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1. EINLEITUNG

1.1 Epidemiologie und Atiologie der Subarachnoidalblutung

Die Subarachnoidalblutung (SAB) ist eine lebensbedrohliche Erkrankung, bei der es
zu einer akuten Blutung in den Subarachnoidalraum, d. h. in den Raum zwischen der

Arachnoidea und der Pia mater, kommt (siehe Schema unten).

Abbildung 1: Koronarer Hirnschnitt mit Darstellung eines rupturierten Aneurysmas und Blutung in den
Subarachnoidalraum (www.strokecenter.org)

Die Inzidenz ist seit mehr als 30 Jahren unverandert und liegt bei 10-15/100.000,
abhangig von Geschlecht, Rasse und Region, mit deutlich erhdhter Inzidenz in Japan
und Finnland (van Gijn und Rinkel, 2001, de Rooij et al., 2007). Auch wenn die
Erkrankung nur ca. 3 % aller Schlaganfalle ausmacht (Sudlow und Warlow, 1997)
stellt sie aufgrund der sehr hohen Mortalitdtsrate von bis zu 50 % (Broderick et al.,
1994) und des jungen Durchschnittsalters der Patienten von ca. 60 Jahren (Lanzino
et al., 1996) eine Herausforderung fur die Arzte der beteiligten Disziplinen dar.



In 85 % der Falle ist die Blutung aneurysmatisch bedingt, nur in 15 % der Falle finden
sich andere Ursachen fur die SAB (perimesenzephale Blutung, arteriovenose
Malformation, durale AV-Fistel, Trauma usw.) (van Gijn und Rinkel, 2001). Bisher
konnten nur wenige Risikofaktoren fur eine SAB nachgewiesen werden, darunter die
familiare Disposition in 5-20 % der Falle sowie die autosomal-dominant vererbte
polyzystische Nierenerkrankung in 2 % der Falle (Schievink et al., 1997). Zudem
konnten der Nikotinkonsum, starker Alkoholabusus sowie die arterielle Hypertonie in
einem Review von Teunissen et al. aus dem Jahr 1996 als Risikofaktoren fur eine
SAB herausgearbeitet werden.

Da die initialen Symptome sehr stark variieren konnen, wurden anhand der

vorhandenen neurologischen Defizite Klassifizierungen der SAB etabliert. Dabei hat
sich die Skala nach Hunt und Hess (Hunt etal.,, 1968) sowie die WFNS-
Klassifizierung (Teasdale et al., 1988) weltweit durchgesetzt.

I Asymptomatisch, leichte Cephalgien, leichter Meningismus 15

Il MaRige bis starke Cephalgien/Meningismus, 13-14

Hirnnervenausfalle

1l Somnolenz/Verwirrtheit und/oder fokal-neurologische Defizite 13—-14

v Sopor, schwere neurologische Defizite, vegetative Stérungen  7-12

Vv Koma, Einklemmungszeichen 3-6

Tabelle 1: Graduierung der SAB



Wie bereits oben erwahnt betragt die Gesamtmortalitat der SAB 50 %, wobei 18—
24 % der Patienten innerhalb von 24 Stunden nach der Blutung versterben, nach
48 Stunden liegt die Mortalitat bereits bei ca. 35 %. Somit sind die initiale Blutung,
die Re-Blutung und der daraus resultierende Schaden in den ersten 48 Stunden die
wichtigsten Parameter, die zur Gesamtmortalitat beitragen (Broderick et al., 1994,
Pobereskin et al., 2001).

1.2 Pathophysiologie der Subarachnoidalblutung

Der fruhe Hirnschaden in den ersten 48 Stunden nach der Blutung ist charakterisiert
durch einen Anstieg des intrakraniellen Druckes (ICP) mit nachfolgend Reduktion
des zerebralen Perfusionsdruckes (CPP) und der zerebralen Durchblutung (CBF).
Diese Mechanismen fuhren schlieBlich zu einer globalen zerebralen Ischamie
(Bederson et al., 1998, Frykholm et al., 2004). Aufgrund der hohen initialen Mortalitat
liegen die meisten Erkenntnisse zu den pathophysiologischen Veranderungen nach
einer SAB in der akuten Phase aus tierexperimentellen Untersuchungen vor.

Abbildung 2: Pathophysiologische Veranderungen nach einer SAB



1.2.1 Intrakranieller Druck

Klinische Studien zeigen unmittelbar nach der Blutung einen sprunghaften Anstieg
des intrakraniellen Druckes auf Werte bis zu 180 mmHg (Nornes, 1973, Nornes,
1978, Voldby, 1982, Bailes et al., 1990, Jakobsen et al., 1990). Dieser steile ICP-
Anstieg zeigt sich auch in experimentellen Studien an Affen, Ratten oder Mausen
(Jakubowski et al., 1982, Kuyama et al., 1984, Bederson et al., 1995, Piepgras und
Schmiedek, 1995, Feiler etal.,, 2010). Nach wenigen Minuten kommt es meist zu
einem Abfall des intrakraniellen Druckes auf annahernd die Ausgangswerte (Voldby,
1988, Bederson etal., 1995), in manchen Fallen bleibt der ICP aufgrund des
Hamatoms oder des sich entwickelnden Hydrocephalus erhoht (Kuyama et al., 1984,
Voldby 1988). Im weiteren Verlauf kommt es zu einem sekundaren Anstieg des
intrakraniellen Druckes durch das sich entwickelnde Hirnddem (Doczi et al., 1986,
Johshita et al., 1990, Claassen et al., 2002, Thal et al., 2009, Westermaier et al.,
2012). Durch eine Vasoparalyse ist nach einer SAB das intrakranielle Blutvolumen
erhoht (Grote und Hassler, 1988). Dies fuhrt nach der Monro-Kellie-Doktrin in der
,rgid box“, d. h. der starren Schadelhohle, zu einem weiteren Anstieg des ICPs, was
wiederum eine ernste Bedrohung darstellt.

Durch den Anstieg des ICPs bis auf Werte des mittleren arteriellen Druckes (MAP)
kommt es zum Zeitpunkt der Blutung und kurz danach zu einem drastischen Abfall
der zerebralen Perfusion (CPP = MAP - ICP) (Nornes 1973, 1978). Bedingt durch
den Cushing-Reflex wird der MAP zum Teil kompensatorisch erhoht, sodass ein
ausreichender zerebraler Perfusionsdruck gewahrleistet wird (Barry etal., 2012).
Jedoch wurde gezeigt, dass nicht nur der zerebrale Perfusionsdruck, sondern auch
eine Storung der zerebralen Mikrozirkulation fur den fruhen ischamischen

Hirnschaden verantwortlich ist (Bederson et al., 1995).
1.2.2 Zerebrale Durchblutung

Direkt nach der Blutung kommt es zu einem deutlichen Abfall der zerebralen
Durchblutung. Die initial verminderte zerebrale Durchblutung scheint am ehesten
durch die deutlich erniedrigte zerebrale Perfusion bedingt zu sein und konnte in
vielen experimentellen Studien nachgewiesen werden (Bederson et al., 1995, 1998,
Thome et al., 2001, Westermaier et al., 2009, Feiler et al., 2010, Marbacher et al.,
2012). Die zerebrale Durchblutung bleibt im Tierversuch fur mehrere Stunden nach
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der SAB erniedrigt (Bederson et al., 1995, 1998, Thome et al., 2001), in klinischen
Studien konnte eine erniedrigte zerebrale Durchblutung fur mehrere Tage
nachgewiesen werden, die zudem mit dem Kklinischen Zustand des Patienten
korreliert (Grubb et al., 1977, Jakobsen et al., 1990, Matsuda et al., 1990, Schubert
et al.,, 2009). Bisher sind die Ursachen fur die Verminderung der zerebralen
Durchblutung ungeklart, es scheinen jedoch mehrere Mechanismen beteiligt zu sein,
u. a. ein Anstieg von Endothelin, Thromboxan und Oxyhamoglobin, ein Abfall von
NO, eine verminderte CO»-Reaktivitat der Gefalte, Spasmen der zerebralen
Mikrozirkulation und die Bildung von Mikrothromben (Dernbach et al., 1988, Juvela
etal.,, 1991, MacDonald und Weir, 1991, Wanebo et al., 1998, Sehba et al., 1999,
Friedrich et al., 2012).

1.3 Therapieoptionen

In der Akutphase der SAB ist das primare Ziel, den Patienten zu stabilisieren, den
eventuell erhohten intrakraniellen Druck zu senken (Anlage einer externen
Ventrikeldrainage, Sedierung, Gabe von Mannitol oder HyperHaes) und die
Blutungsursache so schnell wie moglich auszuschalten (Clipping, Coiling), um eine

Re-Blutung zu verhindern.

Im weiteren Verlauf gilt es, die sekundare zerebrale Ischamie zu verhindern. Hierfur
gibt es verschiedene Strategien. Die Gabe von Calciumkanal-Antagonisten (z. B.
Nimodipin) zur Reduzierung von Vasospasmen hat sich an manchen Zentren im
klinischen Alltag etabliert (Pickard et al., 1989). Ebenfalls etabliert ist die sogenannte
Jriple-H therapy® (Hamodilution, Hypertonie, Hypervolamie) zur Steigerung der
zerebralen Durchblutung im Falle eines Vasospasmus (Origitano etal.,, 1990,
Adamczyk et al., 2013).

Bisher existieren keine therapeutischen Ansatze, die in der fruhen Phase der SAB

eingreifen und damit eine eventuelle sekundare Schadigung verhindern.



1.4 Therapeutische Hypothermie

Der therapeutische Effekt der Hypothermie wurde schon fruh erkannt. So hat unter
anderem Napoleons Leibarzt Dominique Jean Larrey bemerkt, dass verletzte
Soldaten eher sterben, wenn sie einem warmenden Feuer ausgesetzt werden, als

wenn sie unterkuhlt bleiben (Larrey, 1814, Thome et al., 2005).

Die ersten klinischen Erfahrungen mit der Hypothermie zur Neuroprotektion stammen
aus den 1930er-Jahren (Fay, 1945). In den Folgejahren fand die Hypothermie in
verschiedenen medizinischen Fachdisziplinen Anwendung, u. a. in der Herz- und
Aneurysmachirurgie. Aufgrund von hohen Nebenwirkungsraten
(Herzrhythmusstérungen, Thrombozytopenie, Immunsuppression u. a.) wurde das
Konzept der Hypothermie zur Neuroprotektion aber verlassen. Erst in den 80er-
Jahren des letzten Jahrhunderts wuchs erneut das wissenschaftliche und klinische
Interesse an der Hypothermie, nachdem vielversprechende experimentelle
Ergebnisse zur neuroprotektiven Wirkung der milden und moderaten Hypothermie
bei der Ischamie veroffentlicht wurden (Busto et al., 1987). Die sogenannte milde
Hypothermie (33 °C) erwies sich als ein Neuroprotektivum in der akuten Phase des
Schadel-Hirn-Traumas (Clifton et al., 1993, Marion und White, 1996), aber auch nach
globaler zerebraler Ischamie (Busto et al., 1987, Hypothermia after Cardiac Arrest
Study Group, 2002).

