-

View metadata, citation and similar papers at core.ac.uk brought to you byff CORE

provided by Digitale Bibliothek Thuringen

Der Einfluf} einer
pranatalen Glukokortikoidtherapie auf die fetale
Hirndurchblutung und die zerebrale Autoregulation in

unterschiedlichen Gestationsaltern

- Eine Studie am chronisch instrumentierten Schaffetus in utero -

DISSERTATION

zur Erlangung des akademischen Grades

doctor medicinae (Dr.med.)

vorgelegt dem Rat der Medizinischen Fakultét

der Friedrich - Schiller - Universitit Jena

von Matthias Lohle

geboren am 29.04.1977 in Jena


https://core.ac.uk/display/224764758?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1

Gutachter:

1. PD Dr. Schwab, Jena

2. Prof. Dr. Seewald, Jena

3. Prof. Dr. Schréder, Hamburg

Tag der Offentlichen Verteidigung: 31.05.2005




ABKURZUNGSVERZEICHNIS

CBF
COX-2
CVR
ECoG
EEG
EKG
EMG
ET
MABD
MAP
MW
NIH
NNP
NO
NOS
PE

PG
PGE,
PLA,
PNMT
PVL

RDS
SEM
SSW
T

ABKURZUNGSVERZEICHNIS

Hirndurchblutung (cerebral blood flow)

Zyklooxygenase 2

zerebrovaskuldrer Widerstand (cerebrovascular resistance)

Elektrokortikogramm
Elektroenzephalogramm
Elektrokardiogramm
Elektromyogramm
Endothelin

Mittlerer arterieller Blutdruck
Mikrotubulus-assoziierte Proteine
Arithmetisches Mittel
National Institutes of Health
Natriumnitroprussid
Stickstoffmonoxid
Nitritoxidsynthetase
Phenylephrin

Prostaglandine

Prostaglandin E,
Phospholipase A,

Phenylethanolamin-N-Methyltransferase

Periventrikuldre Leukomalazie

MabBkorrelationskoeffizient nach Pearson

Atemnotsyndrom (Respiratory Distress Syndrom)

Standardfehler des Mittelwertes
Schwangerschaftswoche

Triiodthyronin



INHALTSVERZEICHNIS II
INHALTSVERZEICHNIS
1  ZUSAMMENFASSUNG 1
2 EINLEITUNG 3
2.1 Die klinische Bedeutung der prinatalen Glukokortikoidtherapie 3
2.2 Der Einflu} des Gestationsalters auf das kardiovaskulire System
des Feten 4
2.3 Der Einfluf} einer prinatalen Glukokortikoidtherapie auf das
kardiovaskulire System des Feten 5
2.4 Der Einflu} des Gestationsalters auf das zerebrovaskulire System
des Feten 6
2.4.1 Der EinfluB} des Gestationsalters auf den zerebrovaskuldren Widerstand
und die fetale Hirndurchblutung 6
2.4.2 Der EinfluB3 des Gestationsalters auf die zerebrale Autoregulation
des Feten 6
2.5 Der Einfluf} einer prinatalen Glukokortikoidtherapie auf das
zerebrovaskulire System des Feten 8
2.5.1 Der EinfluB einer prénatalen Glukokortikoidtherapie auf den zerebro-
vaskuldren Widerstand und die fetale Hirndurchblutung 8
2.5.2 Mogliche Ursachen der zerebrovaskuldren Glukokortikoideffekte 9
3  ZIELE DER ARBEIT 12
4  MATERIAL UND METHODE 14
4.1 Allgemeine Vorbemerkungen 14
4.2 Chirurgische Instrumentierung der Feten 14
4.3 Versuchsablauf 16



INHALTSVERZEICHNIS III
4.4 Beschreibung der einzelnen Versuchsteile 20
4.4.1 Datenerfassung 20
4.4.2 Blutgasbestimmung 20
4.4.3 Blutdruckanalyse 20
4.4.4 Hirndurchblutungsmessung 21
4.4.4.1 Mikrosphiarenmethode 21
4.4.4.2 Laser-Doppler-Methode 26
4.4.4.3 Hyperkapnie 29
4.5 Statistische Auswertung 29
5  ERGEBNISSE 30
5.1 Methodische Voruntersuchungen zur Laser-Doppler-Methode 30
5.1.1 Langzeitstabilitit des Lasersignals 31
5.1.2 Vergleich von Laser-Doppler- und Mikrosphdrenmethode 32
5.2 Physiologische Variablen 34
5.3 Der Einflu} des Gestationsalters und einer prinatalen Glukokortikoid-
therapie auf den fetalen Blutdruck 35
5.3.1 Der EinfluB3 des Gestationsalters auf den fetalen Blutdruck 35
5.3.2  Glukokortikoideffekte auf den fetalen Blutdruck am
111. Trachtigkeitstag 35
5.3.3 Vergleich der Glukokortikoideffekte auf den fetalen Blutdruck am
111. und 128. Triachtigkeitstag 36
5.4 Der Einflul} des Gestationsalters und einer prinatalen Glukokortikoid-
therapie auf die fetale Hirndurchblutung und den zerebrovaskuliren
Widerstand 38
5.4.1 Der Einfluf} des Gestationsalters auf die fetale Hirndurchblutung und
den zerebrovaskuldren Widerstand 38
5.4.2 Glukokortikoideffekte auf die fetale Hirndurchblutung am
111. Trachtigkeitstag 40



INHALTSVERZEICHNIS

5.4.3 Glukokortikoideffekte auf den zerebrovaskuldren Widerstand am
111. Trachtigkeitstag
5.4.4 Glukokortikoideffekte auf eine zerebrale Vasodilatation am
111. Trachtigkeitstag
5.4.4.1 Glukokortikoideffekte auf die fetale Hirndurchblutung unter
Vasodilatation
5.4.4.2 Glukokortikoideffekte auf den zerebrovaskuldren Widerstand unter

Vasodilatation
5.4.5 Vergleich der Glukokortikoideffekte am 111. und
128. Trachtigkeitstag
5.5 Der Einflu} des Gestationsalters und einer prinatalen Glukokortikoid-
therapie auf die zerebrale Autoregulation des Feten

5.5.1 Der EinfluB} des Gestationsalters auf die zerebrale Autoregulation

des Feten

5.5.2 Der EinfluB} einer prianatalen Glukokortikoidtherapie auf die zerebrale

Autoregulation des Feten

6 DISKUSSION

6.1 Methodische Betrachtungen
6.1.1 Der chronisch instrumentierte Schaffetus als tierexperimentelles Modell
6.1.2 Die Mikrosphdrenmethode
6.1.3 Die Laser-Doppler-Durchblutungsmessung

6.1.4 Bestimmung der Autoregulationsgrenzen

6.2 Diskussion der Ergebnisse

6.2.1 Der Einflu3 des Gestationsalters und einer prianatalen Glukokortikoid-

therapie auf den fetalen Blutdruck

6.2.2 Der Einflul des Gestationsalters auf das zerebrovaskuldre System
des Feten
6.2.2.1 Die ontogenetische Entwicklung des zerebrovaskuldren Wider-
standes und der fetalen Hirndurchblutung

6.2.2.2 Die ontogenetische Entwicklung der zerebralen Autoregulation

42

44

45

47

50

52

52

54

56

56
56
57
57
60

62

62

63

63
64



INHALTSVERZEICHNIS

6.2.3 Der EinfluB} einer pranatalen Glukokortikoidtherapie auf das
zerebrovaskulédre System des Feten
6.2.3.1 Glukokortikoideffekte auf den zerebrovaskuldren Widerstand und
die fetale Hirndurchblutung
6.2.3.2 Glukokortikoideffekte auf die zerebrale Vasodilatation
6.2.3.3 Glukokortikoideffekte auf die zerebrale Autoregulation
6.2.4 Die Folgen einer prinatalen Glukokortikoidtherapie fiir das
fetale Gehirn
6.2.4.1 Die Folgen einer pranatalen Glukokortikoidtherapie fiir das
normoxische Gehirn
6.2.4.2 Die Folgen einer prinatalen Glukokortikoidtherapie fiir das
hypoxische Gehirn

7 SCHLUSSFOLGERUNGEN

8 LITERATURVERZEICHNIS

9 ANHANG

9.1 Danksagung
9.2. Lebenslauf

9.3 Ehrenwortliche Erklirung

66

66

70
71

73

73

75

78

80

92

92

93

94



1 ZUSAMMENFASSUNG 1

1 ZUSAMMENFASSUNG

Die prinatale Glukokortikoidtherapie wird in der Klinik routineméfig zur Lungenreifung
bei ca. 60 % der von einer Frithgeburt bedrohten Feten durchgefiihrt. Diese Behandlung
geht jedoch mit einer Reihe von extrapulmonalen Nebenwirkungen einher. So konnte beim
fetalen Schaf, an dem diese Therapie entwickelt worden war, unter anderem eine Erhohung
des peripheren und zerebralen GefdBwiderstandes nachgewiesen werden, die zu einem

Anstieg des arteriellen Blutdruckes und zu einer Senkung der Hirndurchblutung fiihrte.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war zu untersuchen, inwieweit die kardio- und zerebro-
vaskuldren Nebenwirkungen vom Zeitpunkt der Glukokortikoidtherapie abhingen, da es
im derzeit empfohlenen Anwendungszeitraum beim Feten zur Reifung der hypothalamo-
hypophyso-adrenalen Achse sowie des kardio- und zerebrovaskuldren Systems kommt.
Desweiteren sollte iiberpriift werden, ob Glukokortikoide aufgrund der Erhdhung des
zerebralen Gefiwiderstandes die obere zerebrale Autoregulationsgrenze zu hoheren
Blutdruckwerten verschieben und dadurch ein protektiver Mechanismus gegentiber intra-

ventrikuldren Blutungen entsteht.

Die Untersuchungen fanden in utero am chronisch instrumentierten Schaffeten, dem Tier-
modell fiir die menschliche Fetalperiode, statt. Die Feten befanden sich in einem
Gestationsalter, das beim Menschen der 28. bis 29. SSW entspricht und das vor dem durch
die Reifung der Nebennieren bedingten, physiologischen Kortisolanstieg am Ende der
Schwangerschaft liegt. Nach abdominellem Median- und Uterusschnitt beim Muttertier
wurden GefaBBkatheter sowie Lasersonden im zerebralen Kortex der Feten implantiert, um
den Blutdruck und die Hirndurchblutung messen zu kénnen. Nach Riickverlagerung der
Feten und einer fiinftdgigen Erholungsphase wurden die Versuche begonnen. Zur
diskontinuierlichen, quantitativen Messung der Hirndurchblutung wurden fluoreszierende
Mikrosphéren verwendet, die sowohl vor als auch 24 und 48 Stunden nach Beginn einer
Betamethasoninfusion injiziert wurden. Die Hirndurchblutung wurde unter normoxischen
und unter hyperkapnischen Bedingungen bestimmt, da Glukokortikoide im adulten Gehirn
die zerebrale Vasodilatationskapazitit beeinflussen. Die zerebralen Autoregulations-
grenzen wurden vor und 24 Stunden nach Infusionsbeginn wihrend pharmakologisch
induzierter, akuter Blutdruckédnderungen gemessen. Zur exakten Bestimmung der

Autoregulationsgrenzen ist eine kontinuierliche Aufzeichnung akuter Hirndurchblutungs-

-1-



1 ZUSAMMENFASSUNG 2

anderungen notwendig. Daher wurde die Laser-Doppler-Durchblutungsmessung erstmals
am sich frei in utero bewegenden Feten angewandt und zunichst methodisch validiert. Die
Ergebnisse wurden mit Daten von Feten eines Alters verglichen, das beim Menschen der

34. SSW entspricht und in dem bereits hohere Kortisolspiegel vorliegen.

Die Betamethasoninfusion fiihrte zu einem Anstieg des fetalen Mitteldruckes von 40 auf
50 mmHg (p<0,01). Im Vergleich zu den dlteren Feten wurde deutlich, daB3 die jiingeren
Feten nach dem Infusionsbeginn einen ausgepriagteren Blutdruckanstieg zeigten (p<0,05).
Innerhalb von 24 Stunden Behandlung kam es ferner zu einer Verdopplung des zerebro-
vaskuldren Widerstandes (p<0,05), der mit einem Abfall der fetalen Hirndurchblutung von
ca. 40 % einherging (p<0,05). Desweiteren konnte zu diesem Zeitpunkt eine Verminderung
der Vasodilatationskapazitit unter Hyperkapnie nachgewiesen werden (p<0,05).
48 Stunden nach Beginn der Betamethasoninfusion waren diese Verdnderungen riicklaufig.
Die zerebrovaskuldren Glukokortikoideffekte zeigten im Gegensatz zu den kardio-
vaskuldren  Glukokortikoideffekten keine  Abhidngigkeit vom  Gestationsalter.
Die Validierung der Laser-Doppler-Durchblutungsmessung erbrachte eine gute Langzeit-
stabilitit des Lasersignals sowie eine gute Korrelation zur etablierten Mikrospharen-
methode. Mit wachsendem Gestationsalter konnte ein Anstieg der oberen Autoregulations-
grenze von 50 auf iiber 100 mmHg festgestellt werden, aus dem eine deutliche Ver-
breiterung des Autoregulationsbereiches resultierte. Die Betamethasonbehandlung fiihrte
sowohl zur Erhohung der unteren Autoregulationsgrenze von 35 auf 43 mmHg als auch zu

einem Anstieg der oberen Autoregulationsgrenze von 50 auf iiber 80 mmHg (p<0,05).

Die glukokortikoidbedingte Verschiebung der oberen Autoregulationsgrenze schiitzt
vermutlich vor allem wéhrend hypertoner Blutdruckphasen, wie sie im Rahmen einer
postasphyktischen Hyperperfusion vorkommen, das unreife Gehirn vor intraventrikuldren
Blutungen. Andererseits muf3 aufgrund der gleichzeitigen Senkung der Hirndurchblutung
und der Verschiebung der unteren Autoregulationsgrenze davon ausgegangen werden, dal3
es bei einem Blutdruckabfall, z.B. wéhrend einer perinatalen Asphyxie, von der etwa ein
Drittel der Frithgeborenen betroffen sind, zu einer kritischen Verminderung der Hirn-
perfusion unter der Behandlung kommt. Tatsédchlich gibt es aus Untersuchungen unserer
Arbeitsgruppe erste Hinweise dafiir, da3 Glukokortikoide zur Verstiarkung der Hirnschiden
unter einer Asphyxie fiihren. Die Entscheidung iiber eine zweifellos wichtige, prénatale

Glukokortikoidtherapie sollte daher in jedem Fall kritisch und iiberlegt getroffen werden.

-0



2 EINLEITUNG 3

2 EINLEITUNG

2.1 Die Kklinische Bedeutung der prinatalen Glukokortikoidtherapie

In den letzten 10 Jahren ist die Frithgeborenenrate in den westlichen Industriestaaten vor
allem aufgrund zunehmender Mehrlingsschwangerschaften (Blondel et al., 2002) und eines
gesellschaftlichen Trends zur spiten Mutterschaft (Tough et al.,, 2002) kontinuierlich
angestiegen (MacDorman et al., 2002) und betrdgt heute in den USA laut aktueller
epidemiologischer Studien ungefdhr 12 Prozent (MacDorman et al., 2002; Dole et al.,
2003). Das friihgeborene Kind weist durch die Unreife seiner Organsysteme ein
spezifisches Risikospektrum fiir einige Krankheiten auf, die dessen perinatale Mortalitét
erhéhen und zu denen insbesondere das Respiratory Distress Syndrom (RDS) und intra-

ventrikuldre Blutungen zdhlen.

Bereits im Jahre 1969 entdeckte Mount Liggins, daB3 eine prinatale Glukokortikoid-
behandlung beim fetalen Schaf die Lungenreifung beschleunigt (Liggins, 1969). Drei Jahre
spater konnte er anhand der ersten randomisierten, kontrollierten Studie demonstrieren, dafl
sich die perinatale Sterblichkeit und die Inzidenz des Respiratory Distress Syndroms
(RDS) durch eine prinatale Betamethasontherapie deutlich reduzieren lassen (Liggins &
Howie, 1972). Seitdem haben viele klinische Studien stattgefunden, die protektive Eigen-
schaften von Glukokortikoiden gegeniiber dem RDS (Ubersichten in Ballard & Ballard,
1995; Crowley, 1995) und gegeniiber intraventrikuldren Blutungen (Leviton et al., 1993;
Elimian et al., 1999) nachweisen konnten. Darauf aufbauend empfahlen 1994 die National
Institutes of Health (NIH) in den USA den Einsatz von Glukokortikoiden bei von einer
Frithgeburt bedrohten Schwangeren (National Institutes of Health Consensus Conference,
1995). Innerhalb eines kurzen Zeitraumes stieg nach dieser Empfehlung der Anteil der
Miitter von Frithgeborenen, die mit Glukokortikoiden behandelt wurden, in den USA von
12-18 % auf 60 % (Elimian et al., 1999). Die aktuellen Richtlinien der NIH empfehlen eine
pranatale Glukokortikoidbehandlung bei allen Frauen zwischen der 24. und der
34. Schwangerschaftswoche (SSW), bei denen innerhalb von 7 Tagen das Risiko einer

Frithgeburt besteht (NIH Consensus Statement, 2000).

In zunehmendem Maf3e gibt es jedoch auch Hinweise fiir extrapulmonale Nebenwirkungen

einer solchen Therapie. So fiihrte im Tierversuch bereits die einmalige, miitterliche Gabe
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von Glukokortikoiden bei Primaten- (Uno et al., 1994) bzw. Schaffeten (Jobe et al., 1998)
zu Wachstumsretardierungen. Ferner konnte unsere Arbeitsgruppe sowohl bei reifen
Schaffeten (Schwab et al., 2001) als auch bei unreifen Primatenfeten (Antonow-Schlorke
et al., 2003a) einen Verlust Mikrotubulus-assoziierter Proteine (MAP) nach einer Gluko-
kortikoidbehandlung beobachten. Diese histologischen Verdnderungen scheinen nach einer
Glukokortikoidgabe im letzten Schwangerschaftsdrittel unabhéngig vom Gestationsalter
aufzutreten und werden offenbar nicht durch den physiologischen Kortisolanstieg

beeinflult (Antonow-Schlorke et al., 2002).

Bei menschlichen Feten konnten unter miitterlicher Betamethason- bzw. Dexamethason-
behandlung akute Verhaltensinderungen, wie z.B. eine Abnahme von Korper- und
Atembewegungen sowie der Herzfrequenzvariabilitdit (Mulder et al., 1994; Derks et al.,
1995; Senat et al., 1998) nachgewiesen werden. Ferner wurden bei frithgeborenen Babies
eine Erhohung des arteriellen Blutdruckes (Kari et al., 1994; Demarini et al., 1999) sowie
eine Verzogerung der kognitiven und psychomotorischen Entwicklung (Esplin et al., 2000)

nach der Therapie beobachtet.

2.2 Der Einflu} des Gestationsalters auf das kardiovaskuliire System des Feten

Schon seit langem ist bekannt, daB3 der mittlere arterielle Blutdruck des Feten im letzten
Schwangerschaftsdrittel zunimmt (Boddy et al., 1974; Dawes et al., 1980; Kitanaka et al.,
1989), wihrend gleichzeitig die Herzfrequenz abnimmt (Kitanaka et al., 1989). Eine
hervorragende Studie iiber die Ontogenese des kardiovaskuldren Systems findet sich in den
Untersuchungen von Unno et al. (1999), die einen kontinuierlichen Blutdruckanstieg und
eine sukzessive Herzfrequenzsenkung vom 120. bis zum 140. Trichtigkeitstag (Tréachtig-
keitsdauer ca. 150 Tage) bei chronisch instrumentierten Schaffeten nachweisen konnten.
Der ontogenetische Blutdruckanstieg wird vermutlich durch den Anstieg des Herzzeit-
volumens und des peripheren vaskuldren Widerstandes (Hanson, 1995) sowie durch den im
letzten Schwangerschaftsdrittel zunehmenden Plasmaspiegel des Kortisols bedingt, das
stimulierende Effekte auf das kardiovaskuldre System hat (Magyar et al., 1980; Norman &
Challis, 1987). So lieB8 sich z.B. bei fetalen Schafen der physiologische Blutdruckanstieg
durch beidseitige Adrenalektomie unterbrechen, konnte jedoch nach Kortisolsubstitution

erneut beobachtet werden (Unno et al., 1999).
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2.3 Der Einfluf} einer prianatalen Glukokortikoidtherapie auf das kardiovaskuliire

System des Feten

Glukokortikoide verursachen aufgrund einer peripheren Vasokonstriktion eine unmittel-
bare Steigerung des arteriellen Blutdruckes beim Feten (Derks et al., 1997). Diese Blut-
drucksteigerung konnte bislang sowohl bei unreifen (Tangalakis et al., 1992) und reifen
Schaffeten (Derks et al., 1997; Schwab et al., 2000; Roedel, 2002) als auch bei friihge-
borenen Babies (Demarini et al., 1999; Kari et al., 1994) nachgewiesen werden. Dariiber-
hinaus wurde nach einer prénatalen Glukokortikoidbehandlung bei adulten Ratten (Levitt
et al., 1996; Celsi et al., 1998) sowie beim adulten Schaf (Dodic et al., 1998) auch im
spéteren Leben eine arterielle Hypertonie beobachtet. Miitterliche Untererndhrung und die
damit einhergehenden erhohten fetalen Glukokortikoidspiegel bewirken postnatal ebenfalls
eine dauerhafte Erhohung des arteriellen Blutdruckes (Gardner et al., 1997; Langley Evans
et al., 1997; Hoet et al., 1999). Da prinatale Einfliisse auf das Herz-Kreislauf-System eine
bedeutende Rolle bei der fetalen Programmierung spéterer, kardiovaskuldrer Erkrankungen
spielen (Barker, 1998), konnen derzeit auch Langzeitfolgen einer Glukokortikoid-

behandlung nicht ausgeschlossen werden.

Wie unsere Arbeitsgruppe zeigen konnte, beruht die wahrend der Therapie auftretende Er-
héhung des peripheren GefiBwiderstandes vermutlich zum Teil auf einer Anderung der
Empfindlichkeit der fetalen GefdBe gegeniiber vasoaktiven Mediatoren (Anwar et al.,
1999). Bei Adulten konnten unter Glukokortikoiden ferner eine Aktivierung des Renin-
Angiotensin-Systems, eine Vermehrung von Angiotensin-II-Typ-I-Rezeptoren und eine
Hemmung vasodilatatorischer Mechanismen, wie z.B. des Kallikrein-Kinin-Systems und

des Prostaglandinsystems, nachgewiesen werden (Ubersicht in Saruta, 1996).

Ein weiterer in Frage kommender Mechanismus fiir die Blutdruckerh6hung unter der
Therapie ist eine Aktivierung der Phenylethanolamin-N-Methyltransferase (PNMT), die
unter dem EinfluB von Glukokortikoiden sowohl im Nebennierenmark (Wurtman &
Axelrod, 1966; Wong et al., 1985; Wan & Livett, 1989) als auch in extraadrenalem
Gewebe (Ciaranello et al., 1973; Moore & Phillipson, 1975; Bohn et al., 1982; Kennedy et
al., 1993) nachgewiesen werden konnte und zu einer Steigerung der Adrenalinsynthese
fiihrt. Wihrend die einmalige, miitterliche Glukokortikoidgabe bei neugeborenen

Kaninchen zum Anstieg des Katecholaminspiegels fiihrte (Moftaquir Handaj et al., 1999),
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konnte bei Schaffeten jedoch kein Anstieg des Katecholaminspiegels unter Gluko-
kortikoiden beobachtet werden (Derks et al., 1997).

2.4 Der Einflu} des Gestationsalters auf das zerebrovaskulire System des Feten

2.4.1 Der Einfluf} des Gestationsalters auf den zerebrovaskuliren Widerstand und

die fetale Hirndurchblutung

Zur ontogenetischen Entwicklung des zerebrovaskuldren Systems gibt es bislang nur
wenige systematische Untersuchungen. So konnten einige Autoren beim fetalen Schaf eine
Zunahme der fetalen Hirndurchblutung (Szymonowicz et al., 1988; Gleason et al., 1989;
Helou et al., 1994; Northington et al., 1997) sowie eine Abnahme des zerebrovaskuldren
Widerstandes (Helou et al., 1994) im letzten Schwangerschaftsdrittel nachweisen.
Desweiteren ist bekannt, da3 sich die Distribution der zerebralen Durchblutung am Ende
der Schwangerschaft in Vorbereitung auf das extrauterine Leben zugunsten des Kortex

andert (Szymonowicz et al., 1988).

