussbetrachtung

Die Ergebnisse dieser Studie zeigen zusammenfassend, dass APC nach globaler zerebraler
Ischamie der Ratte keine Verbesserung des CBF und des neurol ogischen Defizits bewirkt und
auch die Verminderung des histopathologischen Schadens und das Auftreten apoptotischer
Prozesse nach zehn Tagen nicht giinstig beeinflussen kann. Diese Schlussfolgerungen
beruhen auf den Ergebnissen der Auswertungen der intraoperativen Messung des CBF, des
Barnes Maze Test sowie der HE- und der immunhistochemischen Farbung der
Gewebeproben. Ein signifikant neuroprotektives Potential von APC konnte dementsprechend
nicht nachgewiesen werden.

Die moglichen Ursachen hierfiir sind vielfaltig. Ein heterogenes Schadensausmall innerhalb
der Gruppen konnte eine Reduktion des histopathol ogischen Schadens durch APC maskieren.
Es besteht auch die Moglichkeit, dass im Modell der globalen zerebralen Ischimie ein
neuroprotektiver Effekt von APC nicht zum Tragen kommt, da die hier vorliegenden
Pathomechanismen nicht den Angriffspunkten von APC entsprechen und von einer
potentiellen neuroprotektiven Wirkung unbeeinflusst bleiben. Der gewihlte Totungszeitpunkt
zehn Tage nach globaler zerebraler Ischamie konnte zu spat und ein Effekt durch APC bereits
wieder am Abklingen gewesen sein. Moglicherweise hat die gewéhlte Dosierung von APC in
der vorliegenden Studie keinen Einfluss auf den histopathologischen Schaden gezeigt. Die
Tatsache, dass mit der gewidhlten Dosierung in Anlehnung an die Sepsisbehandlung des
Menschen kein Effekt nachgewiesen werden konnte, unterstiitzt die Theorie, dass die
neuroprotektive Wirkung von APC unabhingig von der antikoagul atorischen Aktivitat auftritt
und hier ein anderer Mechanismus zugrunde liegt.

Trotz intensiver Erforschung des neuroprotektiven Potentials von APC sind die genauen
Mechanismen immer noch weitgehend unbekannt. Hier bedarf es weiterer Untersuchungen,
um genauere Kenntnisse iiber die Wirkweise von APC nach zerebraler Ischamie zu erlangen,

bevor es Einzug in die klinische Forschung zur Erprobung des therapeuti schen Nutzens erhilt.
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5. ZUSAMMENFASSUNG:

Der Effekt von aktiviertem Protein C (APC) auf den neuronalen Schaden zehn Tage

nach Vorderhirnischimie der Ratte

Die hier vorliegende Studie befasst sich mit den pharmakokinetischen Eigenschaften von
APC bei der Ratte und der neuroprotektiven Wirkung auf den neuronalen Schaden zehn Tage
nach Vorderhirnischamie.

Zu diesem Zweck wurden in einem Vorversuch sieben mannliche Sprague Dawley-Ratten
(400 + 16 g) in drei Gruppen randomisiert: Gruppe 1 mit Bolusgabe von APC 2 mg/kgi.v. (n
= 4), Gruppe 2 mit Bolusgabe 2 mg/kg i.v. und Infusion 3 mg/kg/h (n = 1) und Gruppe 3 mit
Bolusgabe 2 mg/kg i.v. und Infusion 6 mg/kg/h (n = 2) tiber drei Stunden.

Die Tiere wurden anasthesiert, intubiert und mit 3-3,5 Vol% Sevofluran in einem Sauerstoff-
Luftgemisch (FiO, = 0,33) beatmet. Zur Uberwachung des mittleren arteriellen Blutdrucks
und zur Blutentnahme wurden die rechte Arteria und Venafemoralis sowie die Venajugularis
zur Medikamentenapplikation katheterisiert. Zur Kontrolle der rektalen und perikraniellen
Temperatur wurden Sonden angebracht. Nach der Applikation von APC wurden zu
festgelegten Zeitpunkten den Tieren Blutproben entnommen, um die Konzentration von APC
im Plasma zu bestimmen.