Unsere Arbeitsgruppe konnte bereits in den Vorarbeiten den starken
neuroprotektiven Effekt der milden Hypothermie in einem Rattenmodell der fokalen
zerebralen Ischamie belegen (Schmid-Elsaesser et al., 1999, Zausinger et al., 2003,
Scholler et al., 2004). Als Wirkmechanismen wurden u. a. ein erniedrigter zerebraler
Stoffwechsel (Milde, 1992), die Stabilisierung der Blut-Hirn-Schranke (Karibe et al.,
1994, Smith und Hall, 1996), eine Reduktion des Hirnddems (Karibe et al., 1994,
Piepgras etal., 2001) sowie eine verminderte extrazellulare Ansammlung freier
Radikale (Busto et al., 1989, Globus et al., 1995) identifiziert.

Im Rahmen der SAB-Forschung wurde der Effekt der milden Hypothermie sowohl auf
die akuten Veranderungen nach einer SAB als auch auf die chronischen
Veranderungen in den ersten Tagen nach einer SAB untersucht.
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In der akuten Phase konnte experimentell durch die Hypothermie zum einen eine
Verbesserung der zerebralen Durchblutung erreicht werden (Thome et al., 2001),
zum anderen wurde das frih entstandene Hirnddem reduziert (Piepgras et al., 2001).
Relevante klinische Daten zur Hypothermie in der Akutphase der SAB existieren
jedoch nicht.

In manchen Zentren wurde die Hypothermie intraoperativ z. B. wahrend des
temporaren Clippings angewandt (Baker et al., 1994, Ogilvy et al., 1996, Hindman
et al., 1999, Karibe et al., 2000). Die Ergebnisse hierzu waren vielversprechend, eine
daraufhin  durchgefuhrte prospektive Studie zur intraoperativ eingesetzten
Hypothermie zeigte jedoch keinen positiven Effekt auf die neurologische Funktion
(Todd et al., 2005).

In der chronischen Phase nach einer SAB wurde der Effekt der Hypothermie auf den
intrakraniellen Druck untersucht (Inamasu et al., 2001, Gasser et al., 2003), zudem
auch der Effekt auf den verzogerten Vasospasmus (Maekawa et al., 1994, Gasser
et al., 2003, Nagao et al., 2003).

Bisher existieren nur wenige Daten zum Effekt und Wirkmechanismus der milden

Hypothermie auf die frihen Mechanismen nach einer SAB.
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1.5 Ziel der Arbeit

Das Ziel dieser Arbeit war es, den Effekt der moderaten Hypothermie — zu klinisch
relevanten Zeitpunkten eingesetzt, d. h. 60 Minuten und 180 Minuten nach der

initialen Blutung — auf folgende Parameter zu untersuchen:

- frihe pathophysiologische Veranderungen (ICP, zerebrale Durchblutung,
Hirnddem),

- morphologischer Hirnschaden,

- neurologische Funktion.
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1 Versuchstiere

Als Versuchstiere wurden mannliche Sprague-Dawley-Ratten (Charles River,
Deutschland) mit einem Gewicht von 250-300 g verwendet. Die Tierhaltung erfolgte
im klimatisierten Kleintierstall des Walter-Brendel-Zentrums fur Experimentelle
Medizin (Raumtemperatur 20 °C, relative Luftfeuchtigkeit ca. 65 %). Die Tiere hatten
freien Zugang zu Futter und Wasser. 12 Stunden vor dem Versuch wurden die Tiere

bei freiem Zugang zum Wasser nuchtern gelassen.

Alle beschriebenen Prozeduren wurden von der Regierung von Oberbayern
genehmigt (AZ 221-2531-09/05).

2.2 Versuchsanordnung

2.2.1 Arbeitsplatz

Die Versuche wurden an einem fur die Rattenpraparation ausgerusteten Arbeitsplatz
im Institut fur Chirurgische Forschung im Walter-Brendel-Zentrum fur Experimentelle
Medizin unter der Leitung von Prof. Dr. med. Nikolaus Plesnila durchgefuhrt.

2.2.2 Pramedikation und Narkose

Die Narkose wurde mit Ather (Diethylether, Chinosolfabrik, Deutschland) eingeleitet.
Anschliel3end erfolgte die Pramedikation mit 0,5 mg/kg Korpergewicht Atropinsulfat
(B. Braun Melsungen AG, Deutschland) s. c., um eine Verschleimung der Atemwege
zu verhindern. Nach der Rasur der Operationsbereiche an Hals und Kopf wurde die
orotracheale Intubation in 45 ° Schraglage unter Sicht (OP-Mikroskop OPMI 6,Carl
Zeiss, Deutschland) durchgefuhrt. Als Tubus diente ein 16 G-Venenverweilkatheter
(Vasculon Plus, BOC Ohmeda AB, Schweden), der mittels einer Silikonhulle
(RTV Silikon, Rhéne-Poulenc, Frankreich) so umgebaut wurde, dass ein Verschluss
der Glottis gewahrleistet war.
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Die Tiere wurden, wie bereits in Vorversuchen beschrieben (Zausinger et al., 2002),
an einen Kleintierrespirator (Kent Scientific, USA) angeschlossen und mit einem
Gemisch aus 30 % Sauerstoff, 70 % Lachgas und 0,8-1,5 % Halothan bzw. 2 %
Isofluran druckkontrolliert beatmet. In beiden Fallen wurde fur die Verdunstung des
flussigen Narkosemittels ein Narkosemittelverdampfer (Dréger Vapor, Dréger
Medical, Deutschland) verwendet. Im zweiten Teil des Versches musste ein anderer
Kleintierrespirator (Hugo Sachs Elektronik, Deutschland) verwendet werden, da das
ursprungliche Gerat defekt war. Um eine Austrocknung der Augen wahrend des
Versuches zu verhindern, wurden die Augen mit Bepanthen Augen- und Nasensalbe
(Bayer Vital, Deutschland) bestrichen.

2.2.3 Temperaturmessung

Die kontinuierlich rektal gemessene Korpertemperatur wurde mithilfe einer
Heizplatte, die von einem Homoostasegerat (Harvard Homeothermic Blanket Control
Unit, Harvard Apparatus, Grol3britannien) gesteuert wurde, konstant bei 37 °C
gehalten. Da die Gehirntemperatur besser mit der Temperatur unter dem
M. temporalis korreliert als mit der rektal gemessenen Korpertemperatur, wurde eine
Sonde (Mantelthermoelement D40, Philips, Deutschland) rechts unter dem
M. temporalis platziert. Hieruber wurde die subtemporale Temperatur kontinuierlich
gemessen und mittels einer Heizlampe (R95 Infraphil 100 W, Philips, Deutschland),
die von einem Homoostasegerat (K40, Philips, Deutschland) gesteuert wurde,
konstant bei 37 °C gehalten. Wahrend der Hypothermiephasen wurde sowohl die
rektale als auch die subtemporale Temperatur mittels Auflage von Kuhlelementen auf

33 °C gesenkt und bei dieser Temperatur konstant gehalten.
2.2.4 Chirurgische Praparation

Nach der Positionierung des Tieres in einem stereotaktischen Rahmen in Bauchlage
wurde eine ca. 1,5cm lange, mediane Inzision der Kopfhaut durchgefuhrt. Der
Schadelknochen wurde freigelegt und die Hautlappen wurden mittels Nahtmaterial
(Ethicon, Prolene 4-0, Deutschland) an der Seite fixiert. Uber dem
Versorgungsgebiet der A. cerebri media wurde beidseits, ca. 5 mm lateral sowie ca.
1 mm okzipital vom Bregma, jeweils eine Bohrlochtrepanation von ca. 1,5 mm
Durchmesser durchgefuhrt (Miniaturfrédse: Uni-Drive N, Paggen Werkzeugtechnik,

Deutschland, Bohrer: Aesculap GD870R, 0,8 x 5,1 mm, B. Braun Melsungen AG,
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Deutschland). Die Duramater wurde jeweils erhalten. Eine weitere
Bohrlochtrepanation erfolgte ca. 1 mm lateral der Sutura sagittalis sowie ca. 1 mm
rostral der Sutura lambdoidea (vgl. Abb. 3).

TCP-Sonde

Interaural Line

Abbildung 3: Schematische Zeichnung des Rattenschadels mit Darstellung der 3 Bohrlochtrepanationen
(Dissertation S. Thal, 2005)

2.2.5 Intrakranielle Druckmessung (ICP)

Zur intrakraniellen Druckmessung wurde die Dura mater im Bereich der okzipitalen
Trepanation mittels einer 20 G-Injektionskanule vorsichtig inzidiert und anschlieRend
eine ICP-Sonde (Codman Microsensor Basic Parenchymsonde, Codman,
Deutschland) mithilfe eines Mikromanipulators (David Kopf Instruments, USA) ca.
2mm tief in das parietale Marklager implantiert. Die Sonde wurde mittels
Dentalzement (Poly F Plus Bondex, Dentsply DeTrey, Deutschland) am
Schadelknochen befestigt. Die ICP-Messung erfolgte mit einem Codman ICP
Express System (Codman, Deutschland). Der zerebrale Perfusionsdruck (CPP)
wurde anhand der Formel CPP = MAP - ICP berechnet.

2.2.6 Messung des lokalen zerebralen Blutflusses mittels Laser-Doppler-
Fluxmetrie (rCBF)

Die Versuchstiere wurden auf dem Rucken gelagert und in einem stereotaktischen
Rahmen (Modell 900, David Kopf Instruments, USA) fixiert. Zwei abgewinkelte Laser-
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Doppler-Sonden (Moor Sonden Typ P5bs, Moor Instruments, Grol3britannien)
wurden mithilfe von Mikromanipulatoren unter Sicht auf die Dura mater, durch die
bereits angelegten Bohrlocher im Versorgungsgebiet der Aa. cerebri media,
aufgesetzt (vgl. Abb. 3). Die Sonden wurden an ein 2-Kanal-Laser-Doppler-Gerat
(MBF3D, Moor Instruments, GroR3britannien) angeschlossen. Somit war eine
kontinuierliche Messung (2 Hz) der lokalen zerebralen Durchblutung in beiden
Hemispharen moglich. Um eine Verfalschung der Laser-Doppler-Werte durch die
Raumbeleuchtung zu vermeiden, wurde der Kopfbereich der Tiere mit einem

lichtundurchlassigen Tuch abgedeckt.