Als Ursachen der Zunahme der fetalen Hirndurchblutung mit dem Gestationsalter kommen
einerseits der Anstieg des Herzzeitvolumens und des mittleren arteriellen Blutdrucks und
andererseits ein Abfall des zerebrovaskuldaren Widerstandes in Betracht. Die Abnahme des
zerebrovaskuldren Widerstandes kann dabei darauf zuriickgefiihrt werden, daB3 einerseits
die Bedeutung vasokonstriktiver, noradrenerger Mechanismen fiir die Steuerung der
Hirndurchblutung mit wachsendem Alter des Feten schwindet (Wagerle et al., 1990) und
andererseits vasodilatative Mediatoren, wie z.B. Stickstoffmonoxid (NO) und
Prostaglandine, im letzten Schwangerschaftsdrittel in wachsendem Malle an Einflu3 als
Regulatoren des zerebralen Blutflusses gewinnen (Northington et al., 1997; van Bel et al.,

1997; Hardy et al., 1999; Wright et al., 2001).

2.4.2 Der EinfluB} des Gestationsalters auf die zerebrale Autoregulation des Feten

Bislang liegen nur wenige Studien vor, in denen die Ontogenese der zerebralen Auto-
regulation beim Feten untersucht wurde. Die meisten Arbeitsgruppen verwendeten die
Mikrosphdrenmethode, um die Grenzen der zerebralen Autoregulation zu bestimmen
(Tweed et al., 1983; Ashwal et al., 1984; Papile et al., 1985; Szymonowicz et al., 1990;
Helou et al., 1994). Ein Nachteil dieser Methode besteht jedoch darin, daB eine



2 EINLEITUNG 7

Bestimmung der Hirndurchblutung je nach Anzahl der zur Verfiigung stehenden Farbstoff-
markierungen nur an maximal 7 MeBpunkten durchgefiihrt werden kann. Eine exakte
Berechnung der Autoregulationsgrenzen ist somit bei Verwendung der Mikrosphéren-
methode sehr schwierig, da fiir eine genaue Darstellung des Verhiltnisses zwischen
mittlerem arteriellen Blutdruck und der Hirndurchblutung viele Datenpaare bendtigt
werden (Jones et al., 1999). Ein weiterer Nachteil vieler Studien ist, da3 zur Untersuchung
der zerebralen Autoregulation verschiedene Verfahren zur Blutdrucksenkung bzw.
-steigerung genutzt wurden. Ferner wurden hiufig Gruppen aus Versuchstieren mit stark
variierendem  Gestationsalter gebildet, wodurch eine altersgerechte Bewertung
ontogenetischer Verdnderungen zusitzlich erschwert wird (Purves & James, 1969; Tweed
et al., 1983; Ashwal et al., 1984; Szymonowicz et al., 1990). Es ist daher nicht iiber-
raschend, daB sich die Ergebnisse der einzelnen Arbeitsgruppen zu diesem Thema zum
Teil deutlich unterscheiden. So betrug beim fetalen Schaf der in den wichtigen Hirn-
regionen gemessene, autoregulierte Blutdruckbereich am 118.-122. Tréchtigkeitstag
45-80 mmHg (Papile et al., 1985), am 124.-146. Trachtigkeitstag 30-78 mmHg (Ashwal
et al., 1984), am 130.-140. Trichtigkeitstag 42-62 mmHg (Tweed et al., 1983) und in der
grauen Substanz bei exteriorisierten, andsthesierten Schaffeten des 135.-150. Trachtigkeits-

tages 43-90 mmHg (Purves & James, 1969).

Beim fetalen Schaf konnte bereits am 92. Triachtigkeitstag (0,61 der Gestationsdauer) eine
inkonstante, globale Autoregulation im gesamten Gehirn beobachtet werden (Helou et al.,
1994), wihrend eine stabile Autoregulation erstmals im Hirnstamm zwischen dem 90. und
100. Trachtigkeitstag nachgewiesen werden konnte (Szymonowicz et al., 1990). Eine
stabile, globale Autoregulation fand sich beim Schaffeten dagegen erst am
118.-122. Trachtigkeitstag (Papile et al., 1985). Es ist daher wahrscheinlich, dal3 sich die
zerebrale Autoregulation zuerst in den dlteren zytoarchitektonischen Strukturen wie dem
Hirnstamm und den subkortikalen Regionen entwickelt, ehe sie sich z.B. auch im Kortex

manifestiert (Szymonowicz et al., 1990; Helou et al., 1994; Tuor & Grewal, 1994).

Eine alternative Methode zur Bestimmung der relativen Hirndurchblutung ist die Laser-
Doppler-Durchblutungsmessung. Der Vorteil dieser Methode, die auf dem Doppler-Effekt
beruht, besteht in der Moglichkeit zur kontinuierlichen Messung akuter Durchblutungs-
anderungen. Der Laser emittiert kohdrentes, monochromatisches Licht im Infrarotbereich

mit einer Wellenldnge von 780 nm, welches iiber ein Glasfaserkabel ins Gewebe
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iibertragen wird. Der Laserstrahl erreicht eine Eindringtiefe von ca. 1 mm (Stern et al.,
1977; Haberl et al., 1989) und wird sowohl durch sich bewegende Erythrozyten als auch
durch stationédres Zellgewebe reflektiert. Im Gegensatz zum reflektierten Licht der fixen
Zellen weist das von den Erythrozyten reflektierte Licht eine Phasenverschiebung auf, die
mit der Geschwindigkeit der Erythrozyten zunimmt. Die Berechnung des Blutflusses
basiert auf dem linearen Verhiltnis zwischen dem Anteil des phasenverschobenen,
reflektierten Lichtes und dem Volumen bewegter roter Blutzellen. Diese relativ neue
Methode wurde bereits erfolgreich eingesetzt, um die zerebrale Autoregulation bei adulten
Ratten (Dirnagl et al., 1989) sowie bei neugeborenen (Tuor & Grewal, 1994) und adulten
Kaninchen (Florence & Seylaz, 1992; Tuor & Grewal, 1994) zu untersuchen. Dagegen
konnte die Laser-Doppler-Methode bislang nicht zur Hirndurchblutungsmessung am
Gehirn nicht andsthesierter Feten in utero verwendet werden, da es einerseits durch die
fetalen Korperbewegungen und andererseits durch wachstumsbedingte Verschiebungen der
Schidelknochen héufig zur Dislokation der Lasersonden kam. Unsere Arbeitsgruppe ent-
wickelte daher Mdglichkeiten zur Fixierung der Lasersonden am Schiddelknochen des
Feten, mit deren Hilfe sich die Empfindlichkeit des Lasersignals gegeniiber Bewegungs-
artefakten erheblich reduzieren lieB (Miiller et al., 2002). Nach den in dieser Arbeit
vorgestellten methodischen Vorversuchen war es nunmehr mittels der Laser-Doppler-
Durchblutungsmessung erstmals mdglich, die Grenzen der zerebralen Autoregulation mit

einer hohen zeitlichen Auflosung zu bestimmen.

2.5 Der EinfluB} einer prianatalen Glukokortikoidtherapie auf das zerebrovaskulire

System des Feten

2.5.1 Der Einflu einer prianatalen Glukokortikoidtherapie auf den zerebro-

vaskuliren Widerstand und die fetale Hirndurchblutung

Fiir eine mogliche Beeinflussung der fetalen Hirndurchblutung durch Glukokortikoide gab
es zundchst vor allem indirekte Hinweise. So konnte bei adulten Ratten nach Adrenal-
ektomie und der damit einhergehenden Senkung des Glukokortikoidplasmaspiegels eine
Zunahme der kortikalen und hippokampalen Durchblutung beobachtet werden (Endo et al.
1994). In einer spiteren Studie zeigte die gleiche Arbeitsgruppe, dall eine Langzeit-
behandlung adulter Ratten mit Glukokortikoiden zu einer Senkung der Durchblutung im
Hippokampus fiihrt, die mit schweren histologischen Schdden einhergeht (Endo
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et al,, 1997). Unsere Arbeitsgruppe konnte dagegen erstmals direkte Effekte einer
prénatalen Glukokortikoidbehandlung auf das zerebrovaskuldre System des Feten in utero
nachweisen (Schwab et al., 2000; Roedel, 2002). So wurde bei Schaffeten des 128.
Trachtigkeitstages (0,87 der Tréachtigkeitsdauer) nach 24 Stunden Betamethasoninfusion
ein signifikanter Anstieg des zerebrovaskuldren Widerstandes und eine Senkung der
fetalen Hirndurchblutung beobachtet. Gleichzeitig kam unter der Glukokortikoid-
behandlung zu einem Verlust Mikrotubulus-assoziierter Proteine (MAP) und zu EEG-
Verdnderungen (Schwab et al., 2001; Roedel, 2002).

Fiir menschliche Feten liegen bislang nur uneinheitliche Erkenntnisse iiber mogliche
Glukokortikoideffekte auf die Hirndurchblutung vor. So wurden z.B. mittels transkranieller
Dopplersonographie bei beatmeten Frithgeborenen nach 24 Stunden Dexamethason-
behandlung unverdnderte (Ohlsson et al., 1994) bzw. erhohte FluBgeschwindigkeiten
(Cabanas et al., 1997) in den groBen Zerebralarterien gemessen. Da sich die Kreislauf-
regulation beatmeter Frithgeborener erheblich von der nicht sedierter Feten unterscheidet,
haben diese Untersuchungen jedoch nur geringe Aussagekraft fiir die fetalen Verhiltnisse
in utero. Doch auch bei der dopplersonographischen Messung an Feten in utero wurden
unterschiedliche Ergebnisse hinsichtlich zerebrovaskuldrer Glukokortikoideffekte ge-
wonnen. So konnten u.a. nach Dexamethasonbehandlung (Cohlen et al., 1996) bzw. nach
Betamethasonbehandlung (Rotmensch et al., 1999) in den grossen fetalen Hirnarterien
keine Verdnderungen des Stromungsprofils und des Pulsatilititsindex mittels Ultraschall-
dopplersonographie nachgewiesen werden, wéhrend in einer aktuellen Studie signifikante
Verminderungen des Pulsatilititsindex in der fetalen Aorta und in der A. cerebri media
nach miitterlicher Betamethasonbehandlung beobachtet wurden (Edwards et al., 2002). An
dieser Stelle muf} jedoch betont werden, daB3 mit der Dopplersonographie lediglich FluB3-
geschwindigkeiten in den groB3en zerebralen Arterien gemessen werden konnen und somit

keine direkte Bestimmung der autoregulierten, regionalen Hirndurchblutung moglich ist.

2.5.2 Mbogliche Ursachen der zerebrovaskuliren Glukokortikoideffekte

Eine Ursache fiir die unter der Glukokortikoidtherapie beobachtete Hirndurchblutungs-
senkung 148t sich in einem direkt vasokonstriktorischen Effekt der Glukokortikoide auf

den Gefdfitonus vermuten. So konnte unter einer prinatalen Glukokortikoidbehandlung
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eine Widerstandserh6hung sowohl an peripheren (Derks et el., 1997) als auch an zentralen

Gefallen (Schwab et al., 2000; Roedel, 2002) beobachtet werden (siehe auch 2.3).

Ein zweiter Mechanismus, iiber den die Glukokortikoide moglicherweise die fetale Hirn-
durchblutung zu senken vermogen, ist in deren Einflul auf den Prostaglandinstoffwechsel
zu suchen. Im Gegensatz zum adulten Gehirn zéhlen Prostaglandine beim Feten zu den
wichtigsten, hormonellen Mediatoren bei der Regulierung des zerebrovaskuldren Tonus
(Leffler & Busija, 1987; Jones et al., 1993; Benders et al., 1995). Glukokortikoide hemmen
die Prostaglandinsynthese in den meisten Geweben, so z.B. auch im Gefillendothel
(Blajchman et al., 1979; Crutchley et al., 1985; De Caterina & Weksler, 1986) und im
Hirngewebe (Weidenfeld et al., 1987). Dieser Effekt ist einerseits auf eine gesteigerte
Synthese von Lipocortin zurlickzufiihren, welches seinerseits die Phospholipase A, (PLA>)
hemmt und somit die Produktion von Arachidonsiure, der Muttersubstanz fiir die Prosta-
glandinsynthese, verhindert. Andererseits fithren Glukokortikoide zu einer verminderten
Expression der Zyklooxygenase 2 (COX-2) als induzierbarer Isoform der Zyklooxygenase
und inhibieren daher im adulten Organismus aufgrund der spezifischen COX-2-Hemmung
vor allem die stimulierte Prostaglandinsynthese (Ubersichten in Russo Marie, 1990;
Masferrer & Seibert, 1994; Goppelt-Struebe, 1997). Da jedoch im fetalen Gehirn die
COX-2 eine wesentliche Rolle fiir die Prostaglandinproduktion spielt, ist beim Fetus auch
eine Hemmung der basalen Prostaglandinsynthese durch Glukokortikoide zu erwarten
(Peri et al., 1995; Leffler, 1997). Die inhibitorische Wirkung der Glukokortikoide auf die
Prostaglandinsynthese konnte zudem bislang fiir das vasodilatatorisch aktive PGE, (Leffler
& Busija, 1987; Sessa & Nasjletti, 1990; Wagerle et al., 1991), nicht jedoch fiir das vaso-
konstriktive PGF,, nachgewiesen werden. Demnach hemmen Glukokortikoide vermutlich

spezifisch die vasodilatatorischen Komponenten des Prostaglandinsystems.

Eine dritte, denkbare Ursache fiir die unter Glukokortikoiden auftretende Hirndurch-
blutungssenkung mag auf deren Wirkung auf den Stoffwechsel beruhen. Schon seit
langerem sind katabole Glukokortikoideffekte auf den peripheren (Munck, 1971) und den
zentralen Metabolismus (Landgraf et al., 1978) bekannt. So konnte sowohl im neonatalen
(Tuor et al., 1997) als auch im adulten Rattenhirn (Doyle et al., 1994) eine Verminderung
der lokalen, zerebralen Glukoseutilisation nach Glukokortikoidgabe beobachtet werden.
Der Einflu8 der Glukokortikoide auf den neuronalen Stoffwechsel konnte auch in weiteren

Untersuchungen demonstriert werden, bei denen es nach Adrenalektomie und dem damit
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einhergehenden Abfall des Glukokortikoidspiegels zu einer gesteigerten, zerebralen
Glukoseutilisation im adulten Rattenhirn kam (Kadekaro et al., 1988). Da die zerebrale
Perfusion eng an den zerebralen Stoffwechselbedarf gekoppelt ist (Iadecola, 1993), fiihrt
eine Verminderung der Glukoseutilisation moglicherweise zu einer sekundiren Hirndurch-
blutungssenkung. Somit konnten auch die katabolen Stoffwechselwirkungen der Gluko-

kortikoide einen Abfall der Hirndurchblutung unter der Behandlung bewirken.
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3 ZIELE DER ARBEIT

Zu Beginn des letzten Schwangerschaftsdrittels kommt es beim Feten mit der Reifung der
hypothalamo-hypophyso-adrenalen Achse zum physiologischen Kortisolanstieg (Challis &
Brooks, 1989; Liggins, 1994) und gleichzeitig zur Reifung des kardio- und zerebro-
vaskuldren Systems in Vorbereitung auf das extrauterine Leben (sieche 2.2 und 2.4). Nach
den gegenwairtigen Richtlinien wird bei einer drohenden Frithgeburt zwischen der 24. und
der 34. SSW eine prédnatale Glukokortikoidtherapie zur Lungenreifung des Feten
empfohlen (siehe 2.1). Es ist bislang noch nicht bekannt, inwiefern die kardio- und
zerebrovaskuldren Nebenwirkungen der hierzu verwendeten synthetischen Gluko-
kortikoide durch die Reifung der hypothalamo-hypophyso-adrenalen Achse und des
kardiovaskuldren Systems beeinflult werden und ob Glukokortikoide nicht nur die Hirn-

durchblutung sondern auch die zerebrale Autoregulation des Feten beeintriachtigen.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit bestand deshalb darin, den Einflul einer pranatalen
Glukokortikoidtherapie auf

1. den fetalen Blutdruck

2. die fetale Hirndurchblutung und den zerebrovaskuldren Widerstand sowie

3. die Grenzen der zerebralen Autoregulation

in Abhidngigkeit vom Gestationsalter zu untersuchen.

Die Versuche wurden in utero an chronisch instrumentierten Schaffeten vom
111.-113. Trachtigkeitstag (Gestationsdauer insgesamt ca. 150 Tage) und somit vor dem
physiologischen Kortisolanstieg durchgefiihrt. Die von mir gewonnenen Resultate wurden
anschlieend mit bereits veroffentlichten Ergebnissen unserer Arbeitsgruppe von Feten des
128.-130. Trachtigkeitstages (Schwab et al., 2000; Roedel, 2002) verglichen, bei denen

bereits ein hoherer Kortisolspiegel besteht.

Im ersten Teil der Arbeit sollte anhand des Blutdruckes untersucht werden, inwiefern eine
pranatale Glukokortikoidtherapie das kardiovaskuldre System in Abhédngigkeit vom
Gestationsalter des Feten beeinflufit. Aus bisherigen Studien war bekannt, daf3 die fetale
Entwicklung von einem Anstieg des Blutdruckes und einem Abfall der Herzfrequenz
begleitet wird (siche 2.2) und dal} eine prédnatale Glukokortikoidbehandlung nach dem
Beginn des physiologischen Kortisolanstieges beim fetalen Schaf mit einer Blutdruck-

erhohung einhergeht (siehe 2.3). Bislang lagen jedoch noch keine Erkenntnisse dariiber
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vor, ob synthetische Glukokortikoide auch vor dem physiologischen Kortisolanstieg zu

einer Erhohung des fetalen Blutdruckes fiihren.

Im zweiten Teil der Arbeit sollte untersucht werden, ob eine prénatale Glukokortikoid-
therapie bereits vor dem physiologischen Kortisolanstieg zu Verdnderungen der fetalen
Hirndurchblutung und des zerebrovaskuldren Widerstandes fiihrt und inwieweit diese mit
Glukokortikoideffekten vergleichbar sind, die bei élteren Feten gemessen wurden. Studien
zu diesem Thema bezogen sich bislang nur auf das spite Gestationsalter. So kam es bei
Schaffeten des 128. Trachtigkeitstages nach 24 Stunden Betamethasoninfusion zu einer
signifikanten Hirndurchblutungssenkung und zu einem Anstieg des zerebrovaskulédren
Widerstandes (siehe 2.5.1). Zur Ermittlung der zerebrovaskuldren Nebenwirkungen der
pranatalen Glukokortikoidtherapie wurde die fetale Hirndurchblutung mit Hilfe
fluoreszierender Mikrosphiren sowohl unter Normalbedingungen als auch unter zerebraler
Vasodilatation bestimmt, da Glukokortikoide zu einer Einschrinkung der Vasodilatations-
kapazitdt der HirngefdBe fithren, indem sie die Prostaglandinsynthese hemmen (siche

2.5.2). Die zerebrale Vasodilatation wurde durch eine Hyperkapnie induziert.

Im dritten Teil der Arbeit sollte untersucht werden, wie sich die zerebrale Autoregulation
des Feten im letzten Schwangerschaftsdrittel entwickelt und ob sie durch eine préinatale
Glukokortikoidbehandlung beeinfluit wird. Die bisherigen Untersuchungen zur Onto-
genese der zerebralen Autoregulation erbrachten aufgrund zahlreicher, methodischer
Probleme widerspriichliche Ergebnisse (siehe 2.4.2). Um die Autoregulationsgrenzen exakt
bestimmen zu konnen, wurde erstmals die Laser-Doppler-Methode zur kontinuierlichen
Messung relativer Hirndurchblutungsédnderungen in utero angewandt. Vor Beginn der
Messungen wurden daher umfangreiche Tests durchgefiihrt, in denen die Langzeitstabilitdt
des Lasersignals nachgewiesen und die Laser-Doppler-Durchblutungsmessung gegen die
etablierte Mikrosphirenmethode validiert werden sollte. Da Glukokortikoide eine Vaso-
konstriktion der Hirngefdl3e beim Feten verursachen (siehe 2.5), waren unter der prianatalen
Glukokortikoidbehandlung auch Anderungen bei der zerebralen Autoregulation zu
erwarten. Im Mittelpunkt stand hierbei die Hypothese, dal der glukokortikoidbedingte,
erhohte Vasotonus zu einer Verschiebung der oberen Autoregulationsgrenze hin zu
hoheren Blutdruckwerten fiihrt und so das unreife Gehirn vor intraventrikuldren Blutungen
wihrend einer postasphyktischen Hyperperfusion schiitzt. Der Mechanismus fiir diesen

protektiven Effekt der Glukokortikoide war bislang unbekannt.
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4 MATERIAL UND METHODE

4.1 Allgemeine Vorbemerkungen

Die Untersuchungen wurden durch die Tierschutzkommission des Landes Thiiringen ge-
nehmigt und am Institut fiir Versuchstierkunde der Friedrich-Schiller-Universitdt Jena
durchgefiihrt. Fiir die chirurgische Instrumentierung wurden 3 sterile Mitarbeiter, 1 un-
steriler Mitarbeiter und 1 weitere Person fiir die Andsthesie sowie fiir die Durchfiithrung
der Experimente jeweils 3 Mitarbeiter benotigt. Neben der Datenanalyse nahm ich an der
chirurgischen Instrumentierung der Versuchstiere, den Experimenten und den darauf-
folgenden Sektionen teil und war ferner flir die Organpréparation, die Probenverarbeitung

und -messung verantwortlich.

Insgesamt 29 trachtige Schafe der Rasse Merino-Schwarzkopf (normale Trachtigkeitsdauer
ca. 150 Tage) mit bekanntem Gestationsalter wurden mindestens 5 Tage vor dem
chirurgischen Eingriff zur Akklimatisation in die Laborrdume gebracht und dort unter
kontrolliertem Hell-Dunkel-Rhythmus (12 h Licht, Dunkelheit von 18 Uhr bis 6 Uhr) mit
Wasser und Futter ad libitum versorgt. Um eine addquate Versorgung und Betreuung der
Tiere garantieren zu konnen, standen wihrend des gesamten Aufenthaltes ein Tierarzt

sowie mehrere Tierpfleger zur Verfligung.

4.2 Chirurgische Instrumentierung der Feten

Die chirurgische Instrumentierung der Tiere erfolgte im Trichtigkeitsalter von 106 £ 0,5
Tagen (jlingere Gruppe) bzw. von 120 = 1 Tagen (dltere Gruppe) (Mittelwert + SEM). Nach
24 Stunden Nahrungskarenz erhielten alle Tiere eine Prdmedikation mit 1 g Ketamin i.m.
(Ketamin 10, Atarost, Deutschland) und 0,04 mg/kg KG Atropinsulfat i.m. (Braun,
Melsungen, Deutschland). AnschlieBend wurde eine Vollnarkose mit 4 % Halothan
(Fluothane, Zeneca, Deutschland) eingeleitet und nach Intubation unter Beatmung mit

1,0-1,5 % Halothan in 100 % Sauerstoff aufrechterhalten.

Zunichst wurden beim Muttertier die linke A. carotis zur Gewinnung von Blutproben und
die linke V. jugularis externa zur postoperativen Verabreichung von Medikamenten
katheterisiert (Polyvinyl-Katheter, Riischelit, Riisch, Deutschland; 0,1 mm Innen- und

0,18 mm AuBendurchmesser). Fiir die Hyperkapnieversuche wurde ferner ein Tracheal-

-14 -



4 MATERIAL UND METHODE 15

katheter zur CO,-Insufflation eingebracht (Gleed et al., 1986). Nach abdominellem
Median- und anschlieBendem Uterusschnitt wurde der Fetus unter sorgsamer Schonung der
Nabelschnur exkorporiert und mit insgesamt 4 Polyvinyl-Kathetern bestiickt. Ein Katheter
wurde iiber die linke A. carotis communis in die Aorta ascendens zur arteriellen Blutdruck-
messung, zur Blutprobenentnahme sowie zur Referenzblutentnahme im Rahmen des
Mikrosphérenversuchs vorgeschoben. Ferner wurden Katheter {iber die linke V. jugularis
externa in der V. cava anterior (der humanen V. cava superior entsprechend) zur
Betamethasongabe und iiber die V. saphena magna in der V. cava posterior (der humanen
V. cava inferior entsprechend) zur Applikation der Mikrosphdren plaziert. Um hydro-
statisch bedingte Unterschiede des arteriell gemessenen Blutdruckes korrigieren zu
konnen, wurde desweiteren zur Aufzeichnung des Amniondruckes ein auf Herzhohe des

Feten befestigter Katheter in der Amnionhdhle implantiert.