Zur Beantwortung der Hauptfragestellung wurden 26 mannliche Sprague Dawley-Ratten (320
+ 15 g) in eine der drei Gruppen randomisiert: APC-Gruppe (n = 10) mit Bolusgabe 2 mg/kg
i.v. und Infusion 6 mg/kg/h tiber finf Stunden, die Kontrollgruppe (n = 10) mit der
aquivalenten Menge an Natriumchloridlosung und eine Nativtiergruppe (n = 6) mit Tieren
ohne chirurgische Priaparation und Induktion einer zerebralen Ischamie. Bei den Tieren der
APC- und der Kontrollgruppe erfolgte die Einleitung der Anasthesie, Intubation, Beatmung
und Praparation dem Vorversuch entsprechend, zusitzlich wurde ein zweiter Katheter in die
Vena jugularis eingefiihrt, um die Inhalationsandsthesie mit Sufentanil (2,5-5 pg/kg/hi.v.) zu
erginzen. AuBerdem wurden beide Arteriae carotides communes prapariert und mit
GefaBligaturen umschlungen. Um die zerebrale Durchblutung zu messen, wurden nach
Praparation des Schiadels Laser-Doppler-Sonden positioniert. Nach Adjustierung der
Sevoflurankonzentration auf 1,5 Vol% und nachfolgender Aquilibrierungsphase erfolgte die
I schamieinduktion durch temporéren Verschluss der beiden Arteriae carotides communes fiir
14 Minuten mit zusitzlicher hamorrhagischer Hypotension auf einen mittleren arteriellen

Blutdruck von 40 mmHg. Nach der ischiamischen Phase wurde den Tieren der beiden
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Ischamiegruppen APC oder die Kontrolllosung als Bolus mit zusitzlicher Infusion iiber fiinf
Stunden appliziert. An den postoperativen Tagen 4, 6, 8 und 10 wurde das neurologische
Defizit der Tiere im Barnes Maze Test untersucht und diese zehn Tage nach der Ischimie in
tiefer Narkose mit Sevofluran dekapitiert. Die Gehirne wurden entnommen, bei -80 °C
eingefroren und daraufhin 7 um dicke Gefrierschnitte von diesen angefertigt. Die
Hamatoxylin-Eosin(HE)-Farbung diente zur Bestimmung der absoluten Zahl basophil
angefarbter Neuronen in der Hippokampusformation und somit der Quantifizierung des
neuronalen Schadens. Mit der immunhistochemischen Detektion aktivierter Caspase-3 in den
Zellen konnten apoptotischer Prozesse in dieser Hirnregion bestimmt werden.

Im Vorversuch ergab die Bestimmung der Plasmakonzentration nach alleiniger Bolusgabe
eine errechnete Plasmahalbwertszeit von 7,3 Minuten, wihrend die Infusion mit 3 mg/kg/h
einen Plasmaspiegel von 35 % und die Infusion von 6 mg/kg/h iiber 149 % des Normwertes
erreichte. Aus diesem Grund wurde die Bolusapplikation von 2 mg/kg APC i.v. mit
anschlieBender Infusion von 6 mg/kg/h tber fiinf Stunden als das Dosierungsschema der
Wahl identifiziert.

Im Hauptversuch ergab die intraoperative Messung der zerebralen Durchblutung zu keinem
der Messzeitpunkte einen Unterschied zwischen den beiden Gruppen. Im Barnes Maze Test
zeigte sich zu den Testzeitpunkten kein signifikanter Unterschied im Lernverhalten. Die
Ergebnisse der HE-Farbung zeigten keinen Unterschied zwischen der APC-Gruppe und den
Tieren der Kontrollgruppe, wahrend die Tiere der Nativtiergruppe erwartungsgemal3 die
hochste Anzahl vitaler Zellen aufwiesen. Die Anzahl apoptoseverdichtiger Zellen war
ebenfalls nicht durch die APC-Gabe beeinflusst. Diese Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass
APC in dem Modell der Vorderhirnischimie der Ratte mit dem verwendeten
Dosierungsschema keinen Einfluss auf den neuronalen Schaden hat. Weitere Untersuchungen
in Hinblick auf Dosierung und Beobachtungszeitraum sind notwendig, um Kenntnisse tiber
den Wirkmechanismus von APC zu ereichen und erfolgreiche Therapiekonzepte zur

Behandlung der zerebralen Ischamie und ihrer Folgeerscheinungen entwickeln zu konnen.
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6. SUMMARY

The effect of activated protein C (APC) on neuronal damage ten days after forebrain

ischemiain rats

The present study investigates the pharmacokinetic characteristics and the neuroprotective
potential of APC on neuronal damage ten days after forebrain ischemiain rats.

Firstly, seven Sprague Dawley rats (400 + 16 g) were randomly assigned to one of three
study-groups. group 1 with bolus application of 2 mg/lkg APC i.v. (n = 4), group 2 with
additional infusion of 3 mg/kg/h i.v. and group 3 with infusion of 6 mg/kg/h i.v. for three
hours. Animals were anesthetized, tracheally intubated and ventilated with 3-3.5 Vol%
sevoflurane in oxygen and air (FiO, = 0.33). Catheters were inserted into the right femoral
artery and vein for arterial blood pressure control and blood withdrawal. The left jugular vein
was catheterized for drug administration. Blood gases, rectal and pericranial temperature were
maintained constant. After application of APC blood samples were taken and plasmalevels of
APC were measured.