- [_-o
™ L] i r. - |
[ ) [ )
L A ! \ 2 \ 2
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3~ 0 \
i — /) — —_—
\

Abbildung 4: Auf dem Riicken gelagertes Versuchstier mit angelegten LD-Sonden (Dissertation K.
Scholler, 2003)

227 Messung des mittleren arteriellen Blutdruckes
(MAP)/Blutgasanalyse

Der Schwanz der Versuchstiere wurde mit Leukoplast fixiert. Anschlielend erfolgte
eine ca. 1,5 cm lange mediane Hautinzision am proximalen Ende des Schwanzes mit
Durchtrennung der Faszie. Die Schwanzarterie wurde freiprapariert und mit einem
Katheter (Polythene Katheter, OD 0,96 mm, SIMS Portex, Grobritannien) punktiert.
Die Blutdruckmessung erfolgte mittels eines Transducers (DTX Plus DT-XX, Becton-
Dickinson Medical, Deutschland). Der Katheter wurde kontinuierlich mit 0,9 %

Kochsalzldsung, mit einer Rate von 0,5 ml/h, gespult (Infusionspumpe WPI SP100i
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Syringe Pump, World Precision Instruments, USA), um ein Thrombosieren des
Katheters bzw. der Arterie zu verhindern. Wahrend der Narkose wurde alle
30 Minuten mit einer heparinbeschichteten Kapillare (Chiron Diagnostics,
Deutschland) Blut (60 pl Blut) aus dem Schwanzarterienkatheter entnommen und

eine Blutgasanalyse durchgefiihrt (pO,, pCO,, pH, Laktat, Glucose, Nat, K*, CI,
Ca2*, Chiron Diagnostics 860, Deutschland). Je nach pCO, erfolgte daraufhin eine
Anpassung der Beatmungseinstellungen mit dem Ziel, den pCO, im physiologischen

Bereich zu halten.
2.2.8 Induktion der Subarachnoidalblutung

Die Subarachnoidalblutung (SAB) wurde mit einem intraluminalen Faden (Bederson
et al., 1995, Schwartz et al., 2000) wie beschrieben (Bermueller et al., 2006, Scholler
et al., 2007, Zausinger et al., 2004) induziert (vgl. Abb. 5).

CCA
modif. n. Bederson, Stroke, 1995

Abbildung 5: Schema der Fadenperforation (Dissertation S. Thal, 2005)

ECA: A. carotis externa, ICA: A. carotis interna, CCA: A. carotis comm., MCA: A. cerebri media, ACA: A. cerebri anterior, PCA:

A. cerebri posterior, BA: A. basilaris, VA: A. vertebralis, ACOA: A. cerebri comm.. anterior, PCOA: A. cerebri comm.. posterior

Im rasierten Halsbereich rechts paramedian wurde ein Hautschnitt von ca. 1,5 cm
Lange angelegt. Anschlieend wurde das Platysma durchtrennt. Nach Abschieben
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des Fettgewebes, der Gl. submandibularis sowie des M. sternocleidomastoideus
nach lateral und der Zungenbeinmuskulatur nach medial, stellte sich die
A. carotis communis dar. Die Karotisbifurkation wurde mikrochirurgisch unter
Schonung des N. vagus freiprapariert. Die A. carotis externa wurde ca. 0,5 cm distal
der Bifurkation ligiert sowie die Abgange der Aa. occipitalis und thyreoidea cranialis
koaguliert. Die A. carotis communis sowie die A. carotis interna wurden mittels
Aneurysmaclips temporar verschlossen. Anschlielend wurde die A. carotis externa
unmittelbar proximal der Fadenligatur durchtrennt. Ein monofiler Faden (Prolene 3—0,
Lénge 2,5cm, Ethicon, Deutschland) wurde in den A. carotis externa-Stumpf
eingefuhrt, danach wurde der Gefaldsstumpf mittels Ligatur abgedichtet. Die
Fadenstarke wurde entsprechend der Arbeit von Schwartz und seinen Mitautoren
aus dem Jahr 2000 gewahlt. Nach Entfernung der Clips Uuber der
A. carotis communis sowie der A carotis interna wurde der monofile Faden vorsichtig
unter Laser-Doppler-Kontrolle vorgeschoben. Beim Erreichen der A. cerebri media
zeigte sich ipsilateral ein LD-Abfall um ca. 80 %. Daraufhin wurde der Faden weiter
vorgeschoben, wodurch es zur Perforation des GefalRes und somit zur Induktion der
SAB kam. Es zeigte sich sofort ein beidseitiger Abfall des Laser-Doppler-Signals mit
gleichzeitigem Anstieg der ICP-Werte (Schmid-Elsaesser et al., 1998). Der Faden
wurde sofort zurlickgezogen sowie der A. carotis externa-Stumpf mittels Fadenligatur
verschlossen. Die gesamte Ischamiezeit betrug wahrend der Prozedur maximal
5 Minuten.

2.2.9 Abschluss der Operation

Je nach Versuchsgruppe wurde spatestens 360 Minuten nach der SAB die Operation
beendet. Zuerst wurde die Hautinzision am Hals vernaht. Anschliellend wurde der
arterielle Katheter entfernt, die Schwanzarterie ligiert und die Hautinzision vernanht.
Nach dem Entfernen der LD-Sonden wurde das Versuchstier auf den Bauch gedreht,
die ICP-Sonde und die Temperatursonden wurden entfernt sowie die Hautinzision
am Schadel vernaht. Daraufhin wurde das Narkosegas ausgeschaltet, woraufhin das
Tier nach wenigen Minuten spontan zu atmen begann, sodass das Beatmungsgerat
ausgestellt werden konnte und die Ratte sofort extubiert wurde. Fur den Rest des
Versuches wurden die Tiere in Einzelkafigen mit freiem Zugang zu Futter und
Wasser gehalten.
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2.2.10 Datenerfassung

Alle wahrend der Narkose erfassten Daten, d. h. Temperatur, MAP, ICP, rCBF,
wurden mittels PC und der Datenerfassungssoftware DasyLab 5.0 (measX,
Deutschland) beginnend 30 Minuten vor Induktion bis zu 360 Minuten (je nach
Versuchsgruppe) nach Induktion der SAB aufgezeichnet. Die Werte wurden mit dem
Programm FlexPro 5.0 (Weisang, Deutschland) ausgewertet. Als Zeitpunkt der SAB
wurde der gleichzeitige Abfall des beidseitigen LD-Signals und der ICP-Anstieg
definiert. Die Basiswerte fur den Laser-Doppler-Fluss wurden seitengetrennt durch
die Mittelung der Werte zwischen 15 Minuten und 5 Minuten vor der SAB errechnet.
Die weiteren LD-Werte wurden in 3-Minuten-Intervallen gemittelt und in Prozent des
Basiswertes umgerechnet. Ebenfalls erfolgte die Mittelung aller anderen Werte
(MAP, ICP, Temperatur) alle 3 Minuten, 12 Minuten vor der SAB und bis zu
360 Minuten nach der SAB. Die gespeicherten Daten wurden mittels SigmaPlot 2000
(Systat Software, Deutschland) grafisch dargestellt.

2.3 Versuchsgruppen

Im ersten Teil der Versuche wurden die Tiere einer der folgenden Gruppen zufallig
zugeteilt:

1.) SAB unter normothermen Bedingungen (37 °C) (,SAB“, n = 10)

2.) 120 Minuten Hypothermie (33 °C) beginnend 60 Minuten nach induzierter
SAB (,SAB + HT1“, n = 10)

3.) 120 Minuten Hypothermie (33 °C) beginnend 180 Minuten nach induzierter

SAB (,SAB + HT2, n =10)

Die Tiere wurden fur einen Zeitraum von 7 Tagen nach der Operation bezuglich
Mortalitéat, Gewichtszunahme und neurologischen Defiziten beobachtet und
anschliefend zur Quantifizierung des morphologischen Hirnschadens gekeult. Tiere,
die wahrend der Operation verstorben waren, wurden von der Auswertung

ausgeschlossen.
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In einem zweiten Versuchsteil wurden Tiere ebenfalls zufallig einer der drei oben
genannten Gruppen zugeteilt. Dabei wurden Tiere, die wahrend der Operation oder
wahrend der 24-stindigen Beobachtungszeit gestorben waren, von der Auswertung
ausgeschlossen und durch ein neues Versuchstier ersetzt, bis jeweils 7 Tiere pro
Gruppe vorhanden waren. In diesem Versuchsteil wurden die neurologischen
Defizite nach einer Uberlebenszeit von 24 Stunden evaluiert, anschlieend wurden
die Tiere zur Messung des Hirnwassergehaltes gekeult.

SAB
7d
Praparation 2h Beobachtungszeit 240 min. bzw. 360 min. 37°C <
24h
7d
Praparation 2h m 120 Min. 33°C
24h

7d
Praparation 2h 180 Min. W

24h

Abbildung 6: Darstellung der Versuchsgruppen

2.4 Gewicht

Als Parameter fur den Allgemeinzustand wurde praoperativ und am 1., 2., 3., 5. und
7. postoperativen Tag das Korpergewicht der Tiere gemessen.

2.5 Quantifizierung der postoperativen neurologischen Defizite

Zur Quantifizierung der neurologischen Defizite nach der SAB wurden die Tiere
postoperativ verschiedenen Tests unterzogen. Die Beurteilung der Tiere erfolgte
verblindet. Hierfir wurde ein modifizierter Score nach Katz und seinen Mitautoren
(1995) benutzt, in dem Vigilanz/Atmung, Hirnnerven, Motorik, Sensorik und

Koordination berucksichtigt werden. Nach diesem Neuroscore erhielten Ratten ohne
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jegliches Defizit 0 Punkte, die maximal erreichbare Punktzahl entsprechend dem
grofdten neurologischen Defizit waren 175 Punkte.
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1.) [Senerelles Verhalten
a.) Vigilanz
b.) Atmung

2.) Hirnnerven
a.) Geruchssinn

b.) Visus
c.) Kornealreflex
d.) Bewegung der Barthaare
e.) Gehor
3.) Motorische Leistung

2.) Schwanzbewegung

b.) Bewegung Extremititen
(jeweils einzeln bewertet)

4.) Sensorik
a.) Schwanz

b.) Extremititen
(jeweils einzeln bewertet)

5.) Koordination
a.) Aufrichtreflex

b.) Bodengreifreflex

c.) Stehenbleiben am Ende eines
Tisches

Insgesamt

erkundet Umgebung spontan
wach, jedoch passiv

komatos

normal

abnormal

vorhanden
nicht vorhanden
vorhanden
nicht vorhanden
vorhanden
nicht vorhanden
vorhanden
nicht vorhanden
vorhanden
nicht vorhanden

normal
steif/unkoordiniert
geldhmt

normal
steif/unkoordiniert
gelahmt

vorhanden
nicht vorhanden

vorhanden
nicht vorhanden

vorhanden
nicht vorhanden

vorhanden
nicht vorhanden

vorhanden
nicht vorhanden

10
20

O kO kOB ORO

n o

10

[

10

nowmo

(=}

175

Tabelle 2: Neuroscore
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2.6 Histologische Aufbereitung

Die Tiere des ersten Versuchsteils wurden am 7. postoperativen Tag in tiefer
Athernarkose (Diethylether, Chinosolfabrik, Deutschland) transkardial perfundiert.
Die Perfusion erfolgte Uber eine im linken Ventrikel liegende Kanule fur 15 Minuten
nach Eroffnung des Herzohres mit 100 ml kalter Kochsalzlésung, bovinem
Serumalbumin (10 g/l) und Heparin (10 IE/l). Das entnommene Gehirn wurde
eingebettet (Tissue-Tek®, Sakura Finetek Europe, Niederlande) und bei —-80 °C
eingefroren. Mit einem Kryostat (CryoStar HM 560, Microm, Deutschland) wurden je
sechs 10 wum dicke koronare Hirnschnitte im Bereich Bregma +0,48 mm sowie
Bregma -3,14 mm angefertigt (Paxinos und Watson, 1998). Nach Farbung mit
Cresylviolett nach Nissl wurden die Gehirnschnitte planimetrisch im Bereich des
Cortex (M1/M2), des Caudoputamens (CP) und des Hippocampus (CA1-3) durch
Zahlung der intakten Neurone ausgewertet (OPTIMAS 6. 51, BioScan Inc., USA).