Zur Ableitung des Elektrokardiogramms wurden Edelstahlelektroden (LIFYY, Metrofunk
Kabel-Union, Berlin, Deutschland) in die supraskapuldre Muskulatur beider Schultern
sowie in den Knorpel des Sternum eingendht. Drei weitere Elektroden wurden in der
Uterusmuskulatur befestigt, um eine Aufzeichnung von Uteruskontraktionen zu
ermoglichen. Zur Ableitung des Elektrokortikogramms (ECoG, nicht Gegenstand meiner
Untersuchungen) implantierten wir nach Freilegung der Schidelkalotte auflerdem
Messingschrdubchenelektroden bifrontal und biparietal in den Schédelknochen und
befestigten diese zusétzlich mit einem Kaltpolymerisat (Kallocryl, Laborchemie, Apolda,

Deutschland).

Zusitzlich wurden bei einigen Tieren 2 intrakortikale Lasersonden (400 pm Durchmesser,
Moor, Devon, UK) 8 mm in den rechten und linken parietalen Kortex durch Bohrlécher
vorgeschoben, die 16 mm lateral und 6 mm posterior des Bregma angelegt wurden. Um
eine Lockerung der Sonden durch wachstumsbedingte Verschiebungen des Schédel-
knochens zu verhindern, wurden diese jeweils nur auf einem Schédelknochen fixiert und

zusétzlich mit Kaltpolymerisat (Kallocryl, Laborchemie Apolda, Deutschland) gesichert.

Nach Riickverlagerung des Feten wurden alle Katheter, die Elektrodenkabel und die
Glasfaserkabel vom Laser durch eine Inzision in der seitlichen Bauchwand nach auflen
geleitet und abschliefend Uterus und Abdomen des Muttertieres wieder verschlossen. Eine

Ubersicht {iber die gesamte Instrumentierung des Feten findet sich in Abb. 1.
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Elektroden:

ECoG
EKG
EMG (Uterus)

T2 Katheter:
7 Amnionhohle
f (hydrostatischer Druck)

\ V. cava posterior
Lasersonden: \ \ \h ) (Mikrospharenapplikation)
2 intrakortikale /J J

Aorta ascendens
J J (Blutproben/RR-Messung)

— V. cava anterior
U (Betamethasongabe)

Lasersonden
(& 400 pm)

Abb. 1 Ubersicht iiber die Instrumentierung des Schaffeten

Um die Katheter offenzuhalten, wurden diese unmittelbar nach der Operation an Infusions-
pumpen angeschlossen und iiber den gesamten Versuchszeitraum mit heparinisierter
0,9%iger Kochsalzlosung (15 IU Heparin/ml) bei einer Infusionsrate von 0,5 ml/h gespiilt.
In den ersten drei postoperativen Tagen erhielten alle Muttertiere und Feten zweimal
taglich 0,5 g Ampicillin (Ampicillin, Ratiopharm, Deutschland) intravends bzw. in die
Amnionhohle als Infektionsprophylaxe. Zur Analgesie wurden den Muttertieren fiir 3 Tage
intravends zusitzlich 30-50 mg/kg Metamizol (Arthripur, Atarost, Deutschland) verab-

reicht.

4.3 Versuchsablauf

Im gesamten postoperativen Verlauf bis zum Ende des Experimentes wurden tiglich
Blutgaskontrollen durchgefiihrt, um den miitterlichen und den fetalen Gesundheitszustand
iiberwachen zu konnen. Um den Einflul des operativen Traumas auf die Versuchsergeb-
nisse zu minimieren, wurde allen Tieren eine mindestens flinftdgige Erholungsphase ein-
gerdumt. AnschlieBend erfolgte die randomisierte Zuteilung der Schafe in eine Kontroll-

gruppe und in eine mit Betamethason behandelte Gruppe.
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Die Hirndurchblutung und die zerebrale Autoregulation wurden immer zur gleichen Tages-
zeit bestimmt, um Auswirkungen der zirkadianen Rhythmik der endogenen Kortisol-
synthese (Schmidt & Thews, 1997), des kardiovaskuldren Systems (Unno et al., 1999) und
der Hirndurchblutung (Endo et al., 1990) auf die Versuchsergebnisse zu begrenzen. Die
Experimente begannen daher stets um 8.00 Uhr morgens. Um kardio- und zerebro-
vaskulédre Effekte einer pranatalen Glukokortikoidtherapie in unterschiedlichen Gestations-
altern untersuchen zu konnen, wurden bereits verdffentlichte Daten unserer Arbeitsgruppe
von reifen Feten des 128. Trachtigkeitstages (Roedel, 2002) verwandt und diese mit

meinen Versuchsergebnissen zu den unreifen Schafen verglichen (Tab. 1).

Am 110. £ 0,5 bzw. 127. = 1 Trachtigkeitstag wurde der Versuch zunédchst mit einer
48 Stunden dauernden Kontrollphase gestartet, in der Blutdruck, Amniondruck, EKG,
ECoG und Uterusaktivitdt kontinuierlich aufgezeichnet wurden. Am 2. Tag der Kontroll-
phase wurde die Hirndurchblutung mittels Laser-Doppler und Mikrosphiarenmethode
sowohl unter Normalbedingungen als auch unter induzierter Hyperkapnie gemessen.
Danach schlossen sich die Versuche zur Bestimmung der Autoregulationsgrenzen an.
Unmittelbar darauffolgend wurde mit der Infusion von 0,9%iger NaCl-Losung bzw. 3,3 ug
Betamethason (Celestan, Essex Pharma, Miinchen, Deutschland) pro Stunde und kg fetales
Korpergewicht iiber die fetale V. jugularis externa begonnen und diese fiir die nichsten
48 Stunden mit einer Rate von 1 ml/h aufrechterhalten. Das fetale Gewicht wurde hierbei
aus Wachstumskurven unserer Arbeitsgruppe gewonnen. Durch die direkte Applikation

des Betamethasons in den fetalen Kreislauf wurden mogliche Passageunterschiede

Tab. 1 Stichprobenzahlen

Alter Medikation Blutdruck- Mikrosphdren- | <o othodik Autoregula-
analyse versuch tionsgrenzen
& 0,9% NaCl-Losung 7 7 - -
& Betamethason 8 8 - -
—  Gesamt 15 15 5 7
o 0,9% NaCl-Losung 8* 8* - -
&= Betamethason 8* 8* - -
0
= Gesamt 16* 16* 7 7

*Diese Tiere stammen aus der Promotionsarbeit von Roedel (2002) und wurden von mir zum Vergleich von
Blutdruck, Hirndurchblutung und zerebrovaskuldrem Widerstand beider Gestationsalter verwendet.
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4 MATERIAL UND METHODE 18

zwischen oviner und humaner Plazenta umgangen. Desweiteren konnte durch die
gewichtsadaptierte Dosis sichergestellt werden, daf im fetalen Blut Plasmakonzentrationen
erreicht wurden, die denjenigen Wirkspiegeln entsprachen, die im Plasma der humanen
Nabelschnur 24 Stunden nach miitterlicher Glukokortikoidbehandlung gemessen wurden
(Petersen et al., 1980; Kream et al., 1983). Somit konnte den Empfehlungen der National
Institutes of Health Consensus Conference von 2000 fiir die klinische Anwendung von

Betamethason entsprochen werden.

Wihrend der gesamten Infusionsphase wurde die in der Kontrollphase begonnene Uber-
wachung der oben genannten fetalen Parameter fortgesetzt. 24 Stunden nach Beginn der
NaCl- bzw. Betamethasoninfusion wurden alle Versuche wiederholt. AbschlieBend wurde
nach 48 Stunden die Hirndurchblutung ohne erneuten Hyperkapnie-Versuch mittels Mikro-

sphéarenapplikation bestimmt.

Glukokortikoide fordern in der ovinen Plazenta durch Stimulation der 17o-Hydroxylase
die Ostrogenbiosynthese aus Progesteron und konnen daher innerhalb von 24 Stunden nach
Beendigung einer prénatalen Glukokortikoidbehandlung zum Abort fithren. Aus diesem
Grund wurden die Muttertiere unmittelbar nach Abschluf3 der experimentellen Phase mit
4 % Halothan narkotisiert und die Feten nach Bauch- und Uterusschnitt entnommen. Die
Feten wurden durch Exsanguination getdtet, anschlieBend die fetalen Gehirne {iber einen
Zugang in der A. carotis communis mit heparinisierter 0,9%iger Kochsalzlosung blutleer
gespiilt und mit 2%iger Formaldehydlosung perfusionsfixiert. Nach Bestimmung des
Korpergewichtes wurden zunéchst die korrekte Lage der Katheter im Korper des Feten
kontrolliert und anschlieBend Organproben zur weiteren Aufarbeitung entnommen. Die
Muttertiere wurden mittels intravendser Pentobarbitalapplikation (Narcoren, Aventis,

Deutschland) getdtet (siehe auch Schema iiber den gesamten Versuchsablauf in Tab. 2).

Wihrend des gesamten Versuches legten wir sehr viel Wert darauf, den Tieren unnétiges

Leiden sowie Schmerzen zu ersparen.

-18 -
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4 MATERIAL UND METHODE 20

4.4 Beschreibung der einzelnen Versuchsteile

4.4.1 Datenerfassung

Die abgeleiteten physiologischen Signale wurden mittels eines Physiographen (Gould
Instruments, Valley View, OH, USA) verstirkt, gefiltert (Bandbreiten fir EKG und
Uterus-EMG 30-300 Hz, fiir ECoG 0,3-30 Hz) und anschlieend iiber einen 16-Kanal A/D
Wandler (DT2801F, Data Translation, Marlborough, MA, USA) digitalisiert. Die dabei
verwendeten Abtastfrequenzen betrugen fiir das EKG 1024 Hz, fiir Uterus-EMG und
ECoG 128 Hz sowie 64 Hz fiir arteriellen Blutdruck und Amniondruck. Die Lasersignale
wurden mittels eines Laser-Doppler-Monitors (DRT4, Moor Instruments, Devon, UK) mit
der maximal mdglichen, analogen Abtastrate von 40 Hz erfalit und anschliefend
digitalisiert. Mit Hilfe eines am Institut fiir Pathophysiologie der Friedrich-Schiller-
Universitét entwickelten MeBprogrammes wurden die so gewonnenen Daten kontinuierlich
auf einem PC aufgezeichnet und gleichzeitig mit einem Papierschreiber (TA11, Gould

Instruments, Valley View, OH, USA) dokumentiert.

4.4.2 Blutgasbestimmung

Taglich um 8 Uhr wurden fetale und maternale Blutproben entnommen und mit Hilfe eines
Blutgasanalysators (ABL600, Radiometer, Kopenhagen, Dénemark) p,O,, p,CO; und pH
bestimmt. Die Messung erfolgte dabei unter Anpassung an die vorher beim Muttertier
rektal gemessene Korpertemperatur. Mehrfache Blutgasanalysen fanden insbesondere bei
der Hirndurchblutungsmessung unter Hyperkapnie statt. Um die zum Zeitpunkt der Mikro-
sphéarenapplikation herrschenden Verhéltnisse am besten wiedergeben zu konnen, wurden

die unmittelbar vor und nach der Applikation gemessenen Werte gemittelt.

4.4.3 Blutdruckanalyse

Zur Bestimmung des mittleren arteriellen Blutdrucks des Feten wurden die in der fetalen
A. carotis bzw. in der Amnionhohle plazierten Katheter mit Blutdruckwandlern (Braun,
Melsungen, Deutschland) verbunden, die vor Beginn der Versuchsreihe kalibriert wurden.
Die aufgezeichneten Signale wurden mittels der am Institut fiir Medizinische Statistik,
Informatik und Dokumentation der Friedrich-Schiller-Universitit Jena entwickelten Sig-
nalverarbeitungssoftware ATISA fiir WINDOWS ausgewertet. Die zwischen Herzhohe

und Hohe der Blutdruckwandler resultierenden Druckdifferenzen konnten hierbei korri-
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4 MATERIAL UND METHODE 21

giert werden, indem der sich mit der Tierlage entsprechend dndernde Amniondruck vom
arteriellen Blutdruck subtrahiert wurde. Aus den daraus resultierenden Druckwerten wurde
mittels Rechteckfunktion unter gleichzeitiger Reduktion der Signalfrequenz von urspriing-
lich 64 Hz auf 0,0166 Hz (also 1 Blutdruckwert/Minute) der mittlere arterielle Blutdruck
(MABD) gewonnen. Danach wurden die Minutenmittelwerte in eine selbst erstellte
EXCEL-Maske iibernommen und unter Zuhilfenahme der Protokollaufzeichnungen sowie
der Aufnahmen des Papierschreibers korrigiert. Dabei wurden Werte, die nachweislich
durch Manipulationen wihrend der einzelnen Versuchsteile, wie z.B. Katheterspiilungen,
Gabe von kreislaufwirksamen Medikamenten etc., entstanden waren, aus der Darstellung
des Blutdruckverlaufs ausgeschlossen. Gleiches galt fiir Signale, die wahrend ausgeprégter
Uteruskontraktionen aufgezeichnet wurden. Bei korrekturbedingtem Fehlen von Stunden-
mittelwerten wurde die entstandene Aufzeichnungsliicke durch lineare Interpolation der

angrenzenden Werte geschlossen.

4.4.4 Hirndurchblutungsmessung

4.4.4.1 Mikrosphiarenmethode

Die Bestimmung der Hirndurchblutung mittels der Mikrosphdrenmethode erfolgte un-
mittelbar vor, 24 Stunden und 48 Stunden nach Infusionsbeginn sowie wéhrend einer
induzierten Hyperkapnie jeweils vor und 24 h nach Infusionsbeginn. Da Uterus-
kontraktionen mit Blutdruck- und Herzfrequenzénderungen, einem Abfall des arteriellen
Sauerstoffpartialdruckes sowie mit Anderungen der elektrokortikalen ~Aktivitit
einschlieBlich Schlafstadiendnderungen einhergehen konnen (Nathanielsz et al., 1980;
Shinozuka & Nathanielsz, 1998), wurden die Messungen nicht wéhrend myographisch
nachweisbarer, verstarkter Uterusaktivitdt durchgefiihrt. Vor jeder Mikrosphéren-
applikation wurden ferner der pH-Wert und die fetalen Blutgase bestimmt, um einheitliche

Ausgangsbedingungen zu sichern.

Die Mikrosphdrenmethode zur quantitativen Bestimmung der regionalen Hirndurchblutung
ist am chronisch instrumentierten Schaffetus schon seit langem etabliert (Rudolph &
Heymann, 1967). Demnach passieren beim Fetus in vivo in die V. cava posterior injizierte
Mikrosphdren nahezu vollstindig das offene Foramen ovale und gelangen iiber den linken
Vorhof und den linken Ventrikel in den oberen Kreislauf. AnschlieBend erfolgt eine

fluBproportionale Verteilung der Sphiren auf die verschiedenen Organe. Entnimmt man
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4 MATERIAL UND METHODE 22

iber einen in der Aorta ascendens plazierten Katheter bei konstantem Referenzflu3 eine
Blutprobe, so 148t sich aus dem Verhiltnis zwischen der in den Organen und der in der
Referenzblutprobe gefundenen Mikrosphérenzahl die regionale Durchblutung in Organen

des oberen Kreislaufes wie folgt berechnen:

Durchblutung . = Mikrospharenzahlcewere X Referenzflull

(1)

Mikrosphérenzahlreferenz

Im Gegensatz zur Farbmikrosphdrenmethode (Kowallik et al., 1991) wurden von mir
fluoreszierende Polystyren-Mikrosphiren (FluoSpheres®, Molecular Probes, Eugene, OR,
USA) mit einem Durchmesser von 10 pm verwendet. Von den seitens der Firma ange-
botenen 7 verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffzubereitungen konnten 5 eingesetzt werden,
ohne daB aufwendige Verrechnungen von Spektreniiberlagerungen durchgefiihrt werden
multen. Unter Einsatz der Farben blau, blaugriin, gelbgriin, orange und crimson war somit
die quantitative regionale Mehrfachbestimmung der Durchblutung zu maximal 5 Zeit-
punkten moglich. Die Aufarbeitung aller Proben erfolgte in enger Anlehnung an die
detailliert beschriebenen Verfahrenstechniken von Dr. med. Ulf Emig, Georg-August-
Universitdt Gottingen, der liber langjdhrige Erfahrungen mit Fluoreszenzmikrosphéren ver-

fiigt (Emig, 1996).

Vor Applikation wurden die Fluoreszenzmikrosphéren zundchst in der vom Hersteller an-
gebotenen Losung (0,15 molare NaCl-Losung mit 0,02-0,05 % Tween 20 und 0,02 %
Thimerosal) im Ultraschallbad auf Korpertemperatur erwidrmt und anschliefend mit Hilfe
eines Laborschiittlers homogen in der Tragerfliissigkeit verteilt. Dadurch lagen die Mikro-
sphiaren zum Injektionszeitpunkt in einer relativen Dichte vor, die der des fetalen Blutes
entsprach (1,05 g/ml). Ca. 1,5 Millionen Mikrosphiren wurden nach Kontrolle der fetalen
Kreislaufparameter in eine sterile Spritze aufgezogen und sofort in etwa 20 Sekunden iiber
den in der V.saphena magna liegenden Katheter in die V. cava posterior injiziert. Zur Ge-
winnung der Referenzblutprobe wurde bereits 15-25 Sekunden vor deren Applikation mit
der Aspiration fetalen Blutes aus dem in der Aorta ascendens liegenden Katheter
begonnen. Insgesamt wurden so mittels einer Infusionspumpe (sp200i, World Precision

Instruments, Berlin, Deutschland) 6 ml Blut mit einer Rate von 2 ml/min in eine zuvor
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heparinisierte 10-ml-Glasspritze (Model 1010 TLL w/slots, Gastight Syringes, Hamilton,
Reno, NV, USA) abgezogen. Durch Verwendung der heparinisierten Glasspritze konnte
zum einen das Anhaften von Mikrosphéren an der Spritzenwandung und zum anderen das
Gerinnen des Blutes in der Spritze vor der Umfiillung in das Mazerationsgefall (Abb. 2)
verhindert werden. Das dem Fetus entzogene Blutvolumen wurde durch miitterliches
arterielles Blut ersetzt, um einem Volumenmangel vorzubeugen. Kreuzreaktionen aufgrund
verschiedener Blutgruppen sind beim Schaf wesentlich seltener als beim Menschen und
wurden bei den im Rahmen der Mikrosphirenversuche durchgefiihrten Transfusionen nicht

beobachtet.

Nach Abschluf des Versuches und der Perfusionsfixierung der Gehirne wurden 0,3 bis 2 g
schwere Gewebeproben in standardisierter Form aus insgesamt 11 verschiedenen
Hirnregionen (Medulla oblongata und Pons, Zerebellum, Mesenzephalon, Thalamus,
Hippokampus, Striatum, frontaler, medianer, parietotemporaler, parietookzipitaler sowie
okzipitaler Kortex) gewonnen. Diese wurden jeweils der rechten Hemisphére entnommen,
wiéhrend die linke Hemisphére histologisch aufgearbeitet wurde. In Vorbereitung auf den
nun folgenden, komplizierten Aufarbeitungsproze3 wurden die eingewogenen Proben
ebenso wie die Referenzblutproben in spezielle Glasgefa3e (Abb. 2) eingebracht, diese mit

einer Mazerationslosung aus 4N KOH und 1 % Tween 80 (Sigma-Aldrich Chemicals,

/ Filter (Bekipor ST7AL3)

Einflll6ffnung

d

Absaugstutzen

Mazerationslésung

Abb. 2 Mazerationsgefal3
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Deisenhofen, Deutschland) gefiillt und die Einfiilloffnung mit Laborfilm verschlossen. Der

Zusatz von Tween verhinderte das Anhaften von Probenteilen an den Winden der Gefille.

Vor der Bestiickung wurden alle Mazerationsgefdfle mit einem speziellen Metallfasersieb
(PorengrofBe 7 um, Bekipor ST7 AL3, Bekaert Fibre Technologies, Belgien) versehen, das
mit Hilfe von Silikonkautschuk (Elastosil E41, Wacker Chemie, Miinchen) sicher am Ab-
saugstutzen befestigt werden konnte. Aufgrund der geringen Filterfliche (ca. 0,3 cm?)
muBte eine ausreichend griindliche Verdauung der Organproben gewéhrleistet werden, um
ein spateres Verstopfen des Filters zu vermeiden. Daher wurden die Glasgefiale zweimal
fiir 4 Stunden auf etwa 50°C in einem Wiarmeschrank erhitzt, um den Verdauungsprozef3
zu optimieren. Hierbei wurde strengstens darauf geachtet, da die Temperaturen 60°C
nicht iiberschritten, um einerseits eine ausgeprigte Koagulation von Proteinen zu ver-
hindern und um andererseits die vom Hersteller bis zu dieser Temperatur garantierte
Stabilitat der Fluoreszenzmikrosphéren nicht zu gefdhrden. Die Gefdfle mit den Blutproben

wurden aufgrund deren erhohter Agglutinationsneigung nicht erwérmt.

Nach Abschlull des Mazerationsprozesses wurden die GefaBle so gekippt, daB3 die Filter-
O0ffnung senkrecht nach unten zeigte und die Fliissigkeit mit Hilfe einer Wasserstrahl-
pumpe abgesaugt werden konnte. AnschlieBend wurde das Gefdl zweimal mit 70%igem
Ethanol gespiilt, um sicherzugehen, daB3 keine Sphiren an den Wénden hangengeblieben
waren. Nach erneutem Absaugen wurden die GefdBe in gleicher Position fiir etwa
24 Stunden getrocknet. Zur Herauslosung des Farbstoffes aus den nun an der Filter-
innenfldache befindlichen Mikrosphiren wurden 500 pl o-Xylol (Sigma-Aldrich Chemicals,
Deisenhofen, Deutschland) verwendet, die in den Absaugstutzen pipettiert wurden. Das
Auffangen des durch den Filter diffundierenden Xylols erfolgte mittels Glaskiivetten
(Innendurchmesser 1,0 cm, Abbott Laboratories, NC, USA), die auf die Absaugstutzen
geschoben wurden. Nach 60 Minuten wurden 400 pl der Extraktionsfliissigkeit abpipettiert
und aufgrund der hohen Fliichtigkeit des Xylols bis zur Messung bei -19°C gelagert.

Die Messungen wurden in einem Fluoreszenzspektrophotometer (LS 50B Luminescence
Spectrometer, Perkin Elmer Instruments, Shelton, CT, USA) mit Hilfe spezieller Software
(FL WinLab, Perkin Elmer Instruments, Shelton, CT, USA) durchgefiihrt. Hierfiir wurden
150 pl der Extraktionsfliissigkeit in Quarzglaskiivetten (Ultra-Mikro-Kiivetten, Suprasil
QS 105.200, Hellma, Miillheim, Deutschland) pipettiert und fiir alle fiinf Farben die
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Tab. 3 Wellenldngen zur Auswertung der Emissionsspektren

Sphérenfarbe blau blaugrin  gelbgriin orange crimson

Wellenldnge 393 nm 452 nm 512nm  559,5nm 641 nm

Emissionsspektren bestimmt. Aus diesen Spektren wurden bei konstanten Wellenldngen
die entsprechenden Intensititswerte abgelesen (Tab. 3). Die vom Hersteller angegebene
lineare Korrelation zwischen Fluoreszenzintensitit und Sphirenzahl wurde fiir einen
Bereich bis mindestens 500 Intensitdtseinheiten bereits bewiesen (Emig, 1996). Alle
Proben, die hohere Emissionswerte zeigten, wurden daher stufenweise verdiinnt, um einer

etwaigen Eigenhemmung der Fluoreszenz zuvorzukommen.

Mit Hilfe der oben bereits beschriebenen Referenzprobenmethode (1) nach Rudolph und
Heymann (1967) konnte bei linearer Korrelation zwischen Fluoreszenzintensitit und
Mikrosphédrenzahl die spezifische Organdurchblutung unter Ergénzung des Proben-

gewichtes wie folgt berechnet werden:

Durchblutung =

Intensititreferenz X PrObengeWiCht[g] X ViReferenz

Intensitétcewebe X ReferenzfluB[ml/min]x 100 x ViGewebe ml 2)
minx100 g

Vf— Verdiinnungsfaktor

Die durchschnittliche Durchblutung des Kortex wurde aus den fiinf gemessenen kortikalen
Regionen und die durchschnittliche Durchblutung des Hirnstamms aus den Werten von
Mesenzephalon, Pons und Medulla berechnet. Die mittlere Durchblutung der subkortikalen

Regionen wurden aus den Werten von Thalamus und Striatum ermittelt.