To investigate neuroprotective effects of APC 26 Sprague Dawley rats (320 + 15 g) were
randomly assigned to one of three study-groups before starting surgery: animals receiving a
bolus application of APC (2 mg/kg i.v.) followed by infusion (6 mg/kg/h) over five hours (n =
10), control animals receiving equivalent saline bolus and infusion (n = 10) and naive animals
without any surgery (n = 6). Animals of the first and second group received anesthesia and
preparation as described above. Additionally, a second catheter was inserted into the right
jugular vein to administer sufentanil at a dose range of 2.5-5 ug/kg/h. The left and right
carotid artery was prepared with ligatures for later clamping. Cerebral blood flow was
monitored using laser Doppler flowmetry during the study after skull preparation. After
reduction of the concentration of sevoflurane (1.5 Vol%) forebrain ischemia was induced by
occlusion of both common carotid arteries for 14 minutes and hemorrhagic hypotension to a
mean arterial blood pressure of 40 mmHg. After the ischemic period animals received bolus
and infusion administration of either APC or saline for five hours. On postoperative days 4, 6,
8 and 10 neurologic deficits were investigated using the Barnes Maze test. After ten days of
observation animals were deeply anesthetized with sevoflurane and decapitated. Brains were
immediately removed, frozen and stored at -80 °C and were later cut into frozen sections of 7
um thickness. Hematoxylin-eosin-staining was used to quantify histopathological damage by

counting all vital neurons in the hippocampus formation. To detect markers of apoptosis
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(activated caspase-3) slices were stained immunohistochemically and all positive cells were
counted in the same region.

Plasma levels of APC after bolus application revealed a calculated half-life of 7.3 minutes.
Administration of 3 mg/kg/hi.v. showed plasmalevels of 35 % and infusion of 6 mg/kg/hi.v.
showed plasma levels of more than 149 % of normal values. Therefore, an infusion regime of
2 mg/kg i.v. bolus application followed by 6 mg/kg/h continuous infusion for five hours was
chosen for the second study.

In the second study measurement of cerebral blood flow showed no difference between both
groups at any time points. Investigating neurologic deficits in the Barnes Maze there was no
amelioration seen in learning behaviour and spatial memory by APC. The results of
histopathological damage showed no reduction in the number of vital neurons in CAL/CA2-
and CA3/CA4-region of animals treated with APC. Immunohistochemistry revealed no
significant influence of APC on apoptotic cell death.

In conclusion, administration of 6 mg/kg/h i.v. of APC for five hours exerts no effect on
neuronal damage after ten days in this model of forebrain ischemia. More investigation will
be required to gain more extensive knowledge about APC’s mechanisms and to find new

targets of treatment of cerebral ischemia and its consequences.
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10. ABKURZUNGEN

°C
ng

ul
pm

§
2-VO
4-VO
5-VO
9-VO

Aa.
Abb.
AMPA
Apaf-1
APC
ATP
Bad
BCAO

Bcl-2
BE
BGA
BO
bzw.
CA

CAD
CBF
cm
CO;
CPP

Grad Celsius

Mikrogramm

Mikroliter

Mikrometer

Paragraph

two-vessel-occlusion (engl. Verschluss von zwei Gehirnarterien)
four-vessel-occlusion (engl. Verschluss von vier Gehirnarterien)
five-vessel-occlusion (engl. Verschluss von fiinf Gehirnarterien)
nine-vessel-occlusion (engl. Verschluss von neun Gehirnarterien)
statistisches Signifikanzniveau

Arteria(lat. Arterie)

Arteriae (lat. Arterien)

Abbildung

Amino-3-hydroxy-5-methylisoxazol -4-propionsiure

apoptotic protease activating factor-1 (engl.)

aktiviertes Protein C

Adenosin-tri-Phosphat

Bcl-2-Antagonist of Cell Death (engl.)

bilateral carotid artery occlusion (engl. beidseitige Okklusion der A.
carotis communis)

B-cell lymphoma gene 2 product

Base Excess (engl. Basendefizit)

Blutgasanalyse

Bulbus olfactorius (lat.)

beziehungsweise

Cornu ammonis (lat. Ammonshorn)

zirka

Caspase-aktivierte DNase

cerebral blood flow (engl. zerebraler Blutfluss)

Zentimeter

Kohlenstoffdioxid

cranial perfusion pressure (engl. cranialer Perfusionsdruck)
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CVR
Da

d. h.
DAB
ddH,O
dl
DNA
DS
EEG
EKG
EPCR
et al.
Fa.
FiO-

GABA
GD
GFAP

H20,
Hb
HCI
HE
HF
ICAD
ICAM-1
ICE
ICP
i.d.F.
I.E.
iINOS
IL-1p
IL-6
i.p.

cerebrovascul ar resistance (engl. zerebrovaskuldrer Widerstand)
Dalton

das heift

3,3’-Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid

doppelt destilliertes Wasser

Derziliter

desoxyribonucleic acid (engl. Desoxyribonukle nsiure)
Donkey serum (engl.)