2.7 Quantifizierung des Hirnwassergehaltes

Bei den Tieren des zweiten Versuchsteils, die die Operation 24 Stunden Uberlebt
haben, wurde der Hirnwassergehalt anhand der Feucht-Trocken-Methode bestimmt.

Hierfir wurden die Tiere mit Ather (Diethylether, Chinosolfabrik, Deutschland)
narkotisiert und anschliellend dekapitiert. Nach Eroffnen der Schadelkalotte wurde
das Gehirn von den Hirnhauten befreit und als Ganzes entnommen. Die
Bulbi olfactorii und das Kleinhirn wurden durch einen senkrechten Schnitt vom
Grol3hirn abgetrennt; anschlieBend wurden die Hirnhemispharen entlang der
Mittellinie getrennt.

Zur Ermittlung des Feuchtgewichtes wurden dicht verschlieBbare Wageschalchen
aus Glas verwendet (Fa. Memmert, Deutschland). Diese wurden fur 24 Stunden bei
110 °C getrocknet, in einem Exsikkator auf Raumtemperatur abgekuhlt und
anschliefend gewogen (Fa. Mettler, Deutschland). Die Wageschalchen wurden mit
je einer frisch entnommenen Hirnhemisphare beflllt, luftdicht verschlossen und
erneut gewogen. Der erzielte Wert abzuglich des Gewichtes des leeren
Wageschalchens entsprach dem Feuchtgewicht des Hirngewebes.
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Danach wurde das Wageschalchen geodffnet und das Hirngewebe fur 24 Stunden bei
110 °C vollstandig getrocknet. Der Wassergehalt der Hemispharen in % wurde
mittels folgender Formel ermittelt:

Wassergehalt = (Gewicht des feuchten Gewebes — Gewicht des trockenen
Gewebes/Gewicht des trockenen Gewebes) * 100

Zur Ermittlung des physiologischen Hirnwassergehaltes der Ratte wurde der
Hirnwassergehalt bei funf Tieren mit der genannten Methode ermittelt.

2.8 Statistische Datenauswertung

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit der Auswertesoftware SigmaStat
3.1 (SPSS Inc., USA). Die Daten wurden mit dem Kruskal-Wallis-Test analysiert. Der
Dunn’s Test diente als Post-hoc-Test. Vergleiche innerhalb einer Gruppe wurden mit
dem Signed-rank Test durchgefuhrt. Bei Mehrfachvergleichen wurde der Student-
Newman-Keuls-Test angewendet. Die Mortalitdt zwischen den Gruppen wurde mit
dem survival log-rank Test verglichen.

Unterschiede wurden ab einem Wert von p < 0,05 als signifikant angesehen. Die
Daten wurden, soweit nicht anders erwahnt, als Mittelwert (MW) + Standardfehler

des Mittelwertes (SEM) angegeben.
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3. ERGEBNISSE

3.1 Teil 1 (7 Tage Uberlebensdauer)

3.1.1 Temperatur

Die subtemporal gemessene Temperatur lag vor Beginn der Hypothermie bei
36,5 °C (Abb. 7) ohne signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen. Bereits
6 Minuten nach Beginn der Kuhlung =zeigte sich eine signifikant niedrigere
Temperatur (p < 0,001) in den Hypothermiegruppen im Vergleich zur Kontrolle. Die
gewulnschte Temperatur von ca. 33 °C wurde in allen Gruppen nach 30 Minuten
erreicht und far 120 Minuten aufrechterhalten. Die Aufwarmphase dauerte
30 Minuten. AnschlieBend wurde erneut die Normothermie ohne signifikante
Unterschiede zur Kontrollgruppe erreicht.

—&— SAB
~0D-— SAB+HT1
38 ) —&— SAB 4+ HT2
6 MW +/- SEM,
o_ 37 4¢ n=je10
©
o
a8 36 -
£
S 35
o
=
w 34 1
B
%}
Q )
£ 331 Hypothermie 33 °C |
2 'Hypothermie 33 ° C |
32 - * p< 0,001 vs. SAB und SAB + HT2 bis +180 Min
+ p< 0,001 vs. SAB
0 100 200 300 400

Zeit (Minuten)

Abbildung 7: Verlauf der subtemporal gemessenen Temperatur. Aufgetragen sind iiber 3 Minuten
gemittelte Werte gegen die Zeit

Die rektal gemessene Temperatur lag vor der Hypothermie um die 37 °C (Abb. 8)
ohne signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen. Wahrend der
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Hypothermiephasen erreichte die Korperkerntemperatur in den Behandlungsgruppen
33,0+£0,5°C; p<0,001 im Vergleich zur Kontrollgruppe. Nach Beendigung der

Kuhlphase wurde innerhalb von 30 Minuten die Normothermie erreicht.

—&— SAB
~0O—~ SAB+HT
—O— SAB + HT2

MW +/- SEM
n=je10

Temperatur rektal (° C)

Hypothermie 33 °C | Hypothermie 33 °C
32 4 * p<0,001 vs. SAB und SAB + HT2 bis 180 MIn
+ p< 0,001 vs. SAB

0 100 200 300 400
Zeit (Minuten)

Abbildung 8: Verlauf der rektal gemessenen Temperatur. Aufgetragen sind iiber 3 Minuten gemittelte
Werte gegen die Zeit

3.1.2 Physiologische Parameter

Wahrend der gesamten Operation lag der pH-Wert im Normbereich mit ca.
7,37 = 0,04 ohne Unterschiede zwischen den Gruppen (Tab. 3). Tendenziell zeigte
sich im Verlauf der Operation ein leichter statistisch nicht signifikanter Abfall des pH-
Wertes. Am deutlichsten zeigte sich dieser Verlauf in der SAB + HT2-Gruppe
(7,39 + 0,04 praoperativ vs. 7,32 + 0,04 zum Zeitpunkt +15 Minuten nach Induktion
der Blutung).

In allen Gruppen bestand wahrend der Operation eine konstante Normokapnie mit
ca. 39,8 = 3,5 mmHg.
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Der PaO; war zu allen Zeitpunkten und in allen Gruppen leicht erhdht. Insgesamt gab
es keine signifikanten Unterschiede bis auf ein signifikant erhohtes PaO, in der
Kontrollgruppe vs. der 2. Hypothermiegruppe am Ende der Operation
(109,8 = 103 mmHg vs. 92,4 = 10,5 mmHg). Ebenfalls in der 2. Hypothermiegruppe
war das PaO; zum Zeitpunkt +240 Minuten nach der SAB, d. h. wahrend der
Hypothermiephase, signifikant hoher als zu allen anderen Zeitpunkten. Ansonsten

gab es keine relevanten Veranderungen des PaO;innerhalb einer Gruppe.

Der mittlere arterielle Blutdruck war wahrend der gesamten Operation in allen
Gruppen konstant bei ca. 80 mmHg ohne signifikante Unterschiede zwischen den

Gruppen. In der SAB + HT2-Gruppe ist der MAP zum Zeitpunkt +60 Minuten
signifikant hoher mit ca. 90 mmHg als 5 Minuten vor und 15 Minuten nach Induktion
der Blutung.
Zeitpunkt (Minuten)
Gruppe -5 +15 +60 +240 +360
pH SAB 7,38 = 0,04 7,36 = 0,04 7,38 = 0,05 7,36 = 0,03 7,36 + 0,02
SAB + HT1 7,39 = 0,1 7,37 = 0,1 7,38 £ 0,0 7,34 0,0 =
SAB + HT2 7,39 = 0,04 7,32 = 0,04 7,36 = 0,02 7,36 = 0,04 7,38 + 0,04
PaO, (mmHg) SAB 95,0 =15 92,5+ 15,7 1004 + 18,8 102,0+17,5 109,8 = 10,3
SAB+HT1 948:16,0 936+186 1044175 101,3+153 -
SAB+HT2 943:104 929:128 955x97 1M11,56+11,7 92,4+10,5
PaCO, (mmHg) SAB 40,127 41,4 = 3,2 38,9+ 3,6 40,4 4,5 394+15
SAB + HT1 37,7+3.2 40,4 +4,2 39,7+ 3,6 40,6 = 3,2 -
SAB +HT2 37,3 =311 38,8+2,8 41,4 +23 40,1+52 40,1+3,0
MAP (mmHg)  SAB 79,0+12,0 776=123 802«11,7 789=134 884 :228
SAB+HT1 791=146 827+124 837x144 757151 -
SAB+HT2 781+11,1 780+10,7 892+116 868=165 852102

Tabelle 3: Arterielle Blutgase und mittlerer arterieller Blutdruck (MAP) zu verschiedenen Zeitpunkten vor
und nach Induktion der SAB dargestellt als Mittelwert + Standardabweichung, n = 10 pro Gruppe

Uber die gesamte Operationsdauer waren die Blutglukosewerte leicht erhoht
(103,8 + 13,8 mg/dl — 128,4 + 34,5 mg/dl). Es zeigten sich jedoch keine signifikanten

Unterschiede zwischen den Gruppen.
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Glukose (mg/dl) SAB SAB + HT1 SAB + HT2

=5 Min. 128,4 + 34,5 115,1 + 26,8 102,8 =+ 13,8
+15 Min. 121,4 + 31,8 117,2+ 31,4 103,4 = 11,5
+60 Min. 117,2 + 26,6 125,8 + 35,2 110,0 £ 15,9
+240 Min. 114,9 = 23,7 125,6 = 43,1 110,1 = 13,1
+360 Min. 106,2 = 21,8 - 114,2 £ 17,8

Die Konzentration von Laktat im Blut war im Normbereich und wéahrend

Operation konstant ohne signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen.

der

Laktat (mmol/l) SAB SAB + HT1 SAB + HT2
=5 Min. 1,11+ 0,53 0,78 = 0,10 0,79 + 0,20
+15 Min. 0,95 + 0,36 0,84 + 0,20 0,84 + 0,18
+60 Min. 0,91 £ 0,38 0,82 + 0,20 0,64 +0,15
+240 Min. 0,89 =+ 0,26 1,01 +£ 0,30 0,81 £0,18
+360 Min. 1,00 + 0,26 - 0,80 = 0,17

3.1.3 Intrakranieller Druck (ICP)

Vor der Blutung lag der ICP aller Tiere bei ca. 7 mmHg. Unmittelbar nach Induktion

der Blutung kam es in allen Gruppen innerhalb von wenigen Sekunden zu einem

steilen Anstieg des ICPs auf Werte von ca. 40 mmHg (Abb. 9). Dieser Anstieg war

hoch signifikant im Vergleich zu den Ausgangswerten vor der SAB. Innerhalb von

20 Minuten fiel der ICP auf ein Niveau von ca. 20 mmHg und verblieb dort fur die

gesamte OP-Dauer. In der SAB + HT2-Gruppe fiel ein leicht hoherer ICP im

Vergleich zu den anderen zwei Gruppen mit Werten von ca. 26 mmHg in der

Plateauphase auf. Zu einigen wenigen Zeitpunkten (+90 bzw. +96 Minuten nach

Induktion der SAB) war der ICP in dieser Gruppe signifikant hoher als in der

1. Hypothermiegruppe (26,8 + 7 mmHg vs. 17,6 = 5,6 mmHg bzw. 26,8 + 7 mmHg

vs. 16,4 = 5,3 mmHQ).
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Abbildung 9: Verlauf des intrakraniellen Druckes (ICP) in den verschiedenen Gruppen

Wahrend in der Kontrollgruppe der ICP konstant hoch blieb, zeigte sich in der
SAB + HT1-Gruppe ein statistisch signifikanter Abfall des ICP um ca. 20 %
30 Minuten nach Induktion der Hypothermie im Vergleich zu Baseline-Werten vor
Beginn der Kihlung (Abb. 10). Nach Beendigung der Hypothermiephase stieg der
ICP erneut an, erreichte jedoch nicht ganz die Werte vor der Hypothermie.
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Abbildung 10: Relative Anderung des intrakraniellen Druckes nach Einleitung der Hypothermie
60 Minuten nach der SAB

Auch in der 2. Hypothermiegruppe zeigte sich ein statistisch signifikanter Abfall des
ICPs um 20-30 % im Vergleich zu der vorangehenden normothermen Phase. In
dieser Gruppe blieb der ICP-Abfall auch nach Wiedererwarmen auf 37 °C signifikant
geringer als vor der Hypothermie (Abb. 11).