Der zerebrovaskuldre Widerstand wurde wie folgt bestimmt:

mittlerer arterieller Blutdruck [mmHg] 3)

Gefiafwiderstand = - N
Durchblutung [ml min™ 100g™ ]
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Der mittlere arterielle Blutdruck wurde hierbei aus dem Blutdruck der letzten zwei
Minuten vor Beginn des Versuches berechnet, da dessen Aufzeichnung zum Zeitpunkt der
Mikrospharenapplikation aufgrund der gleichzeitigen Entnahme des Referenzblutes aus

dem arteriellen Katheter nicht moglich war.

Im Gegensatz zu den von mir fiir die Messungen am 111. Triachtigkeitstag verwendeten
fluoreszierenden Mikrosphdren wurden die zum Vergleich genutzten Hirndurchblutungs-
werte des 128. Trachtigkeitstages mittels steriler Polystyren-Farbmikrosphéren (Dye-Trak,
Triton Technology, San Diego, CA, USA) gewonnen (Roedel, 2002). Sowohl die Farb-
mikrosphdren als auch die fluoreszierenden Mikrosphiren wurden gegeniiber radioaktiv
markierten Mikrosphéren validiert (Walter et al., 1997; Van Oosterhout et al., 1998). Die
von mir verwendeten fluoreszierenden Mikrosphéren sind dariiber hinaus bei Langzeit-
experimenten den radioaktiv markierten Mikrosphéren tiberlegen, da bei der Fluoreszenz
im Gegensatz zu radioaktiven Isotopen kein Intensititsabfall zu befiirchten ist (Van

Oosterhout et al., 1998).

4.4.4.2 Laser-Doppler-Methode

Um eine kontinuierliche Laser-Doppler-Durchblutungsmessung am sich frei bewegenden,
nicht sedierten Feten in utero durchfiihren zu konnen, muflten spezielle Vorkehrungen
getroffen werden. So wurden die intrakortikalen Lasersonden aufgrund ihrer Anfilligkeit
gegeniiber Bewegungsartefakten stets mit Kaltpolymerisat auf einem einzelnen Schidel-
knochen fixiert, um einerseits wachstumsbedingte Verschiebungen und anderseits eine
Dislokation durch fetale Korperbewegungen zu verhindern. Da intrakortikalen Laser-
sonden besonders im wachsenden Gehirn Verletzungen und eine Gliose zur Folge haben
konnen, wurden an deren Implantationsstellen histologische Kontrollen angefertigt, um
etwaige Schiden dokumentieren zu konnen. Vor der Datenanalyse wurde das Lasersignal

iiber 1 Sekunde gemittelt, um die Datenmenge zu reduzieren.
Die Versuche mit der Laser-Doppler-Methode gliederten sich zwei Teile:

1. Methodische Voruntersuchungen zur Validierung der Laser-Doppler-Methode

Da die Laser-Doppler-Durchblutungsmessung als innovative Methode zur Bestimmung

relativer Hirndurchblutungsdnderungen erstmals beim Feten in utero angewandt wurde,
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wurden die Langzeitstabilitét des Lasersignals sowie dessen Mefgenauigkeit im Vergleich

zur lang etablierten Mikrosphdrenmethode untersucht.
a) Nachweis der Langzeitstabilitit des Signals intrakortikaler Lasersonden:

Um die Langzeitstabilitit des Lasersignals validieren zu kénnen, wurde bei insgesamt 12
Tieren aus beiden Gestationsaltern mit dessen Aufzeichnung bereits 11 + 2 Stunden nach
der chirurgischen Instrumentierung der Feten begonnen und diese in den folgenden fiinf

Tagen bis zum Experiment fortgesetzt.

b) Validierung der Laser-Doppler-Durchblutungsmessung gegeniiber der Mikrosphéren-

methode:

Hierzu wurde bei 8 Tieren mittels einer durch maternale, intratracheale CO,-Insufflation
induzierten Hyperkapnie die Hirndurchblutung erhoht und die durch die intrakortikalen
Lasersonden gemessenen Durchblutungsinderungen mit den gleichzeitig durch die
Mikrosphirenmethode gewonnenen Ergebnissen verglichen. Die Messung mit dem Laser
fand hierbei im rechten parietalen Kortex statt, aus dem auch die Probe fiir die
Mikrosphérenmessung nach Ende des Experimentes entnommen wurde. Ferner wurden die
mittels des Lasers bestimmten relativen Anderungen der Hirndurchblutung mit den
absoluten und relativen p,CO,-Werten korreliert, zu deren Bestimmung vor und wihrend

der Hyperkapnie eine Blutgasmessung durchgefiihrt wurde.

2. Bestimmung der Grenzen der zerebralen Autoregulation in unterschiedlichen Gesta-

tionsaltern und deren Beeinflussung durch eine pranatale Glukokortikoidtherapie

Die Untersuchungen in diesem Versuchsteil fanden an 7 Tieren des 111. Trachtigkeitstages
und 7 Tieren des 128. Trachtigkeitstages statt. Bei den jiingeren Tieren wurde der Auto-
regulationsversuch 24 Stunden nach Beginn der Betamethasoninfusion wiederholt, um

Glukokortikoideffekte auf die zerebrale Autoregulation eruieren zu kdnnen.

Um die Grenzen der zerebralen Autoregulation beim Feten bestimmen zu konnen, wurden
medikament6s Blutdruckédnderungen induziert und die fetale Hirndurchblutung mit Hilfe
des Laser-Doppler-Monitors kontinuierlich aufgezeichnet. Hierzu erfolgte eine schrittweise
Infusion von Natriumnitroprussid (10 pg/ml Trigerlosung, Infusionsrate 0,2-0,8 ml/min)
bzw. von Phenylephrin (25 pg/ml Tragerlosung, Infusionsrate 0,2-0,5 ml/min) iiber den in

der V. cava anterior plazierten Katheter unter Verwendung einer Prizisionsinfusionspumpe
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(sp200i, World Precision Instruments, Berlin, Deutschland). Traten unter dem begleitenden
EKG-Monitoring nach Steigerung der Infusionsraten stirkere Arrhythmien auf, wurde der
Versuch beendet. Alle Autoregulationsversuche begannen stets mit der Blutdrucksenkung
mittels Natriumnitroprussid, da dessen Wirkung unmittelbar nach Infusionsende abklang.
Nach mindestens 15 Minuten Pause und Normalisierung der fetalen Kreislaufparameter
wurde der Versuch unter Anwendung von Phenylephrin fortgesetzt. Zur Ermittlung der
Ausgangswerte wurden jeweils vor der Infusion fiir 5 Minuten die obengenannten Signale

unter Normalbedingungen aufgezeichnet.

Im Gegensatz zur Blutdruckanalyse, wo der Blutdruck jeweils {iber eine Minute gemittelt
wurde, erfolgte die Auswertung des Blutdrucks wahrend des Autoregulationsversuchs in
Form von Sekundenmittelwerten. Im Anschlul an die Signalverarbeitung wurden
Blutdruck und Laserdaten in Form von Wertepaaren in eine eigens zu diesem Zweck
programmierte EXCEL-Maske iibernommen. Die wihrend der einzelnen Infusionsstufen
gemessenen absoluten Blutdruckwerte wurden zunichst in Range im Abstand von jeweils
2,5 = 1,25 mmHg aufgeteilt. Aus den dazugehorigen Laserdaten wurde fiir jeden Rang ein
Mittelwert berechnet. Somit konnte jedem Blutdruckwert unabhédngig vom zeitlichen
Verlauf des Autoregulationsversuchs ein Hirndurchblutungswert zugeordnet und dadurch

der interindividuelle Vergleich der Ergebnisse erleichtert werden.

Als Autoregulationsgrenzen fiir die Gesamtkurve jeder Gruppe wurden diejenigen
Blutdruckwerte betrachtet, nach denen sich die fetale Hirndurchblutung ausgehend vom
Ruheblutdruck erstmals signifikant dnderte. Die zur Berechnung des Mittelwertes fiir jede
Gruppe notwendigen Einzelgrenzen wurden grafisch ermittelt. Hierbei wurden diejenigen
Blutdruckwerte als Autoregulationsgrenzen festgelegt, nach denen ein stetiger Abfall der

Hirndurchblutung von mehr als 10 Prozent beobachtet wurde.

Im Rahmen des Autoregulationsversuches konnten somit unter Einsatz der obengenannten
Medikamente der mittlere arterielle Blutdruck der Feten schrittweise erhoht bzw. gesenkt,
die dabei auftretenden Anderungen des zerebralen Blutflusses im Kortex mittels der
intrakortikalen Lasersonden dokumentiert und die Grenzen der zerebralen Autoregulation
in Abhidngigkeit vom Gestationsalter sowie vor und 24 Stunden nach Beginn einer

Betamethasonbehandlung am 111. Triachtigkeitstag bestimmt werden.
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4.4.4.3 Hyperkapnie

Um einerseits den Einflul von Betamethason auf eine gesteigerte Hirndurchblutung unter-
suchen und andererseits Mikrosphiren- und Lasermethode miteinander vergleichen zu
konnen, wurde unmittelbar vor und 24 Stunden nach Infusionsbeginn eine Hyperkapnie in-
duziert, die zur zerebralen Vasodilatation und damit zur Steigerung der Hirndurchblutung
filhrte. Die Erhohung des arteriellen pCO, wurde durch Insufflation von ca. 13 1 CO,/min
iiber den intratrachealen Katheter des Muttertieres erreicht. Unter wiederholten Blutgas-
kontrollen wurde die CO,-Zufuhr angepalit, bis p,CO,-Werte von 70-90 mmHg gemessen
wurden. Unter fortlaufender Insufflation wurden sofort nach Erreichen dieser Werte die
Mikrosphéren appliziert und darauthin der Hyperkapnieversuch beendet. Das Lasersignal

wurde im Gegensatz dazu wéhrend des gesamten Versuchs aufgezeichnet.

Die mit beiden Methoden gemessenen Hirndurchblutungsdnderungen wurden sowohl un-
tereinander als auch mit den erreichten paCOz-Anderungen korreliert. Die dafiir ver-
wendeten CO,-Werte wurden berechnet, indem die unmittelbar vor und nach der Mikro-

sphéarenapplikation gemessenen Blutgase gemittelt wurden.

4.5 Statistische Auswertung

Da die Stichprobenumfinge zur Priifung der Normalverteilung zu klein waren, wurden zur
Untersuchung auf statistische Signifikanz nichtparametrische Tests verwendet. Der
Nachweis von Signifikanzen innerhalb einer Gruppe wurde mittels des Wilcoxon-Tests
gefiihrt. Der Vergleich auf Mittelwertsunterschiede zwischen den einzelnen Behandlungs-
und Altersgruppen erfolgte mit dem U-Test von Mann & Whitney. Um die Vergleich-
barkeit mit anderen Studien zu gewéhrleisten und das Ausmal des linearen Zusammen-
hanges zwischen 2 MeBBwerten besser einschitzen zu kdnnen, wurde zum Beweis von Kor-
relationen zwischen den Ergebnissen der Lasermethode, der Mikrosphdrenmethode und
den Anderungen des arteriellen CO,-Partialdruckes wihrend der Hyperkapnie der
Malkorrelationskoeffizient nach Pearson (r) verwendet. Eine Irrtumswahrscheinlichkeit
von p<0,05 wurde als signifikant betrachtet. Die Ergebnisse sind als Mittelwert +

Standardfehler des Mittelwertes (MW = SEM) angegeben.
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S ERGEBNISSE

5.1 Methodische Voruntersuchungen zur Laser-Doppler-Methode

Das Grundrauschen bei nicht vorhandenem Blutflu8 fiihrt bei der Laser-Doppler-Durch-
blutungsmessung zu einem sogenannten ,,biological zero“, welches etwas {iber dem
,electrical zero* des Laser-Doppler-Messgerites liegt. Eigene Vorversuche haben gezeigt,
daB das ,,biological zero* im Fall unserer Arbeitsgruppe etwa 2,4 + 0,4 % des MeBwertes
betriigt. Dieser Wert wurde bei der Berechnung aller relativen Anderungen des zerebralen

Blutflusses beriicksichtigt.

Die bei der Verwendung intrakortikaler Lasersonden hdufiger auftretenden Bewegungs-
artefakte konnten aufgrund ihrer charakteristischen, spitzen Form leicht erkannt und bei

der anschlieBenden Datenauswertung manuell entfernt werden (Abb. 3).

Da der Laser von unserer Arbeitsgruppe erstmals zur Hirndurchblutungsmessung am
chronisch instrumentierten Feten in utero angewandt wurde, waren weitere vorbereitende
Untersuchungen notwendig, um einerseits die Langzeitstabilitdt des Lasersignals nach-
weisen und andererseits die Vergleichbarkeit zur Mikrosphidrenmethode evaluieren zu

konnen.
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Abb. 3 Reprisentatives Lasersignal mit Artefakten wahrend einer
medikamentds induzierten Blutdrucksenkung (schwarzer Balken) im
Rahmen des Autoregulationsversuches.

Die Artefakte sind aufgrund ihrer spitzen Form leicht zu erkennen.
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5.1.1 Langzeitstabilitit des Lasersignals

Das Langzeitmonitoring der Hirndurchblutung mittels der Laser-Doppler-Durchblutungs-
messung erbrachte unmittelbar nach der Operation stabile Signale bei allen zu diesem

Zweck instrumentierten Feten (Abb. 4).

Wihrend des postoperativen Beobachtungszeitraumes von insgesamt 120 Stunden betrug
die Varianz des Lasersignals nicht mehr als 20 Prozent des Mittelwertes. Die Laser-
Doppler-Durchblutungsmessung erbrachte somit eine ausreichende Langzeitstabilitdt als

Voraussetzung fiir die Bestimmung akuter Anderungen der fetalen Hirndurchblutung.
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Abb. 4 Langzeitmonitoring der Hirndurchblutung im rechten parietalen
Kortex des Fetus mittels intrakortikaler Lasersonden ab dem 106. Tréchtig-
keitstag (A) bzw. 120. Trachtigkeitstag (B).

MW+SEM; n=5 am 106. Tréchtigkeitstag, n=7 am 120. Trachtigkeitstag. Jeder
Punkt reprisentiert den Mittelwert aus 10 Sekunden.
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5.1.2 Vergleich von Laser-Doppler- und Mikrosphirenmethode

Um die Vergleichbarkeit dieser beiden zur Hirndurchblutungsmessung angewandten
Methoden zu untersuchen, wurde bei 8 Versuchstieren durch maternale, intratracheale
CO,-Insufflation eine Hyperkapnie induziert, aus der eine Erhdhung des fetalen arteriellen
pCO; um 106 % von 42 + 1 mmHg auf 85 = 3 mmHg resultierte (p<0,05). Ferner wurde
mit beiden Methoden vor und wéhrend der Hyperkapnie die Hirndurchblutung gemessen,
um die durch die Vasodilatation der HirngefiBe induzierten akuten Anderungen der fetalen
Hirndurchblutung vergleichend erfassen zu konnen. Die Laser-Doppler-Durchblutungs-
messung mittels intrakortikaler Lasersonden erbrachte einen Anstieg der Hirndurchblutung
auf 169 + 17 % des Ausgangswertes (p<0,05), wéhrend sich mit der Mikrosphdren-
methode eine Erhhung von 77 + 12 ml min™ (100 g)” auf 134 + 12 ml min™ (100 )" und
somit auf 194 + 24 % des Ausgangswertes feststellen lieB3 (p<0,05).

Der mittels der Laser-Doppler-Durchblutungsmessung gefundene Anstieg der Hirn-
durchblutung korrelierte sowohl mit den absoluten p,CO,-Werten der Feten unter
Hyperkapnie (r=0,90, p<0,05) als auch mit den relativen Erhéhungen der p,CO,-Werte im
Vergleich zum Ausgangswert (r=0,94, p<0,01; Abb. 5 A) gut.

Im Vergleich zwischen dem mit der Laser-Doppler-Durchblutungsmessung und dem mit
Hilfe der fluoreszierenden Mikrosphiren in derselben Region der rechten Hemisphére
bestimmten Anstieg der Hirndurchblutung ergaben sich ebenfalls signifikante

Korrelationen (r=0,90, p<0,01; Abb. 5 B).

Aus der vergleichenden Betrachtung beider Methoden wurde deutlich, da3 die gemessenen
akuten Anderungen der Hirndurchblutung bei der Mikrosphirenmethode offenbar ausge-
priagter ausfielen als bei Anwendung der Laser-Doppler-Durchblutungsmessung.
Signifikante Unterschiede zwischen den Ergebnissen beider Methoden waren jedoch nicht
feststellbar, vielmehr sprach die gute Korrelation fiir die Vergleichbarkeit von

Mikrosphéren- und Laser-Doppler-Methode.
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Abb. 5 Korrelation der aus der Laser-Doppler-Durchblutungsmessung
bestimmten Hirndurchblutung (CBF - Laser) mit dem arteriellen pCO,
(p.CO,, A) bzw. der mittels fluoreszierender Mikrosphédren gemessenen
Hirndurchblutung (CBF - Mikrosphéren, B) wihrend einer hyperkapnie-
induzierten Vasodilatation im parietalen Kortex.

Es werden die relativen Anderungen wihrend der Hyperkapnie bezogen auf den
jeweiligen Ausgangswert (100 %) dargestellt. Jeder Punkt représentiert ein Tier.
Bild A: n=8, r=0,94, p<0,01; Bild B: n=8, r=0,90, p<0,01.
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5.2 Physiologische Variablen

Wihrend des Beobachtungszeitraumes befanden sich alle von mir untersuchten Tiere in
einem guten Allgemeinzustand. Weder klinisch noch elektromyographisch konnten
Zeichen der Einleitung einer spontanen Geburt nachgewiesen werden. Hinsichtlich des
fetalen Gewichtes waren zum Zeitpunkt der Sektion keine signifikanten Unterschiede
zwischen der Kontrollgruppe (1,9 = 0,14 kg) und der mit Betamethason behandelten
Gruppe (1,7 £ 0,37 kg) festzustellen. Auch das Gestationsalter war in beiden Gruppen
gleich (112 + 0,4 Tage bei den Kontrolltieren versus 111 + 0,8 Tage bei den behandelten

Tieren).

Die arteriellen Blutgase sowie der pH-Wert blieben wiahrend des gesamten Experimentes
konstant. Zwischen der Kontrollgruppe und der behandelten Gruppe fanden sich keine
Unterschiede (Tab. 4). Auf eine erneute Darstellung der physiologischen Variablen der von
mir zum Vergleich verwandten Tiere des 128. Tréachtigkeitstages, die sich ebenfalls im
Normbereich befanden, mochte ich an dieser Stelle unter Verweis auf die dahingehend

bereits verdffentlichen Daten verzichten (Roedel, 2002).

Tab. 4 Physiologische Variablen vor, 24h und 48h nach Beginn der Kontroll- bzw.

Betamethasoninfusion.
pH p.CO, PO
[mmHg] [mmHg]
Kontrolltiere Ausgangswert 7,32 +£0,02 420+2,4 249+25
24h Infusion 7,34 £ 0,02 44,1 +£2,7 26,6 2,6
48h Infusion 7,32 +£0,02 43,1+3,2 24,6 £ 1,5
behandelte Tiere = Ausgangswert 7,33 £0,03 41,7+ 1,7 24,6 £1,1
24h Infusion 7,32 +£0,03 43,7+ 1,3 26,4+2,0
48h Infusion 7,36 £0,02 449+ 1,0 25,0+2,1

Mw + SEM; n=7 in der Kontrollgruppe, n=8 in der behandelten Gruppe.
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5.3 Der Einflu3 des Gestationsalters und einer prinatalen Glukokortikoidtherapie

auf den fetalen Blutdruck

5.3.1 Der Einfluf} des Gestationsalters auf den fetalen Blutdruck

Im Vergleich beider Altersgruppen stieg der mittlere arterielle Blutdruck der Feten
(MABD) von 40 + 0,6 mmHg am 111. Trichtigkeitstag auf 53 + 1,7 mmHg am
128. Trichtigkeitstag an (p<0,01; Abb. 6). Somit erfolgte in diesem Zeitraum eine alters-
bedingte Erhhung des fetalen Blutdruckes um 32 Prozent.

70
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MABD [mmHg]

30
111. Tag 128. Tag

Abb. 6 Fetaler mittlerer arterieller Blutdruck (MABD) am 111. und
128. Trachtigkeitstag.

MWw+SEM; n=8 in jeder Gruppe; j:p<0,01 im Vergleich beider Gruppen.

5.3.2 Glukokortikoideffekte auf den fetalen Blutdruck am 111. Triachtigkeitstag

Vor Beginn der Infusionsphase war der fetale mittlere arterielle Blutdruck (MABD)
zwischen der Kontroll- und der Behandlungsgruppe nicht unterschiedlich (Abb. 7). Unter
Kontrollinfusion konnten keine signifikanten Anderungen des MABD festgestellt werden
(41 £ 1,2 mmHg vor bzw. 41 + 1,1 mmHg nach Infusionsbeginn). Dagegen kam es unter
Betamethasoninfusion innerhalb von 4 h zu einem signifikanten Anstieg des MABD von
40 £ 0,6 mmHg auf 45 £ 1,6 mmHg (p<0,01), wobei das Maximum nach 20 h mit
51 + 2,0 mmHg erreicht wurde (Abb. 7). Nach seinem Anstieg betrug der MABD wéhrend
der Infusionsphase im Durchschnitt 50 + 1,7 mmHg und war somit im Vergleich zu seinem

Ausgangswert um 20 Prozent angestiegen.
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Auch im Vergleich zu den Kontrolltieren fand sich ein signifikanter Blutdruckanstieg ab 5

Stunden nach Infusionsbeginn (p<0,05; Abb. 7).
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Abb. 7 Mittlerer fetaler arterieller Blutdruck (MABD) bei Kontroll-
behandlung (---) und Betamethasonbehandlung (—) vor und wéhrend der
Infusionsphase (schwarzer Balken), 111.-113. Trachtigkeitstag.

MWw+SEM; n=7 bei Kontrollen, n=8 bei Betamethasonbehandlung; *p<0,01 im Ver-
gleich zum Ausgangswert; Tp<0,05 im Vergleich beider Gruppen.

5.3.3 Vergleich der Glukokortikoideffekte auf den fetalen Blutdruck am 111. und
128. Trichtigkeitstag

Im Vergleich zum 128. Trachtigkeitstag waren die Blutdruckwerte am 111. Trachtigkeits-
tag wihrend des gesamten Versuches signifikant niedriger (p<0,01; Abb. 8 A). Laflt man
den altersbedingten Blutdruckanstieg auller acht, so kann im relativen Vergleich beider
Gruppen nachgewiesen werden, da3 der Therapieeffekt auf den MABD bei den jiingeren
Tieren in den ersten 24 Stunden etwas ausgeprégter war. Signifikante Unterschiede zeigten
sich in einem Bereich zwischen 9 und 20 Stunden nach Infusionsbeginn, in dem der Blut-
druck der jiingeren Feten unter der Behandlung bis zu 9 Prozent mehr anstieg als bei den

alteren Feten (p<0,05; Abb. 8 B).

-36 -



5 ERGEBNISSE

37

80 - ¥
o) 70 1 ***************MHE:I*****IT
2 SR
T **mmmuwmmmumu LU
60 - i
|§| LLL S IE Rt et og g 9 Fe e g e
a [ERIRSERSTRNSERIEENIL LLLU' L ekt
m 50 - L
<
=
40 -
A
30 -

MABD relativ

-24 12 0 12 24 36 48
Zeit [h]

Abb. 8 Mittlerer fetaler arterieller Blutdruck (MABD) absolut (A) und relativ (B)
vor und wihrend der Infusionsphase (schwarzer Balken) bei Betamethasonbe-
handlung, 111.-113. Tréchtigkeitstag (—) und 128.-130. Trachtigkeitstag (---).

MWw+SEM; n=8 am 111.-113. Trachtigkeitstag, n=8 am 128.-130. Tréachtigkeitstag; *p<0,01
im Vergleich zu den Ausgangswerten; ip<0,01 und Tp<0,05 im Vergleich beider Gruppen.
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5.4 Der Einflu3 des Gestationsalters und einer prinatalen Glukokortikoidtherapie

auf die fetale Hirndurchblutung und den zerebrovaskuliren Widerstand

5.4.1 Der Einflull des Gestationsalters auf die fetale Hirndurchblutung und den

zerebrovaskuliren Widerstand

Am 111. Triachtigkeitstag zeigte sich in den untersuchten Hirnregionen bereits die fiir das
adulte Gehirn typische Verteilung der Hirndurchblutung. So war die Durchblutung im
Hirnstamm um 47 % hoher als in den subkortikalen Regionen und um 102 % hdher als in

den kortikalen Regionen (p<0,05; Abb. 9; Signifikanzen nicht dargestellt).