Elektroenzephal ogramm

Elektrokardiogramm

endothelia protein C receptor (engl. endothelialer Protein C-Rezeptor)
et dii (lat. und andere)

Firma

fraction of inspired oxygen (engl. inspiratorische Sauerstofffraktion)
Gramm

y-Aminobuttersiure

Gyrus dentatus (lat.)

gliafibrillary acidic protein (engl.)

Stunde

Wasserstoffperoxid

Hamoglobin

Salzsiure

Hamatoxylin-Eosin

Herzfrequenz

Inhibitor der Caspase-aktivierten DNase

intracellular adhesion molecule 1 (engl.)

interleukin converting enzyme (engl.)

intracranial pressure (engl. intrakranieller Druck)

in der Fassung vom

Internationale Einheiten

inducible nitric oxide synthase (engl.)
Interleukin-1-beta

Interleukin-6

intraperitoneal
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V. intravenos

kDa Kilodalton

kg Kilogramm

KG Korpergewicht

I Liter

M Molar

m Meter

M Musculus (lat. Muskel)

MAP middle arterial pressure (engl. mittlerer arterieller Blutdruck)
MCA middle cerebral artery (engl. A. cerebri media)
MCAO middle cerebral artery occlusion (engl. Okklusion der A. cerebri media)
mg Milligramm

min Minute

ml Milliliter

mm Millimeter

mm? Kubikmillimeter

mmHg Millimeter Quecksilbersiule

mosmol/kg Milliosmol pro Kilogramm (Einheit der Osmolaritat)
MRNA messenger ribonucleic acid (engl.)

MW Mittelwert

n Anzahl

Na'-K*-ATPase  ATP-abhingiger Kanal fiir Natrium- und Kalium-lonen
n. Chr. nach Christus

N2O Lachgas

Na;HPO, x 7 H,O Dinatrium-Hydrogenphosphat-Heptahydrat
NaCl Natriumchlorid (Kochsalz)

NaH,PO4 x H,O  Natrium-Dihydrogenphosphat-Monohydrat
NeuN neuronal specific nuclear protein (engl.)
NiCl, Nickeldichlorid

NM DA N-Methyl-D-Aspartat

Oz Sauerstoff

p53 Tumorsuppressorprotein p53

PaCoO, arterieller Kohlenstoffdioxidpartial druck
PAI-1 plasminogen activator inhibitor-1 (engl. Plasminogenaktivator-
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PAR-1
PARP
PaO,
PBS

PFA

pH

PNS
P-Selectin
PU

Q1

Q3
rhAPC
RNA

SBC

SLE

tw
Tab.
TAFI

TBS
TF
TNF-a
TNFR-1
t-PA

T peri
TRAIL

Tretal
TUNEL

Inhibitor-1)

protease activated receptor-1 (engl. Protease-aktivierter-Rezeptor-1)
Poly-(ADP-Ribose)-Polymerase

arterieller Sauerstoffpartialdruck

Phosphate buffered Saline

Paraformal dehyd

pro Hundert

Peripheres Nervensystem

plateled selectin (engl.)

Perfusion Units

unteres Quartil, 1. Quartil

oberes Quartil, 3. Quartil

rekombinantes humanes aktiviertes Protein C

ribonucleic acid (engl. Ribonukleinsiure)

Standard-Bikarbonat

standard deviation (engl. Standardabweichung)

Sekunde

systemischer Lupus erythematodes

Zeitpunkt

Halbwertszeit

Tabelle

thrombin activatable fibrinolytic inhibitor (engl. Thrombin-aktivierbarer
Fibrinolyseinhibitor)

trizma base solution (engl. Trizma Base-L6sung)

tissue factor (engl. Gewebsthromboplastin)
Tumornekrosefaktor-alpha

Tumornekrosefaktor-Rezeptor-1

tissue plasminogen activator (engl.Gewebeplasminogenaktivator)
perikranielle Temperatur

TNF-related apoptosis inducing ligand

rektale Temperatur

terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP-biotin nick-end
labeling

unter anderem
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V. a vor allem
V. Vena (lat. Vene)
VCAM-1 vascular cell adhesion molecule 1 (engl.)
vgl. vergleiche
Vol% Volumen Prozent
VS versus (lat. gegen)
Vv. Venae (lat. Venen)
z.B. zum Beispiel
ZNS Zentrales Nervensystem
Sonder zeichen
o alpha
B betha
Y gamma
u mikro
* positiv
negativ
2 Quadrat
3 Kubik
2 groBer gleich
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