Bei der Kontrollgruppe zeigte sich kurzzeitig auch ein signifikanter Abfall des ICPs
zum Zeitpunkt +210 Minuten nach der SAB vs. +180 Minuten. Dieser Abfall war
jedoch weniger stark ausgepragt als in der Hypothermiegruppe (5 im Vergleich zu
25 %). Zu den Zeitpunkten +330 Minuten bzw. +360 Minuten war ein deutlich
starkerer Abfall des ICPs in der Kontrollgruppe zu verzeichnen (-15-20 %). Dies ist
durch das Versterben der Tiere mit einer schweren SAB zu erklaren.
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Abbildung 11: Relative Anderung des intrakraniellen Druckes nach Einleitung der Hypothermie
180 Minuten nach der SAB

3.1.4 Regionale zerebrale Durchblutung (rCBF)

Nach Induktion der SAB kam es zu einem signifikanten Abfall des ipsilateralen rCBF
auf ca. 15 % des Ausgangswertes (Abb. 12). Innerhalb von 30 Minuten erholte sich
die Durchblutung auf 60 %, nach etwa 120 Minuten wurden 80 % des
Ausgangswertes erreicht. Es gab keine signifikanten Unterschiede zwischen
Kontrollgruppe und 1. Hypothermiegruppe. Die 2. Hypothermiegruppe zeigte jedoch
bereits fruh nach Induktion der SAB eine schlechtere Erholung der Durchblutung.
Dies war zunachst nur punktuell ab der 100. Minute durchgehend statistisch
signifikant. Die Hypothermie hatte keine Effekte auf die Erholung der Durchblutung.
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Abbildung 12: Verlauf der rechtshemisphéarischen (ipsilateralen) regionalen Hirndurchblutung in den
verschiedenen Gruppen

3.1.5 Mortalitat

In allen Gruppen betrug die Mortalitat 40 % ohne signifikanten Unterschied zwischen
den Gruppen. In der Kontrollgruppe ist ein Tier noch am Tag der OP gestorben. Am
2. postoperativen Tag sind zwei Tiere und am 6. postoperativen Tag ein Tier
gestorben. In der 1. Hypothermiegruppe verstarb je ein Tier am 1., 2., 3. und 5. Tag
nach der SAB und in der 2. Hypothermiegruppe am 1., 3., 4. und 6. Tag.
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Abbildung 13: Kumulierte Uberlebensrate

3.1.6 Neurologische Funktion und Korpergewicht

Am 1. postoperativen Tag zeigten alle Tiere unabhangig von der Behandlungsgruppe
die schlechteste neurologische Funktion (SAB 6/175 Pkte. + 10,
SAB + HT1 3/175 Pkte. £+ 7, SAB + HT2 14/175 Pkte. £ 13). Es fiel allerdings auf,
dass die Tiere insgesamt sehr geringe neurologische Defizite aufwiesen (maximal
erreichte Punktzahl in einem Tier lag bei 35 von 175 mdoglichen Punkten). Im Verlauf
der Beobachtungswoche verbesserte sich die neurologische Funktion in allen
Gruppen zunehmend. Am Ende der Beobachtungszeit wurde in allen Gruppen das

Ausgangsniveau erreicht.

33



20 - —e— SAB

—O— SAB+HT1
T —0— SAB + HT2
— MW +/- SEM, n = 6-10
£ 15 -
[ <
=
&
2 10
o T
o
2
o
S
2 5
z
0 A A . L) v A .
o 1 2 3 4 5 & 7 8

Zeit (Tagen)

Abbildung 14: Verlauf der funktionellen Einschriankung
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Abbildung 15: Kérpergewicht im Verlauf

Praoperativ lag das Korpergewicht der Tiere durchschnittlich bei ca. 265 g ohne
Unterschiede zwischen den drei Gruppen. Am 1. postoperativen Tag kam es in allen
Gruppen zu einem Abfall des Korpergewichtes auf 230 g. Im Verlauf der nachsten
Tage zeigten die Tiere der Hypothermiegruppe eine Zunahme des Korpergewichtes,
die Tiere der Kontrollgruppe wiesen dagegen weiterhin eine Gewichtsabnahme auf.
Am 7. postoperativen Tag war das Korpergewicht der Hypothermietiere signifikant
hoher als das der Kontrolltiere (249,7 g + 19,7 g in der SAB + HT1-Gruppe bzw.
253,59g+14,8g in der SAB+HT2-Gruppe vs. 196,7g=+11,6g in der
Kontrollgruppe).
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3.1.7 Histologie

Die Nissl-gefarbten Hirnschnitte zeigten weder im Kortex noch im Caudoputamen
oder im Hippocampus einen morphologischen Schaden. Daher wurde auf eine
morphometrische Auswertung verzichtet.

3.2 Teil 2 (24 Stunden Uberlebensdauer)

3.2.1 Temperatur

Die subtemporal gemessene Temperatur lag vor der Hypothermie bei 36,6 °C.
Bereits 6 Minuten nach Beginn der Kihlung zeigte sich eine signifikant niedrigere
Temperatur (p < 0,001) in den Hypothermiegruppen im Vergleich zur Kontrolle. Die
gewunschte Temperatur von 33,0 °C wurde jeweils nach 30 Minuten erreicht und fur
120 Minuten aufrechterhalten (Abb. 16). Die Aufwarmphase dauerte 30 Minuten,

anschliefend wurde erneut eine Normothermie erreicht.
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Abbildung 16: Verlauf der subtemporal gemessenen Temperatur. Aufgetragen sind liber 3 Minuten
gemittelte Werte gegen die Zeit

Auch die rektal gemessene Temperatur war aullerhalb der Hypothermiephasen
konstant zwischen 36,9+0,5°C und 37,6 +0,6 °C
(Mittelwert = Standardabweichung) ohne signifikante Unterschiede zwischen den
Gruppen. Wahrend der Hypothermiephasen (ca. 33,5+ 0,3 °C) zeigte sich ein
signifikanter Unterschied zur Kontrollgruppe (p < 0,001).
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Abbildung 17: Verlauf der rektal gemessenen Temperatur. Aufgetragen sind iiber 3 Minuten gemittelte
Werte gegen die Zeit

3.2.2 Blutgase und Glukose/Laktat

Wahrend der gesamten Operation waren — bis auf eine Ausnahme (s. unten) — die
Blutgase im Normbereich und ohne signifikante Unterschiede zwischen den
Gruppen.

Es zeigte sich in allen Gruppen eine Abnahme des pH-Wertes im Verlauf der
Operation von 7,42 vor Induktion der SAB auf 7,35 gegen Ende der Operation (240
bzw. 360 Minuten nach Induktion der SAB). Diese Abnahme ist in der Kontrollgruppe
(,SAB®“) sowie in der 2. Hypothermiegruppe (,SAB + HT2) statistisch signifikant
(p <0,05). In der 1. Hypothermiegruppe wird kein signifikantes Niveau erreicht. Die
Gruppen untereinander unterscheiden sich nicht signifikant bezuglich des pH-Wertes
zu den verschiedenen Zeitpunkten.

38



In allen Gruppen zeigte sich zudem eine Zunahme des PaCO.; im Laufe der
Operation ohne signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen, jedoch mit einer
signifikanten Erhohung in den beiden Hypothermiegruppen (Tab. 4).

Nur bezlglich des PaO; zeigte sich zum Zeitpunkt +240 Minuten nach der SAB ein

signifikanter Unterschied mit erhohtem PaO, in der 2. Hypothermiegruppe
(SAB + HT2, ca. 120 mmHg) vs. der Kontrolle bzw. der 1. Hypothermiegruppe
(ca. 90-100 mmHg). Im Verlauf war in allen Gruppen eher eine Abnahme des PaO.
zu verzeichnen (statistisch signifikant jedoch nur in der SAB + HT1-Gruppe zum
Zeitpunkt +240 vs. -5 bzw. +60 Minuten). Trotz dieser Unterschiede waren alle

Werte stets im Normbereich.

Zeitpunkt (Minuten)

Parameter Gruppe -5 +15 +60 +240 +360
pH SAB 7,42+0,03 7,40+0,03 7,37 +0,03 7,37 £ 0,04 7,36 + 0,05
SAB +HT1 742+0,05 7,39+0,04 7,38+0,05 7,35+ 0,10 -
SAB+HT2 7,42+0,03 7,41+0,04 7,40=+0,03 7,36 = 0,05 7,35 + 0,04
PaO, (mmHg) SAB 1091+7,7 110,3«11,1 104,7 +13,3 99,3 +10,9 100,2 + 12,9
SAB + HT1 106,3+ 10,4 103,1+11,9 112,1+13,7 90,8 = 8,0 -
SAB + HT2 107,2+16,3 1055+17,0 108,3 + 16,6 120,2+10,3 96,1 +9,8
PaCO, (mmHg) SAB 38,5+5,0 39,044 40,8 +4,3 40,4 + 4,7 39,938
SAB + HT1 36,844 39,1 +4,1 41,2 + 3,6 42,9 + 6,2 -
SAB + HT2 36,1 +2,7 38,6 +4,0 38,7+4,6 40954 39,8+2,5

Tabelle 4: Arterielle Blutgase zu verschiedenen Zeitpunkten vor und nach Induktion der SAB, dargestelit
als Mittelwert + Standardabweichung, n = 8-14

Der pH-Wert und der PaCO, waren zu allen Zeitpunkten im Normbereich. Wahrend
der gesamten Operationsdauer war die Konzentration der Glukose im Blut im
leicht erhoht.
Unterschied zwischen den Gruppen auller zum Zeitpunkt +360 Minuten. Zu diesem

Vergleich zum Normbereich Es zeigte sich kein signifikanter
Zeitpunkt war in der SAB-Gruppe die Glukose signifikant niedriger als in der
SAB + HT2-Gruppe. Zudem zeigte sich
signifikanter Abfall der Glukose im Verlauf der Operation (Zeitpunkt -5 Minuten vs.
Zeitpunkt +360 Minuten).

in der Kontrollgruppe ein statistisch
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Glukose (mg/dl) SAB SAB + HT1 SAB + HT2
=5 Min. 179,9 + 73,5 159,7 + 29,4 154,9 = 34,1
+15 Min. 160,2 = 55,2 149,1 + 19,6 149,1 £ 29,5
+60 Min. 137,7 + 18,7 135,0 = 14,8 138,9 = 27,9
+240 Min. 128,0 = 19,3 135,3 24,4 148,6 + 24,3
+360 Min. 121,3+ 17,0 - 174,0+ 59,4

Die Konzentration von Laktat im Blut zeigte wahrend der gesamten Operation keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen. Es kam im Lauf der Operation zu
einem leichten Anstieg des Laktates, ohne jedoch ein signifikantes Niveau zu

erreichen.