Durch den Vergleich der von mir erhobenen Daten fiir den 111. Tréchtigkeitstag mit
bereits verdffentlichten Daten unserer Arbeitsgruppe flir den 128. Tréchtigkeitstag
(Roedel, 2002) war es mdglich, die ontogenetische Entwicklung der Hirndurchblutung und

des zerebrovaskuldaren Widerstandes darzustellen.

Mit wachsendem Gestationsalter fand sich eine Zunahme der fetalen Hirndurchblutung in
allen untersuchten Hirnarealen. So stieg die Hirndurchblutung zwischen dem 111. und
128. Trachtigkeitstag im Kortex um 99 % (p<0,01), in den subkortikalen Regionen um
65 % und im Hirnstamm um 53 % an (p<0,05; Abb. 9).
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Abb. 9  Anderung der regionalen Hirndurchblutung (CBF) mit dem
Gestationsalter.

MWw+SEM; n=8 in beiden Gruppen; j:p<0,01, Tp<0,05 im Vergleich beider Gruppen.
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Korrespondierend zum Anstieg der Hirndurchblutung fand sich zwischen dem 111. und
128. Trachtigkeitstag ein Abfall des zerebrovaskuldren Widerstandes im Kortex um 31 %
(p<0,05; Abb.10). In den subkortikalen Regionen und im Hirnstamm waren die Mittel-

werte des zerebrovaskuldren Widerstandes ebenfalls riickldufig.
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Abb. 10 Anderung des zerebrovaskuliren Widerstandes (CVR) mit dem
Gestationsalter.

MWw+SEM; n=8 in beiden Gruppen; Tp<0,05 im Vergleich beider Gruppen.

Damit wird deutlich, dal die ontogenetischen Unterschiede im Kortex besonders aus-
gepriagt waren, in dem sich nicht nur die Hirndurchblutung, sondern auch der zerebro-

vaskuldre Widerstand signifikant zwischen beiden Altersgruppen unterschied.
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5.4.2 Glukokortikoideffekte auf die fetale Hirndurchblutung am 111. Trichtig-
keitstag

Die fetale Hirndurchblutung zeigte sowohl in der Kontrollgruppe als auch in der be-
handelten Gruppe die fiir das adulte Gehirn typische Verteilung auf die einzelnen Hirn-
regionen mit der groBBten Durchblutung im Hirnstamm. So war die zerebrale Durchblutung
des Hirnstammes im Durchschnitt beider Gruppen ca. 53 % hoher als in den subkortikalen
Regionen und ca. 105 % hoher als in den kortikalen Regionen. Im Vergleich zwischen
Kontroll- und Behandlungsgruppe fanden sich bei den Ausgangswerten keine signifikanten

Unterschiede.

Bei den Kontrolltieren blieb die regionale Hirndurchblutung wéhrend der Infusionsphase

gleich (Abb. 11).

Unter Betamethasonbehandlung kam es dagegen innerhalb von 24 Stunden zu einer aus-
gepriagten Reduktion der Hirndurchblutung in den getesteten Hirnarealen. Dabei sank die
Hirndurchblutung im Hirnstamm um 38 %, in den subkortikalen Regionen um 39 % und
im Kortex um 38 % im Verhiltnis zum Ausgangswert vor Infusionsbeginn ab (p<0,05;

Abb. 11).
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Abb. 11  Anderungen der regionalen Hirndurchblutung _(CBF) wihrend einer prinatalen
Betamethasonbehandlung vom 111.-113. Trachtigkeitstag im Uberblick.

Mw+SEM; n=7 in der Kontrollgruppe; n=8 in der behandelten Gruppe; *p<0,05 im Vergleich zu den
Ausgangswerten vor Infusionsbeginn; ip<0,01, Tp<0,05, /p<0,07 im Vergleich zu den Kontrolltieren.

- 40 -



5 ERGEBNISSE 41

Auch im Vergleich zu den Kontrolltieren konnte fiir den Hirnstamm (p<0,05) sowie fiir
den Kortex (p<0,01) eine signifikante Senkung der Hirndurchblutung nach 24 Stunden
Betamethasoninfusion festgestellt werden, bei den subkortikalen Regionen wurden die

Signifikanzgrenzen knapp verfehlt (p<0,07; Abb. 11).

Die Reduktion der Hirndurchblutung blieb auch nach 48 Stunden Betamethasoninfusion
bestehen und betrug im Hirnstamm 33 %, in den subkortikalen Regionen 32 % und im

Kortex 37 %, erreichte zu diesem Zeitpunkt jedoch keine statistische Signifikanz mehr.
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Abb. 12 Anderungen der regionalen Hirndurchblutung (CBF) wihrend einer prinatalen
Betamethasonbehandlung vom 111.-113.Trachtigkeitstag, geordnet nach einzelnen Hirnregionen.

Mw+SEM; n=7 in der Kontrollgruppe; n=8 in der behandelten Gruppe; *p<0,05 im Vergleich zu den
Ausgangswerten vor Infusionsbeginn; 1p<0,01, Tp<0,05, /p<0,07 im Vergleich zu den Kontrolltieren.
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Bei der Auswertung der einzelnen Hirnregionen zeigte sich der bereits im Uberblick
dargestellte Abfall der fetalen Hirndurchblutung nach 24 Stunden Betamethasoninfusion in
allen Regionen (p<0,05; Abb. 12). Im Vergleich zu den Kontrolltieren konnten vor allem
in den einzelnen Kortexproben mit Ausnahme des frontalen Kortex (p<0,07) signifikante
Unterschiede nachgewiesen werden (medianer und parietotemporaler Kortex p<0,01;
parietookzipitaler und okzipitaler Kortex p<0,05; Abb. 12). In den extrakortikalen Hirn-
regionen sank die Hirndurchblutung im Vergleich zu den Kontrolltieren zwar ebenfalls,
jedoch blieb diese Reduktion mit Ausnahme des Mesenzephalons (p<0,05) unter dem
Signifikanzniveau von 0,05. Nach 48 Stunden Betamethasoninfusion konnten trotz
anhaltend erniedrigter Mittelwerte in den einzelnen Hirnregionen keine signifikanten

Unterschiede mehr nachgewiesen werden.

5.4.3 Glukokortikoideffekte auf den zerebrovaskuliren Widerstand am

111. Trachtigkeitstag

Bei den Ausgangswerten war der zerebrovaskuldre Widerstand im Durchschnitt beider
Gruppen im Hirnstamm um 34 % niedriger als in den subkortikalen und um 49 % niedriger
als in den kortikalen Regionen. Signifikante Unterschiede zwischen den Kontrolltieren und

den mit Betamethason behandelten Tieren bestanden vor Beginn der Infusionsphase nicht.
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Abb. 13 Anderungen des zerebrovaskuliren Widerstandes (CVR) wihrend einer prénatalen
Betamethasonbehandlung vom 111.-113. Trachtigkeitstag im Uberblick.

Mw+SEM; n=7 in der Kontrollgruppe; n=8 in der behandelten Gruppe; *p<0,05, *p<0,07 im Vergleich zu
den Ausgangswerten vor Infusionsbeginn; ip<0,01, Tp<0,05, f p<0,07 im Vergleich zu den Kontrolltieren.
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Bei den Kontrolltieren waren keine Verdnderungen des zerebrovaskuldren Widerstandes

wihrend der Infusionsphase festzustellen (Abb. 13).

Nach 24 Stunden Betamethasoninfusion kam es dagegen zu einer signifikanten Erhéhung
des zerebrovaskuldren Widerstandes in den getesteten Hirnarealen. Hierbei stieg der
zerebrovaskuldre Widerstand im Hirnstamm um 125 %, in den subkortikalen Regionen um
129 % und im Kortex um 111 % und hatte sich somit im Vergleich zu seinem Ausgangs-
wert mehr als verdoppelt (p<0,05; Abb. 13). Auch im Vergleich zu den Kontrolltieren
konnte mit Ausnahme des Hirnstamms (p<0,07) eine signifikante Steigerung des
zerebrovaskuldren Widerstandes in den subkortikalen (p<0,05) und in den kortikalen

Regionen (p<0,01) nachgewiesen werden.

Nach 48 Stunden Betamethasoninfusion waren diese Verdnderungen im Kortex im Gegen-
satz zur fetalen Hirndurchblutung statistisch weiterhin nachweisbar (p<0,05), im
Hirnstamm und den subkortikalen Arealen hingegen nicht. Der zerebrovaskuldre Wider-
stand war zu diesem Zeitpunkt im Hirnstamm um 155 %, in den subkortikalen Regionen

um 118 % und im Kortex um 125 % angestiegen.

Bei der Betrachtung der einzelnen Hirnregionen bestétigte sich der bereits in der
Zusammenfassung gezeigte Anstieg des zerebrovaskuldren Widerstandes nach 24 Stunden
Betamethasoninfusion in allen Hirnregionen (p<0,05; Abb. 14). Im Vergleich zu den
Kontrolltieren zeigten sich zu diesem Zeitpunkt signifikante Unterschiede in den kortikalen
Regionen (frontaler und parietookzipitaler Kortex p<0,05; medianer, parietotemporaler und
okzipitaler Kortex p<0,01). Bei den extrakortikalen Hirnregionen konnten im Vergleich zu
den Kontrolltieren keine Unterschiede nachgewiesen werden. 48 Stunden nach Infusions-
beginn war der Anstieg des zerebrovaskuldren Widerstandes in allen kortikalen Regionen
weiterhin nachweisbar (p<0,05), in den anderen Hirnregionen mit Ausnahme des Hippo-

kampus (p<0,05) jedoch nicht.
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Abb. 14 Anderungen des zerebrovaskulidren Widerstandes (CVR) wihrend einer prinatalen
Betamethasonbehandlung vom 111.-113.Trachtigkeitstag, geordnet nach einzelnen Hirnregionen.

Mw+SEM; n=7 in der Kontrollgruppe; n=8 in der behandelten Gruppe; *p<0,05 im Vergleich zu den
Ausgangswerten vor Infusionsbeginn; Ip<0,01, Tp<0,05, 75<0,07 im Vergleich zu den Kontrolltieren.

5.4.4 Glukokortikoideffekte auf eine zerebrale Vasodilatation am 111. Trichtig-
keitstag

Die zerebrale Vasodilatation wurde durch eine Hyperkapnie mittels maternaler, intra-
trachealer CO,-Insufflation induziert, in deren Verlauf es zu einem Anstieg des fetalen
arteriellen pCO; um ca. 35-40 mmHg kam (p<0,05, Tab. 5). Der Anstieg des p,CO, wurde
von einer Zunahme des arteriellen pO, und einer Abnahme des pH-Wertes (p<0,05)

begleitet. Die Anderungen des pH-Wertes und der arteriellen Blutgase unter der Hyper-
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kapnie waren sowohl vor und 24 Stunden nach Beginn der Infusionsbehandlung als auch

zwischen der Kontrollgruppe und der behandelten Gruppe gleich.

Tab. 5 Anderungen des pH-Wertes und der arteriellen Blutgase wihrend der Hyperkapnie

vor und 24 Stunden nach Beginn der Kontroll- bzw. Betamethasoninfusion

pH [Ir?ril({);] [rrll)riglzg]
Kontrolltiere Ausgangswert 7,32 +£0,02 420+24 249+25
1. Hyperkapnie 7,13+£0,01*  77,0+5,1* 34,3 +£3,0*
24h Infusion 7,34 £ 0,02 44,1 +2,7 26,6 2,6
2. Hyperkapnie 7,11 £0,03* 77,6 +4,9*% 37,3+2,7*
behandelte Tiere  Ausgangswert 7,33 £0,03 41,7+ 1,7 24,6 1,1
1. Hyperkapnie 7,13 £0,02%* 81,0 £2,4%* 36,9+ 1,8*
24h Infusion 7,32 +£0,03 43,7+ 1,3 26,4+2,0
2. Hyperkapnie 7,14£0,02* 80,9 +4,7* 38,6 £1,8*

Mw £+ SEM; n=7 in der Kontrollgruppe, n=8 in der behandelten Gruppe; *p<0,05 im
Vergleich zum jeweiligen Ausgangswert vor Hyperkapnie.

5.4.4.1 Glukokortikoideffekte auf die fetale Hirndurchblutung unter Vasodilatation

Die Hyperkapnie vor Beginn der Infusionsphase fiihrte in beiden Tiergruppen zu einem
signifikanten Anstieg der Hirndurchblutung in nahezu allen Hirnregionen (p<0,05;
Abb. 15 und Abb. 16). Ausnahmen bildeten Hippokampus und Striatum bei den Kontroll-
tieren sowie der Hippokampus bei den behandelten Tieren, die auf die Hyperkapnie
schwicher reagierten (Abb. 16). Im Durchschnitt beider Gruppen betrug die Zunahme der
Hirndurchblutung unter Vasodilatation im Hirnstamm 95 %, in den subkortikalen
Regionen 87 % und im Kortex 80 %. Signifikante Unterschiede zwischen der Kontroll-

gruppe und der behandelten Gruppe bestanden vor Infusionsbeginn nicht.

Bei den Kontrolltieren lieB sich nach 24 Stunden NaCl-Infusion ein gleichwertiger Anstieg
der Hirndurchblutung durch die Hyperkapnie provozieren (Abb. 15 und Abb. 16).
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Dagegen konnte nach 24 Stunden Betamethasoninfusion ein deutlich schwécherer Anstieg
der Hirndurchblutung unter der Hyperkapnie beobachtet werden. Zwar lieBen sich mit
einigen Ausnahmen (parietotemporaler und okzipitaler Kortex, Medulla und Hippokampus
bei den Kontrolltieren bzw. Hippokampus bei den behandelten Tieren) in den meisten
Hirnregionen erneut signifikante Steigerungen der Hirndurchblutung nachweisen (p<0,05),
diese fielen jedoch bei den mit Betamethason behandelten Tieren sowohl im Hirnstamm
als auch in den subkortikalen und kortikalen Regionen im Vergleich zur ersten

Hyperkapnie deutlich schwicher aus (p<0,05; Abb. 15 und Abb. 16).

Signifikante Unterschiede im Vergleich zu den Kontrolltieren fanden sich vor allem in den

kortikalen Regionen (frontaler, medianer und parietookzipitaler Kortex p<0,05; Abb. 16).
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Abb. 15 Effekt der prinatalen Betamethasonbehandlung auf die regionale Hirndurchblutung
(CBF) wihrend einer durch Hyperkapnie induzierten Vasodilatation am 111. bzw. 112. Trachtig-
keitstag im Uberblick.

Mw+SEM; n=7 in der Kontrollgruppe; n=8 in der behandelten Gruppe; *p<0,05 im Vergleich zu den
jeweiligen Ausgangswerten vor der Hyperkapnie; *p<0,05 im Vergleich zur 1.Hyperkapnie; Tp<0,05 im
Vergleich zu den Kontrolltieren.

- 46 -



5 ERGEBNISSE 47

Kontrollinfusion Betamethasoninfusion
300 - Kortex 300 - Kortex
. 250 | * 250 |
- *
£
€ 200 - 200 + .
‘Tm * %
S 150 | 150 1
z 7
E N <
= 100 - N 100 - \
© N N\
50 | N\ 50 1 N\
N\ \
n \
0. % § o0 . 2 § AR
Ausgangs-  Hyper- 24h Hyper- Ausgangs-  Hyper- 24h Hyper-
wert kapnie Infusion kapnie wert kapnie Infusion kapnie
m frontaler medianer O parietotemporaler parietookzipitaler @ okzipitaler Kortex
450 - Andere Hirnregionen 450 Andere Hirnregionen
400 - 400
< 350 A 350
£
€ 300 - 300
" 250 wpil 250
=] =
= 200 - 1L u = 200
€ = L E
E 150 - = é %% 150
b - N\
B 100 - = Y] 100
50 = 1
i = é §§ 50
0 4 =N é §§ 0
Ausgangs-  Hyper- 24h Hyper- Ausgangs-  Hyper- 24h Hyper-
wert kapnie Infusion kapnie wert kapnie Infusion kapnie

m Medulla und Pons Zerebellum 0O Mesenzephalon & Thalamus Hippokampus @ Striatum

Abb. 16 Effekt der prinatalen Betamethasonbehandlung auf die regionale Hirndurchblutung
(CBF) wihrend einer durch Hyperkapnie induzierten Vasodilatation am 111. bzw. 112. Trichtig-
keitstag, geordnet nach einzelnen Hirnregionen.

Mw+SEM; n=7 in der Kontrollgruppe; n=8 in der behandelten Gruppe; *p<0,05 im Vergleich zu den
jeweiligen Ausgangswerten vor der Hyperkapnie; $p<0,05, £p<0,07 im Vergleich zur 1.Hyperkapnie;
Tp<0,05, /p<0,07 im Vergleich zu den Kontrolltieren.

5.4.4.2 Glukokortikoideffekte auf den zerebrovaskuliren Widerstand unter

Vasodilatation

Entsprechend des Anstieges bei der Hirndurchblutung fiel der zerebrovaskuldre Wider-
stand wahrend der Hyperkapnie vor Beginn der Infusionsphase bei beiden Tiergruppen in
den meisten Hirnarealen ab (p<0,05; Abb. 17 und Abb. 18). Ausnahmen bildeten dabei bei

den Kontrolltieren die subkortikalen Regionen, Medulla, Hippokampus und Striatum sowie
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bei den behandelten Tieren parietotemporaler und okzipitaler Kortex sowie erneut der
Hippokampus. Die Abnahme des zerebrovaskuldren Widerstandes unter der Hyperkapnie
betrug im Durchschnitt beider Gruppen im Hirnstamm 42 % , in den subkortikalen Re-
gionen 34 % und im Kortex 36 %. Signifikante Unterschiede zwischen den beider Gruppen

waren wihrend der 1. Hyperkapnie nicht feststellbar.

24 Stunden nach Beginn der Infusionsphase konnte mit wenigen Ausnahmen bei den
Kontrolltieren (parietotemporaler und okzipitaler Kortex, Medulla und Striatum) in nahezu
allen Hirnregionen ein erneuter signifikanter, gleichwertiger Abfall des zerebrovaskulédren

Widerstandes durch die Hyperkapnie induziert werden (p<0,05; Abb. 17 und Abb. 18).

Dagegen erlangte die Senkung des zerebrovaskuldren Widerstandes unter Hyperkapnie
nach 24 Stunden Betamethasonbehandlung zwar erneute Signifikanz in allen Hirn-
regionen, erreichte jedoch im Hirnstamm und im Kortex nicht wieder das Niveau der

Hyperkapnie vor Infusionsbeginn (p<0,05; Abb. 17).

Im Vergleich zu den Kontrolltieren lieBen sich diese Unterschiede vor allem in den
kortikalen Regionen statistisch verifizieren (parietotemporaler Kortex p<0,07, alle anderen

Kortexregionen sowie Hippokampus p<0,05; Abb. 18).
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Abb. 17 Effekt der prdnatalen Betamethasonbehandlung auf den zerebrovaskuldren Widerstand
(CVR) wihrend einer durch Hyperkapnie induzierten Vasodilatation am 111. bzw. 112. Trichtig-
keitstag im Uberblick.

Mw+SEM; n=7 in der Kontrollgruppe; n=8 in der behandelten Gruppe; *p<0,05 im Vergleich zu den
jeweiligen Ausgangswerten vor der Hyperkapnie; $p<0,05 im Vergleich zur 1.Hyperkapnie; 1p<0,01, 7p<0,07
im Vergleich zu den Kontrolltieren.

_48 -



5 ERGEBNISSE 49
Kontrollinfusion Betamethasoninfusion
18 - Kortex 18 - Kortex
£
€
S 7\
: 1
1\
= )
s . 1
% . 1
> \ N
\ n
° \ 1
Ausgangs-  Hyper- 24h Hyper- Ausgangs-  Hyper- 24h Hyper-
wert kapnie Infusion kapnie wert kapnie Infusion kapnie

m frontaler medianer O parietotemporaler parietookzipitaler 0 okzipitaler Kortex

Andere Hirnregionen Andere Hirnregionen

1,8 1,8

£

£

o

o

S

-~

€

o

I

£

E

14

>

()
Ausgangs-  Hyper- 24h Hyper- Ausgangs-  Hyper- 24h Hyper-
wert kapnie Infusion kapnie wert kapnie Infusion kapnie

W Medulla und Pons Zerebellum [ Mesenzephalon B Thalamus Hippokampus @ Striatum

Abb. 18 Effekt der prinatalen Betamethasonbehandlung auf den zerebrovaskuldren Widerstand
(CVR) wihrend einer durch Hyperkapnie induzierten Vasodilatation am 111. bzw. 112. Trachtig-
keitstag, geordnet nach einzelnen Hirnregionen.

Mw+SEM; n=7 in der Kontrollgruppe; n=8 in der behandelten Gruppe; *p<0,05, *p<0,07 im Vergleich zu
den jeweiligen Ausgangswerten vor der Hyperkapnie; $p<0,05, £p<0,07 im Vergleich zur 1.Hyperkapnie;
Tp<0,05, /p<0,07 im Vergleich zu den Kontrolltieren.

In der Zusammenfassung der aus der Hyperkapnie gewonnenen Ergebnisse 1d6t sich somit
konstatieren, dal nach 24 Stunden Betamethasoninfusion die fetale Hirndurchblutung
weniger stieg und der zerebrovaskulire Widerstand weniger abfiel, als es unter Normal-
bedingungen zu erwarten gewesen wire. Es ist somit von einer eingeschriankten vaso-
dilatatorischen Kapazitit der Hirngefifle unter einer Betamethasonbehandlung auszu-

gehen.
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5.4.5 Vergleich der Glukokortikoideffekte am 111. und 128. Trichtigkeitstag

Im Vergleich zum 128. Tréchtigkeitstag konnten am 111. Tréachtigkeitstag zu keinem
Zeitpunkt Unterschiede hinsichtlich des Glukokortikoideffektes auf die fetale Hirndurch-

blutung festgestellt werden.

Nach 24 Stunden Betamethasonbehandlung kam es in beiden Gestationsaltern zu einem
signifikanten Abfall der fetalen Hirndurchblutung im Vergleich zum Ausgangswert vor
Infusionsbeginn (p<0,05; Abb. 19). Die Hirndurchblutung sank im Kortex auf 62 + 3 %
(63 = 14 %), in den subkortikalen Regionen auf 61 + 6 % (57 + 8 %) und im Hirnstamm
auf 62 £ 4 % (52 = 9 %) ihres Ausgangswertes (Werte in Klammern vom 128. Trichtig-
keitstag).

Auch 48 Stunden nach Beginn der Betamethasoninfusion war die Hirndurchblutung in
beiden Gestationsaltern noch deutlich erniedrigt, allerdings konnten zu diesem Zeitpunkt
keine Signifikanzen mehr nachgewiesen werden (Abb. 19). Die fetale Hirndurchblutung
betrug im Kortex noch 67 £ 15 % (72 + 23 %), in den subkortikalen Regionen 68 + 18 %
(65 + 21 %) und im Hirnstamm 63 + 23 % (72 + 22 %) ihres Ausgangswertes.
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Abb. 19 Relative Anderungen der regionalen Hirndurchblutung (CBF) withrend einer prinatalen
Betamethasonbehandlung am 111. Trichtigkeitstag (weile Balken) bzw. 128. Tréichtigkeits-
tag (schwarze Balken).

MWw+SEM; n=8 in beiden Gruppen; *p<0,05 im Vergleich zu den Ausgangswerten vor Behandlung.
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Auch beziiglich des Glukokortikoideffektes auf den zerebrovaskuldren Widerstand konnten
am 111. Tréchtigkeitstag keine Unterschiede im Vergleich zum 128. Trichtigkeitstag

nachgewiesen werden.

Korrespondierend zum Abfall der Hirndurchblutung erhohte sich der zerebrovaskuldre
Widerstand nach 24 Stunden Betamethasonbehandlung in beiden Gestationsaltern (p<0,05;
Abb. 20) und stieg im Kortex auf 211 £ 16 % (180 + 34 %), in den subkortikalen Regionen
auf 229 + 29 % (202 + 47 %) und im Hirnstamm auf 225 + 24 % (234 + 53 %) seines
Ausgangswertes vor Infusionsbeginn an (Werte in Klammern entsprechen erneut dem 128.

Tréachtigkeitstag).

Nach 48 Stunden Betamethasoninfusion lag der zerebrovaskuldre Widerstand noch immer
deutlich {iber seinem Ausgangswert, allerdings war dieser Anstieg lediglich im Kortex bei
den jiingeren Tieren statistisch signifikant (p<0,05; Abb. 20). Zu diesem Zeitpunkt war der
zerebrovaskuldre Widerstand im Kortex auf 225 + 56 % (204 + 39 %), in den sub-
kortikalen Regionen auf 218 + 47 % (207 + 30 %) und im Hirnstamm auf 255 + 63 %
(205 £ 35 %) angestiegen.