Laktat (mmol/l) SAB SAB + HT1 SAB + HT2
-5 Min. 1,94 + 0,53 1,63 £ 0,54 1,37 = 0,28
+15 Min. 2,12 + 0,62 1,61 = 0,48 1,34 + 0,25
+60 Min. 1,92 + 0,62 1,41 = 0,48 1,12 £ 0,20
+240 Min. 2,23 +0,94 1,78 = 0,59 1,19 + 0,33
+360 Min. 2,29 + 1,00 - 1,41 = 0,35

3.2.3 Mittlerer arterielle Druck (MAP)

Der mittlere arterielle Druck war vor Induktion der Blutung in allen Gruppen bei
ca. 75 mmHg. Nach der Blutung kam es zu einem kurzzeitigen Anstieg des MAP um
ca. 5 mmHg, anschlieRend fiel der MAP fur etwa 15 Minuten auf 65 mmHg, um sich
dann spontan in allen Gruppen auf 70 mmHg einzupendeln. Wahrend des restlichen
Versuches blieb der MAP konstant ohne signifikante Unterschiede zwischen den
Gruppen (bis auf den Zeitpunkt +300 Minuten mit einem signifikant hoheren MAP in
der 2. Hypothermiegruppe).
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Abbildung 18: Verlauf des mittleren arteriellen Druckes (MAP)
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Abbildung 19: Verlauf des intrakraniellen Druckes
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3.2.4 Intrakranieller Druck (ICP)

Mit Induktion der SAB kam es in allen Gruppen zu einem steilen und statistisch
signifikanten Anstieg des intrakraniellen Druckes auf ca. 40 mmHg, anschliel3end
wurde nach 15 Minuten eine Plateauphase von 20-25 mmHg erreicht, die in der
Kontrollgruppe aufrechterhalten wurde.

In den Hypothermiegruppen kam es 30 Minuten nach Beginn der Kuhlung zu einem
statistisch signifikanten Abfall des ICPs um 15% (SAB +HT1) bzw. 20 %
(SAB + HT2) im Vergleich zu den Baseline-Werten wahrend der Normothermie. Das
Maximum des ICP-Abfalles (bis 30 %) wurde am Ende der Hypothermiephase
erreicht. Trotz Wiederaufwarmens wurden in beiden Hypothermiegruppen die
vorbestehenden ICP-Werte nicht mehr erreicht.
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3.2.5 Zerebraler Perfusionsdruck (CPP)

Der zerebrale Perfusionsdruck ist ein errechneter Wert nach der Formel:
CPP =MAP - ICP

Passend zum Verlauf des intrakraniellen Druckes kam es zum Zeitpunkt der Blutung
in allen Gruppen zu einem plotzlichen und statistisch signifikanten Abfall des CPP
von etwa 70 mmHg auf 35-40 mmHg. Dieser Abfall war nur kurzfristig zu
beobachten; in allen Gruppen zeigte sich bereits nach wenigen Minuten ein Anstieg
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des CPP auf 40-60 mmHg. Diese Plateauphase wurde bis zum OP-Ende
aufrechterhalten. Durch die Hypothermie kam es nicht zu einer signifikanten

Anderung des zerebralen Perfusionsdruckes im Verlauf der Operation.
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Abbildung 20: Verlauf des intrakraniellen Perfusionsdruckes
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Abbildung 21: Verlauf der ipsilateralen regionalen zerebralen Durchblutung
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3.2.6 Regionale zerebrale Durchblutung (rCBF)

Mit Induktion der SAB kam es in allen Gruppen zu einem steilen und signifikanten
Abfall der regionalen zerebralen Durchblutung ipsilateral auf 20-30 % vom
Ausgangswert. Im Verlauf erholte sich die Durchblutung auf 40-60 % vom Baseline-
Wert und blieb auf dieser Plateauphase in allen Gruppen. Die Hypothermie fuhrte
nicht zu signifikanten Anderungen der zerebralen Durchblutung.

3.2.7 Hirnwassergehalt

Tiere, die nicht operiert wurden, hatten einen Hirnwassergehalt von 79,3 % + 0,3 %
(Abb. 22). Im Vergleich dazu hatten Tiere 24 Stunden nach der SAB als Zeichen
eines Hirnddems signifikant erhohte Werte [81,3 % = 1,0 % (SAB), 81,6 % = 0,7 %
(SAB + HT1) bzw. 81,2% +0,4 % (SAB + HT2)]. Die Hypothermie hatte keinen

Einfluss auf den Hirnwassergehalt nach der SAB.
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Abbildung 22: Prozentualer rechtshemispharischer (ipsilateraler) Hirnwassergehalt
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Auf der kontralateralen Seite fluhrte eine SAB zu keiner Zunahme des
Hirnwassergehaltes. Tiere mit Hypothermie =zeigten einen tendenziell hoheren
Hirnwassergehalt, der allerdings nicht statistisch signifikant war.

(o]
w

1 nativ
SAB
I SAB+HT1
S8 SAB +HT2

MW +/- SEM, n = 5-7

 aml

1 N

Abbildung 23: Prozentualer linkshemispharischer (kontralateraler) Hirnwassergehalt
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3.2.8 Neurologische Funktion

Am 1. postoperativen Tag =zeigten Kontrolltiere eine signifikant schlechtere
neurologische Funktion mit 33 = 7/175 Punkten im Vergleich zu Tieren der
Hypothermiegruppen (7 = 5 Punkte in SAB + HT1 bzw. 14 =+ 7 Punkte in SAB + HT2).
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Abbildung 24: Neuroscore zur Quantifizierung der funktionellen Beeintrachtigung
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4. DISKUSSION

4.1. Methoden

4.1.1 Versuchstiere

Fur die Versuche wurden Sprague-Dawley-Ratten verwendet. Ratten wurden bereits
von vielen Arbeitsgruppen als Versuchstiere bei der SAB-Forschung verwendet
(Bederson et al., 1995, Prunell et al., 2002). Auch in unserer Arbeitsgruppe ist das
Modell der SAB an der Ratte etabliert (Zausinger et al., 2004, Bermueller et al.,
2006). Somit ist die Reproduzierbarkeit und Fehlerminimierung der Versuche
gewahrleistet. Durch Inzucht besteht nur eine geringe genetische Variabilitat der
Tiere. Die Zucht und Haltung der Tiere ist gunstig, zudem ist die ethische Akzeptanz
der Nutzung von Ratten als Versuchstiere deutlich hoher als bei anderen Tieren.

4.1.2 Narkose

Die Versuche erforderten eine angemessene Sedierung und Analgesie der Tiere.
Grundsatzlich wird zwischen einer Injektions- und einer Inhalationsnarkose
unterschieden. In der Literatur sind verschiedene Anasthetika bei der
experimentellen SAB beschrieben, z. B. Halothan oder Isofluran (alleine oder in
Kombination mit N,O) (Bederson et al., 1995, Schwartz et al., 2000, Scholler et al.,
2007). Oft verwendete Injektionsnarkotika sind Ketamin/Xylazin oder eine
Kombination aus Midazolam, Medetomidin und Fentanyl (MMF) (Miyagi et al., 2000,
Scholler et al., 2011).

Eine bekannte Nebenwirkung der Kombination aus Ketamin und Xylazin ist die
Hypothermie (Wixson etal., 1987), sodass diese Anasthesieform fur die
Fragestellung der Arbeit nicht infrage kam.

Die Versuche wurden daher mit Halothan/N,O gestartet. Effekte des Halothans wie
Neuroprotektion, Vasodilatation oder verminderter zerebraler Metabolismus
(Michenfelder etal.,, 1975, Koenig etal, 1993) konnten aufgrund der
Randomisierung der Tiere vernachlassigt werden. Aufgrund eines Lieferstopps von
Halothan musste die Narkose zwischen der ersten und der zweiten Gruppe auf

Isofluran/N2O umgestellt werden. Isofluran ist wie Halothan ein halogeniertes
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volatiles Anasthetikum mit &hnlichen, jedoch nicht identischen Eigenschaften. Unter
anderem ist die minimale alveolare Konzentration (MAC) von Isofluran hoher als die
von Halothan (1,15 % vs. 0,75 %), zum anderen ist ein geringerer Effekt auf die
zerebrale Durchblutung zu verzeichnen (Eger, 1984).

Insgesamt konnte mit den verwendeten volatilen Anasthetika eine konstante,
ausreichend tiefe Narkose erzielt werden. In einer Vorarbeit aus unserem Labor
wurde gezeigt, dass zum Erhalt physiologischer Parameter eine mechanische
Ventilation erforderlich ist (Zausinger et al., 2002). Effekte der Inhalationsanasthetika
auf das pCO;z konnten durch die mechanische Ventilation korrigiert werden.

Spater durchgefuhrte Untersuchungen haben gezeigt, dass eine Narkose mit MMF
deutlich konstantere pO,- und pCO,-Werte aufweist, sodass weniger Korrekturen der
Beatmungsparameter notwendig waren. Zudem war bei Tieren mit MMF-Narkose die
Re-Blutungsrate nach der SAB hoher als bei Tieren, die eine Isofluran-Narkose
erhalten hatten (Hockel et al., 2012).

4.1.3 Modell der SAB

Das erste bekannte Tiermodell der SAB wurde 1979 von Barry beschrieben (Barry
et al.,, 1979). Dabei wurde bei der Ratte eine SAB durch Punktion der A. basilaris
uber den Clivus induziert. In den Folgejahren wurden verschiedene Modelle
entwickelt; grundsatzlich werden drei Modelltypen unterschieden:

1. Injektion von autologem Blut in den Subarachnoidalraum (Solomon et al.,
1985, Ram et al., 1991, Piepgras et al., 1995, Meguro et al., 2001)

2. Darstellung einer Arterie und Exposition in autologem Blut (Kapp et al.,
1968)

3. Punktion eines intrakraniellen Gefaldes (A. basilaris oder A. carotis interna),
offen oder via Fadenmodell (Bederson et al., 1995, Veelken et al., 1995, Alkan
et al., 2002)

Jedes der drei Modelle hat Vor- und Nachteile und eignet sich jeweils besonders gut
fur bestimmte Fragestellungen.

Das Injektionsmodell hat den Vorteil, dass die injizierte Blutmenge kontrolliert werden

und dadurch eine in der Auspragung reproduzierbare SAB induziert werden kann.
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Dieses Modell wird v. a. zur Erforschung des Vasospasmus herangezogen. Der
Hauptnachteil des Modells liegt darin, dass die Pathophysiologie der SAB nicht
nachgebildet wird; es liegt kein Endothelschaden vor, die Mortalitat liegt mit 0-15 %
deutlich unter der Mortalitat der SAB beim Menschen und die verminderte zerebrale
Durchblutung erholt sich bereits nach kurzer Zeit.

Das Punktionsmodell hat den Vorteil, dass es am ehesten die Pathophysiologie der
SAB nachbildet; wie beim Menschen kommt es auch hier zu einem plotzlichen
Anstieg des ICPs mit Abfall der zerebralen Durchblutung, die Mortalitat liegt bei ca.
30-50 % (dies entspricht der aus der Literatur bekannten Mortalitat beim Menschen).
Beim Punktionsmodell wird unterschieden zwischen der offenen Punktion eines
Gefaldes, wofur eine Kraniotomie notwendig ist, und jenem Punktionsmodell, bei dem
eine Gefalpunktion von intraluminal erfolgt. Mogliche Fehlerquellen des
intraluminalen Fadenmodells sind, dass es durch einen zu spitzen Faden bereits vor
der gewunschten Perforation zu einer GefalRverletzung kommen kann, zum anderen
fuhrt ein zu verzogertes Herausziehen des Fadens zu einer zweiten Blutung. Eine zu
lange Praparationszeit konnte zu einer zerebralen Ischamie fuhren, aul’erdem
besteht die Gefahr, dass es beim Herausziehen des Fadens zu einem grof3en
Blutverlust kommt. Ein anderer Nachteil des Modells ist, dass die Menge des aus der
Perforationsstelle austretenden Blutes nicht kontrolliert werden kann. Durch eine
standardisierte DurchfiUhrung konnen die meisten Fehlerquellen dieses Modells

allerdings vermieden bzw. gemeistert werden.

Ziel dieser Arbeit war es, akute Veranderungen der SAB zu untersuchen. Daher
haben wir uns wegen der oben genannten Vorteile fur das endovaskulare
Punktionsmodell entschieden. Verwendet wurde ein modifiziertes Modell nach
Bederson und seinen Mitautoren aus dem Jahr 1995, bei dem die A. carotis interna
unter kontinuierlicher Messung des ICPs und der zerebralen Durchblutung punktiert
wird. Es wurde ein Prolene 3/0-Faden verwendet, da man aus den Untersuchungen
von Schwartz und seinen Koautoren aus dem Jahr 2000 weil}, dass es dabei zu
einem hoheren ICP-Anstieg kommt als bei einem Prolene 4/0-Faden. Die Spitze des
Fadens wurde unter einem Mikroskop orthograd geschnitten, um eine frihzeitige
Gefalperforation zu vermeiden. Die Praparations- und somit Ischamiezeit betrug

maximal funf Minuten. Nur Versuche, bei denen es zu einem steilen ICP-Anstieg mit
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gleichzeitig beidseitigem Abfall der zerebralen Durchblutung kam, wurden als valide
gezahlt.

4.2. Ergebnisse

4.2.1 Temperatur

Alle Tiere waren vor Beginn der Hypothermie normotherm. Die Einhaltung der
Normothermie war ein sehr wichtiger Teil der Versuche, da sonst der gewunschte
Therapieeffekt nicht mehr zu untersuchen gewesen ware. Insgesamt war die rektal
gemessene Temperatur leicht hoher als die subtemporale Temperatur. Aus der
Literatur ist bekannt, dass die rektale Temperatur, die die Korperkerntemperatur
wiedergibt, durchschnittlich hoher ist als peripher gemessene Werte, wie z. B.
sublingual, subaxillar oder temporal (Craig etal.,, 2000). Nach Induktion der
Hypothermie wurde die gewlnschte Temperatur schnell erreicht und die
Hypothermie konnte anhand der Coolpacks verlasslich Uber die gesamte geplante
Dauer der Versuche eingehalten werden. Diese Methode der Kuhlung ist sehr
gunstig und effektiv. Auch die Erwarmungsphase war in allen Gruppen gleich lang,
sodass in keiner Gruppe eine prolongierte Hypothermie vorkam. Zwischen dem
ersten und dem zweiten Versuchsteil gab es zum Teil signifikante Unterschiede
bezuglich der Durchschnittstemperatur, jedoch nicht innerhalb eines Versuchsteils.
Somit ist dies kein relevanter Unterschied.

4.2.2 Physiologische Parameter

Insgesamt gab es bezuglich der physiologischen Parameter keine relevanten
Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen. Dabei muss besonders der PaCO,
erwahnt werden, da CO; ein selektiver zerebraler Vasodilatator ist, und eine Hypo-
oder Hyperkapnie einen entscheidenden Einfluss auf den intrakraniellen Druck
haben konnte. Da alle Tiere eine Normokapnie aufwiesen, kann ein Einfluss des
PaCO; auf die aktuellen Versuchsergebnisse ausgeschlossen werden.

Auffallig waren im zweiten Versuchsteil signifikant hohere Laktatwerte in allen
Gruppen im Vergleich zum ersten Versuchsteil, wobei der Durchschnittswert
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trotzdem meist im Normbereich war oder die oberste Grenze nur leicht Uberstieg
(Normwerte Laktat im Blut 0,5 — 2,0 mmol/l).

Laktat ist ein Stoffwechselprodukt und entsteht aus Glukose im Rahmen der
anaeroben Glykolyse. Die hoheren Laktatwerte im zweiten Versuchsteil sind am
ehesten auf den Wechsel das Anasthetikums von Halothan auf Isofluran
zuruckzufuhren (Schwarzkopf et al., 2013).

Bei allen Tieren war wahrend der gesamten Operation die Konzentration von
Glukose im Blut leicht erhoht. Dies kann einerseits als Stressreaktion gewertet
werden. Andererseits ist die Hyperglykamie eine bekannte Nebenwirkung volatiler
Anasthetika wie Halothan oder Isofluran (Biebuyck und Lund, 1974, Schwarzkopf
et al., 2013).

4.2.3 Intrakranieller Druck (ICP)

Der akute Anstieg des ICPs nach der SAB war in Bezug auf HOhe und Kinetik in
beiden Versuchsteilen gleich und entspricht anderen publizierten Daten (Schwartz
et al., 2000, Zausinger et al., 2004). Er entspricht auch dem Wert nach der SAB bei
Menschen (Grote und Hassler, 1988, Broderick et al., 1994).

Der ICP in der Kontrollgruppe war im zweiten Versuchsteil etwas hoher als im ersten.
Dies konnte durch den Wechsel der Narkose zwischen den beiden Versuchsgruppen
verursacht worden sein. Obwohl in der Literatur berichtet wird, dass Halothan und
Isofluran unter physiologischen Bedingungen einen ahnlichen Einfluss auf den ICP
haben (Todd und Drummond, 1984), konnte unter pathologischen Bedingungen, in
denen der ICP sehr rasch ansteigt, die unterschiedliche vasodilatative Wirkung von
Halothan und Isofluran auf periphere und zerebrale Gefalte Uber einen leicht
unterschiedlichen systemischen Blutdruck und eine leicht veranderte Blutungskinetik
sehr wohl zu unterschiedlichen ICP-Werten nach der SAB fuhren. In jedem Fall muss
festgestellt werden, dass aufgrund der Notwendigkeit der Umstellung von Halothan
auf Isofluran die Starke der SAB zwischen erstem und zweitem Versuchsteil
unterschiedlich war und dies bei der Interpretation der Ergebnisse berucksichtigt

werden muss.

In beiden Versuchsteilen konnte durch die Hypothermie eine Senkung des ICPs um
etwa 20 % erreicht werden, hypothermiebedingte Reduzierungen des ICPs wurden
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bereits in der Literatur beschrieben (Marion und White, 1996, Schwab et al., 1998,
Clausen und Bullock, 2001, Bardutzky und Schwab, 2007). Allerdings sind die
Mechanismen, die dazu fuhren, noch unklar. Ein moglicher Mechanismus ist, dass
das vasogene Hirnddem durch eine Stabilisierung der Blut-Hirn-Schranke reduziert
wird (Dietrich et al., 1990). Eine Reduktion des zytotoxischen Hirnddems durch eine
Verminderung der Phosphatdepletion wird ebenfalls diskutiert (Ginsberg et al., 1992).
In unseren Versuchen zeigte sich jedoch kein Effekt der Hypothermie auf das
Hirnodem bis 24 Stunden nach der SAB. Auch die Tatsache, dass die ICP-
Veranderungen sehr schnell nach Temperaturwechseln zu verzeichnen waren,
spricht eher dafur, dass es durch die Hypothermie zu einer akuten Abnahme der
zerebralen Durchblutung und des intrakraniellen Blutvolumens kommt (Ginsberg
etal.,, 1992, Van Bel etal., 1996). Prinzipiell ware auch eine direkte Wirkung der
Hypothermie auf den Durchmesser zerebraler Gefalde moglich. Diese Moglichkeit ist
aber eher unwahrscheinlich, da die Hypothermie keinen Einfluss auf den Blutdruck

hat und somit eine direkte vaskulare Wirkung nicht anzunehmen ist.
4.2.4 Mittlerer arterieller Druck (MAP)

Der MAP war in allen Versuchen konstant. Lediglich nach der SAB gab es einen
kurzen Anstieg, gefolgt von einem Abfall um ca. 10 mmHg und einer anschlieRenden
Stabilisierung. Der Anstieg des MAP nach der SAB ist durch den Anstieg des ICPs
zu erklaren und wird als Cushing-Reflex bezeichnet. Im zweiten Versuchsteil war
insbesondere nach Induktion der SAB der MAP durchschnittlich um 10-20 mmHg
niedriger als im ersten Versuchsteil. Dies konnte ebenfalls durch den Wechsel der
Narkose von Halothan auf Isofluran und der unterschiedlichen vaskularen Wirkung
beider Narkotika (s. 0.) bedingt sein.

4.2.5 Zerebraler Perfusionsdruck (CPP)

Mit Anstieg des ICPs kam es in beiden Versuchsteilen bei konstantem MAP zu
einem Abfall des zerebralen Perfusionsdruckes, der sich jedoch bereits nach kurzer
Zeit auf mindestens 40 mmHg erholte. Ein ahnlicher Verlauf des CPPs ist aus der
Literatur bekannt (Jackowski et al., 1990, Bederson et al., 1997, Hockel et al., 2012).
Ein erniedrigter CPP kann zur zerebralen Ischamie nach der SAB flhren, ist jedoch
nicht der einzige wichtige Faktor. In der fruhen Phase nach der SAB scheint eine

akute CPP-unabhangige Vasokonstriktion auf mikrovaskularer Ebene stattzufinden
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(Bederson et al., 1998, Friedrich et al., 2012), was wiederum einen prognostischen
Wert bezuglich eines ischamischen Hirnschadens hat.

Die Kombination aus etwas hoherem ICP und etwas geringerem MAP flhrte zu
einem deutlich niedrigeren CPP im zweiten Versuchsteil in allen Gruppen im
Vergleich zum ersten Versuchsteil.

Es zeigte sich kein positiver Effekt der Hypothermie auf den CPP. Dies entspricht
den Ergebnissen von Thome und seinen Mitautoren aus dem Jahr 2001.