Die zerebrovaskulidren Glukokortikoideffekte waren somit unabhidngig vom Gestationsalter

der untersuchten Feten.
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Abb. 20 Relative Anderungen des zerebralen GefiBwiderstandes (CVR) wihrend einer prinatalen
Betamethasonbehandlung am 111. Trachtigkeitstag (weile Balken) bzw. 128. Tréichtigkeits-
tag (schwarze Balken).

MWw+SEM; n=8 in beiden Gruppen; *p<0,05, *p<0,07 im Vergleich zu den Ausgangswerten vor Behandlung.
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5.5 Der Einflu3 des Gestationsalters und einer prinatalen Glukokortikoidtherapie
auf die zerebrale Autoregulation des Feten
5.5.1 Der EinfluB} des Gestationsalters auf die zerebrale Autoregulation des Feten

Am 111. Trachtigkeitstag konnte im parietalen Kortex des Schaffeten ein autoregulierter
Blutdruckbereich beobachtet werden, in dem die fetale Hirndurchblutung unter Blutdruck-

anderungen konstant gehalten wurde und dessen Breite ca. 15 mmHg betrug (Abb. 21 A).
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Abb. 21 Ontogenetische Entwicklung der zerebralen Autoregulation (grau
markierter Bereich) im parietalen Kortex des fetalen Schafes zwischen
dem 111. Trachtigkeitstag (A) und dem 128. Trachtigkeitstag (B).

Mw =+ SEM; n=7 in beiden Gruppen. Das grau markierte Feld kennzeichnet den
Bereich des mittleren arteriellen Blutdrucks (MABD), in dem zerebrale
Autoregulation beobachtet wurde. Als Autoregulationsgrenze wurde derjenige
Blutdruckwert betrachtet, ab dem eine signifikante ~Anderung der
Hirndurchblutung (CBF) festgestellt werden konnte.
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AuBerhalb des Autoregulationsbereiches erfolgte ein steiler Abfall bzw. Anstieg der Hirn-
durchblutung.

Im Vergleich dazu konnte am 128. Triachtigkeitstag zerebrale Autoregulation iiber einen

wesentlich groBBeren Blutdruckbereich nachgewiesen werden (Abb. 21 B).

Die untere Grenze der zerebralen Autoregulation verdnderte sich im Vergleich beider
Altersgruppen nicht (35 £ 1,5 mmHg am 111. Triachtigkeitstag versus 38 + 2,4 mmHg am
128. Trachtigkeitstag; Abb. 22). Dagegen erhohte sich der mittlere arterielle Blutdruck der
untersuchten Feten von 42 + 1,6 mmHg auf 54 + 2,4 mmHg (p<0,01; Abb. 22), so daB} sich
der Abstand zwischen unterer Autoregulationsgrenze und mittlerem arteriellen Blutdruck
von 7 mmHg auf 16 mmHg vergroBerte. Die obere Autoregulationsgrenze lag am
111. Trachtigkeitstag bei 50 = 1,9 mmHg und befand sich am 128. Trichtigkeitstag bereits
in einem Blutdruckbereich iiber 100 mmHg, der durch die experimentelle Blutdruck-

steigerung mit Phenylephrin nicht mehr erreicht werden konnte (Abb. 22).
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Abb. 22 Ontogenetische Entwicklung des mittleren arteriellen Blut-
drucks (MABD, mittlerer Balken) sowie der unteren und oberen
Autoregulationsgrenze zwischen dem 111. und 128. Tréchtigkeitstag.

Mw + SEM; n=7 in beiden Gruppen; ip<0,01 im Vergleich beider Gruppen.
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5.5.2 Der Einflufl einer prinatalen Glukokortikoidtherapie auf die zerebrale

Autoregulation des Feten

Vor Beginn der Betamethasonbehandlung am 111. Trachtigkeitstag konnte wie bereits
beschrieben ein relativ enger Blutdruckbereich von ca. 15 mmHg gefunden werden, in dem

die fetale Hirndurchblutung trotz akuter Blutdruckdnderungen konstant gehalten wurde
(Abb. 23 A).
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Abb. 23 Darstellung des Autoregulationsbereiches (grau markiert) im
parietalen Kortex des fetalen Schafes vor (A) und 24 Stunden nach
Beginn einer Betamethasonbehandlung (B) am 111. Triachtigkeitstag.
Mw =+ SEM; n=7 in beiden Gruppen. Das grau markierte Feld kennzeichnet den
Bereich des mittleren arteriellen Blutdrucks (MABD), in dem zerebrale Auto-
regulation beobachtet wurde. Als Autoregulationsgrenze wurde derjenige
Blutdruckwert betrachtet, ab dem eine signifikante Anderung der Hirn-
durchblutung (CBF) festgestellt werden konnte.
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Nach 24 Stunden Betamethasoninfusion konnte neben dem Anstieg der unteren Auto-
regulationsgrenze eine deutliche Verbreiterung des Autoregulationsbereiches im Vergleich

zum Ausgangswert beobachtet werden (Abb. 23 B).

Sowohl die Grenzen der zerebralen Autoregulation als auch der mittlere arterielle
Blutdruck des Feten énderten sich unter der Betamethasonbehandlung. Wéhrend die untere
Autoregulationsgrenze von 35 + 1,5 mmHg auf 43 + 2,2 mmHg anstieg (p<0,05; Abb. 24),
erhohte sich der mittlere arterielle Blutdruck bei den untersuchten Feten von 42 + 1,6 auf
49 + 1,8 mmHg (p<0,05; Abb. 24). Der Abstand zwischen der unteren Autoregulations-
grenze und dem mittlerem arteriellen Blutdruck blieb konstant (7 mmHg vor bzw. 6 mmHg
nach 24 Stunden Betamethasonbehandlung). Die obere Autoregulationsgrenze stieg von
50 £ 1,9 mmHg auf einen Wert auBlerhalb des untersuchten Blutdruckbereiches an

(Abb. 24).
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Abb. 24 Darstellung des mittleren arteriellen Blutdrucks (MABD,
mittlerer Balken) sowie der unteren und oberen Autoregulationsgrenze
vor und 24 Stunden nach Beginn einer Betamethasonbehandlung am
111. Trachtigkeitstag.

MW + SEM; n=7 in beiden Gruppen; Tp<0,05 im Vergleich beider Gruppen.
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6 DISKUSSION
6.1 Methodische Betrachtungen

6.1.1 Der chronisch instrumentierte Schaffetus als tierexperimentelles Modell

Bereits die ersten Beobachtungen von Mount Liggins {iber die Effekte einer prénatalen
Glukokortikoidtherapie beim frithgeborenen Fetus aus dem Jahre 1969 gingen auf die
Verwendung des fetalen Schafes als tierexperimentelles Modell zuriick, ehe diese Er-
kenntnisse 1972 erstmals in einer randomisierten kontrollierten Studie in Neuseeland
klinisch evaluiert wurden (Liggins, 1969; Liggins & Howie, 1972). Seit mehr als 30 Jahren
wird dieses tierexperimentelle Modell zur Untersuchung zahlreicher physiologischer und
pathophysiologischer Fragestellungen hinsichtlich der menschlichen Fetalperiode einge-
setzt, so dafl mittlerweile ein umfangreiches Wissen in der Literatur vorliegt. Ein Vorteil
dieses Modells besteht z.B. darin, daB sich intrauterine Entwicklung von Schaf und
Mensch gleichen, auch wenn das Gehirn des Schafes zum Zeitpunkt der Geburt einen
etwas hoheren Reifegrad als das menschliche Gehirn aufweist (Astrom, 1967; Dobbing &
Sands, 1979). Ferner erlauben GroBle und Konstitution der Feten eine umfangreiche
Instrumentierung und der operative Eingriff wird von den Muttertieren in der Regel gut

toleriert.

Zum Nachweis der Effekte einer prinatalen Glukokortikoidbehandlung in unterschied-
lichen Gestationsaltern wurde trotz des erheblichen experimentellen Aufwandes ein fetales
Modell in vivo gewéhlt, da sowohl qualitative als auch quantitative Unterschiede zwischen
den Glukokortikoideffekten bei Feten und Adulten bestehen. So fiihren beispielsweise
Glukokortikoide bei Schaffeten zu einer Steigerung des Ts-Plasmaspiegels, wéhrend es bei
Adulten zu einer Senkung der Plasmakonzentration kommt (Thomas et al., 1978; Fraser &
Liggins, 1989). Im Gegensatz zum Adulten hat eine Betamethasonbehandlung in der hier
verwendeten Dosierung bei Schaffeten ferner keine Verstirkung der vasokonstriktiven
Eigenschaften von Noradrenalin in den peripheren Widerstandsgefda3en zur Folge (Anwar

et al., 1999).

Wihrend des gesamten Experimentes wurden zahlreiche Vorkehrungen getroffen, um den
direkten EinfluB einer prénatalen Glukokortikoidbehandlung auf die fetale Hirndurch-

blutung und die Autoregulation der Hirngefdf3e untersuchen zu konnen (siche Kapitel 4).
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6.1.2 Die Mikrosphirenmethode

Die Referenzprobenmethode mit radioaktiven Mikrosphdren wird schon seit langem als
Verfahren zur Bestimmung der Hirndurchblutung beim chronisch instrumentierten Schaf-
feten angewandt (Rudolph & Heymann, 1967). In den letzten Jahren wurden alternative,
nichtradioaktive Nachweisverfahren entwickelt, zu denen die Farbmikrosphirenmethode
(Kowallik et al., 1991; Hakkinen et al., 1995) und die Fluoreszenzmikrosphirenmethode
(Hale et al., 1986; Jasper et al., 1990; Glenny et al., 1993; Prinzen & Glenny, 1994) zidhlen.

Sowohl fiir die von mir zur Hirndurchblutungsmessung am 111. Trachtigkeitstag ein-
gesetzten, fluoreszierenden Mikrosphiren als auch fiir die am 128. Trichtigkeitstag
verwendeten Farbmikrosphiren (Roedel, 2002) konnten sehr gute Korrelationen im
Vergleich zur radioaktiven Standardmethode nachgewiesen werden (Glenny et al., 1993
[r=0,95-0,99]; Van Oosterhout et al., 1995 [r=0,985]; Walter et al., 1997 [r=0,995-0,999];
Gervais et al., 1999 [r=0,99]; Hubler et al., 1999 [r=0,987-0,991]). Fluoreszierende Mikro-
sphiren sind dariiber hinaus bei Langzeitexperimenten den radioaktiven Mikrosphéren
iiberlegen, da sich radioaktive Marker mit zunehmender Verweildauer im Organismus von
den Mikrosphéren ablosen und sich anschlieBend selektiv in einigen Organen anreichern
konnen, so daB es zur Unter- bzw. Uberschitzung der realen Durchblutungswerte kommt

(Van Oosterhout et al., 1998).

Wihrend der Mikrosphérenapplikation konnten keine kardiovaskuldren Nebenwirkungen
aufgrund eines embolischen Verschlusses des Kapillarbettes festgestellt werden. Die
Menge der infundierten Mikrosphéren geniigte, um auch in kleinen Gewebsproben eine
ausreichende Sphirenzahl (>400) sicherzustellen und somit den systematischen Fehler im

95. Konfidenzintervall auf ca. 10 % zu begrenzen (Buckberg et al., 1971).

6.1.3 Die Laser-Doppler-Durchblutungsmessung

Die Laser-Doppler-Durchblutungsmessung ist beim Adulten als Methode zur Bestimmung
der zerebralen Autoregulationsgrenzen schon seit lingerem etabliert. So existieren bislang
zum Beispiel Studien sowohl an Gehirnen adulter Ratten (Dirnagl et al., 1989), als auch an
Gehirnen neugeborener (Tuor & Grewal, 1994) und adulter Kaninchen (Florence &
Seylaz, 1992; Tuor & Grewal, 1994). Dagegen bestanden fiir die Langzeitanwendung des

Lasers am Gehirn des unanisthesierten Feten in utero einige methodische Probleme, die
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zundchst gelost werden mullten. Parallel zu unserer Arbeitsgruppe entwickelten auch Lan
et al. (2000) Moglichkeiten fiir die Fixation von Lasersonden am Schédelknochen der
Feten, mit denen die Empfindlichkeit des Lasersignals gegeniiber Bewegungsartefakten
minimiert werden konnte. Da auBlerdem keine Arbeiten vorlagen, die die Eignung der
Laser-Doppler-Durchblutungsmessung als Methode zur Bestimmung der Hirndurchblutung
am sich frei bewegenden Feten in utero validierten, wurden zunichst methodische Vor-
versuche durchgefiihrt, um einerseits die Langzeitstabilitit des Signals intrakortikaler
Lasersonden zu evaluieren und um andererseits die mittels der Lasermethode und der seit
langem verwendeten Mikrosphirenmethode gemessenen akuten Anderungen der Hirn-

durchblutung zu vergleichen.

Ein Vorteil intrakortikaler Lasersonden besteht darin, daf3 diese in nahezu allen Hirn-
regionen implantiert werden konnen. Obwohl diese Lasersonden Hirnverletzungen
induzieren, hat die daraus resultierende Umgebungsgliose nach den Erfahrungen unserer
Arbeitsgruppe keinen EinfluB auf die gemessenen Durchblutungswerte (Miiller et al.,
2002). Dazu tragt vermutlich auch die geschitzte Eindringtiefe des Lasers von ca. 1 mm
bei (Stern et al., 1977; Haberl et al., 1989), die die von uns beobachtete Gliose
(ca. 0,35 mm) um das Dreifache tiibertrifft (Miiller et al., 2002). Mit dem Sonden-
durchmesser von 400 um konnte ferner ein guter Kompromifl zwischen histologischem
Schaden und ausreichender MeBgenauigkeit gefunden werden, da sich bei einem kleinerem
Sondendurchmesser zwar das Ausmal} der Gliose vermindert, gleichzeitig aber auch die
Eindringtiefe des Lasers abnimmt (Jakobson & Nilsson, 1993) und somit die Gliose
insgesamt einen groferen EinfluB auf die Messungen hat. AuBerdem ist das Signal der
400-um-Sonden deutlich rauschidrmer als das diinnerer Lasersonden (eigene

Beobachtungen).

In den vorliegenden Untersuchungen konnten in beiden Gestationsaltern mittels der intra-
kortikalen Lasersonden bereits wenige Stunden nach der Instrumentierung stabile Laser-
signale gewonnen werden, die liber den gesamten Beobachtungszeitraum von 120 Stunden
auf konstantem Niveau blieben und um weniger als 20 Prozent des Mittelwertes variierten.
Somit konnte von einer ausreichenden Stabilitdt des Lasersignals als Voraussetzung fiir
den Langzeiteinsatz der Laser-Doppler-Methode zur Messung akuter Anderungen der

fetalen Hirndurchblutung ausgegangen werden.
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Die im Experiment ermittelte Korrelation von 0,90 zwischen den mittels Laser und Mikro-
sphiaren wahrend der Hyperkapnie gemessenen, akuten Durchblutungsanderungen ist ver-
gleichbar mit den Ergebnissen anderer Autoren, die den Laser gegen die Wasserstoft-
clearance im adulten Hirn der Katze (Haberl et al., 1989) und der Ratte (Skarphedinsson et
al., 1988) sowie gegen die ['*C]-lodoantipyrine Autoradiographie im adulten Rattenhirn
(Dirnagl et al., 1989) validierten. Die Genauigkeit der Laser-Doppler-Durchblutungs-
messung konnte am adulten Gehirn ferner im Vergleich zur Mikrosphdarenmethode (Eyre et
al., 1988) und im Vergleich zur mikroskopischen Bestimmung des pialen Arteriolendurch-

messers (Haberl et al., 1989) demonstriert werden.

Trotz der guten Korrelation zwischen beiden Methoden lagen die in unserem Experiment
mit der Laser-Doppler-Methode gemessenen Durchblutungsdnderungen unter den
Ergebnissen der Mikrosphiarenmethode. Auch Bishai et al. (2003) fanden in ihren Unter-
suchungen mit der Laser-Doppler-Methode niedrigere Durchblutungswerte im Vergleich
zur Messung mit fluoreszierenden Mikrosphéren. Im Gegensatz dazu berichteten andere
Autoren von einer Uberschitzung der mittels des Laser-Dopplers am adulten Rattengehirn
bestimmten Durchblutung im Vergleich zur [“C]-Iodoantipyrine Autoradiographie
(Fabricius & Lauritzen, 1996). Nach Meinung dieser Autoren fiihrt eine Erhéhung der
Hirndurchblutung zur Zunahme von Grofle und Geschwindigkeit der Erythrozyten sowie
zur Dilatation und Offnung zusitzlicher Kapillaren. Da sich somit der vom Laser
detektierte ErythrozytenfluB stirker als der PlasmafluB erhoht, kommt es zur Uber-
schiatzung der realen Hirndurchblutung mit dem Laser (Fabricius & Lauritzen, 1996). Der
Vergleich von Laser- und Mikrosphdrenmethode ist dagegen eine addquate Moglichkeit
der Validierung, da sich Mikrosphéren und Erythrozyten im GefdB3system gleichmiBig
verteilen. Dennoch konnten auch andere Studien trotz guter Korrelation beider Methoden
keine hundertprozentige Ubereinstimmung der MeBwerte zeigen (Lindsberg et al., 1989;
Colditz et al., 1993). Diese systematischen Abweichungen der vom Laser gemessenen
Durchblutungswerte scheinen vor allem bei einer Erhohung der Hirndurchblutung
aufzutreten, wahrend bei Erniedrigung der Hirndurchblutung im adulten Rattenhirn der
Anstieg der Regressionsgerade im Vergleich zwischen Laser-Doppler-Durchblutungs-
messung und ['*C]-Todoantipyrine Autoradiographie (Dirnagl et al., 1989) bzw. der
Wasserstoffclearance (Skarphedinsson et al., 1988; Haberl et al., 1989) etwa 0,9 betrug.

Eine Validierung des Lasers unter Senkung der Hirndurchblutung wurde in unserem
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Experiment jedoch nicht durchgefiihrt, da die Abnahme einer Referenzblutprobe fiir die
Mikrosphérenmessung bei einer Senkung des Blutdruckes unter die untere Grenze der

zerebralen Autoregulation das Leben des Fetus gefdhrdet hétte.

Es mul} desweiteren betont werden, dal der Laser-Doppler ein Gewebsvolumen von ca.
1 mm? erfal3t (Stern et al., 1977; Haberl et al., 1989), welches somit deutlich kleiner als das
mittels der Mikrosphdren vermessene Probenvolumen ist. Auch wenn der im Experiment
ermittelte Anstieg der Regressionsgerade nicht 1,0 betrug, ist die gute Korrelation
zwischen beiden Methoden doch ein sicheres Zeichen fiir die Eignung der Laser-Doppler-
Durchblutungsmessung als Methode zur Bestimmung der Hirndurchblutung am fetalen

Schaf in utero.

Zusammenfassend betrachtet stellen Mikrosphéren- und Laser-Doppler-Methode weniger
konkurrierende als vielmehr einander ergdnzende Moglichkeiten zur Hirndurchblutungs-
messung dar, da beide Methoden mit Vor- und Nachteilen behaftet sind. Der Vorteil des
Einsatzes von Mikrosphdren besteht vor allem darin, dal die Durchblutung in allen Hirn-
regionen simultan und absolut bestimmt werden kann. Die Anzahl mdéglicher MeBBpunkte
ist allerdings limitiert. Die Laser-Doppler-Durchblutungsmessung ermdéglicht dagegen eine
kontinuierliche Aufzeichnung relativer Anderungen der zerebralen Durchblutung in hoher
zeitlicher Auflésung. Die Hirndurchblutung kann aufgrund der unbekannten optischen
Eigenschaften des Gewebes nur in Form von Relativwerten bestimmt werden. Wegen des
geringen erfaiten Gewebsvolumens (ca. I mm?) kann zudem nur die lokale Durchblutung

in einem kleinen Hirnareal gemessen werden.

6.1.4 Bestimmung der Autoregulationsgrenzen

Fir die Bestimmung der Autoregulationsgrenzen wurden in den vorliegenden Unter-
suchungen die vasoaktiven Substanzen Natriumnitroprussid (NNP) und Phenylephrin (PE)
verwendet, um den Blutdruck schrittweise zu senken bzw. zu steigern und simultan das
Verhalten der Hirndurchblutung zu beobachten. Die Anwendung dieser vasoaktiven
Substanzen setzt jedoch voraus, daB3 die eingesetzten Stoffe den zerebrovaskulidren Tonus
nicht direkt beeinflussen. Studien am neugeborenen Schaf konnten bereits zeigen, daf3
Phenylephrin in der hier verwendeten Dosierung keinen Einfluf auf die Autoregulation hat
(Ong et al., 1986). Untersuchungen zum EinfluB von Stickstoffmonoxid (NO) auf die

zerebrale Autoregulation kamen hingegen zu unterschiedlichen Ergebnissen. In mehreren
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Studien an verschiedenen Spezies konnte mit NO-Synthetase-Inhibitoren gezeigt werden,
daB NO keinen wesentlichen Beitrag zur Autoregulation wiahrend ausgeprégter Blutdruck-
senkungen leistet (Wang et al., 1992; Buchanan & Phillis, 1993; Meadow et al., 1994;
Saito et al., 1994). Andere Untersuchungen am adulten Gehirn erachteten NO dagegen als
einen der Mediatoren der Vasodilatation an der unteren Autoregulationsgrenze, nachdem
im Gehirn ein Anstieg der unteren Autoregulationsgrenze nach Hemmung der NO-
Synthetase (Jones et al., 1999) bzw. deren Erniedrigung nach Infusion von NNP als NO-
Donator (Stange et al., 1991; Tsutsui et al., 1995) beobachtet worden war.

Um einen potentiellen, direkten Effekt von NO auf die zerebralen Gefélle ausschliessen zu
konnen, wurde daher bereits in Voruntersuchungen unserer Arbeitsgruppe der Einfluf3
einer Gabe von NNP auf die zerebrale Autoregulation untersucht (Miiller et al., 2002). Die
direkte Infusion von NNP in die A. carotis in der doppelten Menge, die im Experiment bei
intravendser Applikation verwendet wurde, verursachte jedoch keine Verdnderungen der
zerebralen Durchblutung (Miiller et al., 2002). Diese Beobachtung stimmt mit einer Unter-
suchung an neugeborenen Schafen iiberein, in der die Hirngefdle mit NNP in einer
zehnfach hoheren als der im Experiment verwendeten Konzentration perfundiert wurden
(Ong et al., 1986). Ein Grund fiir diese im Vergleich zu den Studien am adulten Gehirn
kontroversen Ergebnisse liegt vermutlich darin, dal die Hirndurchblutung bei Schaffeten
im von mir untersuchten Gestationsalter im wesentlichen durch Prostaglandine gesteuert
wird (Chemtob et al., 1990; Meadow et al., 1994) und dall NO erst in der spdteren
Entwicklung an Bedeutung fiir die zerebrale Autoregulation gewinnt (Armstead et al.,
1994; Zuckerman et al., 1996; Willis & Leffler, 1999). Ferner waren die NNP-
Dosierungen, die die untere Autoregulationsgrenze bei anisthesierten jungen Schweinen
(Stange et al., 1991) bzw. adulten Ratten (Tsutsui et al., 1995) erniedrigten, um ein
Vielfaches hoher als die im Experiment verwendeten NNP-Dosen. Auch speziesbedingte
Unterschiede zwischen Schaffeten und Ferkeln bzw. adulten Ratten sind als Ursache fiir

die oben genannten, kontroversen Untersuchungsergebnisse denkbar.

Es kann also geschlossen werden, dal der Einsatz von vasoaktiven Substanzen zur
experimentellen Blutdrucksenkung und -steigerung beim Feten mit groBer Wahrscheinlich-

keit keinen Einfluf} auf die Versuchsergebnisse zur zerebralen Autoregulation hatte.
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6.2 Diskussion der Ergebnisse

6.2.1 Der Einfluf} des Gestationsalters und einer prinatalen Glukokortikoidtherapie

auf den fetalen Blutdruck

Die vorliegenden Untersuchungen erbrachten einen Anstieg des fetalen mittleren
arteriellen Blutdruckes zwischen dem 111. und 128. Triachtigkeitstag um 13 mmHg. Unter
der Betamethasoninfusion erhohte sich der fetale Blutdruck am 111. Trachtigkeitstag um
etwa 9 mmHg. Im relativen Vergleich zum 128. Trachtigkeitstag war der glukokortikoid-

induzierte Blutdruckanstieg bei den Tieren jlingeren Gestationsalters somit stirker.