4.2.6 Regionale zerebrale Durchblutung (rCBF)

Durch die SAB kommt es zu einem plotzlichen Anstieg des intrakraniellen Druckes.
Bedingt durch den Cushing-Reflex steigt kompensatorisch auch der MAP, sodass bis
zu einem gewissen Punkt die zerebrale Perfusion aufrechterhalten wird. Bei sehr
hohen ICP-Werten kommt es jedoch fast zu einem Erliegen der zerebralen
Perfusion. In unseren Versuchen zeigte sich ein Abfall der regionalen zerebralen
Durchblutung auf der ipsilateralen Seite auf 20-30 % des Ausgangswertes. Auch
kontralateral kommt es zu einem Abfall, der jedoch etwas geringer ausgepragt ist. Mit
Abfall des ICPs und gleichzeitigem Anstieg des CPPs zeigt sich auch eine Erholung
der Durchblutung, die jedoch nicht mehr das Ausgangsniveau erreicht (bei
gleichzeitig auch weiter erhohtem ICP).

Im zweiten Versuchsteil war der CPP niedriger als im ersten Teil und dieser
Unterschied spiegelte sich auch in der zerebralen Durchblutung wider.

Im ersten Versuchsteil ist aufgefallen, dass die 2. Hypothermiegruppe eine
schlechtere Erholung der Durchblutung aufwies. In dieser Gruppe hatte sich bereits
ein hoherer ICP als in den anderen Gruppen gezeigt, sodass hier von einer CPP-
abhangigen schlechten Erholung auszugehen ist.

Insgesamt zeigte die Hypothermie keinen positiven Einfluss auf die Erholung der
zerebralen Durchblutung.

Thome und dessen Koautoren sowie Schubert und seine Mitautoren haben in ihren
Versuchen eine hypothermiebedingte Erholung der akuten Hypoperfusion nach der
SAB gezeigt, ohne dass es zu einer ICP-Reduktion kam (Thome et al. 2001, 2005,
Schubert et al., 2008). Mogliche Wirkmechanismen sind dabei die Reduktion des
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akuten Vasospasmus, eine weniger gestorte zerebrale Autoregulation oder eine
Vasodilatation.

Die Hypothermie wurde jedoch bereits vor oder unmittelbar nach der SAB eingeleitet.
In unseren Versuchen wurde die Hypothermie 60 bzw. 180 Minuten nach der SAB
gestartet, zu einem Zeitpunkt, zu dem sich die zerebrale Perfusion bereits zum Tell
erholt hatte. Die Effekte der Hypothermie auf die zerebrale Durchblutung und den
GefalRwiderstand werden in der Literatur kontrovers diskutiert, mit teils einem
erhohten GefalRwiderstand (Giannotta etal., 1978), teils einer Vasodilatation mit
erhohter zerebraler Durchblutung (Ogura et al., 1991, Kuluz et al., 1993).

4.2.7 Mortalitat

Im ersten Versuchsteil betrug die 24-Stunden-Mortalitat 10 % und erhohte sich bis
zum Versuchsende am 7. postoperativen Tag auf 40 %. Die 24-Stunden-Mortalitat im
zweiten Versuchsteil variierte zwischen 12,5 % in der 2. Hypothermiegruppe und 42—
50 % in den anderen zwei Gruppen. Die insgesamt hohere Mortalitdt im zweiten
Versuchsteil lasst sich mit der starker ausgepragten SAB in diesem Versuchsteil mit
hoherem ICP und schlechterer Erholung der zerebralen Durchblutung in diesem
Versuchsteil erklaren.

4.2.8 Neurologische Erholung und Korpergewicht

Bisher gab es keinen standardisierten Test zur Messung der neurologischen Defizite
nach einer SAB bei der Ratte. Wir haben einen Test nach Katz und seinen
Mitautoren verwendet und ihn so modifiziert, dass er sowohl frihe als auch spate
Defizite sensitiv wiedergab (Thal et al., 2008).

Im ersten Versuchsteil hatten alle Tiere mit durchschnittlich ca. 10-15/175 Punkten
am 1. postoperativen Tag verhaltnismaRig geringe neurologische Defizite. Bei
Tieren, die die gesamte Beobachtungsperiode Uberlebt haben, war am
7. postoperativen Tag mit den verwendeten Tests unabhangig von der Gruppe keine
neurologische Einschrankung mehr nachweisbar. Daher konnte kein Effekt der
Hypothermie auf die neurologische Erholung gezeigt werden.

Bei den Kontrolltieren des zweiten Versuchsteils war die neurologische Dysfunktion
24 Stunden nach SAB mit 30/175 immer noch mild, aber deutlich starker ausgepragt
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als im ersten Versuchsteil. Damit wurde es prinzipiell moglich, einen therapeutischen
Effekt der Hypothermie zu detektieren.

In der Tat waren die neurologischen Defizite bei den Hypothermietieren der zweiten
Versuchsgruppe signifikant weniger ausgepragt als bei der entsprechenden
Kontrollgruppe. Dieser Effekt konnte durch die vorubergehende Verringerung des
ICPs, durch eine Reduktion des zerebralen Metabolismus (Ginsberg et al., 1992),
durch eine niedrigere Produktion freier Radikaler (Chan etal., 1984) oder einer
geringeren Freisetzung exzitatorischer Aminosauren (Schubert et al., 2008) erklart
werden. Die genauen Mechanismen mussten in nachfolgenden Untersuchungen

geklart werden.

Als allgemeiner Parameter fur das Wohlbefinden der Tiere wurde im ersten
Versuchsteil taglich das Korpergewicht dokumentiert. Am 1. Tag nach der SAB kam
es in allen Gruppen zu einem Abfall des Korpergewichtes um mehr als 10 %. Im
Verlauf nahmen die Kontrolltiere weiter ab, wahrend die Hypothermietiere wieder
zunahmen und am 7. postoperativen Tag signifikant schwerer waren als die
Kontrolltiere. Diese Ergebnisse zeigen, dass auch im ersten Versuchsteil ein
positiver Effekt der Hypothermie zu verzeichnen war, dieser sich nur nicht im

Neuroscore widerspiegelt.
4.2.9 Hirnwassergehalt

24 Stunden nach der SAB kam es in der Hemisphare ipsilateral der Blutung zu einem
signifikanten Anstieg des Hirnwassergehaltes im Vergleich zu nicht operierten Tieren
(native Tiere). Dies ist im Einklang mit den Ergebnissen von Shigeno und seinen
Koautoren (Shigeno et al., 1982) und mit friheren Ergebnissen aus unseren eigenen
Arbeitsgruppen (Thal et al., 2009). Wie in diesen Arbeiten kam es auch in der
aktuellen Studie 24 Stunden nach der SAB zu einem signifikanten Anstieg des
Hirnwassergehaltes im Vergleich zu nativen und sham-operierten Tieren. Auf der
kontralateralen Seite der Blutung war dieser Effekt nicht zu sehen. Die moderate
Hypothermie hatte keinen Einfluss auf den Hirnwassergehalt nach der SAB.

Unsere Ergebnisse stehen im Einklang mit wahrend oder nach Abschluss der
aktuellen Versuche durchgefuhrten Untersuchungen zur Wirkung der milden

Hypothermie auf die Hirnddembildung nach der SAB. So haben Thome und dessen
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Mitautoren und andere gezeigt, dass eine moderate Hypothermie durchaus die
posthamorrhagische Hirnddembildung reduzieren kann, allerdings nur, wenn diese
vor der SAB eingeleitet wurde (Thome et al.,, 2001, 2005, Piepgras et al., 2001,
Schubert et al., 2008). Auch bei der zerebralen Ischamie ist das Zeitfenster, in dem
die Hypothermie einen Einfluss auf den Hirnwassergehalt hat, sehr kurz (Ginsberg
et al., 1992, Preston und Webster, 2004). Dies kann dadurch erklart werden, dass
eine milde Hypothermie hauptsachlich die Bildung eines Hirnddems verhindert, die in
der ersten Stunde nach der SAB erfolgt, und eine bereits bestehende Hirnschwellung
nicht mehr beeinflussen kann. Folglich kann eine zu spat einsetzende Hypothermie
keine Wirkung auf den Hirnwassergehalt haben (Laszlo et al., 1995).
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Die Subarachnoidalblutung ist eine lebensgefahrliche Erkrankung mit einer Mortalitat
von ca. 50 %. Die initiale Blutung, die Re-Blutung und ihre Folgen tragen in den
ersten 48 Stunden zur hohen Mortalitat bei. Die genauen Pathomechanismen sind
noch nicht ausreichend untersucht, sodass aktuell nur wenige Therapieansatze fur
diese fruhe Phase der Erkrankung vorliegen.

Die moderate Hypothermie hat sich als starkes Neuroprotektivum bei der zerebralen
Ischamie und beim Schadel-Hirn-Trauma erwiesen. Ziel dieser Arbeit war es, die
akuten und chronischen Effekte der Hypothermie nach der SAB zu untersuchen.

Hierfur wurden Sprague-Dawley-Ratten narkotisiert, intubiert und kontrolliert
beatmet. AnschlieRend wurde endovaskular eine SAB induziert. Dieses Modell
wurde ausgewahlt, da es die pathophysiologischen Veranderungen nach der SAB
beim Menschen am ehesten nachahmt. Die Ratten wurden randomisiert und einer
der folgenden Gruppen zugeteilt: Kontrolltiere, zweistindige moderate Hypothermie
eine Stunde nach der SAB, zweistindige moderate Hypothermie drei Stunden nach
der SAB. Es wurden zum einen akute Effekte der Hypothermie auf den
intrakraniellen Druck, die zerebrale Perfusion und den mittleren arteriellen Druck
untersucht, zum anderen wurde der chronische Effekt der Hypothermie auf das
Hirnddem, die Mortalitat, die neurologische Erholung und das Gewicht der Tiere bis

zu sieben Tage nach der SAB erfasst.

Insgesamt fuhrte die Hypothermie zu einer signifikanten Reduktion des
intrakraniellen Druckes und zu einer signifikant besseren neurologischen Erholung
der Tiere nach der SAB. Ebenfalls zeigte sich bei den Hypothermiegruppen eine
signifikant schnellere Gewichtszunahme als Zeichen der besseren Erholung der
Tiere. Auf die anderen gemessenen Parameter konnte kein statistisch signifikanter
Effekt der Hypothermie nachgewiesen werden.

Die aktuellen Versuche legen nahe, dass eine nach der SAB begonnene moderate
Hypothermie eine potente neuroprotektive Wirkung entfaltet. Somit konnte eine
moderate Hypothermie nach weiterer, sorgfaltiger Prufung als Therapieoption beim
Menschen in Betracht gezogen werden.
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7. ABKURZUNGSVERZEICHNIS

A. Arterie
Aa. Arteriae

AV-Fistel arterio-venose Fistel

CBV zerebrales Blutvolumen (cerebral blood volume)

CBF zerebraler Blutfluss (cerebral blood flow)

CPP zerebraler Perfusionsdruck (cerebral perfusion pressure)
GCS Glasgow Coma Scale

Gl. Glandula

HT Hypothermie

Hz Hertz

ICP intrakranieller Druck (intracranial pressure)

LD Laser-Doppler

KG Korpergewicht

M. Musculus

MAC minimale alveolare Konzentration

MAP mittlerer arterieller Blutdruck (middle arterial pressure)
MW Mittelwert

N. Nervus

rCBF regionaler zerebraler Blutfluss (regional cerebral blood flow)

PaCO, CO, Partialdruck
PaO, O, Partialdruck

SAB Subarachnoidalblutung
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SEM

subkutan

standard error of mean
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