Als Mechanismen fiir den Anstieg des fetalen Blutdruckes mit dem Gestationsalter konnen
eine wachstumsbedingte Erhdhung des Herzzeitvolumens und des peripheren GefaBwider-
standes diskutiert werden (Hanson, 1995). Ferner kommt es zwischen dem 111. und
128. Trachtigkeitstag zum physiologischen Anstieg des Plasmaspiegels von Kortisol
(Challis & Brooks, 1989; Liggins, 1994), das stimulierende Effekte auf das kardio-
vaskuldre System hat (Wood et al., 1987; Tangalakis et al., 1992; Dodic & Wintour, 1994).

Die Ursachen fiir die wihrend der Betamethasonbehandlung beobachtete, akute Blutdruck-
erhdhung liegen vorwiegend in einem Anstieg des peripheren GefaBwiderstandes (Derks et
al., 1997), der nach Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe auf einer lokal gestorten
GefaBreagibilitdt beruht (Anwar et al., 1999; siehe auch 6.2.3.1). Ferner wurden beim
fetalen Schaf ein Anstieg des Herzzeitvolumens (Padbury et al., 1995), ein Reifungseffekt
auf das sympathische Nervensystem und eine Senkung der Barorezeptorsensitivitdt unter
Glukokortikoiden (Segar et al., 1998) nachgewiesen, die ebenfalls zu der beobachteten

Blutdrucksteigerung beitragen konnten.

Durch den Vergleich beider Gestationsalter konnte gezeigt werden, da3 die bei einer pra-
natalen Glukokortikoidbehandlung auftretenden Blutdruckeffekte mit wachsendem Alter
des Feten abnehmen. Diese Ergebnisse gehen konform mit Beobachtungen anderer
Autoren, die eine Altersabhingigkeit flir durch Kortisol induzierte Blutdrucksteigerungen
feststellen konnten (Tangalakis et al., 1992; Dodic & Wintour, 1994). So fiihrte eine
Kortisolinfusion von 4 pug/min bei Schaffeten des 103.-120. Trichtigkeitstages zu einem
Blutdruckanstieg von bis zu 48 Stunden Dauer, bei Feten zwischen dem 130. und

137. Trachtigkeitstag hingegen nicht (Tangalakis et al., 1992; Dodic & Wintour, 1994).
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Bei der Behandlung unreifer Feten ist somit ein stirkerer Blutdruckanstieg nach exogener

Glukokortikoidzufuhr zu erwarten als bei reifen Feten.

6.2.2 Der EinfluB} des Gestationsalters auf das zerebrovaskulire System des Feten

6.2.2.1 Die ontogenetische Entwicklung des zerebrovaskuliren Widerstandes und

der fetalen Hirndurchblutung

In der vergleichenden Betrachtung beider Gestationsalter konnte ein entwicklungs-
bedingter Abfall des zerebrovaskuldren Widerstandes von 20-30 % zwischen dem 111. und
128. Triachtigkeitstag nachgewiesen werden, der mit einem Anstieg der fetalen Hirndurch-

blutung von 50-100 % einherging.

Im Unterschied zum Adulten spielt das sympathische Nervensystem vor allem beim un-
reifen Feten noch eine bedeutende Rolle zur Regulierung des zerebrovaskuldren Wider-
standes und fordert Wachstum und Entwicklung zerebraler Arterien (Bevan & Tsuru,
1981; Baumbach & Heistad, 1983; Bevan et al., 1983; Wagerle et al., 1990). So zeigten
z.B. Wagerle et al. (1990) in vergleichenden Untersuchungen an anisthesierten, fetalen
Schafen unterschiedlichen Alters, dal3 die Reagibilitit der zerebralen Arteriolen gegeniiber
Noradrenalin und die Bedeutung noradrenerger Mechanismen fiir die Steuerung der Hirn-
durchblutung mit dem Gestationsalter abnehmen. Andererseits konnte bei Schaffeten nach-
gewiesen werden, dafl es mit zunehmendem Entwicklungsalter zu einer Reifung des NO-
Systems kommt, die zu einem Anstieg der fetalen Hirndurchblutung fiihrt (Northington et
al., 1997). Es spricht also vieles dafiir, da3 der Abfall des zerebrovaskuldren Widerstandes
und der Anstieg der fetalen Hirndurchblutung mit einer Abnahme noradrenerger Einfliisse
und mit einer Zunahme der NOS-Aktivitit im Verlauf des letzten Schwangerschaftsdrittels
assoziiert sind. Von einer genauen Kenntnis der komplexen Mechanismen, die die Onto-

genese des zerebrovaskuldren Systems bedingen, ist man jedoch noch weit entfernt.

Die oben genannten Resultate stimmen mit den wenigen bislang verfligbaren Ergebnissen
zur intrauterinen Ontogenese des zerebrovaskuldren Systems iiberein, die vor allem beim
fetalen Schaf gewonnen worden (Szymonowicz et al., 1988; Gleason et al., 1989; Helou et
al., 1994). Die entwicklungsbedingten, zerebrovaskuldren Verdnderungen waren am
deutlichsten im zerebralen Kortex nachweisbar, in dem sich die Hirndurchblutung

innerhalb des untersuchten Zeitraumes verdoppelte und der zerebrovaskulire Widerstand
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um ca. 30 % fiel. Diese Beobachtungen sind wahrscheinlich auf das iiberproportionale
Wachstum des zerebralen Kortex im letzten Schwangerschaftsdrittel zuriickfiihren
(Mclntosh et al., 1979). Die Ergebnisse sprechen somit fiir einen Wandel der Hierarchie
der regionalen Hirndurchblutung zwischen intra- und extrauterinem Leben, der am Ende
der Schwangerschaft im fetalen Gehirn zu einer Verschiebung der Distribution der

Hirndurchblutung zugunsten des Kortex fiihrt (Szymonowicz et al., 1988).

6.2.2.2 Die ontogenetische Entwicklung der zerebralen Autoregulation

Der Einsatz der Laser-Doppler-Durchblutungsmessung zur kontinuierlichen Uberwachung
von relativen Anderungen der lokalen Hirndurchblutung ermdglichte in den vorliegenden
Untersuchungen erstmals eine exakte Bestimmung der Autoregulationsgrenzen und deren
ontogenetischer Verdnderungen am fetalen, nicht anésthesierten Schaf in utero. Es konnte
gezeigt werden, da3 beim fetalen Schaf die zerebrale Autoregulation im parietalen Kortex
bereits am 111. Trachtigkeitstag effektiv auf akute Blutdruckdnderungen anspricht. Durch
den Vergleich mit dem 128. Trichtigkeitstag konnte die ontogenetische Entwicklung des
Blutdruckbereiches verfolgt werden, iiber den die kortikale Durchblutung autoreguliert
wird. Die obere Autoregulationsgrenze stieg mit dem Gestationsalter im Gegensatz zur
unteren Grenze deutlich an, wodurch sich der autoregulierte Blutdruckbereich erheblich
vergroBerte. Die Verbreiterung des Autoregulationsbereiches ging mit einem ent-

wicklungsbedingten Blutdruckanstieg einher.

Tab. 6 Ubersicht iiber die bisherigen Ergebnisse zur zerebralen Autoregulation beim fetalen Schaf

Autoregulationsgrenzen

Autoren MeBmethode Alter der Feten

untere obere
Ashwal et al., 1984 Mikrosphédren 124.-146. Tag 30 mmHg 78 mmHg
Helou et al., 1994 Mikrosphéren 92. Tag inkonst. Autoregulation
Papile et al., 1985 Mikrosphéiren 118.-122. Tag 45 mmHg 80 mmHg
Purves & James, 1969 X e-Clearance 135.-150. Tag 43 mmHg 90 mmHg
Szymonowicz et al., 1990  Mikrosphiren 125.-136. Tag 45 mmHg %]
Tweed et al., 1983 Mikrosphiren 130.-140. Tag (42 mmHg)* (62 mmHg)*

*Tweed et al. konnten eine zerebrale Autoregulation im Blutdruckbereich zwischen 42 und 62 mmHg nach-
weisen, bestimmten jedoch nicht deren Grenzen.
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Bisherige Studien am fetalen Schaf bestimmten die Grenzen der zerebralen Autoregulation
vor allem mit Hilfe der Mikrosphérenmethode (Tab. 6). Die von den einzelnen Autoren
gemessenen Autoregulationsgrenzen variieren jedoch erheblich, da bei Einsatz der Mikro-
sphiarenmethode die Anzahl der Messungen beschrinkt und somit eine exakte Bestimmung
der Autoregulationsgrenzen schwierig ist. Desweiteren verwendeten die Arbeitsgruppen
verschiedene Methoden, um beim Feten Anderungen der Hirndurchblutung zu induzieren.
So wurde beim Feten z.B. Blut entnommen bzw. transfundiert (Tweed et al., 1983; Ashwal
et al., 1984; Szymonowicz et al., 1990), die Aorta bzw. der Truncus brachiocephalicus
komprimiert (Papile et al., 1985), kiinstlicher Liquor intraventrikuldr infundiert (Helou et
al., 1994) oder die Hirndurchblutung unter hyperkapnischen Bedingungen bzw. wéhrend

einer Katecholamininfusion gemessen (Purves & James, 1969).

Einige Autoren untersuchten die zerebrale Autoregulation der Feten unter Anésthesie mit
Halothan (Papile et al., 1985; Helou et al., 1994), welches die Hirndurchblutung im
postnatalen Gehirn erhdht (Anderson et al., 1980; Bazin et al., 1997) und auflerdem die
vaskuldre Reaktivitidt und die Autoregulation verdndert (Drummond et al., 1987; Ipsiroglu
et al., 2000). Ferner wurden héufig Ergebnisse von Versuchstieren verschiedenen
Gestationsalters gemittelt und somit eine altersgerechte Darstellung der Entwicklung der
zerebralen Autoregulation zusitzlich erschwert. Zudem erfafite keine der oben genannten
Studien den Zeitraum zwischen dem 111. und 118. Trichtigkeitstag, in dem sich die

zerebrale Autoregulation noch in Reifung befindet.

Am 90.-100. Trachtigkeitstag fanden Szymonowicz et al. unter hdmorrhagischer Hypo-
tension lediglich im Hirnstamm eine autoregulatorische Reaktion (Szymonowicz et al.,
1990). Die untere Grenze der Autoregulation im Hirnstamm lag in dieser Studie bei
39 mmHg und war somit bereits hoher als die von mir im parietalen Kortex gefundene
Untergrenze am 111. Trachtigkeitstag. Dieser Umstand legt die Vermutung nahe, daf3 sich
die zerebrale Autoregulation zuerst in den dlteren zytoarchitektonischen Strukturen wie
dem Hirnstamm und den subkortikalen Regionen entwickelt (Szymonowicz et al., 1990;

Helou et al., 1994; Tuor & Grewal, 1994).

Mit den vorliegenden Ergebnissen 1dft sich desweiteren die hohe Vulnerabilitit des
unreifen Gehirns gegeniiber Blutdruckschwankungen erkldren. So existierte trotz eines

nachweisbaren Autoregulationsbereiches am 111. Tréchtigkeitstag lediglich ein kleiner
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Pufferbereich von 7 bzw. 8§ mmHg zwischen dem Ruheblutdruck und der unteren bzw.
oberen Autoregulationsgrenze. Bei einem Blutdruckabfall kann die daraus resultierende,
geringe Autoregulationskapazitit zur zerebralen Hypotension fiihren und somit das Risiko
fiir Schiaden in den arteriellen ,,Wasserscheiden* der periventrikuldren Zonen des unreifen,
fetalen Gehirns erhdhen (Lou, 1994; Reddy et al., 1998). Andererseits kann eine unreife
Autoregulation wihrend hypertoner Blutdruckphasen die Vulnerabilitit des fetalen Gehirn
gegeniiber zerebralen Blutungen steigern (Reynolds et al., 1979; Lou, 1993), da die Hirn-
durchblutung iiber der oberen Autoregulationsgrenze proportional mit dem Blutdruck
ansteigt. Die Prddisposition des Frithgeborenen gegeniiber der periventrikuldren Leuko-
malazie und intraventrikuldren Blutungen (Volpe, 1997) ist somit auch auf den engen
Blutdruckbereich zuriickfiihren, in dem das unreife, fetale Gehirn die Hirndurchblutung bei

akuten Blutdruckénderungen konstant zu halten vermag.

Im Vergleich dazu konnte am 128. Trachtigkeitstag neben der Verbreiterung des Auto-
regulationsbereiches auch eine Vergroferung des Abstandes zwischen dem Ruheblutdruck
und den Autoregulationsgrenzen beobachtet werden, die fiir eine Ausreifung sowohl vaso-
dilatativer als auch vasokonstriktiver Mechanismen mit dem Gestationsalter spricht. Das
reife Gehirns kann somit Blutdruckschwankungen besser kompensieren und ist daher

weniger anfdllig fiir Ischdmien und Blutungen.

6.2.3 Der EinfluB einer prinatalen Glukokortikoidtherapie auf das zerebro-

vaskulire System des Feten

6.2.3.1 Glukokortikoideffekte auf den zerebrovaskuliren Widerstand und die fetale

Hirndurchblutung

Nach 24 Stunden Betamethasoninfusion kam es am 111. Trachtigkeitstag zu einem Anstieg
des zerebrovaskuldren Widerstandes um 100-130 %, der in den untersuchten Hirnregionen
mit einer Senkung der fetalen Hirndurchblutung um 40 % einherging. Auch 48 Stunden
nach Infusionsbeginn waren diese Verdnderungen tendenziell noch nachweisbar. Die am
111. Tréachtigkeitstag gemessenen Therapieeffekte waren mit den von unserer Arbeits-
gruppe am 128. Triachtigkeitstag gewonnenen Betamethasoneffekten (Schwab et al., 2000;
Roedel, 2002) vergleichbar und traten somit im Untersuchungszeitraum, dem auch der
Zeitraum der Betamethasongabe in der Klinik entspricht, unabhéngig vom Alter der Feten

auf.
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Die Ursachen fiir die nachgewiesene Senkung der fetalen Hirndurchblutung unter der
Glukokortikoidbehandlung sind im Rahmen dieser Arbeit nicht untersucht worden, da
hierzu spezifisch ausgerichtete Studien notwendig sind. Wie unten ausfiihrlich diskutiert
sind einerseits Glukokortikoideffekte auf den zerebralen Gefafitonus denkbar, die zu einer
Dysregulation im zerebrovaskuldren System des Feten und dadurch zu einem Abfall der
Hirndurchblutung fiihren. Andererseits lassen sich aber auch katabole Glukokortikoid-
effekte auf den zerebralen Stoffwechsel als Ursache fiir die durch Betamethason ausgeldste
Hirndurchblutungssenkung vermuten, die in diesem Fall lediglich Ausdruck einer
physiologischen Anpassungsreaktion im Sinne einer Kopplung von Metabolismus und

Hirndurchblutung wire.

1. Glukokortikoideffekte auf den zerebralen Gefaf3itonus

Glukokortikoide konnen iiber verschiedenene Angriffspunkte den zerebralen Geféalltonus

und damit die Hirndurchblutung im fetalen Gehirn beeinflussen:

Prostaglandine (PG)

Prostaglandine sind beim Feten die bedeutendsten hormonellen Mediatoren zur
Regulierung des zerebralen Gefaltonus (Leffler & Busija, 1987; Jones et al., 1993;
Benders et al., 1995). Im sich entwickelnden Gehirn und den fetalen HirngefdBen ist dabei
die Zyklooxygenase 2 (COX-2) wesentlich an der basalen Prostaglandinsynthese beteiligt,
wihrend im adulten Hirn die COX-2 nur unter Stimulationsbedingungen, wie z.B. einer
gesteigerten Hirndurchblutung, exprimiert wird (Peri et al., 1995; Leffler, 1997). Unsere
Arbeitsgruppe konnte nachweisen, dall Betamethason im Hirnstamm und im zerebralen
Kortex von Schaffeten zu einer Verminderung der COX-2-Expression fiihrt (Wood et al.,
2003). Figueroa et al. (1999) konnten zeigen, dall es unter einer fiinftagigen Kortisol-
behandlung zur Hemmung der COX-2-Expression im zerebralen Kortex und im Hippo-
kampus bei Schaffeten kommt. Ferner wurde an adulten Ratten demonstriert, da3 eine
Hemmung der Prostaglandinsynthese mittels Indometacin zu einer Senkung der Hirndurch-
blutung um ca. 50 % fiihrt (Dahlgren et al., 1981). Da Glukokortikoide demnach
inhibitorisch in die Prostaglandinsynthese eingreifen, sind somit indirekte Glukokortikoid-

effekte auf den Tonus der zerebralen Gefal3e denkbar.
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Eine Hemmung der COX-2 und die damit verbundenen, niedrigen Prostaglandinspiegel
induzieren beim neugeborenen Schwein eine ,,upregulation” von Prostaglandinrezeptoren
und eine Zunahme von deren Dichte in kleinen zerebralen Gefaflen (Li et al., 1995;
Chemtob et al., 1996). Die Zunahme der Prostaglandinrezeptoren und die steigende
Empfindlichkeit der Hirngefdfle gegeniiber Prostaglandinen kdnnten eine Ursache dafiir
sein, daf} 48 Stunden nach Beginn der Betamethasonbehandlung in beiden Gestationsaltern
zwar noch eine Senkung der Hirndurchblutung nachweisbar war, diese jedoch keine

Signifikanz mehr erreichte.

Stickstoffmonoxid (NO)

Neben den Prostaglandinen ist die Regulierung des zerebrovaskuldren Tonus im sich ent-
wickelnden Gehirn auch von Stickstoffmonoxid (NO) abhédngig (Northington et al., 1997).
So geht die Reifung des zerebrovaskuldren Systems bei Schaffeten mit einer Reifung der
Nitritoxidsynthetase (NOS) einher (siehe 6.2.2.1). Glukokortikoide konnen die NOS direkt
(Wallerath et al., 1999; Whitworth et al., 2002) und auch indirekt iiber das Prostaglandin-
system hemmen, weil die Aktivitit der endothelialen (eNOS) und der neuronalen
Nitritoxidsynthetase (nNOS) im zerebralen Gefdlbett durch PGE, {iber EP3-Rezeptoren
positiv reguliert wird (Dumont et al., 1998; Dumont et al., 1999). Da eNOS und nNOS
neben dem PGE,; mit zunehmender Hirnreifung eine wesentliche Rolle fiir die zerebrale
Autoregulation des Feten spielen (Hardy et al., 1999), konnten somit auch Glukokortikoid-
effekte auf das NO-System am Zustandekommen des Anstieges des zerebralen Gefaf3tonus

unter der Betamethasonbehandlung beteiligt sein.

Endothelin 1 (ET-1)

Endothelin 1 (ET-1) wird vom GefdBendothel, der GefdBmuskulatur und auch von Astro-
zyten und Nervenzellen freigesetzt und ist als Vasokonstriktor von groBler Bedeutung fiir
den basalen GefdBitonus im adulten Organismus (Rubanyi & Botelho, 1991). Unter
hypoxischen Bedingungen kommt es auch in der Perinatalperiode zu einer starken
Induktion der ET-1-Expression (Tsang et al., 2001). ET-1 bindet an Rezeptoren der Gefal3-
muskelzelle, die zu einer Steigerung des Ca’ -Einstroms in die Zelle, zur Aktivierung von
Proteinkinasen und der Phosphorylisierung von Myosin fithren (Karimova & Pinsky,
2001). Glukokortikoide modulieren die Bindung an ET-1 Rezeptoren (Provencher et al.,

1995) und induzieren bei der adulten Ratte die Freisetzung von ET-1 aus GefaBBmuskel-
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zellen (Kansen et al., 1991). Beim fetalen Schaf kommt es durch Glukokortikoide aufgrund
einer gesteigerten ET-1 Bindung an ETA-Rezeptoren zu einer Verstirkung der Empfind-
lichkeit zerebraler Arteriolen gegeniiber ET-1 (Docherty et al., 2001). Da Hirnarterien im
Vergleich zu Arterien aus anderen Gefdllgebieten besonders empfindlich auf ET-1
(Docherty et al., 2001) reagieren, kann der wéhrend der Betamethasoninfusion beobachtete
Anstieg des zerebrovaskuldren Widerstandes eventuell auch auf eine gesteigerte

Empfindlichkeit zerebraler Arteriolen gegentiber ET-1 zuriickgefiihrt werden.

Empfindlichkeit der Hirngefdfse gegeniiber vasoaktiven Substanzen

Glukokortikoide fiihren vermutlich auch zu einer verdnderten Empfindlichkeit zerebraler
Gefille gegeniiber anderen, vasokonstriktiven Substanzen. Unsere Arbeitsgruppe konnte an
peripheren Widerstandsgefdlen von mit Betamethason behandelten Feten in vitro eine
gesteigerte Empfindlichkeit gegeniiber depolarisierenden und damit vasokonstriktorisch
wirkenden K'-Ionen und eine verminderte Reaktion gegeniiber den vasodilatatorischen
Substanzen Bradykinin und Forskolin nachweisen (Anwar et al., 1999). Am aus-
geprigtesten stieg dabei die Sensitivitit der Gefie gegeniiber depolarisierenden K -Ionen
in vitro an (Anwar et al. 1999). Als Ursache fiir die gesteigerte Empfindlichkeit der Gefdl3e
gegeniibber K'-Jonen kommt am echesten eine Storung der elektromechanischen
Ankopplung in Betracht, die auf einer Modifizierung der intrazelluldren Ca’ -Speicherung
bzw. Freisetzung, auf einer Beeinflussung spannungsabhingiger Ca' -Kanile oder auf

einer Sensitivitdtsinderung der kontraktilen Proteine beruhen konnte.

Sympathisches Nervensystem

Betamethasoneffekte auf das sympathische Nervensystem sind als Ursache fiir die
beobachtete Senkung der fetalen Hirndurchblutung eher unwahrscheinlich, da einerseits im
Gegensatz zu anderen Gefdl3gebieten eine sympathische Stimulation nur grofle zerebrale
Gefalle beeinfluBt (Baumbach & Heistad, 1983) und andererseits die Durchblutung der
kleinen Widerstandsgefie einer Autoregulation unterliegt (Ubersicht in Paulson et al.,
1990). Zudem wurden im Experiment keine Unterschiede zwischen den Glukokortikoid-
effekten auf die Hirndurchblutung in beiden Gestationsaltern beobachtet, was bei einer er-
heblichen Bedeutung des autonomen Nervensystems flir das Zustandekommen dieses

Effektes jedoch zu erwarten gewesen wire, da die Empfindlichkeit zerebraler Arteriolen
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gegeniiber Noradrenalin und die Bedeutung noradrenerger Mechanismen fiir die Steuerung

der Hirndurchblutung mit dem Gestationsalter abnehmen (Wagerle et al., 1990).

2. Glukokortikoideffekte auf den zerebralen Stoffwechsel

Seit langerer Zeit ist bekannt, dal Glukokortikoide tliber katabole Wirkungen auf den peri-
pheren (Munck, 1971) und zentralen Metabolismus (Landgraf et al., 1978) verfligen. So
verminderten Glukokortikoide z.B. die lokale zerebrale Glukoseutilisation im adulten
(Doyle et al., 1994) und im neonatalen Rattenhirn (Tuor et al., 1997) moglicherweise auf-
grund eines erniedrigten Energiebedarfes durch Hemmung der neuronalen Aktivitdt. Ferner
konnte nach Adrenalektomie eine gesteigerte Glukoseutilisation im adulten Rattenhirn
nachgewiesen werden (Kadekaro et al., 1988). Da die zerebrale Perfusion eng an den
Stoffwechselbedarf des Gehirns gekoppelt ist, konnten katabole Glukokortikoideffekte

somit durchaus zu einer Reduktion der Hirndurchblutung fiihren (Iadecola, 1993).

6.2.3.2 Glukokortikoideffekte auf die zerebrale Vasodilatation

Die Zunahme des zerebrovaskuldren Widerstandes ging am 111. Trichtigkeitstag mit einer
signifikanten Abschwéchung der Vasodilatationskapazitit nach 24 Stunden Betamethason-
behandlung einher. Diese Beobachtung stimmt mit Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe
fiir den 128. Tréchtigkeitstag liberein, in denen eine Abschwichung der Vasodilatation
unter Hyperkapnie nach 48 Stunden Betamethasoninfusion nachgewiesen werden konnte

(Schwab et al., 2000; Roedel, 2002).

Verschiedene Faktoren, wie z.B. Stickstoffmonoxid, Adenosin und die Aktivierung von
K'-Kanilen, sind an der Vasodilatation der HirngefiBe beteiligt, die eine Hyperkapnie
begleitet (Ubersicht in Faraci & Heistad, 1998). Vor allem Prostaglandine spielen bei der
Vermittlung der Vasodilatation im unreifen Gehirn eine bedeutende Rolle, wie an neu-
geborenen Schweinen gezeigt werden konnte (Wagerle & Mishra, 1988; Leffler et al.,
1994). Dahlgren et al. (1981) konnten ferner nachweisen, daBl eine Hemmung der
Prostaglandinsynthese mittels Indometacin bei adulten Ratten zu einer Abnahme des
hyperkapniebedingten Hirndurchblutungsanstieges fiihrt. Im Gegensatz zum adulten
Gehirn wird die Zyklooxygenase 2 (COX-2) im fetalen Gehirn konstitutiv exprimiert und
ist an der basalen Prostaglandinsynthese beteiligt (Peri et al., 1995; Leffler, 1997). Da
Glukokortikoide die Prostaglandinsynthese durch Verminderung der COX-2-Expression
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supprimieren (Ubersichten in Russo Marie, 1990; Masferrer & Seibert, 1994; Goppelt-
Struebe, 1997), ist es durchaus denkbar, dafl eine Betamethasonbehandlung iiber diesen
Mechanismus eine Einschrankung der Vasodilatationskapazitdt im fetalen Gehirn bewirkt.
Diese Vermutung legt auch eine weitere Untersuchung nahe, in der bei neugeborenen
Schweinen aufgrund einer verminderten PGE,-Synthese nach Dexamethasonbehandlung
eine geringere vasodilatatorische Reaktion pialer Arteriolen auf CO, beobachtet werden

konnte (Wagerle et al., 1991).

6.2.3.3 Glukokortikoideffekte auf die zerebrale Autoregulation

Bislang existierten keinerlei Studien iiber die Effekte einer prénatalen Glukokortikoid-
therapie auf die zerebrale Autoregulationskapazitit. Mit den vorliegenden Untersuchungen
konnte nun mittels der Laser-Doppler-Durchblutungsmessung erstmals gezeigt werden,
daB3 eine Betamethasonbehandlung in der klinisch verwendeten Dosierung zu erheblichen
Anderungen in der Reaktion der HirngefiBe auf akute Blutdruckinderungen fiihrt. So
verschoben sich der mittlere arterielle Blutdruck und die untere Autoregulationsgrenze zu
hoheren Blutdruckwerten, wéhrend eine obere Autoregulationsgrenze nicht mehr
nachgewiesen werden konnte und die Hirndurchblutung somit selbst bei exzessiven

Blutdrucksteigerungen noch konstant blieb.

Da die Betamethasoneffekte auf die zerebrale Autoregulation den mit zunehmendem Alter
auftretenden Verdnderungen &hneln, 14Bt sich eine Reifungsbeschleunigung durch die
pranatale Glukokortikoidtherapie diskutieren. Der wesentliche Unterschied zur normalen
ontogenetischen Entwicklung besteht jedoch darin, daB3 unter Betamethason auch eine

Erhohung der unteren Autoregulationsgrenze beobachtet werden konnte.

Die Verschiebung der Autoregulationsgrenzen zu hoheren Blutdruckwerten 1aBt auf eine
Vasokonstriktion der HirngefdBBe unter der Betamethasontherapie schliessen. Mdogliche
Mechanismen fiir die unter Glukokortikoiden beobachtete Erhohung des zerebrovaskulédren
Widerstandes sind bereits diskutiert worden (siehe 6.2.3.1). Vor allem das Prostaglandin-
system stellt einen moglichen Angriffspunkt fiir eine Beeinflussung der zerebralen Auto-
regulation durch Glukokortikoide dar, da Prostaglandine eine wesentliche Rolle fiir die

zerebrale Autoregulation des Feten spielen (Chemtob et al., 1990; Meadow et al., 1994).
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Wie bereits beschrieben wird die prénatale Betamethasontherapie héufig bei einer
drohenden Friihgeburt durchgefiihrt. Gerade Friihgeborene haben ein hohes Risiko eine
perinatale Asphyxie zu erleiden und sind damit besonders anfillig fiir hypoxisch-
ischdmische Hirnschdden (Vannucci, 1995). Kommt es unter einer Betamethason-
behandlung zu einem Anstieg der unteren Autoregulationsgrenze, so mufl beim Feten ein
hoher Blutdruck aufrechterhalten werden, um eine ausreichende Hirndurchblutung sicher-
stellen zu konnen. Der Anstieg der unteren Autoregulationsgrenze hat somit potentiell
negative Folgen fiir das unreife Gehirn des Friihgeborenen, da es wihrend hypotoner
Blutdruckphasen zu einer Verminderung der zerebralen Durchblutung kommt und sich
dadurch das Risiko fiir das Auftreten einer periventrikuléren Leukomalazie erhoht (Lou,
1994; Reddy et al., 1998). Es sind daher weitere Studien notwendig, um zu kldren, ob eine
pranatale Glukokortikoidtherapie bei hypotonen Blutdruckwerten noch protektiv gegen-
iber periventrikuldren Infarkten wirkt oder ob es vielmehr unter dieser Voraussetzung zu

iatrogenen Schidden durch die Behandlung kommt.

Im Gegensatz dazu fiihrt der Anstieg der oberen Autoregulationsgrenze unter der Beta-
methasontherapie dazu, dal} die fetale Hirndurchblutung auch bei extrem hohen Blutdruck-
werten konstant bleibt. Diese Beobachtung bietet neben dem bereits beschriebenen gluko-
kortikoidinduzierten Anstieg des zerebrovaskuldren Widerstandes eine plausible Erkldrung
daflir, warum es unter einer Betamethasontherapie trotz des ansteigenden arteriellen
Blutdruckes zu einem protektiven Effekt gegeniiber Hirnblutungen kommt (Leviton et al.,
1993; Elimian et al., 1999). Glukokortikoide reduzieren demnach wahrscheinlich gerade in
den kritischen, mit Blutdruckanstiegen einhergehenden Phasen des fetalen Lebens, wie
z.B. Hypoxien und Nabelschnurokklusionen, die Anfilligkeit des unreifen Gehirns gegen-

iiber zerebralen Blutungen (Reynolds et al., 1979; Lou, 1993).

Neben den zugrundeliegenden Mechanismen sollten zukiinftige Studien untersuchen, wie
lange die durch Betamethason induzierten Anderungen der zerebralen Autoregulation nach
dem Therapieende anhalten. Diese Frage ist von entscheidender Bedeutung, da der fetale
Blutdruck nach Ende einer Glukokortikoidtherapie wieder abnimmt (Derks et al., 1997)
und somit bei prolongiertem Bestehen einer erhohten unteren Autoregulationsgrenze ein

kritischer Abfall der Hirndurchblutung am Therapieende zu befiirchten wére.
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6.2.4 Die Folgen einer prinatalen Glukokortikoidtherapie fiir das fetale Gehirn

6.2.4.1 Die Folgen einer prinatalen Glukokortikoidtherapie fiir das normoxische

Gehirn

Neben den von mir untersuchten zerebrovaskuliren Nebenwirkungen konnte unsere
Arbeitsgruppe an den gleichen Schaffeten zeigen, daB3 eine Betamethasonbehandlung im
letzten Schwangerschaftsdrittel zu neurotoxischen Schidden im fetalen Gehirn fiihrt
(Antonow-Schlorke et al.,, 2002). Ferner konnten unter dem Glukokortikoideinflufl
Verdanderungen in der elektrischen Hirnfunktion nachgewiesen werden (Schwab et al.,
2001; Roedel, 2002). Im Mittelpunkt der immunhistochemischen Untersuchungen stand
die Beurteilung von Betamethasoneffekten auf Mikrotubulus-assoziierte Proteine (MAP)
als bedeutenden Bestandteilen des neuronalen Zytoskeletts sowie auf Synaptophysin als
Marker fiir die Synapsendichte (Masliah, 1990). Auch wenn diese Untersuchungen nicht
Gegenstand meiner Arbeit waren, mdchte ich an dieser Stelle auf die histologischen Folgen
der Betamethasonbehandlung eingehen, da sie potentielle Konsequenzen der von mir

gefundenen Hirndurchblutungssenkung darstellen.

Mikrotubulus-assoziierte Proteine (MAP) sind Zytoskelettproteine und kommen in den
Zellen aller Vertebraten einschlieBlich des Menschen vor (Viereck et al., 1988; Arnold &
Trojanowski, 1996). Sie erfiillen wichtige Funktionen fiir die Regulation der neuronalen
Morphogenese (Tucker, 1990; Johnson & Jope, 1992) sowie fiir die neuronale Integritit
durch Aufrechterhaltung der Nervenzellform und des intrazelluliren Transportes
(Bershadsky & Vasiliev, 1989). Synaptophysin ist ein kalziumbindendes Glykoprotein
(Rehm et al., 1986), das unabhingig vom Transmitter in den prisynaptischen Terminals
von mehr als 95 % aller neokortikalen Synapsen lokalisiert ist (Navone et al., 1986). Die
Expression von Synaptophysin als struktureller Bestandteil der Synapsen korreliert mit der

Synaptogenese (Knaus et al., 1986).

Die histologischen Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe an den Gehirnen Betamethason-
behandelter Schaffeten konnten eine deutliche Abnahme des immunreaktiven MAP1B und
MAP2c nachweisen, die mit der gleichzeitigen Senkung der Hirndurchblutung assoziiert
war (Schwab et al., 2001). Der MAPIB- und MAP2c-Verlust konnte auch bei

nichtmenschlichen Primatenfeten reproduziert werden, die sich in einem vergleichbaren
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Alter wie die von mir untersuchten Schaffeten befanden (Antonow-Schlorke et al., 2003a).
Eine Schidigung von Mikrotubulus-assoziierten Proteinen gilt bereits im sich
entwickelnden Gehirn als ein frithes intrazelluldres strukturelles Zeichen fiir eine
ischdmische Hirnschadigung (Blomgren et al., 1995; Malinak & Silverstein, 1996; Ota et
al., 1997). Sowohl beim fetalen Schaf (Antonow-Schlorke et al., 2000) als auch beim
Primatenfeten (Antonow-Schlorke et al., 2003a) ging der MAP-Verlust unter der Gluko-
kortikoidtherapie ferner mit einer signifikanten Abnahme des immunreaktiven Synapto-
physins einher, dessen verringerte Expression auf eine gestérte Synaptogenese schliessen

146t (Knaus et al., 1986).

Wie auch die von mir beobachtete Hirndurchblutungssenkung traten die neurotoxischen
Nebenwirkungen der Betamethasonbehandlung wihrend des letzten Schwangerschafts-
drittels unabhédngig vom Anwendungszeitpunkt auf und waren in ihrer Auspriagung
zwischen unterschiedlichen Altersgruppen vergleichbar (Schwab et al., 2001; Antonow-
Schlorke et al., 2002). Da die glukokortikoidinduzierten Schiden nicht nur beim fetalen
Schaf, sondern auch im Gehirn von nicht instrumentierten Primatenfeten nachgewiesen
werden konnten (Antonow-Schlorke et al., 2003a), sind gleichartige Verdnderungen

ebenfalls bei menschlichen Feten zu befiirchten.

Tatsdchlich gibt es auch beim Menschen erste Hinweise fiir negative Auswirkungen der
prénatalen Glukokortikoidtherapie auf die Hirnentwicklung. So konnten retrospektive
Untersuchungen zeigen, dal} insbesondere eine wiederholte, prinatale Gabe von Gluko-
kortikoiden zu einer verzogerten Hirnreifung fithrt (Modi et al., 2001) und moglicherweise
mit langfristigen kognitiven und psychomotorischen Defiziten einhergeht (Esplin et al.,
2000). In einer Pilotstudie wurde dariiber hinaus bei Kleinkindern, deren Miitter in der
Schwangerschaft aufgrund einer drohenden, kongenitalen adrenalen Hyperplasie mit
Dexamethason behandelt worden waren, hdufiger ein dngstlich-vermeidenes Verhalten
beobachtet als bei nicht exponierten Kindern (Trautman et al., 1995). Da die wiederholte
Gabe von Glukokortikoiden bei einer drohenden Friihgeburt offenbar keinen zusitzlichen
Nutzen fiir die fetale Lungenreifung bringt (Banks et al., 1999) und in zunehmendem Mal3e
Kenntnisse iiber die Nebenwirkungen einer prénatalen Glukokortikoidtherapie bestehen,
wird in den aktuellen Therapierichtlinien der National Institutes of Health nur noch die
einmalige Glukokortikoidgabe bei einer drohenden Frithgeburt empfohlen (NIH Consensus
Statement, 2000).
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6.2.4.2 Die Folgen einer prinatalen Glukokortikoidtherapie fiir das hypoxische
Gehirn

Trotz erheblicher Fortschritte in der Neonatalmedizin und der damit einhergehenden
Senkung der perinatalen Mortalitét ist die Inzidenz bleibender neurologischer Folgen bei
Frithgeborenen unverdndert hoch, da der Hauptanteil schwerer neurologischer Schiden
bereits pranatal entsteht (Blair & Stanley, 1988). So treten bei etwa 20-30 % der Kinder,
die vor der 35. SSW geboren werden, zerebrovaskuldre Komplikationen auf. Besonders
Frithgeborene mit geringem Geburtsgewicht (<1500g) erleiden héufig schwere motorische
Schéaden (5-15 %) sowie spitere intellektuelle Defizite (25-50 %) (Yager & Thornhill,
1997).

Ein GroBteil dieser prénatalen, neurologischen Schidden wird durch intraventrikuldre
Blutungen und vor allem durch die periventrikulire Leukomalazie (PVL) verursacht
(Volpe, 1997), deren Auftreten besonders hédufig mit langfristigen, neurologischen Beein-
trachtigungen bei den betroffenen Kindern einhergeht (Jorch, 1993; Piecuch et al., 1997).
Im Rahmen einer intrauterinen Asphyxie, die hdufig durch Nabelschnurokklusionen
verursacht wird, kommt es bei der periventrikuliren Leukomalazie zur arteriellen
Hypotension und einer gestorten Regulation der zerebralen Durchblutung, die zu einer
Ischdmie in der periventrikuldren, weillen Substanz des fetalen Gehirns fithren. Die PVL
tritt bei etwa 10 % der Frithgeborenen auf, die vor der 32. SSW geboren werden (Jorch,
1997). Da mittlerweile etwa 60 % der Frithgeborenen prinatal mit Glukokortikoiden
behandelt werden (Elimian et al., 1999), ist es von grofler Bedeutung zu untersuchen,
welchen Einflul Glukokortikoide auf das hypoxische Gehirn und damit auf die oben

genannten Erkrankungen haben.

Einerseits lassen sich positive Effekte einer prénatalen Glukokortikoidbehandlung
vermuten. So schiitzt die Verschiebung der oberen Autoregulationsgrenze unter der Gluko-
kortikoidbehandlung das fetale Gehirn moglicherweise gegeniiber hypoxiebedingten, intra-
ventrikuldren Blutungen, indem sie einen proportionalen Anstieg der Hirndurchblutung bei
einem hypoxieinduzierten Blutdruckanstieg verhindert. Dies konnte begriinden, warum die
Glukokortikoidtherapie beim Frithgeborenen zu einer Abnahme der Inzidenz intra-
ventrikuldrer Blutungen fiihrt (Leviton et al., 1993; Elimian et al., 1999), wofiir bislang
keine befriedigenden Erkldrungen bestanden. Desweiteren ist die wihrend der Behandlung

beobachtete Hirndurchblutungssenkung moglicherweise Folge eines katabolen Gluko-
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kortikoideffektes (siche 6.2.3.1), der zu einer erniedrigten lokalen Glukoseutilisation im
fetalen Gehirn und somit zu einer langsameren Abnahme der Energiereserven im fetalen
Gehirn bei einer perinatalen Asphyxie fithren kann. Dies wiirde protektive Effekte von
Glukokortikoiden gegeniiber hypoxisch-ischdmischen Belastungen erkldren, die bei
neonatalen Ratten nachgewiesen werden konnten (Tuor, 1997). Der Anstieg des fetalen
Blutdruckes wihrend einer Glukokortikoidtherapie konnte zudem einer arteriellen Hypo-
tension entgegenwirken, die eine wesentliche Rolle bei der Pathogenese der peri-
ventrikuldren Leukomalazie spielt (Jorch, 1993; Bauder et al., 2000). Die Annahme
protektiver Glukokortikoideffekte wird auch durch Erfahrungen aus klinischen Studien
gestiitzt, nach denen eine préanatale Glukokortikoidbehandlung bei Friihgeborenen zu einer
deutlichen Abnahme der Inzidenz intraventrikuldrer Blutungen und der periventrikuldren
Leukomalazie fiihrt (Baud et al., 1999; Elimian et al., 1999; Canterino et al., 2001). Diese
retrospektiven Studien haben allerdings den groBen Nachteil, dal oft geburtshilfliche
Notfille, bei denen eine prénatale Glukokortikoidtherapie aufgrund eines Zeitmangels
nicht mehr moglich war, der unbehandelten Kontrollgruppe zugeordnet werden und somit
eine Verzerrung der Studienergebnisse durch das unterschiedliche Risikoprofil in Kontroll-
und behandelter Gruppe nicht ausgeschlossen werden kann (Bauder et al., 2000). Ferner
wird bei pridnatal unbehandelten Babies hiufig eine postnatale Glukokortikoidtherapie
durchgefiihrt, die jedoch mit einer deutlichen Verschlechterung der neurologischen

Entwicklung des Kindes einherzugehen scheint (Barrington, 2001).

Bei einer primiren Senkung der Hirndurchblutung durch zerebrale Vasokonstriktion lassen
sich andererseits auch potentiell negative Effekte einer Glukokortikoidbehandlung ver-
muten. Da aufgrund der Verschiebung der unteren Autoregulationsgrenze ein hoherer
Blutdruck fiir eine ausreichende Versorgung des fetalen Gehirns notwendig ist, konnte die
Glukokortikoidbehandlung in hypotonen Blutdruckphasen zu einer Abnahme der
Hirndurchblutung und einer Einschrinkung des O,-Angebotes im fetalen Gehirn fithren
und somit das Ausmal} zerebraler Schaden vor allem wihrend perinataler Asphyxien
verstarken. Zudem ist unter hypoxischen Bedingungen eine Abnahme des protektiven
Effektes einer CO,-Erhohung gegeniiber hypoxisch-ischdmischen Hirnschdden (Vannucci
et al., 1995) zu befiirchten, da durch die Glukokortikoidtherapie auch die Vasodilatations-
kapazitidt der Hirngefdfe eingeschrinkt wird. Tatséchlich konnte unsere Arbeitsgruppe
bereits zeigen, da} es bei fetalen Schafen unter einer prianatalen Betamethasonbehandlung

zu einer deutlichen Zunahme der neuronalen Schidden im Hippokampus nach einer intra-
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uterinen Asphyxie kommt (Antonow-Schlorke et al., 2003b). Solche Schidden kdnnen zu
kognitiven Defiziten beitragen, die bei Frithgeborenen nach einer wiederholten, prénatalen

Glukokortikoidgabe bereits beobachtet wurden (Esplin et al., 2000).

Zusammenfassend konnen somit aus den vorliegenden Untersuchungsergebnissen iiber die
zerebrovaskuldren Folgen einer Betamethasonbehandlung sowohl positive als auch
negative Effekte fiir das fetale Gehirn unter normoxischen und hypoxischen Bedingungen
abgeleitet werden. Um zu einer sinnvollen Abwédgung von Risiko und Nutzen einer
prianatalen Glukokortikoidtherapie gelangen zu koénnen, sind weitere Studien notwendig,

die vor allem Glukokortikoideffekte wihrend perinataler Asphyxien untersuchen sollten.
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7 SCHLUSSFOLGERUNGEN

In den vorliegenden Untersuchungen wurde anhand chronisch instrumentierter Schaffeten
der EinfluB3 einer prinatalen Glukokortikoidbehandlung auf die fetale Hirndurchblutung

und die zerebrale Autoregulation in unterschiedlichen Gestationsaltern untersucht.

Wihrend der ontogenetischen Entwicklung im letzten Schwangerschaftsdrittel kommt es
beim Schaffetus zu einem Abfall des zerebrovaskulidren Widerstandes, der mit einem
Anstieg der Hirndurchblutung einhergeht. Desweiteren fiihrt eine Verschiebung der oberen
Autoregulationsgrenze mit zunehmendem Alter zu einer Erhohung der zerebralen Auto-
regulationskapazitdt. Im Vergleich zu reifen Feten ist der autoregulierte Blutdruckbereich,
iiber den die zerebralen Gefille die Hirndurchblutung konstant zu halten vermdgen, bei
unreifen Feten sehr schmal. Die geringe, zerebrale Autoregulationskapazitit bietet eine
Erklarung fiir die hohe Anfilligkeit des unreifen Gehirns von Frithgeborenen gegeniiber
zerebralen Blutungen (Reynolds et al., 1979; Lou, 1993) und der periventrikuldren Leuko-
malazie (Lou, 1994; Reddy et al., 1998).

Eine Betamethasonbehandlung in der klinisch zur Beschleunigung der Lungenreifung bei
menschlichen Feten verwendeten Dosierung ist beim Schaffetus mit einer Erhchung des
peripheren und des zerebralen GefdBwiderstandes verbunden, die zu einem Blutdruck-
anstieg sowie zu einem Abfall der Hirndurchblutung und einer Einschrinkung der Vaso-
dilatationskapazitit der HirngefdB3e fiihrt. Ferner kommt es unter Betamethason zu einer
Verschiebung der oberen und der unteren Grenze der zerebralen Autoregulation zu

hoheren Blutdruckwerten.

Die Erhohung der oberen Autoregulationsgrenze stellt vermutlich einen wichtigen
positiven Therapieeffekt dar, der das unreife Gehirn des von einer Frithgeburt bedrohten
Feten vor intraventrikuldren Blutungen schiitzt (Leviton et al., 1993; Elimian et al., 1999),
da der erhohte zerebrale Gefd3tonus hypertensiven Blutungen entgegenwirkt. Andererseits
fiihren die Senkung der Hirndurchblutung und der Anstieg der unteren Autoregulations-
grenze wiahrend der prinatalen Betamethasonbehandlung mdglicherweise zu einer
kritischen Einschrinkung der zerebralen Blutversorgung und sind damit vermutlich
bedeutende Mechanismen fiir den verstirkten, neuronalen Zelluntergang im unreifen

Gehirn des Feten wihrend einer perinatalen Asphyxie, den unsere Arbeitsgruppe bei
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fetalen Schafen nachweisen konnte (Antonow-Schlorke et al., 2003b). Desweiteren ist
aufgrund der verminderten Vasodilatationskapazitit unter der Therapie eine
Abschwichung des vasodilatativen und damit neuroprotektiven Effektes von Kohlenstoff-

dioxiderhdhungen (Vannucci et al., 1995) in hypoxischen Phasen zu befiirchten.

Die Glukokortikoideffekte auf das zerebrovaskuldre System treten im letzten Schwanger-
schaftsdrittel unabhdngig vom Gestationsalter auf und werden offenbar weder qualitativ
noch quantitativ von der Reifung der hypothalamo-hypophyso-adrenalen Achse beeinfluf3t.
Die wihrend der Betamethasonbehandlung beobachtete Abnahme der fetalen Hirn-
durchblutung korreliert dariiber hinaus mit einem Verlust Mikrotubulus-assoziierter
Proteine (MAP), der ebenfalls altersunabhéngig unter der Therapie aufzutreten scheint
(Schwab et al., 2001; Antonow-Schlorke et al., 2002), und geht mit Verdnderungen der
elektrischen Hirnaktivitét einher (Schwab, 2001; Roedel, 2002).

Die vorliegenden Untersuchungen erkldren den lebensrettenden, protektiven Effekt einer
prénatalen Glukokortikoidtherapie gegeniiber intraventrikuldren Blutungen (Leviton et al.,
1993; Elimian et al., 1999), durch den Glukokortikoide neben ihrem positiven Einfluf3 auf
die fetale Lungenreifung (Ballard & Ballard, 1995; Crowley et al., 1995) zu einem
unverzichtbaren, therapeutischen Bestandteil der Perinatalmedizin geworden sind. Die
erheblichen, negativen Nebenwirkungen der pranatalen Glukokortikoidbehandlung auf das
zerebrovaskuldre System und die neuronale Integritit des Feten sollten jedoch zu einer

engen Indikationsstellung in der Klinik fiihren bis:

1. Langzeitfolgen einer solchen Behandlung fiir das Frithgeborene anhand prospektiver,

longitudinaler Studien ausgeschlossen werden kdnnen,

2. die zugrundeliegenden Mechanismen fiir die glukokortikoidinduzierte Senkung der
Hirndurchblutung und deren Folgen fiir das unreife, fetale Gehirn unter einer

perinatalen Asphyxie hinreichend untersucht sind und somit

3. Nutzen und Risiko einer prinatalen Glukokortikoidtherapie fiir das Friihgeborene

sinnvoll abgewogen werden konnen.
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